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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutické Chemie a Farmaceutické Analyzy
Kandidat: Mgr. Martin Novak

Konzultant: doc. Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.
Skolitel: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Nazev: Vyuziti HPLC-HRMS pro studium latek ze skupiny takrinu potencialné

vyuzitelnych v terapii Alzheimerovy choroby.

Vysokoucinnd kapalinovda chromatografie ve spojeni s vysokorozliSujici
hmotnostni spektrometrii (HPLC-HRMS) je analytickou technikou, kterd je velmi ¢asto
vyuZivana pfi vyvoji novych |é¢iv. Siroké uplatnéni tato technika naléza od potvrzeni
navrhované struktury a identifikace pritomnych necistot, prfes hodnoceni absorpce,
distribuce, metabolismu a exkrece aZ po monitorovani otrav a intoxikaci.

Pfedkladand disertaCni prace se vteoretické casti zaméruje na zdakladni
charakteristiku Alzheimerovy nemoci, jeji aktualné dostupnou terapii a na nové strategie
|éCby. Dale je zde vénovdana pozornost i oblastem Uzce spojenym s experimentalni ¢asti
a to: studiu farmakokinetiky, analytickym nastrojim pro stanoveni farmakokinetickych
parametrl, kapalinové chromatografii, hmotnostni spektrometrii a specifikiim
bioanalytickych metod.

Experimentalni prace je komentarem ke ¢tyfem publikovanym pracim zabyvajicich
se tematikou vyvoje a preklinického hodnoceni latek ze skupiny takrinu, které jsou
nadéjnymi kandidaty pro 1écbu Alzheimerovy nemoci. Prace je primarné zamérena na
studium absorpce a metabolizace molekul takrinu, 7-methoxytakrinu a jeho derivatQ,
6-chlortakrinu a 7-fenoxytakrinu. Jelikoz takrin je molekulou, kterd byla staZena
z klinického uzivani z dlvodu zjisténych hepatotoxickych ucinkd jeho metabolitu
7-hydroxytakrinu, je nezbytné z pohledu bezpecnosti farmakoterapie hepatotoxicitu
sledovat i u nové vyvijenych takrinovych derivatl. Jednim z hlavnich cilG prace bylo
vyvinout a optimalizovat HPLC-MS metodu, ktera umozni komplexné monitorovat
biotransformaci molekul takrinu, 7-methoxytakrinu, 7-fenoxytakrinu a 6-chlortakrinu.

Diky aplikaci nové vyvinuté vysoce selektivni HPLC-HRMS metody bylo stanoveno, Ze



7-fenoxytakrin tvofi po inkubaci s lidskymi jaternimi mikrosomy pouze stopové mnozstvi
7-hydroxytakrinu a Ze 6-chlortakrin tento prekurzor toxického plsobeni netvofi viibec.
Dale je v praci vénovana pozornost analytickému ovéreni identity a hodnoceni necistot
u nové syntetizovanych [latek, studiu jejich schopnosti prostupu pres
hematoencefalickou bariéru a pokrodilejSimu studiu biotransformace a toxicity
vybranych takrinovych derivatl. Vysledky této disertacni prace poskytuji informace,
které pfispivaji k racionalnimu vyvoji novych takrinovych derivatd se snizenou, pfipadné

nevyskytujici se hepatotoxicitou.



Abstract
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Supervisor - specialist: doc. Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.
Supervisor: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Title: Use of HPLC-HRMS for the study of tacrine group compounds
potentially useful in the therapy of Alzhemier’s disease.

High-performance liquid chromatography coupled with high-resolution mass
spectrometry (HPLC-HRMS) is an analytical technique very often used in the new drugs
development. This technique is widely used, from the confirmation of the proposed
structure and identification of present impurities, through the assessment of
absorption, distribution, metabolism and excretion to the monitoring of poisoning and
intoxications.

In the theoretical part, the presented dissertation thesis is focused on the basic
characteristics of Alzheimer's disease, its currently available treatment and new
treatment strategies. In addition, attention is paid to areas closely related to the
experimental part, namely: the study of pharmacokinetics, analytical tools for
determining pharmacokinetic parameters, liquid chromatography, mass spectrometry
and the specifics of the bioanalytical methods.

The experimental work is in the commented form of four published works dealing
with the development and preclinical evaluation of substances from the tacrine group,
which are promising candidates for the treatment of Alzheimer's disease. The work is
primarily focused on studying of absorbtion and biotransformation of tacrine molecules,
7-methoxytacrine and its derivatives, 6-chlorotacrine and 7-phenoxytacrine. Since
tacrine is a molecule that has been withdrawn from clinical use due to the established
hepatotoxic effects of its 7-hydroxytacrine metabolite, it is necessary from the point of
view of the safety of pharmacotherapy to monitor hepatotoxicity in newly developed
tacrine derivatives as well.

One of the main objectives of the work was to develop and optimize the HPLC-MS

method, which will enable comprehensive monitoring of the biotransformation of



tacrine, 7-methoxytacrine, 7-phenoxytacrine and 6-chlorotacrine molecules. Thanks to
the application of a newly developed highly selective HPLC-HRMS method, it was
determined that 7-phenoxytacrine forms only a trace amount of 7-hydroxytacrine after
incubation with human liver microsomes and that 6-chlorotacrine does not form this
metabolic precursor of toxic action at all. Furthermore, the work pays attention to the
analytical confirmation of the identity and the determination of impurities of the newly
synthesized substances, the study of their ability to pass through the blood-brain barrier,
and a more advanced study of the biotransformation and toxicity of selected tacrine
derivatives. The results of this dissertation thesis provide the data that contribute to the

rational development of new tacrine derivatives with reduced or no hepatotoxicity.
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1UVOoD

Alzheimerova nemoc (AN) byla jiz prfed vice neZ sto lety poprvé popsdna
némeckym psychiatrem a neurologem Aloisem Alzheimerem u pacientky, ktera trpéla
poruchami spanku, paranoidnimi pfedstavami a vypadky paméti. Jednd se o nejcastéji
vyskytujici se neurodegenerativni onemocnéni centralniho nervového systému v lidské
populaci a mezi jeho primarné sledované projevy v soucasnosti patfi poruchy
mozkovych funkci, ztrata paméti a sebekontroly, demence, halucinace a ¢astd motoricka
selhdni. ™2 Vzhledem k dostupnym statistickym Gdajom Svétové zdravotnické
organizace (WHO, World Health Organization), které uvadi, Ze onemocnéni je patou
nejcastéjsi pri¢inou smrti, Ze kazdé 3,2 vtefiny je stanovena novd diagndza a Ze
onemocnéni muze komplikovat Zivot pacientlim po nékolik desetileti, lze toto
populaci. Péce o pacienty s timto typem demence zapficinuje rovnéz velikou ¢asovou,
psychickou a ekonomickou zatéz jednotlivych rodin nebo pecovatelskych zatizeni
a neopominutelnou nakladovou polozku pro jednotlivé zdravotnické systémy. 134

Soucasnd lécba je vCR zaméfena na dvé terapeutické skupiny (inhibitory
acetylcholinesterasy a blokatory N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptoru). Je
dlleZité zminit, e viechna 4 registrovand lé¢iva v CR (donepezil, rivastigmin, galantamin
a memantin) pusobi v terapii pouze symptomaticky. Hlavnim dlvodem dlouhodobé
chybéjici efektivni 1éCby, ktera by dokdazala zvratit pribéh tohoto onemocnéni, je stdle
nedokonale objasnéna etiologie a patofyziologie Alzheimerovy nemoci. [>#!

Aktudlni zaméreni vyvoje novych latek pro terapii AN Ize rozdélit na dvé oblasti.
Prvni oblasti je vyvoj kauzalné plsobicich latek, kde se prozatim nepodafilo zddné nové
l[atce Uspésné absolvovat treti fazi klinického hodnoceni. Druhou oblasti je vyvoj,
pfipadné optimalizace, latek pUsobicich symptomaticky, jako je tomu napfriklad
u skupiny takrinovych derivatu.

Analytické separac¢ni metody maji svoji nezastupitelnou roli témér ve vSech fazich
vyvoje novych |écCiv. Zvlasté dllezitd je tato oblast pfi stanovovani ainterpretaci
farmakokinetickych, farmakodynamickych a toxickych vlastnosti nové wvyvijenych
ucinnych latek.

V teoretické casti se prace vénuje tematice AN, jeji |écbé, stanovovanym
farmakokinetickym a farmakodynamickym vlastnostem nové vyvijenych [éCiv

11



a specifikim analyzy biologického materidlu primarné za wvyuZiti vysokoucinné
kapalinové chromatografie a vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HPLC-

HRMS).

Experimentdlni ¢ast prace je souborem Ctyf publikovanych praci doplnénych
komentarem. Hlavnim nosnym tématem vsech uvedenych publikaci je problematika
vyvoje novych |éCiv potencidlné uplatnitelnych v terapii AN. Komentar je primarné
zaméren na vyvoj, optimalizaci a aplikaci HPLC-HRMS pro hodnoceni farmakokinetickych

a farmakodynamickych vlastnosti latek vychazejicich se struktury takrinu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Alzheimerova nemoc

2.1.1 Prvni diagndza a klinické projevy

Alzheimerova nemoc (AN) byla poprvé popsana némeckym psychiatrem
a neurologem Aloisem Alzheimerem na pfipadu pacientky Johany Augusty Caroline
Deterové. ™ Pacientka, kterd trpéla zavainymi poruchami spanku, paranoidnimi
predstavami a vypadky paméti, byla v listopadu roku 1901 pfivezena a hospitalizovdna
na psychiatrické klinice ve Frankfurtu nad Mohanem, kde byla svéfena do péce Dr. Aloisi
Alzheimerovi. ! Alzheimer se b&hem jeji hospitalizace velmi intenzivné vénoval
dokumentaci zdravotniho stavu, ptal se ji na mnoho otdzek a nechal ji podstoupit fadu
raznych vysetreni. Cilem jeho sledovani byla snaha o rozlusténi a popsani pficiny jejich
zavainych zdravotnich komplikaci. Naklady na hospitalizaci a na rdzna vysSetreni se
postupem casu staly pro Augistinina manzela Carla finan¢né neldnosné, a proto se
rozhodl podepsat Dr. Alzheimerovi souhlas, Ze jeho péce o manzelku bude na klinice
pokragovat bez dalich ndkladd vyménou za jeji mozek a Iékafské zaznamy po smrti. (8
Béhem posmrtné histologické autopsie pacientéina mozku vroce 1906 nalezl
Dr. Alzheimer v mozkové tkani vyrazné plaky a neurofibrilarni klubka. Klinické zaznamy
onemocnéni, které nazval jako ,, dementia preacox”, zvefejnil Alzheimer poprvé
v Tibingenu na 37th Meeting of South-West German Psychiatrist v roce 1906. [7-°]
Pozdéji bylo oznaéeni ,,dementia preacox” prejmenovano jeho studentem profesorem
Emilem Kraepelinem na Alzheimerovu nemoc. !

Prvni diagnosticka kritéria byla pro AN stanovena v roce 1984, avsak definitivni
diagndza mohla byt v té dobé stanovena az z posmrtné pitvy mozku. V souéasnosti je AN
charakterizovana jako progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které vede
k dusevnimu a fyzickému Upadku s ndslednou smrti pacienta. Jedna se o nelécitelnou
nemoc, kdy jeji prlbéh a progrese prozatim nelze zastavit, lze pouze o mésice
(v nékterych pripadech i o roky) zpomalit. Pokrocilejsi faze tohoto onemocnéni byva
oznacovano jako Alzheimerova demence (z latinského de mens = mimo mysl). Demence
je stav, kdy v dlisledku chorobného procesu dochazi ke snizeni kognitivnich funkci oproti

pfedchozimu stavu. [
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Mezi prvni vyskytujici se dusevni pfiznaky AN patfi rizné kognitivni dysfunkce, jako
jsou naptiklad poruchy kratkodobé paméti, u€eni a pocitani. U lidi trpicich timto
onemocnénim se dale postupné objevuje neadekvatni chovani, ztrdta emociondini
kontroly, neschopnost komunikovat sokolim a problémy s jednoduchymi ukony
(oblékani se, osobni hygiena, ...). 2l Pacienti postupem &asu ztraceji orientaci v prostoru,
prestavaji chdpat, co jim kdo Fikd, nepozndvaji své blizké a mohou se dostat az do faze,
kdy prestanou Uplné reagovat na vnéjsi podnéty a jsou zcela zavisli na oSetfujicim

personalu. 1%

2.1.2 Incidence a predikce

V roce 2022 byly celosvétové rGzné formy demence diagnostikovany u vice nez
55 milionG pacientll. Dle Svétové zdravotnické organizace byl vtomto roce pocet
pacientd trpicich Alzheimerovou chorobou odhadovan na vice nez 35 miliond a na
zakladé predikce by se do roku 2050 mohl jejich pocet azZ ztrojndsobit a presdhnout tak
pocet 100 miliond. V této predikci je zohlednén i postupné se zvysujici vék populace a
budouci zvySend prevalence v rozvojovych zemich, kde Zije v souc€asnosti pomérné
mlada populace. Jiz po dobu nékolika let je kazdoro¢né dokumentovano okolo deseti
milion novych pfipadl za rok. To znamena, Ze kazdé 3,2 vtefiny je stanovena nova

diagndza AN. 24

2.1.3 Etiopatogeneze

Z dosavadnich znalosti plyne, Ze AN je komplikovanym multifaktorialnim
onemocnénim a pri¢ina nemoci stale nebyla dostatecné objasnéna. Jeji etiopatogeneze
je predmé&tem usilovného zkoumani mnoha védeckych skupin na celém svété. (111

Mezi nejcastéji popisované odchylky patfi vyskyt amyloidnich plakl a shluk
tvorenych tau proteinem v mozkové tkani. Amyloidni plaky jsou extracelularni depozita
tvorena fragmenty B-amyloidu o délce 40-42 aminokyselin, které v mozku koaguluji
a polymeruji a vytvafi tak plaky zpGsobujici odumirani neurond. 2 Zavaznost klinického
stavu pacienta velmi dobfe koreluje s nalezenou koncentraci B-amyloidu. [*3! Rizikovym
faktorem vzniku AN je rovnéz zvyseny vyskyt apolipoproteinu E (ApoE). 2 U homozygott

s alelami pro ApoE4 je riziko vyskytu AN o 74% vyssi nez u lidi bez vyskytu téchto alel.
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Vazba ApoE na amyloid B zpUsobuje strukturdlni zmény amyloidu B, ¢imz nasledné
zvysuje jeho toxické plsobeni v neuritickych placich. (1214 Dal$imi zdsadnimi depozity
proteinl vyskytujicimi se u AN jsou intracelularné tvorené shluky tau proteinu.
Z tau proteinu jsou odStépovany krajni aminokyseliny a zbytek jeho peptidového retézce
je nasledné hyperfosforylovan. To vede k tvorbé neurofibrilarnich klubek, ktera narusuji
usporadani a funkci buriky a mohou zpUsobit aZ jeji smrt. Hyperfosforylace tau proteinu
je zpUsobena glykogen-syntasou kinasou 3p. 1!

Dalsi vyskytujici se abnormalitou je excitotoxicky pusobici glutamat v kombinaci
s oxidaénim stresem, [1® zplisobujici zvy3eny vstup kalcia do neurond, ktery vede
k ndslednému spusténi apoptdzy bunék. 7! Na vzniku AN se rovnéZ mohou podilet dalsi
genetické faktory (mutace na chromozomu 1 a 14 v oblastech kédujici preseniliny
vedouci k tvorbé amyloidu B) nebo narusena produkce acetylcholinu. Mezi rizikové

faktory patii vy3si vék, rodinny vyskyt, $patna Zivotosprava a obezita. (10

2.1.4 Patofyziologie onemocnéni

V sou€asné dobé existuje vzhledem k neobjasnéné etiologii a komplexnosti
onemocnéni nékolik teorii vzniku AN, které se v urcitych bodech propojuji nebo se
vzajemné kombinuji.

