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Abstrakt a klíčová slova 

 V předkládané dizertační práci byla řešena problematika nedostatečného prostupu 

antidot otrav organofosforovými sloučeninami. V rámci práce byly vzájemně 

porovnány nové metody pro hodnocení schopnosti látek prostupovat do centrálního 

nervového systému (CNS). Tyto metody byly následně využity pro testování 

standardních i nově syntetizovaných potenciálních léčiv z této skupiny. Dále byly 

zkoumány způsoby, které by mohly prostup do CNS zlepšit. 

Vysoce toxické organofosforové sloučeniny jsou považovány za jedny 

z nejnebezpečnějších vojensky zneužitelných látek. Tyto sloučeniny inhibují enzym 

acetylcholinesterázu, čímž narušují cholinergní přenos v zasaženém organizmu 

a z tohoto důvodu jsou označovány jako nervově paralytické látky (NPL). Vysoká 

nebezpečnost NPL spočívá v jejich relativně snadné dostupnosti, vysoké toxicitě 

a nedostatečně účinné terapii. Jednou z hlavních překážek léčby těchto otrav je 

neschopnost reaktivátorů acetylcholinesterázy obnovujících činnost inhibovaného 

enzymu prostoupit v terapeutické koncentraci do CNS. 

Výzkum a vývoj nově syntetizovaných potenciálních léčiv vyžaduje pro posouzení 

jejich biologických vlastností vhodné in vitro metody. První část experimentální práce 

byla věnována vývoji a validaci nových metod pro posouzení penetrace látek 

hematoencefalickou bariérou (HEB), včetně jejich vzájemného srovnání. Bariérový 

model PAMPA umožňuje hodnocení prostupu látek přes membránu simulující HEB 

pouze na základě fyzikálně-chemických vlastností jakožto určujícího předpokladu 

k pasivní difúzi. Fosfolipidová membrána metody PAMPA byla u dalšího modelu 

nahrazena monovrstvou buněčných kultur, a tím byl model obohacen o aktivní děje 

přítomné v živých buňkách. Testováním standardních látek byl při srovnání PAMPA 

a buněčných modelů zjištěn pozitivní posun v korelaci naměřených výsledků s reálnou 

dostupností jednotlivých léčiv v CNS. Nejlepší korelaci poskytla metoda využívající 

hCMEC/D3 buněčnou linii humánního původu, u které predikce prostupu látek HEB 

na základě zjištěných výsledků plně odpovídala situaci in vivo. 

Druhá část experimentální práce se zabývala způsoby zvýšení prostupu reaktivátorů 

acetylcholinesterázy do CNS. Validita vybraných způsobů byla ověřena metodami 

in vitro a in vivo. Testováním prostupu monokvartérních a nekvartérních reaktivátorů 



 

 

bylo potvrzeno, že kvartérní dusík v jejich struktuře, důležitý z hlediska reaktivace 

enzymu, je zároveň zásadní překážkou v prostupu HEB. Využití diamantových 

nanočástic pozitivně ovlivnilo samotný prostup látek přes buněčnou monovrstvu. 

Cucurbit[7]urilové nanočástice navázané na reaktivátor HI-6 zlepšily jeho 

farmakokinetické vlastnosti, zejména celkovou dostupnost a prodloužily poločas 

eliminace z mozku u experimentálních zvířat. Pro posouzení interakce standardních 

reaktivátorů s P-glykoproteinem byl aplikován model využívající CACO-2 buněčnou 

linii, která exprimuje tento transportér zodpovědný za eflux řady léčiv z HEB zpět do 

krevního oběhu. Tato interakce nebyla, proti očekávání, u standardních reaktivátorů 

AChE uvedenou metodou potvrzena. 

Zavedením těchto buněčných metod pro hodnocení prostupu látek HEB byl 

vytvořen komplexní nástroj, nejen pro testování nově syntetizovaných potenciálních 

antidot otrav NPL, ale i dalších látek interagujících se strukturami v CNS. Selekce látek 

pomocí in vitro metod redukuje využití experimentálních zvířat pouze pro látky 

s nejlepšími biologickými vlastnostmi, což vede také ke snížení nákladů na výzkum.  
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Abstract and keywords 

The dissertation thesis deals with problem of insufficient penetration of antidotes 

for treatment of organophosphorus poisonings. Methods for evaluating the ability 

of compounds to penetrate the central nervous system (CNS) were developed 

and compared to each other. These methods were subsequently used for the standard 

and newly synthesized potential drugs from this group to evaluate their penetration 

to the brain. Furthermore, the strategies that could improve CNS penetration were 

investigated.  

Highly toxic organophosphorus compounds represent a big threat due to possible 

misuse in the military of for terrorist purposes. These compounds affecting cholinergic 

neurotransmission by inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE). For this 

reason, they are called nerve agents (NAs). NAs are extremely toxic, relatively easily 

obtainable and the therapy of intoxication is insufficiently effective. One of the major 

obstacles of AChE reactivators, causal antidote used in the treatment, is to overcome the 

blood-brain barrier in therapeutic concentration and restore the function of AChE in the 

CNS. Thus, research and development of new drug candidates for such antidotes 

requires appropriate methods for evaluation of their biological properties even 

in the in vitro stage.  

Selection, validation and comparison of in vitro methods for evaluation  

blood-brain barrier (BBB) penetration was the first part of the experimental part. 

The PAMPA model predicts the permeation of compounds across the membrane and 

thus simulates BBB only on the base of physicochemical properties of compounds 

defining precondition to the passive diffusion. Next, the models in which the cellular 

membrane replaced the phospholipid membrane of PAMPA were used and by that the 

model was enriched with the activity of living cells. The standards drugs assesed 

by cellular modelsshowed the better correlation between measured and real data of CNS 

availability when compared with PAMPA. The best correlation was achieved 

by a method using an hCMEC/D3 cell line of human origin, in which the prediction 

of BBB permeation fully corresponded to in vivo situation  

The second part of the experimental work dealt with the approaches to increase 

the penetration of AChE reactivators into the CNS. The validity of the selected 



 

 

approaches was verified by in vitro and in vivo methods. The evaluation 

of the permeation of monoquaternary and nonquaternary reactivators confirmed 

an important role of the quaternary nitrogen in their structure as a major obstacle 

in the permeation through the BBB. The use of diamond nanoparticles increased 

the permeation of compounds through the cell monolayer. HI-6 reactivator encapsulated 

in cucurbit[7]uril nanoparticles showed an improved pharmacokinetic profile 

by prolongation the elimination half-life from the brain in experimental animals, which 

resulted in overall higher bioavalability. The CACO-2 cell line was applied to assess the 

interaction of standard reactivators with P-glycoprotein. This model expresses this 

transporter, responsible for the efflux of a number of drugs from BBB back into the 

bloodstream. Such interaction was not confirmed for standard AChE reactivators by this 

method on contrary to expectations.  

Thus, a complex in vitro tool was created by using these cellular methods for 

determination of the ability of newly synthesized potential antidotes for NA poisoning 

and for other substances targeting structures in the CNS to penetrate the BBB. The use 

of in vitro methods for the selection of hit compounds reduces the use of experimental 

animals and the costs of the research and development processes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Keywords: blood-brain barrier, cell lines, in vitro, bioavailability in brain, drug, efflux 

mechanisms 
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2-PAM pralidoxim 

AB apikálně-basolaterální 

ACh acetylcholin 

AChE acetylcholinesteráza 

AUC Plocha pod křivkou (Area Under the Curve) 

BA basolaterálně-apikální 

BMECs 
endoteliální buňky mozkových mikrokapilár (Brain Microvascular 

Endothelial Cells) 

CB[7] cucurbit[7]urilové nanočástice 

CED katetry zprostředkované podání (Convection Enhanced Delivery) 

CFT kumulativní množství (Cumulative Fraction Transported) 

Cmax maximální koncentrace 

CNS centrální nervový systém (Central Nervous Sysytem) 

DAM diacetyl monooxim 

DFP diisopropyl fluorofosfát 

DMEM kultivační médium Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO dimethyl sulfoxid 

EMEM kultivační médium Eagle's Minimum Essential Medium 

ESC embryonální kmenové buňky (Embryonic Stem Cells) 

FBS fetální bovinní sérum (Fetal Bovine Serum) 
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HSA NČ nanočástice z lidského sérového albuminu (Human Serum Albumin) 
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i.m. intramuskulární 

i.v. intravenózní 

IAM imobilizované umělé membrány (Immobilized Artificial Membranes) 
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indukované pluripotentní kmenové buňky (Induced Pluripotent Stem 
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MPO víceparametrová optimalizace (Multiparameter Optimization) 

NČ nanočástice 
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OP organofosfáty 

PAM pralidoxim 

PAMPA 
zkouška umělého membránového pronikání (Parallel Artificial 

Membrane Permeability Assay) 

pBCEC 
primární endoteliální buňky prasečích mozkových kapilár (Primary 

Porcine Brain Capillary Endothelial Cells) 

PBL mozkový prasečí lipid (Polar Brain Lipid) 

PEN-STREP směs penicilinu a streptomycinu 

Pgp p-glykoprotein 
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PSC pluripotentní kmenové buňky (Pluripotent Stem Cells) 
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Ser serin 

SS střihové napětí (Shear Stress) 

TEER 
transendoteliální/transepiteliální odpor 

(Transendothelial/Transepithelial Electrical Resistence) 

TF NČ nanočástice z oxidu křemičitého obalené transferinem 

TJs těsná spojení (Tight Junctions) 

TR transportní poměr (Transport Ratio) 
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ZO-1 zonula okludens (Zonula Occludens) 
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1. Úvod 

Vysoce toxické organofosforové sloučeniny jsou na jedné straně hojně využívány 

v zemědělství jako pesticidy, na straně druhé jsou považovány za jedny 

z nejnebezpečnějších vojensky či teroristicky zneužitelných látek (King a Aaron 2015). 

Otravy těmito sloučeninami ovlivňujícími cholinergní přenos inhibicí enzymu 

acetylcholinesterázy (AChE) způsobují statisíce úmrtí ročně (Robb a Baker 2020). 

Jednou z největších překážek léčby intoxikací organofosfáty je nedostatečný účinek 

dostupných antidot v centrálním nervovém systému (CNS). Zatímco lipofilní 

organofosfáty překonávají hematoencefalickou bariéru snadno, oximové reaktivátory 

acetylcholinesterázy obnovující činnost tohoto enzymu prostupují do mozku pouze 

v minimální míře (Lorke et al. 2008). I přes dlouhotrvající celosvětový výzkum 

doposud nebylo nalezeno univerzální antidotum s dostatečnou účinností v CNS, které 

by zvrátilo trvalé následky způsobené poškozením struktur v mozku, které mohou být 

i smrtelné. Z tohoto důvodu je výzkum antidot stále aktuální a jsou hledány nové 

sloučeniny schopné eliminovat následky otrav organofosfáty. Vzhledem k tomu, že 

dostupnost v CNS je validována až na úrovni in vivo studií, které jsou prováděny 

v pokročilé fázi výzkumu, je nezbytné mít k dispozici metody, které dostupnost 

v mozku predikují již během in vitro fázi vývoje léčiva.  

1.1 Organofosforové inhibitory acetylcholinesterázy 

K organofosforovým inhibitorům (organofosfáty, OFI) AChE řadíme 

organofosfáty, organofosfonáty a fosforamidáty. Organofosfáty jsou běžně využívány 

v průmyslu, kde slouží např. jako změkčovadla, aditiva a hydraulické kapaliny 

či v medicíně jako veterinární i humánní léčiva. Své nejrozsáhlejší uplatnění nalezly 

sloučeniny tohoto typu jako pesticidy v zemědělství (např. paraoxon, malathion, 

dichlorvos). Díky svým vlastnostem, mezi něž patří vysoká toxicita vůči cílovému 

organismu, relativně nízká stabilita v životním prostředí a v neposlední řadě finanční 

dostupnost, se staly velmi využívanou skupinou nahrazující dříve používané látky, např. 

DDT (King a Aaron 2015). Následkem otrav pesticidy na druhou stranu umírá 

každoročně kolem 300 000 lidí, především v rozvojových zemích (Robb a Baker 2020). 

Důvodem je jejich časté zneužívání k sebevražedným účelům, ale i vysoká toxicita, 

nedostatek ochranných pomůcek a nedostatečně účinná terapie. Vysoce toxické deriváty 
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fosforu se řadí do skupiny nervově paralytických látek (NPL). NPL jsou 

nejvýznamnější a nejnebezpečnější skupinou bojových chemických látek, jejichž 

chemické struktury jsou uvedeny na Obrázek 1. Svými vlastnostmi ideálně splňují 

požadavky pro použití v chemických zbraních, mají vysokou toxicitu vůči savcům, 

rychlý nástup účinku a pronikají do organismu prakticky všemi branami vstupu. Navíc 

jejich syntéza je relativně snadná a levná, a proto jsou považovány za nebezpečné a 

snadno zneužitelné v chemických zbraních (Patočka 2004). Nebezpečí jejich zneužití ve 

válce nebo jako prostředků terorizmu je celosvětově stále aktuální (King a Aaron 2015). 

 

 

  Obrázek 1 – Nejvýznamnější nervově paralytické látky 

 

1.1.1 Vývoj a historie zneužití NPL 

Vývoj NPL odstartoval při výzkumu nových potenciálních organosfátových 

insekticidů již ve třicátých letech dvacátého století, kdy německý chemik Gerhard 

Schrader popsal tabun (Holmstedt 1963). Následně byly vyvinuty další NPL  

tzv. G-látky (sarin a soman) a po druhé světové válce také látka VX, která se nyní řadí 

mezi tzv. V-látky (Ghosh a Newman 1955). V posledních letech velmi diskutovanou 

skupinou NPL jsou tzv. novičoky, které byly syntetizovány v Rusku (Zoltani 2009). 

Látky z této skupiny jsou považovány za extrémně toxické, vysoce stabilní, špatně 

detekovatelné běžně používanými metodami a jimi inhibovaná AChE pravděpodobně 
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nereaktivovatelná dostupnými antidoty. Byly navrženy jako binární směsi, které 

získávají své toxické vlastnosti až po smísení jejich prekurzorů (Jeong a Choi 2019). 

V historii je známo mnoho případů zneužití NPL jako chemických zbraní 

při válečných konfliktech či teroristických útocích. V 80. letech 20. století byly NPL 

použity v Íránsko-Írácké válce proti iránským vojskům a kurdské populaci v severním 

Íráku (Riley 2003). V roce 1995 byl sarin zneužit Japonským kultem Óm šinrikjó ve 

městě Matsumuto a v Tokijském metru. Zemřely desítky lidí a další tisíce byly zasaženy 

(Yanagisawa et al. 1995; Nagao et al. 1997). Jako reakce na útoky byla ustanovena 

v roce 1997 tzv. Chemical Weapons Convention, která zakazuje skladování, užívání 

a vývoj těchto látek (King a Aaron 2015; Worek et al. 2016). Většina zemí tuto smlouvu 

podepsala, nicméně je zde několik zemí, které tak neučinily, mezi něž patří např. 

Palestina, Severní Korea, Egypt, Súdán (Hoog a Steinmetz 1993). I přes tuto 

mezinárodní dohodu se dále objevovaly případy zneužití NPL. Během války v Sýrii 

v roce 2013 bylo, pravděpodobně sarinem, usmrceno více než 1400 lidí (King a Aaron 

2015). V roce 2017 byl látkou VX zabit bratr korejského vůdce Kim Jong-nam. V roce 

2018 se odehrál teroristický útok v Salisbury ve Velké Británii, se kterým se dává do 

souvislosti látka ze skupiny novičok. 

1.1.2 Mechanismus účinku OFI 

OFI ovlivňují přenos nervového vzruchu interakcí s cholinergní neurotransmisí. 

Způsobují ireverzibilní inhibici eznymu AChE. Fyziologická funkce tohoto enzymu 

spočívá v degradaci neuromediátoru acetylcholinu (ACh) na nervových synapsích a 

nervosvalových ploténkách. Inhibice AChE se projevuje akutní cholinergní krizí v 

důsledku nahromaděného ACh, který trvale dráždí cholinergní receptory a narušuje tak 

nervový přenos (Maxwell et al., 2006). Inhibice se manifestuje nikotinovými, 

muskarinovými a centrálními příznaky dle lokalizace zasaženého enzymu, resp. dle 

stimulovaných receptorů. Délka trvání i hloubka cholinergní krize závisí na bráně 

vstupu do organismu, na délce expozice i na druhu OFI, kterým byl organismus zasažen 

(Sidell 1974; Abou-Donia 1981). Inhalační podání letální dávky může způsobit smrt 

během několika minut, zatímco absorpce stejné dávky přes kůži ji oddálí o jednu až dvě 

hodiny. Perkutánně má nejvyšší toxicitu látka VX, což je dáno jejím lipofilním 

charakterem. Sarin a soman mají v důsledku své méně lipofilní povahy několikanásobně 

nižší LD50 při inhalačním podání v porovnání s perkutánním (Toxicology 1997). Mimo 
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příznaky způsobené zasažením cholinergního systému se objevují u otrav OFI také 

příznaky necholinergní. Po překonání akutní fáze otravy se mohou vyskytnout další 

změny v organismu, které se projevují s latencí pár hodin až měsíců (He et al. 1998). 

Podprahové dávky OFI mohou také způsobit chronické otravy, způsobené akumulací 

OFI v organismu (Loh et al. 2010). Charakter chronické otravy se podobá obrazu 

pozdních neuropsychiatrických potíží, vyskytujících se u akutních otrav (Etemad et al. 

2014). 

Aktivní místo AChE se skládá ze tří aminokyselinových zbytků (Ser-His-Glu) 

známých jako katalytická triáda enzymu. Za fyziologických podmínek, kdy AChE 

hydrolyzuje ACh, se nukleofilní serin AChE váže na ACh a štěpí ho na acyl-serin 

a cholin. Molekula vody aktivovaná histidinem dále hydrolyzuje acyl-serin na acetát 

a volný enzym (Quinn 1987). Mechanismus účinku OFI (Obrázek 2) začíná podobně 

jako vazba na ACh interakcí serinu AChE s OFI, na rozdíl od interakce s ACh je však 

tato vazba kovalentní. Spontánní hydrolýza vedoucí k obnově činnosti enzymu je 

extrémně pomalá (hodiny až dny), avšak může být výrazně urychlena reaktivátory 

AChE, jež jsou základem kauzální léčby (Masson a Lockridge 2010; Mercey et al. 

2012). Pokud neprobíhá hydrolýza komplexu OFI-AChE, dochází u některých látek k 

dealkylaci alkoxylových skupin na atomu fosforu a tvorbě solných můstků mezi 

fosfonovým anionem a protonizovaným histidinem. Tímto procesem (tzv. aging) se 

vzniklý komplex stabilizuje a následně je již nemožné enzym reaktivovat. Časový 

odstup a rychlost, za který komplex dealkyluje se liší pro různé druhy OFI (od pár 

minut až po desítky hodin) (Worek et al. 2004). 

 



23 

 

 

Obrázek 2 – Mechanismus inhibice, dealkylace a reaktivace AChE 

 

1.1.3 Klinická manifestace intoxikace OFI 

Klinické příznaky akutní otravy se odvíjí od receptorů, které jsou nadměrně 

drážděny nadbytkem ACh. Podle druhu receptorů v periferii rozlišujeme muskarinové a 

nikotinové příznaky. Nadměrným drážděním muskarinových receptorů dochází ke 

zvýšené činnosti exokrinních žláz, což se projevuje sliněním, slzením, zvýšením 

žaludeční a bronchiální sekrece, rozvojem plicního edému a pocením (Lee a Tai 2001). 

Dále je typické zúžení zornic, poruchy akomodace, bradykardie, hypotenze, 

abdominální křeče, průjem a častější močení. Dráždění nikotinových receptorů 

na nervosvalové ploténce vede k samovolným svalovým záškubům, při těžších otravách 

k tonicko-klonickým křečím, které přechází až v paralýzu (Wadia et al. 1974). Ohrožení 

života nastává na základě paralýzy dýchacích svalů (mezižeberní svaly a bránice) 

v kombinaci se zvýšenou bronchiální sekrecí a útlumem dechového centra v mozku. 

Nadměrná stimulace nikotinových a muskarinových receptorů v mozku zahrnuje 

cholinergní příznaky jako jsou křeče, deprese dýchacího centra, neklid, úzkost, 

zmatenost, poruchy koncentrace a paměti, poruchy spánku až kóma (Marrs 1993).  

Jednotlivé příznaky se odvíjí od místa, ve kterém dochází ke zvýšené stimulaci 

cholinergních neuronů. Cholinergní neurony se nacházejí v oblasti mozkové kůry, 

limbickém systému, předním mozku, mozkovém kmeni a hipokampu (Marrs 1993; He 

et al. 1998). K rozvoji akutní cholinergní krize příspívá i glutamátergní systém, který 
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je drážděn v důsledku nadměrného vyplavování glutamátu po intoxikaci OFI (Kaur et 

al. 2014). Nadměrné dráždění NMDA receptorů na glutamátergních neuronech vede 

k nahromadění vápníku uvnitř neuronů a následně k buněčné smrti. Dochází k celkové 

nerovnováze i mezi dalšími neurotransmiterovými systémy (GABAergní, 

dopaminergní). Vznikají tzv. excitačních léze a dochází k apoptóze hyperstimulovaných 

neuronů (Aigner 1995). Buněčná smrt, narušení cholinergních i necholinergních drah, 

degenerace axonů vede k progresivnímu poškození, které se projevuje edémem mozku, 

zvýšením propustnosti HEB, vznikem oxidačního stresu a zánětlivými změnami 

(Žďárová Karasová 2017). Klinické příznaky tohoto patologického stavu CNS 

se projevují v řádech několika hodin až měsíců (pozdní neurologické 

a neuropsychiatrické potíže) od intoxikace. Mimo neurologické příznaky popsané výše 

se mohou objevit i další necholinergní příznaky jako je metabolická acidóza, 

hyperglykémie a ovlivnění imunity (Bajgar 2004). Pozdní neuropsychiatrické problémy 

se mohou manifestovat jako poruchy paměti, agresivní chování, střídání nálad, 

halucinace a problémy s propojováním informací. Obraz chronické otravy OFI 

se manifestuje jako pozdní neurologický syndrom bez předchozí akutní cholinergní 

krize (Jokanovic 2012; Terry 2012).  

