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POUZITE ZKRATKY

AP B-amyloid -amyloid
APP Amyloid precursor protein Prekurzor amyloidniho proteinu
BQCA Benzyl Quinolone Carboxylic Benzylester kyseliny
Acid chinolonkarboxylové
CNS Central Nervous System centrdlni nervova soustava
DMSO Dimethylsufoxide dimethylsulfoxid
F-127 Pluronic pufr
HEB Hematoencephalic barrier Hematoencefalicka bariéra
LC-MS Liquid Chromatography-Mass Kapalinova chromatografie —
spectrometry Hmotnostni spektrometrie
PAMPA Parallel Artificial Membrane Zkouska paralelniho umélého
Permeability Assay membranového pronikani
PBL Polar Brain Lipid Extrakt lipidu z mozku vepfte
PBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered Pufrovany fyziologicky roztok
Saline




ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim predikce prostupu takrinovych BQCA derivati,
potencidlnich 1é¢iv Alzheimerovy choroby, pfes hematoencefalickou bariéru (HEB) pomoci
metody PAMPA (paralelni umé¢lé membranové pronikani). Pokusili jsme se predikovat
prostupnost pomoci koeficientu permeability, studovat zavislost mezi rozpustnosti sloucenin
a jejich hodnotou log P (resp. log D) a nésledny vyznam téchto ukazateld k predikci jejich
prichodu HEB. K solubilizaci sloucenin byl zdivodu vysoce lipofilni povahy vSech
testovanych latek pouzit roztok 1% Pluronicu F-127 v PBS, ktery jiZ latky svou schopnosti
tvofit micely dokazal solubilizovat a zajistit mj. také jejich konstantni koncentraci v pribéhu
meéfeni. Vlastni stanoveni prostupu se provadélo tak, Ze se roztoky sloucenin nanesly
do donorové ¢asti mikrotitratnich desek (tzv. sendvicového uspotadani), na jejimz dné byl
nanesen roztok lipidu izolovany z mozku vepie (PBL), ktery slouzi jako membréana simulujici
fosfolipidovou membranu endotelu mozkovych kapildr. Touto membranou prochéazel roztok
latky do akceptorové Casti systému, ze které se poté méfila absorbance na spektrofotometru
a zaznamenavala se vysledna hodnota permeability v danych ¢asovych intervalech. Ziskané
vysledky jsme korelovali ke standardnim [éCivim se znadmym prichodem skrze HEB
a k fyzikaln&-chemickym vlastnostem. Vysledky ziskané z méteni v 1% roztoku F-127 byly
extrapolovany k vysledkim v PBS pomoci sady standardnich 1é¢iv stanovenych v obou
rozpoustédlech. Na zaklad¢ téchto udaji jsme dospéli k zavéru, ze vétSina studovanych latek
vykazovala rozsah permeability v PBS shodnotou mezi 2-4 x 10° cm.s!, z&ehoz Ize
usuzovat omezeny prunik skrz HEB. Pouze 2 studované latky udéavaly hodnoty dostacujici
k ptestupu ptes HEB. Potvrdili jsme také, Ze pasivni transport sloucenin nebyva vzdy zavisly
pouze na lipofilité, ale 1 dalsi parametry jako molekulova hmotnost jednotlivych latek, mira
ionizace ¢i koncentra¢ni gradient mohou hrat vyznamnou roli. Stejné tak i G¢innost Pluronicu

F-127 jako kosolventu nelze chapat jako pfisné€ zavislou na lipofilité testovanych M2 latek.

Kli¢ova slova: Alzheimerova choroba, takrin, PAMPA, hematoencefalicka bariéra



ABSTRACT

This master thesis deals with the determination of permeability prediction for tacrine BQCA
derivatives, potential drugs for Alzheimer’s disease, through the blood-brain barrier (BBB)

using the method of parallel artificial membrane penetration (PAMPA). We attempted to
predict the central bioavailability by the permeability coefficient, to study the relationship
between the solubility of the compounds and their log P (or Log D) and the subsequent
significance of these data for the prediction of their passage through the blood-brain-barrier.
A solution of 1% Pluronic F-127 in PBS was used to solubilize compounds and to ensure the
constant concentration during the measurement. The assay was performed so that the
solutions of compounds were applied to the donor part of microtiter plate (so-called sandwich
arrangement), the bottom compartment was covered by a solution of a polar brain lipid
isolated from pig brain (PBL), which serves as a membrane simulating the phospholipid
membrane of the brain capillary endothelium. The solution of the substance was allowed to
diffuse into the acceptor part of the system from which it was then sampled at specific time
intervals and measured on a spectrophotometer. The results were then correlated to commonly
used drugs with known passage through the BBB and to the physical-chemical properties. The
results obtained from measurements in a 1% F-127 solution were extrapolated to the results in
PBS using a set of standard drugs evaluated in both solvents. Based on these data, we
conclude that most of the tested substances showed the extent of permeability in PBS
represented by the value between 2-4 x 10 cm.s™!, suggesting limited penetration through the
BBB. Only two tested agents reported a value sufficient to permeate through the BBB. We
also demonstrate the fact that passive transport is not always dependent only on the
lipophilicity but another parameters such as the molecular weight of each substance, the
degree of ionization or concentration gradient can play a crucial role. Likewise, the
effectiveness of Pluronic F-127 as the solvent is not strictly dependent on the lipophilicity of

the tested compounds.

Keywords: Alzheimer’s disease, tacrine, PAMPA, blood-brain-barrier



1. UVOD

Alzheimerova choroba se v poslednich letech v populaci objevuje stale Casteji
a zaradila se tak, vedle rakoviny, hypertenze, diabetu mellitu aj., mezi soucasna civilizacni
onemocnéni. Jedna se o postupnou degeneraci a zanik neurontt v mozku, jehoz vysledkem je
zhor$eni kognitivnich funkci, zmény chovani a postupna ztrata kratkodobé paméti, coz
pacientovi vyznamné znemoziuje samostatné provadét bézné denni ¢innosti. V soucasné dobé
jsou pro terapii schvélena pouze 1é¢iva zpomalujici progresi choroby, inhibitory
acetylcholinesterdzy (AChE) a memantin. Prvni jmenované plsobi inhibici enzymu
degradujiciho acetylcholin, jehoz deficit v mozku zpasobuje vySe uvedené projevy nemoci.
Patfi sem donepezil, galantamin a rivastigmin. Jejich ¢innost se vSak zda byt v monoterapii
nedostacujici. Memantin, antagonista N-metyl-D-aspartatovych (NMDA) receptortl,
znemoziiuje vazbu glutamatu na tento receptor a zabraiiuje jeho nasledné neurotoxicité. Casto

se pouziva v kombinaci s nékterym z inhibitord AChE pro zvySeni u€inku.

Tato diplomova préace je zamé&fena na derivaty takrinu, tedy prvniho objeveného
inhibitoru AChE, kterému pro pouZivani v klinické praxi brani vyrazna hepatotoxicita
a gastrointestinalni diskomfort. V souvislosti s timto poznanim byl ptipraven jeho méné
toxicky derivat zvany 7-MEOTA. Pro tcely této prace bylo syntetizovano né€kolik dalSich
derivatl, tzv. hybridnich 1éc¢iv, u kterych bylo hlavnim tkolem predikovat prostup ptes HEB

in vitro.

Existuje n¢kolik metod, kterymi se stanoveni predikce penetrace latek pres HEB
provadi. Mezi in vivo metody fadime naptiklad stanoveni log BB jako ukazatele rovnovazné
distribuce mezi krvi a mozkem, které se provadi aplikaci intravenozni injekce ¢i kvantitativni
autoradiografii s méfenim dosaZené koncentrace aplikované latky v mozku, mikrodialyzou ¢i
tomografickymi metodami PET a SPECT. VétSina metod je vSak materialné a finanéné€ velmi
nakladnd a vyuziva laboratorni zvifata. In vitro metody zahrnuji ukazatele permeability (Pe)
ziskané scintilaénimi technikami, kapilarni elektroforézu nebo kapalinovou chromatografii
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Uvedené metody jsou také finanéné nakladné, fada
z nich vyZaduje drahé pfistrojové vybaveni. Proto jsme se my rozhodli pouzit metodu
PAMPA, ktera vynika svou relativni jednoduchosti, ¢asovou nenaro¢nosti a spotiebou jen
malého mnozstvi vzorku. Na druhou stranu poskytuje pouze limitovanou predikci

prostupnosti latek do CNS.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (Alzheimer’s Disease, AD) je charakterizovana jako chronické,
neurodegenerativni onemocnéni zptisobené postupnym zanikem neurontl v mozku
s naslednymi patologickymi zménami. Patfi mezi nejcastéjsi pfi¢inu demence u pacientl
vyssiho véku. Demence je definovéana jako progresivni kognitivni zhorSeni paméti spojené

s neschopnosti vykondvat bézné denni aktivity (O'Brien and Wong, 2011).

AD se nejcastéji projevuje ztratou kratkodobé paméti, kdy ma pacient uchované
vzpominky z minulych let, ale neni schopen vybavit si ¢innosti provadéné v piredchozich
dnech. Dal8imi typickymi projevy v prvotnim stadiu jsou poruchy feci nebo Casové a mistni
orientace, ¢asto mluvi velmi omezené, potichu a stroze. V pokrocilém stadiu ¢asto nastava
agresivni chovani vii¢i okoli, pacient nevéti osobam kolem sebe, nepoznéva je a titoci na né
slovné ¢i fyzicky. Mohou se objevit i halucinace a bludy. V kone¢ném stadiu je jiz pacient
pln€ odkdzany na pomoc druhé osoby, jelikoz neni samostatné schopen béznych ¢innosti, ma
potiZe s inkontinenci a chtzi. V disledku prodluZzovani délky Zivota v celosvétové populaci
stoupa pocet jedinct trpicich touto chorobou a stava se tak v soucasnosti velmi zavaznym

zdravotnim problémem (Nevsimalova S, 2002).

2.1.1 Historie Alzheimerovy choroby

Nézev onemocnéni pochézi z pfijmeni Aloise Alzheimera, ktery v roce 1907 po pitvé
pacientky s progresivnimi dusevnimi poruchami zachytil 2 zasadni patologické zmény
v nervove soustave: vznik neurofibrildrnich klubek v neuronech a extracelularnich
amyloidnich plakii, znazornénych na Obr. 1. Tento nélez byl aZ po né€kolika desitkéch let
izolovén a v roce 1987 byl pojmenovéan jako amyloid beta (AB) (O'Brien and Wong, 2011).
Ptestoze nebyl doposud vysvétlen piivod téchto patologickych 1€zi, predpoklada se, ze zmény

.....

nemoci (Mayeux and Stern, 2012).



Mozek zdravého jedince Mozek s Alzheimerovou chorobou
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Obr. 1: Mozek neuronii zdravého jedince na obrazku vlevo a mozek jedince
postizeného Alzheimerovou chorobou na obrazku vpravo s viditelnymi
plaky amyloidnimi a neurofibrildrnimi klubky uvniti neuronii.
Modifikovano dle: (Buratov, 2014).

2.1.2 Epidemiologie

Globalni prevalence demence byla v roce 2010 odhadnuta na 4,7 % pacientti ve véku
60 let a vice, tedy piiblizné 35,6 miliond. Pfi¢emz podstatn€ vice byvaji demenci postizeny
zeny ziejmé kvuli tomu, Ze se obecné dozivaji vyssiho veéku. Z téchto udaji se odhaduje, Ze
60-80 % piipadi demence je klasifikovanych jako AD. Piedpoklada se, Ze kazdych 20 let se
tento pocet zdvojnasobi, tedy v roce 2030 1ze ocekavat diagnozu demence u 65,7 milioni
pacienttl. Jak jiz bylo feceno, tento rapidni nartist je dan zejména rostoucim starnutim

populace (Sosa-Ortiz et al., 2012).

2.1.3 Familiarni a sporadicka Alzheimerova choroba

AD se déle d€li na 2 typy. Prvni z nich je geneticky podminén, jedna se o autozomalné
dominantni familiarni Alzheimerovu chorobu a byva u pacientli velmi vzacna. Pfedpoklada se
zde mutace tzv. presenilniho genu 1 na chromozomu 14 (nej¢astéjSi mutace), presenilniho
genu 2 na chromozomu 1 a genu prekurzoru amyloidniho proteinu (APP) na chromozomu 21.

v

Populacné pocetnéjsi je tzv. sporadickd AD, jejiz pficina zfejme souvisi se stoupajicim vékem
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pacienttl, a tedy piidruzenymi zdravotnimi problémy. Hovoii se také o tom, které bunécné
metabolické abnormality mohou byt zodpovédné za vékem podminénou sporadickou AD

(Maurer and Hoyer, 2006).

2.1.4 Etiopatogeneze Alzheimerovy choroby

V centru pozornosti etiopatogeneze je predevsim deficit glukdzy v mozku — typicky
pro vék 70 let a vice az 0 25 % - neboli poruchy energetického metabolismu. Doposud vSak
neni jasné, stejné jako u jinych teorii etiopatogeneze AD, zda se jedna o primarni pficinu ¢i
pravodni jev onemocnéni. Snizena utilizace glukdzy v mozku u sporadické AD mize byt
zprosttedkovana snizenou schopnosti enzymu §tépit glukézu a podilet se na vzniku
a degradaci acetyl-CoA. Poruchy energetického metabolismu mohou zpiisobovat deficit
acetylcholinu nedostate¢nou tvorbou acetyl-CoA, ktery se vyznamné podili na jeho vzniku.
Timto byla popséna jedna z prvnich hypotéz vzniku AD — cholinergni hypotéza. Ta je
charakterizovana sniZzenim cholinergnich funkci v CNS zplisobenym vyznamnou ztratou

acetylcholinu, ktera vyust'uje v poskozeni kognitivnich funkci (Cummings and Kaufer, 1996).

Acetyl-CoA je mj. soucasti drahy syntézy cholesterolu, hlavni slozZky membran,
a pii jeho nedostatku dochézi k poruSe funkce bunééné membrany. Dale také dochazi
ke zmén€ pomeru nenasycenych (snizeni) ku nasycenym mastnym kyselindm (zvySeni)
v bunééné membrang, coz vede k poruse jeji funkce a fluidity. Pfedpoklada se tedy, ze
vzajemny vztah mezi poruchou energetického metabolismu a defektem membrany tvoti
zéklad jak pro indukci metabolismu amyloidniho prekurzorového proteinu (APP),
zodpoveédného za tvorbu AP, tak pro hyperfosforylaci tau-proteinu ni¢iciho bunécéné struktury

poskozenim mikrotubulii (Maurer and Hoyer, 2006).

Dostavame se tak ke druhé tzv. amyloidni hypotéze. APP je transmembranovy
glykoprotein syntetizovany v neuronech a poté je uchovavan v endoplasmatickém retikulu
a Golgiho aparatu. Odtud je transportovan bud’ na povrch buné¢k, kde dochézi k okamzité
proteolyze prostiednictvim enzymu o-sekretdzy a nasledné y-sekretdzy. Druhou minoritni
moznosti je transport APP do endosomélniho kompartmentu, kde dochézi k jeho Sté€peni
nerozpustného AB. Ten je ptfepraven do extracelularniho prostoru, kde se hromadi a tvoii se
shluky, nékdy oznacované jako tzv. senilni plaky. Na ty organismus reaguje jako na cizoroda
télesa a dochazi tak k vyplaveni astrocytti a mikroglii a rozvoji sterilniho zanétu (zanétliva

hypotéza). V ramci spusténi obrannych imunitnich reakci dochazi k uvolnéni cytokini

-4-



(ptedevsim interleukini a tumor nekrotizujiciho faktoru a: TNFa), které indukuji kaskadu
chemickych reakci vedouci ke smrti neuronti. Mechanismem smrti je pravdépodobné
apoptdza, ktera je spusténa mj. oxidativnim stresem prostiednictvim AP (oxidativni

hypotéza).

Védecky bylo zjisténo, ze AP ovliviiuje Stépeni a fosforylaci tau-proteinu, coz je
zéasadni pro vznik neurofibrilarnich klubek (NFT). Tato klubka jsou charakterizovana jako
intracelularni nerozpustné inkluze, tvofené primarné ze $tépenych a hyperfosforylovanych

forem tau-proteinu, ktery je pravdépodobné hlavnim medidtorem toxicity Ap.