Prvni a nejcastéji popisovanou teorii vzniku je , klasicka““ cholinergni teorie vzniku,
ktera je zaloZena na kli¢ové Uloze neuromediatoru acetylcholinu v kognitivnich funkcich
¢lovéka. U pacientl s diagnostikovanou AN je velmi ¢asto popisovana snizena funkce
enzymu acetylcholintransferasy, ktery se podili na syntéze acetylcholinu. Snizena
aktivita tohoto enzymu vede ke snizenému pfenosu acetylu z acetyl-CoA na cholin,
a tedy k neefektivni tvorbé acetylcholinu. Nedostatek tohoto neuromediatoru poté
zpUsobuje snizenou cholinergni transmisi. Neefektivni transmise vsak muze byt
zpUsobena nejen snizenou koncentraci acetylcholinu v synaptické Stérbiné, ale rovnéz
poklesem pfijmu signalu a jeho nedostatecnou amplifikaci, ke které dochazi na
muskarinovych a nikotinovych receptorech. V pfipadé muskarinovych receptorl je
patologickd funkce ddna snizenym pfenosem signdlu uvnitf bunky, zatimco
u nikotinovych receptorti byl pozorovan jejich snizeny pocet. (1819

Amyloidni hypotéza je druhou obecné pfijimanou teorii vzniku AN. Dle této
hypotézy dochazi v mozku k postupnému hromadéni extracelularnich plakt amyloidu B,
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které hraji dle fady studii kliCovou roli v nastupu a progresi neudegenerativnich
onemocnéni. Avsak jejich presny mechanismus plsobeni nebyl prozatim dostatecné
objasnén. Nejpravdépodobnéjsi je tvorba toxickych fragmentd amyloidu B
z amyloidniho prekurzorového proteinu pomoci enzymu [-sekretasy za vzniku
C-terminalniho fragmentu o délce 99 aminokyselin. Tento fragment je nasledné stépen
y-sekretasou na toxicky amyloid B (peptidy o délce 38-43 aminokyselin). 20-22]

Dalsim popsanym patologickym mechanismem je nadmérné uvoliovani
glutamatu, které vede kzvysené aktivaci glutamatovych receptori (predevsim
receptorl kyseliny a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol propionové a N-methyl-D-
aspartatovych receptorl). Dlsledkem zvySené aktivace je usnadnény prostup
vapenatych iontl do nervovych bunék a nastartovdni programované bunécéné smrti
neuron(. (2324

Vzhledem ke komplikovanosti a pomérné dlouhé latentni dobé AN existuje
pravdépodobné i mnoho dalSich patofyziologickych jevi spojenych stimto
onemocnénim. Pfikladem muZe byt plsobeni hyperfosforylovaného tau proteinu, vliv
neurozanétu nebo oxidagniho stresu spojenych s apoptézou neuront. 1% Na progresi
a manifestaci onemocnéni ma zcela jisté velky vliv i Zivotni styl, odolnost vici stresu

a pfidruzend zavaina onemocnéni pacientd. [

2.2 Lécba Alzheimerovy nemoci

AN se vyznacuje progresivnim kognitivnim poskozenim lidského mozku a je hlavni
pfi¢innou vzniku demence. Boj stimto onemocnénim je jednou z nejvétSich vyzev
zdravotni péce 21. stoleti, jelikoZz v soucasnosti neexistuje efektivni |é¢ba tohoto
onemocnéni. Objev a zavedeni nového kauzalné plsobiciho IéCiva je proto velmi
zadouci. Pro nastaveni spravné terapie je velmi dllezitd v€asna diagnostika onemocnéni.
(2111 Souasnym terapeutickym cilem je zpomalit progresi onemocnéni a udrzet v co
nejvyssi mife sobéstacnost pacienta. V pokrocilych fazich onemocnéni je kladen dliraz

na pecovatelskou a paliativni sluzbu.
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2.2.1 Soucasna farmakoterapie

V Ceské republice jsou vsoucasné dobé klinicky uZivané &tyfi symptomaticky
plGsobici |écCivé pripravky ze dvou terapeutickych skupin: (1) inhibitorud
acetylcholinesterasy (donepezil, rivastigmin, galantamin) a (2) blokatorG NMDA
receptorll (memantin). Volba vhodné farmakoterapie se vidy odviji od aktudlniho
klinického stavu, miry poskozeni kognitivnich funkci a komorbidit vyskytujicich se
u konkrétniho pacienta. Pokud se pacient nachdzi v pocatecni ¢i stfredné tézké fazi
onemocnéni, jsou k 1é¢bé indikovany centralni inhibitory acetylcholinesterasy, pfi tézké
demenci byva indikovan memantin. ! Farmakoterapie AN je u vétsiny pacientd Uspésné
kombinovana se zavedenim nefarmakologickych opatfeni, mezi které nejcastéji patfi
udrzovani pravidelného denniho rezimu, omezeni Zivotnich zmén a dostatecna
a pravidelna fyzicka aktivita. V nékterych asijskych zemich jsou schvaleny a uZivany
rovnéz huperzin-A a podminecné registrovany sodium-oligomanat. AvSak rychlost,
pribéh a vysledky testovani u téchto dvou latek vyvolavaji v zapadnich zemich zatim
spise rozporuplné reakce. [?°! V poslednich letech byla do terapie AN zafazena rovnéz
dvé léciva ze skupiny monoklonalnich protilatek proti amyloidu B. V roce 2021 byla
v USA, ve Spojenych Arabskych Emirdtech a v Kataru schvdlena k medicindInimu uziti

monoklonadlni protilatka aducanumab a v lednu roku 2023 v USA protilatka lecanemab.

[26,27]

2.2.1.1 Inhibitory acetylcholinesterasy

Z ,klasické” cholinergni teorie vzniku AN plyne, Ze nedostate¢na cholinergni
aktivita je pfi onemocnéni AN zpUsobena primarné snizenim koncentrace
neuromedidtoru acetylcholinu. Acetylcholinesterasa (AChE) je enzym fyziologicky
zajistujici hydrolyzu acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou. 28/ Molekula tohoto
enzymu je sloZena z fetézcl o a B a v jeji strukture se vyskytuje aktivni misto a periferni
anionické misto. Aktivni misto je tvofeno a anionickym mistem (karboxyl glutamové
a asparagové kyseliny) a estratickym mistem (hydroxyl serinu). Periferni misto se
nachdzi u vstupu do aktivniho mista a je slozeno z péti aminokyselin (3x tyrosin, kyselina

asparagova a tryptofan). (2!
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PFi terapeutické inhibici AChE dochazi k relativnimu synaptickému nadbytku
acetylcholinu, ktery je nezbytné nutny pro uUcinny prenos signalu v CNS. RovnéZ bylo
pozorovano, Ze i vamyloidnich placich se objevuje AChE, jejiz periferni anionické misto
se podili na tvorbé amyloidnich fibril. V sou¢asné dobé je tedy snahou najit AchE
inhibitory, které blokuji nejen aktivni misto enzymu a zpUsobuji potenci cholinergniho
systému, ale zaroven molekuly vazajici se do periferniho anionického mista a zabranujici
tak tvorb& amyloidu B. 2839 7 klinického pohledu inhibice AChE zapfiifiuje ¢asové
omezené symptomatické zlepseni stavu u mirné a stfedni zavaznosti onemocnéni.

Prvnim ze zavedenych inhibitord AChE byl v roce 1993 takrin. Toto Iécivo bylo vSak
pozdé&ji z trhu stazeno z dGvodu nezddoucich G&ink( Y a podrobnéji o jeho Ggincich
pojednavaji nasledujici kapitoly disertacni prace.

Druhym inhibitorem z této skupiny je donepezil, ktery byl uveden na trh o tfi roky
pozdéji spoleénostmi Eisai a Pfizer pod obchodnim ndzvem Aricept. 19321 Chemicky jde
o piperidinovy derivat, ktery se v léCivych pfipravcich vyskytuje ve formé hydrochloridu.
Jedna se o vysoce selektivni reverzibilni inhibitor acetylcholinesterasy, ktery se vaze na
aromaticky kruh tryptofanu 84 v perifernim anionickém misté enzymu. 331 Dostupny je
ve formé potahovanych, rozpustnych tablet nebo ve formé suspenze. Davkovani se
pohybuje mezi 5-10 mg/den a jeho biologicky polo&as eliminace je 70 h. [>34
Metabolizace probihd za ucasti cytochromu P450 (isoformy 3A4 a 2D6) a mezi hlavni
identifikované metabolity patfi aktivni metabolit 6-O-desmethyldonepezil, dale pak
donepezil-cis-N-oxid, 5-O-desmethyldonepezil a jeho glukuronidovy konjugat. V ptipadé
klinického uziti donepezilu se vyskytuji zpravidla nezdvainé nezddouci ucinky, jako je
napfiklad priijem, nauzea nebo bolest hlavy. [34-3]

Dal$im inhibitorem této skupiny je karbamatovy derivat rivastigmin, ktery byl
poprvé registrovany vEU pod znatkou Exelon vroce 1998. 19 Rivastigmin je
neselektivnim inhibitorem enzym( AChE i butyrylcholinesterasy. Pfi jeho pusobeni
dochazi k velmi pomalé disociaci komplexu enzym-rivastigmin, a proto je mozné oznacit
ho jako pseudoireverzibilni inhibitor. Je vysoce selektivni a velmi dobte se distribuuje do
nejvice postizenych oblasti mozku (hippocampus a neokortex). Jeho presny
mechanismus pUsobeni vsak neni zatim zcela znamy. Predpoklada se jeho vazba na
estratické misto v aktivnim centru v kombinaci s vazbou na periferni anionické misto

AChE. 1331 Stejné jako donepezil se i rivastigmin pouZiva k 1é¢bé mirné az stfedné zavazné
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formy AN a podava se vétSinou ve formé soli —tartaratu. Davkovaci schémaje 1,5—-6 mg
dvakrat denné, jelikoZ rivastigmin je v lidském téle pomérné rychle hydrolyzovadn na
dekarbamoylovany metabolit. [>343% Jeho biologicky polodas je pfiblizné 1 hodina.
U rivastigminu se pomérné casto po prvnich davkach vyskytuji nezadouci ucinky jako je
nevolnost a zvraceni. 3436371 Zavedeni transdermalni formy do terapie znamend vyrazné
snizeni vyskytu téchto nezddoucich uginka. (38l

Prozatim poslednim registrovanym |éCivem této skupiny byla vroce 2001
molekula galantaminu. Jedna se o fenantrenovy alkaloid s tercidrni aminoskupinou,
ktery byl poprvé izolovany ze snéZenky podsnézniku (Galanthus nivalis). B V sou¢asné
dobé je vSak ptipravovan chemicky ve formé hydrobromidu. Galantamin je nejen
selektivnim, kompetitivnim a reverzibilnim inhibitorem AChE,“°! ale pUGsobi také
alostericky na vazebné misto nikotinovych receptord, coz u pacientd zvysuje efektivitu
pfenosu nervového vzruchu a udrZuje tak kognitivni funkce mozku. 3334 Komeréné
dostupny je ve formé tablet nebo tobolek s postupnym uvolfiovanim a podava se v jedné
ranni davce s obsahem 8 - 24 mg Gcinné latky. V téle je tato latka metabolizovédna
pomoci CYP2D6 na O-desmethylgalantamin, a také za ucasti CYP3A4 na N-oxid-
galantaminu. Obecné je tato latka u pacient velmi dobre snasena a je povazovana za
bezpeénou. Vyskytujici se nezadouci ucinky jsou spojeny s cholinergnim ucinkem na
periferni nervovy systém. Jedna se povétsinou o nevolnosti, zvraceni, prijem, pfipadné
nechutenstvi. Tyto nezadouci Ucéinky vétSinou netrvaji déle nez nékolik dni od zahajeni

terapie nebo navyseni davky. (333436l

2.2.1.2 Antagonisté N-methyl-D-aspartatovych receptorii

Mechanismem ucinku antagonisti NMDA receptor( je snizeni uvolfovani
excitotoxicky plsobiciho glutamatu, ktery je pritomen v mozku pri AN. NMDA receptor
mUZe obsahovat aZ tfi rlzné podjednotky (GIuN1, GIuN2, GIuN3) ale pouze GIuN2
podjednotka je zodpovédnad za vazbu glutamatu.

Memantin byl v roce 2002 schvalen a zaregistrovan jakozto jediny zastupce této
skupiny. ! Jedna se o nekompetitivniho antagonistu na NMDA receptorech se stfedné
silnou afinitou. Mechanismem uc¢inku memantinu je Uprava excitacné plsobici zvySené
hladiny glutamatu, ktera vede ke ztraté zakladnich fyziologickych funkci neurondlnich

bunék. 1 Mimo antagonismus na NMDA receptorech byla prokdzana u memantinu
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rovnéz schopnost potencovat aktivitu protein fosfatasy A2 (PP2A), coz vede k potlaceni
hyperfosforylace tau proteinu pfi AN. Memantin je indikovan pro lécbu stfedné tézké az
tézké AN a jeho maximalni davka je 20 mg/den. V lidském organismu je odbouravan na
N-3,5-dimethyl-gludantan, 4- a 6-OH-memantin a 1-nitroso-3,5-di methyl-adamantan.
Lééba memantinem je obecné povazovana za bezpecnou. Jako rizikové Ize oznacit jeho
lékové interakce s dopaminergnimi agonisty, anticholinergiky a barbituraty, které je

vzdy potieba dikladné monitorovat. [1042]

2.2.2 Vyvojové sméry novych terapeutickych skupin pro lécbu
Alzheimerovy nemoci

Vzhledem ke stale se zvysSujicimu poctu nové diagnostikovanych pacientd s AN
a k absenci kauzalniho Iéciva, je vyvoji novych Ucinnych latek pro Ié¢bu této nemoci
dlouhodobé vénovana velkd pozornost. Mezi nejvyznamnéjsi vyvojové sméry patfi
eliminace amyloidu B (inhibitory B-sekretasy a y-sekretasy, monoklonalni protilatky),
nové inhibitory acetylcholinesterasy (takrinové analogy a dalsi) a Ié¢iva zamérend na tau
protein. Kazdoro¢né se objevuje nékolik velmi nadéjnych kandidatd na nové lécivo,
avsak u vétsiny z nich byva vyvoj zastaven v prabéhu Il. a lll. faze klinického hodnoceni
primarné z divodu nedostate¢né Géinnosti nebo nezidoucich Gginka. [©
Zamyslenym mechanismem Ucinku u inhibitorl B-sekretasy je snizovani hladiny
amyloidu B v mozku. Prvni molekuly z této skupiny byly odvozeny od kratkych fragmentu
prekurzorového proteinu, avsak mély Spatnou perordlni dostupnost, kratky polocas,
rychle se metabolizovaly a pouze omezené prostupovaly pres hematoencefalickou
bariéru. 2041V souéasnosti se vyvoj zabyva jiz optimalizovanymi strukturami latek, které
vySe uvedené nedostatky témér eliminovaly, avsak jejich testovani bylo prozatim
ukonceno v rliznych fazich vyvoje. Prikladem takovych molekul mohou byt lanabacestat,
(441 verubecestat, 3 elenbecestat nebo molekula LY2886721. ¢ QObecné Ize
konstatovat, Ze se jednd o perspektivni skupinu, u které je vSak prozatim jesté mnoho
nezodpovézenych otazek. 47!
U latek ze skupiny inhibitord y-sekretas (semagacestat, MK-0752, E2012,
avagacestat, “8! nirogacestat, [**! begacestat [*%l) je velmi &asta nespecificka inhibice
a toxicita. Prozatim se tedy zd3, Ze se nejedna o pfilis perspektivni skupinu kandidata

na zavedeni do klinické praxe. 51
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Dalsi slibnou oblasti vyvoje jsou IéCiva zamérena na redukci nadmérné fosforylace
tau proteinl. Mezi kandidaty na léciva se ¢asto objevuji modulatory GSK-33, CDK5
(cyklin dependentni kinasa 5) a PP2A (protein fosfatasa 2A). Mezi latky zpUsobujici
snizeni agregace hyperfosforylovanych tau protein( lze zaradit i methylenovou modfr,

antrachinon nebo rhodanin. 15254

2.2.2.1 Takrin

Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) je molekula, kterd byla zavedena
do terapie AN v roce 1993 primarné pro své inhibiéni G¢inky na AChE. B3 Pozd&ji bylo
prokazano, Ze tato molekula dokdaze diky schopnosti blokovat NMDA receptory pUsobit
dudlnim mechanismem Gc¢inku a zasahuje tak do patofyziologie AN mnohem
komplexnéji. °¢1 Po dvaceti letech klinického uZivani byl viak p¥ipravek Cognex® (takrin
hydrochlorid) stazen z trhu. Hlavni pfi¢inou byla zjisténd chronickd hepatotoxicita (DILI,
drug-induced-liver-injury) projevujici se zvySenim hladin jaternich ALT (alanin-amino-
transferasa) a AST (aspartat-amino-transferasa) enzym0. 57! Toto zvy$eni hladin je
pfipisovano jaterni metabolizaci takrinu. >80

Takrin se v jatrech metabolizuje cytochromem P450 (primarné jeho izoformou
1A2) na monohydroxy- a dihydroxy- derivaty, které jsou ndasledné konjugovany
(nejéastéji s kyselinou glukuronovou) na metabolity druhé faze. 3161621y |iteratufe byla
v in vitro a in vivo lidskych studiich popsana a prokdzana tvorba 1-OH, 2-OH, 4-OH, 7-OH
takrinu a nékolika jeho dihydroxyderivatl. Jako plvodce hepatotoxicity je oznacovan
7-OH-takrin, ktery je povaZzovan za prekurzor v jatrech vznikajiciho chinon methidu.
[31,58,59,62] Chinon methid je vysoce reaktivni molekulou, kterd in vitro velmi rychle
atakuje volné thiolové skupiny a vytvafi tak adukty s glutathionem a proteiny
obsahujicimi SH skupiny. Tim dochazi k depleci glutathionu a k naruseni spravné funkce
jaternich proteinQ ( ). 16364 Nicméné pfi¢ina hepatotoxicity takrinu je

komplexni a nebyla v literatufe prozatim dostateéné objasnéna.
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Obrdzek 1: Biotransformace takrinu na hepatotoxické produkty. (62631

2.2.2.2 Derivaty takrinu

Takrinovy skelet je s ohledem na jeho mechanismus Gcinku Siroce pouzivany nejen
pro vyvoj novych latek potencialné vyuzitelnych pro lé¢bu neurodegenerativnich
onemocnéni ale i pro 1é&bu maldrie, rakoviny a jinych onemocnéni. =681 \yyvoj novych
derivatl takrinu, které by in vivo neplsobily hepatotoxicky je tedy velmi Zadouci.
Potencidlné netoxickych derivatl bylo v poslednich letech syntetizovano a testovano
Siroké spektrum. 8% Obecné je Ize rozdélit na substituované derivaty takrinu a hybridni
molekuly takrinu.