1.1.4 Terapie otrav OFI 

Standardní terapií využívanou pro otravy OFI je kombinace podání anticholinergně 

působící látky (atropin), oximového reaktivátoru a antikonvulziva (diazepam) souběžně 

s podporou dýchání a životních funkcí (Antonijvic et al. 2002). Anticholinergně 

působící atropin zmírňuje příznaky působením na postižených muskarinových 

receptorech na periferii. Zmírňuje dopad otravy na kardiopulmonální oběh. Neovlivňuje 

však nikotinové příznaky a do CNS proniká velmi pomalu (Kassa 2002). Podání 

antikonvulziv je zásadní pro potlačení záchvatovitých křečí, snížení poškození mozku, 

zabránění respiračnímu selhání a smrti. Lékem volby je diazepam (Marrs 1993). Pro 

odvrácení toxického účinku OFI jsou zásadní kauzální antidota, reaktivátory AChE. 

Tato léčiva urychlují proces reaktivace enzymu a navracejí ho znovu do funkčního 

stavu. 
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1.1.4.1 Reaktivátory acetylcholinesterázy 

Kauzální léčba, která obnovuje funkci inhibovaného enzymu je zastoupena 

reaktivátory AChE. Typickou skupinou látek reaktivujících tento enzym jsou oximové 

reaktivátory. Oximový reaktivátor je schopen reagovat svou oximovou skupinou 

s atomem fosforu, který je vázán do aktivního místa AChE. Touto reakcí urychluje 

spontánní proces reaktivace, který jinak probíhá velmi pomalu (Eddleston et al. 2008). 

V klinické praxi jsou využívány látky pralidoxim a obidoxim. Další tři z pěti 

standardních reaktivátorů, trimedoxim, methoxim a asoxim (HI-6) jsou využívány 

specificky v různých zemích především pro první pomoc a odbornou lélařskou pomoc  

v bojových podmínkách. I přes dlouholetý výzkum s sebou reaktivace AChE nese řadu 

problémů. Nejzásadnější nedostatky dostupných standardních oximových reaktivátorů 

jsou uvedeny níže:  

• Oximové reaktivátory působí selektivně s různou účinností pro odlišné druhy 

OFI. Vzniklé komplexy OFI-AChE se liší svou strukturou a účinnost jednotlivých 

reaktivátorů je odlišná pro různé OFI (Shih et al. 2012; Mercey et al. 2012; Korabecny 

et al. 2014).  

• Dealkylovaná forma AChE je oximovými reaktivátory nereaktivovatelná. 

• U některých oximů se vyskytuje problém s opětovnou inhibicí (reinhibicí) AChE 

fosfylovaným oximem (Maxwell et al. 2013). 

• Oximové reaktivátory nesou minimálně jeden kladně nabitý atom dusíku ve své 

struktuře (zajišťuje vazbu do anionického místa AChE), který brání prostupu 

reaktivátoru do CNS. Reaktivace AChE tedy probíhá prakticky pouze na periferii 

a činnost AChE v CNS zůstává neobnovena, či je obnovena nedostatečně. 

1.2 Hematoencefalická bariéra a prostup reaktivátorů do CNS 

Funkce hematoencefalické bariéry (HEB) spočívá v ochraně mozku 

před potenciálně škodlivými látkami. Odděluje krevní oběh od mozkové tkáně a tvoří 

rozhraní, které selektivně propouští látky. Pouze na několika místech není HEB 

vytvořena, jedná se např. o area postrema a subfornikulární orgán, kde jsou kapiláry 

fenestrované a prostup látek do mozku je méně selektivní. Povrch těchto kapilár je však 

vzhledem k celkové ploše HEB zanedbatelný a eventuální prostup skrz tato místa má 
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omezený význam. HEB zajišťuje jak ochranu, tak přenos látek do CNS. Skládá se 

z ploché vrstvy endoteliálních buněk (BMECs z angl. Brain Microvascular Endothelial 

Cells) které jsou hlavní jednotkou HEB. Přiléhají na bazální membránu ve stěnách 

mozkových kapilár. BMECs jsou v kontaktu s dalšími buňkami, které tvoří 

mikroprostředí HEB. Jsou to gliové buňky (astrocyty a mikroglie) a pericyty, které 

zajišťují výživu a imunitní ochranu. BMECs v cévách mozku jsou v těsném kontaktu, 

tvoří tzv. těsná spojení (TJs z ang. Tight Junctions) a neobsahují fenestrace, které jsou 

v jiných tkáních běžně přítomny. Tím zabraňují paracelulárnímu transportu látek. Látky 

tedy prostupují výhradně transcelulárně skrze dvě membrány a tento proces je vysoce 

selektivní. Pasivní difúzí přes fosfolipidové membrány BMECs pronikají pouze malé 

lipofilní sloučeniny a plynné molekuly. Přenos větších molekul může být zajištěn 

transportéry či transcytózou (Alavijeh et al. 2005). 

Velikost molekuly, stupeň ionizace, lipofilita, prostorová konformace sloučenin 

a počet donorových a akceptorových vazeb jsou zásadními faktory pro překonání HEB 

pasivní difúzí (Abbott et al. 2006; Wilhelm et al. 2014). S rostoucím nábojem 

a velikostí molekuly se snižuje šance na proniknutí. V HEB se dále nachází široká škála 

transportérů, které mohou usnadnit či znesnadnit prostup jejich substrátů do mozku. 

Bylo zjištěno, že až 98 % malých a 100 % velkých molekul nedosáhne CNS, ať již 

z důvodu nepřekonání HEB či díky efluxním mechanismů (Pardridge 2005). Pro léčiva 

působící mimo CNS je to požadovaná vlastnost, pro léčiva interagující se strukturami 

v CNS je to naopak zásadní nedostatek.   

Jak bylo již řečeno, OFI jako lipofilní látky rychle a snadno pronikají do CNS, 

zatímco reaktivátory AChE s nabitým dusíkem ve své molekule CNS nedosáhnou, nebo 

jen v omezeném množství. Lorke a spol. ve své studii uvádí, že CNS dosáhnou 

standardní oximové reaktivátory pouze ze 4–10 % své plazmatické koncentrace (Lorke 

et al. 2008). Jiné studie uvádí ještě menší procenta, Žďárová Karasová uvádí ve své 

studii pouze 0–3 % (Žďárová Karasová et al. 2014). 

Protože ochrana mozku před účinky NPL je při léčbě otravy zásadní, hledání řešení, 

jak ji docílit je důležitým aspektem ve výzkumu terapie otrav OFI. Přestože způsoby, 

jak zlepšit prostup reaktivátorů přes HEB byly a jsou intenzivně studovány, doposud 

nebylo nalezeno univerzální řešení aplikovatelné v praxi. Níže jsou znázorněny obecné 
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strategie pro zvýšení dostupnosti látek v CNS (Obrázek 3), a popsány strategie pro 

zlepšení dostupnosti reaktivátorů AChE v mozku. 

 

Obrázek 3 – Strategie pro překonání HEB. Mezi vybrané strategie pro překonání 

HEB patří zvýšení paracelulárního transportu, které zahrnuje osmotickou, chemickou, 

fyzikální či ultrazvukovou disrupci. Transcelulární prostup může být usnadněn 

receptorem či buňkami zprostředkovanou transcytózou či vazbou na nanočástice. 

Mezi strategie, které se snaží HEB obejít se řadí katetry zprostředkované podání (CED) 

a využití mikročipů. Adaptováno dle (Hersh et al. 2016). 

 

1.2.1 Využití nanočástic 

Nanočástice (NČ) jsou nosiče, jejichž velikost nepřesahuje 100 nm. Mohou být 

syntetického či přírodního původu a jejich využití v medicíně a biologii má velký 

potenciál. Jsou předmětem výzkumu v oblastech, jako je studium biologických struktur, 

mapování biologický procesů, ale také v transportu léčiv na místo požadovaného 

účinku. Částice po i.v. podání migrují krevním řečištěm k HEB, kterou překonávají 

různými způsoby. To záleží na jejich fyzikálně-chemických vlastnostech a povaze 

ligandů, které na svůj povrch váží. V obecné rovině, NČ mohou zlepšovat vlastnosti 

navázaného léčiva, mohou ho chránit před biodegradací či řízeně uvolňovat v místě jeho 

účinku. Různé druhy NČ využívají různé způsoby, jak překonat HEB, od pasivní difúze 

po transport zprostředkovaný receptorem (Wang a Wang 2014; Kreuter et al. 1995; 

Saraiva et al. 2016). 

NČ připravené z lidského sérového albuminu (HSA NČ) vykazují minimum 

nežádoucích účinků. V oblasti reaktivátorů AChE byly připraveny HSA NČ vázané 
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na oximový reaktivátor HI-6. Bylo pozorováno, že reaktivátor prostoupil 

skrz endoteliální buněčný model HEB (Dadparvar et al. 2011) a reaktivoval mozkovou 

AChE s dvojnásobným účinkem v porovnání s nevázanou HI-6 (Dadparvar et al. 2014). 

Jiná studie popisuje vyšší schopnost HI-6 i obidoximu navázaného na HSA NČ 

reaktivovat AChE inhibovanou OFI po překonání buněčné monovrstvy simulující HEB 

(pBCEC – primární endoteliální buňky izolované z prasečí mozkové kapiláry z ang. 

Primary Porcine Brain Capillary Endothelial Cells). Přesný mechanismus prostupu HSA 

NČ však nebyl doposud objasněn. Předpokládá se interakce s apolipoproteiny 

v krevním řečišti, pomocí nichž se transportním systémem pro lipoproteiny dostane celý 

komplex do CNS (Wagner et al. 2010). 

Pevné lipidové NČ s enkapsulovaným 2-PAM byly využity k profylaktické ochraně 

a post-expoziční léčbě potkanů otrávených paraoxonem (POX). 2-PAM vázaný na NČ 

reaktivoval AChE v mozku z 15 % v porovnání s nulovou reaktivací nevázaného. 

Poločas eliminace enkapsulovaného 2-PAM byl 6krát delší v plazmě a 2krát delší 

v mozku než u volného 2-PAM. Nejvyšší koncentrace 2-PAM v mozku byla dosažena 

po 45 min od aplikace, kdy po intoxikaci 2 × LD50 POX přežilo 50 % potkanů 

v porovnání s 10 % u volného 2-PAM. Účinnost této sloučeniny by tedy mohla být 

využita v profylaxi (Pashirova et al. 2017).  

NČ z mezoporézního oxidu křemičitého obalené transferinem (TF NČ) využívají 

tranferinového transportéru v HEB pro svůj prostup do CNS. TF NČ byly konjugovány 

s HI-6 a po intoxikaci somanem obnovily činnost mozkové AChE z 20 % (Yang et al. 

2016).  

Přístup využívající NČ však s sebou nese také řadu omezení. Nežádoucí účinky NČ 

vyplývají z jejich nespecifických vazeb na struktury v organismu a akumulaci, což 

způsobuje alergické a toxické reakce. Navíc návrh a produkce NČ je velmi nákladným 

a komplikovaným procesem, pro který je často charakteristická rozdílná účinnost 

enkapsulace léčiva, což vede k nekonzistentnímu dávkování (Wilczewska et al. 2012). 

1.2.2 Inhibice P-glykoproteinu 

Tento přístup je založen na hypotéze, že oximové reaktivátory jsou substráty 

efluxního transportéru P-glykoproteinu (Pgp). Pgp je aktivní efluxní transportér 

lokalizovaný na luminální membráně BMECs v HEB, který patří do transportérové 



29 

 

rodiny ABC transportérů. Až 60 % léčiv uvedených na trh interaguje s transportéry této 

rodiny (Hersh et al. 2016). Pgp vrací své substráty zpět z BMECs do krve a tím jim 

brání překonat HEB. Jeho funkcí je ochránit mozek před potenciálně škodlivými 

cizorodými látkami. Nachází se v mnoha tkáních organismu (např. v tenkém střevě, 

játrech, ledvinách, HEB). Inhibicí Pgp dochází ke zvýšení prostupu jeho substrátů 

přes bariéru, kde je lokalizován. Jeho substrátová specifita je široká, mnoho chemicky 

i funkčně rozličných látek s ním interaguje (Demeule et al. 2002). Typické substráty 

mívají molekulovou hmotnost >400 Da, jsou hydrofobní či amfifilní povahy a často 

mívají za fyziologického pH kladný náboj. Některé substráty mají planární uspořádání 

molekuly a nesou NH2 skupinu v postranním řetězci (Hooiveld et al. 2001). 

Interakci 2-PAM s Pgp studoval Gallagher a spol. na buněčné linii  

MDCKII a BC1-hBMEC, které tento transportér exprimují. Po průchodu 

skrz monovrstvu buněk navazovala reaktivační esej s AChE inhibovanou POX. Avšak, 

přidaný inhibitor Pgp neměl žádný vliv na reaktivaci ani na prostup skrz monovrstvu 

(Gallagher et al. 2016).  

Bylo pozorováno, že aplikace HI-6 se současným podáním tariquidaru (inhibitor 

Pgp) ukázala 2krát vyšší hladinu HI-6 v mozku potkanů (Joosen et al. 2011). Navíc, 

navazující studie prokázala vyšší terapeutickou účinnost kombinace HI-6 a atropinu 

s tariquidarem než bez něj, u potkanů otrávených somanem. V pilotním experimentu, 

však nebyla prokázána přímá souvislost inhibice Pgp a zvýšení účinnosti HI-6. Vliv 

na lepší terapeutickou účinnost této kombinace mohl mít i atropin, který v jiné studii 

na MDCK buněčné linii s Pgp interagoval, či samotný neuroprotektivní účinek 

tariquidaru (Joosen et al. 2011; 2016; Gallagher et al. 2016).  

1.2.3 Zvýšení lipofility 

Zvyšováním lipofility se zvyšuje prostupnost přes biologické membrány, tedy 

i přes HEB. Syntéza analogů 2-PAM s delším řetězcem navázaným na dusíku zvyšuje 

lipofilitu, což by mělo vést ke zlepšení prostupu do CNS. Lipofilnější analog 2-PAM 

sice zvýšil prostup do mozku potkanů na 30 %, nicméně reaktivační účinnost 

lipofilnějších analogů byla dvakrát nižší než u 2-PAM a toxicita výrazně vyšší (Okuno 

et al. 2008). Inkorporace atomu fluoru do heterocyklického kruhu pyridinových oximů 

zvýšila jejich lipofilitu. Zlepšení prostupu těchto analogů do CNS bylo predikováno in 
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vitro metodou PAMPA a výsledky odpovídaly standardním látkám běžně dostupným 

v CNS s tím, že vyšší dostupnost korelovala s narůstajícím počtem atomu floru 

v molekule (Jeong et al. 2009). Nicméně fluorovaný oxim K203 neprokázal lepší 

prostupnost do CNS in vivo a jeho reaktivační účinnost u AChE inhibované tabunem 

byla srovnatelná s nemodifikovanou K203 (Kassa et al. 2010). 

Jako úspěšné lze považovat studie, kde lipofilní analogy fenoxyalkyl pyridiniových 

oximů prokázaly ve srovnání s 2-PAM u potkanů lepší účinnost u záchvatů křečí 

navozených sarinem a látkou VX (Chambers et al. 2016; Zorbaz et al. 2018). 

Na druhou stranu, obecně zvyšování lipofility zlepšuje prostup do CNS a zároveň 

zvyšuje riziko neurotoxicity, špatné rozpustnosti ve vodném prostředí a off-target reakcí 

(Arnott a Planey 2012; Voicu et al. 2016). 

1.2.4 Konjugace s cukry 

Tato hypotéza předpokládá, že oxim navázaný na cukernou složku by mohl být 

transportován přes HEB pomocí glukózového transportéru, který rozpozná navázanou 

cukernou část. Transportér GLUT1, zajišťující transport D-glukózy udržuje glykémii 

v mozku tím, že váže hexózy na obou stranách endotelových buněk (luminální 

i abluminální) (Cornford a Hyman 2005). 2-PAM a TMB-4 byly konjugovány 

s glukózou a galaktózou. V in vivo experimentech tyto sloučeniny snížily hypotermii 

vyvolanou POX u potkanů, čímž prokázaly svou přítomnosz v CNS. Mechanismus 

účinku nebyl objasněn, pravděpodobně byl centrální efekt důsledkem vyšší biologické 

dostupnosti reaktivátorů. Přímá interakce sloučenin s GLUT1 však prokázána nebyla 

(Rachaman et al. 1979; Heldman et al. 1986). Toxicita těchto konjugovaných sloučenin 

je sice nižší než u standardních oximů, ale stejně tak je jejich reaktivační účinnost nižší  

než u 2-PAM, jak bylo zjištěno na lidské AChE inhibované POX, DFP a látkou VX 

(Garcia et al. 2010). U enzymu inhibovaného tabunem, sarinem a somanem tyto 

sloučeniny žádný reaktivační účinek neprokázaly. Dalším omezením konjugace 

reaktivátorů s cukry je reaktivita cukerné složky s různými strukturami v organismu, 

tyto cukry využívajícími (např. s erytrocyty a komponenty krevní plazmy). 

1.2.5 Proléčiva 

Koncept vytvoření proléčiva modifikací struktury oximového reaktivátoru je 

založen na zlepšení prostupnosti navázáním nenabitého řetězce. Po prostupu je 
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proléčivo oxidováno a je odštěpen účinný samotný reaktivátor, který by měl reaktivovat 

mozkovou AChE. Bylo popsáno, že účinnost proléčiva 2-PAM (pro-2-PAM) 

eliminovala záchvaty křečí u zvířat, navozené podánín DFP (Gordon et al. 2008). Po 

intoxikaci sarinem, somanem a látkou VX byla reaktivační účinnost srovnatelná až nižší 

v porovnání s nemodifikovanými reaktivátory (Shih et al. 2011). Potenciál praktického 

využití je navíc komplikován obtížnou syntézou a nízkou stabilitou látky z důvodu 

autooxidace (DeMar et al. 2010). 

1.2.6 Nekvartérní reaktivátory 

Standardní reaktivátory nesou ve své struktuře kvartérní dusík, což velmi omezuje 

jejich prostup do CNS. První práce zabývající se nekvartérními (nenabitými) 

reaktivátory popisuje testování oximů MINA a DAM, což jsou neutrální terciární 

reaktivátory, které přes HEB prostupují velmi dobře. Jejich reaktivační potenciál však 

nebyl dostatečný, ve vyšších dávkách navíc vykazují zvýšenou toxicitu (Askew 1956; 

Shih et al. 2012). Další nenabité reaktivátory již využívají tzv. duální vazebné strategie, 

která je založená na interakci ligandu s periferním anionickým místem AChE, zatímco 

(oximová) část zodpovědná za reaktivaci se váže do místa aktivního (Mercey et al. 

2011; Gorecki et al. 2016).  

Připojení fenyltetrahydroizochinolinu k piridyn-aldoximové struktuře vedlo 

k dostatečné reaktivaci AChE inhibované tabunem a VX in vitro (Mercey et al. 2011; 

Renou et al. 2013; 2014; Kliachyna et al. 2014). In vivo experiment na myším modelu 

však nepotvrdil nadějné výsledky a v porovnání s látkou HI-6 byla účinnost 

nesrovnatelná (Calas et al. 2017). Po připojení stejného substituentu na imidazolový 

aldoxim reaktivovala výsledná látka v porovnání se standardními reaktivátory lépe, 

potvrzení in vivo však chybí (Wei et al. 2014). Průlomovými molekulami tohoto typu se 

dá nazvat nová série dipolárních reaktivátorů založená na rovnováze mezi nabitým a 

nenabitým stavem molekuly, jež prokázala dobrou dostupnost v CNS i dostatečnou 

reaktivační účinnost in vitro (Radić et al. 2012; Kovarik et al. 2013), která byla 

srovnatelná s 2-PAM in vivo (Sit et al. 2011; Gorecki et al. 2017). Nejúspěšnější látka 

RS194b byla testována na opicích rodu makak po intoxikaci POX a sarinem, kdy po 

jejím podáním byly eliminovány cholinergní příznaky otravy (Rosenberg et al. 2017; 

2018). Tato látka je momentálně ve stádiu klinického hodnocení. Nenabité reaktivátory 

sice prokázaly vyšší potenciál prostupu do CNS, nicméně obecně je jejich reaktivační 
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účinnost ve srovnání se standardními látkami nižší. Navíc s připojením nenabitého 

řetězce se zvyšuje toxicita i riziko re-inhibice AChE v důsledku vyšší afinity sloučenin 

k enzymu. Látky jsou také hůře rozpustné ve vodných roztocích, což brání parenterální 

aplikaci, která je většinou vyžadována u látek typu antidot, kdy jejich podání a účinek 

musí být co nejrychlejší (Soukup et al. 2018). 

1.2.7 Intranasální podání 

Podání léčiva skrz nosní dutinu využívá speciálního prostředí, kde se na transportu 

podílejí nervová zakončení, lymfatický systém, mozkomíšní mok i cévní systém 

(Dhuria et al. 2010; Hanson a Frey 2008). Bylo pozorováno, že podání obidoximu 

intranasálně zabránilo smrti a redukovalo příznaky u potkanů otrávených somanem 

(Krishnan et al. 2016). Různé studie uvádějí pozitivní i negativní výsledky, kdy některé 

látky pronikají do CNS při intranasálním podání snadno (např. inzulín, kokain, morfin) 

a jiné vůbec (estrogen, vitamin B1, melatonin). Tento způsob podání se jeví jako velice 

nadějný, nese s sebou však stále velké překážky pro praktické využití. Je náročné 

kontrolovat hladinu podaného léčiva, neboť aplikace léčiva do nosní dutiny je místně 

velmi specifická a vyžaduje správnou formulaci účinné látky, která zabrání eliminaci z 

čichové sliznice mukociliárním systémem. Techniky podání jsou tedy poměrně složité a 

musí být uzpůsobeny i variabilitě ve stavbě nosní dutiny jedince (Gänger a Schindowski 

2018). 

Můžeme tedy shrnout, že hledání způsobů jak zvýšit terapeutickou hladinu 

reaktivátorů AChE v mozkové tkáni je i přes dlouhotrvající výzkum stále aktuálním a 

nedořešeným tématem. Žádný z výše popsaných přístupů nedosahuje z terapeutického 

pohledu uspokojivých výsledků. Léčba otrav NPL je komplikovanější i proto, že je 

zapotřebí doáhnou rychlého nástupu účinku a jednoduché manipulace s aplikačním 

prostředkem z důvodu potřeby podání antidot v bojových podmínkách v poli. Vývoj 

nových chemických entit jakožto potenciálních léčiv, které by měly potenciál prostoupit 

do CNS tedy vyžaduje metody, kterými je možné tuto vlastnost posoudit již v rané fázi 

výzkumu. 