Jak jiz bylo fe€eno, nepatrné mnozstvi (okolo 10 %) APP v mozku je kontinualné
metabolizovano na A. Jednim z alternativnich vysvétleni pro kumulaci AB by mohl byt vétsi
podil tohoto alternativniho Stépeni APP. Je potieba vSak zdlraznit, ze urcité procento pacienti
trpicich AD nema nalez v podob¢ amyloidnich plakii, pouze neurofibrilarnich klubek. Toto
zjisténi doklada nékolik studii (Chetelat et al., 2016) (Crary et al., 2014), ovSem je na misté
zminit, ze presného stanoveni absence AP je mozné docilit az pitvou, nikoliv béhem zivota

pacienta, kdy se tato vySetieni provadéla.

2.1.5 Rizikové faktory Alzheimerovy choroby

Mezi nejcastéji uvadeéné rizikové faktory se fadi cerebrovaskularni onemocnéni
zahrnujici infarkt, mozkové krvaceni, kortikalni zmény v disledku hypoperfuze
a vaskulopatie. Mozny mechanismus, ktery by mohl vést k poskozeni kognitivnich funkci, je
destrukce parenchymu mozku s atrofii a poSkozeni dilezitych oblasti vedoucich k infarktu
thalamu a zvySené depozici AP. Pfi ischemii a ndsledné hypoxii naptiklad dochazi
k nadmérné expresi cyklin-dependentni kinazy 5 (cdk5), ta poté zvysi hladinu B-sekretazy, jez
stimuluje APP, se kterym je spojena zvySend tvorba Ap.

Riziko AD lze oc¢ekavat také u pacientli s anamnézou hypertenze, dyslipidémie ¢i

kouteni. VSechny tyto faktory pfispivaji k naruseni funkce a prichodnosti cév, coz vede

k omezeni pfisunu kysliku a gluk6zy do mozku.

Dalsi nemén¢ vyznamnou chorobou, ktera zvysuje riziko AD az dvojnasobné& oproti
piedeslym, je diabetes mellitus 2. typu. Hyperinsulinémie narusuje clearance A} v mozku
kompetici o enzym metabolizujici insulin (Mayeux and Stern, 2012).

VSechny vySe zminéné rizikové faktory postihuji pfedevSim populaci starsi 60 let,

a proto by se dalo fici, Ze tim zadsadnim rizikovym faktorem je praveé vek.
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2.1.6 Protektivni faktory

Existuji také faktory, které snizuji riziko Alzheimerovy choroby. U jedinct s vysokym
dosazenym vzdélanim, pestrym zivotnim stylem a n¢kolika volno¢asovymi aktivitami byl

zjistén nizsi vyskyt AD (Evans et al., 1989).

Zvyseny ptisun nasycenych mastnych kyselin v potravé zvysuje hladinu LDL, ¢imz se
podnécuje riziko cévnich mozkovych piihod, a tedy i AD. Proto konzumace omega-3
mastnych kyselin, které umi naopak snizovat hladinu LDL v krvi, je nezbytnym dietnim

opatfenim v raném stadiu AD.

Fyzicka aktivita je dal§im pfinosnym faktorem, ktera dle studii na zvitatech dokaze
zlepsit u¢eni u mladych 1 starSich druht, podpofit mozkové cévni zdsobeni a stimulovat
odolnost vii¢i traziim mozku. Dle jedné metastudie, 8 z 11 randomizovanych studii
o pohybovych aktivitach u starSich pacientl bez znamé kognitivni poruchy uvedlo, ze aerobik

jako vybrany druh pohybové aktivity zlepsil jejich kognitivni funkce (Angevaren et al., 2008).

2.1.7 Soucasné uzZivana terapie

Soucasna terapie je bohuzel omezena pouze na zmirnéni projevil, zpomaleni progrese
a zlepSeni kvality Zivota. Terapeuticky se tedy momentaln€ pouzivaji a jsou klinicky
schvaleny agenturou Food And Drug Administration (FDA) 2 skupiny 1é¢iv: inhibitory

cholinesterazy a antagonist¢ NMDA receptoru.

2.1.7.1 Inhibitory acetylcholinesterazy

Pouziti téchto sloucenin v terapii AD vychazi z patologického nalezu v mozku
pacientil, kterym je vyrazny deficit acetylcholinu (Ach) a cholinacetyltransferazy (CAT),
enzymu produkujiciho acetylcholin. Proto byly vyvinuty latky, jejichz mechanismem u¢inku
je blokéada acetylcholinesterazy (AChE), tedy jednoho ze 2 enzyma metabolizujiciho
acetylcholin. Casto se mtizeme setkat s pojmem kognitiva, jelikoZ pravdépodobné zlepsuji
pozornost a pamétoveé schopnosti. V soucasné dobé€ jsou schvalena 3 1éCiva pattici do této
skupiny: donepezil, galantamin a rivastigmin. Prvni 2 slou€eniny selektivné blokuji AChE,
u rivastigminu byla navic prokazana inhibice butyrylcholinesterazy (BuChE) — dalsiho
enzymu rozkladajici acetylcholin. Jejich limitujicimi faktory jsou pfedev§im omezena

ucinnost a ¢asté nezadouci ucinky jako nadmérnd hypersekrece zlaz a gastrointestinalni



dyskomfort. OvSem objev téchto 1éCiv byl zasadni pro vyvoj dalSich molekul v terapii AD
(Greenlee et al., 2001).

Donepezil je selektivni, nekompetitivni a reversibilni inhibitor AChE, chemicky se
fadi mezi piperidinové derivaty. Z vyse uvedenych 1éCiv je nejucinngjsi a pacienty je nejlépe
snaSen. Pouziva se na mirné az stfedné tézké formy nemoci, a to jak v monoterapii, tak
1 v kombinaci s memantinem (viz déle). Pro klinickou praxi je vyhodny jeho dlouhy
biologicky polocas (70 hod.), coz umoziuje ddvkovani pouze 1x denné. Nezadouci u€inky na
gastrointestinalni trakt se objevuji nejcasteji béhem zahajeni terapie a po ¢ase vymizi (Jelic

and Darreh-Shori, 2010).

Druhym selektivnim inhibitorem AChE je galantamin, isochinolinovy alkaloid
puvodné izolovany ze snézenky z Celedi Amaryllidaceae, nyni se jiz vyrabi synteticky. Stejné
jako donepezil je nekompetitivnim a reverzibilnim inhibitorem AChE. Na rozdil od n¢j je
vSak také alosterickym moduldtorem nikotinovych receptorii pro acetylcholin, coz
pravdépodobné jesté zlepsuje jeho tcinek. Plisobenim na tyto receptory dochazi navic
k regulaci dalSich neurotransmiterd, jako naptiklad serotoninu, noradrenalinu, GABA
(kyselina y-aminomaselné) a glutamatu, které se vyznamné podileji na ovlivnéni nalady
a psychického stavu ¢lovéka. Co se vSak tyc€e inhibice acetylcholinesterazy, ta se zda byt dle
studii pomérné slabé, navic se béhem terapie galantaminem objevovaly u pacienta Casté
gastrointestinalni potize, proto je nutné zacinat od nizkych davek a postupné je zvySovat
k davkam terapeutickym (Marco-Contelles et al., 2006). Vzhledem ke kratkému biologickému
polocasu (7 hod.) je nutné davkovani 2x denné, nebo Ize pouZit retardovanou formu léciva

v jedné denni davce.

Poslednim z trojice 1€€iv je rivastigmin, strukturné pattici mezi derivaty karbamat.
Ten se kromé inhibice AChE miiZe py$nit také inhibici butyrylcholinesterazy. Hovofi se
o ném téz jako o pseudo-ireverzibilnim inhibitoru téchto enzymu (tzn. v molekule
cholinesterazy dochazi ke kompetitivnimu vytésnéni Ach inhibitorem, ktery je poté sdm
enzymy odbouravan) (Jirak, 2006). Jeho zasadni nevyhodou pro praxi je vysoky first-pass
efekt po perordlnim podani, kvili ¢emuz je jeho biologickéd dostupnost kolem 35 %. Jeho
metabolity prakticky postradaji schopnost inhibovat AChE (Polinsky, 1998). Peroralné se
podava 2x denné, biologicky polocas je kolem 1 hod. V rdmci zvySeni jeho G¢innosti a
snaSenlivosti bylo zjisténo, Ze jeho mald molekula je vyhodna pro absorpci pies klizi, proto
byly vyvinuty transdermalni néplasti s rivastigminem, diky nimz se vyhneme first-pass efektu

a zvysi se tak biologicka dostupnost. U pacientil s transdermalni 1ékovou formou bylo téz
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zaznamenano sniZzené hlaseni nezadoucich u¢inka na gastrointestinalni trakt. Pfestoze

v transdermalni naplasti je jeho polocas kolem 3 hod., podava se pouze v jedné denni davce,
jelikoz jeho absorpce je vyrazné zpomalena oproti absorpci pii peroralnim podani. Dal§im
benefitem oproti administraci per os je snizeni davky, kdy davka 6mg/den rivastigminu

v kapsli odpovida davce 4,6mg/den rivastigminu v transdermalni naplasti (Winblad and

Machado, 2008).

Vibec prvnim inhibitorem AChE zavedenym do klinické praxe byl akridinovy derivat
takrin (viz Obr. 3). Stejn¢ jako rivastigmin je reverzibilnim inhibitorem obou cholinesteraz.
Duivodt, pro€ ho nenajdeme v soucasné terapii AD je hned nékolik. Jeho biologicky polocas
je kolem 2 hod., coz vyzaduje velmi nepraktické davkovani 4x denné, biologicka dostupnost
se pohybuje v rozmezi 10-30 %. Vyznamné se vaze na bilkoviny plazmy (az z 55 %) a je
siln€ metabolizovan cytochromem P-450, coz vede k vysokému riziku lékovych interakei.
Dal$im vyraznym limitem pro pouZiti v praxi je jeho vysoky potencial k hepatotoxicité, ktera

se stala diivodem vysazeni 1é¢iva (Davis and Powchik, 1995).

2.1.7.2 Antagonisté NMDA receptori

NMDA receptory jsou receptory pro N-metyl-D-aspartatovou kyselinu ¢i glutamat,
ktery je spolu s aspartatem excitacnim neurotransmiterem v CNS, podilejicim se vSak takeé
pfi nadmérné stimulaci na neurotoxicité. NMDA receptory zasahuji mj. do procest uceni
a pam¢ti, ale také zptisobuji zejména degeneraci neuronti a jejich naslednou smrt jejich

nadmérnou stimulaci (Moriyoshi and Masu, 1991).

Strategii 1écby bylo tedy najit antagonistu NMDA receptort, ktery by neuronalni
poskozeni, vyust'ujici mj. v Alzheimerovu chorobu, potlacil. Zastupcem této skupiny je
memantin. Je oznacovan jako ,,otevieny blokator kanalti“, jelikoz mlze vstoupit dovnitf

kanalu a blokovat priitok v ném az po jeho otevieni (Johnson and Kotermanski, 2006).

Dle jedné studie zabyvajici se u¢innosti a bezpecnosti memantinu v terapii AD bylo
zjisténo, ze jeho ucinnost je velmi uspokojiva, doslo ke zlepseni kognitivnich funkci
a chovani pacientli s AD po 12 tydnech terapie. Byl také velmi dobfte tolerovan,
z nezadoucich ucink se vyskytla obCasnd nauzea, zavrate, neklid a inava (Winblad and
Poritis, 1999). Podava se peroralné u stfedné tézkych forem AD, u téZkych forem se
s vyhodou pfidavéa do kombinace s donepezilem (Tariot et al., 2004). I tato kombinace ma

vSak pouze docasny efekt a nevede k trvalému zlepSeni.



2.1.8 Dopliikova terapie

2.1.8.1 Latky stimulujici metabolismus v CNS: Nootropika a dalSi

Jak jiz bylo feCeno v etiopatogenezi Alzheimerovy choroby, glukéza je dilezitym
zdrojem energie pro neurony a jeji metabolismus je u starSi populace naruSen. Proto se
vyzkum zaméfil také na zlepSeni metabolismu glukdzy v mozku pouzitim nootropik, které

navic zvySuji vyuziti kysliku zlepsenim prokrveni mozku.

Prvnim objevenym lécivem z této skupiny latek byl piracetam. Jeho mechanismus
ucinku neni zcela objasnén, neni zndm zadny receptor, ke kterému by se vazal ani zadny
enzym ¢i transportni systém, ktery by ovliviioval (Muller et al., 1999). Vime vSak, Ze vyrazné
zlepSuje metabolismus CNS, zvySuje uvoliiovani acetylcholinu a tim zlepSuje kognitivni
funkce u starSich pacientli s demenci (Weinstock, 1995). Ovsem jeho ucinnost v 1é¢bé AD
nebyla studiemi dostatecné€ prokazéana. Jeho derivaty pramiracetam, oxiracetam ¢i aniracetam

jsou prozatim ptedmétem studii (Gouliaev and Senning, 1994).

Do nootropik se fadi téZ pyritinol, derivat vitaminu Bs, jehoZ mechanismus zahrnuje
zvyseni utilizace glukdézy v mozku a omezeni plisobeni volnych radikald. Dle studii
provedenych na pacientech s mirnou az stiedni intenzitou AD bylo prokazano zlepSeni
bdélosti. Také byl pacienty velmi dobie tolerovan a bylo zaznamenéano pouze nepatrné
mnozstvi nezddoucich Gc€inkd. OvSem jeho vliv na zlepSeni celkové progrese onemocnéni je

velmi omezen (Fischhof P.K., 1992).

Ginkgo biloba, konkrétné extrakt z listl rostliny, se v dneSni dob¢ objevuje v ramci
podptlirné terapie demence ¢im dal €astéji pro svilj vysoky obsah flavonoidii. Ty vyznamné
plsobi proti oxidativnimu stresu. Dale ginkgo plisobi jako antagonista PAF faktoru (faktor
ovliviiujici krevni desticky) a tim potlacuje zanétlivy proces, ktery je jednou z hypotéz vzniku
AD (Oken et al., 1998). Vyuziva se proto pfedevSim v terapii cévnich mozkovych poruch.
ZlepSeni kognitivnich funkci a zpomaleni progrese AD uZivanim ginkgo biloby vSak nebylo

doposud uspokojivé prokdzano (Sabbagh, 2009).

2.1.8.2 Scavengery kyslikovych radikalii

Dalsi hypotézou, kterd by mohla hrat roli v patogenezi Alzheimerovy choroby a byla
jiz okrajov€ zminéna vyse, je oxidativni stres. V soucasné dob¢ je znamo, Ze samotny
oxidativni stres nemtze vyvolat AD. Produkce volnych radikali je podminéna sledem

nckolika patologickych mechanismii, ze kterych Ize jmenovat pritomnost AP, neuritické
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plaky, nedostatek elektront v mitochondriich a naruSena rovnovaha enzymii zasahujicich
proti volnym radikalim. Oxidativni stres 1ze redukovat pomoci tzv. scavengeri kyslikovych
radikalt ¢i antioxidantti. Mezi scavengery patii napiiklad jiz zminéné ginkgo biloba, vitamin
A, vitamin C, vitamin E ¢i idebenon. Antioxidanty se uplatiiuji jiz ve fazi vzniku radikala

a snizuji jejich hladiny. Nejznadmé&j$im zastupcem je selegilin, inhibitor enzymu MAO-B
(monoaminooxidaza B, enzym katabolizujici katecholaminy) (Rdosler et al., 1998). Zda
oxidativni stres hraje roli v patogenezi AD natolik diilezitou, aby se do jeji terapie tyto latky

zahrnuly, je prozatim piedmétem diskuzi.

2.1.8.3 Latky stimulujici syntézu NGF

NGF (Nerve growth factor), v ptekladu nervovy ristovy faktor, hraje dilezitou roli
v zivotaschopnosti cholinergnich neuronti v CNS. Dle nékolika védeckych studii bylo
zjisténo, Ze deficit NGF receptort by mohl piedchézet Alzheimerové chorobé, coz by
vysvétlovalo selektivni degeneraci téchto neuront. Po intrakranidlnim podani NGF jednomu
z pacientll s Alzheimerovou chorobou doslo ke zlepSeni verbalni a epizodické paméti a zvysil
se pratok krve v mozku. Nicméné kognitivni funkce zlstaly beze zmény, coz se ovsem
pficitalo jiz dlouholetému trvani AD u pacienta. Relativné nové slou¢eniny, propentofylin
a TMQ = 6-(4-hydroxybutyl)-2,3,5-trimethyl-1,4-benzoquinon stimuluji syntézu NGF
v astrocytech a selektivné zvysuji jeho hladinu v hippokampu (Weinstock, 1995). Uginnost
TMQ byla prokazana in vitro 1 in vivo, kde zvysil hladinu NGF a obnovil snizenou aktivitu
cholinacetyltransferazy (Nitta et al., 1993). Tyto molekuly by mohly piedstavovat
selektivnéjsi a méné toxickou 1écbu porusené paméti souvisejici se ztratou cholinergnich
neuronl a mohly by pfinést benefit u AD diagnostikované v ranych stadiich onemocnéni

(Weinstock, 1995).