V pripadé vyvoje hybridnich molekul takrinu se vétSinou jednd o chemické spojeni
dvou odlisSnych molekul s cilem zlepsit vlastnosti finalni hybridni molekuly. Principem je
kombinace vice terapeutickych Gcinkl a dalSich vhodnych vlastnosti v jedné hybridni
molekule. Prikladem jsou molekuly takrin-trolox, takrin-tryptofan, takrin-donepezil,
bistakrin a jiné. Trolox m0zZe vnést do hybridni molekuly svoje antioxidacni ucinky,
tryptofan snizuje kumulaci B — amyloidovych plakli a zlepsuje dostupnost takrinu
v mozkové tkani. Zavedenim donepezilu nebo zdvojenim takrinu mlze byt zvySena
schopnost selektivni inhibice AChE. 7731 Z mnoha dlivodd prozatim nebyla nalezena
optimalni skupina hybridnich slougenin, kterd by vedla k nalezeni nového Ié¢iva v AN. [74

Substituovanych derivatd takrinu bylo v poslednich 30 letech syntetizovano
nékolik stovek. Nasledujici kapitola se bude primarné zabyvat vybranymi derivaty, které

mohou mit vliv na vznik toxického prekurzoru 7-OH takrinu.

2.2.2.2.1 Vybrané substituované derivaty takrinu
Jednou z cest jak zabranit tvorbé hepatotoxického metabolitu 7-OH-takrinu je

substituce takrinového skeletu na aromatickém jadre v blizkosti pozice 7. Pfikladem
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téchto racionalnich substituci je syntéza 6-Cl-takrinu nebo 7-methoxytakrinu (7-Meota)
( ) a jeho derivati. Mechanismus ucinku a vysledky in vitro a in vivo testovani
molekul 7-Meota a 6-Cl-takrinu jsou v literatufe pomérné rozsahle charakterizovany,
avsak kompletni popis jejich metabolizace a nasledného vlivu na potencialni
hepatotoxicitu in vivo neni ve studiich uveden. ">77) Zde vznikl prostor pro doplnéni

vztahu metabolizace a hepatotoxicity téchto molekul.

| N\ Cl | N\ N\ /@
CHs
G Z O/ Z o
NH, NH, NH,

6-Cl-takrin 7-methoxytakrin 7-fenoxytakrin
Obrdzek 2: Vlybrané derivdty takrinu.

7-Meota ma velmi podobny farmakokineticky a farmakodynamicky profil takrinu.
[78,79] p¥i testech toxicity na potkanech bylo prokazano, Zze 7-Meota je méné toxicka. [78]
7-Meota prosla I. a Il. fazi klinického hodnoceni s doporucenim absolvovat fazi Ill.
Béhem testovani byla prokdzand neuroprotektivni uc¢innost, schopnost blokace NMDA
receptorll a dobrd CNS dostupnost. Po aplikaci zdravym dobrovolnikiim byla 7-Meota
dobfe snasena v jednorazové ddvce 2 mg/kg a v dennich ddvkach 7 mg/kg. 7789 pfed
absolvovanim lll. faze klinického hodnoceni byly vSak experimenty s touto molekulou
z dlivodu zmény politického uspofadani zastaveny a nebyly jiz nikdy obnoveny. [77:80.81]
V soucasnosti je pozornost vénovana spiSe derivatim 7-Meoty. Jednou z cest k novému
potencidlnimu lécivu je vyvoj derivatl 7-methoxytakrinu s preferencni inhibici NMDA
receptord. 182

Dalsi vybranym nadéjnym derivatem takrinu je 6-Cl-takrin. Vyhodou této molekuly
v porovnani s takrinem je jeji vyssi schopnost inhibice AChE a zlepSeni prokognitivniho
efektu v behavioralnich testech u mysi s uméle vyvolanymi zndmkami onemocnéni AN.
Pfi testovani v maximalnich tolerovanych davkach (potkan 5,5 mg/kgi. p., mys 5,5 mg/kg
i. m.) nebyly zaznamenany zZadné biochemické a histopatologické zmény s vyjimkou
poklesu koncentrace kreatininu. 7>7¢1 Tato molekula se tedy jevi jako velmi u&inna
a potencialné netoxickd, avsak je nezbytné dalsi detailnéjsi testovani.

Dalsi moZnou cestou vyvoje novych molekul je zavedeni fenoxy skupiny pravé do

problematické polohy 7- za vzniku 7-fenoxytakrinu (7-Feota) ( ). 1831
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2.3 ADME studie

Pti designu a vyvoji nového léciva je nutné zohledrovat tfi zakladni parametry, a to
jeho ucinnost, bezpecnost a potencialni |ékové interakce. Farmakokineticky profil latky
je definovan stanovenim jeji absorpce, distribuce, metabolismu a eliminace (ADME). 184
V devadesatych letech vykazovalo téméf 40 % testovanych latek v klinické fazi
neakceptovatelné ADME parametry, a proto muselo byt jejich dalsi testovani zastaveno.
Jelikoz se jednalo o vysokou neefektivitu ve vyvoji IéCiv, bylo nasledné testovani
zakladnich farmakokinetickych parametr( zafazeno do preklinické faze. Okolo roku 2000
bylo z klinickych studii vyfazeno jiz jen cca 10 % latek z dlvodu nevhodnych
farmakokinetickych parametrd. 8% Sance na to, aby se nové zkoumand Ué&inna latka
posunula do klinické praxe, je vSak stale velmi nizkd, jelikoZ statisticky z 10 000
hodnocenych slouéenin jich pouze 10-20 vstoupi do preklinickych testovani. Déle z nich
pak 6 latek do klinické faze |, 4 latky do faze Il, 2 latky do faze lll a pouze jedno z téchto
lé¢iv byva schvaleno dle FDA (U. S. Food and Drug Administration). [86:87]

Porozumeéni a studium ADME u noveé testovanych latek je zasadni soucasti vyvoje
novych |éCiv. Jednd se o disciplinu vstupujici do procesu vyzkumu l|éciv v nékolika
rGznych fazich od jeho objevu az do faze regulatornich procest. Vysledkem ADME studii
jsou rozsahlé soubory dat, které jsou ddle nékolikanasobné analyzovany a porovnavany
mezi sebou s cilem co nejlépe predikovat a ndsledné zhodnotit osud Iéciva v lidském
organismu, 8889

ADME studie se v pocatecnich fazich vyvoje novych |éciv soustiedi na hodnoceni
vlastnosti latek s cilem vybrat vhodné kandidaty pro dalsi testovani. (888 Mezi b&iné
provadéné in silico, in vitro a in vivo testy patti studium prostupu pres membrany
a bariéry, organové distribuce a farmakokinetiky v animalnich modelech, metabolizace
apod. Na zdkladé vysledkll pak dochazi k vybéru vhodného kandidata pro klinické
hodnoceni. Tento kandidat podstupuje nasledné dalsi velmi podrobné farmakokinetické
studie pro stanoveni jeho absorpce, distribuce, biodostupnosti, metabolizace, exkrece,
eliminace a toxicity (ADMET) v lidském organismu. Vysledkem téchto studii je soubor
dat potrebnych kregistraci |éCiva, ktery podléhda hodnoceni regulatornich autorit.
Bioanalytické laboratore jsou vtéto oblasti nezbytné jako zdroj dat pro nasledna

hodnoceni. V praxi vétSina preklinického testovani a analyz neprobiha v laboratofich
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s akreditaci pro rezim spravné laboratorni praxe (SLP), ale béZzné je snahou dodrZovat

zékladni pravidla pro préci v SLP. [84]

2.3.1 Absorpce

Prvnim ze stanovovanych farmakokinetickych parametrid je absorpce léciva. Pro
stanoveni absorpce a biodostupnosti v preklinickych fazich je zasadni vybér vhodného
bunécného organismu a ndsledné i vhodného animalniho modelu. Mezi nejcastéji
vyuzivané bunécné linie pro studium absorpce patfi Caco-2 (bunky z lidského
adenokarcinomu tlustého stfeva), MDCK Il (Madin — Darby buriky z psich ledvin) nebo
LLC-PK (buriky z ledvin prasete) buné&né linie. °°22] Jako animalni modely byvaji velmi
Casto vyuzivani laboratorni hlodavci, jako jsou potkani a mysi, pfipadné je mozné vyuZzit
modely savcti, jako jsou prasata, psi nebo opice. [*3

Testovana cesta poddni pfi experimentdlnim stanoveni absorpce by méla byt
stejnd jako je zamyslena cesta podani do lidského organismu po registraci |éCiva.
U vétsSiny vyvijenych latek je snaha vyuzivat co nejcastéji perordini podani. Pfed podanim
léCiva je nutné provést hodnoceni Cistoty testované Ilatky a znat jeji stabilitu.
V ramci farmakokinetickych plasmatickych studii byvaji vétSinou stanoveny parametry,
jako jsou Cmax (maximalni koncentrace), tmax (€as, kdy byla namérena maximalni
koncentrace), AUC (plocha pod kfivkou), T1/2 (biologicky polocas), CL (clearance léciva)

apod.

2.3.2 Distribuce

Druhym zakladnim farmakokinetickym ukazatelem je distribuce léCiva do tkani.
Distribuce je proces, kdy lécivo a jeho metabolity vstupuji a vystupuji do rliznych
bunéénych a tkanovych soustav. Probiha vétSinou pomoci permeace pres bunééné
membrany, ke které dochazi primarné pasivni difuzi. Nicméné specidlni bariéry, jako
napriklad hematoencefalickd bariéra, exprimuji transportérové proteiny, které zabranuji
nebo minimalizuji prostup do jednotlivych tkani. Mira distribuce zavisi na fyzikalné-
chemickych vlastnostech testované latky (log P, pKa, molekulova hmotnost, acidobazické
vlastnosti, apod.), jeji vazb& na proteiny, permeabilité a transportérové aktivité. 4

Parametry pro studium organové a tkanové distribuce vétSinou vychazi
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z farmakokinetickych dat jako je tmax, Ti2 apod. VétSinou se jednd o testy po
jednordzovém podani a to cestou zamyslenou pro aplikaci do lidského organismu (p. o.,
i. v., i. m., apod.). Po stanoveném case jsou studované casti tkani odebrany, je k nim
pfidan roztok pufru a jsou homogenizovany, provedena Uprava vzorku a analyzovany
pomoci HPLC nebo HPLC-MS. Pro stanoveni distribuce maze byt také vyuzita technika
radioaktivné znaeného lé&iva v kombinaci se zobrazovaci technikou. )

Cilem studie je stanovit potencidlni kumulaci v jednotlivych tkanich, porozumét
distribuci lé¢iva mezi jednotlivymi tkdriovymi soustavami a zhodnotit jejich pfestup pres
rGzné bariéry v organismu. Velmi dllezitym zdvérem distribuénich studii byva urceni,
zda latka v organismu prostupuje do cilové orgdnové soustavy pro zamysleny ucinek
a zda prestupuje hematoencefalickou bariéru. Z bezpecnostnich dlivodu je nutné rovnéz
stanovit, zda latka vstupuje do spermatu a mohla by tak potencidlné ovliviiovat
reprodukci, zda vstupuje do placenty a mohla by svymi ucinky ovliviiovat nenarozené
dité, pfipadné, zda prestupuje do materského mléka a mohla by se tak distribuovat do
organismu kojeného ditéte. [°¢!

U latek ucinkujicich v CNS je nezbytné stanovit jejich schopnost prestupu pravé pres
hematoencefalickou bariéru. Pro usnadnény prostup by tyto latky mély mit nizkou
molekulovou hmotnost (< 400), stfedni lipofilitu (clog P < 3) a vhodny pocet donor(
a akceptor(l vodikovych vazeb. 728 V soudasnosti existuje nékolik pFistup(, jak pFi
vyvoji léCiva testovat jeho schopnost prostupu do CNS. Z bunéénych model(l byvaji velmi
&asto pro simulaci vyuzivany MDCK buné&né linie transfekované MDR1 genem. 2 v
pfipadé in vivo potkanich nebo mysich modell se jako vhodny zplsob jevi stanoveni
koncentraci Iéciva v mozku a plasmé po jednordzovém podani, ze kterych se nasledné
vypocita jejich pomér (mozek/plasma). LéCivo se povaZuje za CNS prostupujici, pokud je

tento pomér vy3si nez 0,3. 11001

2.3.3 Metabolismus

U vétsSiny léCiv dochazi v lidském téle k ¢astecné nebo Uplné preméné na
metabolity, které jsou nasledné vylu¢ovany moci nebo stolici. Pokud je cestou eliminace
léCiva jeho metabolizace, je velmi dulezité monitorovat jeji miru a biotransformacni
kaskadu, jelikoz metabolizace molekuly muize velmi vyrazné ovlivnit jeho Ucinnost
a pfipadné i bezpe&nost. (1011021 v sougasnosti je jiz bé&Znou sou&asti preklinického
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hodnoceni nové testované latky snaha zachytit a popsat vznikajici metabolity. Pro
stanoveni metabolické stability a metabolického profilu je v dnesni dobé vyuZivané celé
spektrum in vitro a in vivo metod. 84

In vitro testovani slouZi primarné pro identifikaci vznikajicich metabolitd a pro
specifikaci enzyml zodpovédnych za metabolizaci. Mezi nejcastéji vyuzivané in vitro
modely metabolizace patti jaterni subceluldrni frakce, jako jsou jaterni mikrosomy,
S9 frakce, pripadné modely hepatocytl. Pro vétSinu léciv, kterd jsou metabolizovana
pomoci systému CYP 450, byvaji pro identifikaci metabolitli nej¢astéji vyuzivany jaterni
mikrosomy. (103104 yyyhodou hepatocytarniho modelu v porovnani s mikrosomy je plna
komplementarita metabolickych enzym( s lidskymi jaternimi bufikami. 1% Pro
stanoveni metabolické stability latky jsou vyuZivany primarné inkubace s mikrosomy
ukoncované po urcitém case scilem urcit metabolickou stabilitu vyjadifenou jako
polocas (T1/2, half life) a jeji vnitfni clearance. V prubéhu in vitro metabolickych
experimentl je vidy nutné monitorovat odpovidajici viabilitu modell s ohledem na
potencialné fale3né negativni vysledky. (10!