Pozn. Kapitola 1.1, 1.2 a 1.3 vychází z publikovaného přehledového článku (Publikace 

2).  
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1.3 Metody pro posouzení CNS dostupnosti 

Existuje několik způsobů, jak dostupnost látek v CNS testovat. Obecně se dají 

rozdělit na in vivo, in silico a in vitro metody. In vivo metody využívají testování s 

využitím zvířecích modelů. Výhodou in vivo metod je komplexnost testovaného 

systému, zachování vaskularizace a interakcí mezi jednotlivými součástmi HEB za 

fyziologického stavu. Mezi nejvyužívanější patří histochemické metody, 

farmakokinetické studie, kvantitativní autoradiografie, pozitivní emisní tomografie, 

magnetická rezonance a mikrodialýza (Mensch et al. 2009). In vivo metody poskytují 

spolehlivé a reprodukovatelné výsledky a jsou důležité i pro validaci in vitro metod.  

V počátečních fázích výzkumu je tendence využívat metody, kde je uplatněn přístup 

3R, který minimalizuje používání a utrpení laboratorních zvířat při zachování vysoké 

úrovně výzkumné práce (Kendall et al. 2018). Patří sem in silico metody využívající 

matematické a výpočetní modely pro predikci vlastností nově syntetizovaných látek 

(např. Lipinského pravidlo, HEB skóre, MPO model). Pro praktické potvrzení 

predikovaných vlastností slouží in vitro metody, které jsou vhodné zejména pro 

screening nově syntetizovaných látek ve větší kvantitě.  In vitro metody probíhají zcela 

mimo živý organismus. V porovnání s in vivo metodami jsou jednodušší, levnější, 

rychlejší a eticky přijatelnější, na druhou stranu jsou vždy zatíženy jistou mírou 

nejistoty oproti in vivo metodám. 

1.3.1 In vitro metody pro posouzení CNS dostupnosti 

In vitro metody pro testování CNS dostupnosti můžeme rozdělit na buněčné 

a nebuněčné. Nebuněčné metody využívají k rozdělení látek, na potenciálně 

CNS dostupné a nedostupné, posouzení jejich fyzikálně-chemických vlastností. Patří 

sem např. IAM chromatografie, která hodnotí interakci látek s imobilizovanou umělou 

membránou tvořenou fosfatidylcholinem (Dash a Elmquist 2003). Zkouška paralelního 

umělého membránového pronikání (PAMPA z ang. Parallel Artificial Membrane 

Permeability Assay) hodnotí pasivní transport látky skrz membránu tvořenou 

fosfolipidem izolovaným z mozku prasete (Di et al. 2003). Pro komplexnější testování 

zahrnující děje přítomné v živém organismu byly vyvinuty metody využívající buněčné 

kultury.  
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1.3.1.1 Metody využívající buněčné kultury 

Buněčné modely HEB se dají rozdělit na statické a dynamické dle toho, 

zda na buňky v modelu působí smykové napětí (SS z ang. Shear Stress). 

Ve fyziologických podmínkách toto napětí vzniká tokem krve a působí na endotelové 

buňky v cerebrálních kapilárách (He et al. 2014). Ideální buněčný model pro studium 

penetrace přes HEB by měl splňovat co nejvíce z následujících charakteristik (Naik 

a Cucullo 2012): 

• exprese těsných spojení, enzymů, transportérů a efluxních systémů 

• zanedbatelný paracelulární transport  

• selektivní a asymetrická permeabilita pro ionty 

• přítomnost laminárního SS 

• mezibuněčná komunikace a interakce  

• reprodukovatelnost 

• finanční efektivita 

1.3.1.1.1 Statické modely 

Statické modely jsou jednodušší a nezahrnují vliv SS. Dále se dělí dle toho, 

zda využívají monovrstvu či ko-kulturu více buněčných typů. 

1.3.1.1.1.1 Modely využívající buněčnou monovrstvu 

Monovrstevné modely využívají buněčnou linii nasazenou na vhodnou 

mikroporézní membránu. Tato membrána je umístěna ve víceúrovňové destičce 

(v insertové vložce) a vytváří tak vertikální oboustranný systém (transwell), ve kterém 

je možné sledovat prostup látek skrz monovrstvu v obou směrech (Obrázek 4).  

Membrána je semipermeabilní, její póry umožňují volnou difúzi živinám a růstovým 

faktorům, ale zároveň brání migraci buněk mezi kompartmenty při procesu buněčné 

proliferace a růstu (Naik a Cucullo 2012). Insertová vložka imituje luminální stranu 

(krev), a spodní jamka abluminální stranu (mozková tkáň). Buněčná monovrstva 

by tedy měla představovat BMECs mozkových kapilár, tedy hlavní buňky tvořící HEB. 

Monovrstva může být tvořena primární nebo imortalizovanou buněčnou linií. Primární 
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linie jsou nejčastěji izolované z mozkových kapilár hlodavců. Nevýhodou primárních 

linií je náročný proces izolace. BMECs tvoří jen malé procento mozkové tkáně, a proto 

je nutné k získání použitelného množství BMECs velké množství hlodavců. Využití 

větších zvířat (např. nelidští primáti) je řešením k získání většího počtu BMECs, 

nicméně experimenty s primárními buňkami jsou víceméně jednorázová záležitost 

(buňky nemají schopnost dál neomezeně proliferovat) a spotřeba zvířat je proto vysoká 

(Nakagawa et al. 2009). Izolované primární buňky je možné imortalizovat, čímž 

je eliminována spotřeba zvířat. Imortalizace buňky je proces vedoucí k nekonečné 

proliferaci. Provádí se chemickou či virovou transformací. Nevýhody těchto modelů 

spojené s kultivací bez přítomnosti dalších buněk tvořících HEB in vivo a nepřítomnost 

SS zůstávají i po imortalizaci. Navíc imortalizací dochází ke ztrátě vlastností primárních 

kultur jako je exprese enzymů, transportérů a snížená tvorba TJs (Daniels et al. 2013). 

Opakovaná pasáž může způsobit postupnou dediferenciaci a ztrátu charakteristik 

typických pro BMECs. Imortalizované linie jsou však vhodné pro studium transportérů 

a pro high-throughput screening (Bagchi et al. 2019). Vybrané imortalizované buněčné 

linie jsou popsány v kapitole 1.3.1.1.4.1. 

 

 

Obrázek 4 – Transwell s detailem jamky z vertikálního pohledu 
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1.3.1.1.1.2 Modely využívající ko-kultury 

Přítomnost více buněčných typů v jednom modelu zahrnují, tzv. ko-kulturní 

modely. Ko-kulturní model HEB je pro studium prostupnosti vhodný pro svou 

výbornou integritu. Přítomnost dalších buněk přispívá k tvorbě věrného fenotypu HEB 

především z pohledu bariérových vlastností. Buňky v ko-kultuře dosahují vysokých 

hodnot transendoteliálního odporu (TEER), který je specifický pro nepropustnou 

bariéru stejnou jakou je fyziologická HEB (Nakagawa et al. 2009). U dvou-buněčného 

modelu jsou BMECs nasazeny na insertovou membránu, zatímco na dno jamky 

či na spodní stranu insertu je nasazena další buněčná linie. Jednotlivé typy ko-kultivací 

jsou znázorněny na Obrázek 5. Interakce mezi BMECs a dalšími buněčnými liniemi 

(astrocyty, pericyty) utváří fenotyp BMECs podobnější tomu in vivo. Je zde indukována 

polarizovaná exprese transportérů, receptorů, enzymů a TJs, čímž se zlepšuje celková 

reprodukovatelnost modelu HEB (Nakagawa et al. 2007). Pro další vylepšení 

požadovaných vlastností byl testován model složený ze tří buněčných kultur – BMECs, 

astrocytů a pericytů. Ko-kultivace tří buněčných linií ukázala významné zlepšení 

bariérových vlastností v porovnání s monokulturami i s dvou-buněčnými ko-kulturami 

(Nakagawa et al. 2009). Ko-kultivace s neurony ukázala, že neurony také nepřímo 

modifikují permeabilitu a ovlivňují expresi transportérů a enzymů (He et al. 2014). 

Nedostatkem statických ko-kulturních modelů je opět nepřítomnost SS, náročnější 

a nákladnější kultivace, která činí tyto modely méně vhodnými pro screeningové 

testování (Siddharthan et al. 2007).  
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Obrázek 5 – Ko-kultivace dvou (A) a tří (B) buněčných typů v transwellovém 

uspořádání. Adaptováno dle (Kaisar et al. 2017). 

 

1.3.1.1.2 Dynamické modely 

Pro zvýšení reprodukovatelnosti modelu by mělo na buňky působit SS, které 

je ve fyziologických podmínkách generováno tokem krve. Ovlivňuje expresi a funkci 

transportérů, enzymů, iontových kanálů, tvorbu TJs a tím i bariérové funkce. 

Nejznámější jsou tři druhy dynamických modelů: Cone-Plate, dynamický 

a mikrofluidní. 

Z historického hlediska byl Cone-Plate model prvním modelem, kdy byla buněčná 

monovrstva vystavena toku kapaliny. Využívá kuželu generujícího SS, které působí 

na destičku umístěnou pod ním prostřednictvím media. Nevýhodou tohoto modelu 

je nerovnoměrně rozmístěné SS působící na buněčnou monovrstvu a odlišné vlastnosti 

turbulentního SS tvořeného kuželem a laminárního SS tvořeného proudem tekutiny. 

Tento model navíc nezahrnuje další buněčné typy a tak výzkum vedl k vývoji dalších 

generací dynamických modelů (Naik a Cucullo 2012; Bussolari et al. 1982).  

Dynamický model imitující cévy je sestaven z dutých vláken, na kterých jsou 

nasazeny buněčné kultury. Pumpa vstřikuje do systému médium, čímž je dosaženo toku 

tekutiny celým systémem. Rychlostí toku lze kontrolovat velikost SS. Využití tohoto 

systému je omezené z důvodu špatné kontrolovatelnosti morfologie buněk na luminální 

straně vlákna, spotřebě velkého počtu buněk (především při využití primárních kultur) 
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pro udržení monovrstvy a relativně dlouhého času do ustálení integrity monovrstvy 

(Naik a Cucullo 2012).  

Mikrofluidní modely byly navrženy pro vylepšení vlastností dynamických modelů. 

Využívají dvou kolmých kanálů. Imobilizované buňky jsou umístěny v mikrofluidním 

kanálu a jsou stabilizovány podpůrnými 3D matricemi, druhý kanál vytváří SS. 

Membrány jsou dostatečně tenké, transparentní, pozorovatelné mikroskopem. Potřebné 

množství buněk je mnohonásobně nižší než u dynamických modelů a doba růstu 

pro ustálení integrity je kratší, což je výhodou oproti dynamickým modelům (Booth 

a Kim 2012).  

Ani žádný z dynamických modelů není ideální, navíc instrumentální náročnost 

dynamických modelů je vysoká a využití v praxi tudíž náročnější (He et al. 2014).  

1.3.1.1.3 Modely založené na kmenových buňkách 

Modely založené na kultivaci a diferenciaci pluripotentních kmenových (PSC), 

embryonálních (ESC) či indukovaných kmenových buňkách (iPSC) jsou velkým 

pokrokem směrem k dokonalému napodobení HEB in vivo. BMECs diferencované 

z iPSC prokázaly podobné vlastnosti jako primární BMECs (Kokubu et al. 2017). 

Model disponuje vysokými hodnotami TEER, expresí transportérů a enzymů 

specifických pro HEB (Li et al. 2019). Diferenciace BMECs a dalších buněk HEB 

z lidských somatických buněk vede k personifikaci a individualizaci výzkumu 

fyziologie i patologie HEB či interakcí nových látek s jejími strukturami. Je dokonce 

možné vytvořit specifické modely různých neurologických onemocnění a zkoumat 

jejich vliv na integritu HEB (Page et al. 2020). Proces diferenciace kmenových buněk 

je složitý a zahrnuje řadu proměnných, nehledě na instrumentální i finanční náročnost 

celého procesu. Další překážkou jsou omezené zdroje iPSC linií a genetická variabilita 

jedince. Integrace iPSC derivovaných kultur do dynamického modelu, který zahrnuje 

SS je velké přiblížení situaci in vivo a nadějný směr pro vývoj věrohodného modelu 

lidské HEB (Vatine et al. 2019).  

1.3.1.1.4 Vybrané in vitro metody pro posouzení CNS dostupnosti 

Principem vybraných in vitro metod je sledování prostupu látky přes specifickou 

membránu (Obrázek 6). 
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Obrázek 6 – Znázornění prostupu látek přes specifickou membránu v čase 

 

 PAMPA 

Zkouška paralelního umělého membránového pronikání je in vitro metoda 

pro predikci prostupnosti léčiv přes biologické membrány. Původně byla zavedena 

pro predikci perorální absorpce (Kansy et al. 2004). Pro predikci průniku skrz HEB byla 

PAMPA modifikována použitím membrány tvořené lipidem z prasečího mozku (PBL, 

z ang. Polar Brain Lipid). Tato membrána tvoří rozhraní mezi akceptorovou 

a donorovou částí destičky (destička je znázorněna na Obrázek 7). Látky prostupují 

v čase skrz tuto membránu na základě pasivní difúze. Na tento typ transportu mají vliv 

fyzikálně-chemické vlastnosti testovaných látek. Látky tedy prostupují na základě 

své lipofility. Prostup látky je hodnocen po její detekci v akceptorovém kompartmentu 

a následném spočítání tzv. permeačního koeficientu (Pe). Porovnání Pe se standardními 

látkami umožňuje látku klasifikovat jako potenciálně schopnou/neschopnou překonat 

HEB. Výhodou této metodiky je reprodukovatelnost, rychlost, finanční dostupnost 

a možnost testování rozsáhlých setů látek. Je vhodná pro základní screening. 

Nezahrnuje však podíl jiných způsobů transportu, což ji znevýhodňuje v porovnání 

s metodami využívajícími buněčné linie, kde jsou zahrnuty děje přítomné v živé buňce 
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jako je aktivní a efluxní transport, metabolická aktivita (Naik a Cucullo 2012; Di et al. 

2003).   

  

Obrázek 7 – Destičky využívané pro metodu PAMPA (vlevo) a buněčné modely 

(vpravo) 

1.3.1.1.4.1 Metody využívající imortalizované buněčné linie 

Buněčná linie je nasazena na mikroporézní membránu, na které vytváří monovrstvu. 

Principem těchto modelů je sledovat prostup látek skrz tuto monovrstvu, která simuluje 

hematoencefalickou bariéru. Látky prostupují z donorového kompartmentu 

do akceptorového, kde je změřena jejich koncentrace v čase (zobrazení destičky 

pro buněčné modely je na Obrázek 7). Rychlost tohoto prostupu se udává jako Papp 

(aparentní permeační koeficient), na jehož základě lze předpovědět schopnost 

proniknout přes HEB. Propustnost vytvořené monovrstvy by měla odpovídat 

fyziologické HEB. Tedy látky, které in vivo CNS nedosáhnou (CNS-), by neměly 

prostoupit, a naopak látky v CNS in vivo dostupné (CNS+) by přes monovrstvu 

proniknout měly. Integrita buněčné monovrstvy, je dosažena na základě tvorby TJs a je 

zásadní pro zabránění paracelulárnímu prostupu molekul (Naik a Cucullo 2012). Může 

být charakterizována několika způsoby. Značením proteinů tvořících TJs (ZO-1, 

okludin, klaudin) specifickou protilátkou, permeabilitou molekul s různou molekulovou 

hmotností (MW) (inulin, manitol, dextran) nebo měřením TEER. Měření TEER 

je neinvazivní metoda, kterou lze použít i pro sledování průběhu tvorby monovrstvy 

a neinterferuje s testovanými látkami. Hodnoty TEER v mozkových mikrokapilárách 

in vivo dosahují 1000 Ω × cm2 (Butt et al. 1990; Srinivasan et al. 2015). Každá 
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z uvedených imortalizovaných buněčných linií dosahuje za statických kultivačních 

podmínek rozdílných hodnot TEER. Číselné hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 1. In vivo 

korelace prostupnosti látek využívajících k překonání HEB aktivní transport, 

či substráty efluxních transportérů závisí na jejich expresi příslušnou buněčnou linií. 

Exprimované transportéry specifikované u jednotlivých linií, které se běžně podílejí 

na transportu léčiv, jsou uvedeny také v Tabulka 1.  

MDCK buněčná linie 

Madin-Darby Canine Kidney buněčná linie je epiteliálního původu pocházející 

z ledvinných tubulů psího plemene kokršpaněl. Buňky ledvinných tubulů mezi sebou 

tvoří vysoce selektivní bariéru a mezi jednotlivými buňkami se tvoří pevná TJs. 

Tato buněčná linie je dobře použitelná pro testování potenciální prostupnosti látek přes 

HEB právě díky její vysoké integritě. Tato linie je jednoduchá na kultivaci, během  

4–7 dní růstu dosáhne monovrstva plné konfluence a je použitelná pro experiment. 

Nevýhodou této linie je její epiteliální původ, exprese endogenního (psího) Pgp, který 

má odlišnou substrátovou specifitu od lidského a rozdíly v expresi dalších transportérů 

(He et al. 2014). Využití této linie pro testování interakcí s Pgp je možné po transfekci 

lidským MDR1 genem, kdy MDCK-MDR1 linie exprimuje lidský Pgp  

(Kuteykin-Teplyakov et al. 2010; Garberg et al. 2005). 

Caco-2 buněčná linie 

Caco-2 epiteliální buněčná linie byla izolována z lidského střevního 

adenokarcinomu. Primárně je využívaná jako model pro střevní absorpci, nicméně 

její korelace s jinými modely HEB je vysoká, a proto ji lze použít i pro predikci CNS 

dostupnosti. Její využití je vhodné především pro posouzení interakce látek s Pgp, neboť 

tato linie stabilně exprimuje lidský Pgp (Hellinger et al. 2012; Garberg et al. 2005). 

Výhodou této linie je vysoká integrita monovrstvy. Nevýhodou je její střevní původ 

a dlouhá doba kultivace (19–21 dní).  

hCMEC/D3 buněčná linie 

hCMEC/D3 (D3) patří mezi nejvyužívanější imortalizovanou endoteliální linii 

lidského původu. Jsou to imortalizované BMECs, které byly izolovány z lidských 

mozkových kapilár (Weksler et al. 2013; Male 2009). Exprese transportérů typických 

pro lidské BMECs je velkou výhodou této linie. Linie exprimuje lidský Pgp, avšak 
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za klasických kultivačních podmínek je tato exprese nižší než např. u CACO-2, 

či transfekovaných MDR-MDCK. Zvýšení exprese lze dosáhnout využitím vhodných 

induktorů (např. verapamil) (Male 2009). Nevýhodou této linie je nižší integrita 

monovrstvy, vyšší nároky na suplementaci kultivačního media a delší doba růstu 

k dosažení konfluence (9–12 dní) (Weksler et al. 2013).  

 

Tabulka 1 – Tabulka shrnující vybrané vlastnosti buněčných kultur MDCK,  

CACO-2 a hCMEC/D3 (Helms et al. 2016; Quan et al. 2012; Veszelka et al. 2018; 

Srinivasan et al. 2015; Weksler et al. 2013; Dukes et al. 2011) 

 MDCK CACO-2 D3 

Zdroj buněk psí ledviny 
lidský střevní 

adenokarcinom 

lidské mozkové 

kapiláry 

Morfologie buněk 

epitelové 

buňky distální 

tubulů 

střevní epitel 

endotelové buňky 

mozkových 

kapilár 

Kultivační doba 

pro vytvoření 

monovrstvy 

4–7 dní 14–28 dní 9–12 dní 

Vybrané influxní 

transportéry 

GLUT-3,-5 

CAT-1, LAT-

1, SAT-1 

 

 

 

GLUT-1 

PEPT1 

CAT-1, LAT-1, 

SAT-1 

 

GLUT-1 

PHT-2 

CAT-1, LAT-1, 

SAT-1 

MCT-1 

SLC1A2, 

SLC1C1 

Efluxní 

transportéry 

endogenní psí 

Pgp (Mdr1) 

Mrp1, Mrp2, 

Mrp5 

 

Pgp (MDR1) 

MRP2,4,6 

BCRP 

Pgp (MDR1) 

MRP1,4 

BCRP 

TJs proteiny 
ZO-1,2,3 

klaudin 1 

ZO-1,2,3 

klaudin 1 

ZO-1,2, 

klaudin 5 

TEER hodnoty v 

ohm × cm2 
1000 150–400 30–50 
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Vybrané buněčné linie se liší svým původem, epiteliální buňky jsou izolované 

z epitelu ledvinných tubulů a střevního adenokarcinomu. Epiteliální původ se vyznačuje 

mimo rozdílů v transportérové a enzymové výbavě také odlišnou stavbou TJs.  

Např. zásadní je odlišná exprese klaudinu, jednoho z hlavních proteinů tvořících TJs. 

Pro epitelové buňky je typický klaudin 1, zatímco pro endoteliální klaudin 5 (Wilhelm 

et al. 2014). Epiteliální linie se vyznačují vysokými hodnotami TEER a restrikcí 

paracelulárního transportu. Endoteliální linie jsou izolované z endotelových buněk 

mozkových kapilár. Jejich transportérová a enzymová výbava je velice podobná in vivo 

endotelovým buňkám (Veszelka et al. 2018). Nevýhodou této endoteliální linie je 

nedokonalá tvorba TJs, která může zapříčinit zvýšený prostup látek z důvodu snížené 

paracelulární restrikce (Biemans et al. 2017). 
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2. Cíle práce 

1. Zavedení, optimalizace, validace a vzájemné porovnání vybraných in vitro 

metodik vhodných pro screening prostupu potenciálních léčiv 

přes hematoencefalickou bariéru  

2. Modifikace metodik pro studium transportérů přítomných v HEB  

3. Testování standardních léčiv s klíčovou rolí v oblasti terapie otrav OFI a také 

nově syntetizovaných potenciálních léčiv vznikajících na pracovišti katedry 

Toxikologie a vojenské farmacie 

4. Studium přístupů ke zvýšení dostupnosti léčiv v CNS včetně experimentálního 

ověření jejich účinnosti 
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3. Materiál a metodika 

3.1 Testované látky 

Jako standardní látky pro validaci metod byla využita komerčně dostupná léčiva. 

Dále byly testovány standardně používané rektivátory AChE a nově syntetizované 

reaktivátory AChE, diamantové nanočástice (ND) a cucurbit[7]urilové (CB[7] z ang. 

Cucurbit[7]urils) nanočástice.  