2.1.8.4 NSAID’s

V poslednich letech se v patogenezi AD dostava do popiedi i hypotéza vyplyvajici
ze skutec¢nosti, Ze zanét v CNS je primarnim mechanismem neurodegenerativnich zmén
a poskozeni mozku. V souvislosti s tim poukdzaly epidemiologické studie na to, Ze bézné
uzivanad nesteroidni antiflogistika, s vyjimkou kyseliny acetylsalicylové, mohou u starSich
pacientl pfispét k zabran€ rozvoje Alzheimerovy choroby redukci aktivovanych makroglii,

coz nasledné vede ke snizeni ulozené¢ho AB. Nicméné pouziti v klinické praxi se
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pii dlouhodobém uzivani ukézalo jako rizikové a u nékolika pacienti bylo nutné pierusit

terapii z divodu zdvaznych nezddoucich ucinki typickych pro NSAIDs (Sabbagh, 2009).

2.1.8.5 Inhibitory fosfodiesterazy

Vzhledem k neptiznivym vysledktim pii uzivani NSAIDs se poté vyzkum soustiedil
na hledani molekul zprosttedkovavajicich tlumeni zdnétu, které by nepiedstavovaly
pro pacienta tak vyznamné riziko a zGstaly by stale dostatecné efektivni v 1é€bé AD. Proto se
zaméfili na inhibitory fosfodiesterazy 7 nachézejici se v buiikach mozku, jejichz
mechanismus ucinku spociva v inhibici tohoto enzymu, ktery rozklada cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP). (Morales-Garcia et al., 2014) Jednou z funkci cAMP je
neuroprotekce v souvislosti s regulaci aktivity bunék zanétu. (Perez-Gonzalez et al., 2013)
Zvysené mnozstvi cAMP aktivuje proteinkinadzu A, ta vede k fosforylaci enzymu GSK-33
(glykogensynthasa kinasa-3p), ktery zodpovida za fosforylaci tau-proteinu podilejiciho se
na vzniku neurofibrilarnich plakd (Lovestone et al., 2015). Jejich pouZiti je ovSem prozatim

stale predmétem zkoumani.

2.1.8.6 Statiny

Zvysena hladina cholesterolu je ¢asto spojovana se zvySenim rizika Alzheimerovy
choroby. Dlouhodobym uZivanim inhibitorti hydroxymethylglutaryl-CoA reduktazy bylo
zaznamenano sniZeni rizika rozvoje AD az o 75 %. Hypercholesterolémie navic podminuje
syntézu a ukladani AP, proto snizenim hladiny cholesterolu v krvi docilime 1 snizeni deposit
téchto amyloidnich plakii. OvSem klinické studie ani u statini nepodaly dostate¢né

presvédcive vysledky (Sabbagh, 2009).

2.1.8.7 Tramiprostat

Tramiprostat je modifikovand struktura taurinu a v praxi se uplatiiuje jako
antiagregans. Dalsi funkci je vazba AP a zdbrana jeho ukladani a ve formé& amyloidnich plak.
Jelikoz je amyloidni kaskada jednou z nejdiskutovangjsich hypotéz v patogenezi AD, byla
terapie tramiprostatem Siroce zkoumana. Pfestoze se II. faze klinickych studii jevila velmi
slibng, vysledky III. faze ptinesly velké zklamani — tramiprostat byl téméf srovnatelny
s placebem. Vysvétlenim pro tyto nelichotivé vysledky je fakt, Ze tramiprostat podmiiiuje
agregaci tau-proteinu, primarni komponenty neurofibrilarnich plakt, které hraji klicovou roli

v patogenezi AD (Sabbagh, 2009).
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2.1.8.8 Tideglusib

Nové objevenym a velmi nadéjnym 1é¢ivem, které se v roce 2015 nachazelo ve II. fazi
klinickych studii, je sloucenina ze skupiny tiadiazolidinond s ndzvem tideglusib. Svym
mechanismem ucinku se fadi mezi chorobu modifikujici [éCiva, ten spociva v ireverzibilni
inhibici enzymu GSK-3, jehoz funkci je, jak jiz bylo feceno vyse, hyperfosforylace tau-
proteinu podilejiciho se na vzniku neuritickych plaki. Uplatiiuje se mj. téz
v neurodegenerativnich procesech jako zanét, apoptoza ¢i naruSeny axonalni transport. V roce
2015 byla provedena dvojité zaslepend randomizovana studie, od které védci ocekavali slibné
vysledky, ty vSak neprokdzaly dostatecnou uc€innost. I pfesto, ze byl prokazan vyrazny efekt
na inhibici hyperfosforylace tau-proteinu, snizené ukladani AP a naslednou sniZzenou ztratu
neuront, vysledky nepoukazuji na klinickou u¢innost u mirné az stfedné tézké formy AD.

Z této studie tedy vyplyva otdzka, zda se inhibice GSK-3f v terapii Alzheimerovy choroby
vibec uplatni, proto se poc€ita s dalSimi studiemi, které se budou zabyvat touto problematikou

(Lovestone et al., 2015).

2.1.8.9 Multi-target-directed ligands

Vzhledem k mnohocetné etiologii Alzheimerovy choroby se v poslednich letech
vyzkum snazil nalézt takové struktury, které dokdzou zasdhnout nékolik cilii soucasné.
Momentalné se v klinické praxi vyuziva terapie MMT (multiple-medication therapy), coz je
v podstaté kombinace n€kolika 1é¢iv uzivajicich se na konkrétni onemocnéni s odliSnym
mechanismem U¢inku (napt. kombinace memantinu a inhibitortt AChE). Tento druh terapie se
Jiz osvedcil v terapii HIV, rakoviny ¢i hypertenze, kde bylo dosaZzeno maximalni Gi¢innosti
zasahem né¢kolika cilti sou¢asnym synergickym plisobenim s minimalni toxicitou. Dalsi
terapeutickou moznosti u 1écby chorob mnohocetné etiologie je MCM (single-pill drug
combination), zde je do jedné 1¢ékové formy inkorporovano nékolik riznych 1é€iv predevsim
pro zjednoduSeni uzivani pacienty a zvySeni compliance. Posledni strategie vznikla
na zakladé ptedpokladu, ze by stacila pouze jedna slou¢enina, ktera by byla schopna
zasahnout nekolik cilit zaroven. Jedna se o tzv. Multi-target-directed ligands (MTDLs). Tato
terapie ma mnoho vyhod oproti MMT a MCM, piedevs§im by se vyhnula administraci
n¢kolika molekul s rozdilnym mechanismem u¢inku, a tedy i odliSnou biologickou
dostupnosti a farmakokinetikou. Jednim z nejb&znéji pouzivanych ptistupt v této oblasti je
modifikace molekularni struktury inhibitortt AChE tak, aby poskytla dopliujici biologické

vlastnosti vhodné pro 1écbu AD. Pouziti téchto ligandi na nékolik cilovych struktur soucasné
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by tak mohlo pfedstavovat jiz dlouze o¢ekdvany pralom v 1é¢bé tohoto onemocnéni (Cavalli

et al., 2008).

2.1.8.10 Imunizace f-amyloidem

Mezi inovativni ptistupy v 1écbé AD se v soucasné dobé¢ tadi stimulace clearance A3
prostiednictvim aplikace AP antigenu (aktivni imunizace) nebo anti-A protilatek (pasivni
imunizace). Mechanismus odstranéni AP z mozku protilatkami neni zcela zndm. Predpoklada
se postupné naruseni depositli AP, inhibice agregace a aktivace mikroglii vyvolana
fagocytozou zprostiedkovanou Fc-fragmentem (tj. konstantni doménou tézkého fetézce
protilatek). Jako perspektivni protilatky se v 1. a II. fazi klinickych studii osvédcily
bapineuzumab a solanezumab (Panza et al., 2012). Ve IIl.fazi klinickych studii se ovSem
nedospélo k pozitivnim vysledkiim, coz bylo vysvétleno tim, ze 1éCba byla u pacientd
s pokrocilym stddiem AD nedostacujici, nebo AP nebyl tim spravnym cilem pro efektivni
1écbu. V souvislosti s tim se vyzkum zaméfil na preklinické studie tau-vakcein, které by jiz
brzy mély vstoupit do klinického hodnoceni, a jez by mohly zefektivnit terapii AD
v kombinaci s anti-A (Salloway et al., 2014).

2.2 Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je vysoce selektivni, polopropustna bariéra, ktera
rozd€luje cirkulujici krev od extracelularni tekutiny (ECT) v centralni nervoveé soustave
(CNS). Tvofti rozhrani mezi centralni a periferni nervovou soustavou (PNS). Hlavni funkci
HEB je udrZzovani homeostazy tim, Ze vyrazné reguluje vstup latek z krve do ECT mozku, aby
nedoslo k poSkozeni neuronti ¢i neurotoxicité. Sekundarni funkei je regulovat Ziviny
prichazejici z krve, proto obsahuje mnoho transportérti pro glukézu, insulin, aminokyseliny ¢i
neuroaminové prekurzory. Je proto tvofena endotelidlnimi buitkami, které jsou spojeny v tight
junctions (struktura té€snych spojii) pomoci proteint claudinu, okludinu a caderinu. Diky této
struktufe je vyrazné znemoznén transport hydrofilnich latek, dokonce i pohyb Na' a Cl iontt
je skrze HEB velmi omezen. Povrch bunék nese zaporny naboj, proto jsou latky se zdpornym
nabojem siln¢ odpuzovany. Endotelialni buniky jsou soucasti neurovaskularniho systému,
zahrnujici pericity, astrocyty, mikroglie, neurony. Pericyty pomahaji budovat membranu
HEB, astrocyty zprostfedkovavaji latkovou vyménu s krvi ¢i mozkomisnim mokem

a zabranuji Sifeni vzruchu mimo synapse. Mikroglie jsou pfirozenou soucasti imunitniho
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systému, fyziologicky jsou neaktivni, ale pfi naruSeni homeostazy napfi. vlivem infekce se

ihned aktivuji a pomahaji vyrovnat rovnovahu.

HEB slouzi téz jako metabolicka bariéra — je zde pfitomno nékolik intracelularnich
a extracelularnich enzymi majici predevsim katabolickou funkci jako napiiklad peptidazy,

nukleotiddzy, monoaminooxidazy ¢i cytochrom P-450 (Kuhnline Sloan et al., 2012).

Na Obr. 2 jsou zobrazeny hlavni typy transportu latek pres HEB. Patii sem pasivni
difuze, kdy lipofilni latky pronikaji samovolné ve sméru koncentra¢niho gradientu skrz
endotelialni buiiky, paraceluldrni transport hydrofilnich latek skrz pory mezi buiikami, a také

transport zprostfedkovany prenaSeci specifickymi pro konkrétni molekuly.

Dochazi zde vsak ke 2 hlavnim aktivnim procestim, které ovliviiuji penetraci — influxni
transport, ktery zahrnuje vyse popsané, a efluxni transport (Crivori et al., 1999). Ten byl
objeven pfi nejasnostech tykajicich se vyznamné nizké penetrace doxorubicinu a vinkristinu
ptes HEB. Z jejich vysoce lipofilni struktury by se dalo usuzovat, ze HEB prostoupi snadno,
ovSem nebylo tomu tak. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze jsou z mozku aktivné eliminovany efluxnimi
transportéry. Slouzi v podstaté jako ochranna bariéra, ktera odstranuje 1é¢iva z mozku

a cerebrospindlni tekutiny a transportuje je zp€t do systémové cirkulace.

Nejznaméjsim efluxnim transportérem je P-glykoprotein, nachézejici se nejen
v endotelidlnich buiikdch mozku, ale také v absorp¢nich (tenké stievo) a eliminacnich
organech (jatra, ledviny), kde plni ochrannou/exkre¢ni funkeci. Déli se na 2 typy: MDR1
a MDR2 (Multidrug-resistance protein). Druhé jmenované vykazuji vysokou substratovou
specifitu pro vinka-alkaloidy a antracykliny, ¢imz zplisobi mnohocetnou lékovou rezistenci

na vSechny nadorové bunky (Kusuhara and Sugiyama, 2001).

P-glykoprotein se fadi do skupiny transportérii vazajicich ATP (tzv. ATP-binding
cassette; ABC) spolecné s dalsimi effluxnimi transportéry jako napfi. breast cancer resistence
protein (BRCP), pochazejici z doxorubicin-rezistentni bunééné linie karcinomu prsu MCF7.
Tento transportér vykazuje vysokou substratovou specifitu na mnohé molekuly zejména
s pozitivnim 1 negativnim nébojem, organické anionty a siranové konjugaty. Nachazi se
v kmenovych a nadorovych buiikéch, v jatrech, stfevech, ledvinach i mozku, ve kterém se

pfedpokladé ochranna funkce pted xenobiotiky (Staud and Pavek, 2005).

Do ABC skupiny se tadi také tzv. multidrug-resistance associated protein-1 (MRP -1),
coz je primarni aktivni transportér konjugovanych metaboliti glutationu a glukuronidu.

Zpusobuje stejné jako P-glykoprotein mnohocetnou 1ékovou rezistenci k protirakovinnym
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1é¢ivim jako jsou doxorubicin, daunorubicin, epirubicin, vinkristin, vinblastin a etoposid.
Tento transportér se nachazi predevsim na bazalni membrang varlat Sertolliho bunék

a basolateralni membrané epitelidlnich bun€k plic. V mensi mife se vSak také nachazi

v mozku v choroidnim plexu. Aby se tomuto zptisobu eliminace 1é¢iv piedeslo, zaméfil se
vyzkum na nalezeni inhibitori efluxnich transportéri ¢i na modifikaci struktury 1é¢iv, diky
¢emuz transportér molekulu nerozezné a neeliminuje 1é¢iva zpét do cirkulace (Kusuhara and

Sugiyama, 2001).

Vstup do mozku je slozity jev, ktery zavisi na mnoha faktorech. Permeaci latky skrz
HEB ovliviiuje hned nékolik parametrt jako stupei lipofility, ioniza¢ni profil sloucenin,
velikost dané molekuly, pocet donorovych a akceptorovych vodikovych vazeb a v neposledni
fad¢ prostorova konformace sloucenin, vzhledem k anizotropnimu charakteru vSech

biologickych membran (Crivori et al., 1999).

Hydrofilni molekuly Lipofilni molekuly
| | I |
transportéry paracelularni Pasivni  Efluxni
. endocytoza  transport difize  transport
P I_l_l L B
] * a9 [ ]
. "

———

tight
junctions

et @
g ®
|

Obr. 2: Zpusoby transportu latek pres HEB. Zleva je zobrazen prenos typicky pro hydrofilni
molekuly, tedy prenasecem zprostiedkovany transport, pri kterém hydrofilni latky
prochazeji pouze pomoci svych v specifickych transportérii pritomnych v cirkulaci.
Druhy zleva zndzornuje endocytozu, tedy vehlipovani molekuly do bunky za vzniku
méchyrku a jeho nasledného rozpadu a uvolnéni molekuly na druhé strane bunky, které
se ovSem vyuziva zejména v Fizené distribuci léciv, ne pro prostup latek skrz HEB.
Poslednim typem transportu hydrofilnich molekul je paracelularni transport
zprostiredkovany skrz strukturu tight junctions. Lipofilni latky pronikaji nejcasteji
pasivni difuzi, tedy samovolné dle svého koncentracniho gradientu. Poslednim
zpiisobem prenosu latek je efluxni transport, ktery na rozdil od vsech predeslych
zprostredkovava transport latek zpét ven z bunky. Modifikovano dle: (Gabathuler,
2010).
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2.3 In vivo metody pro studium prostupu latek pies
hematoencefalickou bariéru

V ramci soucasného vyzkumu lé¢iv bylo vyvinuto nékolik riiznych metod pro zkoumani
transportu latek skrz HEB (Kuhnline Sloan et al., 2012). Experimenty provadéné v in vivo
podminkach nabizeji nejspolehlivéjsi reference pro testovani a validaci dalSich metod.
Existuje n¢kolik invazivnich a neinvazivnich metod dostupnych k méteni biologické
dostupnosti latek v mozku (Mensch et al., 2009). VSechny tyto metody vyzaduji
k monitorovani prostupu pies HEB citlivé a selektivni analytické metody (Kuhnline Sloan et

al., 2012).