Z dtivodu dodrzeni etickych pravidel pro zachazeni s laboratornimi zvifaty a pro
redukci poctu potiebnych zvifat se pfi in vivo animdlnim testovani metabolizace
vétsSinou pfistupuje ke komplexnéjsSimu studiu farmakokinetiky (studium metabolismu
v kombinaci s testovanim absorpce, distribuce a exkrece). Mezi nej¢astéji vyuzivané
modely patfi mysi, potkani, prasata, psi nebo napfiklad opice. Volba vhodného modelu
je zasadni a je pfi ni potfeba zohlednit vysledky testl toxicity v pfedchozich preklinickych
fazich. Pro studium vznikajicich metabolitl byvaji nejcastéji odebirany vzorky plasmy,
moci a stolice. V pfipadé podezieni na vyskyt a kumulaci potencidlné toxického
metabolitu mohou byt analyzovany rovnéz vzorky rlznych tkani. Pro testovani
metabolické stability 1éCiva in vivo jsou nejcastéji analyzovany vzorky plasmy v urcitych
Casech po aplikaci latky. Nasledné mohou byt ze stanovenych koncentraci parentni [atky
a jejich metabolitl urceny polocas rozpadu latky, dale pak kinetika tvorby a eliminace
jednotlivych metabolitd. 84

Velmi dllezité je pfi testovani [éCiva co nejdfive odhalit, zda nepodléhd nékterym
komplikacim, které souvisi sjeho metabolismem. Pfikladem muze byt paracetamol
a jeho metabolizace na reaktivni metabolit, nebo lékové interakce mezi inhibitory

(ptipadné i induktory) CYP 450 a nékterymi antibiotiky nebo hormonalni antikoncepci,
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pfipadné metabolické ovlivnéni farmakokinetiky nebo farmakodynamiky Iéciva apod.
[107,108] pokud jsou objeveny potencidlné nebezpeéné metabolity, je tfeba otestovat

rovné? jejich toxikologicky profil. (1091101

2.3.4 Exkrece

Cilem studia exkrece je porozumét preferenénim cestam eliminace parentniho
léC¢iva a jeho metabolitd. Nejcastéji byvaji léciva vyluCovany ve formé jejich
hydrofilnéjsSich metabolitli prfipadné jako konjugované molekuly do moci, Zluéi nebo
stolice. Informace z téchto studii jsou uZitecné primdrné pro charakteristiku hlavni

eliminaéni cesty.[84

2.4 Analytické nastroje pro stanoveni farmakokinetickych
parametri

V poslednich sedmdesati letech doSlo k rychlému vyvoji a modernizaci
analytickych nastroji pro hodnoceni ADME, které vyustily vzasadni zefektivnéni
a zrychleni stanoveni zakladnich farmakokinetickych parametr. Diky pokrokim
v analytickych technologiich a in vitro a in vivo technikach pro stanoveni ADME doslo
k vyraznému urychleni preklinické vyvojové faze léc¢iva. Zaroven byla umoznéna vyssi
efektivita pfi volbé, zda dojde k posunu latky do klinickych studii, kde jsou opétovné
farmakokinetické parametry podrobné studovany a interpretovany.

Mezi nejCastéji vyuzivané techniky pro stanoveni ADME u nové testovanych latek
patfi spojeni HPLC-MS. Tuto techniku dale doplfiuji nukledrni magneticka resonance

nebo napfiklad zna&eni testované Iatky pomoci radioizotop(. (841111

2.4.1 Chromatografie

Chromatografické separace patfi mezi zakladni a nejvice vyuzivané separacni
analytické metody. Principem separace je opakované ustalovani rovnovahy a rozdilnd
distribuce délenych latek mezi nepohyblivou stacionarni fazi (SF) a pohyblivou mobilni
fazi (MF). Smés latek byvad nadavkovana na zacatek chromatografické kolony a je déle
unasena proudem MF pres SF. Slozky vzorku mohou rizné silné se SF interagovat, ¢imz

dochazi k jejich separaci. Rozdily v interakcich u jednotlivych slozek smési pak urcuji
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kvalitu separace, ktera je prfi bioanalytickém hodnoceni ADME velmi zdsadnim
parametrem. Mezi nejcastéji vyuzivané chromatografické metody v bioanalyze patfi
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, kterou v nékterych ptipadech dopliuje

plynova chromatografie a superkriticka chromatografie. 12

2.4.1.1 Kapalinovd chromatografie

Objev kapalinové chromatografie je pfipisovan Michailu Semjonovici Cvétovi,
ktery na pocatku dvacatého stoleti poprvé popsal princip separace v kapalné fazi pfi
studiu déleni rostlinnych barviv, jako jsou chlorofyly, xantofyly a karotenoidy. Nazev
chromatografie je pravé odvozen od pozorovani déleni téchto barviv (chroma = barva;
graphein = psat). (1131141 HPLC je v bioanalyze nejéast&ji vyuZivanym uspofadanim

kapalinové chromatografie. (104

2.4.1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pti HPLC usporadani je mobilni faze pumpovana pomoci ¢erpadla do systému pod
vysokym tlakem a ke chromatografické separaci dochdzi pfi prichodu vzorku
analytickou kolonou. Separace a nasledna eluce analyt( je ovlivnéna povahou a sloZzenim
jak stacionarni tak mobilni faze. SloZzeni mobilni faze mUze byt v pfipadé isokratické
eluce po celou dobu analyzy konstantni nebo v pfipadé gradientové eluce je pomér
slozek mobilni faze postupné zvySovan ve prospéch slozky s vyssi elucni silou. Tato eluce
byva s oblibou vyuZivana pro separaci slozitych a komplexnich smési analytd, které se
velmi &asto vyskytuji v pfipadé analyzy biologickych vzorkg. 112

Jako instrumentace pro HPLC se v praxi vyuziva kapalinovy chromatograf, ktery je
sloZzen ze sedmi zakladnich ¢asti mezi které patfi zasobniky mobilnich fazi, odplynovac,
vysokotlaka ¢erpadla, automaticky davkovac vzorku, termostatovany kolonovy prostor,

detektor a pocitacovy systém pro vyhodnoceni dat.
2.4.1.2.1 Zakladni HPLC charakteristiky

Chromatograficky zdznam odpovida grafu zavislosti odezvy signdlu detektoru na
Case analyzy a je oznacCovdan jako chromatogram. Chromatogram je charakteristicky
kfivkami Gausovského typu (piky). Zakladni kvalitativni charakteristickou veli¢inou

v HPLC je retencni ¢as (tg) analytu, ktery odpovidad dobé od nastfiku po vrchol piku.
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Kvantitativni charakteristikou je pak plocha pod pikem (A). K popisu chromatografické
separace byvaji velmi ¢asto vyuzivané dalsi veli¢iny jako je selektivita a icinnost kolony,
a dale také rozlideni a asymetrie piku. [112115]

Pfi chromatografické separaci je snahou ziskat Uzké, symetrické, dokonale
oddélené gaussovské piky. Selektivita je parametrem popisujicim miru schopnosti
chromatografického systému rozlisit jednotlivé slozky vzorku a je mozné ji vypocitat dle

nize uvedené rovnice (1). (1121151

tRy _ ko
a=—-——=— 1
tRrR1 k41 ( )

Selektivita (a) je vyjadiovana jako pomér redukovanych retencnich ¢ast (tz) nebo
pomé&F retenénich faktord (k). (1121151

Separacni ucinnost kolony je popisovana poctem teoretickych pater (N). Jedna
se 0 bezrozmérnou velic¢inu vyjadfujici teoreticky pocet Usekl (pater) na koloné, ve
kterych je analytu umoZnéno interagovat se staciondrni a mobilni fazi a opakované tak
ustalit rovnovahu mezi témito fazemi. Pocet teoretickych pater je mozné vypocitat dle

rovnice (2); (112.115]
¢
N = 5,54 x (1) 2)

kde tp vyjadiuje retenéni €as a wy s Sitku piku v 50 % jeho vysky. (1121151

V pribéhu analyzy vstupuji do separacniho procesu také velmi ¢asto nékteré
kinetické déje, které mohou zpUsobit rozmyti elu¢nich zén. K popisu rozmyvani zén
slouzi dynamicka van Deemterova teorie. Mira rozmyvani zén separovanych latek je
dana tfemi procesy: vifivou difuzi analytu pti priichodu kolonou, molekularni (podélnou)
difuzi analytu v MF a odporem proti pfesunu hmoty v MF a SF. Vlivem téchto kinetickych
déjad mlze dochazet ke zméné tvaru piku a ke zhorSeni jeho symetrie. Symetrii piku je
mozné vyjadrit nékolika zplGsoby. Jednim z nich je faktor asymetrie (As), ktery lze

vypoditat dle rovnice (3). [112115]
Ty 3)

Faktor asymetrie (As) je podilem Sitek sestupné Casti piku (t) a vzestupné casti piku (f) nejcastéji

v 10% vysky piku. (111]
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Druhym zplsobem vyjadieni symetrie je faktor chvostovani piku (TF) (rovnice 4).

[115]

TF =2 (4)
2f

Faktor chvostovani piku (TF) je podilem souctu Sifek sestupné ¢asti piku (t) a vzestupné ¢asti piku
(f) k dvojndsobku vzestupné ¢asti piku nejcastéji v 5% vysky piku. [115]

Jelikoz hlavnim cilem HPLC analyzy je ziskat dostatecnou separaci analytl
v prijatelném case, dalSim z velmi dalezitych parametrd je rozliSeni mezi
chromatografickymi piky. Rozliseni je bezrozmérnou veli¢inou vyjadfujici miru relativni

separace dvou sousednich pik(. V zavislosti na autorité je mozné rozliSeni stanovit

dvéma zpUlsoby (rovnice 5 a 6); [112115]

R1/2 — 1,18%X(tra—tRr1) (5)

(Wh1+wp2)

kde tg, a tgr; odpovidaji retenénim astm pikl a wy,a wy,, Sitkdm pikd v poloviné

V\'/§ky. [112,115]

2X(tra—t
RS — ( R2 Rl) (6)

(w1+wy)

Kde tgp, a tp; odpovidaji opét retencnim caslm pikd avsak w;a w, vyjadfuji Sitky

pikl pfi zdkladni linii. [112115]
2.4.1.2.2 HPLC separacni mody

HPLC analyzu je moZné provadét v nékolika zakladnich separacnich (elu€nich)
maodech, které se lisi na zakladé vyuziti riiznych kombinaci stacionarnich a mobilnich fazi.

Prvnim z HPLC elu¢nich médi je mdd nepolarni (nékdy oznacovany i jako
normalni). V tomto mddu je SF polarni (silikagel, pfipadné chemicky vdzané faze na jeho
povrchu). Jako MF jsou vyuzivany zejména nepoldrni rozpoustédla (n-alkany) velmi ¢asto
s pfidavkem nizsich alkoholl. Tato rozpoustédla ovliviiuji predevsim 1 - it interakce a
dipdlové interakce. Nepolarni mod mlzZe byt v praxi s vyhodou nahrazen hydrofilni
interakéni chromatografii (HILIC). Nejcastéji popisovanym a nejpravdépodobnéjsim
mechanismem tohoto typu chromatografie je rozdélovani mezi hydrofobni ¢asti MF
tvorené nejcastéji acetonitrilem a silné hydrofilni vrstvu vody, ktera je imobilizovdna na

povrchu SF. Na interakcich se rovnéz podili i adsorpce. (112
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Druhym elu¢nim modem je mod reverzni. Vtomto modu je bézné vyuzivana
vodnd/pufrova slozka MF ve smési s acetonitrilem, methanolem, propanolem nebo
tetrahydrofuranem. Pouzivané pufry mohou byt bud' roztoky anorganické soli jako jsou
napt. fosforecnany, chloristany, sirany, apod., pfipadné organické soli jako jsou
mravencany, octany a dalsi. VyuZivané SF jsou nepolarniho charakteru. Velmi ¢asto se
jednd o dlouhé uhlikaté retézce navazané na povrch silikagelu nebo jinych kovovych
oxid(. Z pohledu interakci, zde nachazeji uplatnéni predevsim iontové a elektrostatické
interakce, -t a coulombické interakce, interakce dipdl-dipdl a hydrofobni interakce.
[112]

Tretim z eluénich médu je méd polarné organicky. Vtomto modu nalézaji své
uplatnéni organickd rozpoustédla (nejc¢astéji acetonitrii a methanol) s pfidavkem
nékterych organickych kyselin (napf. kyselina octova, mravenci, trifluoroctova)
a organickych bazi jako je triethylamin v danném poméru.

Vybér elué¢niho mddu zavisi velmi ¢asto na konkrétni rozpustnosti separovanych
analyt(. Pokud je analyt dobfe rozpustny ve vodé, je vhodné zvolit mdd reverzni. Pokud
je vSak analyt lépe rozpustny v organickém rozpoustédle, pak jsou lepsi volbou mddy
nepolarni a polarné organicky. Obecné Uspésnost separace klesa v poradi reverzni méd
> poldrné organicky mod > nepoldrni mdéd. Pro oblast bioanalyzy je vétSinou vyuzivan

mad reverzni. 112.115]
2.4.1.2.3 Staciondrni faze

Stacionarni faze je naplni chromatografické kolony, ve které dochazi k vlastnimu
separacnimu procesu. Z pohledu Uspésnosti separace je volba vhodné stacionarni faze
pro danou aplikaci velmi dllezita. V soucasné dobé je na trhu pro bioanalyzu malych
molekul dostupné velmi Siroké spektrum staciondrnich fazi pInénych do kolon rGznych
délek (nejcastéji 50-250 mm) a prlmeérl (nejcastéji 2,1-4,6 mm). Pfi volbé vhodné délky,
praméru a velikosti ¢astic v koloné (nejcastéji 1,7-5 um) je dlleZité zohlednit nejen typ
analyzovaného vzorku a fyzikdlné chemické vlastnosti stanovovanych analytld ale
i kompatibilitu s tlakovymi moznostmi systému. Stacionarni faze je v ptipadé potreby
mozné v ramci jedné analyzy rGzné kombinovat diky zapojeni vice kolon ve formatu

2D chromatografie, [112:115]
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2.4.1.2.4 Silikagel

Silikagel (silica) je nejrozsifenéjSim anorganickym materidlem pouzivanym bud'
v nemodifikované formé jako stacionarni faze nebo jej Ize ddle modifikovat a ziskat tak
celou paletu stacionarnich fazi liSicich se svymi vlastnostmi. Jeho vlastnosti jako vysoka
mechanicka odolnost, nebobtnavost, nesrdzlivost a inertnost z néj ¢ini témér idedlni
nosi¢. 112 Na povrchu silikagelu se nachézeji hydroxylové skupiny (silanoly), které udéluji
silikagelu polarni charakter. Silanolové skupiny a jejich typ (volné silanoly, vicinalni
silanoly, gemindlni silanoly) mohou mit vyrazny vliv na chromatografické chovani
silikagelu. Vreverznim modu jsou interakce analytl stémito volnymi skupinami
vétSinou nezddouci, a proto se pristupuje kjejich odstinéni nebo blokaci pomoci
nékterych z funkénich skupin nebo ligand. [112116,117]

Mezi nejcastéji vyuzivané chemicky vazané SF na silikagel patfi osmnacti uhlikaty
alkanovy fetézec (C18), osmi uhlikaty alkanovy rfetézec (C8) nebo fenylova, bifenylova,
pentafluorofenylova (PFP) ptipadné diolova faze. Hlavni slabinou chemicky vazanych fazi
je jejich omezend stabilita v bazickém a silné kyselém prostiedi, nicméné existuji
technologie, jako je naptiklad ethylen-bridged technologie, které jsou schopny
vyuZitelné pH rozmezi rozsifit. 11 Zvyeni stabity silikagelu v oblasti nizkého pH mizZe
byt dosazeno pomoci prodlouzeni vazaného fetézce, 118! zvySenim poctu kovalentnich
vazeb mezi organosilanem a silikagelem, 1% piipadné modifikaci povrchu stericky
chranénymisilany. 291 Stabilita silikagelu v oblasti vy33iho pH je moZna navysit napfiklad
pomoci endcappingu. 121

Fenylové SF maji v porovnani s nejéastéji vyuzivanou C18 modifikaci snizenou
lipofilitu a odliSnou selektivitu k donorim elektronl, zejména diky puUsobeni

n-t interakci. (122

Bifenylova faze poskytuje vysSi retenci a lepSi selektivitu
k polarizovatelnym a hydrofilnim aromatickym slou¢eninam. 12l Fluorované stacionarni
faze vykazuji dobrou selektivitu vici polohovym isomerdm halogenovanych analyt(
avzhledem k interakcim dipél-dipdl, -t a coulombickym interakcim poskytuji vyssi
retenci pro aromatické latky a polycyklické uhlovodiky. 123124 w_it Interakce Ize dobfe

vyuZit i pro separaci polohovych a cis/trans isomer(. [112:125]
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2.4.1.2.5 Detektory

Detektory v HPLC slouZi pro zaznamenani rozdilu signdlu mezi prichodem cisté
mobilni faze a mobilni faze obsahujici analyt. DualeZitymi vlastnostmi pro idealni
detektory jsou vysoka citlivost, univerzalnost, selektivita, linearita odezvy,
nedestruktivnost, spolehlivost a stabilni a pfedvidatelnd odezva. ¥ Samozfejmé je
technologicky velmi obtizné, ne-li nemozné, zkombinovat vSechny vySe uvedené
vlastnosti do jednoho typu detektoru, proto je nejvhodnéjsi detektor vybiran na zakladé
kompromisu, ptipadné lze sériové zapojit vice typl detektorl. Nejéastéji vyuzivanymi
HPLC detektory jsou spektrofotometrické detektory. Méné pouZivanou variantou je
detekce zaloZzena na principu snimani fluorescence nebo chemiluminiscence, pfipadné
detekce za vyuziti elektrochemickych, refraktometrickych nebo vodivostnich viastnosti
analytl. Mezi modernéjsi a velmi univerzalni detektory je mozné zaradit detektory na

bazi aerosolu a hmotnostné-spektrometrickou detekci. [122

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry) je jednou z pokrocilych
analytickych technik, kterd se velmi casto pouzZivda pro kvalitativni a kvantitativni
charakteristiku molekul v nizkych koncentracich. Analyza latek probihda ve trech
zakladnich krocich. Prvnim krokem je ionizace analytu, kdy viontovém zdroji dochazi
k pfevodu neutralni molekuly na ionty. Poté nasleduje rozdéleni iontl dle jejich poméru
hmotnosti a ndboje (m/z) v hmotnostnim analyzatoru a poslednim krokem je detekce

iontd, zesileni signdlu a sbér naméfenych dat. (126!

