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1 UVOD A CILE PRACE

V roce 1941 Hans Selye objevil v mozku steroidni latky vykazujici extrémné
rychlé anestetické ucinky. Zjistil, Ze latky progesteron, deoxykortikosteron a
jejich metabolity maji vyrazny vliv na nervovou tkan (Selye, 1941). Pfitomnost
téchto latek v nervové tkani i dlouho poté, co byly z organizmu odstranény
klasické steroidogenni tkané (nadledviny a gonady), potvrdila nezavislou
biosyntézu steroidu pfimo v nervové tkani (Corpéchot et al., 1981; Corpéchot
et al., 1983). To odpovidalo i objevu Etienne-Emile Bauliea, Ze steroidni latky
pregnenolon, dehydroandrosteron a jejich sulfaty jsou pfitomny v mnohem
vySSi koncentraci v nervové tkani nez v krevni plazmé (Baulieu, 1998). Jiz
vroce 1981 Baulieu tyto latky pojmenoval terminem neurosteroidy, avsak
mechanismus jejich ucinku zlistaval jesté dlouho neznamy. (Baulieu, 1981).

Velkou pozornost sklidil hned prvni synteticky vyrobeny neuroaktivni
predstavy o genomovém pusobeni vSech steroidnich latek vazbou na jaderné
receptory, jejimz charakteristickym znakem je dlouha doba nezbytna
k vyvolani u€inku. Naslednym zkoumanim mechanismu pusobeni byl objeven
vliv neurosteroidl na membranové receptory pro neuropifenasece kyseliny y-
aminomaselné (Smaje, 1976). Pozdéjsi studie odhalily jejich plsobeni i na
dalsi ligandem aktivované iontové kanaly, jako jsou receptory glutamatova a
glycinové receptory (Rupprecht a Holsboer, 1999).

Pusobenim na receptory neuropfenaseCl, neurosteroidy vyznamné
ovliviiuji drazdivost (excitabilitu) neurond. Neurosteroidy jsou tak zapojeny do
mnoha fyziologickych i patofyziologickych procesti nervové soustavy,
predstavuji  tak  perspektivni  skupinu  latek  vhodnych  k terapii
neuropatologickych stavi. Vyznamné jsou jejich anestetické, antiepileptické a
anxiolytické ucinky. Napfiklad allopregnanolon a 3a,50-
tetrahydrodeoxykortikosteronu predstavuji vhodnéjsi alternativou farmak pfi
terapii epilepsie nez dlouho pouzivané benzodiazepiny. Jako velmi slibné se
jevi i vyuziti neurosteroidu pfi terapii neurodegenerativnich chorob a poruch
paméti (Reddy, 2010).

Objevenim neurosteroidu byl polozen zaklad pro novou védni oblast

zkoumajici latky a jejich vliv na nervovou soustavu. Pro zjistovani neuralni
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aktivity téchto latek, bylo jiz od samotného pocatku potfeba pouzit velmi
citivych a specifickych metod analyzy. Steroidni latky byly nejdfive
analyzovany metodami imunoanalyz, zvlasté pak radioimunoanalyzou (RIA).
Presto, Zze RIA poskytovala velice citlivda méfeni, z divodu nedostatecné
specifity bylo nezbytné pfed samotnou analyzou provést mnohé purifikaéni
kroky. V souCasné dobé tak do popredi vstoupily metody hmotnostni detekce
v kombinaci s kapalinovou ¢&i plynovou chromatografii. Tyto metody poskytu;ji
dostateCnou citlivost a specifitu pro méfeni ivelmi nizkych koncentraci
steroidnich latek ve slozitych biologickych matricich (Griffiths et al., 2006).
Cilem teoretické Casti této diplomové prace bylo vypracovani literarni
reSerSe a podani prehledu o souCasném stavu dané problematiky, ziskani
prehledu o biosyntéze, metabolismu a uc€incich neurosteroidu, seznameni s
problematikou stanoveni steroidnich latek a pouzivanych metod. Cilem
praktické casti diplomové prace bylo nalezeni optimalni purifikacni metody pro
stanoveni Sesti neurosteroidd v referencnich matricich. Dale pak vyvinuti
metody ultra-vysokouc€inné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS, Ultra-high pressure liquid
chromatography — tandem mass spektrometry) a ureni optimalniho
koncentraniho rozsahu pro stanoveni jednotlivych  zkoumanych
neurosteroidd. Vyvinuta metoda byla nasledné aplikovana na nékolik vzorku
krevniho séra a mozkomiSniho moku pacientd Neurologické kliniky Fakultni
nemocnice Olomouc. Ziskané vysledky jsou dale diskutovany s dostupnou