2.3.1 Parametr kvantifikace log BB

Rovnovazna distribuce mezi krvi a mozkem je definovana jako logaritmus poméru
celkové rovnovazné koncentrace (steady-state) slouc¢eniny v mozku a jeji koncentrace v krvi.
Log BB zavisi na pasivni difuzi, transportérech v HEB, metabolismu a rozdilech ve vazebné
afinité mezi plazmatickymi proteiny a mozkovou tkani. Pro vypocet se vyuzivaji poméry
mozek/plazma stanovené v n€kolika ¢asovych bodech, pokud by se méfila hodnota log BB
pouze v jednom ¢asovém bod¢, vysledna hodnota by zavisela pouze na koncentraci
v konkrétnim €ase. Pomér je poté vypocten z plochy pod kiivkou (AUC), grafu znazornujici
koncentraci dané latky v ¢ase. Obecné, slouceniny s pomérem > 1 pronikaji skrz HEB snadno,
latky s log BB > 0,3-0,5 maji omezeny piistup do CNS a latky s hodnotou log BB < 0,1
nejsou schopny pres HEB pronikat, ptipadné€ jsou z né€j eliminovany nebo po cesté do mozku
zmetabolizovany. Méfeni ov§em Casto vyzaduji velky pocet zvitat pro urcity casovy usek,

¢imz je tato metoda finan¢né€, materidlné i eticky, velmi narocna (Mensch et al., 2009).

2.3.2 Metody provedeni: perfiize mozku, intravenozni injekce,

kvantitativni autoradiografie

Pro ptesné sledovani permeace latek skrz HEB byly vyvinuty metody zalozené na
perfuzi mozku. Zde je slouCenina rozpusténa v umélé krvi ¢i plazmé a podana infizi do
karotidy, kterd vede pfimo do mozku (Mensch et al., 2009). V pfedem stanoveném case je
perfize zastavena, zvife je dekapitovano a stanovuje se mnozstvi latky proniknuté do mozku
za urcity ¢as. Vysledek je vzdy porovnavan se standardem, ktery skrz HEB snadno pronika.
Tento ptistup je vyhodny v tom, Ze obchazi first-pass metabolismus. Do perfuzatu mohou byt

navic pfidany inhibitory enzymi nebo efluxni transportéry, diky ¢emuz Ize objasnit roli
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v transportu a metabolismu pouzitych sloucenin. Na druhou stranu nespecificka adsorpce
1é¢iv na mozkovou tkan mize vést k chybnym zavérim tykajicich se aktivity latek, protoze
jen volna frakce 1é¢iva je fyziologicky aktivni (Kuhnline Sloan et al., 2012). Dalsi obdobnou
metodou je aplikace intraveno6zni injekce. Zvifeti je intraven6zné podana konkrétni
sloucenina a poté se zaznamenava jeji dosazena koncentrace v mozku, plazmeé a
mozkomi$nim moku v urcitych casovych intervalech. Fyziologické a metabolické pochody
tak ziistavaji neovlivnény, ¢imz je dosazeno nejptesnéjsiho posouzeni, jaké procento z podané
davky se dostane skutecn¢ do mozku (Kuhnline Sloan et al., 2012). Kvantitativni
autoradiografie (QAR) zahrnuje aplikaci radioaktivni latky (nejéastéji latka znagena !4 C)
laboratornimu zviteti. Vzorky krve jsou periodicky odebirany a radioaktivita méfena ke
stanoveni ¢asového pribéhu koncentrace. Zvifeci mozek je poté zamrazen, rozdélen na 20 um
tenké Casti a umistén dovniti kazety s rentgenovym zafenim, kde je prozkouman. Distribuce a
kvantitativni stanoveni radioaktivity se stanovi metodou analyzy obrazu. K vypoctu parametra
PS (permeabilita x plocha povrchu latky) se musi provadét samostatné méteni regionalniho
pratoku krve. Mezi piednosti této metody patii zejména vysoké prostorové rozliseni.
Nedostatkem je ¢asova naroc¢nost, stejné jako u vySe zminénych metod nutnost pouZiti
velkého mnozZstvi zvifat, a také to, Ze autoradiografie nedokaZe rozeznat rozdil mezi ptivodni
slou€eninou a metabolitem €1 rozliSit slouCeniny vazané ¢i nevdzané na proteiny (Mensch et

al., 2009).

2.3.3 Mikrodialyza

Mikrodialyza vzorki byla vyvinuta v roce 1970 jako minimélné invazivni metoda
pro monitorovani neurotransmiterti v mozku (Kuhnline Sloan et al., 2012). Sonda, skladajici
se z kratkych vlaken semipermeabilni dialyza¢ni membrany, je implantovana do tkdné
v mozku a prolévéana perfuzatem. Jedna se o fyziologicky roztok, jenz ma sloZeni srovnatelné
s extracelularni tekutinou z divodu ptedchézeni nezddoucich zmén ve slozeni extraceluldrni
tekutiny, kterd obklopuje sondu. Slouceniny, které prostupuji do mozku, difunduji skrz
membranu do perfuzatu prostiednictvim svého koncentra¢niho gradientu a jsou kontinualné
odebirané do analyzatoru jako dialyzat. Koncentrace latek ptitomnych v dialyzatu je poté
zmétena piisluSnou analytickou metodou (Mensch et al., 2009). Pfednosti je vyrazné sniZeni
poctu usmrcenych zvifat potiebnych k ziskani relevantnich dat, jelikoz dlouhodobé
vzorkovani mize byt provedeno na jednom, a to Zivém zviteti. Vzorky ziskané mikrodialyzou

neobsahuji diky dialyza¢ni membrané bilkoviny, slouceniny nejsou nijak vazany, coz
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znamena, ze touto metodou je méfena pouze aktivni, volna forma léciva. Metoda ma vSak
i stinné stranky. Pti dlouhodobé implantaci sondy do mozku muize nastat v ramci imunitni
odpovédi obranna reakce, a tedy poSkozeni tkdn¢ vyust'ujici ve fibrozu. Dale se téz hovoti

o mozném naruseni integrity HEB pfi implantaci sond (Kuhnline Sloan et al., 2012).

2.3.4 Tomografické metody

Nedavno byly také pouzity moderni metody PET (photon emission tomography)
a SPECT (single-photon emission-computed tomography) ke studiu kinetiky a prokrveni
v mozku, integrity HEB a efluxnich mechanism@. Malé mnozstvi slou¢eniny znacené
radionuklidem je intraven6zn¢ aplikovano a distribuovano do riznych tkéni v organismu.
Poté je zméfeno emitované y-zateni jako funkce hloubky priniku. Nésledné je pouzit
pocitacovy software k vytvoreni 3D rozliSeni znazoriujiciho distribuci latky v mozku
a dalSich tkanich (Kuhnline Sloan et al., 2012). PET je v soucasnosti nejpokrocilejsi
technologie, sledujici biochemické pochody jako metabolismus glukdzy, krevni cirkulaci,
distribuci receptort, aktivitu P-glykoproteinu, enzymy a neurotransmitery pfedevs$im proto, ze
se jedna o rychlou, reprodukovatelnou a vysoce citlivou metodu (Mensch et al., 2009).
Poskytuje o néco vyssi rozliSeni nez SPECT, ovSem ob¢ tyto technologie jsou neinvazivni
a mohou byt pouZity jak na zvitratech, tak na lidech. Mezi nedostatky téchto metod patii
predevsim vysoka nékladnost pfistrojového vybaveni a nutnost syntézy radioaktivni
sloucenin. N¢které z nich maji navic polocas rozpadu kolem 20 min, a proto musi byt

syntetizovany tésn¢ pied aplikaci (Kuhnline Sloan et al., 2012).

2.3.5 Magneticka rezonance

Magneticka rezonance patii téZ mezi neinvazivni, citlivé, kvantitativni techniky pro
detekci poskozeni HEB, coz se uplatiiuje v fadé onemocnéni jako roztrousena skleroza, cévni
mozkova ptihoda ¢i nadory mozku. Metoda zahrnuje vyc¢isleni distribuce gadolinium-
diethylentriaminpentaoctové kyseliny (Gd-DTPA) jako kontrastni latky v mozkové tkani
po intravendzni bolusové aplikaci. Jedna se o velmi nakladnou metodu, proto je jeji pouziti

pro bézné screeningové stanoveni ve vyzkumu lé¢iv omezeno (Mensch et al., 2009).

2.4 In vitro metody prostupu skrz HEB

Védci také vyvinuli bunééné modely pro in vitro metody, u kterych je pfedpokladem

vyuziti predikce transportu a metabolismu latek pfes HEB bez ucasti systémovych pochodt
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organismu. Stejn¢ jako u in vivo metod je vyzadovano pouziti vysoce citlivych a selektivnich

metod, jez jsou popsany nize.

2.4.1 Bunécéné kultury

Pouziti bunécnych kultur pro studium penetrace molekul pfes HEB se jevi jako velmi
vyhodné ptedevsim z pohledu jejich pronikani jak pasivnimi, tak aktivnimi mechanismy.
Védci predpokladali, ze nejvyhodnéjsim bunéénym modelem pro studium jsou endotelidlni
bunky izolované z mozkovych kapilér. Jako prvni bunéény model byly proto vyuzity kultury
izolované z Sedé kiry mozkové z mozku skotu. Efluxni transportéry stejné jako specifické
vychytavani sloucenin jsou timto modelem zohlednény a jsou také podrobné charakterizovany
tak, aby podaly relevantni informace k prizkumu Pe HEB. Jedny z nejbéznéjsich primarnich
bunécnych modelt jsou endotelialni bunky z mozku skotu a prasete, znamé jako BBMEC's
a PBMEC's, které se vyuzivaji zejména ke studiu transportu latek pres HEB. Dal§im typem
bunék jsou tzv. ,,immortalized cell lines®, které vSak nejsou pouzitelné k predpovédi
transportu z diivodu nedostatecné pevné struktury t€snych spojl, ale nachdzeji uplatnéni
ve zkoumani endotelialniho vychytavani a absorpce latek (Kuhnline Sloan et al., 2012).
Ovsem samotny model t€chto i BBMEC’s a PBMEC’s bungk je mj. velice nakladny
a pracovné narocny, a proto nejsou povazovany za vhodny model pro rutinni primyslové
pouziti. Vyzkum se proto zamé&fil na epitelialni typ buné¢énych linii. Vysoce srovnatelné
korelace in vitro-in vivo penetrace bylo dosazeno s epitelidlnimi bunécnymi kulturami Caco-
2, coz jsou lidské buniky izolované z adenomu tlustého stieva (Hellinger et al., 2012). Ty
prokézaly vyznamnou korelaci s in vivo intestinalni absorpci u ¢lovéka a staly se tak jednim
z modell pro predikci intestinalni absorpce. Byly téz pouzity ke stanoveni Pe HEB, ovSem
ve srovnani s endotelidlnimi buiikami hovéziho mozku nejevily témét Zadnou G€innost, proto
je jejich vyuziti v predikci transportu ptes HEB bezvyznamné (Mensch et al., 2009). Zato
pomérné spolehlivym ukazatelem penetrace se staly geneticky modifikované kultury MDCK
bunééné linie (epitelidlni ledvinné bunky psti transdukované s lidskym genem MDR1), které
na rozdil od Caco-2 prokézaly schopnost spravné identifikovat penetraci latek do CNS diky
schopnosti exprimovat P-glykoprotein, ktery Caco-2 nedokézaly identifikovat. Toto poznani
bylo prokazano v jedné studii pfi penetraci antimalarik skrz HEB, kdy s pouZitim Caco-2
bun¢k bylo dosazeno nezvykle vysoké permeace 1éCiv, coZ bylo pravdépodobné vysledkem
absence P-glykoproteinu. Nadmérna exprese P-glykoproteinu MDCK bunikami nabizi jejich

vyuziti naptiklad pfi stanoveni, zda sloucenina vykazuje interakce s P-glykoproteinem.
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Faktem je, Ze aplikace vSech jmenovanych bunécénych kultur jako vysoce propustného
materialu je limitovana komplikovanou piipravou membrany a vysokou cenou zdrojii

(Kuhnline Sloan et al., 2012).

2.4.2 Zkouska paralelniho umélého membranového pronikani (PAMPA)

PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeation Assay) je nebunééna metoda
zalozena na paralelnim pronikani latek uméle vytvofenou membranou a poskytujici predikci
Pe 1é¢iv po perordlnim podani nebo predikci prostupu pies HEB pasivni difuzi. Princip
spoc¢iva v méfeni schopnosti pruniku slouc¢eniny z donorové do akceptorové Casti
mikrotitraéni desky skrz umélou vrstvu, napusténou fosfolipidem, izolovanym z mozku
prasete (PBL, Polar Brain Lipid). Toto uspotadani se nékdy oznacuje jako ,,sendvic*.
Slouceniny jsou nejprve rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a poté natedény
ve fosfatovém pufru (PBS) na konkrétni koncentraci. V ptipadé dobré rozpustnosti mohou byt
rozpus$tény piimo v hydrofilnim PBS. Testované latky jsou napipetovany do donorovych
jamek desticky, na jejichz dné€ je dopfedu nanesen PBL rozpustény v roztoku dodekanu
na hydrofobni membranu, ktery slouzi jako uméla membrana simulujici HEB.

Do akceptorovych jamek je napipetovan fostatovy pufr. Akceptorova ¢ast se preklopi
donorovou a roztoky se nechaji inkubovat pii pokojové teploté. V ur€itych ¢asovych
intervalech pak dochazi k odebirani jednotlivych vzorka a méfeni absorbance pomoci
spektrofotometru ¢i stanovenim na LC-MS systému, prostfednictvim ¢ehoz se ziskaji
potiebné udaje k posouzeni Pe danych sloucenin pfes membranu. Mezi pfednosti této metody
patii relativné vysoka rychlost méfeni, reprodukovatelnost, finanéni nenakladnost

a v neposledni fadé moZznost jejiho vyuZiti téz pti studiu priiniku bariérami
gastrointestinalniho traktu ¢i kize. Na druhou stranu, PAMPA ziejmé nikdy nebude moci byt
piesnou simulaci endotelialni bunééné membrany mozku z toho diivodu, Ze bere v potaz
pouze pasivni diftizi 1éCiv, ale jiz ne facilitované transportni mechanismy. Veskeré zakonitosti
spojené se stanovenim Pe metodou PAMPA se odvijeji od fyzikalné-chemickych vlastnosti
danych 1é¢iv. Ugelem pii vyvoji této metody bylo piijit s lipidovou formulaci, kterd je
praktickd, reprodukovatelnd a poskytuje spolehlivou korelaci k sofistikovanéjsim metodam

in vitro predikce (Di et al., 2003).
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2.5 Analytické metody k in vitro/in vivo studiu

Poté co je vybran in vitro model HEB, naslednym tukolem je zvolit technologii
s dostatecnou citlivosti k monitorovani transportu danych sloucenin. Pii volbé analytické
metody rozhoduji zejména parametry jako piedpokladana koncentrace 1é¢iva v donorové
1 akceptorové Casti transportniho systému, absorbance v UV/VIS spektru, moznost oznacit
(fluorescencné ¢i radioaktivn€) dané slouceniny pro naslednou detekci, objem vzorku,
piipadné kompatibilita bunééného materialu s pozadovanou technologii. Nize uvedené

metody jsou pouzitelné téZ pro studium prostupu in vivo.

2.5.1 Ukazatele permeability

Jakmile je dokonc¢ena studie in vitro s pouzitim BBMEC's, je provedena dalsi analyza
ke kvantifikaci transportu ¢i koeficientu zdanlivé Pe sloucenin. Je nezbytné pouzit spravné
kontrolni vzorky, aby se vhodné posoudila integrita bunééné vrstvy a byly tak ovéfeny
podminky transportu 1é¢iv. Na konci experimentu jsou proto na apikalni stranu difuzni
komory pro zhodnoceni integrity tight junctions ptfidany nizkomolekularni latky, které
membranou neprostupuji. K této metod¢ se nejcastéji vyuziva radioaktivné ¢i fluorescencné
znacend sacharo6za. Pii téchto zkouskach je velmi dulezité zajistit podminky vhodné
pro zivotaschopnost buné¢k, ty zahrnuji fyziologické pH (7,4), glukozu jako zdroj energie,

isotonické prostredi a integritu tésnych spoju.

2.5.2 Scintila¢ni méreni

Jednou z nejjednodussich metod stanoveni transportu sloucenin pies HEB je pouZiti
radioaktivné znacenych latek a scintilace. Tato metoda je vyuzivéna piedevsim ke stanoveni,
zda saturabilni, nosi¢em zprosttedkované transporty jsou zodpovédné za permeaci. Latka je
piidana do difizni komory a méfi se jeji permeace. Poté je zhodnocen Uc¢inek radioaktivné
neoznacené latky na permeaci latky radioaktivné znacené. ZhorSeni permeace znacené
slouceniny ukazuje, Ze tyto 2 latky kompetuji o stejny transportni systém. Tato metoda je vSak
velice nakladnd z diivodu nutnosti syntézy radioaktivné znac¢enych slou¢enin a vyzaduje

specialni povoleni pro zachazeni s radioaktivnim materialem.