2.4.2.1 lonizacni techniky

Pro ionizaci analytl je mozné v soucasné dobé vyuzit pomérné Siroké spektrum
technik. Volba vhodné techniky je ovlivnéna primarné fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
stanovovanych analytl, jako je tékavost, tepelna stabilita, molekulovda hmotnost

a polarita ( ). 1651271
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Obrazek 3: Vyuziti ionizacnich technik v zavislost na polarité a molekulové hmotnosti analytu.

(127)

Obecné nejcastéji vyuzivanymi technikami ve spojeni s HPLC jsou ionizace
elektrosprejem (ESI, electrospray ionization) a chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI, atmospheric pressure chemical ionization). Méné casto jsou v praxi
vyuzivany fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI, atmospheric pressure
photoionization) a off-line ionizace desorpci laserem za Uc¢asti matrice (MALDI, matrix
assisted laser desorption ionization). 1?8 Vdechny vy$e uvedené techniky je moZné
zaradit mezi mékké ionizacni techniky, které pfi zdznamu kladnych iontl poskytuji
protonované molekuly [M+H]*, ptipadné adukty s ionty vyskytujicimi se v mobilni fazi
(nejcastéji se sodikem nebo draslikem). Pfi zaznamu zapornych iontl jsou detekovany
nejc¢astéji deprotonované molekuly ve formé [M-H], ptipadné ve formé zdporné
nabitych aduktd (napf. s octanem nebo mraven&anem). (129 |onizace elektrosprejem
jsou spoleéné s MALDI nejcastéji vyuzivanymi ionizanimi technikami v bioanalyze. ESI
dokaze pokryt nejvétsi oblast analytli s ohledem na jejich polaritu a molekulovou
hmotnost. MALDI ionizace byva primarné vyuzivana v klinickych oblastech jako je
mikrobiologie a biochemie. lontové zdroje mohou byt rovnéZ rlizné kombinovany

v ramci jednoho instrumentu. 1130-134

2.4.2.1.1 lonizace elektrosprejem
Pfi ionizaci elektrosprejem vstupuje eluat z kolony za atmosférického tlaku do
kapilary, na kterou je aplikovano vysoké napéti (obvykle do +/- 5 kV). Na vystupu
z kapilary je proud kapaliny nebulizovan (vétSinou s dusikem) za vzniku nabitych kapicek

s vysokym obsahem iontU. Dale je pfivadén susici plyn, diky kterému dochazi k odpareni
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mobilni faze. Koncentrace iontl v kapickach postupné roste a zvysuji se tak i odpudivé
sily uvnitf kapky. KdyZ odpudivé sily pfekonaji povrchové napéti, kapka exploduje na
mensi kapicky a dojde k uvolnéni nabitych ¢astic. Tento proces, ktery se nékolikrat
opakuje, je oznatovdn jako coulombickd exploze. (1221351371 7yglené rozpoustédlo
(methanol, acetonitril) a pridavek aditiva (nejcastéji hydroxid amonny, kyselina
mravenci, kyselina octovd, octan amonny nebo mravené¢an amonny) v MF mohou mit

vrve

snizeni celkové efektivity ionizace. (138

2.4.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator slouZi k déleni iontl v plynné fazi za vakua podle poméru
jejich hmotnosti a naboje (m/z). K rozdéleni iontl je mozné pouzit nékolik rdznych
fyzikalnich principl. Zakfiveni drahy letu iontd v magnetickém nebo elektrickém poli
vyuzivaji analyzatory magnetické a elektrostatické. lontova past a kvadrupdl je zaloZzena
na rozdilné stabilité oscilaci iontl v dvoj- nebo trojrozmérné konfiguraci. Analyzator
doby letu vyuziva rdzné rychlosti letu iontl a orbitalni past (orbitrap) vyuZiva rliznou
frekvenci harmonickych oscilaci. Principem iontové cyklotronové rezonance je rlzna
frekvence rotace pfi cykloidadlnim pohybu iontld v kombinovaném magnetickém
a elektrickém poli. lontova cyklotronova rezonance a orbitrap jsou dva typy analyzator(
vyuzivajici Fourierovu transformaci pro prevod méreného signalu do podoby
hmotnostnich spekter. Rizné typy analyzator(i mohou byt dale kombinovany za vzniku
naptiklad trojitého kvadrupdlu (QgQ), kvadrupélu spojeného s analyzatorem doby letu
(9-TOF) a podobné. [65126]

Typ zvoleného analyzatoru zasadné ovliviuje kvalitu ziskanych hmotnostnich
spekter a také financni naroky na analyzu. Mezi jeden z nejdllezitéjSich parametru
hmotnostniho spektrometru patfi jeho rozliSovaci schopnost, ktera je definovana jako

v v v , . vy . m . P % .
pomér m/z méreného iontu a sitky tohoto iontu A(;) v jeho stanovené vysce (rovnice

(7). [126]
)
k=15 (7)

Spektra svysokou rozliSovaci schopnosti (HRMS, high resolution mass

spectrometry) poskytuji analyzdtory typu orbitrap, iontova cyklotronova rezonance
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a analyzator doly letu, naopak nizsi rozliSovaci schopnost maji kvadrupdl nebo iontova
past. Dalsim dlleZitym parametrem je presnost a spravnost uréeni poméru m/z.
Pfesnost nebo také chybu uréeni hodnoty m/z Ize vypocitat v jednotkach ppm (parts per
milion) jako rozdil m/z stanoveny experimentalné a m/z vypocteny teoreticky podéleny
m/z hodnotou vypoétenou teoreticky a vynasobeny 10°. Pravé stanovend chyba v ppm
udava, jakou odchylku maji namérené hodnoty ve spektrech v porovnani s teoreticky

vypoditanou hodnotou pro danou molekulu, 122139

2.4.2.2.1 Orbitrap

V oblasti analyzatorU s Fourierovou transformaci byl od roku 1960 az do roku 2005
k dispozici pouze analyzator pracujici na principu iontové cyklotronové resonance.
Vzhledem ke své pofizovaci cené a nutnosti pfitomnosti supravodivého magnetu
a vysokym prostorovym narok(m je pro béznou praxi pomérné nepraktickou volbou.
Vroce 2005 byl na trh poprvé uveden hmotnostni analyzdtor typu orbitdlni pasti
v kombinaci s linedrni iontovou pasti, ktery vyuziva Fourierovu transformaci. [6584140-142]
V analyzatoru typu orbitalni pasti byvaji béiné pritomny tfi elektrody. Dvé vnéjsi
elektrody maji tvar poharka, které jsou k sobé obraceny tak, aby vytvofili prostor pro
pohyb iontl. Vietenovita centralni elektroda udrZuje past pohromadé a vyrovnava ji
pomoci dielektrickych koncovych rozpérek (Obrazek 4). lonty jsou pfi analyze
vstfikovany mezi centrdlni a vnéjsi elektrody a diky vloZzenému napéti dochazi k jejich
pohybu po kruhovité spirdle. Axiadlni elektrické pole, vytvorené diky specidlnimu
konickému tvaru elektrod, sméruje ionty k nejsirSi casti pasti a spousti specifické
harmonické axialni oscilace. Digitalizovany obrazovy proud iontl o urcitém poméru m/z
v ¢asové oblasti je pomoci Fourierovy transformace pfeveden do hmotnostniho spektra.
(651 \Velmi dlleZitou souéasti orbitalni pasti je pulzni vstfikovani iontd z externiho zafizeni
oznacované jako C-trap. Toto zafizeni zajiStuje ucinné oddéleni orbitalni pasti od
jakéhokoliv predchoziho zdroje proudu iontll a umoznuje tak pfipojit k orbitrapu
jakoukoli fragmentalni techniku. [139143-146] Fotografie a schematické znazornéni

orbitrapu je uvedeno na obrazku 4.
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Obrazek 4: llustracni fotografie orbitdini pasti (vlevo) a schematické zndzornéni usporadani tri
elektrod v analyzdtoru typu orbitrap (vpravo). 6%

Orbitalni iontova past mlze byt v souCasnosti spojena nejen s linedrni iontovou
pasti (Fada pristroja LTQ Orbitrap), ale také s kvadrupdlovym hmotnostnim filtrem (fada
Q Exactive a Exploris) nebo mlze byt propojen pfimo se zdrojem iontd (pfistroj Exactive).
[143] Novinkou v oblasti orbitalnich pasti, kterd je uvddéna na trh v roce 2023, je orbitrap
typu Astral, ktery je kombinaci tfech riznych hmotnostnich analyzatorld (Obrazek 5).
Jako prvni je vtomto usporddani zarazen kvadrupdlovy analyzator pro ziskani vysoké
selektivity a dostatecné propustnostiiont(, dale pak orbitalni past pro méreni s vysokym
rozliSenim a dynamickym rozsahem a novy typ analyzatoru astral umoziujici diky delsi
draze iontl rychla a citlivd fragmentacni méreni. Zamyslenou aplikaci pro orbitrap Astral

jsou prozatim primarné proteomické analyzy. (147!

Obrdzek 5: Schematické uspofddadni orbitdini pasti typu Astral (ThermoFisher Scientific).[*4°!

Hlavni vyhodou analyzator( typu orbitrap v porovnani s ostatnimi komeréné

dostupnymi variantami je jejich vysokorozliSovaci schopnost, velky dynamicky rozsah,
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dobrad senzitivita a v neposledni fadé nizké prostorové naroky na umisténi instrumentu.
Na druhou stranu pomalejsi skenovaci rychlost, vysoké potizovaci ndklady a ndro¢nost
obsluhy pro operdtora mohou byt povazovany za nevyhodu v porovnani s ostatnimi typy

hmotnostnich spektrometrq. (6]

2.4.2.2.2 Méfici médy v usporadani orbitrap Q Exactive
Pro lepsi orientaci v méficich médech na pfistrojich typu Q Exactive jsou jeho
jednotlivé kompartmenty zobrazeny na obrazku 6. Hmotnostni spektrometr obsahuje
kvadrupdl slouzici jako hmotnostni filtr Gzkého rozsahu m/z, C-trap pro ukladani iontq,
kolizni celu pro fragmentaci a hmotnostni analyzator typu orbitrap pro detekci a analyzu
iontd. Diky tomuto usporadani je hmotnostnimu spektrometru umoznéno pracovat

v nékolika odlidnych méficich médech. 148

Obrdzek 6: Schematické usporadani jednotlivych kompartmenti v analyzdtoru typu Orbitrap Q
Exactive: kvadrupdl (modrd), C-trap (zelend), vysoko-enegretickd kolizni cela (HCD) (Cervend),
orbitrap analyzdtor (fialovd). 4%

Zakladnim kvalitativnim mddem pro zisk komplexnich informaci o analyzovaném
vzorku je aplny sken (MS sken). Pfi volbé tohoto skenu je mozné zvolit rozsah m/z
hodnot, které budou filtrovany kvadrupdlem. Pfi mérenije z funkce Uplné vyrazena
vysokofrekvencni kolizni cela (HCD, higher-energy collision dissociation cell) a vysledny
zdznam je tedy pouze zdznamem MS?, [148]

Druhym nejcastéji pouzivanym modem je uplny MS sken nasledovany
fragmentaci vsech iontl (MS sken/AIF). V tomto mddu jsou nepfetrzité zaznamenavany
dva rlzné MS skeny. V prvnim jsou analyzované ionty transportovany pfimo do

orbitrapu. Ve druhém (AIF, fragmentace vsech iontl) jsou ionty preneseny do
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vysokoenergetické kolizni cely, kde dochazi k jejich fragmentaci. Po fragmentaci se
produktové ionty vraceji do C-trapu a jsou injektovany do orbitrapu. Prvni sken se tedy
sklada pouze z prekurzorovych iont(, zatimco druhy sken obsahuje produktové ionty,
které vznikly fragmentaci z prekurzorovych iontd. 148!

Pro kvalitativni stanoveni je mozné vyuzZit i cileného monitorovani jednoho
vybraného iontu (t-SIM, targeted single ion monitoring). V tomto cileném maddu je dle
specifikaci operatora (inclusion list) na kvadrupdlu nastaven velmi Gzky rozsah m/z
(v desetinach az jednotkach Dalton(i). Odpovidajici ionty jsou nasledné davkovany do
orbitrapu, kde dochézi k jejich separaci. 148!

Variantou t-SIM, kterda umozriuje MS/MS fragmentaci je mdéd oznacovany jako
monitorovani paralelni reakce (PRM, Parallel reaction monitoring). Kvadrupdl v tomto
usporadani slouzi opét jako hmotnostni filtr pro Uzky rozsah vybranych m/z. Vybrané
ionty jsou nasledné preneseny do kolizni cely, kde dojde k jejich fragmentaci a pomoci
C-trapu jsou fragmenty dale nadavkovany do orbitrapu, kde dojde k jejich analyze.
Rezim PRM principidlné odpovidd skenu produktovych iontll v usporadani trojitého
kvadrupdlu s tim rozdilem, Ze PRM mdd poskytuje vyrazné vyssi selektivitu a citlivost
detekce. Tento mdd je s ohledem na dosaZzeni maximalni selektivity nej¢astéji vyuzivan
pfi analyzach velmi komplexnich vzorkg. 148!

Dals$im z fragmentacnich madu je uplny MS sken nasledovany datové zavislou
fragmentaéni analyzou (Full MS/dd-MS?). MS sken je vtomto mddu nasledovéan sadou
uzivatelem definovanych datové zavislych skenl produktovych iontd. Vtomto
usporadani pfistroj zméfi jeden Uplny sken, a poté analyzuje spektralni informace dle
uzivatelem definovaného cilového seznamu. Na zdkladé analyzy pak kvadrupdl vybird
uZivatelem definované ionty (pfesné m/z) a posouva tyto ionty do fragmentacni cely.
Dalsi postup analyzy fragment( je obdobny jako u vySe uvedenych mdd(. Datoveé zavislé
fragmentaéni analyze (dd-MS?) mazZe byt namisto Uplného MS skenu rovnéZ pfedfazeno
cilené monitorovani vybraného iontu (SIM/dd-MS?). [148]

Dalsimi mody, které mohou byt pouzity v nékterych specialnich aplikacich je sken
neutralnich ztrat (NL/dd-MS?), datové nezavisld analyza (DIA, data independent analysis)
a multiplexovani (Multiplexing). Jednotlivé uvedené mddy je mozné mezi sebou také

kombinovat. [148!
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2.4.2.3 Detektory

NejbéznéjSim typem vyuZivanym pro detekci iontl je elektronovy ndsobic, kdy
ionty dopadajici na povrch dynody vyrazi elektrony, které jsou ndsledné zesileny
systémem dynod. Alternativou je Faradaylv pohar, kde dopadajici ionty nardzeji na
povrch dynody, kterd indukuje proud a ten je nasledné zesilen a zaznamenan. Detektory
iontd pouZzivaji vSechny analyzatory s vyjimkou analyzatord vyuZivajicich Fourierovou
transformaci, kde detekce probiha jako indukce proudu pfimo na sténach analyzatoru.
(128]

2.4.2.4 Spojeni MS se separacnimi technikami

Pfed hmotnostni spektrometr byva velmi Ccdasto zafazena nékterd
z chromatografickych separacnich metod, jako je tenkovrstva, plynova, kapalinova nebo
superkriticka chromatografie. Timto spojenim vznika instrumentace umoZznujici separaci
a identifikaci analytd v rdmci jediné analyzy. Alternativou mizZe byt chromatograficka
separace a nasledné off-line méreni hmotnostnich spekter.