Standardní látky pro validaci metod byly pořízeny ze Sigma-Aldrich, Česká 

republika. Antipyrine (CAS No. 60-80-0), atenolol (CAS No. 29122-68-7), donepezil 

hydrochloride (CAS No. 120011-70-3), desipramine hydrochloride (CAS No. 58-28-6), 

chlorpromazin-d6 hydrochloride (CAS No. 1228182-46-4), imipramin hydrochloride 

(CAS No. 113-52-0), caffeine (CAS No. 58-08-2), piroxicam (CAS No. 36322-90-4), 

propranolol hydrochloride (CAS No. 318-98-9), rivastigmine tartrate (CAS  

No. 129101-54-8), tacrine hydrochloride (CAS No. 206658-92-6), theobromine (CAS  

No. 83-67-0), theophylline (CAS No. 58-55-9), testosterone (CAS No. 58-22-0), 

cefuroxime (CAS No. 55268-75-2), furosemide (CAS No. 54-31-9), chlorothiazide 

(CAS No. 58-94-6), ranitidin hydrochloride (CAS No. 66357-59-3), sulfasalzine (CAS  

No. 599-79-1), lucifer yellow (CAS No. 67769-47-5). 

Standardně používané reaktivátory HI-6 (CAS No. 34433-31-3), 2-PAM (CAS  

No. 6735-59-7), LüH-6 (CAS No. 114-90-9), MMB-4 (CAS No. 51026-61-0), TMB-4 

(CAS No. 56-97-3) byly syntetizovány na KTVF, FVZ, UO v Brně. HI-6 použitá ve 

studii s CB[7] byla syntetizována na katedře chemie, PřF, UHK.  
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Obrázek 8 – Struktury standardních reaktivátorů HI-6, 2-PAM (pralidoxim), LüH-6 

(obidoxim), MMB-4 (methoxim), TMB-4 (trimedoxim) 

 

Monokvartérní reaktivátory K1371, K1373, K1374, K1375, K1385 byly 

syntetizovány na KTVF, FVZ, UO v Brně. 
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Obrázek 9 – Struktury monokvartérních reaktivátorů 

 



48 

 

Nekvartérní reaktivátory K1278, K1279, K1280, K1281, K1358 byly syntetizovány 

na KTVF, FVZ, UO v Brně. 

 

 

 

Obrázek 10 – Struktury nekvartérních reaktivátorů 
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ND s navázanou oximovou skupinou byly syntetizovány v rámci spolupráce s prof. 

Yevgenem Karpichevem (Department of Chemistry and Biotechnology, Tallinn 

University of Technology, Tallinn, Estonia). 

 

 

Obrázek 11 – Diamantové nanočástice De-3 s navázaným reaktivátorem 

 

CB[7] nanočástice (cucurbit[7]urile hydrate) byly pořízeny z Merck, Kenilworth, 

New Jersey, USA. Vazba na HI-6 proběhla dle (Andrýs et al. 2020). 

 

 

Obrázek 12 – Cucurbit[7]urilové nanočástice  

 

3.2 Použité metody 

3.2.1 PAMPA model 

3.2.1.1 Pracovní postup 

Do 96 jamkové membránové destičky (Multiscreen-IP Filter Plates, Merck 

Millipore) byl napipetován roztok PBL (Polar Brain Lipid, Avanti) v objemu 4 µl/jamka 

o koncentraci 20 mg × ml-1 rozpuštěný v dodekanu (Sigma-Aldrich). Akceptorová 

jamka byla naplněna 300 µl PBS. Testované látky byly rozpuštěny dle rozpustnosti 

v DMSO (Dimethyl Sulfoxide for Molecular Biology, Sigma-Aldrich) a/nebo v PBS 

(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline pH = 7,4, Sigma-Aldrich) tak, aby bylo 



50 

 

dosaženo finální koncentrace. Finální koncentrace byla stanovena dle detekovatelnosti 

pomocí UV/VIS spektrofotometrie nebo HPLC-MS. Koncentrace DMSO ve finálním 

roztoku testované látky nikdy nepřesáhla 0,5 % (v/v). Následně byl do donorové části 

destičky pipetován roztok látek o finální koncentraci (všechny testované látky byly 

v rozmezí 20–300 µM) a celá destička byla přiložena na její spodní akceptorovou 

část tak, aby roztoky v obou částech byly v kontaktu s membránou. Testované látky 

difundovaly v čase přes membránu s PBL a jejich koncentrace v akceptorové 

i donorové části byla změřena po 3, 4, 5, 6 h inkubace v  kvadruplikátech pomocí 

UV/VIS spektrofotometru (Multidetekční reader Synergy HT, BioTek) Koncentrace 

látek byla vypočítána podle kalibrační křivky a vyjádřena jako permeační koeficient 

(Pe). Rovnice pro výpočet Pe je uvedena v kapitole 3.2.6.1. Do vzorce je zadána 

I hodnota teoretické koncentrace (ekvilibrium), které by bylo dosaženo v  obou 

kompartmentech, pokud by byla membrána dokonale propustná. Tato koncentrace je 

měřena z roztoku rozpuštěné látky naředěné pomocí PBS na polovinu (Di et al. 2003). 

Výsledný koeficient Pe pro každou látku byl vyjádřen jako průměr minimálně ze tří 

nezávislých měření ± SEM. 

3.2.2 MDCK buněčný model 

3.2.2.1 Buněčná linie:  

Pro tento model byla využita MDCK epiteliální psí buněčná linie ledvinného 

původu NBL-2 pořízená z ATCC (CCL-34). Buněčná linie byla kultivována 

v inkubačním boxu (Inkubátor Direct Heat CO2, Thermo Scientific) při 37 °C, 5 % CO2 

v kultivačním médiu. Buňky byly pasážovány 1:6 pomocí 0,25% trypsin-EDTA roztoku 

(Sigma-Aldrich) 1–2 × týdně. Médium bylo měněno každý 2.–3. den. 

3.2.2.1.1 Růstové médium:  

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich) 

10 % FBS (Fetal bovine serum, Sigma-Aldrich) 

1 % PEN-STREP (Penicilin-streptomycin, Sigma-Aldrich) 

3.2.2.1.2 Transportní médium: 

Opti-MEM (Gibco) 
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3.2.2.2 Pracovní postup: 

MDCK buněčná linie byla nasazena na destičku (Corning Transwel, Merck 

CLS3402) s 12 inserty, na mikroporézní polykarbonátovou membránu s póry o velikosti 

3,0 µm. Buňky byly nasazeny v počtu 500 000/insert v 0,5 ml růstového média, 

do spodní části destičky bylo pipetováno čisté růstové médium v objemu 1,5 ml. 3. den 

bylo vyměněno médium v obou kompartmentech. 4. den po nasazení monovrstva 

dosahuje konfluence a je připravená na experiment. V den experimentu bylo odstraněno 

médium z obou kompartmentů a buněčná monovrstva byla opláchnuta předehřátým 

transportním médiem. Následně bylo do obou kompartmentů aplikováno 

750 µl transportního média a destička byla inkubována 30 min. Testované látky byly 

rozpuštěny dle rozpustnosti v DMSO a/nebo v transportním médiu tak, aby bylo 

dosaženo finální koncentrace. Finální koncentrace byla stanovena dle detekovatelnosti 

pomocí UV/VIS spektrofotometrie nebo pomocí HPLC-MS (viz. níže). Koncentrace 

DMSO ve finálním roztoku testované látky nepřesáhla 0,5 % (v/v). Pro stanovení 

prostupu nanodiamantových částic (ND) byly vzorky dizagregovány pomocí 

ultrazvukového homogenizátoru (UP 50H jehlový homogenizátor, Hielscher, Teltow, 

Germany) 3 x 5 s za stálého chlazení ledovou lázní.  Poté byly do donorových 

kompartmentů v triplikátu pipetovány roztoky (750 µl) testovaných látek rozpuštěných 

na požadovanou koncentraci (pro veškeré experimenty byly použity koncentrace  

20–500 µM), pro ND byla použita koncentrace 10 a 100 µg × ml-1. Do akceptorového 

kompartmentu bylo pipetováno transportní médium ve stejném objemu. Následně byla 

destička inkubována při 37 °C, 5 % CO2. V časových intervalech 1, 2, 4 a 6 h byly 

odebrány vzorky z akceptorové části a pomocí UV/VIS spektrofotometru byla změřena 

koncentrace testovaných látek v triplikátech. Nárůst koncentrace testovaných látek byl 

vyjádřen jako tzv. aparentní permeační koeficient (Papp), který byl spočítán 

dle vzorce uvedeného v kapitole 3.2.6.2. Po odebrání posledního časového bodu byla 

provedena kontrola integrity monovrstvy pomocí fluorescenčně značeného dextranu 

(FITC-dextran, MW 10 000, Sigma-Aldrich) v koncentraci 0,4 mg × ml-1. Tento roztok 

FITC-dextran byl aplikován do donorové části po předchozím opláchnutí předehřátým 

PBS. Do akceptorové části byl aplikováno transportní čisté médium. Po 60 min 

inkubace byla změřena koncentrace FITC-dextranu v akceptorové části pomocí UV/VIS 

spektrofotometrie při vlnových délkách λ1= 485 nm; λ2=528 nm. 
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Stanovení intracelulárního množství látky akumulovaného v buněčné monovrstvě 

bylo provedeno ve vybraných jamkách na konci experimentu. Buněčná monovrstva byla 

opláchnuta studeným PBS 2 × z obou stran. Následně byl aplikován lyzační pufr 

(1 % Triton X-100, 20 mM tris hydrochlorid, 150 mM chlorid sodný, Sigma-Aldrich), 

inserty byly mechanicky dizagregovány a opláchnuty transportním médiem. Poté byla 

v roztoku stanovena koncentrace látky UV/VIS spektrofotometrem. 

HPLC-MS analýza 

HPLC-MS analýza byla provedena na sestavě HPLC Dionex 3000 RS skládající se 

z vakuové pumpy HPG-3400RS s degaserem, autosampleru WTS-3000RS s 25 µl 

nástřikovou smyčkou, kolonového termostatu TCC-3000RS a diodového detektoru 

DAD-3000. Sestava byla řízena softwarem Chromeleon 6.80 ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem typu hybrid kvadrupól-orbitap Q Exactive Plus ovládaným programem 

Xcalibur 3.0.63. Spojení bylo provedeno pomocí vyhřívaného elektrospreje (HESI) 

s následujícím nastavením: zmlžující plyn 55 jednotek, pomocný plyn 15 jednotek, 

protisměrný plyn 3 jednotky, napětí na spreji 3,5 kV, teplota vstupní kapiláry 220 °C, 

teplota pomocného plynu 220 °C, nastavení S-lens RF 50. Složení mobilní  

fáze A (A): 0,1% (v/v) kyselina mravenčí v ultračisté vodě typ ASTM I (odpor 

18,2 MΩ × cm-1 při 25 °C) připravenou pomocí přístroje Barnstead Smart2Pure 

3 UV/UF. Složení mobilní fáze B (B): 0,1% kyselina mravenčí v acetonitrilu (LC-MS 

kvalita). 

Pro analýzu akceptorových a donorových roztoků byla použita gradientová metoda 

v reverzním módu, kde jako stacionární fáze byla použita kolona Kinetex C18 EVO 

(3,0 × 150 mm; 2,6 µm; 100 Å, Phenomenex, Japan). Gradient byl následující: 0-1 min 

10 % B, pak nárůst na 100 % B během 3 min, pak 1 min 100 % B a následně byl 

2,5 min ustalován na 10 % B. Průtok mobilní fáze byl 0,4 ml × min-1, teplota kolony 

byla nastavena na 27 °C s nástřikem vzorku 5 µl. Analýza byla provedena pomocí 

hmotnostního spektrometru v pozitivním módu v rozmezí m/z 150-1000. Kalibrace 

pro látky byla lineární, pětibodová a byla v rozmezí 5–100 µg × ml-1 pro každou 

sledovanou sloučeninu.   

HPLC-MS analýza byla využita pro stanovení látek, které nebylo možné 

kvantifikovat pomocí UV-VIS spektrofotometrie z důvodu nemožnosti rozpustit látku 
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v médiu v množství nad limitem detekce. Jednalo se o vzorky nekvartérních 

reaktivátorů (K1278, K1279, K1280, K1281).  

3.2.3 D3 buněčný model 

3.2.3.1 Buněčná linie:  

Pro tento model byla využita D3/hCMEC endoteliální buněčná linie pocházející 

z mozkových kapilár člověka. Tato linie byla pořízena ze Sigma-Aldrich (SCC066). 

Buněčná linie byla kultivována v inkubačním boxu při 37 °C, 5 % CO2 v kultivačním 

médiu. Povrch kultivační láhve byl potažen kolagenem (10 µg × cm2). Buňky byly 

pasážovány 1:3 až 1:6 pomocí 0,25% trypsin-EDTA roztoku 1–2 × týdně. Médium bylo 

měněno každý 2.–3. den. 

3.2.3.1.1 Růstové médium:  

EndoGRO (EndoGRO Complete Media Kit, Sigma-Aldrich) 

1 % PEN-STREP 

1 ng × ml-1 FGF (Fibrinogen Growth Factor, Sigma-Aldrich) 

3.2.3.1.2 Transportní médium: 

Opti-MEM  

3.2.3.2 Pracovní postup: 

D3 buněčná linie byla nasazena na destičku (Corning Transwel, Merck CLS3460) 

s 12 inserty na mikroporézní PET membránu s póry o velikosti 0,4 µm. Buňky byly 

nasazeny v počtu 60 000/insert, který byl potažen kolagenem 10 µg × cm2 (Collagen 

Type I, Rat Tail, Merck) a fibronektinem 5 µg × cm2 (Fibronectin Human Plasma, 

Sigma-Aldrich) v 0,5 ml růstového média, do spodní části destičky bylo pipetováno 

čisté růstové médium v objemu 1,5 ml. 4. a 7. den bylo vyměněno médium v obou 

kompartmentech. 8. až 10. den po nasazení monovrstva dosahuje konfluence 

a je připravená na experiment. Kontrola integrity monovrstvy je sledována měřením 

TEER. Měření TEER probíhalo při výměně média pomocí ERS-2 voltmetru (Millicel, 

Merck). Každá elektroda byla vložena do jednoho kompartmentu tak, aby se nedotýkala 

plastových částí destičky a po několika vteřinách od ustálení byla odečtena hodnota 
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TEER. Měření probíhalo v každé jamce v triplikátu (Hayes et al. 2016).  V den 

experimentu bylo odstraněno médium z obou kompartmentů a buněčná monovrstva 

byla opláchnuta předehřátým PBS. Následně bylo do obou kompartmentů aplikováno 

750 µl transportního média a destička byla inkubována 30 min. Poté byly 

do donorových kompartmentů v triplikátu pipetovány roztoky (750 µl) testovaných 

látek. Testované látky byly rozpuštěny dle rozpustnosti v DMSO a/nebo v transportním 

médiu tak, aby bylo dosaženo finální koncentrace. Finální koncentrace byla stanovena 

dle detekovatelnosti pomocí UV/VIS spektrofotometrie. Koncentrace DMSO 

ve finálním roztoku testované látky nepřesáhla 0,5 % (v/v). Do akceptorového 

kompartmentu bylo pipetováno transportní medium. Následně byla destička inkubována 

při 37 °C, 5 % CO2. V časových intervalech 5, 15, 30 a 60 min byly odebrány vzorky 

z akceptorové části a pomocí UV/VIS spektrofotometru byla změřena koncentrace 

testovaných látek v triplikátech. Nárůst koncentrace testovaných látek byl vyjádřen 

jako Papp koeficient, který byl spočítán dle vzorce uvedeného v kapitole 3.2.6.2. 

Po odebrání posledního časového bodu byla provedena kontrola integrity monovrstvy 

pomocí FITC-dextranu v koncentraci 0,4 mg × ml-1. Tento roztok FITC-dextranu byl 

aplikován do donorové části po předchozím opláchnutí předehřátým PBS. 

Do akceptorové části bylo aplikováno transportní čisté médium. Po 60 min inkubace 

byla změřena koncentrace FITC-dextranu v akceptorové části pomocí UV/VIS 

spektrofotometrie při vlnových délkách λ1= 485 nm; λ2=528 nm. 

3.2.4 CACO-2 buněčný model 

3.2.4.1 Buněčná linie:  

Pro tento model byla využita lidská epiteliální adenokarcinomová CACO-2 buněčná 

linie pořízená z ATCC (HTB-37). Tato linie exprimuje efluxní transportér Pgp na své 

apikální straně. Buněčná linie byla kultivována při 37 °C, 5 % CO2 v kultivačním 

médiu. Buňky byly pasážovány 1:3 až 1:6 pomocí 0,25% trypsin-EDTA roztoku  

1–2 × týdně. Médium bylo měněno každý 2.–3. den. 

3.2.4.1.1 Růstové médium:  

EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium, ATCC) 

20 % FBS 
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1 % PEN-STREP 

3.2.4.1.2 Transportní médium: 

Opti-MEM 

3.2.4.2 Pracovní postup: 

CACO-2 buněčná linie byla nasazena na destičku (Corning Transwel, Merck 

CLS3402) s 12 inserty na mikroporézní polykarbonátovou membránu s póry o velikosti 

3,0 µm. Buňky byly nasazeny v počtu 240 000/insert v 0,5 ml růstového média, 

do spodní části destičky bylo pipetováno čisté růstové médium v objemu 1,5 ml. 

Přibližně 3 hodiny po nasazení bylo médium vyměněno a následně každý 3. den. 

Monovrstva dosahuje konfluence a požadované exprese kolem 21. dne od nasazení 

(Natoli et al. 2012). Vývoj tvorby monovrstvy je sledován měřením TEER. Měření 

TEER probíhalo při výměně média pomocí ERS-2 voltmetru. Každá elektroda byla 

vložena do jednoho kompartmentu tak, aby se nedotýkala plastových částí destičky 

a po několika vteřinách od ustálení byla odečtena hodnota TEER. Měření probíhalo 

v každé jamce v triplikátu (Tavelin et al. 2002). V den experimentu bylo odstraněno 

médium z obou kompartmentů a buněčná monovrstva byla opláchnuta předehřátým 

PBS. Následně bylo do obou kompartmentů aplikováno 750 µl transportního média 

a destička byla inkubována 30 min. V případě použití inhibitoru Pgp byl inhibitor 

již obsažen v transportním médiu. Pro všechny experimenty byl využíván inhibitor 

verapamil v koncentraci 15 µM. Následně byly do donorových kompartmentů 

v triplikátu pipetovány roztoky (750 µl) testovaných látek rozpuštěných 

na požadovanou koncentraci v transportním mediu s/bez inhibitoru Pgp. Testované 

látky byly rozpuštěny dle rozpustnosti v DMSO a/nebo v transportním médiu tak, 

aby bylo dosaženo finální koncentrace (pro standardní reaktivátory 100 µM). Finální 

koncentrace byla stanovena dle detekovatelnosti pomocí UV/VIS spektrofotometrie. 

Pro validaci metody byl využit Rhodamin 123 (R123) v koncentraci 5 µM. Testované 

standardní reaktivátory byly testovány v koncentraci 100 µM. Koncentrace DMSO 

ve finálním roztoku testované látky nepřesáhla 0,5 % (v/v). Do akceptorového 

kompartmentu bylo pipetováno transportní medium (s/bez inhibitoru Pgp). Pro testování 

interakce s Pgp byl sledován transport ve směru z apikální strany membrány (insertová 

strana) do basolaterální (jamka) a naopak s/bez přidání inhibitoru Pgp. Následně byla 



56 

 

destička inkubována při 37 °C, 5 % CO2. V časových intervalech 30, 60, 120 a 240 min 

byly odebrány vzorky z akceptorové části a pomocí UV/VIS spektrofotometru byla 

změřena koncentrace testovaných látek v triplikátech. Nárůst koncentrace testovaných 

látek byl vyjádřen jako Papp. Porovnáním Papp obou směrů byla získána hodnota 

tzv. transportního poměru, který ukazuje na interakci s transportérem. Výpočty jsou 

uvedeny v kapitole 3.2.6.4.  Po odebrání posledního časového bodu byla provedena 

kontrola integrity monovrstvy pomocí FITC-dextranu v koncentraci 0,4 mg × ml-1  

po 60 min inkubace.  

3.2.5 In vivo farmakokinetické studie 

3.2.5.1 Stanovení nově syntetizovaných reaktivátorů in vivo 

In vivo studie probíhaly na myších Balb/c (Anlab Inc, Praha, Česká republika), 

které byly chovány v klimatizované místnoti s přísunem světla od 7 do 19 hod 

a přístupem ke stravě a vodě ad libitum. Nakládání se zvířaty probíhalo pod odborným 

dohledem Etické komise FVZ, UO v Brně (MO 30835/2018-689800).  

Pro farmakokinetickou studii monokvartérních reaktivátorů byla myším podána 

dávka 5 % LD50 (K1371 4 mg × kg-1; K1374 5,25 mg × kg-1; K1375 34 mg × kg-1, 

obidoxim 8,05 mg × kg-1) i.m., v objemu 1 ml × kg-1. Látky byly rozpuštěny 

ve fyziologickém roztoku (0,9% v/v NaCl) s 20 % koliforu (Kolliphor EL,  

Sigma-Aldrich), v případě látky K1374 obsahoval aplikační roztok také 3 % DMSO 

z důvodu nízké rozpustnosti.  

V čase 0, 3, 5, 15, 30, 45, 60, 120, a 240 min po aplikaci byl odebrán mozek zvířete 

(n=4), po předchozí transkardiální perfuzi fyziologickým roztokem, a zamražen 

 na – 80 °C. 

 Před analýzou byly mozky zváženy (analytické váhy CPA225, Sartorius Stedim 

Biotech) a rozpuštěny ve čtyřnásobku své hmotnosti roztoku PBS (PBS tablety,  

Sigma-Aldrich). Dále byly homogenizovány mechanickým homogenizátorem  

(T-25 Ultra Turrax disperser, IKA, Staufen, Germany) a ultrazvukovým 

homogenizátorem (UP 50H jehlový homogenizátor, Hielscher, Teltow, Germany). 

Ke 190 µl homogenátu mozkové tkáně bylo přidáno 10 µl vnitřního standardu 

(donepezil v methanolu o koncentraci 1 µM) a celá směs byla smísena s 1000 µl 
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acetonu. Vzorky byly třepány 10 min na vortexu (Vortex Mixer Wizard, Velp 

Scientifica) při 1200 ot. a centrifugovány (Centrifuga Universal 320 R, Hettich, 

Tuttlingen, Germany) 5 min při 4000 ot. Supernatant byl odpařen (CentriVap, Labconco 

Corporation, Kansas City, USA) a peleta následně rekonstituována ve 100 µl 50 % 

roztoku acetonu (v/v). Kalibrace proběhla nástřikem 180 µl blankového homogenátu 

mozku s 10 µl testované látky v methanolu v koncentrační škále od 0,05 do 50 µM. 