2.5.3 Kapilarni elektroforéza

Metoda kapilarni elektroforézy je v kombinaci s fluorescencni detekei hojné

vyuzivéana k analyze transportu peptidii. Obrovskou piednosti je spotfeba minoritniho
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mnozstvi vzorku k méfeni. Nedostatkem je ovSem nutnd derivatizace vzorku pfed samotnou
analyzou. Mnoho metod pouzivajicich radioaktivni ¢i fluorescencni znaceni vyzaduji reakci
s aminovou skupinou jako je napiiklad N-konec peptidu ¢i lysinové zbytky. Proto peptidy

s modifikovanymi N-konci nebo s postradajicim lysinovym zbytkem nejsou detekovany.

I presto je tato metoda povazovana za velmi perspektivni a vysoce citlivou techniku.

2.5.4 Kapalinova chromatografie/hmotnostni spektrometrie (LC-MS)

LC-MS je spojeni 2 vysoce citlivych, selektivnich a univerzalnich metod ke stanoveni
kvantifikace slouc¢enin. HPLC (high-performance liquid chromatography, vysokoucinna
kapalinova chromatografie) je technika kvantitativniho a kvalitativniho stanoveni latek
v rdmci separace mobilni a stacionarni faze na zéklad¢ fyzikalné chemickych jevii ve
vybraném systému. K detekci latek je zde pouzita metoda hmotnostni spektrometrie (MS),
ktera slouzi k ur¢eni molekulové hmotnosti analytu, identifikaci sloucenin, objasnéni jejich
struktury ¢i kvantifikaci. Princip zahrnuje ionizaci molekul analytu elektrosprejem v plynné
fazi a nasledné rozdéleni v ¢ase nebo v prostoru dle jejich hmotnosti a naboje (m/z).
Podrobnéjsi postup je popsan v pracovnim postupu experimentalni ¢asti 4.2.4. Matrice
s vysokym obsahem soli, které jsou nezbytné pro funkci bun¢k v§ak mohou piedstavovat
nékolik analytickych piekazek v souvislosti s pouzitim LC-MS metody. Roztoky s vysokym
podilem soli jsou totiZ inkompatibilni s ionizaci elektrosprejem, jelikoZz mize dojit
ke zna¢nému poskozeni sondy ve spektrometru. Jednou z moznosti, jak se tomuto poskozeni
vyhnout, je natfedit vzorek mobilni fazi ke snizeni koncentrace soli. Poptipad¢ 1ze provést
ptfed analyzou extrakci kapalina-kapalina ¢i kapalina-pevna latka (Kuhnline Sloan et al.,

2012).

2.6 M2 latky v PAMPA eseji

Hlavnim tkolem této diplomové prace bylo predikovat prostup takrinovych derivati
benzylesteru kyseliny chinolonkarboxylové (BQCA; Benzyl Quinolone Carboxylic Acid, viz
Obr. 4) ptes PBL, které by mohly znamenat pokrok v 1é€bé Alzheimerovy choroby. Jedna se
o celkem 9 sloucenin, udavajici pod zkratkou M2: M2-7.1, M2-9.1, M2-10.1, M2-11.2, M2-
12.1, M2-15.1, M2-21.1, M2-22.1 a M2-30.1. Jejich struktury jsou popsany nize
v experimentalni ¢asti. VSechny testované latky jsou relativné vysoce lipofilni, proto velmi

dalezitym krokem v ramci zkousky PAMPA bylo zajisténi jejich dostatecného rozpusténi.
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2.7 Pluronic F-127

Pouziti solvens DMSO/PBS k solubilizaci testovanych latek se ukazalo jako
nedostacujici. Nasledovalo tedy pfidani Pluronicu F-127 do PBS za vzniku 1% roztoku
pro zlepSeni rozpustnosti téchto sloucenin. F-127 je amfifilni blokovy kopolymer slozeny
z centralniho hydrofobniho jadra polypropylenoxidu, lemovaného 2 hydrofilnimi fetézci
polyetylenoxidu. Jeho hlavni pfednosti je nizka toxicita a tvorba stabilnich koloidnich micel,
které jsou slozeny z hydrofilniho obalu a hydrofobniho jadra. Rozpustnost testovanych latek
je umoznéna zachycenim molekul slouc¢enin uvnitt tohoto jadra. Micely jsou vysoce stabilni,
k rozpadu dochazi tedy velmi pomalu a postupné, dokonce i pfi poklesu koncentrace
pod kritickou micelarni koncentraci (CMC), tedy koncentraci, pfi niZ se v roztoku polymeru
zacnou tvofit micely, byla zvySena solubilizace pozorovana. Na rozdil od povrchové aktivnich

latek maji velké jadro, coz téz ptispiva ke snadn€jSimu rozpusténi objemnéjsich latek.
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3. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo predikovat prostup derivati benzylesteru kyseliny

chinolonkarboxylové (BQCA) pifes HEB. Konkrétné jsme se zaméfili na:

Zavedeni screeningové metody PAMPA pro studium predikce prostupu
molekul pfes HEB

Korelace vysledkt s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi

Vyuziti solubilizéru Pluronic F-127 pro usnadnéni solubilizace testovanych

latek
Porovnani Pe testovanych latek s Pe standardnich latek se zndmou prostupnosti

Studium zévislosti rozpustnosti latek na jejich hodnoté¢ log P ¢i log D a vyznam

téchto ukazatelli pro predikci pomoci této screeningové metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PouZity material

4.1.1 Pristroje a pomicky:

Centrifuga Universal 320 R (Hettich), Schoeller
Multidetekéni reader Synergy HT, BioTek
Analytické vahy CPA225, Sartorius Stedim Biotech
Ultrazvukova lazen Bandelin sonorex

Vodni lazen, PolyScience

Automatické pipety Research plus, Eppendorf
Vortex Mixer Wizard, Velp Scientifica

UV permeabilni titra¢ni desky Merck Millipore, MAIPN 4550
Eppendorf Tubes 2.0 ml, Eppendorf AG
Eppendorf Tips 50 — 1000 ul, Eppendorf AG
Centrifuge Tubes 50 ml, TPP

Dionex UltiMate 3000 analytical LC-MS system spojen s Q Exactive Plus hybrid

quadrupole-orbitrap spektrometrem - ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany

4.1.2 Chemikalie:

Dimethyl sulfoxide for molecular biology (DMSO), Sigma-Aldrich

Dodecane, Sigma-Aldrich

PBL: Polar Brain Lipid Extract, Avanti Polar Lipids

Pluronic F-127, SigmaAldrich

Fosfatovy pufr Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline pH = 7.4(PBS), PAA Laboratories
Acetonitril - Sigma Aldrich, product no.: 34967

Kyselina mraven¢i - Sigma Aldrich, product no.: 34860
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4.1.3 Standardni latky

Jedna se 0 znama 1éc¢iva o rtizné lipofilité, jejichz prostup do mozku je v literature
popsan pomoci PAMPA eseje a jejichz propustnost pies HEB je zndma z klinického
pouzivani. Tato 1é¢iva se proto tedy prométila v 1% roztoku F-127 v PBS a spole¢né se pro

srovnani provedlo i méfeni v PBS.
Donepezil — Sigma-Aldrich

Testosteron — Riedel-de Haen®, T. Vetranal
Hydrokortizon — Sigma-Aldrich
Piroxikam — Sigma-Aldrich

Theofylin — Sigma-Aldrich

Atenolol — Sigma-Aldrich

Chlorpromazin hydrochlorid — Riedel-de Haen®, T. Vetranal
Loperamid — Riedel-de Haen®, T. Vetranal
Desipramin — Sigma-Aldrich

Estradiol — Sigma-Aldrich

Progesteron — Sigma-Aldrich

Imipramin — Sigma-Aldrich

7-methoxytakrin — latka pfipravena na katedfe Toxikologie a vojenské farmacie v Hradci

Kralové, Fakulty vojenského zdravotnictvi univerzity obrany

4.1.4 Nové testované latky

Testované latky s oznacenim M2 jsou latky potencialn€ ucinné proti progresi
Alzheimerovy choroby. Jedna se o takrinové derivaty, které maji na aminovou skupinu
napojeny postranni fetézec s riznou délkou uhlikovych spojovacich fetézctli, na ktery je
napojen pies amidovou skupinu derivat benzylesteru kyseliny chinolonkarboxylové (BQCA)
(viz Obr. 8, Obr. 12 a Obr. 13). U nekterych latek se v molekule nachazi na benzenovém jadie
dalsi postranni fetézec s chlorem (viz Obr. 9, Obr. 10 a Obr. 11) ¢i ethoxy skupinou (viz Obr.
5, Obr. 6 a Obr. 7). Takrinova ¢ast slouzi jako inhibitor acetylcholinesterazy (AChE).

U farmakoforu odvozeného od BQCA se ptredpoklada alostericka modulace M

-26 -



muskarinovych receptort. Z této série bylo vybrano 9 latek, u kterych Ize predikovat dualni

mechanismus ucinku, tedy inhibice AChE a alostericka stimulace muskarinovych receptort

Obr. 3: Takrin

Systematicky (IUPAC) nazev: 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine hydrochloride

OH

OCH;

Obr. 4: BQCA
Systematicky (IUPAC) nazev: 1,4-dihydro-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-oxo0-3-

quinolinecarboxylic acid

M2 7.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

N--1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-oxo0-1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide
(@] (@]
HN/\/\/\/\N%
T
o
~ ‘ X N
= /@)
N
(@)

Obr. 5: Testovana latka M2 7.1
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M2 9.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

N--1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-0x0-1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide

\O
0
7 ’ H\/\H Z N/\©\
N\ o) o

Obr. 6: Testovana latka M2 9.1

M2 10.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

N--1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-oxo0-1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide

N
X
/O (Igij\o/
NH
%NH
(@] (@]

Obr. 7: Testovana latka M2 10.1
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M211.2
1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-0x0-N--1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide

o}

N

7\

SN TN

I

o O

Obr. 8: Testovana latka M2 11.2

M2 12.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

N-(1-tetrahydroacridin-9-yl)amino]ethyl)-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-0x0-1,4-dihydro-

quinoline-3-carboxamide

Obr. 9: Testovana latka M2 12.1
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M2 15.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

N-(7-[(6-chloro-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)aminoJheptyl)-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4

-0x0-1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide

ISR
o] N o

Y N N N

7\

N
H

T

Cl

Obr. 10: Testovana latka M2 15.1

M2 21.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

N-(3-[(6-chloro-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]propyl)-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-

4-0x0-1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide

s
200
)) N
o k@\
Cl N/

Obr. 11: Testovana latka M2 21.1
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M2 22.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-ox0-N-(2-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]ethyl)-1,4-

dihydroquinoline-3-carboxamide

(@]
' |
N A N\/\”
(@]

O

/
Obr. 12: Testovana latka M2 22.1

7\

M2 30.1
Systematicky (IUPAC) nazev:

1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-4-0x0-N-(3-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino |propyl)-

1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide

N
X
e
N / H\/\/NH
o

o

e
Obr. 13: Testovana latka M2 30.1
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4.2 Pracovni postup

4.2.1 Protokol zkousky PAMPA

1.

2.

*

10.

Navazime latku v mnozstvi zjisténém vypoctem pomoci molekulové hmotnosti latky,
pozadované koncentrace a pozadovaného objemu zasobniho roztoku.

Navazku rozpustime ve 150 ul DMSO. Dostate¢né hydrofilni latky se rozpusti pfimo
ve fosfatovém pufru (PBS) na pozadovanou koncentraci a objem.

Do falkonky o objemu 15 ml napipetujeme 11 ml PBS nebo roztoku F-127 v PBS

a pridame ¢ast zasobniho roztoku urcené¢ho vypoctem k dosazeni pozadované
koncentrace (obycejné 100 uM = primarni roztok).

Promichdme, ptipadné vlozime na nékolik min. do ultrazvuku ¢i vodni 1azné¢ vyhiaté
na 37 °C.

Natedime si kalibra¢ni $kéalu. Pokud je max. koncentrace 100 uM, zvoli se hodnoty
napt. 20, 40, 60, 80 apod. Pomoci spektrofotometru zmétime absorpcni spektrum latky
v roztoku v oblasti 200-700 nm.

Odecteme vinovou délku absorpéniho maxima a absorbanci pii maximalni
koncentraci.

Prométime pii absorpénim maximu absorbanci setu pro kalibracni kiivku.

Primarni roztok nechdme min. 12hod stat.

Nésledujici den roztok promichame a zkontrolujeme, zda se latka z roztoku
nevysrazela. Pokud ano, v pfipad¢ PBS zcentrifugujeme (teplota na 25 °C, rychlost
otaCek 50000t/min a doba centrifugace 5 min). Cilem této manipulace je odebrat
nasyceny roztok bez nerozpusténych krystalii. Pfi rozpousténi latek za pomoci F-127
neni toto mozZné, protoze dochézi k rozkladu solubilizéru.

Inkubujeme za vyuZziti ,,sendvicového* uskupeni 2 mikrotitracnich destic¢ek (viz. Obr.
14) skladajici se z vrchni donorové ¢asti s hydrofilni membranou na dné€ a spodni
akceptorové ¢asti. Na membranu v kazdé jamce napipetujeme 4 ul roztoku PBL (Polar
Brain Lipid) v dodekanu o ¢ = 20mg/ml. Do akceptorové ¢asti napipetujeme 300 pl
PBS. Do donorové ¢asti se ptida 300 ul primarniho roztoku latky v daném
rozpoustédle, pro kazdy ¢asovy bod (4 ¢asové body) do 4 jamek (kvadruplikat). Pokud
byla pouzita centrifuga k odstfedéni nerozpusténych Casti, pipetujeme opatrné

ze stfedni ¢asti falkonky tak, aby se pfedeslo nasati krystali latky.

donorowd tdst ge vzorky viko

akoeptorova tast & pufrem

Obr. 14: ,,Sendvicové “ uskupeni mikrotitracnich desek. Spodni akceptorova cast

obsahuje pufr, v nasem pripadeé PBS ¢i F-127. V prostiedni donorové casti
Jjsou napipetovany vzorky standardii ¢i testovanych M2 latek. Modifikovano
dle: (Oxendine et al., 2006)



11.

12.
13.

14.
15.
16.

4.2.2

4.2.3

Vytvotime také kontrolni desticku: do 3 jamek prvniho sloupce napipetujeme

po 250 ul PBS, do 2. a 3. sloupce napipetujeme stejnym zplisobem roztoky testované
latky. Jamky s pufrem vzdy proméiujeme pii stejné vinové délce absorpcniho maxima
jako u testované latky. Takto zachytime zmény absorbance béhem inkubace pomoci
spektrofotometru.

Titra¢ni desku s latkami inkubujeme 3 hod. ve tmé za laboratorni teploty.

Po 3 hod. odebereme po 250 ul z donorové i akceptorové Casti, napipetujeme

na novou titracni desti¢ku a zméefime absorbanci ve spektrofotometru.

Kazdou dalsi hodinu se postup opakuje. (celkem 4 ¢asové body).

Koncentrace roztoki je poté vypocitana dle zjisténé absorbance a kalibra¢ni ptimky.
Béhem celého pokusu (cca 24 hod, 4 Casové body) se sleduje zména v absorbanci
primarniho roztoku (100 pM), za G¢elem monitorovani sraZeni latky v rozpoustédle,
a tedy zmén jeji koncentrace v rozpoustédle.

Postup méreni na spektrofotometru:

Spustime Multidetekéni reader Synergy HT, BioTek a poté pocita¢ s nainstalovanym
programem Synergy HT.

Do detektoru vlozime titra¢ni desku a uzavieme.

Nejprve potiebujeme zjistit vinovou délku absorpéniho maxima, kterd se proméiuje
ze vzorku o maximalné koncentrovaném roztoku. Zvolime tedy v tabulce pole

s umisténym vzorkem a prométime absorpéni maximum.

Odecteme pftislusnou vinovou délku — ta nam slouzi jako vychozi hodnota, pti které se
nasledné proméiuji ostatni vzorky kalibracni fady véetné pufru. Vzdy prométujeme
triplikat kazdého vzorku.