Predrazeni plynové chromatografie (GC-MS) je s ohledem na plynné skupenstvi
mobilni faze a nasledujicim prfevodem analytd na ionty technicky nejjednodussi
variantou, avSak vzhledem k univerzalnosti HPLC instrumentace je nyni nejcastéjsi
variantou spojeni HPLC-MS. V pfipadé vyuziti MS detekce ndsledujici po HPLC separaci
je nutné pouzivat tékava rozpoustédla a aditiva s adekvatni Cistotou. Slozeni, vysledné
pH a koncentrace aditiv v MF byvaji vramci vyvoje nové metody dasledné
optimalizovany. Pfi volbé vhodného rozpoustédla a aditiva v MF byva nutno pfistoupit
k urcitému kompromisu, jelikoZ musi zarucit nejen dobrou separaci latek, ale sou¢asné
nesmi negativné ovlivnit ionizaci a snizit citlivost detekce. Pfi nékterych bioanalytickych
aplikacich je diky schopnosti MS detekce rozlisit ionty dle m/z moiné tolerovat

i nedostate¢nou HPLC separaci. [14°]

2.5. Specifika analyzy biologického materidlu

Analyza biologického materidlu ma sva specifika predevsim z ddvodu nizké
koncentrace stanovovanych analytll a vysokych koncentraci balastnich latek ve

stanovovaném biologickém materidlu.
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2.5.1 Uprava vzorku pred analyzou

Prvnim specifikem je tedy Uprava vzorku pied analyzou. Cilem této Upravy je ziskat
vzorek, ktery obsahuje co nejméné interferujicich latek a je kompatibilni s danou
analytickou metodou. Uprava vzorku je obecné jeden z velmi daleZitych kroké pro zisk
kvalitnich a kompletnich HPLC-MS dat, ktery vfadé bioanalytickych aplikaci nelze
vynechat. Zakladnimi postupy Upravy vzorku v bioanalyze je precipitace protein,
extrakce zkapaliny do kapaliny a extrakce na pevnou fazi. DalsSi modernéjsi
a aplikovanéjsi metody jako je napfriklad disperzni mikroextrakce, extrakce pomoci
dutého vlakna, elektromembrdnova extrakce apod. vychazeji prevazné z téchto trech
zakladnich metod. [129,150-156]

Precipitace proteinli mizZe byt dosazeno zejména pomoci pridavku organickych
rozpoustédel (methanol, acetonitril, aceton, apod.), ddle pak pfridavkem silnych kyselin
(triflouroctova, trichloroctova, chlorista, apod.), soli tézkych kovu (siran zinec¢naty, siran
médnaty, apod.), pfipadné kombinaci vySe uvedenych metod. Precipitace je rychlou,
snadnou a pomérné efektivni metodou uUpravy vzorkl. BohuZel pfi ni nedochazi
k odstranéni dalich endogennich latek. Cast analytu mGze byt také z dGvodu vazby na
precipitat ztracena a dochdzi pfi ni k nafedéni vzorku. [112157,158]

Vice robustnim, selektivnim, ale pro operatora narocnéjsim pfistupem je pak
extrakce z kapaliny do kapaliny vyuZzivajici pfenosu (extrakce) rozpusténych analytl ze
vzorku do jiné nemisitelné kapaliny oznacované jako extrakéni ¢inidlo. Jako extrakéni
Cinidla byvaji vyuzZivdna nejcastéji organicka rozpoustédla, jako napf. ethylacetat,
methylethylketon, chloroform, dichlormethan, n-hexan apod. '>° V bioanalyze nachazi
své uplatnéni i extrakce na tuhou fazi, kterd vyuziva pro retenci analyt(i stejné nebo

podobné materialy jako staciondrni faze v HPLC. [129.150,157,158]

2.5.2 Instrumentace

Druhym specifikem je volba adekvatni instrumentace a nastaveni parametr(
metody. Nasledujici text se bude vzhledem k tématickému zaméreni disertacni prace
zabyvat aplikaci HPLC-MS instrumentace ve vyvoji |éCiv.

V bioanalytickych aplikacich je v oblasti HPLC vzdy nutné dobfe zvazit a vybrat typ

staciondrni faze s ohledem na co nejlepsi selektivitu pro stanovované analyty. Velmi

42



Casto zde byva vyuzivana gradientova eluce a reverzni mdd separace. Gradientova eluce
umoznuje efektivni analyzu i velmi odliSnych analyt(i z pohledu polarity. Reverzni méd
je vhodny z pohledu rozpustnosti vzorku a je zaroven vétSinou dobfe kompatibilni
s hmotnostné spektrometrickou detekci, ktera velmi ¢asto nasleduje vzhledem ke svoji
citlivosti a moznosti identifikace molekul. Pro ionizaci analytd byva nejcastéji vyuzivana
ionizace elektrosprejem nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku. VétsSina
stanovovanych molekul obsahuje ve své struktufe dusik, a proto je volen pozitivni mod
ionizace. Pri kvantifikaci analytl je nutné zohlednit potencialné vyskytujici se matricové

efekty, proto je nej¢astéji vyuzivana kalibra¢ni metoda s pfidavkem interniho standardu.

[129]
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3 CiLE PRACE

Ovéreni totoznosti pomoci HRMS, stanoveni HPLC-UV Cistoty a studium schopnosti
prostupu pres potkani hematoencefalickou bariéru u nové syntetizovanych derivat(
7-Meoty (latky K1572-K1601) a u nové syntetizované latky 7-Feoty.

Vyvoj vysoce-selektivni HPLC-HRMS metody pro identifikace a relativni kvantifikace
metabolitll |. faze in vitro biotransformace takrinu, 7-Meoty, 7-Feoty a 6-
chlortakrinu na modelu lidskych jaternich mikrosoma.

Studium metabolizace takrinu, 7-Meoty a 7-Feoty na modelu potkanich a lidskych
primarnich hepatocytl a porovnani metabolického profilu takrinu mezi modelem
lidskych jaternich mikrosom( a vybranymi zvifecimi jaternimi mikrosomy.
Porovnani toxicity takrinu, 7-Meoty, 7-Feoty a 7-hydroxytakrinu na modelu CHO-K1
bunék, potkanich jaternich fez( a potkanich a lidskych primarnich hepatocyta.
Ovéreni hypotézy moZiného toxického plisobeni takrinovych derivatd
prostfednictvim chinon methidu diky metabolizaci: takrinovy derivat = 7-OH-takrin

-> chinon methid - SH-adukty s proteiny/glutathionem.
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4 EXPERIMENTALNiI CAST - KOMENTAR K PUBLIKOVANYM
PRACIM

4.1 Uvod do problematiky takrinové toxicity

Pfredkladand disertacni prace se primdrné zabyvad studiem takrinu a jeho
vybranych strukturnich analogl, jakoZto potencialnich kandidat( na léciva vyuzZitelna
v terapii Alzheimerovy choroby. Alzheimerova nemoc je nevylécitelné onemocnéni,
které je patou nejcastéjsi pri¢inou lidské smrti. Primarnim divodem této nelichotivé
statistiky je nedostatecné objasnéna patogeneze a etiopatofyziologie tohoto
onemocnéni v kombinaci s nedostatec¢né pokrytou Ié€bou. V terapii je v soucasné dobé
mozné vyuZit pouze omezené mnoistvi symptomaticky puasobicich léciv, jako jsou
inhibitory AChE donepezil, rivastigmin a galantamin a inhibitor NMDA receptor(
memantin, [4-611]

Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) je prvni molekulou ze skupiny
inhibitor( AChE, které byla v roce 1993 uvedena do klinického uZiti, avSak v roce 2013
musela byt stazena z dlivodu vyskytujicich se nezadoucich ucink(. Primarné se jednalo
o hepatotoxické plsobeni jeho metabolitu 7-hydroxytakrinu v jatrech, ktery je
povazovan za prekurzor velmi reaktivni molekuly chinon methidu. Navrhovanym
mechanismem toxicity je interakce chinon methidu s volnymi thiolovymi skupinami
glutathionu a hepatocytarnich protein za vzniku chinon methidovych SH- adukt(
( ). Zdavodu zamezeni tvorby téchto toxickych molekul bylo pfistoupeno
k zavedeni rGznych chemickych funkénich skupin blokujicich problematickou polohu 7-

na takrinovém skeletu, za vzniku 7-Meoty, 7-Feoty a dal3ich derivat(. [31,5558:59,62,75,77,83]

4.2 Nadéjné derivaty takrinu a 7-methoxytakrinu

Jednou z moznych chemickych obmén struktury takrinu, ktera potenciadlné muze
zabranit tvorbé toxického chinon methidu, je zavedeni methoxy skupiny do polohy 7- na
tetrahydro-akridinovém jadre za vzniku 7-Meoty. Charakterizace této molekuly je
podrobnéji popsdna v kapitole 2.2.2.2.1 Vybrané substituované derivaty takrinu.

Podobné jako u 7-Meoty a takrinu byl prokazan dudlni mechanismus ucinku

i u skupiny triceti derivatu takrinu a 7-Meoty, u kterych byly provedeny rizné modifikace
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zadkladni struktury (kédové oznacenim K1572-K1601, P¥iloha 1). Primarné se u téchto
latek jednd o zménu v Cetnosti cyklu nearomatické ¢dsti takrinového jadra v kombinaci
se substituci pomoci halogeni nebo methylové skupiny v aromatické ¢asti molekuly.
Z této skupiny derivatl bylo na zdkladé miry inhibice AchE a schopnosti blokovat NMDA
receptory vybrano 6 nejlepsich latek ( ). Jelikoz se jednd o latky cilici svym
mechanismem ucinku na CNS, byla u nich experimentadlné stanovena rovnéz jejich
schopnost prestupovat pres HEB a monitorovany potencidlni nezadouci

psychomimetické ucinky.

NH,  Hcl . NHz  Hcl NH, Hcl
D m m
~ “ =
N N N
K1575 K1576 K1578
Cl  NH; Hel NHz  HCl NH, Hal
Y OG0 UL
/ —
N7 N N
K1592 K1594 K1599

Obrazek 7: Chemické struktury vybranych latek pro dalsi testovani.

Schopnost latek prestupovat HEB byla nejdfive testovana in vitro na bunécném
modelu MDCK bunék, kde na zakladé vypoctu koeficientu zdanlivé propustnosti (PaPP,
Apparent permeability coefficient) bylo stanoveno, Ze u viech Sesti vybranych latek je
predikovana dobra dostupnost v CNS. Tato predikce byla ndsledné potvrzena na in vivo
modelu laboratornich mysi. Dospélym jedincim byla intraperitonealné aplikovana
davka 5 mg/kg testované latky a v intervalech 15 a 60 minut jim byla odebrana plasma
a mozek pro stanoveni koncentraci testovanych latek. Mozky byly nasledné
homogenizovany a spolecné s plasmou skladovany pfi teploté -80°C.

Pro stanoveni koncentraci latek byla zvolena technika HPLC-MS a jelikoZ se jedna
o stanoveni koncentrace v biologickych vzorcich, bylo pred analyzou realnych vzorka
nutné vybrat a optimalizovat vhodnou metodu Upravy vzorku. V rdmci hledani metody
s nejvyssi vytéznosti (recovery) byla testovana sada tfinacti extrakénich ¢inidel a dvou
precipitacnich cinidel ( ). Testovani probihalo tak, Zze 160 ul plasmy bylo
smichano se 40 pl roztoku testované latky v DMSO (c= 1 mg/ml) a pfidano 100 pl 5M
NaOH. Dale bylo pfiddno 1000 ul testovaného extrakéniho ¢inidla a inkubovano na

trepacce (10 min, 1200 RPM). Extrakéni smés byla nasledné centrifugovana (5 min,
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12 000 RPM), bylo odebrano 700 ul supernatantu a odpafeno na vakuové odparce do
sucha. Odparené vzorky byly nasledné rekonstituovany ve 100 ul 50% acetonitrilu
a nasledné analyzovany. Porovnani vytéznosti (recovery) testované latky za vyuZiti
rGznych cinidel probihalo z ddvodu potencidlné moZnych interakci u kazdé latky
samostatné . Jako ¢inidla s nejvyssi vytéZnosti se dle namérené intenzity
signalu jevil ethylacetat, 2-methyl-tetrahydrofuran a methylethylketon. Na zdakladé
ziskanych vysledk(l a faktu, Ze ethylacetdt byl experimentalné stanoven jako
nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo i pro takrin, 7-Meotu a takrin-trolox hybridni molekuly,
byla jako findlni a nejuniverzalnéjsi Uprava vzorkd pred analyzou zvolena extrakce
z kapaliny do kapaliny pravé za vyuziti ethylacetatu.

Analyza byla provedena na pfistroji Dionex Ultimate 3000 UHPLC pfipojeném
ke Q Exactive Orbitrap Plus hmotnostnimu spektrometru. Pro analyzu byla pouzita
5,5 minutovd gradientovd metoda a kolona Luna Omega Polar C18 (2,1 x 50 mm,
1,6 um). MF byla sloZena z vody s pfidavkem 0,1% kyseliny mravenci (v/v) (slozka A)
a acetonitrilu rovnéz s pridavkem 0,1% kyseliny mravenci (v/v) (slozka B). Pro
kvantifikaci byla sestrojena kalibra¢ni pfimka v rozsahu 0,5 nM - 50 uM a jako vnitini
standard pro kvantifikaci byl zvolen 7-Feota, jakoZzto strukturné podobna a lipofilnéjsi

latka.

Tabulka 1: Testovani vytéZznosti za pouziti rGznych extrakénich a precipitacnich cinidel.

Cinidlo K1575 K1576 K1578 K1592 K1594 K1599
ethylacetat 1,59E+08 | 1,37E+08 | 2,58E+08 | 3,71E+05 | 4,19E+08 | 4,20E+08
tetrahydrofuran 1,20E+08 | 1,29E+08 | 2,41E+08 | 3,44E+05 | 3,57E+08 | 3,20E+08
dichlormethan 9,92E+07 | 5,26E+07 | 1,81E+08 | 2,06E+05 | 2,63E+08 | 2,90E+08
2-methyl-

tetrahydrofuran 1,32E+08 | 1,29E+08 | 2,53E+08 | 4,93E+05 | 4,53E+08 | 3,82E+08
n-heptan 9,25E+07 | 9,36E+07 | 1,65E+08 | 2,96E+05 | 2,87E+08 | 6.35E7
methyl tert-butyl

ether 1,28E+08 | 9,78E+07 | 2,27E+08 | 3,84E+05 | 3,72E+08 | 3,43E+08
2-butanol 1,14E+08 | 1,03E+08 | 2,08E+08 | 3,68E+05 | 3,46E+08 | 3,50E+08
methylethylketon 1,57E+08 | 1,30E+08 | 2,97E+08 | 4,14E+05 | 4,22E+08 | 4,36E+08
4-methyl-2-pentanon | 1,16E+08 | 8,54E+07 | 2,29E+08 | 3,09E+05 | 4,19E+08 | 3,94E+08
1-pentanol 6,29E+07 | 5,06E+07 | 1,27E+08 | 1,81E+05 | 2,00E+08 | 2,20E+08
chloroform 1,39E+08 | 1,24E+08 | 2,34E+08 | 3,94E+05 | 4,10E+08 | 3,95E+08
hexan 8,66E+07 | 9,54E+07 | 1,09E+08 | 3,43E+05 | 2,77E+08 | 5,94E+07
1-butanol 7,06E+03 | 5,19E+04 | podE4 | 1,25E+03 | 3,81E+03 | 1,15E+03
acetonitril 1,25E+07 | 1,10E+07 | 2,04E+07 | 3,50E+04 | 2,99E+07 | 2,87E+07
aceton 2,85E+07 | 3,09E+07 | 3,41E+07 | 6,98E+04 | 1,27E+08 | 1,32E+08
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Ze stanovenych koncentraci latek v plasmé a mozku (Pfiloha 1, Tabulka 3) je
na modelu laboratorni mysi patrné, Ze vSech Sest testovanych latek je schopno
prostupovat snadno pres HEB (interval 15 minut) avsak jejich koncentrace v mozku
v Case pomérné rychle klesa (interval 60 minut), coZ naznacuje jejich pravdépodobné
rychlou eliminaci z centralni nervové soustavy.

Z pohledu nezddoucich uGc¢inkd nemély vybrané testované latky Zadny zdsadni
psychomimeticky efekt. Jedinym pozorovanym nezadoucim efektem bylo snizeni
pohybové aktivity testovanych mysi pfi aplikaci vysSich davek latek K1575, K1576,
K1578, K1592 a K1599.