literaturou a s jiz dfive opublikovanymi poznatky.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Steroidy

Mezi steroidy se fadi latky organické povahy, které se vyznacujici Fadou
rozdilnych fyziologickych funkci. Jejich obecna chemicka struktura ma vsak
své charakteristické rysy isoprenoidld. Steroidy jsou odvozené
z cyklopentanperhydrofenanthrenu  (steranu), tetracyklického uhlovodiku
slozeného ze tfi Sesti¢lennych a jednoho péti¢lenného cyklu, Obr. 1. Steroidy
se mezi sebou lisi druhem, poltem, pozici substituentl a také konfiguraci,
druhem i pocCtem vazeb, velmi Casto také nesou hydroxylovou skupinu
v poloze C10 a C13. Postranni fetézec steroidi muize byt také alkylovan
v poloze C17. Velky pocet latek této skupiny je také dan Sesti centry chirality
steranu, které davaji mozZnost dalSich konfiguraci. Mezi hlavni skupiny
steroidl se fadi: steroly, ZluCové kyseliny a steroidni hormony (Vodrazka,
1996).

Obr. 1: Chemické struktura cyklopentanperhydrofenanthrenu (steranu). Sestiélenné
cykly jsou oznadeny pismeny A, B, C, péticlenny pismenem D. Cisla oznaduji polohu

Jednotlivych atomu uhliku.

Steroly jsou definovany jako steroidy nesouci hydroxylovou skupinu
v poloze C3. V poloze C17 obsahuji acylovy zbytek s osmi az deseti uhliky.
Struktura sterolt je odvozena od cholestanu (Harvey a Ferrier 2011; IUPAC,
1989). Nenasyceny alkohol cholestanu se nazyva cholesterol (33-cholest-5-
en-3-ol), Obr. 2. Tvofi dulezitou soucast bunéénych membran a podili se na
mezibunécné komunikaci. | kdyZz sam o sobé& neni schopen pfestupovat pfes

hemotoencefalickou bariéru, miaze byt syntetizovan v mozku de novo. Tam je
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také pfitomen ve vétSim mnozstvi a tvofi tak 25 % =zasob celkového
cholesterolu lidského téla (Dietschy a Turley, 2004). Nejvice cholesterolu je
vyuzito na stavbu myelinovych poSev oligodendrocytd (Lund et al., 1999).
Hladina cholesterolu v mozkové tkani pfi narozeni se pohybujeme okolo 6
mg/g. Koncentrace vSak v dobé& dospivani z dlvodu zvySené myelinizace
vzroste na 10-20 mg/g (Dietschy et al., 2004; Heverin et al., 2004).

HO

Obr. 2: Chemicka struktura cholesterolu (3B-cholest-5-en-3-ol).