. Nasledujici den napipetujeme kvadruplikat vzorku latky 4x na titra¢ni desku

a nechame 3 hod. inkubovat ve tmé¢. Po uplynulém ¢ase odebereme prvni kvadruplikat
vzorku, napipetujeme na jinou titra¢ni desku a proméfime absorbanci v tomto case.
M¢éfteni provadime vzdy ve 4 asovych intervalech, a to nasledovné: po prvnim méfeni
desku opét inkubujeme a po 1 hod. provedeme totozné méfeni, takto postupujeme az
do posledniho ¢tvrtého méteni.

Soucasné se provadi kontrolni méteni roztoktll, vzdy v prvni, tfeti a posledni 6. hod.

Hodnoty log P a log D

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda P je definovany jako pomér koncentrace latky

v oktanolové fazi ke koncentraci ve vodné fazi dvoufdzového systému oktanol/voda. Hodnota

P je bezrozmérna a uvadi se jako log P (Rucki, 2008).

Vétsina znamych 1é¢iv vSak obsahuje ionizovatelné skupiny, a je tedy pravdépodobné,

ze budou nabity pfti fyziologickém pH. LogP tedy pouze popisuje rozdélovaci koeficient

neutralnich molekul. Konstanta Log D je lepSim deskriptorem lipofility molekuly pti daném

pH. Muze byt stanovena podobnym zptisobem jako logP pouzitim pufru definujiciho pH.

Vzhledem k zamyslenému pouZiti v lidském organismu byla hodnota log D predikovéana

pfipH=7,4.
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Hodnoty log D pro ucely této diplomové prace nebyly zjistény experimentalné, ale

byly ptevzaty z webové databaze . Hodnoty pro jednotlivé latky jsou uvedeny ve vysledcich.

Hodnoty log P u latek M2 byly zjiStény pomoci freewaru MarwinSketch.

4.2.4 Rozpustnost latek v PBS a roztoku PBS/F-127 pomoci LC-MS

Za ucelem sledovani uc¢innosti roztoku F-127 jak kosolvent zvysSujici rozpustnost byla
nahodné vybrana latka M2-7.1, jejiz koncentrace nasyceného roztoku v PBS resp. 1% roztoku
F-127/PBS byla stanovena pomoci LC-MS metody. Latka byla rozpusténa nejprve jednak
v DMSO a jednak v metanolu. Poté byla fedéna dale. Vysledna rozpoustédla méla tedy
slozeni DMSO + PBS, DMSO + PBS + F-127, metanol + PBS a metanol + PBS + F-127.

Pouzité chemikalie: Pluronic F-127, PBS, Dimethylsulfoxid (ddle jen DMSO), methanol (dale

jen MeOH), M2-7.1, acetonitril, kyselina mravenci

Slozeni LC-MS systému: binarni ¢erpadlo s vakuovym odplynovacem, kolonovy

kompartment, autosampler, UV detektor

Stacionarni reverzni faze: silikagel

4.2.4.1 Princip

4.2.4.1.1 Kapalinova chromatografie

Princip separace je zaloZen na rozdilnych interakcich mezi pohyblivou (mobilni fazi)
a povrchem nepohyblivé (stacionarni) faze. Vzorky jsou nastfikovany do proudu mobilni faze,
ktera je pumpovana pod vysokym tlakem do kolony naplnéné stacionérni tazi s velkym
povrchem. Dle charakteru analytl slozky vzorku voln¢ interaguji s obéma fazemi. Latky
se silngj$imi interakcemi se stacionarni fazi jsou vymyvany z kolony pomaleji, zatimco ty
se slabsi interakci jsou voln€ unaSeny proudem mobilni faze a rychle eluovéany z kolony.
K separaci tak dochazi v ptipadé, Ze se 1isi interakce jednotlivych slozek se stacionarni fazi,
coz vede k jejich vymyti v riiznych Casovych intervalech. Analyt se vyskytuje ve formé
uzkého pasu s homogenni koncentraci. Po eluci z kolony je pas detekovan ve formée tzv. piku,

jehoz plocha zavisi na koncentraci analytu (Hansen, 2012) (Kazakevich, 2007).

4.2.4.1.2 Hmotnostni spektrometrie
Analyt rozpustény v mobilni fazi je ptiveden kapilarou do iontového zdroje, kde
za pomoci zmlzujiciho plynu (tzv. nebuliza¢ni plyn) vznika jemny aerosol. Na kapilaru je

navic vlozeno vysoké napéti (1-5 kV), proto nesou kapicky velké mnozstvi néboji.
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Odpatenim rozpoustédla pomoci proudu dusiku a vysoké teploty v iontovém zdroji dochézi
ke snizovani velikosti kapicek a zvySovani hustoty naboje na jejich povrchu, coz zptisobi

tzv. Coulombickou explozi, béhem které se uvolni samotné ionty. lonty ziskavaji kladny
naboj a za pomoci analyzatoru hmotnostniho detektoru jsou separovany dle poméru hmotnosti
a naboje za vzniku hmotnostniho spektra (Hansen, 2012). Analyzatorem je v naSem piipadé
hybridni kvadrupoél-orbitrap. Detekce je provedena UV detektorem a vysledky pfevedeny

do pocitace. Schéma vyse popsaného postupu viz Obr. 15.

4.2.4.2 Postup LC-MS analyzy:

1. Nejprve navazime 2 vzorky latky M2-7.1 po cca 2mg, prvni rozpustime v metanolu
a druhy v DMSO tak, aby vysledny objem ¢inil 150 pl.

2. K dosaZeni pozadované zdanlivé koncentrace 100 uM odebereme vypoctené mnozstvi
a pridame bud’ do PBS nebo do 1% roztoku F-127.

3. Vzorky obsahujici latku a neobsahujici F-127 zahfejeme na vodni 1azni na 37 °C
a odstiedime, vzorky obsahujici F-127 pouze zahfejeme na vodni lazni. Vyjimkou jsou
2 vzorky obsahujici F-127, které odstied’ujeme, abychom porovnali chovani tohoto
kosolvent po centrifugaci.

4. Opatrné odebereme nasycené roztoky a ptipravime kontrolni vzorky pouZitych
rozpoustédel bez rozpusténé latky.

5. Celkem jsme tedy pfipravili 10 vzorki: M2-7.1/MeOH v PBS, M2-7.1/DMSO v PBS,
M2-7.1/MeOH v F-127, M2-7.1/DMSO v F-127, F-127/PBS, PBS,
F-127/MeOH, F-127/DMSO — téchto 8 vzorkl zcentrifugujeme. Posledni 2, tedy F-
127/MeOH a F-127/DMSO ponechame bez centrifugace. VSechny jsme prevedli
do vialek, a takto vlozili do chromatografu.

4.2.4.3 Provedeni LC-MS analyzy:

Vzorky analytu M2-7.1 rozpusténé v riznych mediich (PBS, F-127) byly analyzovany
pomoci LC-MS. Cilem bylo stanovit u¢inek vybranych aditiv na rozpustnost latky M2-7.1
a ovétit, zda nedochédzi béhem solvatace analytu k neZadoucim zménam jeho chemickeé
struktury. Chromatograficka analyza byla provedena na reverzni stacionarni fazi s dvojitym
endkapovanim (Waters Atlantis dC18 100A 2,1 x 100 mm/3um). Pro chromatografickou
eluci byl pouzit linearni gradient (vysokotlaky) kombinujici vodu (MFA) a acetonitril (MFB),
(oboje okyseleno 0,1 % (v/v) kyseliny mravenci): 0—1 min: 10% MFB, 1-4min:

10 % — 100 % MFB, 4-5min: 100 % MFB, 5-7.5 min: 10 % MFB.

Z kazdého z naSich vzorkl bylo odebrano 5 pl a nasttiknuto do systému LC-MS.
Teplota kolonového termostatu byla nastavena na 27 °C, teplota v automatickém davkovaci
na 23 °C, prutok mobilni faze na 0.4 ml/min. Pomoci UV detektoru byla béhem

chromatografické analyzy zaznamenavana absorbance pti 4 vinovych délkach: 210, 250, 278
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a 290 nm. Sérioveé za UV detektorem byl zapojen hmotnostni spektrometr, pomoci kterého

bylo ovéteno kvalitativni sloZzeni analyzovanych vzorkd.

Vypafovani ‘'====> yychazejici ionty

*
@
— —
e
Spre] mobilni

faze - Susici plyn
‘\""\-.\ ..: /
.

lonty
Nebulizaéni

")

Uzka kapilara
[wstup)

Obr. 15: Zékladni schéma ionizace elektrosprejem (ESI). Princip metody je podrobné¢ popsan
v odstavci 4.2.4.1.2 Hmotnostni spektrometrie. Modifikovano dle: (Holcapek)

4.3 Analyza dat a statistické zhodnoceni

Data byla analyzovana pomoci programu Excel. Prvni den méfeni se stanovilo pomoci
spektrofotometru absorpcni spektrum a z néj vinovou délku absorpéniho maxima, pti které je
absorbance nejvyssi. Pii zjisténé vinové délce se poté prometily vSechny vzorky
z koncentra¢ni fady veetné pufru a zaznamenaly se do Excelové tabulky.

Ze vzestupné koncentra¢ni fady roztoku se poté vytvofila kalibra¢ni pfimka.

Druhy den méteni byl vytvofen kvadruplikat koncentraci pro 4 ¢asové intervaly.

Kazdou hodinu (celkem 4 ¢asové body) se pak prométfovala absorbance roztoku v donorové
a akceptorové Casti systému.

Pomoci kalibra¢ni pfimky a absorbance se vypocitala koncentrace roztoku v donorové
a akceptorové Casti systému. Pro kazdy ¢asovy bod byl vypocitan z aritmetického praméru

kvadruplikatu koeficient permeability Pe dle rovnice:

log P, = log {Cx—ln (1 — M)} where C = ( VpXVa )

[druglequitibrium (Vp+V)xAreaxtime
kde

Log Pe — logaritmus koeficientu permeability
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[drug]akceptor — koncentrace latky v akceptorové Casti systému
[drug]ekvitibrium — zdanliva koncentrace latky v systému bez bariéry
Vb — objem v donorové ¢asti systému (0,3 ml)

Va — objem v akceptorové ¢asti systému (0,3 ml)

Area — plocha (0,28 cm?)

Time — Cas (4 ¢asové¢ intervaly: 10800 s, 14400 s, 18000 s, 21600 s)

4 hodnoty Pe za kazdy ¢asovy bod byly poté primérovany v daném méfeni a ze 2-3
nezavislych méteni se ziskala vysledna hodnota Pe v¢etné hodnoty SD pro kazdou testovanou

latku.

Parové hodnoty permeacniho koeficientu ziskané v PBS a v 1% F-127 pro jednotliva
standardni 1é¢iva byla statisticky analyzovana pomoci 2way ANOVA s naslednym
Bonferroniho posttestem v programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.). Hladina

vyznamnosti P < 0,05 je brana jako statisticky vyznamna.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni latek v PBS

Pro pilotni PAMPA experiment byl vybran derivat takrinu M2-9.1 a rozpustén
za pomoci DMSO v PBS. Pro srovnéni byla provedena zkouska s donepezilem, u kterého se
s jistotou vi, ze rozpustén v PBS pronika ptes fosfolipidovou membranu vyuzivanou v této

eseji velmi dobie. Zaroven je ziejmé, ze pronika ptes HEB 1 v in vivo podminkéch.

Hodnoty potiebné ke zkouSce PAMPA pro latku M2-9.1:

Mr = 379,492 g/mol
m = 3,52 mg do 15 ul DMSO

V=20,37 ul M2 9.1 v DMSO do 11 ml PBS

Kalibrac¢ni kiivka
0.30
Q

025

0,20
3 y = 0,0054x - 0,0049
[=} 2 —
2 o R2 = (,9837
2
e}
<

0,10

0,05
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50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

-0,05
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Obr. 16: Kalibracni krivka latky M2-9.1. Testovana latka byla rozpusténa v DMSO a poté
v pufru PBS. Nasledné byla vytvorena vzestupna koncentracni rada o 5 hodnotach.
U latky M2-9.1 cinila max. koncentrace 50 uM, proto byly zvoleny hodnoty koncentrace
10, 20, 30, 40 a 50 uM a vzorky byly dle tohoto schématu naredeny. Poté byly
prevedeny automatickou pipetou na mikrotitracni desku, pro kazdou koncentraci se
timto zpiisobem vytvoril triplikat a zmérila se absorbance kazdého ze vzorkii pri vinové
délce absorpcniho maxima, ktera se zpriimerovala. Pro koncentraci 10 uM vysla
hodnota absorbance 0,05, pro 20 uM 0,09; pro 30 uM 0,15; pro 40 uM 0,19
apro 50 uM 0,28 (n = 1).
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Obr. 17: Graf zavislosti koncentrace donorové casti latky M2-9.1 na case v pritbéhu
inkubace. Zobrazeny 4 hodnoty koncentrace: 5,51 uM; 2,83 uM; 2,97 uM a 1,62 uM
ve 4 casovych intervalech: 3.,4.,5. a 6. hod. Kazda hodnota je vysledkem aritmetického
prumeru 4 merent, pomoci néhoz byla ziskana smerodatna odchylka. Koncentrace
vzorku s pribyvajicim casem klesd (n = 1).

Akceptor

Koncentrace (uM)

1 T T
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Obr. 18: Graf zobrazujici zavislost koncentrace akceptorové casti latky M2-9.1 na case v
priibéhu inkubace. Opét Ize videt 4 hodnoty koncentrace, jez byly ziskany
z kvadruplikatu a poté zprumerovany: 2,04 uM; 0,47 uM; 0,28 uM; a 0,74 uM.
Nameéreny byly ve 4 ¢asovych bodech: 3., 4., 5. a 6. hod. Krivka by méla kolisat
od sestupnych hodnot po vzestupné (n = 1).
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log Pe = 2,78392*%10%(cm's ™)
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Obr. 19: Graf zavislosti koncentrace latky M2-9.1 na case pro kontrolni vzorky.
Prvni koncentrace 53,25 uM byla ziskana z triplikatu hodnot, které byly naméreny
v case pripravy vzorku a poté zprumeérovany. Dalsi 3 hodnoty koncentrace: 9,36 uM;
6,77 uM a 6,22 uM byly naméreny nasledujici den v rozmezi 3 hod., tedy ve 20., 23.
a 26. hod. a ziskany totoznym zpiisobem (n = 1).

K porovnani jsou niZe zobrazeny grafy pro donepezil (Obr. 20, Obr. 21, Obr. 22 a Obr. 23):

Kalibra¢ni kiivka

y =0,0063x + 0,0203
R2=0,994

Absorbance
VO
W

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Koncentrace (uM)

Obr. 20: Kalibracni kiivka donepezilu. Vytvorila se vzestupna koncentracni rada o 5
hodnotach. Max. koncentrace donepezilu byla 100 uM, proto byly zvoleny hodnoty
koncentrace 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM a 100 uM a vzorky byly dle tohoto schématu
naredeny. Poté byly prevedeny mikropipetou na mikrotitracni desku, kazda
hodnota koncentrace 3x, zmerila se absorbance kazdého ze vzorkii a hodnoty se
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zprumerovaly. Pro koncentraci 20 uM cinila hodnota absorbance 0,18, pro 40 uM
0,27, pro 60 uM 0,39, pro 80 uM 0,51 a pro 100 uM 0,65 (n = 1).

Donor

Cas (hod)

Obr. 21: Graf zavislosti koncentrace donorové casti donepezilu na case v priibehu inkubace.
Zobrazeny 4 hodnoty koncentrace: 70,10 uM; 71,01 uM; 65,38 uM a 61,21 uM
ve 4 casovych intervalech: 3., 4., 5. a 6. hod. Vsechny hodnoty koncentraci byly ziskany
z aritmetického priimeru 4 mereni. Z nasledujicitho grafu lze videt, Ze koncentrace
vzorku v donorové casti systéemu s pribyvajicim casem klesd (n = 1).

Akceptor

Koncentrace (uM)
) VS N "N U B e ) W e o]
o o o o o o o o
19
0]

S

Cas (hod)

Obr. 22: Graf zobrazujici zavislost koncentrace akceptorové casti donepezilu na case v
pribéhu inkubace. Opét Ize vidét 4 hodnoty koncentrace s hodnotami: 14,66 uM;
15,57 uM; 19,86 uM; a 23,23 uM ve 4 casovych bodech: 3., 4., 5. a 6. hod., které byly
ziskany z kvadriplikatu a vypocitan jejich primeér. Krivka akceptorové casti systému
s pribyvajicim casem vzestupné stoupd (n = 1).

log Pe = 9,42075%10%(cm s~ )
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Obr. 23: Graf zavislosti koncentrace donepezilu na case u kontrolnich vzorkii.
Prvni koncentrace 100,64 uM byla namérena v case pripravy vzorku a dalsi 3:
100,64 uM; 102,92 uM a 106,94 uM byly naméreny ndsledujici den v rozmezi 3 hod.,
tedy ve 20., 23. a 26. hod. VSechny hodnoty koncentrace byly vypocitany z aritmetického
prumeru 3 namerenych hodnot (n = 1).