Na zakladé prokdzaného dualni pusobeni a schopnosti prostupovat pres HEB
v kombinaci s dobrymi pilotnimi vysledky behavioralnich studii Ize vybrané studované

derivaty zaradit mezi nadéjné kandidaty pro vyvoj novych léciv v terapii AN.

4.3 Charakteristika molekuly 7-fenoxytakrinu

Studiem dalSiho nadéjného derivatu takrinu substituovanému v poloze 7-, 7-
Feoty, se zabyva druhd z pfiloZenych publikaci (Pfiloha 2). 7-Feota byla poprvé
pfipravena vroce 2020 pomoci 3-krokové chemické syntézy na Katedfe toxikologie
avojenské farmacie na Fakulté vojenského zdravotnictvi pfi Univerzité Obrany.
Pocatecnim krokem syntézy je cyklokondenzace 4-fenoxyanilinu s 2-oxocyklohexan-1-
karboxyldtem za wvzniku 7-fenoxy-1,2,3,4,9,10-hexahydroakridin-9-onu, ktery je
nasledné substituovdan molekulou chléru v pozici 9. Findlnim krokem je zavedeni
primarni aminoskupiny nukleofilni substituci za vzniku 7-fenoxytakrinu. 3

TotoZznost molekuly 7-fenotytakrinu byla stanovena pomoci HPLC-HRMS
instrumentace. Pro analyzu byla vyuzZita 7,5 minutova gradientova metoda na koloné
Kinetex C18 EVO (Phenomenex) s mobilni fazi slozenou z vodné a acetonitrilové slozky
[obé okyselené pomoci 0,1% kyseliny mravenéi (v/v)]. Stanovend hodnota
m/z=292,1324 byla naméfena sodchylkou 10 ppm od teoretické hodnoty
(m/z=292,1293). Déle byla pomoci HPLC-UV metody stanovena Cistota 7-fenoxytakrinu,
kterd byla pfi vinové délce 254 nm vypoctena na 95,4%. (&3]

Rovnéz u 7-Feoty byl pozorovan dualni ucinek. Jeji inhibi¢ni aktivita na enzym AChE

byla modifikovanou Ellmanovou metodou stanovena jako dostatecna (ICso=2,4 uM).
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Namérend hodnota byla pfiblizné 6x nizsi nez v pfipadé 7-Meoty (IC50=15,0 uM) a 2x
nizsi nez u klinicky uzivaného rivastigminu (ICso= 4,5 uM). Na druhou stranu donepezil
vykazuje aktivitu proti AChE o tfi rady vyssi (ICso = 0,023 uM). Na zakladé analyzy
bodovych mutaci byla pfi testovani schopnosti blokace NMDA receptord u 7-Feoty na
rozdil od dalSich takrinovych analogll stanovena unikatni schopnost vazat se do ifen-
prodilového vazebného mista a selektivné tak blokovat GIuN2B podjednotku. Tato
schopnost rfadi 7-Feotu mezi nadéjné kandidaty na posun do dalsich fazi vyvoje.

Dale byla u této molekuly studovéna in vivo farmakokinetika. Jako animalni model
byli pro studii wvyuZiti potkani z outbradniho kmene Wistar, kterym byla
intraperitonealné aplikovana davka 24 mg/kg. Potkani byli ndsledné usmrceni v deviti
¢asovych intervalech (0, 10, 20, 40, 60, 90, 180, 240 a 1440 minut) a byla jim odebrdna
krev a mozek. Po separaci krevni plasmy a homogenizaci mozkové tkané byla provedena
extrakce 7-Feoty pomoci dichlormethanu. Nasledna analyza a kvantifikace 7-Feoty byla
provedena na obdobné instrumentaci, jako tomu bylo v pfipadé latek K1572-K1601.
Jako staciondarni faze byla vyuZita Kinetex C18 (3,0 x 150 mm, 2,6 um; Phenomenex)
a jako vnitfni standard byl pred extrakci pfidavan 6-Cl-takrin.

Maximalni koncentrace 7-Feoty v mozku i plasmé bylo dosazeno v ¢ase dvaceti
minut od podani a polocas latky byl vypocten v plasmé na 54 minut a v mozku na
51 minut ( ). Z farmakokinetickych ktivek je tedy patrné, Ze latka dobre
a pomérné rychle prostupuje do mozkové tkané, ve které je na rozdil do plasmy

detekovatelna i po 24 hodinéach.
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Obrazek 8: Farmakokinetické krivky 7-Feoty v potkani plasmé a mozku (Pfiloha 2).

U 7-Feoty byl na potkanim modelu studovan také jeji potencialni neuroprotektivni
efekt. Jako model byly vyuzity NMDA indukované hipokampalni Iéze u potkana Wistar
zpUsobujici excitotoxicitu. V ramci studie byla u 7-Feoty prokazana schopnost redukce
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tvorby hipokampalnich |ézi a pfi porovnani jejiho neuroprotektivniho efektu s klinicky
uzivanym memantinem byl stanoven tento efekt jako velmi dobry. Navic v ramci
potkanich behavioralnich testl byla prokazana i schopnost 7-Feoty snizovat uméle
vyvolanou hyperlokomoci (Pfiloha 2). VSechny vysledky ziskané ve studii ¢ini ze 7-Feoty
velmi nadéjnou molekulu pro dalsi testovani a potencialni vyuziti v terapii Alzheimerovy

nemoci.

4.4 Hodnoceni biotransformace takrinu a jeho vybranych

derivati

Jak jiz bylo zminéno vySe za hlavni pfi€inu takrinové toxicity je povazovana jeho
metabolizace na 7-hydroxytakrin s naslednym vznikem biologicky vysoce reaktivniho
chinon methidu. V prechozich studiich byly c¢aste¢né popsany a charakterizovany
nékteré mono- a di-hydroxy metabolity takrinu a 7-Meoty za vyuZiti metod HPLC, [5877]
HPLC-MS, 62 TLC [160] hebho kapilarni zénové elektroforézy 161, 7adna z téchto metod
vSak necharakterizuje kompletni spektrum metabolit( takrinu a 7-Meoty, jelikoZ nejsou
dostatecné selektivni nebo citlivé. Jednim z dlivodu, pro¢ tomu tak je, mize byt i obdobi,
kdy byly metody pro monitoring metabolizace takrinovych molekul vyvijeny, jelikoz
vétina z publikovanych metod pochéazi z obdobi do roku 2000. [5862.77,160,161] \yzh|edem
k pomérné velkému progresu v oblasti HPLC-MS v poslednich tficeti letech bylo nasim
cilem vyvinout a optimalizovat novou vysoce selektivni HPLC-MS/MS metodu, ktera by
slouzila jako nastroj pro kompletni charakterizaci metabolizace takrinu a jeho derivatd,
a tedy i k nasledné predikci potencidlni biotransformacni toxicity u nové vyvijenych latek
ze skupiny takrinu (Pfiloha 3).

Jako parentni struktury pro vyvoj metody byly vybrany takrin a jeho tfi derivaty [7-
Meota, 7-Feota a 6-Cl-takrin ( )], které jsou substituovany pfimo nebo
v bezprostredni blizkosti k biotransformacné problematické pozici 7- na takrinovém
jadre. Jako zakladni in vitro testovaci model biotransformace byly zvoleny lidské jaterni
mikrosomy (HLM, Human liver microsomes). Pro hodnoceni biotransformace byla
vyuzita kombinace UHPLC Dionex Ultimate 3000 s Q Exactive Orbitrap Plus hmotnostnim
spektrometrem.

PFi vyvoji analytické metody byly s cilem ziskat co nejlepsi selektivitu pro vznikajici
metabolity testovany rlizné typy staciondrnich fazi. Pro porovnani selektivity byly za
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stejnych chromatografickych podminek analyzovany vzorky na koloné Kinetex C18,
Kinetex Polar C18 a Kinetex EVO. Vzhledem k pfitomnosti aromatickych jader na
takrinovém skeletu byla mezi testované SF zarfazena také kolona Kinetex PFP.
Z extrahovanych iontovych chromatogram( metabolit(i takrinu a jeho tfech derivat(
plyne, Ze nejvyssi retence a vyrazné lepsi selektivity pro mono- a di-hydroxy metabolity
bylo dosaZeno pfi pouZiti PFP SF. Pravdépodobné je tomu tak diky silnym m-rtinterakcim.
Na zakladé tohoto vysledku, byly testovany tfi dalsi kolony obsahujicich fenylové nebo
pentafluorofenylové skupiny (Kinetex Phenyl-Hexyl, Kinetex Bifenyl a ACE EXCEL C18-
PFP). BohuZel selektivita na bifenylové a fenyl-hexylové koloné byla pro vznikajici
metabolity vyrazné horsi v porovnani s Kinetex-PFP. Na druhé strané nejlepsi selektivita
pro monohydroxylované metabolity byla stanovena na koloné ACE Excel C18-PFP.
Nicméné tato kolona nebyla schopna separovat dihydroxylované metabolity. Jako
kompromis pro analyzu parentnich latek a jejich mono- a dihydroxylovanych metabolitt
byla tedy finalné zvolena kolona Kinetex PFP.

Dale bylo vramci vyvoje metody optimalizovano sloZeni mobilni faze. Jelikoz
pozadavek byl nejen schopnost separovat analyty s relativné odliSnou polaritou, ale
zaroven i umoznéni identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie, bylo pfistoupeno ke
gradientové eluci v reverznim médu. Testovana byla tfi odlisna sloZzeni mobilni faze, kde
nejlepsi citlivosti a selektivity bylo dosazeno pfti vyuziti vody a acetonitrilu s pridavkem
0,1% kyseliny mravenci (v/v). Nasledné byl testovan vliv koncentrace kyseliny mravenci
v MF v rozsahu 0,02 - 0,2 %. Nejvyssi selektivity a citlivosti pro vznikajici metabolity bylo
dosaZzeno pfi pouZiti vody s pridavkem 0,05 % kyseliny mravenci (v/v) (slozka A)
a acetonitrilu rovnéz s pridavkem 0,05 % kyseliny mravendi (v/v) (slozka B). HPLC-MS/MS
analyza metabolitl jedné latky trvala 25 min.

V prabéhu vyvoje metody bylo rovnéz pozorovano, Ze dlleZitou roli pfi separaci
metabolitl hraje nejen zvoleny typ SF, ale i nastaveni teploty. Napfriklad pti analyze
takrinovych dihydroxymetabolitd bylo lepsSi separace dosazeno pti 15°C, avsak pro
vétsSinu metabolitl byla optimalni teplotou separace teplota 40°C, které byla zvolena
jako finalni kompromis.

Nové vyvinutd HPLC-MS/MS metoda umoznila selektivné separovat a uréit pozici
hydroxylace na takrinovém jadre u vznikajicich mono- a di-hydroxylovanych metabolitd

takrinu a jeho tfech derivatl. Navrhovand pozice hydroxylové skupiny vychazi
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z retencniho chovani metabolitl, stability prekurzorovych iontld a pritomnosti
specifickych fragmentl v MS/MS spektrech. Diky vznikajicim fragmentiim v PRM MS/MS
maodu bylo mozné urdit, zda k hydroxylaci doSlo v aromatické nebo v nearomatické ¢asti
molekuly ( ). Stabilita aromatické hydroxy skupiny byla u fragmentl vyrazné
vys$Si nez stabilita nearomatické hydroxyskupiny. U nékterych navrzenych metabolit(

byla jejich struktura nasledné findIné potvrzena pomoci analyzy syntetickych standardu

(P¥iloha 3)
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Obrazek 9: Fragmentacni spektra vybranych metabolitl s nearomatickou (9a) a aromatickou

(9b) hydroxylaci (Ptiloha 3).

Pomoci nové vyvinuté HPLC-MS/MS metody bylo moiné po HLM inkubaci
separovat 16 metabolitli takrinu a 15 metabolitl 7-Meoty, z nichZ 4 metabolity (3-OH-
takrin, 5-OH-takrin, 2-OH-Meota a 3-OH-Meota) byly separované a charakterizované
poprvé. Pfi studiu metabolitli 7-Feoty a 6-Cl-takrinu bylo identifikovano 15, respektive
14 metabolitl. V pripadé téchto dvou latek se jedna o prvni studii, ve které byly
metabolity charakterizovany (PFiloha 3, Obrazky 6-8). Primarni cestou metabolizace
vSech Ctyr testovanych takrinovych molekul byla jejich monohydroxylace, doplnéna
marginalni tvorbou dihydroxymetabolit(i. U vSech testovanych latek byly identifikované
obdobné pozice hydroxylace a na zavér studie byla porovnana i relativni kvantita
jednotlivych vznikajicich metabolitd ( ). Z kolaCovych grafl je patrné, ze
k nejvice relativné zastoupenym monohydroxylovanym metabolitim patfil u vsech
molekul 1-hydroxy metabolit. S ohledem na teorii, Ze pfi¢inou hepatotoxicity takrinu je
metabolicka preména 7-hydroxytakrinu na chinon methid, byla u jednotlivych derivata
vénovana pozornost vzniku pravé tohoto metabolitu. V pfipadé takrinu tvofil 30 %
z celkového mnoizstvi metabolitll. Ze ziskanych dat je patrné, Ze cilena substituce
methoxy skupinou do polohy 7- takrinového skeletu (7-Meota) bohuZel vedla
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k procentudlné vyssi tvorbé 7-hydroxytakrinu (39 %) v porovnani s takrinem (30 %).
V absolutnim mnoistvi je produkce 7-hydroxytakrinu u obou molekul na stejné urovni.
Naopak tomu bylo v pripadé 7-Feoty, kdy doslo k redukci tvorby na pouhé 1 % a
v pfipadé 6-Cl-takrinu nevznikl 7-hydroxytakrin vlibec (Obrazek 10). Tyto vysledky byly
rovnéz potvrzeny porovnanim absolutniho mnozZstvi vznikajiciho 7-hydroxytakrinu.

(PFiloha 3, Obrazek S16).

Metabolites of tacrine Metabolites of 7-MEOTA

5% 4% 3%
10\

B 1-OH-tacrine (MT3) B 7-OH-tacrine [MT5) ® 7-OH-tacrine (MM1) = 1-0H-7-Meota (MN4)
4-OH-tacrine (MT4) 3-OH-tacrine (MT2) 4-OH-7-Meota (MMS) ® 2-OH-7-Meats (MM2)
W 5-OH-tacrine (MT6) W 2-OH-tacrine [MT1) 3-0H-7-Meota (MM3) di-OH-tacrines (MM6&-MMS)

di-OH-tacrines (MT7-MT16) = di-OH-7-Meota (MM10-MM15)

Metabolites of 7-Ph-O-TA Metabolites of 6-CI-TA
7% 5%
11%
12%

= 1-OH-7-Ph-O-TA (MP5) 4-OH-7-Ph-O-TA (MP6) = 1-OH-CHTA (MC3) = 2-OH-CLTA (MC1)
M Ar-OH-7-Ph-O-TA (MP4) 3-0H-7-Ph-0O-TA (MP3) 3-OH-CI-TA (MC2) di-OH-CI-TA (MC5-MC14)
di-OH-7-Ph-0-TA (MP7-MP15) B 2-0H-7-Ph-O-TA (MP2) u Ar-OH-CI-TA [MCS3) 4-OH-CFTA (MC4)

B 7-OH-tacrine (MP1)

Obrazek 10: Relativni zastoupeni metabolitl po inkubaci s HLM (Priloha 3, obr. 9). Jednotlivé
barvy reprezentuji metabolizaci ve stejné poloze takrinového jadra (napf. modra barva
odpovida metabolizace v poloze 1 apod.).

Diky aplikaci nové vyvinuté selektivni HPLC-MS/MS metody bylo prokazano, ze
specifické strukturni modifikace takrinového jadra (7-phenoxy a 6-chloro) mohou vést
k zdsadnimu sniZzeni tvorby metabolitu 7-hydroxytakrinu, jakoZto prekurzoru toxického
chinon methidu. Vyvinutou HPLC-MS/MS metodu je mozné s ohledem na jeji schopnost
separovat a identifikovat metabolity takrinu aplikovat nejen na jeho tfi studované
derivaty 7-Meotu, 7-Feotu, 6-Cl-takrin, ale také na dalsi takrinové strukturni analogy

s potencialnim rizikem tvorby 7-hydroxytakrinu.