Oxysteroly jsou pak okyslicené formy cholesterolu €i jeho prekurzorq,
vznikaji enzymaticky prostfednictvim reaktivnich forem kysliku (Griffiths et al.,
2016). Na rozdil od cholesterolu je 24S-hydroxycholesterol (24S-HC, cholest-
5-en-3[3,24(S)-diol) schopen volné pfechazet do mozku, kde je pak za ucasti
cytochromu P46A1 pfeménén na cholesterol, Obr. 3. Hladiny 24S-HC jsou
proto v mozkové tkani mnohem nizSi nez hladiny cholesterolu, pohybuji se
vrozmezi 10-20ug/g (Heverin et al, 2004). Oxidace 24S-HC se déje
vrlznych ¢&astech mozku, v oligodendrocytech a neuronech, kde je
exprimovan enzym cytochrom P46A1 (Lund et al., 1999). Neustalou pfeménou
oxysteroll je udrZzovana stala homeostaza cholesterolu a mastnych kyselin.
zavaznych chorobnych stavd zahrnujicich aterosklerézu, roztrousenou
skler6zu a dal$i neurodegenerativni poruchy. Analyza 24S-HC z plazmy je
také vyuzivana kurCeni v€asné diagnozy Alzheimerovy ¢&i Parkinsonovy
choroby (Bjorkhem et al., 2013; Papassotiropoulos et al., 2000). ZvySena
koncentrace cholest-4-en-3-onu v mozku ukazuje na probihajici oxidaéni

reakce, které mohou byt zplsobeny utvarenim komplexu amyloidu beta a

14



médnatych iontl, které vznikaji pfi tvorb& amyloidovych plakd pfi rozvoji
Alzheimerovy choroby (Puglielli et al., 2005). Mimo jiné jsou oxysteroly také
dulezitymi meziprodukty pro tvorbu dalSich steroidd jako jsou ZluCové kyseliny
a steroidni hormony (Griffiths et al., 2016).

Obr. 3: Chemicka struktura 24(S)-hydroxycholesterolu (cholest-5-en-33,24(S)-diol).

Zlugové kyseliny jsou steroidni karboxylové kyseliny, obsahujici polarni
i nepolarni ¢ast. Tyto amfifilni molekuly maji silnou detergentni funkci, jako
soucast zluCe proto hraji zasadni roli v procesu traveni a vstfebavani lipidu a
lipofilnich vitaminUd. V travici soustavé je taktéz dulezita jejich funkce pfi
utvareni a regulaci stfevni bakterialni mikrofléry (Figueiredo a Garces, 2012).

Mezi steroidni hormony se fadi adrenokortikotropni hormony
(glukokortikoidy a mineralkortikoidy), které jsou produkovany klrou nadledvin.
Produkce glukokortikoidd (kortisolu, kortikosteronu) zna&né stoupa pfi
stresové zatézi organizmu, Obr. 4. Kortisol (11B,17a,21-trihydroxypregn-4-en-
3,20-dion) zpUsobuje utilizaci glukosy v periferii, zvySuje tvorbu glykogenu a
podporuje glukoneogenezi. Mineralkortikoid aldosteron (113,21-dihydroxy-
3,20-dioxopregn-4-en-18-al) ovliviuje metabolismus sodnych a draselnych
iontl a je zodpovédny za udrzovani objemu extracelularni tekutiny. DalSi
skupinou steroidnich hormonu tvofi hormony pohlavni. Pohlavni hormony
reguluji mnoho fyziologickych funkci dalezitych jiz od vyvoje plodu. Kli¢ové
role pohlavnich hormonl spo ivaji v rastu, vyvoji a diferenciaci reprodukénich
tkani a utvareni sekundarnich pohlavnich znakl. Podle poctu uhliki muzeme
pohlavni hormony rozdélit na tfi zakladni skupiny. Estrogeny (Cis) a gestageny
(C21) jsou ve veétsSi mife produkovany vajecniky, androgeny (Cig) produkuji

varlata. Krevnim obéhem se tyto hormony dostavaji do mozku, michy

15



perifernich nervd, kde ovliviuji endokrinni funkce i chovani organizmu
(Vodrazka, 1996).

A) OH B)

0O O

Obr. 4: Chemické struktury vybranych adrenokortikotropnich hormont kortisolu
(11B,17a,21-trinydroxypregn-4-en-3,20-dion; A) a aldosteronu (71B,217-dihydroxy-
3,20-dioxopregn-4-en-18-al; B).