5.2 Vyuiiti F-127 jako kosolvent

Na zakladé€ vysledk pilotniho experimentu se piredpoklada, Ze se latky M2 budou
rozpoustét v PBS velmi obtizné, resp. latka se rozpusti, ale pti del$Sim stani dochézi
k precipitaci v roztoku. Tato ¢asova nestalost je v§ak pro stanoveni prostupnosti
ptes fosfolipidovou membranu nevhodna z diivodu stanoveni ve 4 rliznych ¢asovych bodech

a nizké koncentrace jsou detekovatelné pomoci UV/VIS metody s relativné velkou chybou.

Proto nasim dalSim krokem bylo pokusit se najit kosolvent, ktery by zvysil koncentraci
latek v donorové a akceptorové jamce vzhledem k citlivosti UV/VIS metody a zajistil vyssi

stabilitu zasobniho roztoku.

Do PBS byl rozpustén Pluronic F-127 tak, aby vznikl 1% roztok F-127. Uéinnost tohoto
rozpoustédla byla otestovana na latce M2-7.1, pii¢emz koncentrace nasyceného roztoku

v PBS resp. v 1% F-127 byla zméfena pomoci LC-MS-systému.
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Obr. 24: Chromatograf zobrazujici zavislost absorpce (mAU) latky M2-7.1 v PBS
rozpustenou pomoci DMSO na retencnim case (min).
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Obr. 25: Chromatograf zndazornujici zavislost absorpce (mAU) latky M2-7.1 v PBS
rozpustenou pomoci MeOH na retencnim case (min).
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Obr. 26: Chromatograf zavislosti absorpce (mAU) roztoku M2-7.1v 1% F-127
rozpusteného pomoci DMSO na retencnim case (min).
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Obr. 27: Chromatograf zndazornujici zavislost roztoku M2-7.1 v 1% F-127 rozpusténého
v MeOH na retencnim case (min).

Jak lze pozorovat na chromatografech (viz Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26 a Obr. 27), 1%

roztok F-127 dokazal vice nez desetinasobné zvysit koncentraci latky M2-7.1. Pomoci tohoto
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experimentu se tedy dospé€lo k zavéru, ze 1% roztok F-127 by mohl slouzit jako vyhodny

kosolvent testovanych latek a pomohl by tak Iépe rozpoustét testované M2 latky.

5.2.1 Vliv lipofility 1é¢iva na jeho rozpustnost

Vliv lipofility na rozpustnost testované latky M2-7.1 v téchto 2 rtiznych
rozpoustédlech (PBS a 1% roztok F-127) se studoval na sérii standardnich 1é¢iv. Lipofilita

1é¢iva byla vyjadiena hodnotou log P a log D 7,4.

Vzdy se soucasné provedlo i rozpusténi latky v PBS na zdanlivé stejnou koncentraci
a hodnoty absorbance nasycenych roztoki se v obou rozpoustédlech porovnaly (Tab. 1).
Z tabulky je mj. patrné, ze latky s vyraznou lipofilitou se diky ptidavku F-127 rozpoustely

1épe, avsak toto tvrzeni neplatni absolutné.

A A Abs. Pomeér A

Nazev latky vPBS vF-127 log P log D maximum  PBS/F-127

74 (nm)
donepezil 0,91 0,87 3,60 2,79 270 1,05
testosteron 1,03 1,01 3,32 3,16 250 1,28
hydrokortizon 1,14 1,16 1,79 2,41 250 0,98
piroxikam 1,07 1,05 3,06 0,46 350 1,02
teofylin 0,72 0,67 -0,10 -0,03 270 1,07
atenolol 0,18 0,17 0,16 -1,85 270 1,06
chlorpromazin 0,75 0,75 5,40 3,42 310 1,00
imipramin 0,23 0,27 4,01 2,64 250 0,85
desipramin 0,74 0,55 4,90 1,58 250 1,36
estradiol 0,03 0,06 4,01 3,62 280 0,48
progesteron 0,49 0,53 3,87 3,72 250 0,94
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7-MEOTA 0,56 0,71 3,40 0,80 250 0,79

Tab. 1: Hodnoty absorbance v rozpoustédlech PBS a F-127, hodnoty log P, log D 7.4, vinova
délka absorpcniho maxima a pomér absorbance standardnich latek v PBS a F-127.

Obdobné¢ bylo postupovano u testovanych latek ze série M2 (Tab. 2). Dle poméru

absorbanci je patrné, ze latky se diky ptidavku F-127 rozpoustély vyrazné 1épe.

A A Abs. Pomeér A
Nézev litky v PBS vF-127/PBS  logD7,4  maximum  PBS/F-127
(nm)
M2 7.1 0,11 0,59 5,51 320 0,19
M2 9.1 0,29 0,39 3,61 320 0,74
M2 10.1 0,42 0,40 3,66 320 1,05
M211.2 0,27 0,50 5,5 320 0,54
M2 12.1 0,35 0,41 4,99 330 0,85
M2 15.1 0,09 0,50 6,89 340 0,18
M2 21.1 0,22 0,38 0 320 0,58
M2 22.1 0,16 0,47 3,78 330 0,34
M2 30.1 0,28 0,42 S 320 0,67

Tab. 2: Hodnoty absorbance M2 latek v PBS a 1% F-127, log D p¥i pH 7,4, maximalni
vinové délky v absorpcnim maximu a pomer absorbance vypocitany podilem
absorbance latek v PBS a 1% F-127.
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5.3 Zkouska PAMPA za vyuZiti F-127

NizZe jsou uvedené ilustracni grafy PAMPA eseje testované latky M2-9.1 za vyuziti
kosolventu F-127 v PBS (Obr. 28, Obr. 29, Obr. 30 a Obr. 31). Z Obr. 29 je patrné, Ze latka
v ¢ase mé€la mnohem ,,stabilnéjsi* koncentraci, nez tomu bylo v pfipadé, kdy byl jako

rozpoustédlo vyuzit PBS (viz Obr. 17).
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Obr. 28: Kalibracni kiivka latky M2-9.1 rozpusténé v PBS s pridavkem F-127. Byla vytvorena
vzestupnda koncentracni rada s 5 hodnotami koncentraci. Max. koncentrace této latky
byla 50 uM, proto byly zvoleny hodnoty koncentrace 10, 20, 30, 40 a 50 uM a vzorky
byly dle tohoto schématu naredeny. Poté byly prevedeny mikropipetou na mikrotitracni
desku, vzdy triplikat vSech uvedenych koncentraci, a zmerila se absorbance kazdého
ze vzorkii, ktery se zpruméroval: Pro koncentraci 10 uM vysla hodnota absorbance
0,08; pro 20 uM 0,16, pro 30 uM 0,24; pro 40 uM 0,31 a pro 50 uM 0,38 (n = 1).
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Obr. 29: Graf zavislosti koncentrace donoroveé casti latky M2-9.1 rozpustené v 1% PBS/F-127
na case v priubéhu inkubace. Zobrazeny 4 hodnoty koncentrace: 43,27 uM; 40,64 uM;
41,84 uM a 40,45 uM ve 4 casovych intervalech: 3., 4., 5. a v 6. hod. Kazdad hodnota je
vysledkem aritmetického priimeru 4 mereni. Koncentrace vzorku v donorové casti
systému s pribyvajicim casem klesda (n = 1).
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Obr. 30: Graf zobrazujici zavislost koncentrace akceptorové casti latky M2-9.1 v PBS/F-127
na case v prubéhu inkubace. V grafu lze videt 4 hodnoty koncentrace, ziskané
z aritmetického prumeéru kvadruplikatu: 1,39 uM; 0,90 uM; 3,27 uM; a 4,96 uM ve 4
casovych bodech: 3., 4., 5. a 6. hod. K¥ivka akceptorové casti systemu by méla kolisat
od sestupnych hodnot po vzestupné (n = 1).
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Obr. 31: Graf zavislosti koncentrace latky M2-9.1 na case pro kontrolni vzorky.
Prvni koncentrace 49,23 uM byla namérena v case pripravy vzorku a dalsi 3:
46,84 uM; 42,99 uM a 42,47 uM byly namereny ndsledujici den v rozmezi 3 hod., tedy
ve 20., 23. a 26. hod. Vsechny koncentrace byly ziskany jako aritmeticky priimeér
triplikatu kazdé z nich (n = 3).

5.3.1 Permeabilita Pe

Vypocet hodnoty Pe vychazel ze 4 ¢asovych bodli métenych vzdy v kvadruplikatu,
tedy 4 rtiznych koncentraci v donorovych a akceptorovych jamkéach. Hodnoty v ramci
kvadruplikatu byly zprimérovany. Primér 4 hodnot Pe v riznych ¢asovych intervalech
poskytl vyslednou hodnotu Pe v ramci jednoho méfeni. Vysledna hodnota Pe + SD byla

ziskana ze 2-3 nezavislych méfeni. [lustrativné znazornéno pro latku M2-9.1 v Tab. 3 a Tab.
4.

Cislo méreni R’ pro kalibracni Pe *10°%(cm §! )
M2-9.1 v 1% F-127 kiviu L SD
1. 0,9991 1,9+0,88
2. 0,9986 1,4+0,55

Tab. 3: Hodnota R’ v kalibracni kiivce a hodnoty Pe pro ldtku M2-9.1.
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Pe (*10°) +SD

1,65 0,72

Tab. 4: Prumer Pe ze 2 mereni latky M2-9.1 uvedenych v tabulce 3.

Pomoci pouzitych standardnich 1é¢iv se zjistovalo, zda ptidavek 1% roztoku F-127
neméni hodnoty Pe, resp., zda neposouva obvykle pouzivand rozmezi hodnot pro predikci

dostupnosti v CNS (viz Tab. 5).

PevPBS+SD Pev F-127+SD

Standardni Pomér Pe PBS/F-127
iy CLO9(@ems) (10 @msT) e

donepezil 890+ 1,46 8,1£0,60 1,10
testosteron 11,60+ 1,67 850+ 1,37 1,36
hydrokortizon 2,60+ 0,40 2,01 £0,91 1,29
piroxikam 1,80=0,25 1,50+0,17 1,20
eofyin 0,70 = 0,40 1,03 + 0,44 0.68
atenolol 0,91+0,65 2,43 £1,98 0,38
chlorpromazin 4,70+0,81 4,60+ 0,88 1,02
imipramin 9,50 £ 0,99 7,10+ 2,45 1,33
desipramin 6,21 £ 1,60 5,05+ 1,34 1,23
estradiol 14,50 % 3,50 10,20 + 1,00 1,42
progesteron 10,80 £ 0,82 8,60=+0,52 1,26
S MEOTA 6,50 1,85 5.80+ 0,79 112

Tab. 5: Hodnoty Pe standardnich latek v PBS a 1% F-127, spolu s hodnotami smérodatnych
odchylek SD a pomérem téchto permeabilit. Tyto udaje byly ziskany z aritmetického
prumeéru kvadruplikatu koncentraci v donorové a akceptorové casti systéemu a nasledné
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vypocitané pomoci vzorce pro koeficient Pe uvedencho v casti Analyza dat a statistické
zhodnoceni.

Korelace Pe a log D
12

10 ©

p R2=0,4885 ©

Pe
N

log D

Obr. 32: Graf zndzornujici korelaci hodnot Pe a log D pro standardni latky uvedené v Tab. 5.
I piesto Ze dle koeficientu determinance R’ = 0,4885 nevykazuje korelace linedrni trend,
Ize uvést, Ze hodnota log D kazdého léciva jeho permeabilitu do jisté miry ovliviiuje.

Nové latky série M2 byly zméteny zkouSkou PAMPA, diky jejich Spatné rozpustnosti,
pouze v 1% roztoku F-127 (viz Tab. 6).

Testovand ldtka Pev F-127 (*10-) (cm s') + SD
M2-7.1 925+262
M2-9.1 1,65+0,35

M2-10.1 4,85+ 0,07

M2-11.2 2,28+0,82

M2-12.1 2,37+ 0,66

M2-15.1 2,35+0,35

-51-



M2-21.1 3,08+ 1,21

M2-22.1 1,8+0,14

M2-30.1 2,6 £0,86

Tab. 6: Hodnoty Pe testovanych latek rozpustené v 1% roztoku F-127 spolecné s hodnotou
smeérodatné odchylky SD. Hodnoty Pe M2 latek v 1% F-127 byly ziskané totoznym
zpiisobem jako v tabulce 5 pro standardni latky.

Vzhledem k tomu, Ze druh rozpoustédla miize ovlivilovat vysledné hodnoty koeficientu
Pe napftiklad tim, ze tento kosolvent mize ,,rozpoustét i hydrofobni fosfolipidovou vrstvu,
extrapolovaly se vysledky Pe ziskané v F-127 do podminek PBS. K tomu se vyuzily hodnoty
Pe standardnich 1é¢iv v PBS a 1% roztoku F-127 z Tab. 5 a vytvofily se z nich pro porovnani
nasledujici grafy (Obr. 32, Obr. 33). Na Obr. 32 je zobrazena korelace hodnot koeficientu
permeability Pe ziskanych pro standardni 1€¢iva v rozpoustédle PBS resp. 1% F-127. Jak je
patrné z hodnoty koeficientu determinance (R? = 0,9619), korelace vykazuje prakticky
linearni trend. Na Obr. 33 jsou tyto hodnoty porovnany a ze statistického zhodnoceni
Bonferroniho posttestem bylo zjiSténo, Ze nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi

jednotlivymi rozpoustédly.

Korelace pouzitych rozpoustedel

@
R2=0,9619
12 o

©

Pe PBS
(o]

Pe F-127

Obr. 33: Na obrazku Ize videt korelaci hodnot permeacniho koeficientu Pe ziskané
pro standardni léciva, v rozpoustédle PBS resp. F-127. Jak je patrné z hodnoty
koeficientu determinance (R’ = 0,9619), ziskané hodnoty v obou rozpoustédlech
vkazuji linedrni trend. Jednotlivé body reprezentuji priimérné hodnoty Pe
pro jednotliva léciva (n = 2-3).
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Obr. 34: Parové hodnoty Pe pro standardni léciva v PBS resp. v 1% F-127. Dle standardni
analyzy rozptylu (ANOVA, P < 0,001) a Bonferroniho posttestu bylo zjisténo, ze rozdil
mezi pouzitymi rozpoustédly neni statisticky vyznamny u zadného léciva (P > 0,05).
Data jsou prezentovana jako primer = SD; n = 2-3.

Vzhledem k vySe uvedenému nesignifikantnimu rozdilu mezi Pe v PBS a Pe
v 1% roztoku F-127 u standardii tedy lze extrapolovat predikci prostupu M2 latek v PBS
dle hodnot Pe standardnich latek v PBS uvedenych v Tab. 5. Porovnali jsme hodnoty Pe v 1%
F-127 u standardnich a testovanych latek, nalezli podobné hodnoty Pe a stanovili tak
piedpokladanou pravdépodobnost prostupu M2 latek v PBS pifes HEB pomoci zndmé
permeace standardnich latek v PBS (viz Tab. 7).

Testovana latka Predikce prostupu M2 latek v PBS
M2-7.1 +
M2-9.1 -
M2-10.1 +
M2-11.2 +/-
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M2-12.1

M2-15.1

M2-21.1

M2-22.1

M2-30.1

+/-

+/-

Tab. 7: V tabulce je zobrazena predpokladana predikce dostupnosti M2 latek do CNS.
Predikce prostupu kazdé M?2 latky pres HEB, ktera by byla rozpusténa v PBS, byla
ziskana extrapolaci se standardnim lécivem solubilizovanym v PBS, jez vykazovalo
priblizné srovnatelnou Pe v 1% F-127, a u néhoz je predikce prostupu pres HEB

klinicky znama.
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6. DISKUSE

Metoda PAMPA je jednou z in vitro metod ke stanoveni predikce prostupu latek pies
HEB (Schmidt and Lynch, 2003). I pies svou relativni jednoduchost a reprodukovatelnost ma
vSak fadu limitd. Jeden takovy je spojen s pouzitim UV/VIS spektrofotometrie ke stanoveni
absorbance béznym spektrofotometrem vyuzivanym pro screening vice latek. Jedna se totiz
o pomérne€ malo citlivou metodu ve srovnani se stanovenim pomoci HPLC (nebo LC-MS) a je
nutné, aby latka byla dostate¢né¢ rozpusténa v rozpoustédle, resp. aby dostatecné absorbovala
v UV/VIS ¢&asti spektra. Dalsi nevyhodou je predikce pouze pasivniho prostupu, nikoliv
aktivniho transportu ¢i funkce efluxnich mechanismi. Na druhou stranu je metoda PAMPA
velice rychlé, nenakladna a screeningové vhodna zkouska pro stanoveni predikce prostupu
latek ptfes HEB. Cilem této diplomové prace tedy bylo predikovat prostup BQCA derivati
ptes HEB pomoci zkousky PAMPA za pouziti solubilizéru 1% roztoku F-127 v PBS,
korelovat vysledky s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a porovnat Pe standardnich latek se

znamou prostupnosti s Pe latek testovanych.