53



V dalsi fazi studie byla vyvinutd HPLC-MS/MS metoda vyuZita rovnéZ pro
porovnani lidského a animalniho metabolického profilu takrinu s cilem nalézt vhodny
animalni model, ktery by nejlépe odpovidal lidskému modelu. Pro studium byly vyuzity
nejprve in vitro modely lidskych, mysich, potkanich a miniprasecich jaternich mikrosomu
(Pfiloha 4, Obrazek 2). Ze ziskanych biotransformacnich dat je patrné, ze mysi model je
Clovéku nejpodobnéjsi. Nasledné byly studovany modely primarni hepatocytd, pfipadné
jaternich fezl, na kterych byly potvrzeny vysledky ziskané na in vitro mikrosomalnich
modelech (Priloha 4, Obrazek 3). Jako Uprava vzorku pred analyzou byla stejné jako
u latek K1572-K1601 zvolena extrakce z kapaliny do kapaliny za vyuZiti ethylacetatu
z dlvodu nejvyssi vytéZznosti v porovnani s ostatnimi testovanymi extrakénimi ¢inidly.

Z dat ziskanych vramci disertacni prace plyne, Ze by s ohledem na hypotézu
toxického pusobeni chinon methidu bylo vhodné monitorovat vznikajici metabolity
uvsech nové vyvijenych takrinovych derivatd. Ktomuto ucelu by pro zakladni
monitoring metabolitd mohla slouZit a byt vyuZita nami nové vyvinutd HPLC-MS/MS

metoda.

4.5 Studium toxicity takrinu a jeho vybranych derivati

Se studiem biotransformace je u takrinovych molekul velmi Uzce propojena
i oblast (hepato)toxicity. V rdmci nasi studie byla porovnana toxicita 4 molekul (takrin,
7-Meota, 7-Feota, 7-hydroxytakrin) na ¢tyfech rliznych modelech, a to na CHO burikach
(Chinese Hamster Ovary, buriky vajecnikd samice c¢inského kiecka), potkanich a lidskych
primarnich hepatocytech a na potkanich jaternich fezech. | pres to, Zze 7-Feota produkuje
nejmensi mnozstvi 7-hydroxytakrinu, jakoZto prekurzoru toxicky plsobiciho chinon
methidu, byla u ni pozorovana nejvyssi toxicita mezi testovanymi molekulami na vSech
modelech (Pfiloha 4, Tabulka 1). JelikoZ maji testované molekuly odlisnou lipofilitu,
a tedy iodliSnou schopnost prostupovat do intracelularniho prostoru, byly vramci
naslednych experimentl upraveny vstupni davky takrinovych derivatl tak, aby bylo
dosazeno stejnych koncentracnich hladin testovanych latek v intraceluldrnim prostoru.
Avsak i po této Upraveé davek, byla stdle u molekuly 7-Feoty pozorovana nejvyssi toxicita.

Ziskané vysledky tak indikuji, Ze hlavnim vinikem hepatocelularni toxicity takrinovych
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derivatl nemusi byt pouze metabolit 7-hydroxytakrin a vyvolavaji otazku, zda je teorie
chinon methidového plsobeni validni.

Vzhledem k vySe uvedenym pozorovanim bylo pfistoupeno k experimentalnimu
ovéreni metabolického vzniku chinon methidu z takrinu, 7-Meoty, 7-Feoty
a 7-hydroxytakrinu (Pfiloha 4). JelikoZ chinon methid je ve své aktivni formé vysoce
reaktivni molekulou, kterou je velmi obtizné v biologickém prostfedi zachytit a nasledné
i analyzovat, byla pro prlikaz jeho pfitomnosti zvolena jeho detekce ve formé SH- aduktl
s cysteinem pripadné glutathionem. Takrinové derivaty byly tedy inkubovany s HLM za
pfitomnosti cysteinu a glutathionu s cilem umoznit tvorbu SH-aduktd. V namérenych
Full-MS hmotnostnich spektrech ziskanych z analyz inkubacnich smési byla detekovana
pritomnost aduktl chinon methidem s cysteinem (m/z = 334.12199) i s glutathionem
(m/z=520.18605). MS odezva cysteinovych aduktl byla v porovnani sadukty
glutathionu zaznamendna ve vyssi intenzité o dva az tfi fady. TotoZnost vznikajicich
adukt( byla potvrzena na zakladé identifikace specifickych fragmentd v PRM médu.

Vyrazné nizs8i mnoiZstvi SH- aduktl bylo detekovdno v pfipadé 7-Feoty, coZ
Ziskané vysledky sice potvrzuji vznik chinon methidu a jeho aduktl na modelu HLM,
avSak stale nepfinasi vysvétleni nejvyssi toxicity 7-Feoty namérené na mnohem
komplexnéjsim modelu primarnich lidskych hepatocyt(.

Za Uclelem objasnéni této pozorované diskrepance bylo pfistoupeno
k proteomické analyze lyzatd primdrnich lidskych hepatocytli po inkubaci s takrinem
a 7-hydroxytakrinem. Analyza za vyuZiti iodo-TMT znaceni volnych SH- skupin
neprokdzala zadnou pfitomnost SH-aduktl na proteinech. Vznikajici SH- adukty byly
stejnym iodo-TMT pfistupem naopak potvrzeny v pfipadé metabolizace paracetamolu
jakozto pozitivni biologické kontroly. Tato nase pilotni studie toxicity takrinovych
metabolitl tedy vyvolava otazku, zda je metabolizace 7-hydroxytakrinu na chinon
methid jedinym mechanismem toxicity takrinovych molekul. Tvrzeni, Ze by tomu tak
nemuselo byt, odpovidaji ziskané vysledky testu toxicity, kdy 7-Feota navzdory nizké
produkci 7-hydroxytakrinu vykazovala nejvys$si toxicitu. Zaroven bylo na modelu
primarnich lidskych hepatocytd inkubovanych stakrinem a 7-hydroxytakrinem
zaznamenano celkové snizeni koncentrace sérového transferinu v porovnani s negativni

kontrolou (Pfiloha 4). Pokles sérového transferinu, jakozto specifické transportni
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bilkoviny pro Zelezné ionty, byl jiz v minulosti popsan a propojen s narusenou funkci
jater v pfipadé jaterni cirhdzy s naslednym jaternim selhdvanim. (621 Tento pokles by
tedy mohl byt potencidlné propojen s odliSnym mechanismem takrinové hepatotoxicity.
Z nasich prvotnich proteomickych dat vSak zatim neni zcela ziejmé, jakym zplsobem
souvisi pokles hladin transferinu s hepatotoxickym plsobenim takrinu a zda je tento
pokles pfi¢inou nebo spiSe disledkem takrinem zplsobené toxicity.

Pro definitivni potvrzeni, zda je chinon methidovd teorie toxicity jedinym
mechanismem toxicity takrinovych molekul, je vSak zapotfebi provést dalsi experimenty
a méreni. Témto experimentlm se v soucasnosti velmi intenzivné vénuje tym Centra
biomedicinského vyzkumu ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové, kterého jsem ¢lenem,

ve spoluprdci s Katedrou fyziologie a farmakologie na Karolinska Institutet ve Svédsku.
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5 ZAVER

V historii lidstva mélo kazdé obdobi svlj zasadni zdravotni problém. V pribéhu
devatenactého stoleti se jednalo o smrtelnd infekéni onemocnéni, béhem dvacatého
stoleti zplUsobovaly potiZze prevdiné kardiovaskularni onemocnéni, a v prvni ¢tvrtiné
dvacatého prvniho stoleti se prozatim jedna o rtizné formy demenci a pandemii 2.
Nejcastéjsi formou vyskytujicich se demenci je AN, kterd je v soucasnosti nevylécitelnym
onemocnénim. Vyvoj novych léciv plsobicich v terapii tohoto onemocnéni je tedy velmi
zadany.

Disertacni prace je souhrnnym komentarem ke ¢tyfem publikovanym pracim a je
zamérena na studium takrinu a jeho analogu, které je mozné zaradit mezi nadéjné latky
potencidlné smérujici k uplatnéni v symptomatické terapii AN. Vyhodou téchto molekul
je prokadzany dualni mechanismus ucinku a velmi dobry prostup do CNS. Avsak jako
nutné se jevi u téchto molekul studovat jejich biotransformaci a pfipadné zabranit vzniku
toxického prekurzoru 7-hydroxytakrinu. Pti studiu metabolizace a farmakokinetiky
nachazi v poslednich letech nejvétsi uplatnéni technika HPLC-MS/MS.

V pocatecni studii byla vénovdna pozornost komplexnimu studiu a HPLC-MS
stanoveni schopnosti prostupovat pres HEB pro nadéjné derivaty takrinu, 7-Meoty a pro
7-Feotu. Diky dvéma noveé vyvinutym HPLC-MS metodam byla u molekul K1575, K1576,
K1578, K1592, K1594 a K1599 a 7-Feoty potvrzena jejich schopnost dobre prostupovat
do CNS. Na zdakladé jejich prokazaného dualniho plsobeni v kombinaci s dobrymi
pilotnimi vysledky behavioralnich studii na potkanech, Ize konstatovat, Ze tyto molekuly
patfi mezi nadéjné kandidaty na nova |éciva v terapii AN.

Druhd ¢ast experimentdlni prace se zabyvala studiem biotransformace a toxicity
takrinu a jeho derivatll 7-Meoty, 7-Feoty a 6-Cl-takrinu. Pro studium metabolizace
takrinovych molekul byla vyvinuta nova vysoce selektivni a citlivda HPLC-MS/MS metoda
umoznujici separaci a identifikaci vznikajicich metabolit(i. Primarni biotransformacni
cestou téchto molekul je jejich hydroxylace, kdy nejvice zastoupenym metabolitem je
metabolit hydroxylovany v pozici 1-. Velmi zajimavych zavérd bylo dosazeno pfi
porovnavani lidskych a zvifecich metabolickych profill testovanych latek za vyuziti
jaternich mikrosomU a primarnich hepatocytll izolovanych z rliznych organism. Jelikoz
potkan jako nejéastéji vyuzivany animalni model neprodukuje odpovidajici mnozstvi 7-
hydroxytakrinu, byl jako ¢lovéku biotransformacné nejvice podobny animalni model
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vyhodnocen model laboratorni mysi. Jako obecné nejvhodnéjsi in vitro model pro
charakterizaci biotransformace takrinovych derivat( se jevi model lidskych primarnich
hepatocytl (3D sféroidy).

Diky aplikaci nové vyvinuté HPLC-HRMS metody bylo zjiSténo, Ze 7-Feota tvofi po
inkubaci s HLM pouze stopové mnozstvi 7-hydroxytakrinu a Ze 6-chlortakrin tento
metabolicky prekurzor toxického plsobeni netvofi vibec. Z toxikologického pohledu by
tedy u téchto derivatd neméla ze 7-hydroxytakrinu vznikat reaktivni molekula chinon
methidu a mélo by se jednat o molekuly s nizsi toxicitou. Tato predikce vSak nebyla
v ramci nasich in vitro experimentl potvrzena. Z hlediska toxicity byla navic ziskana
analytickd a proteomickd data, ktera vyvoldvaji otdzky a indikuji, Ze publikovana chinon
methidova teorie toxicity by nemusela byt jedinym mechanismem vyskytujicim se u
takrinu a jeho derivat(.

Souhrnné vysledky predkladané disertacni prace pfinasi nové informace v oblasti
vyvoje novych takrinovych derivatli, které mohou pfispét k racionalizaci vyvoje
takrinovych derivatl jakoZto |éciv vterapii Alzheimerovy demence se sniZenou,

pfipadné nevyskytujici se hepatotoxicitou.
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derivatives biotransformation, 13. Postgradualni a Postdoktorandska védecka
konference, Hradec Kralové, 1-2. 2. 2023

Martin Novak: Biotransformation of tacrine implying its hepatotticity and how to avoid
it, Annual conferrence IT4Neuro(degeneration), Jablonné nad Orlici, 6-7. 10. 2022

Ondrej Soukup, Martin Novak: Targeting tacrine hepatotoxicity associated with the CYP
biotransformation, Interdisciplinary Toxicology Conference — TOXCON 2022, Hradec
Kralové, 29. 8.-1.9. 2022.

Martin Novak, Radim Kucera: LC-MS/MS study of first phase in-vitro biotransformation
of new promising tacrine derivatives, 12. Postgradudlni a Postdoktorandska védecka
konference, Hradec Kralové, 1-2. 2. 2022 — cena za nejlepsi predndsku v rdmci sekce
Pharmaceutical analysis and bianalytical chemistry

Martin Novak, Radim Kucera, Rafael Dolezal: LC-MS/MS study of first phase in-vitro
biotransformation of new promising tacrine derivatives, 11. Postgradudlni a
Postdoktorandska védecka konference, Hradec Kralové, 27-28. 1. 2021

Martin Novak, Radim Kucera, Rafael DoleZel, Lukas Prchal: LC-MS/MS study of the first
phase in-vitro biotransformation of new promising tacrine derivatives, 10. Postgraduadlni
a Postdoktorandska védecka konference, Hradec Kralové, 22-23. 1. 2020

Martin Novak: LC-MS/MS studie distribuce a I. faze in vitro a in vivo biotransformace
novych derivatd takrinu, V. Postgradualni védeckd konference, Dolni Mald Upa 17-18. 1.
2019

Plakdtova sdéleni - postery

Vladimir Finger, Martin Kufa, Martin Novak, Jak Kubes, Jan Korabecny, Jaroslav Roh:
Synthesis of purine derivatives with antimycobacterial aktivity, Interdisciplinary
Toxicology Conference — TOXCON 2022, Hradec Kralové, 29. 8. - 1. 9. 2022.

Martin Novak, Lukas Prchal, Rafael DoleZal, Radim Kucera: LC-MS/MS study of first
phase in-vitro biotransformation of new promising tacrine derivatives, VII. International
scientific conference Aplied Natural Sciences - ANS 2019, Tale, Slovenska republika, 25-
27.9.2019
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9 UCAST V GRANTECH

Spolunavrhovatel

e Structure-activity-toxicity relationship in newly discovered agents with high
antimycobacterial aktivity. (Start/MED/051)

Clen kolektivu

e Biotransformace takrinu implikujici jeho hepatotoxicitu. (GA23-07570S)

e Nervové paralytické latky ze skupiny novi¢ok( - toxicita a lé¢ba. (GA22-12859S)

e Vyvoj novych kandidatnich Iéciv pro terapii tuberkuldzy. (NU21-05-00446)

e Nové neuroprotektivni latky na bazi antagonismu NMDA receptor( a cholinergni
stimulace. (GA20-12047S)

e Dudlné ucinné potenciatory kognice pro paliativni [éCbu Alzheimerovy choroby.
(NU20-08-00296)

e Specifické serotonin-dopaminové moduldtory a jejich potencial v modelu
indukované psychdzy. (GA19-11332S)

e Vyvoj polyvalentniho dekontaminacniho ¢inidla. (NV18-09-00181)

e Vliv experimentdlniho gastrointestindlniho poskozeni na farmakokinetiku léciv
Alzheimerovy choroby. (GA18-13283S)

e Reaktivatory butyrylcholinesterasy pro pfipravu pseudo-katalytickych
scavengerll vyuZitelnych pfi intoxikacich organofosforovymi slouceninami.
(GA18-01734S)

e Nové hybridni molekuly v [é¢bé kognitivnich poruch spojenych
s neurodegeneraci. (GA16-08554S)

e Koncept nekvarternich reaktivatorl AChE jakoZto antidot otrav organofosfaty -
nova nadéje Ci slepa cesta? (GA15-16701S)

10 STAZE A DALSi ODBORNE ZKUSENOSTI

e Ucast na 23. roéniku Skoly hmotnostni spektrometrie, Milovy, 4-9. 9. 2022

e Absolvovani kurzu Analyza dat vsoftware Graphpad — prakticky, nazornég,
jednoduse, Milovy, 5. 9. 2022

e Zahrani¢ni staz na Institute of Pharmaceutical Sciences, Pharmaceutical (Bio-)
Analysis, University of Tibingen, Germany pod vedenim Prof. Dr. Michaela
Lammerhofera. (1. 2. —30. 4. 2022)

e Ucast na 8. roéniku Ceské chromatografické $koly, Zaje¢i, 19-22. 9. 2021 - 1.
misto v soutéznim znalostnim workshopu

e Ucast na 22. roéniku Skoly hmotnostni spektrometrie, Srni, 5-10. 9. 2021

e Ucast na 21. roéniku Skoly hmotnostni spektrometrie, Srni, 13-18. 9. 2020

e Absolvovani kurzu a zisk Osvédcéeni o odborné zpusobilosti k navrhovani pokust
a projekt pokust podle 15d ods. 3 zakona ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat
proti tyrani, ve znéni pozdéjsich redpist. (26-30. 11. 2018)
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