HPLC-MS analýza 

HPLC-MS analýza byla provedena na sestavě HPLC Dionex 3000 RS skládající se 

z vakuové pumpy HPG-3400RS s degaserem, autosampleru WTS-3000RS s 25 µl 

nástřikovou smyčkou, kolonového termostatu TCC-3000RS a diodového detektoru 

DAD-3000. Sestava byla řízena softwarem Chromeleon 6.80 ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem typu hybrid kvadrupól-orbitap Q Exactive Plus ovládaným programem 

Xcalibur 3.0.63. Spojení bylo provedeno pomocí vyhřívaného elektrospreje (HESI) 

s následujícím nastavením: zmlžující plyn 55 jednotek, pomocný plyn 15 jednotek, 

protisměrný plyn 3 jednotky, napětí na spreji 3,5 kV, teplota vstupní kapiláry 220 °C, 

teplota pomocného plynu 220 °C, nastavení S-lens RF 50. Složení mobilní fáze A (A): 

0,1% (v/v) kyselina mravenčí v ultračisté vodě typ ASTM I (odpor 18.2 MΩ × cm-1 

při 25 °C) připravenou pomocí přístroje Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF. Složení 

mobilní fáze B (B): 0,1% kyselina mravenčí v acetonitrilu (LC-MS kvalita). 

Pro analýzu vzorků kinetické studie monokvartérních reaktivátorů K1371 a K1375 

byla použita gradientová metoda na reverzní fázi kolony Kinetex C18 EVO  

(3,0 × 150 mm; 2,6 µm; 100 Å, Phenomenex, Japan), s mobilní fází A a B. Gradient byl 

následující: 2 % B 1 min, nárůst na 35 % B během 2 min, nárůst na 50 % B během 

3,5 min, nárůst na 100 % B během 0,5 min a 1 min 100 % B, následně byl systém 

nastaven zpět na 2 % B a 2 min ustalován. Průtok mobilní fáze byl 0,5 ml/min, teplota 

kolony byla nastavena na 35 °C s nástřikem 5 µl. Analýza byla provedena pomocí 

hmotnostního spektrometru se sběrem spekter v rozmezí 105-1000 m/z. Donepezil 

(finální koncentrace 1 µM) byl použit jako vnitřní standard. Kalibrace pro všechny látky 

byla lineární, sedmibodová v rozmezí 50 nM–50 µM. Pro kinetickou studii látky K1374 

a obidoximu byla použita metoda s kolonou Hypersil Gold C8 (2,1x100 mm, 1,9 µm, 

Thermoscientific, Vilnius, Litva). Gradient 2 % B 0,3 min, nárůst na 100 % B během 

3 min, 0,5 min 100 % B, následně byl systém nastaven na 2 % B a 2,2 min ustalován. 
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Průtok mobilní fáze byl 0,5 ml × min-1, teplota kolony nastavena na 35 °C s nástřikem 

2 µl. Analýza byla provedena pomocí hmotnostního spektrometru se sběrem 

fragmentačních spekter v režimu paralelních reakcí. Donepezil (finální koncentrace 

1 µM) byl použit jako vnitřní standard. Kalibrace pro látky byla lineární, sedmibodová 

v rozmezí 50 nM–50 µM. 

Časové změny analytu ve vzorcích byly přepočítány na reálnou koncentraci  

(ng × ml-1 mozkové tkáně) s využitím kalibrační křivky pomocí softwaru GraphPad 

Prism (verze 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).  

3.2.5.2 In vivo stanovení penetrace HI-6@CB[7] do mozku 

In vivo studie probíhaly na myších Babl/c (Velaz, Praha, Česká republika), které 

byly chovány v klimatizované místnoti s přísunem světla od 7 do 19 hod a přístupem 

ke stravě a vodě ad libitum. Nakládání se zvířaty probíhalo pod odborným dohledem 

Etické komise FVZ, UO v Brně (MO 30835/2018-689800).  

Pro experimenty s CB[7] byly připraveny roztoky HI-6 a HI-6@CB[7] rozpuštěním 

dávky 48 mg × kg-1 HI-6 (dávka vázané i nevázané HI-6 byla ekvimolární a odpovídala 

30 % maximální tolerované dávky (Hepnarova et al. 2019) a 187 mg × kg-1 CB[7] 

ve fyziologickém roztoku (0,9% v/v NaCl) a aplikovány i.m. v objemu 1 ml × kg-1. 

V čase 5, 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 240 a 360 min po podání HI-6 a HI-6@CB[7] 

byly odebírányna tkáňové vzorky. Zvíře se nacházelo v hluboké anestezii a odběr 

probíhal po transkardiální perfuzi (Infusion Syringe Pump Perfusor compact; B Braun 

Melsungen AG, Berlin, Germany) fyziologickým roztokem po dobu 5 min  

(1 ml × min -1). Vzorky mozku byly opatrně vyjmuty po otevření lebky a uschovány 

při - 80 °C až do HLC analýzy. 

Methanol, chloroform, acetonitril, kyselina mravenčí, octan amonný a mravenčan 

amonný byly pořízeny od Honeywell (Charlotte, North Carolina, USA). Vzorky 

mozkové tkáně byly zváženy a přeneseny do vialek s lyzačními kuličkami (Lysing 

Beads D, průměr 1,4 mm, celková hmotnost 8,2 g a Lysing Beads E, průměr 4 mm, 

množství 3 ks). Byl přidán octan amonný (pH 5) v koncentraci 25 mM v poměru  

1:4 (m/m). Vzorek byl homogenizován ve dvou cyklech na FastPrep-24TM-5G 

instrument (MP Biomedical, Santa Ana, California, USA) po dobu 40 s se zrychlením 

6 m × s-1.  
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K homogenátu mozkové tkáně (10–100 µl) bylo přidáno 400 µl methanolu a 800 µl 

chloroformu. Vzorky byly třepány 10 min na vortexu (Vortex Mixer Wizard, Velp 

Scientifica) centrifugovány (Centrifuga Universal 320 R, Hettich, Tuttlingen, Germany) 

5 min 15000 × g. Supernatant byl odpařen a peleta následně rekonstituována ve 100 µl 

25 mM roztoku octanu amonného (pH 5), vzorek byl třepán na vortexu 

a homogenizován v ultrazvukové lázni po dobu 10 min.  

HILIC-UHPLC-MS/MS analýza 

Analýza HI-6 a HI-6@CB[7] byla provedena na sestavě UHPLC Infinity II 1290 

systém (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) s využitím kolony Kinetex 

HILIC  (2,1 mm × 50 mm, 2,6 µm, Phenomenex, Torrance, California, USA). Detekce 

proběhla pomocí hmotnostního spektrometru typu 6470 Series Triple Quadrupole 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Spojení bylo provedeno 

prostřednictvím vyhřívaného elektrospreje (HESI). Pro chromatografickou separaci byla 

použita metoda gradientové eluce s mobilní fází A (25 mM mravenčan amonný) 

a mobilní fází B (acetonitril s 0,3% kyselinou mravenčí). Gradient byl následovný:  

0–0,5 min (10–10% A), 0,5–4,0 min (10–80% A), 4,05,0 min (80–80% A), 5,0–5,10 

(80–10% A), 5,10–7,0 (10–10% A). Průtok mobilní fáze byl 0,40 ml × min-1. Parametry 

iontového zdroje byly následující: teplota plynu 100 °C, průtok plynu 10 l × min-1, 

zmlžující plyn 20 jednotek, teplota pomocného plynu 400 °C, průtok pomocného plynu 

8 l × min-1, napětí v kapiláře 4500 V, napětí ve spreji 300 V. Nástřik vzorku byl 5 μl.  

Časové změny analytu ve vzorcích byly přepočítány na reálnou koncentraci  

(ng × ml-1 mozkové tkáně) s využitím kalibrační křivky pomocí softwaru GraphPad 

Prism (verze 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).  

 

3.2.6 Analýza dat 

3.2.6.1 Výpočet Pe pro model PAMPA 

Permeační koeficient Pe × 10-6 cm × s-1 pro model PAMPA byl vypočítán 

na základě této rovnice:  
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kde 

Area – plocha membrány v cm2 

Time – čas v s 

VD/VA – objem donorového/akceptorového kompartmentu v l 

C0 – počáteční koncentrace testované látky v µM 

[drug] acceptor – koncentrace látky v akceptorovém kompartmentu v µM 

[drug] equilibrium – koncentrace látky v roztoku ekvilibria v µM 

 

3.2.6.2 Výpočet Papp pro buněčné modely 

Aparentní permeační koeficient Papp × 10-6 cm × s-1 pro buněčné modely byl 

vypočítán na základě této rovnice: 

 

kde 

A – plocha buněčné monovrstvy v cm2 

dC/dt – rychlost nárůstu koncentrace látky v akceptoru v čase 

Vr – objem akceptorového kompartmentu v l 

C0 – počáteční koncentrace testované látky v µM 

 

3.2.6.3 Měření TEER 

Finální hodnoty TEER v Ω × cm2 byly vypočítány na základě této rovnice (Tavelin 

et al. 2002): 

TEER= (RMONOLAYER - REMPTY FILTER) × A 

kde 

RMONOLAYER – hodnota naměřené rezistence v jamce s buněčnou kuturou v Ω 

REMPTY FILTER – hodnota rezistence v jamce bez buněčné kultury v Ω 
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A – plocha insertu v cm2 

 

3.2.6.4 Výpočet transportního poměru pro posouzení interakce  

s P-glykoproteinem na CACO-2 buněčném modelu 

Transportní poměr (TR) pro posouzení interakce s Pgp transportérem byl vypočítán 

na základě této rovnice (Polli et al. 2001): 

TR = Papp (BA)/Papp (AB) 

kde 

Papp (BA) – Papp pro směr z basolaterální strany membrány na apikální 

Papp (AB) – Papp pro směr z apikální strany membrány na basolaterální 

 

3.2.7 Statistická analýza 

Statistická analýza získaných dat byla uskutečněná pomocí statistického programu 

GraphPad Prism (verze 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).  

Výsledné hodnoty koeficientů Papp a Pe jsou průměrem z n nezávislých 

měření ± SEM. 

Pro zhodnocení korelací in vitro metod byl použit Spearmanův korelační test, n=20, 

(p ≤ 0.05). 

Pro statistickou analýzu u CACO-2 buněčného modelu byla použita One-way 

ANOVA následovaná Sidak multiple comparison testem pro stanovení signifikantního 

rozdílu mezi TR s/bez inhibitoru (p ≤ 0.05).  

Farmakokinetický profil byl vypočítán jako průměr z n měření ± SEM (n=6). 

Plocha pod křivkou (AUC z ang. Area Under the Curve) byla stanovena pomocí tohoto 

softwaru. 
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4. Výsledky 

4.1 Modely pro predikci penetrace látek přes hematoencefalickou 

bariéru in vitro 

4.1.1 PAMPA model 

4.1.1.1 Validace a testování standardních látek 

Metodou PAMPA byl otestován set 20 standardních látek. Do výběru byla zařazena 

klinicky využívaná léčiva, u kterých je známá prostupnost do CNS in vivo (Di et al. 

2003; Yoon et al. 2006; Crivori et al. 2000; Wang et al. 2005). Standardní látky byly 

klasifikovány do dvou skupin dle své schopnosti prostoupit do CNS in vivo na CNS- 

(látky do CNS neprostupující) a CNS+ (látky do CNS prostupující). Ze skupiny CNS+ 

bylo otestováno 13 látek a ze skupiny CNS- 7 látek. Výsledkem měření množství látky 

prostupující přes membránu v čase je koeficient Pe. V grafu (Obrázek 13) je ilustrativně 

zobrazen nárůst koncentrace látky (donepezil) v akceptorovém a pokles koncentrace 

látky v donorovém kompartmentu v průběhu experimentu. Výsledky testování 

standardních látek jsou uvedeny v  Tabulka 2. 

 

 

Obrázek 13 – Změna koncentrace donepezilu v akceptorovém a donorovém 

kompartmentu v čase. Hodnoty koncentrace byly získány z kalibrační křivky 

po změření absorbance, počáteční koncentrace donepezilu v donorovém kopartmentu 

byla 100 µM.  
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Tabulka 2 - Porovnání výsledků testování standardních látek metodou PAMPA 

s in vivo CNS dostupností klinicky užívaných léčiv. Klasifikace látek dle Pe: látky 

CNS+ mají Pe ≥ 4,0 × 10-6 cm × s-1, látky CNS- mají Pe ≤ 2,0 × 10-6 cm × s-1, látky s Pe 

2,0 – 4,0 × 10-6 cm × s-1 nelze přesně specifikovat (Di et al. 2003). Pe koeficient 

je vyjádřen jako průměr n nezávislých měření ± SEM. * označené látky se vzájemně 

neshodují v CNS+/- klasifikaci in vivo a dle naměřených koeficientů. LogD byl získán 

z Chemspider (spočítán pomocí ACD/Labs Percepta Platform – PhysChem Module). 

Testovaná  

látka 

 

n 

in vivo 

CNS+/- 

logD 

(pH = 7,4) 
Pe ± SEM 

 

CNS +/-

dle Pe 

antipyrin* 3 CNS+ 0,72 1,3 ± 0,33 CNS- 

donepezil 6 CNS+ 2,79 22 ± 2,1 CNS+ 

dezipramin 3 CNS+ 1,58 15 ± 3,5 CNS+ 

chlorpromazin 3 CNS+ 3,42 9,6 ± 1,6 CNS+ 

imipramin 3 CNS+ 2,68 21 ± 1,9 CNS+ 

kofein* 3 CNS+ 0,28 2,8 ± 0,43 CNS+/- 

piroxikam 4 CNS+ 0,46 5,3 ± 1,1 CNS+ 

propranolol 3 CNS+ 1,15 11 ± 0,41 CNS+ 

rivastigmin 6 CNS+ 1,09 20 ± 2,1 CNS+ 

takrin 8 CNS+ 0,89 6,0 ± 0,58 CNS+ 

teobromin* 3 CNS+ -0,34 1,1 ± 0,04 CNS- 

teofylin* 3 CNS+ -0,03 1,4 ± 0,59 CNS- 

testosteron 3 CNS+ 3,16 23 ± 4,3 CNS+ 

atenolol* 3 CNS- -1,85 5,6 ± 0,84 CNS+ 

cefuroxim 3 CNS- -3,64 0,63 ± 0,16 CNS- 

furosemid 3 CNS- -0,78 0,19 ± 0,07 CNS- 

chlorotiazid 3 CNS- -0,21 1,2 ± 0,54 CNS- 

ranitidin 3 CNS- -0,63 0,35 ± 0,31 CNS- 

obidoxim 3 CNS- -4,88 0,68 ± 0,09 CNS- 

sulfasalazin 3 CNS- 0,22 0,52 ± 0,43 CNS- 

 

Výsledné rozdělení látek na CNS+ a CNS-, dle naměřených koeficientů Pe se liší 

u 5 látek oproti situaci in vivo. * označené látky mají odlišnou in vivo a naměřenou CNS 
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dostupnost. Teofylin je in vivo CNS+ a jeho koeficient Pe naměřený metodou PAMPA 

odpovídá CNS-, stejně tak jako u teobrominu a antipyrinu. U atenololu je situace 

opačná, Pe koeficient řadí toto CNS- léčivo mezi CNS+. Kofein, látka působící v CNS, 

se dle naměřených hodnot vyskytuje na pomezí CNS+ a CNS-. 

4.1.1.2 Korelace logD s koeficientem Pe 

Distribuční koeficient logD (pH=7,4) udává, jak se látka s ohledem na ionizaci 

jejích funkčních skupin dělí mezi dvě fáze oktanol a vodu. LogD byl získán 

z Chemspider (spočítán pomocí ACD/Labs Percepta Platform – PhysChem Module). 

Čím vyšší je hodnota tohoto koeficientu, tím hůře se látka rozpouští ve vodné fázi 

při daném pH. Korelace logD u standardních látek s koeficienty Pe naměřenými 

metodou PAMPA je znázorněna v grafu (Obrázek 14). Spearmanův korelační koeficient 

mezi logD a Pe rs = 0,83. Obecně platí, že nižší hodnoty Pe by měly korelovat s nízkým 

logD a naopak, protože u lipofilnějších látek stoupá prostupnost skrze lipidovou 

membránu (Pe), zatímco u látek s nízkým logD se dá očekávat horší prostup. Tomuto 

tvrzení nejméně odpovídají výsledky naměřeného koeficientu Pe pro atenolol. Ačkoliv 

je jeho logD velmi nízký (-1,85), tak jeho Pe (5,6) odpovídá CNS+ látkám. Tento 

nesprávný výsledek naměřený metodou PAMPA významě snižuje hodnotu korelace 

metody PAMPA s logD koeficientem (korelační koeficient rs bez atenololu by byl 0,90).  
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Obrázek 14 – Korelace logD a Pe pro jednotlivé standardní látky měřené metodou 

PAMPA. Statisticky byla data vyhodnocena pomocí Spearmanovy korelace. 

Spearmanův korelační koeficient rs
 = 0,83 (p ≤ 0,05). 

 

4.1.2 MDCK buněčný model 

4.1.2.1 Validace MDCK metody a testování standardních látek 

Nově zavedená metoda využívající MDCK buněčnou monovrstvu byla validována 

testováním standardních látek. Bylo otestováno 20 standardních látek. Do výběru byla 

opět zařazena klinicky využívaná léčiva, u kterých je známá prostupnost do CNS in vivo 

(Di et al. 2003; Yoon et al. 2006; Crivori et al. 2000; Wang et al. 2005). Standardní 

látky byly klasifikovány do dvou skupin dle své schopnosti prostoupit do CNS in vivo 

na CNS-, a CNS+. Ze skupiny CNS+ bylo otestováno 13 látek a ze skupiny CNS- 

7 látek. Výsledkem měření koncentrace látky prostupující přes membránu v čase je 

koeficient Papp, což je aparentní permeační koeficient udávající teoretickou prostupnost 

látek přes HEB. Na Obrázek 15 je ilustrativně zobrazen nárůst koncentrace látky 

s dobrou prostupností (promazin) a látky špatně prostupující (sulfasalazin), 

pro znázornění odlišnosti v kinetice prostupu. Výsledky testování standardních látek 

jsou uvedeny v Tabulka 3. Pro kontrolu integrity monovrstvy byl na konci experimentu 

změřen procentuální prostup FITC-dextranu z donorového kompartmentu 

do akceptorového. Hodnoty FITC-dextranu změřené v akceptorovém kompartmentu 
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se pohybovaly v rozmezí 0–0,87 %. Jednotlivé jamky, kde číslo přesáhlo 1 % byly 

z experimentu vyřazeny. Experimentálně zjištěná hodnota TEER v den experimentu 

byla mezi 800–950 Ω × cm2 pro veškeré experimenty. 

 

 

Obrázek 15 - Nárůst koncentrace látek v akceptorovém kompartmentu v čase 

pro CNS+ (promazin) a CNS- (sulfasalazin) standardní látky. Hodnoty koncentrace byly 

získány z kalibrační křivky po změření absorbance při počáteční koncentraci 50 µM 

(promazin) a 100 µM (sulfasalazin). 
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Tabulka 3 – Porovnání výsledků testování standardních látek metodou MDCK 

s in vivo CNS dostupností klinicky užívaných léčiv. Papp koeficient je vyjádřen jako 

průměr n nezávislých měření ± SEM × 10-6 cm × s-1. * označené látky se vzájemně 

neshodují v CNS+/- klasifikaci in vivo a dle naměřených koeficientů. LogD byl získán 

z Chemspider (spočítán pomocí ACD/Labs Percepta Platform – PhysChem Module). 

Testovaná  

látka 
n 

in vivo 

CNS+/- 

 

logD 
Papp ± SEM 

CNS +/- dle 

Papp 

antipyrin 3 CNS+ 0,72 14 ± 5,2 CNS+ 

donepezil 4 CNS+ 2,79 21 ± 3,4 CNS+ 

desipramin 3 CNS+ 1,58 26 ± 7,5 CNS+ 

chlorpromazin 3 CNS+ 3,42 20 ± 2,6 CNS+ 

imipramin 3 CNS+ 2,68 25 ± 1,4 CNS+ 

kofein 3 CNS+ 0,28 27 ± 3,5 CNS+ 

piroxikam 3 CNS+ 0,46 23 ± 2,8 CNS+ 

propranolol 3 CNS+ 1,15 13 ± 6,3 CNS+ 

rivastigmin 3 CNS+ 1,09 48 ± 2,6 CNS+ 

takrin 3 CNS+ 0,89 24 ± 2,2 CNS+ 

teobromin 3 CNS+ -0,34 11 ± 3,3 CNS+ 

teofylin 3 CNS+ -0,03 13 ± 2,7 CNS+ 

testosteron 3 CNS+ 3,16 17 ± 4,0 CNS+ 

atenolol 3 CNS- -1,85 4,1 ± 0,89 CNS+/- 

cefuroxim 3 CNS- -3,64 0,09 ± 0,07 CNS- 

furosemid 3 CNS- -0,78 2,7 ± 0,80 CNS- 

chlorotiazid 3 CNS- -0,21 1,5 ±1,4 CNS- 

obidoxim 3 CNS- -4,88 0,98 ± 0,21 CNS- 

ranitidin 3 CNS- -0,63 2,1 ± 0,83 CNS- 

sulfasalazin 3 CNS- 0,22 0,10 ± 0,07 CNS- 

 

Jak bylo experimentálně zjištěno, výsledné koeficienty Papp se u CNS- léčiv 

pohybují v hodnotách blízkých nule. U CNS+ léčiv jsou měřením zjištěné hodnoty vyšší  

než 10 × 10-6 cm × s-1. V literatuře se uvádí pro CNS- Papp ≤ 3,0 × 10-6 cm × s-1, pro 

CNS+ Papp ≥ 3 × 10-6 cm × s-1 (Wang et al. 2005). CNS klasifikace pomocí Papp pro 

měřené standardní látky odpovídá in vivo CNS dostupnosti s vyjímkou atenololu, který 
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se svým Papp 4,1 řadí k látkám, u kterých není možné s jistotou predikovat CNS 

dostupnost, tedy CNS+/-. Hodnoty Papp zjištěné v našich experimentálních podmínkách 

jsou u všech CNS+ standardních látek nad 10. Z tohoto důvodu je atenolol měřený 

v těchto podmínkách zařazen mezi CNS+/-, ačkoliv hodnota jeho  

Papp ≥ 3 × 10-6 cm × s-1 by dle literatury odpovídala již CNS+. 