Na pocatku méfeni jsme k rozpusteéni testovanych latek pouzili fosfatovy pufr PBS.
Latky M2 jsou vSak velmi lipofilni, a proto se ndm je pomoci PBS nepodatilo uspokojivé
rozpustit v tom smyslu, ze roztok latky nebyl v Case dostatecné staly. Nizka rozpustnost
v PBS vedla k nizkym hodnotam absorbance, ktera se ¢asto pohybovala na hranici limitu
detekce, a vyrazné se tak zvySovala chybovost méteni. Tento fakt je znazornén na Obr. 16,

Obr. 17, Obr. 18 a Obr. 19 u latky M2-9.1.

Pokouseli jsme se tedy nalézt takové rozpoustédlo, které by vedlo ke zvySeni koncentrace
v donorovych a akceptorovych jamkach, ktera je poté detekovatelna pomoci standardniho
spektrofotometru s vyrazné nizsi chybou. Nejlépe se osvédcil 1% roztok F-127, resp. smés
F-127 a PBS v pomé&ru 1:100, ktery dokazal zlep$it rozpustnost i takto téZce rozpustnych
latek, coz miizeme pozorovat na Obr. 28, Obr. 29, Obr. 30 a Obr. 31.

Z téchto ilustrativnich obrazki je patrné, Ze 1% F-127 zajistil stabilitu primarniho
roztoku, kterd se (oproti obdobnému experimentu se stejnou latkou M2-9.1 rozpusténou pouze
v PBS) projevila jak ve zlepsené hodnoté koeficientu determinance R? u kalibra¢ni kfivky, tak
v trendech pozorovanych v grafech popisujici koncentraci donorovych, resp. akceptorovych
jamek v riznych ¢asovych bodech. Zejména ale zajist'uje ,,stabilitu‘ koncentrace, ktera je

u PAMPA experimentu, provadéného v ramci az 6 hod. inkubace, velmi dalezita.
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Jak jiz bylo fec¢eno v kapitole 2.7, 1% F-127 je blokovy kopolymer amfifilniho
charakteru, jehoz hydrofilni ¢ast je slozena ze 2 fetézct polyethylenoxidovych jednotek,
lemujicich hydrofobni jadro z polypropylenoxidovych jednotek. Za uréitych podminek
vytvaii polymerni micely tvofené hydrofobnim jadrem a hydrofilnim obalem. Dle literatury
o blokovych kopolymerech je solubilizace téZce rozpustnych latek umoznéna zadrzenim
molekul slouc¢eniny uvniti hydrofobniho jadra. Obrovskou vyhodou polymernich micel je
jejich vysoka stabilita. Disociuji se postupné i v piipad¢, ze jejich koncentrace klesne
pod CMC. Velmi vyhodna je tedy potenciace rozpousténi sloucenin, jak v koncentracich
vysSich, neZ je CMC, tak niz§ich. Dal§im neméné vyznamnym benefitem je velikost jadra,
které je vétsi nez u povrchové aktivnich latek, coz vede ke snadnéjSimu rozpusténi 1é¢iv

(Chiappetta and Sosnik, 2007).

Z vySe uvedeného by se mohlo zdat, ze se jedna o velmi vyhodny a snadno pouzitelny
solubilizér, ovSem i zde jsme objevili nékteré limitujici faktory. Po vloZeni do ultrazvukové
lazné, kterad se bézn¢ pouziva pro lepsi rozpusténi testovanych latek, se F-127 zacal rozkladat.
Dutivodem je pravdépodobné rozpad micel kviili kavitaci vzniklé rozpadem jadra (Chiappetta
and Sosnik, 2007). Proto jsme latky po tomto zjiSténi rozpoustéli pouze ve vodni lazni vyhiaté
vzdy maximaln¢ na 37 °C, kde k rozkladu nedochdzelo. Béhem dalSich experimentd jsme
také vizualn€ pozorovali, Ze k rozpadu doslo pravdépodobné také pii pouziti centrifugy

(5000 ot/min).

V literature se s metodou PAMPA setkdvame v riiznych experimentalnich
provedenich. Jako lipidova membrana byla kromé& PBL testovana i PML (roztok
fosfatidylcholinu v dodecanu) (Di et al., 2003). Ukdazalo se, Ze vysledky byly srovnatelné, az
na 3 slouceniny, u kterych PML fale$né predikoval snizenou schopnost prostupu skrz HEB.

Proto jsme i my jako vychozi lipid pouzili PBL.

Zajimava byla modifikace, ktera byla provedena v rdmci zkousky PAMPA, a ktera
vyuzivala rozpusténi testovanych sloucenin v roztoku PBS a ethanolu v poméru 70:30 (Xie et
al., 2015). Dle publikovanych dat vSak ptidavkem lipofilniho rozpoustédla (etanolu) dochazi
ke zméné Pe membrany. Domnély mechanismus miiZe byt pfipisovan rozpusténi PBL v tomto
rozpoustédle. Proto je velmi diilezité zvolit takovy kosolvent, ktery dokéaze 1é¢iva rozpustit,
aniz by vyrazn¢ ovlivnil Pe latky za béznych podminek.

Je zfejmé, Ze u€innost rozpoustédel, a tedy 1 1% roztoku F-127, se odviji od fyzikalné-
chemickych vlastnosti 1é¢iva. VSechny testované M2 slouceniny jsou vysoce lipofilniho

charakteru (log D > 3), coz pfi smiseni s 1% roztokem F-127 zptisobi rozptyleni molekul 1é¢iv
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skrz hydrofilni obal do hydrofobniho jadra micel (Di et al., 2003). Nicmén¢ plati, ze ¢im vice
ma polymerni kosolvent PEO/PPO skupin, tim mensi schopnost rozpustnosti vysoce

lipofilnich latek vykazuje z divodu vyssi hydrofility, coz se tyka pravé 1% F-127.

Z Tab. 1 se standardnimi latkami rozpusSténymi v nasich 2 pufrech vyplyva, ze kazda
jednotliva latka vykazuje rozdilné hodnoty absorbance v kazdém z pufrti nehled¢ na jejich
lipofilitu vyjadienou jako log P ¢i log D. Z toho vyplyva, ze 1% F-127 pouzity jako kosolvent
rozpousti kazdou z latek odlisn¢ a zfejmé na lipofilité 1é¢iva vyjadienou pomoci log P ¢i log
D tak zcela nezévisi. Z této tabulky je vSak patrné, Ze jisty trend popisujici vyssi ucinnost 1%
F-127 na 1éc¢iva s vyssi lipofilitou pozorovat Ize. Tato skutecnost je v souladu s literaturou,
ktera definuje i jiné parametry, které jsou urcujici pro rozpustnost latek ve vodé krome
pouzitého rozpoustédla. Rozpustnost vSak dale ovlivituje druh rozpousténé latky, pritomnost
dalsich latek v roztoku, strukturné-konformacni aspekty latky, povrchové napéti, ¢i teplota

daného prostiedi (Crivori et al., 1999).

Nicméné¢ pti pohledu na Tab. 2 s absorbanci testovanych latek miizeme vidét témet
u vSech M2 sloucenin, s vyjimkou M2-10.1, mirné zvyseni absorbance, a tedy lepsi
rozpustnost latek diky ptidavku F-127 do PBS. To potvrdil i vysoce citlivy a pfesny test
pomoci LC-MS pro latku M2-7.1 (viz Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26 a Obr. 27).

V Tab. 5 jsou pak zobrazeny vysledné hodnoty Pe pro standardni latky v obou
rozpoustédlech. Miizeme zde pozorovat pokles hodnot Pe pti rozpusténi latek v 1% roztoku
F-127. To muze odpovidat pozorovanému trendu pii pouZiti rozpoustéci smési etanol/PBS,
a je zde tedy riziko posunu b&ézné€ udavanych intervall pfi hodnoceni rozpustnosti do CNS

(Xie et al., 2015).

JelikoZ jsme nebyli schopni rozpustit M2 latky z diivodu jejich vysoké lipofility
v PBS, nemohli jsme ziskat hodnoty Pe stejnym postupem jako u standardnich 1éc¢iv.
Prostfednictvim statistické analyzy rozptylu a Bonferroniho posttestu u standardnich latek
(viz Obr. 33, Obr. 34) jsme dospéli k zavéru, ze rozdil mezi pouZitymi rozpoustédly neni
pro stanoveni Pe statisticky signifikantni. Ackoliv nebyl zaznamenén statisticky vyznamny
vztah mezi pouZzitym rozpoustédlem, hodnoty Pe standardnich latek ziskané v PBS resp. 1%
roztoku F-127 se 1i8i (viz Tab. 5). Z toho diivodu by se i béZné pouzivané hranice hodnot Pe
pro prestup do mozku pti pouziti 1% F-127 mohly od téch v PBS lisit. Nelze tedy vyuzivat
tradicné pouzivané intervaly pro latky v CNS dostupné (Pe > 4) a pro latky HEB
neprostupujici nebo prostupujici jen velmi omezené (Pe < 2). Diky statistické analyze 1ze vSak

predpokladat, Ze tyto intervaly budou pro 1% roztok F-127 rozdilné pouze nepatrné. Obecné
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1ze fici, Ze tato metoda je zavisla na pouzitém rozpoustédle a mél by se brat durazny zietel
i na piipadné kosolventy a vzdy statisticky zhodnotit vliv kosolventu napft. za pomoci
standardnich 1é¢iv. Tento fakt byl napf. ve zminiovaném ¢lanku opomenut (Schmidt and

Lynch, 2003).

Extrapolaci vysledki ziskanych v 1% F-127 jsme do podminek PBS provedli korelaci
se standardnim 1é¢ivem. Ke kazdé nové testované latce jsme vybrali standardni 1é¢ivo
s podobnou hodnotou Pe v 1% roztoku F-127. Diky znalosti klinické dostupnosti v CNS

vybrané standardni latky jsme nakonec stanovili predpokladanou pravdépodobnost
dostupnosti testovanych latek do CNS. Napf. latky M2-11.2 (Pe =2,28 = 0,58*10 ® cm s_l),
M2-12.1(Pe =2,37 £ 0,47*10 % cm s_l), M2-15.1 (Pe =2,35+0,25*10 ® cm s_l), M2-21.1
(Pe=3,08+0,07*10 cms ) a M2-30.1 (Pe =2,6 £ 0,61%10 ° cm s ) Ize korelovat k
hodnot& Pe atenololu (Pe = 2,50 + 0,98*%10~ % cm s-l), ktery dle dostupné literatury do CNS
neprochazi (Di et al., 2003, Wang et al., 2005), avSak pomoci zkousky PAMPA byla
predikovana omezena prostupnost. Proto usuzujeme, zZe tyto uvedené M2 latky budou
prostupovat skrz HEB pouze v omezené mife nebo viibec. Latka M2-7.1 vykazuje v 1% F-
127 hodnotu Pe (9,25 + 1,80*10 ° cm s'l) srovnatelnou s progesteronem (Pe = 8,60 +

0,52*10 ° cm s-l), ktery ptfes HEB dle ptislusné PAMPA studie (Di et al., 2003) a klinické
studie (Yoon et al., 2006) pronika snadno, coz jsme prokazali také my prostfednictvim nasi
zkousky PAMPA, a proto 1 M2-7.1 bude ziejm¢ do CNS prostupovat snadno. Podobné¢ u M2-
10.1 (Pe = 4,85+ 0,05%10 ¢ cm s'l) se predpoklada snadny prinik ptes HEB kvili podobnosti
Pe s desipraminem (Pe = 5,05 £ 0,67*10"° cm s-l), jako velmi dobfe prostupnym lé€ivem
(Wang et al., 2005), a toto tvrzeni bylo potvrzeno i1 nasi v nasi PAMPA zkousce. Hodnoty Pe
poslednich 2 testovanych latek M2-9.1 (Pe = 1,65 + 0,25%10"° cm s_]) aM2-22.1 (Pe=1,80 =
0,10%¥10® cm s_]) jsme korelovali k 1é¢ivu piroxikam (Pe = 1,50 = 0,09%10 ¢ cm s_l), které
kvli své nizké lipofilit¢ neni do CNS dostupny, jak doklada literatura (Avdeef et al., 2007)

1 naSe metoda PAMPA, proto piedpokladéame, Ze tyto testované latky nebudou schopny pies
HEB pronikat. Pravé u piroxikamu se ndm podatfilo spravné predikovat dostupnost latky do
CNS v porovnani s pfisluSnou literaturou predikce prostupnosti dle zkousky PAMPA, kde je
uvedena schopnost latky pronikat HEB jako nejednoznacna (Di et al., 2003).

Obecné lze fici, ze metoda PAMPA je relativné jednoduchou metodou k predikei
prostupu latek do CNS, avsak jeji spolehlivost neni stoprocentni. Navic zohlediiuje pouze

pasivni difuzi, a nikoliv aktivni transport ¢i efluxni mechanismy. NaSe experimenty vSak
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potvrdily obecné piedpoklady u bézn¢ pouzivanych l1é¢iv. Napiiklad atenolol jako hydrofilni
molekula dosahuje v mozku velmi nizkych koncentraci, u nasi metody pronikal skrz PBL
taktéz velmi omezené. Naproti tomu lipofilni donepezil pro 1écbu AD, prochéazejici HEB
velmi dobfe, u zkousky PAMPA tuto vlastnost také potvrdil. Z toho pohledu lze i na latky
série M2 pohliZet jako na predikované. Tuto skutecnost 1ze dobie prokézat hodnotami Pe

v PBS i v 1% roztoku F-127 u jednotlivych testovanych latek. Slouceniny M2-7.1 (viz Obr. 5)
a M2-10.1 (viz Obr. 7) vykazuji vyrazn¢ vyssi Pe nez ostatni M2 latky (viz Tab. 6), coz podle
vSeho souvisi s jejich strukturou. Ob¢ slouceniny maji ve své struktuie 2 lipofilni methoxy
skupiny, M2-7.1 navic dlouhy uhlikaty fetézec mezi aminovou a amidovou skupinou, diky
c¢emuz je ze vSech testovanych latek nejvice lipofilni. Nositelem lipofility je také chlor, ktery
se vyskytuje ve struktufe 3 M2 latek: M2-12.1 (viz Obr. 9), M2-15.1 (viz Obr. 10) a M-21.1
(viz Obr. 11), pficemz ty obsahuji pouze jednu methoxy skupinu a hydrofobicita celé
molekuly je tedy nizsi. Je vSak potfeba zopakovat, Ze hydrofilita je pouze jednim, byt velmi

dilezitym faktorem ovliviiujici rozpustnost i Pe latek.
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7. ZAVER

Na zaklad€ vSech naSich vysledkl jsme dospéli k zavéru, ze ptidavek F-127
do fosfatového pufru (PBS) nam zajisti potfebné rozpusteéni testovanych latek pii soucasném
ovlivnéni hodnot pro predikci prostupu HEB. Extrapolaci pomoci standardnich 1€¢iv jsme
vSak stanovili, ze vétSina M2 latek vykazuje rozsah Pe v PBS piiblizn¢ mezi hodnotou 2-4,
coz znaci omezeny prinik skrz HEB. Pouze 2 M2 latky — 7.1 a 10.1 — vykazuji hodnoty
dostacujici pro prestup. Je v§ak nutno podotknout, ze ptidavek F-127 do PBS nam mohl
interval hodnot Pe pro prestup do CNS nepatrné€ posunout. Z toho ditvodu nelze pohlizet
na M2 latky s Pe <2 jako na latky absolutné neprostupujici a stejné tak na M2 latky s Pe > 4
jako latky neomezené dostupné do CNS. Nicméné tyto vysledky je nutné chapat pouze jako

predikci a validovat je na jiném, presnéj$im in vivo modelu.

Dale jsme potvrdili, Ze koeficient permeability latek nezavisi vyhradné na jejich lipofilite,
ale 1 na dalSich faktorech, jako jsou molekulovd hmotnost sloucenin, povrchové aktivita latek

¢1 mira ionizace.
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