4.1.2.2 Korelace logD s koeficientem Pe 

Korelace logD standardních látek a hodnot koeficientů Papp je znázorněna v grafu 

(Obrázek 16).  Korelační koeficient mezi logD a Papp rs = 0,72. Můžeme zde pozorovat 

mírný pokles korelace v porovnání s PAMPA metodou. Za snížení koeficientu rs stojí 

zejména látky antipyrin, kofein, teofylin a teobromin, které mají nízké hodnoty logD 

avšak buněčnou monovrstvou prochází dobře a svými Papp se tak řadí k CNS+ látkám. 

Mezi další odlehlejší body v grafu korelace patří rivastigmin, který má logD 1,09 

a vysoký koeficient Papp 48 a také látky s výrazně nízkými hodnotami logD, obidoxim 

a cefuroxim. U atenololu lze pozorovat v porovnání s předchozí korelací (log D a Pe) 

snížení disproporce mezi hodnotami log D a Papp. 

 

Obrázek 16 – Korelace logD a Papp po jednotlivé standardní látky. Statisticky byla 

data vyhodnocena pomocí Spearmanovy korelace. Spearmanův korelační koeficient 

rs
 = 0,72 (p ≤ 0,05). 
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4.1.3 Korelace mezi PAMPA a MDCK metodou  

Porovnání hodnot koeficientů Pe pro model PAMPA a Papp pro model využívající 

MDCK buněčnou linii je uvedeno v  

Tabulka 4.  

 

Tabulka 4 - Porovnání standardních látek testovaných pomocí PAMPA a MDCK 

modelu. Hodnoty Pe × 10-6 cm × s-1 a Papp × 10-6 cm × s-1 jsou zobrazeny jako průměr 

n měření (viz. Tabulka 2, Tabulka 3) ± SEM. * označené látky se vzájemně neshodují 

v CNS+/- klasifikaci dle naměřených koeficientů. 

Testovaná látka PAMPA (Pe) MDCK (Papp) 

antipyrin* 1,3 ± 0,33 14 ± 5,2 

donepezil 22 ± 2,1 21 ± 3,4 

desipramin 15 ± 3,5 26 ± 7,5 

chlorpromazin 9,6 ± 1,6 20 ± 2,6 

imipramin 21 ± 1,9 25 ± 1,4 

kofein* 2,8 ± 0,43 27 ± 3,5 

piroxikam 5,3 ± 1,1 23 ± 2,8 

propranolol 11 ± 0,41 13 ± 6,3 

rivastigmin 20 ± 2,1 48 ± 2,6 

takrin 6,0 ± 0,58 24 ± 2,2 

teobromin* 1,1 ± 0,04 11 ± 3,3 

teofylin* 1,4 ± 0,59 13 ± 2,7 

testosteron 23 ± 4,3 17 ± 4,0 

atenolol* 5,6 ± 0,84 4,1 ± 0,89 

cefuroxim 0,63 ± 0,16 0,09 ± 0,07 

furosemid 0,19 ± 0,07 2,7 ± 0,80 

chlorotiazid 1,2 ± 0,54 1,5 ±1,4 

obidoxim 0,35 ± 0,31 0,98 ± 0,21 

ranitidin 0,68 ± 0,09 2,1 ± 0,83 

sulfasalazin 0,52 ± 0,43 0,10 ± 0,07 
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Hvězdičkou (*) označené standardní látky se vzájemně neshodují v konečné 

CNS+/- klasifikaci dle jejich koeficientů. Jedná se o kofein, který je metodou PAMPA 

s Pe 2,8 klasifikován jako CNS- a metodou MDCK s Papp 27 jako CNS+, to samé lze 

pozorovat u teofylinu, který má hodnotu Pe 1,4 a Papp 13, a teobrominu s Pe 1,1 a Papp 

11. Tato léčiva in vivo do mozku prostupují a metoda MDCK je tedy charakterizovala 

správněji než PAMPA. U atenololu došlo k posunu z CNS+ na CNS+/- v případě 

PAMPA metody vs. metody s MDCK, což značí u MDCK metody přiblížení in vivo 

situaci. 

Korelace mezi těmito dvěma koeficienty je zobrazena v grafu (Obrázek 17). 

Korelační koeficient rs = 0,76. Odlehlé hodnoty tvoří látky, jejichž koeficienty vzájemně 

málo korelují, což může být způsobeno např. přítomností jiného než pasivního 

transportu skrz membránu na základě lipofility. Výhradně pasivní transport platí pro 

metodu PAMPA, zatímco MDCK monovrstva disponuje enzymy a transportéry, které 

mohou ovlivnit prostup látek, a proto zde vznikají rozdíly v predikci dostupnosti v CNS. 

Obecně lze říci, že odlehlejší body směrem doleva a nahoru tvoří látky s podílem 

aktivního transportu (trojúhelníkem označené body v grafu pro kofein, teofylin, 

teobromin a antipyrin). Naopak látky vpravo dole mohou být ovlivněné efluxními 

mechanismy, v grafu (Obrázek 17) označené čtvercem (atenolol) (Wang et al. 2005). 

 



71 

 

 

Obrázek 17 – Korelace mezi koeficienty Papp a Pe pro jednotlivé standardní látky. 

Statisticky byla data vyhodnocena pomocí Spearmanovy korelace. Spearmanův 

korelační koeficient rs
 = 0,76 (p ≤ 0,05). Látky, jejichž koeficienty vzájemně nekorelují 

jsou označeny ▼(kofein, teofylin, teobromin, antipyrine) a ■ (atenolol). 

4.1.4 D3 buněčný model 

D3 buněčnou linii využívající model byl validován pomocí standardních látek, 

u kterých je známá prostupnost in vivo a také otestovaná in vitro CNS permeabilita 

pomocí modelů PAMPA a MDCK. Na hCMEC/D3 buněčném modelu byl otestován set 

13 standardních látek se známou CNS dostupností (Di et al. 2003; Yoon et al. 2006; 

Crivori et al. 2000; Wang et al. 2005). 7 látek in vivo CNS+ a 6 látek in vivo CNS-. 

Výsledné hodnoty Papp jsou uvedeny v Tabulka 5. 
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Tabulka 5 – Výsledky testování standardních látek metodou hCMEC/D3 s in vivo CNS 

dostupností klinicky užívaných léčiv u lidí a jejich klasifikace mezi CNS+ a CNS-

dle hodnot koeficientů Papp. Hodnoty Papp × 10-6 cm × s-1 jsou zobrazeny jako průměr 

n měření ± SEM. 

Testovaná  

látka 
n 

in vivo 

CNS+/- 
Papp ± SEM 

CNS +/- dle 

Papp 

antipyrin 3 CNS+ 17 ± 1,8 CNS+ 

donepezil 4 CNS+ 24 ± 2,8 CNS+ 

kofein 4 CNS+ 28 ± 2,1 CNS+ 

propranolol 5 CNS+ 23 ± 2,1 CNS+ 

rivastigmin 3 CNS+ 29 ± 4,6 CNS+ 

takrin 3 CNS+ 24 ± 2,3 CNS+ 

teobromin 3 CNS+ 21 ± 0,91 CNS+ 

teofylin 4 CNS+ 18 ± 3,4 CNS+ 

atenolol 4 CNS- 11 ± 2,6 CNS- 

furosemid 3 CNS- 14 ± 0,92 CNS- 

obidoxim 4 CNS- 14 ± 0,52 CNS- 

sulfasalazin 3 CNS- 11 ± 1,9 CNS- 

 

Koeficienty Papp standardních testovaných látek se pohybují v rozmezí od 11 

do 29. Tato čísla jsou v porovnání s MDCK metodou vyšší. Látky skrz monovrstvu 

hCMEC/D3 buněk tedy prostupují rychleji a snáze, což může být v důsledku nízkého 

TEER u tohoto modelu. CNS+ in vivo látky mají koeficienty blížící se hodnotě 17 

a více, CNS- látky přibližně mezi hodnotami 11 a 14. Dle testování standardních látek 

můžeme říci, že látky hodnoty Papp nižší než 14 nemají potenciál do CNS prostoupit, 

a naopak látky nad 17 jsou považovány za CNS+. V tomto setu léčiv nebyl pozorován 

žádný rozpor mezi in vivo CNS dostupností a naměřenými hodnotami. 

Do validace metody bylo zařazeno také měření látek, které jsou považovány 

za markery integrity membrány. Lucifer Yellow (LY) byl použit jako marker integrity 

membrány s nízkou permeabilitou, pomocí kterého je možné posoudit paracelulární 

transport. Jako marker fungujícího transcelulárního transportu a vysoké permeability 
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byl použit propranolol. LY, jehož prostup by měl být velmi nízký a prokázal nejnižší 

Papp (10). Naopak propranolol, u kterého je očekávaný výrazný prostup buněčnou 

monovrstvou se řadí k látkám s hodnotou Papp nad 20 (23). 

Měření TEER v průběhu kultivace udržovalo od druhého až třetího dne své 

hodnoty v rozmezí 35–44 Ω × cm2, které dále zůstávaly beze změny. 

4.1.5 Porovnání in vitro modelů pro predikci CNS dostupnosti 

Pro porovnání modelů PAMPA, MDCK a hCMEC/D3 bylo vybráno 13 

standardních látek, které byly testovány všemi třemi modely, mezi kterými byly 

i marker vysoké permeability (propranolol) a marker nízké permeability (LY). Výsledky 

jsou uvedeny v Tabulka 6. 
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Tabulka 6 – Porovnání koeficientů Pe × 10-6 cm × s-1 pro PAMPA metodu,  

Papp × 10-6 cm × s-1 pro buněčné modely, MDCK a D3. Koeficienty jsou spočítány 

z průměru n měření ± SEM uvedených u jednotlivých tabulek testování standardních 

látek (Tabulka 2, Tabulka 3,  

 

Tabulka 5). Zeleně zabarvené kolonky jsou látky odpovídající CNS+ in vivo i dle 

koeficientů pro jednotlivé modely, červeně zabarvené jsou CNS-, žlutá barva je pro 

látky s nejistou predikcí CNS+/-. 

Testovaná látka in vivo PAMPA MDCK D3 

Antipyrin CNS+ 1,3 ± 0,3 14 ± 5,2 19 ± 1,9 

Donepezil CNS+ 22 ± 2,1 21 ± 3,4 24 ± 2,8 

Kofein CNS+ 2,8 ± 0,4 27 ± 3,5 28 ± 2,1 

Propranolol CNS+ 11 ± 0,4 13 ± 6,3 23 ±2,1 

Rivastigmin CNS+ 20 ± 2,1 46 ± 1,7 29 ± 4,6 

Tacrine CNS+ 6,0 ± 0,6 21 ± 3,4 23 ± 2,0 

Teobromin CNS+ 1,1 ± 0,0 11 ± 3,3 21 ± 0,9 

Teofylin CNS+ 1,4 ± 0,6 13 ± 2,7 18 ± 3,4 

Atenolol CNS- 5,6 ± 0,8 4,1 ± 0,9 14 ± 0,2 

LY CNS- 0,1 ±0,0 3,0 ± 2,4 10 ±0,4 

Obidoxim CNS- 0,7 ± 0,2 1,0 ± 0,2 14 ± 0,5 

Furosemid CNS- 0,2 ± 0,1 2,7 ± 0,8 14 ± 0,9 

Sulfasalazin CNS- 0,5 ± 0,4 0,10 ± 0,1 11 ± 1,9 

 

Celkem 7 látek z 13 má shodnou CNS klasifikaci in vivo dle koeficientů 

naměřených pomocí všech tří metod. Antipyrin byl klasifikován PAMPA metodou jako 

CNS-, což je odlišné od in vivo dostupnosti, i modelů s MDCK a D3, kde je považován 

za CNS+. To samé platí pro kofein, teofylin a teobromin. Atenolol, který je in vivo 

CNS- byl správně stanoven pouze metodou D3, zatímco MDCK metoda ho řadí mezi 

CNS+/- a PAMPA metoda dokonce mezi CNS+. Markery propranolol i LY odpovídají 

po změření všemi metodami dle předpokladu.  
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4.2 Testování in vitro a in vivo prostupu standardních a nově 

syntetizovaných reaktivátorů 

Výsledky testování standardních a nově syntetizovaných reaktivátorů jsou uvedeny 

v Tabulka 7. Jednotlivé skupiny lze rozdělit dle počtu kvartérních dusíků v jejich 

struktuře. Standardní reaktivátory mají s vyjímkou 2-PAM dva, monokvartérní 

reaktivátory jeden a nekvartérní tento dusík ve své struktuře neobsahují. Přítomnost 

nabitého dusíku je zásadní pro schopnost prostoupit přes membránu. Standardní 

reaktivátory (pralidoxim, obidoxim, methoxim, trimedoxim a HI-6) byly testovány 

metodou PAMPA i MDCK. Monokvartérní reaktivátory K1371, K1373, K1374, K1375 

a K1385 byly testovány PAMPA metodou. K1371 a K1373 byly následně testovány 

i MDCK metodou, výsledky však prokazovaly negativní hodnoty a v testování série 

nebylo pokračováno. Vybrané monokvarterní reaktivátory s potenciálně nejlepšími 

vlastnostmi (reaktivační účinnost, spektrum účinku, cytotoxicita) byly vybrány 

pro verifikaci CNS dostupnosti pomocí in vivo farmakokinetické studie na myších. 

Jednalo se o látky K1371, K1374 a K1375. Z nekvartérních reaktivátorů byly testovány 

nově syntetizované K1278, K1279, K1280, K1281 metodou PAMPA i MDCK. 
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Tabulka 7 – Porovnání koeficientů Pe pro PAMPA metodu a Papp MDCK 

pro standardní a nově syntetizované reaktivátory × 10-6 cm × s-1. Výsledné koeficienty 

jsou průměrem ze tří nezávislých měření ± SEM (mimo K1371 a K1373 pro model 

MDCK, kde n=2). Klasifikace látek dle Pe: látky CNS+ mají Pe ≥ 4,0 × 10-6 cm × s-1, 

látky CNS- mají Pe ≤ 2,0 × 10-6 cm × s-1, látky s Pe 2,0 – 4,0 × 10-6 cm × s-1 nelze 

přesně specifikovat. Papp koeficienty jsou vztaženy k CNS+ a CNS- standardním 

léčivům a dle toho klasifikovány do CNS+ a CNS- skupiny. Látky označené * byly 

detekovány pomocí HPLC-MS. 

Testovaná 

látka 
PAMPA (Pe) 

CNS 

klasifikace 

dle Pe 

MDCK (Papp) 

CNS 

klasifikace 

dle Papp 

pralidoxim 0,36 ± 0,16 CNS- 0,0 CNS- 

obidoxim 0,68 ± 0,17 CNS- 0,98 ± 0,21 CNS- 

methoxim 0,25 ± 0,13 CNS- 0,0 CNS- 

trimedoxim 0,73 ± 0,017 CNS- 0,40 ± 0,20 CNS- 

HI-6 0,84 ± 0,19 CNS- 0,0 CNS- 

K1371 0,0 CNS- 0,0 CNS- 

K1373 0,6 ± 0,15 CNS- 0,3 CNS- 

K1374 0,37 ± 0,16 CNS- N.T.  

K1375 0,48 ± 0,29 CNS- N.T.  

K1385 0,0 CNS- N.T.  

K1278 5,4 ± 0,8  CNS+ 32 ± 5,0 * CNS+ 

K1279 5,7 ± 1,2  CNS+ 21 ± 7,8 * CNS+ 

K1280 2,4 ± 0,1  CNS+/- 1,5 ± 1,2 * CNS- 

K1281 6,9 ± 0,2  CNS+ 11,6 ± 1,8 * CNS+ 

 

Výsledné hodnoty Pe i Papp řadí testované standardní reaktivátory do skupiny 

CNS-, což zcela odpovídá i jejich nízkému in vivo prostupu. Monokvartérní reaktivátory 

byly klasifikovány jako CNS- metodou PAMPA a dva z nich (K1371 a K1373) byly 

hodnoceny jako CNS- i v případě testování MDCK metodou. Z nově syntetizovaných 

nekvartérních reaktivátorů prokázal potenciál prostoupit skrz HEB K1278, K1279 

a K1281. U K1280 byl Pe ve skupině s neurčitou predikcí prostupnosti, zatímco Papp 

odpovídal CNS-. Skupiny kvartérních reaktivátorů s jedním i dvěma nabitými dusíky 
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ve své struktuře bez vyjímky odpovídají CNS-, zatímco nekvartérní struktury vyjma 

jedné sloučeniny prokázaly potenciál do CNS prostoupit. 

V rámci farmakokinetické in vivo studie vybraných (K1371, K1374, K1375) nově 

syntetizovaných monokvarterních reaktivátorů byl stanoven prostup do mozkové tkáně 

v dávce odpovídající 5 % LD50. Jejich prostup do CNS byl však nižší než 1 % 

plazmatické koncentrace (data nejsou vizualizována).  

4.3 Přístupy pro zvýšení transportu reaktivátorů acetylcholinesterázy 

do mozku 

4.3.1 CACO-2 metoda pro posouzení interakce reaktivátorů 

acetylcholinesterázy s P-glykoproteinem 

4.3.1.1 Validace CACO-2 metody a testování standardních látek 

CACO-2 metoda byla zavedena pro studium interakce Pgp s testovanými látkami. 

CACO-2 buněčná linie stabilně exprimuje Pgp na své apikální části. K validaci modelu 

využívajícího CACO-2 buněčnou linii byl vybrán substrát Pgp R123, který je pomocí 

Pgp transportován zpět do donorové části transwelu. Pro posouzení faktu, 

zda je testovaná látka substrátem Pgp, je sledován transport ve směru AB  

(apikálně-basolaterální) i BA (basolaterálně-apikální), a výsledek je uveden jako TR 

(BA:AB). Tento transport je pro substráty Pgp asymetrický (ve směru BA prostupují 

lépe než ve směru AB), což testovaný standardní substrát Pgp R123 s hodnotou  

TR = 4,5 prokázal. Po přidání inhibitoru Pgp verapamilu byl tento transportér 

zablokován, což mělo vliv na transport R123, ve smyslu snížení asymetrie 

BA:AB, výsledná hodnota TR po zablokování byla 1,3. Asymetrický prostup R123 

je znázorněn v grafu (Obrázek 19).  

Pro posouzení permeability monovrstvy byl opět otestován propranolol  

(Papp = 23) jako marker vysoké permeability a LY (Papp = 0,07) jako marker nízké 

permeability. 

Pro potvrzení integrity buněčné monovrstvy byl po celou dobu růstu měřen TEER. 

Názorný vývoj TEER v průběhu kultivace je uveden v grafu (Obrázek 18). Hodnoty 

v prvních dnech kultivace stoupají až do 18. dne, kdy dojde k ustálení. Průměrný TEER 

změřený ve 20. dni byl vyšší než 600 Ω × cm2 ve všech experimentech. Po dokončení 
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experimentu byla provedena kontrola integrity monovrstvy pomocí FITC-dextranu, kdy 

po dokončení 60 min inkubace jeho množství nepřesáhlo 1 % původní donorové 

koncentrace.  

 

 

Obrázek 18 – Vývoj transendotheliálního odporu (TEER) měřeného v průběhu 

kultivace pro jednu destičku. Body jsou průměrem z n měření ± SD (n = 12). 

 

 

 

Obrázek 19 – V grafu je znázorněno kumulativní množství (CFT, z ang. Cumulative 

Fraction Transported) R123 v µM stoupající v akceptorovém kompartmentu v čase pro 

oba směry. Po inkubaci s inhibitorem Pgp, verapamilem (I), byl rozdíl mezi BA a AB 

téměř eliminován. Body jsou průměrem z n měření ± SD (n=3). 
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4.3.2 Posouzení interakce standardních reaktivátorů acetylcholinesterázy 

s P-glykoproteinem 

Pro studium interakce reaktivátorů s Pgp bylo otestováno metodou CACO-2 5 

standardních reaktivátorů (pralidoxim, obidoxim, methoxim, trimedoxim a HI-6) 

a kontrolní standardní substrát Pgp R123. Jejich výsledné hodnoty Papp v obou směrech 

jsou uvedeny v Tabulka 8. Jako inhibitor byl použit verapamil. TR testovaných 

reaktivátorů a kontroly R123 jsou znázorněny v grafu (Obrázek 20). 

 

 

Obrázek 20 – Hodnoty TR testovaných standardních oximových reaktivátorů  

(PAM = pralidoxim, OBI = obidoxim, TRIM = trimedoxim, MET = metoxim) s/bez 

inhibitoru verapamilu (I). Data jsou znázorněna jako průměr 3 měření ± SD. Statistické 

vyhodnocení proběhlo pomocí jednocestné ANOVY a Sidack testu pro stanovení 

signifikantního rozdílu (p≤ 0,05) mezi TR s/bez inhibitoru. Hodnoty TR vyšší než 2 řadí 

látku mezi Pgp substráty. 
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Tabulka 8 – Hodnoty Papp koeficientů ve směru AB a ve směru BA s/bez inhibitoru pro 

testované látky jsou vyjádřeny jako průměr tří měření ± SEM.  

Testovaná  

látka 
AB BB AB + I BA + I 

Pralidoxime 0,82 ± 0,35 0,79 ± 0,31 1,52 ± 0,50 0,95 ± 0,46 

Obidoxime 0,40 ± 0,18 0,22 ± 0,27 0,26 ± 0,29 0,11 ± 0,18 

Trimedoxime 1,02 ± 0,48 0,29 ± 0,28 0,28 ± 0,31 0,28 ± 0,31 

Methoxime 0,90 ± 0,56 0,16 ± 0,23 0,09 ± 0,18 0,07 ± 0,16 

HI-6 0,47 ± 0,28 0,76 ± 0,39 0,54 ± 0,64 0,24 ± 0,14 

R123 0,88 ± 0,25 4,5 ± 0,46 0,34 ± 0,21 0,43 ± 0.30 

 

Výsledné koeficienty Papp jsou u všech reaktivátorů podobné. Koeficienty Papp se 

blíží nule, což ukazuje na nízký transport přes monovrstvu. Vyrovnané hodnoty 

ve směru AB a BA naznačují, že k interakci reaktivátorů s Pgp nedochází. TR 

u žádného z testovaných reaktivátorů nepřesáhl hodnotu 2. Po zablokování Pgp 

inhibitorem verapamilem se hodnoty nikak významně nezměnily. Dle naměřených 

výsledků můžeme říct, že žádný z reaktivátorů neinteraguje s efluxním transportérem 

Pgp. 

4.3.3 In vitro stanovení penetrace diamantových nanočástic  

Diamantové nanočástice (ND) slouží jako nosiče, na které jsou navázána léčiva. 

Tyto nosiče ovlivňují pevnost HEB pomocí interakcí s TJs a mohou tak zvýšit 

paracelulární transport látek do CNS (Setyawati et al. 2016). Metodou MDCK byl 

změřen prostup ND s navázanou oximovou skupinou. ND byly měřeny ve dvou 

koncentracích, 10 µg × ml-1 a 100 µg × ml-1. Naměřené koeficienty jsou uvedeny 

v Tabulka 9.  

 

Tabulka 9 – Koeficienty Papp pro různé koncentrace (10 µg × ml-1  

a 100 µg × ml-1) De-3 nanočástic. Koeficienty jsou spočítány z průměru 3 měření 

± SEM. 

Testovaná  

látka (koncentrace) 
Papp ± SEM  CNS +/- 

De-3 (10 µg × ml-1) 15 ± 1,1 CNS + 

De-3 (100 µg × ml-1) 4,7 ± 2,5 CNS + 
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Obě koncentrace ND prokázaly potenciál do mozku prostoupit. Jejich koeficienty 

Papp jsou srovnatelné s CNS+ standardními léčivy. Koncentrace 10 µg × ml-1 

prostupovala monovrstvou lépe než koncentrace vyšší. Pilotní experiment studující 

intracelulární akumulaci ND v buněčné monovrstvě prokázal, že ND mají tendenci 

se v buňkách zadržovat. V koncentraci 100 µg × ml-1 bylo zjištěno, že se ND akumulují 

v buněčné monovrstvě až z 30 %, oproti 13 % pro koncentraci 10 µg × ml-1. Integrita 

monovrstvy testovaná prostupem FITC-dextranu nebyla nijak významně narušena, 

v akceptorové části bylo nalezeno méně než 1 % původní koncentrace FITC-dextranu. 

MTT test pro hodnocení cytotoxicity ND vyhodnotil tyto částice v daných 

koncentracích jako netoxické (data nejsou uvedena). 

4.3.4 In vivo stanovení penetrace reaktivátorů acetylcholinesterázy do CNS 

navázaných na cucurbit[7]urilové nanočástice   

CB[7] makrocyklické nanočástice mají potenciál zvýšit terapeutickou účinnost 

a CNS dostupnost enkapsulovaných látek. CB[7] jsou schopné procházet přes 

biologické membrány a zvyšovat rozpustnost a stabilitu navázaných látek  

(Montes-Navajas et al. 2009; Andrýs et al. 2020). Reaktivátor HI-6 navázaný na CB[7] 

nanočástice (HI-6@CB[7]) byl testován in vivo na myších. Komplex HI-6@CB[7] byl 

aplikován zvířeti a v čase byl sledován jeho prostup do mozku. Koncentrace v mozkové 

tkáni byla měřena pomocí UHPLC-MS. Grafické znázornění farmakokinetiky HI-6 

a HI-6@CB[7] je uvedeno na Obrázek 21. 
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Obrázek 21 – Stanovené koncentrace v ng × mg-1 HI-6 nevázané a HI-6@CB[7] 

v mozkové tkáni myší pro odběry v různých časových bodech 

 

Tabulka 10 – Farmakokinetický parametr AUC (plocha pod křivkou) po podání 

ekvimolárního množství HI-6 nevázané a HI-6@CB[7]. AUC v plazmě je uvedena 

pro úplnost dat, její stanovení nebylo součástí této práce. 

AUC 

 HI-6 HI-6@CB[7] Poměr 

Mozek 4553,0 14516,0 1:3,2 

Plazma 842,4 2779,0 1:3,3 
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Obrázek 22 - Změny aktivity AChE (µkat × l-1) 60 min po intoxikaci sarinem 

v LD50 (144 µg × kg-1, i.m.) a podání HI-6 nevázané a HI-6@CB[7] (48 mg × kg-1)  

s atropinem (10 mg × kg-1) v mozku myší (n=6). Reaktivační účinnost je uvedena pro 

úplnost dat, její stanovení nebylo součástí této práce. GB – sarin, A – atropin. 

 

Vazba HI-6 na CB[7] změnila farmakokinetický profil tohoto reaktivátoru v mozkové 

tkáni myší. Vázaná HI-6 zapříčinila pomalejší nárůst koncentrace s prodlouženou 

eliminací jak v mozku tak v plasmě. Tím se zvýšila AUC reaktivátoru v mozkové tkáni 

a zvýšila se tak jeho biodostupnost. Obdobně se v případě HI-6@CB[7] zvýšila AUC 

v plazmě oproti volné HI-6 a byla téměř 7krát vyšší v porovnání se situací v mozku. 

Reaktivační účinnost HI-6@CB[7] podané s atropinem na mozkovou AChE u myší se 

zvýšila z původních 34 % po podání samostatné HI-6 na 45 % (Obrázek 22). 
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5. Diskuze 

 In vitro metody jsou nepostradatelnou součástí rané fáze výzkumu nových 

potenciálních léčiv interagujících s organismem člověka. Vyplňují pomyslnou mezeru 

mezi počítačovou technikou, tedy návrhem a studiem vlatností látek in silico 

a využíváním živých zvířat, experimenty in vivo. Jejich využití má největší potenciál 

v oblasti screeningu nových látek, které mohou být potenciálními léčivy, 

kdy by testování rozsáhlého souboru znamenalo velkou spotřebu laboratorních zvířat 

a odhad jejich biologických vlastností pomocí softwaru není v tomto případě 

dostačující. Platí to i pro námi zkoumanou oblast predikce schopnosti látek překonat 

HEB. Stanovení této vlastnosti je důležité zejména pro látky, které mají svůj cíl v CNS. 

Mimo studium látek interagujících se strukturami mozku je stanovení této schopnosti 

nepostradatelné pro veškeré látky, u kterých vliv na CNS žádoucí není a může být 

příčinou vzniku vedlejších účinků. 

Tato dizertační práce byla zaměřena na výběr, vývoj, optimalizaci a validaci 

metodik pro in vitro predikci prostupnosti látek s cílem testovat nově syntetizované 

potenciální reaktivátory AChE. Hodnoceny byly jak standardní, tak nově syntetizované 

látky z této skupiny. Dílčím cílem pak byla studie možnosti zvýšení prostupu 

reaktivátorů do mozku. Zde práce přesahuje i do in vivo oblasti, kdy byla využita 

laboratorní zvířata pro posouzení způsobů zlepšujících penetraci do CNS. 

5.1 In vitro metody pro predikci průchodu látek do CNS 

Jak bylo uvedeno v teoretické části, prakticky žádný z doposud zavedených modelů 

HEB nemůže dokonale napodobit fyziologické podmínky in vivo. Výběrem vhodného 

modelu HEB a co nejpřesnější interpretací dat však můžeme získat cenné informace 

o vlastnostech látek a ušetřit tak čas a náklady při vývoji léčiva. Pokud známe výhody 

a nevýhody jednotlivých modelů můžeme zvolit ten, který je pro naše testování 

nejideálnější. In vitro modely jsou tak nenahraditelnou součástí výzkumu HEB a vývoje 

nových léčiv. Při vývoji nových látek je nezbytné provádět tzv. high-throughput 

screening, kdy je testováno velké množství nových chemických entit za účelem 

vyselektovat ty, které mají potenciál do CNS prostoupit.  Významnými vlastnostmi 

pro screeningové metody prostupnosti látek přes HEB in vitro jsou cenová dostupnost 

a jednoduchost použití. I přes nedokonalosti imortalizovaných buněčných linií korelují 
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na nich získaná data s vlastnostmi látek in vivo velmi dobře (Garberg et al. 2005; He et 

al. 2014). Imortalizované buněčné linie jsou relativně jednoduché na manipulaci 

a cenově dostupné v porovnání se složitějšími buněčnými modely a jejich výhodou 

oproti nebuněčným modelům je, že zahrnují navíc i aktivní děje přítomné v živých 

buňkách.  

Základem pro vývoj metod, u kterých látka prostupuje z jedné části destičky 

do druhé přes membránu, která simuluje HEB, byla na našem pracovišti metoda 

PAMPA. Tato metoda využívá jako model HEB prasečí mozkové fosfolipidy, kterými 

je potažena pórovitá membrána. Látky přes tuto membránu prostupují z akceptorové 

části destičky do části donorové. V průběhu měření jejich koncentrace v akceptoru 

narůstá a v donoru klesá. Jelikož se jedná o fosfolipidovou membránu bez užší 

specifikace, bez přítomnosti transportérů, eznymů a dalších prvků vyskytujících se 

reálně v HEB, prostupují látky výhradně na základě svých fyzikálně-chemických 

vlastností. Koeficient Pe, který je výsledkem hodnocení prostupu PAMPA metodou, 

udává rychlost, kterou látka prostoupí skrz membránu. Pe je v literatuře udáváno 

pro sloučeniny, které prostupují do CNS v hodnotách ≥ 4,0 × 10-6 cm × s-1, pro látky 

neprostupující ≤ 2,0 × 10-6 cm × s-1 a u látek s hodnotou Pe mezi 2,0 a 4,0 nelze jejich 

prostup HEB na základě tohoto parametru spolehlivě predikovat (Di et al. 2003).  

Z otestovaného setu 20 standardních klinicky užívaných léčiv bylo metodou 

PAMPA pět stanoveno odlišně vzhledem k jejich reálné in vivo CNS dostupnosti. Jedná 

se o látky, u kterých se na prostupu do mozku podílí aktivní transport či látky 

interagující s efluxními transportéry. Atenolol, v klinické praxi používaný jako 

selektivní betablokátor pro léčbu hypertenze, narozdíl od svého předchůdce 

propranololu neprostupuje in vivo do CNS. Atenolol byl stanoven metodou PAMPA 

na základě svého Pe jako CNS+. Dle podrobné studie distribuce atenololu v mozku bylo 

zjštěno, že na prostup atenololu pasivní difúzí má, v negativním slova smyslu, vliv 

efluxní transportér, který však nebyl doposud přesněji identifikován (Chen et al. 2017; 

2020). Kofein, i jeho metabolity teofylin a teobromin jsou léčiva používaná k terapii 

respiračních onemocnění či jako stimulancia CNS. Jejich hodnoty koeficientů Pe však 

neřadí látky k CNS+, jak by se dalo předpokládat, s tím, že kofein má Pe spadající 

do neurčitého intervalu CNS+/-, teofylin a teobromin dokonce CNS-. Důvodem pro tato 

chybná určení je velmi pravdědodobně nepřítomnost aktivních transportérů v membráně 
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PAMPA, které se in vivo podílí na jejich prostupu do CNS. Dle literatury tato léčiva 

do mozku prostupují z části pasivní difúzí a z části aktivním přenašečovým systémem 

pro purinové alkaloidy (McCall et al. 1982). Kofein byl stanoven hraničně mezi CNS+ 

a CNS– pravděpodobně proto, že je nejvíce lipofilní ze všech tří léčiv, a tak prostupuje 

lipidovou membránou pasivní difuzí nejsnáze (Wilkinson a Pollard 1993). Antipyrin je 

léčivo užívané k léčbě bolesti, mechanismus účinku je založen na inhibici 

cyklooxygenázy 3 v CNS (Zarghi a Arfaei 2011). Pomocí PAMPA metody byl 

antipyrin vyhodnocen jako CNS-. Za toto nesprávné zařazení zřejmě opět zodpovídá 

podíl neznámého aktivního transportu na jeho prostupu přes HEB.  

Obecně přes membránu PAMPA lipofilní látky prostupují snadno a rychle, látky 

nesoucí náboj neprostupují, nebo jen velmi omezeně a pomaleji. Tato hypotéza byla 

víceméně potvrzena korelací logD s koeficientem Pe, kdy byl korelační koeficient  

rs
 = 0,83. Na korelační koeficient rs mají vliv zejména falešně negativní a falešně 

pozitivní výsledky. Odlehlé hodnoty tvoří látky, jejichž logD neodpovídá 

předpokládanému prostupu přes membránu, tedy hodnotě Pe. Koeficient logD podává 

informaci o lipofilitě látky s ohledem na její ionizaci při pH = 7,4. Čím vyšší je hodnota 

logD, tím hůře se látka rozpouští ve vodném roztoku. LogD mezi 1 a 3 je optimální 

pro centrálně účinkující léčiva (Lindsley 2010). Látky s vyšší lipofilitou mají tendenci 

se akumulovat ve fosfolipidové membráně či obecně v tucích a disponují horší 

rozpustností ve vodných roztocích, což výrazně znesnadňuje jejich testování. Ukázalo 

se, že látky s logD nižším než 1 mají, až na některé vyjímky, hodnotu koeficientu Pe 

odpovídající nízké predikci prostupu do CNS, tedy CNS-. Tyto vyjímky jsou léčiva 

piroxikam, takrin a atenolol, které byly stanoveny jako CNS+, kofein jako CNS+/- 

(hodnoty logD 0,28–0,89). Ostatní látky, vyhodnocené PAMPA metodou jako CNS+, 

mají hodnoty logD vyšší než 1. odpovídají Negativní (CNS-) výsledky pro kofein, 

takrin, teofylin a antipyrin, získané PAMPA metodou, odpovídají spíše jejich logD než 

reálné in vivo dostupnosti v CNS. Tedy látky mají logD nízký, a proto lipofilní 

membránou pronikají hůře. V případě atenololu je situace jiná. LogD atenololu 

neodpovídá jeho dobrému prostupu lipidovou mebránou PAMPA metody. Se svým 

nízkým logD (-1,85) a Pe (5,6) odpovídajícím CNS+ negativně ovlivňuje vzájemnou 

korelaci obou parametrů. Toto stanovení je tedy pravděpodobně chybou metody a může 

být způsobeno interakcí léčiva s lipidem obsaženým v membráně ve smyslu usnadnění 
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prostupu. Tato interakce spočívající v tvorbě iontových párů s lipidy membrány byla 

popsána pro léčivo ze stejné skupiny, metoprolol (Teksin et al. 2006; 2010). 

Po odebrání atenololu z korelace se hodnota korelačního koeficientu zvýšila z 0,83 

na 0,90. Jiné odlehlé body, které mohou snižovat korelační koeficient jsou pro látky, 

jejichž hodnoty logD a Pe nestoupají/neklesají stejnoměrně (např. obidoxim 

a cefuroxim s extrémně nízkými logD), což je způsobeno zejména tím, že detekované 

množství v akceptorové části je velmi nízké. Protože se pohybuje v oblasti šumu, tedy 

v oblasti kolem limitu detekce či pod ním, je stanovené množství velmi nepřesné. 

Obráceně, nízký prostup vysoce lipofilního chlorpromazinu lze vysvětlit jeho možnou 

kumulací ve fosfolipodové mebráně.  

Fosfolipidová membrána PAMPA metody byla u dalšího modelu nahrazena 

monovrstvou buněk. Metoda využívající linii MDCK obohatila testování predikce 

prostupu látek přes HEB o další činitele, jako jsou různé transportéry a enzymy 

přítomné v živé buňce a také TJs (Tabulka 1) (Irvine et al. 1999; Quan et al. 2012). 

Výsledným parametrem popisujícím přestup látek přes buněčnou monovrstvu je 

koeficient Papp, který udává informaci o rychlosti prostupu látky přes tuto bariéru. 

Látky dobře prostupující monovrstvou MDCK vykazují vyšší nárůst koncentrace 

za testovaný čas, kdy v určitém bodě dojde ke zpomalení lineárního nárůstu 

až do vyrovnání koncentrací na obou stranách membrány. U látek prostupujících 

obtížně či neprostupujících je nárůst pomalejší a křivka nárůstu koncentrace v čase 

je za sledovanou dobu víceméně lineární. Zahrnutí buněčné kultury MDCK do modelu 

pro predikci prostupu látek přes HEB vedlo ke zvýšení validity tohoto testování. 

Z celkového setu 20 léčiv bylo 19 stanoveno ve shodě s jejich reálnou schopností 

prostupu do CNS in vivo. Vyjímku tvoří atenolol, na jehož nízkém prostupu přes HEB 

in vivo se podílí zmiňovaný efluxní mechanismus, který MDCK buněčná linie 

pravděpodobně neexprimuje, neboť jeho Papp (4,0) byl stanoven jako hraniční mezi 

léčivy klasifikovanými jako CNS+ a CNS- (Chen et al. 2017; 2020). 

 Korelace logD a MDCK metody (rs=0,72) je nižší než korelace logD a PAMPA 

metody (rs=0,83).  Je to způsobeno tím, že látky s nízkým logD (<1), které využívají 

aktivní transport (antipyrin a xanthinové deriváty), jsou zde stanoveny jako CNS+, 

odlišně od PAMPA metody, ale správně s ohledem na reálnou in vivo CNS dostupnost. 
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Korelace PAMPA a MDCK metod byla sledována pomocí setu léčiv změřených 

oběma metodami. Vysoká hodnota korelačního koeficientu rs = 0,76 ukazuje na fakt, 

že obě metody spolu korelují velmi dobře. Odlehlé hodnoty tvoří látky, které využívají 

aktivní transport (antipyrin, xanthinové deriváty) či interagují s efluxními mechanismy 

(atenolol) (McCall et al. 1982; Chen et al. 2017; 2020). PAMPA a MDCK metoda 

se liší v konečné klasifikaci látek právě ve čtyřech případech. Dalším vlivem 

ovlivňujícím korelaci je odlišný interval číselných hodnot, který je získán oběma 

metodami pro totožné látky prostupující CNS, kdy se naměřené hodnoty pro model 

s MDCK pohybují v rozpětí od 0,1 do 48, zatímco pro metodu PAMPA od 0,2 do 23. 

 Buněčná linie hCMEC/D3 byla zavedena pro testování jako vhodný model 

lidského původu. Tyto buňky byly odvozeny z buněk endotelu lidských mozkových 

kapilár. Jejich transportérová a enzymová výbava je ze všech tří modelů lidské HEB 

nejblíže (Poller et al. 2008; Weksler et al. 2013). Testováním setu standardních léčiv 

byla zjištěna 100% korelace s prostupem látek zjištěným in vivo. Predikce prostupu 

látek dle naměřených koeficientů Papp tedy odpovídala jejich klinicky zjištěné 

dostupnosti v CNS. Na rozdíl od předchozích modelů byl u buněčné linie hCMEC/D3 

dle získaných dat atenolol vyhodncen správně jako léčivo do CNS neprostupující. 

Buněčný model hCMEC/D3 se tak díky své podobnosti buňkám endotelu lidské HEB 

ukázal z hlediska správnosti predikce průchodu zvolených látek do CNS jako 

nejvěrohodnější. Na druhou stranu, buněčná monovrstva hCMEC/D3 netvoří tak pevná 

TJs jako monovrstva MDCK, což je zásadním nedostatkem u tohoto modelu. Měření 

TEER, které informuje o integritě vytvořené bariéry, ukázalo u modelu s MDCK 

přibližně 20 × vyšší hodnoty než u modelu s D3. Tato skutečnost je velkým omezením 

buněčného modelu s D3, které je ovšem popisováno i v řadě publikací (Weksler et al. 

2013; Daniels et al. 2013; Poller et al. 2008). Integrita bariéry a vytvoření TJs jsou totiž 

zásadní pro zabránění paracelulárnímu transportu látek přes monovrstvu. Použití 

modelu hCMEC/D3 pro hodnocení prostupu látek do CNS je z výše uvedených důvodů 

limitováno a je na zvážení, zda výhody, jako jsou transportérová a enzymová výbava 

a humánní původ linie převáží nad nedokonalou tvorbou monovrstvy. Možným řešením 

tohoto nedostatku by byla kokultivace buněk hCMEC/D3 s dalšími liniemi (např. 

astrocyty, neurony) a aplikace střihového napětí do modelu. Aplikace těchto vylepšení 

by mohla zvýšit hodnoty TEER tak, aby více odpovídaly dodnotám zjištěným pro HEB 
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u člověka (Nakagawa et al. 2007; Naik a Cucullo 2012). Takové uspořádání však 

vyžaduje vyšší technické nároky na úkor jednoduchosti modelu, určeného primárně pro 

screeningové účely. Buněčný model hCMEC/D3 by mohl být vhodný také pro studium 

jednotlivých transportérových systémů a intracelulární kumulace látek (Weksler et al. 

2013). 

Lze tedy shrnout, že všechny zavedené in vitro modely slouží k predikci potenciálu 

látek prostoupit přes HEB. PAMPA model je nejjednodušší na provední, časově 

i finančně nejméně náročný. Jeho těžiště spočívá především v posouzení látky 

z hlediska lipofility, což je však pro predikci prostupu HEB nedostačující a lze ho 

z velké části nahradit predikcí pomocí výpočtu logD, jak prokázala vzájemná korelace. 

Avšak, v HEB je mnoho dalších činitelů, jež mají na transport látek vliv. Proto jsou 

buněčné modely obecně velkým krokem dopředu a přítomnost dějů typických pro živé 

buňky je důležitým faktorem ovlivňujícím výsledné stanovení prostupu. Testováním 

standardních látek jsme zjistili zásadní rozdíl mezi správností CNS+/- predikce PAMPA 

metodou a buněčným modelem MDCK. Při porovnání výsledků získaných metodou 

MDCK a buněčným modelem hCMEC/D3 došlo k dalšímu posunu ve správnosti 

predikce. Pro praktické využítí je otázkou, zda je lidský původ hCMEC/D3 buněk 

důležitým benefitem i přes jejich sníženou schopnost vytvořit pevnou nepropustnou 

bariéru. Ačkoliv jde v případě MDCK modelu o buňky psích ledvin, jejichž 

transportérová, enzymová výbava i tvorba TJs je odlišná od lidské HEB (Wilhelm 

a Krizbai 2014), jeví se jako spolehlivější právě díky konzistentní tvorbě nepropustné 

bariéry. Buněčný model hCMEC/D3 má potenciál stát se dokonalejším modelem 

pro stanovení již vyselektovaných látek, je však zapotřebí zabránit jejich 

paracelulárnímu transportu a zlepšit jeho bariérové vlastnosti. 

5.2 Možnosti zvýšení hladiny reaktivátorů acetylcholinesterázy 

v mozku 

V rámci studia způsobů, jak zvýšit hladinu reaktivátorů AChE v mozku, byl nejprve 

studován přestup přes HEB u nově syntetizovaných monokvartérních a nekvartérních 

reaktivátorů AChE, aplikována nová metoda pro hodnocení interakce látek s Pgp, a dále 

byl v rámci spolupráce testován prostup reaktivátorů přes bariéru pomocí nanočástic 

a za pomoci CB[7].  
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Zvýšení dostupnosti reaktivátorů AChE v CNS je dlouhodobým cílem řady 

výzkumných laboratoří po celém světě. Způsobů, jak zvýšit koncentraci reaktivátoru 

v tomto důležitém cílovém místě, jakým je mozek, bylo vyzkoušeno již několik. 

Některé z nich se neosvědčily, jiné vyžadují další výzkum a optimalizaci před 

zavedením do klinické praxe. Mezi publikovanými, z pohledu dosažených výsledků 

méně úspěšnými přístupy, je možné zmínit syntézu proléčiv či konjugaci reaktivátorů 

s cukernou složkou (Rachaman et al. 1979; Heldman et al. 1986; Garcia et al. 2010). 

Naopak velký potenciál z hlediska zvýšení hladiny léčiva v CNS má využití 

intranasálního podání (Krishnan et al. 2016). Avšak, aplikace a následná kontrola 

hladiny podaného léčiva je v tomto případě poměrně komplikovaná (Gänger 

a Schindowski 2018). Pro skupinu reaktivátorů, jakožto antidot otrav OFI, kdy je nutné 

často terapeuticky zasáhnout v náročných bojových podmínkách, je toto podání 

technicky těžko realizovatelné. Syntéza nových, ať už monokvartérních či nenabitých 

reaktivátorů je jinou možnou cestou k výše uvedenému cíli. Zejmnéna, nekvartérní 

reaktivátory se jeví z hlediska prostupu do CNS jako velmi nadějné (Mercey et al. 

2011). Monokvartérní (a biskvarterní) reaktivátory mají v porovnání s nekvartérními 

obecně lepší farmakologické vlastnosti, zejména pak reaktivační účinnost, avšak lze 

předpokládat, že na úkor dostupnosti v CNS. Pro účely testování prostupu nově 

syntetizovaných reaktivátorů do mozku bylo v této práci využito zavedených in vitro 

modelů, a následně i in vivo experimentů. Co se týká syntézy nových reaktivátorů 

s vlastnostmi, které vedou k vyšší účinnosti v CNS, stojí za zmínku tzv. dipolární 

(zwitterionické) analogy, které ve své nenabité formě prostoupí přes HEB a jejich nabitá 

forma následně zajistí účinnou reaktivaci (Rosenberg et al. 2017; Radić et al. 2012; 

Kovarik et al. 2013). Dalším studovaným způsobem, jak zvýšit dostupnost standardních 

reaktivátorů v CNS a zlepšit terapii otrav OFI je inhibice Pgp. Důkaz přímé interakce 

reaktivátorů s Pgp, který v odborné literatuře nebyl doposud dostatečně popsán, ale 

pouze předpokládán, byl dalším z cílů této práce (Joosen et al. 2011; 2016). V poslední 

řadě, využití nosičových nanočástic je slibným přístupem intenzivně studovaným 

I v jiných oblastech medicíny (např. protinádorová léčba) (Brigger et al. 2002). 

Nanočástice jsou schopné vázat léčivo, zlepšovat jeho farmakologické vlastnosti 

a potenciálně i prostup do CNS. V rámci spolupráce byly v této dizertační práci 

testovány dva druhy nanočástic, diamantové nanočástice nesoucí oximovou skupinu 
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a CB[7] nanočástice s navázaným reaktivátorem, pomocí buněčných modelů a také 

in vivo na myším modelu. 

5.2.1 Testování standardních a nově syntetizovaných reaktivátorů 

acetylcholinesterázy 

Metodou PAMPA a MDCK byly testovány standardní reaktivátory (pralidoxim, 

obidoxim, trimedoxim, methoxim a HI-6). Výsledné koeficienty Pe i Papp menší než 1 

klasifikují všechny testované reaktivátory do CNS- látek, což odpovídá i jejich nízké 

dostupnosti v CNS in vivo, která je dána přítomností permanentního náboje kvartérního 

dusíku v molekule (Lorke et al. 2008; Žďárová Karasová et al. 2014).  

Následně byly testovány také nově připravené reaktivátory AChE. Jedním z cílů 

syntézy nových reaktivátorů AChE pro léčbu otrav OFI je jejich vysoká reaktivační 

účinnost vůči inhibované AChE v mozku. Zvyšováním lipofility reaktivátorů se zvyšuje 

i jejich potenciál prostupu přes HEB. Série monokvartérních a nekvartérních 

reaktivátorů tak byly testovány metodou PAMPA a MDCK. Výsledky pro reaktivátory 

obsahující ve své struktuře jeden nabitý dusík byly z hlediska prostupnosti do CNS 

negativní. Všech 5 nekvartérních reaktivátorů (K1371, K1373, K1374, K1375 a K1385) 

bylo otestováno metodou PAMPA. Jejich koeficienty Pe nepřesáhly hodnotu 0,5, což 

predikuje špatnou prostupnost do CNS. Dva z nich byly pro ověření testovány také 

MDCK buněčným modelem, kdy se téměř nulové hodnoty shodovaly s výsledky 

z metody PAMPA, a proto nebylo v měření série dále pokračováno. Pro finální ověření 

našich výsledků byly tři monokvartérní reaktivátory s nejlepšími farmakologickými 

vlastnostmi (zejména reaktivační účinnost) hodnoceny také in vivo na myších. Nicméně, 

dostupnost těchto reaktivátorů v mozku po podání 5 % LD50 nebyla vyšší než 1 % 

plazmatické koncentrace, což odpovídá bispyridiniovým reaktivátorům používaným 

v klinické praxi (Bajgar 2004). Monokvartérní reaktivátory se tedy dle výsledků in vivo 

experimentů z hlediska prostupnosti do CNS neosvědčily. Nízká šance na prostup přes 

HEB u kvartérních reaktivátorů (a obecně nabitých sloučenin) je totiž dána přítomností 

náboje v jejich struktuře a počet nábojů v molekule již nehraje významnou roli. Snaha 

snížit počet kvartérních dusíků tak, aby byla zachována dostatečná reaktivační účinnost 

u monokvartérních reaktivátorů, nebyla tedy z hlediska zvýšení jejich dostupnosti 

v CNS příliš úspěšná. 
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V případě nenabitých nově syntetizovaných reaktivátorů AChE byly jako CNS+ 

stanoveny tři ze čtyř testovaných látek (K1278, K1279, K1281), a to jak metodou 

PAMPA, tak i metodou MDCK. Reaktivátor K1280 je amfolytická sloučenina, která při 

pH organismu ve vodném prostředí tvoří zwitterion, obsahuje pak tedy pozitivní 

I negativní náboj ve své molekule. Díky své struktuře vykazuje lepší reaktivační 

účinnost v porovnání s nenabitými reaktivátory (Radić et al. 2012; Sit et al. 2011). Jeho 

celkový neutrální náboj mu umožňuje procházet lipidovou membránou lépe 

než nabitým sloučeninám, avšak ne lépe než těm nenabitým, jak ukázaly výsledky 

testování. Metodou PAMPA byl zařazen mezi sloučeniny s neurčitou dostupností 

v CNS a metodou MDCK byl stanoven dokonce jako CNS-. Látky z této série, 

u kterých bylo odebráním náboje dosaženo zvýšené dostupnosti v CNS, vypadají 

v tomto směru nadějně. Jejich terapeutická účinnost in vivo však závisí mimo 

schopnosti průchodu do CNS i na jejich reaktivačním potenciálu a jejich  

fyzikálně–chemických vlastnostech. Toto bývá v případě nekvartérních reaktivátorů 

problematické, neboť nepřítomnost permanentního náboje snižuje reaktivační účinnost 

a jejich lipofilita vede ke zvýšenému akumulačnímu potenciálu (riziko toxicity), špatné 

rozpustnosti ve vodném prostředí a off-target účinkům. Zejména špatná rozpustnost 

potom vede ke ztížené aplikaci a pomalejšímu nástupu účinku, což je z pohledu 

zařazení mezi antidota nevhodné (Soukup et al. 2018). 

5.2.2 Posouzení interakce standardních reaktivátorů acetylcholinesterázy 

s P-glykoproteinem 

Dalším cílem práce bylo zavést model pro studium interakce látek s Pgp a zjistit, 

zda se Pgp nepodílí na nízkém prostupu standardních reaktivátorů do CNS. Jelikož 

až 60 % léčiv uvedených do praxe interaguje s Pgp, je zde možnost, že oximové 

reaktivátory budou patřit mezi ně (Hersh et al. 2016). Bylo také publikováno několik 

studií zabývajících se vlivem Pgp na účinnost reaktivátorů (Gallagher et al. 2016; 

Joosen et al. 2011; 2016). Konkrétně, inhibicí tohoto efluxního transportéru 

tariquidarem bylo dosaženo lepšího terapeutického účinku u reaktivátoru HI-6 

podaného s atropinem u potkanů (Joosen et al. 2011; 2016). Nebyly však studovány 

všechny standardní reaktivátory, což by umožnilo potvrdit či vyvrátit tento jev pro tuto 

skupinu látek, ani nebyla potvrzena přímá interakce oximu s Pgp. Tento přímý průkaz 

byl cílem našeho testování. 
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CACO-2 buněčná linie stabilně exprimuje Pgp, který je zodpovědný za eflux mnoha 

látek z HEB zpět do krevního oběhu. Tento model byl zaveden na našem pracovišti jako 

vhodný způsob pro studium interakce látek s Pgp (Natoli et al. 2012). Pokud látka 

interaguje s Pgp transportérem, který je umístěn na apikální straně membrány, je její 

prostup ve směru AB i BA je asymetrický. Tato asymetrie vyjádřená TR je pro substráty 

Pgp ≥ 2. Následné zablokování Pgp specifickým inhibitorem vede ke snížení tohoto 

rozdílu, a tím i k redukci TR (Polli et al. 2001; Zhang et al. 2006). Metoda byla 

validována pomocí specifického substrátu R123 a inhibitoru Pgp verapamilu. Hodnota 

TR pro R123 byla po přidání inhibitoru snížena ze 4,5 na 1,3.  

Experimentálně bylo prokázáno, že hodnoty TR pro studované standardní 

reaktivátory nepřesáhly hranici 2, odpovídající potenciálním substrátům Pgp.  Kontrolní 

experiment, spočívající v ko-aplikaci inhibitoru Pgp, nijak výrazně nezměnil tyto 

hodnoty. Celkově velmi nízká koncentrace reaktivátorů (hodnoty jejich koeficientů 

Papp blízké nule), která projde přes membránu CACO-2 modelu, a tedy i následně 

do mozku v in vivo situaci, je způsobena spíše než efluxním transportem především 

jejich fyzikálně-chemickými vlastnostmi, kdy nabitý kvartérní dusík brání prostupu přes 

buněčnou membránu i lipofilní HEB. Tedy, i v hypotetickém v případě, 

že by reaktivátory interagovaly s Pgp zůstává otázkou, na kolik by jeho inhibice prostup 

takto nabitých látek zvýšila. Hypotéza, kdy inhibitor Pgp přímo zvýší prostup 

samotného oximového reaktivátoru do mozku tedy potvrzena modelem  

CACO-2 v našich experimentech nebyla (Kobrlova a Soukup 2020). Ovlivnění Pgp 

u dalších antidot (např. atropin) či jejich kombinací používaných v terapii otrav OFI, 

však stále zůstává možným přístupem, který by mohl vést ke zlepšení jejich celkové 

terapeutické účinnosti (Meerhoff et al. 2018).  

5.3 Diamantové nanočástice jako nosiče zlepšující penetraci 

navázaných reaktivátorů acetylcholinesterázy do mozku 

ND částice s navázanou oximovou skupinou, které byly syntetizovány 

prof. Karpichevem, byly v rámci spolupráce testovány z hlediska prostupu přes MDCK 

buněčnou bariéru simulující HEB. Základní hypotéza přípravy ND s oximovou 

skupinou byla skutečnost, že jsou ND s navázaným léčivem zkoumany v terapii 

nádorových onemocnění, kdy vazba ND na cytostatikum zlepšuje jeho prostup 
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přes endoteliální buňky (Setyawati et al. 2016). Mechanismus prostupu ND 

dle literatury spočívá pravděpodobně v narušení TJs změnou infrastruktury buněk, 

způsobené uvolňováním radikálů jako produktů vyvolaného oxidačního stresu a dále 

zvýšením intracelulárního Ca2+ (Setyawati et al. 2016).  

K testování byla vybrána látka De-3, která byla měřena ve dvou koncentracích  

(10 µg × ml-1 a 100 µg × ml-1) z hlediska prostupu a později i intracelulární akumulace 

v buňkách membrány. Papp koeficienty testovaných koncentrací svými hodnotami 15 

(10 µg × ml-1) a 4,7 (100 µg × ml-1) řadí látku mezi sloučeniny s potenciálem prostoupit 

do CNS, zejména v nižší testované koncentraci. Lepší prostupnost v nižší koncentraci 

vedla k hypotéze, že se ND ve vyšší koncentraci mohou, po předchozí disagregaci 

ultrazvukem, opětovně agregovat a akumulovat se uvnitř buněk. Stanovení jejich 

intracelulární koncentrace ukázalo, že při koncentraci 10 µg × ml-1 je 13 % celkového 

množství akumulováno uvnitř buněčné monovrstvy, pro vyšší koncentraci až 30 %. 

Pro ověření cytotoxicity ND byly obě koncentrace testovány MTT testem, který je 

vyhodnotil pro buněčnou linii MDCK jako netoxické. Prostup přes monovrstvu by totiž 

v případě HEB neměl být ovlivněn toxickým působením ND a následnou dezintegrací 

monovrstvy v jeho důsledku. Hodnoty průchodu FITC-dextranu se pohybovaly do 2 % 

na konci experimentu, což značí poměrně malé narušení integrity buněčné monovrstvy 

způsobené přítomností ND částic. Na druhou stranu, v porovnání s téměř nulovými 

hodnotami FITC-dextranu pro testované standardní látky může však toto narušení 

integrity způsobit zvýšený prostup ND částic přes buněčnou monovrstvu.  

Z hlediska překonání HEB by tedy tyto částice mohly vést ke zlepšení dostupnosti 

navázaných látek. Reaktivační účinnost oximu navázaného na ND u látky De-3 byla 

nižší než 1 %, nemělo tedy smysl studovat její reaktivační účinnost po průchodu 

monovrstvou. Látku s takto nízkou reaktivační účinností nelze využít pro terapeutické 

účely, a proto má provedený experiment význam spíše pro ověření konceptu možnosti 

vazby látek na ND, než z hlediska ověření potenciálního léčiva otrav OFI. 

5.4 Využití cucurbit[7]urilových nanočástic pro zlepšení penetrace 

HI-6 do mozku 

CB[7] jsou makrocyklické molekuly, které vznikají kondenzací glykourilu 

a formaldehydu (Lagona et al. 2005; Liu et al. 2005). Jsou dobře rozpustné ve vodě 
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a vážou mnoho klinicky běžně užívaných léčiv (Wheate et al. 2006; Wyman 

a Macartney 2009). Tyto nanočástice jsou schopné vázat pozitivně nabité sloučeniny 

a tvořit s nimi komplexy (Andrýs et al. 2020). Předpokladem pro zlepšení penetrace 

reaktivátorů do mozku je jejich enkapsulace do kavity CB[7], která by mohla vést 

k optimalizaci farmakokinetických parametrů, zejména prodloužení eliminačního 

poločasu včetně zvýšení dostupnosti v CNS. CB[7] zvyšují rozpustnost a stabilitu 

enkapsulovaných sloučenin a mají schopnost prostoupit biologické membrány  

(Montes-Navajas et al. 2009; Wang et al. 2020). Zajímavostí je, že samotné částice 

CB[7] však přes HEB neprocházejí (Gale a Steed 2012). Farmakokinetika reaktivátoru 

HI-6, navázaného na molekulu CB[7], byla studována in vivo v rámci spolupráce 

se skupinou doc. Jany Žďárové Karasové. V rámci provedené studie byla hodnocena 

prostupnost komplexu CB[7] s navázaným reaktivátorem HI-6 do mozku in vivo 

v myším modelu a její porovnání s volnou, tedy nevázanou látkou. Vazba na částice 

CB[7] ovlivnila farmakokinetiku HI-6 v mozku myší v pozitivním slova smyslu. 

Cmax reaktivátoru v mozku byla sice nižší a prostup pomalejší, nicméně poločas 

eliminace byl výrazně prodloužen v porovnání s nevázanou lakou HI-6, což vedlo 

k výrazně lepší celkové dostupnosti HI-6 v CNS. Mechanismus, kterým se hladina HI-6 

po vazbě na CB[7] udrží v mozku déle, však nebyl zatím zcela objasněn. V úvahu zde 

připadá pozorovaný prodloužený poločas eliminace také v plasmě, který zpomaluje 

eliminaci z CNS na základě koncentračního gradientu.  

Komplex HI-6@CB[7] také prokázal o 10 % vyšší reaktivaci mozkové AChE 

po intoxikaci myší somanem v porovnání se samotnou HI-6. Mimo to, CB[7] také 

prokázaly pozitivní vliv na hladinu atropinu v mozku (Karasova et al. 2020). Částice 

tohoto typu jsou v tomto směru poměrně nadějnou cestou, ačkoliv je nutné se vypořádat 

s možnými nežádoucími účinky, jako je jejich nefrotoxicita (Gale a Steed 2012). 
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6. Závěr 

Pro potenciální léčiva, která mají za cíl interagovat se strukturami v mozku 

je zásadní vlastností překonat HEB. Je zřejmé, že in vitro metody pro predikci této 

vlastnosti nových chemických entit nemohou zcela nahradit testování in vivo. Umožňují 

však primární screening, který vede k selekci látek a tím k redukci počtu laboratorních 

zvířat. Vývoj nových in vitro metod, využívajích buněčné kultury, je vhodnou spojkou 

mezi in silico predikcí a in vivo testováním. Porovnáním nebuněčných (PAMPA 

metoda) a buněčných modelů byl zjištěn významný posun z hlediska správnosti určení 

látek s ohledem na jejich in vivo klinickou CNS dostupnost. Mezi zkoumanými 

buněčnými liniemi vyniká MDCK svou integritou a hCMEC/D3 linie svým humánním 

původem. 

Námi zjištěné výsledky testování různých způsobů, jak zvýšit hladinu reaktivátorů 

AChE v CNS na konkrétních nových sloučeninách jsou víceméně v souladu s doposud 

získanými daty napříč odbornou literaturou. Testování lipofilních analogů oximových 

reaktivátorů bylo z hlediska prostupnosti do CNS úspěšné. Jejich nevýhodné  

fyzikálně-chemické, a znich vyplývající i farmakologické vlastnosti, jsou však zásadním 

nedostatkem těchto látek. Při inhibici Pgp nebyl prokázán přímý vliv na dostupnost 

standardních reaktivátorů v CNS. Nicméně vliv Pgp na další antidota, jako je atropin, 

zůstává zajímavým tématem k dalšímu zkoumání. Směr využívající nanočástice lze 

považovat za nadějný, pokud by se podařilo vyvážit jejich přínos vs. nežádoucí účinky 

jako je např. toxicita, akumulace v organismu a v neposlední řadě jejich finanční 

náročnost.  

Nalezení centrálně aktivního a širokospektrého reaktivátoru považujeme nadále 

za zásadní cíl v oblasti terapie otrav OFI. Jsou zde však i další směry výzkumu 

zabývající se způsoby ochrany CNS zasaženého OFI, kde nalezení centrálně aktivních 

reaktivátorů není esenciální podmínkou. Mezi ně lze zařadit farmaceutický přístup 

v podobě intranasálního podání léčiv, které cílí na přímý prostup antidot do CNS. 

Dalším je farmakologický přístup, využívající kombinace léčiv z různých 

terapeutických skupin, kdy by relativně malá dávka reaktivátoru prostupujícího do CNS 

mohla při podání s dalšími antidoty účinkovat dostatečně z pohledu ochrany CNS 

při otravě. Kombinace parasympatolytik, léčiv s antiglutamátergními a GABAergními 
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účinky s reaktivátory je alternativní cestou, která by mohla redukovat poškození mozku. 

Využití profylaktik i pro post-expoziční terapii otrav OFI je nadějný způsob, jak zvýšit 

účinnost standardních antidot (Mann et al. 2018). V neposlední řadě, tím, že se jedná 

o antidota zachraňující život, lze předpokládat, že riziko nežádoucích účinku pramenící 

z vyšší, než standardní aplikované dávky je nižší než riziko závažných trvalých 

postižení CNS či úmrtí. Z tohoto pohledu lze uvažovat o podávání vyšších dávek, 

kdy frakce prostupující do CNS ji může lépe ochránit než při podání standarní dávky. 
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7. Přínos práce 

Hlavním přínosem této dizertační práce je zavedení, optimalizace, validace 

a porovnání in vitro metod pro predikci schopnosti látek prostoupit přes HEB. Nově 

zavedené metody využívající buněčné kultury vycházejí z metody PAMPA, která již 

byla na pracovišti k predikci využívána. Obohacení způsobů studia prostupu látek přes 

membránu na základě fyzikálně-chemických vlastností spočívá v přítomnosti živých 

organismů v podobě buněčných kultur. Membrány tvořené buněčnou monovrstvou 

se svými charakteristickými vlastnostmi (aktivní a efluxní transport, metabolické děje) 

posouvají toto in vitro testování blíže k charakteristikám HEB in vivo. Zavedením 

nových metod využívajících buněčné linie MDCK, hCMEC/D3 a CACO-2 byl vytvořen 

komplexnější nástroj pro testování nově syntetizovaných potenciálních antidot pro léčbu 

otrav NPL, který navazuje na metodu PAMPA a vytváří další filtr před testováním látek 

in vivo. Využitím predikce využívající vlastností buněčných membrán může být 

docíleno stavu, kdy pomocí experimentálních zvířecích modelů budou testovány jen 

vyselektované látky s nejlepšími vlastnostmi, čímž bude redukována jejich spotřeba 

v souladu s etickými požadavky zakotvenými v národní i mezinárodní legislativě. 

Využití nových in vitro metod s sebou nese i nezanedbatelné finanční úspory 

v porovnání s realizací odpovídajících in vivo experimentů. Hledání nových 

univerzálních reaktivátorů s dostatečnou účinností v CNS je stále aktuálním tématem, 

kterým se KTVF FVZ UO zabývá a které je nezbytné je řešit pro úspěšnou léčbu otrav 

NPL. Z tohoto důvodu je poznání způsobů a mechanizmů, vedoucích ke zlepšení 

dostupnosti reaktivátorů AChE v CNS, dalším významným přínosem této dizertační 

práce. 
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