2.2 Neurosteroidy

Etienne-Emile Baulieu oznadil za neurosteroidy latky steroidni povahy
vznikajici z cholesterolu &i steroidnich prekurzorl pochazejicich z perifernich
zdroju de novo v centralni nervové soustavé (CNS) a periferni nervové
soustavé (PNS). Steroidni prekurzory neurosteroidl jsou syntetizovany hlavné
v gonadach, nadledvinach a placenté, odkud se transportuji do nervove
soustavy (Baulieu, 1998).

Casto se Ize také setkat s terminem neuroaktivni steroidy, ktery zavedli
Steven M. Paul a Robert H. Purdy. Neuroaktivni steroidy zahrnuji jak steroidy
vytvofené v nervové tkani (tedy neurosteroidy), tak i steroidy pusobici na
nervovou tkan vzniklé v perifernich zlazach. Neuroaktivni steroidy mohou byt i
steroidy vytvofené synteticky, dilezité je v3ak jejich plsobeni na buriky
nervoveé soustavy (Paul a Purdy, 1992; Wang a Griffiths., 2008). V literatufe se
Casto tyto dva terminy prolinaji, a ne vzdy jsou striktné dodrZzovany (Henry a
Norman, 2003; Wang a Griffiths, 2008).

Neurosteroidy tedy neoznacuji konkrétni tfidu steroidll, ale misto jejich
pusobeni (Khare et al., 2016). Néktefi autofi vSak na zakladé jejich struktury

neurosteroidy rozdéluji do nékolika zakladnich tfid. Jsou jimi neurosteroidy
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odvozené od pregnanu, kam patfi allopregnanolon (3a5a-THP, 3a-hydroxy-
5a-pregnan-20-on), pregnanolon (3a,5B-THP, 3a-hydroxy-5B-pregnan-20-on)
a allotetrahydrodeoxykortikosteron (THDOC, 3a,21-dihydroxy-5a-pregnan-20-
on), Obr. 5. Mezi neurosteroidy odvozené od androstanu se fadi androstandiol
a etiocholanon. VSechny tyto latky jsou vysoce lipofilni, proto snadno
prestupuji pfes hematoencefalickou bariéru. DalSi skupinou jsou sulfatové
neurosteroidy se zastupci jako jsou pregnenolon sulfat (PREGS, 3B-
hydroxypregn-5-en-20-on sulfat) a dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS, 3-
hydroxyandrost-5-en-17-on sulfat). Sulfataci se tyto latky stavaji vice polarni,
coz se projevuje jejich vySsi koncentraci v krvi nez u jejich odpovidajicich
nesulfatovanych forem (Reddy, 2010). Samy o sobé tyto sulfatové
neurosteroidy nemohou pfechazet pres hematoencefalickou bariéru, teprve

vazbou na organické aniontové transportni proteiny (OATPs) jsou schopny

prostoupit do mozku (Knapstein et al., 1986; Ugele et al., 2003).
0 0

Obr. 5: Chemické struktury vybranych neurosteroidd allopregnanolonu (3a-hydroxy-
5a-pregnan-20-on; A), pregnanolonu (3a-hydroxy-58-pregnan-20-on; B), pregnenolon
sulfatu (3B-hydroxypregn-5-en-20-on sulfat; C) a ehydroepiandrosteronu sulfatu (36-
hydroxyandrost-5-en-17-on sulfat; D).

Zakladni  strukturu  neurosteroidd  pregnenolonu (PREG, 3p-
hydroxypregn-5 en-20-on) a dehydroepiandrosteronu (DHEA, 3p-
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hydroxyandrost-5-en-17-on) tvofi 3B-hydroxy-A>-steroidy, které jsou hlavnimi
meziprodukty mezi cholesterolem a dalSimi neurosteroidy. Jejich metabolity
tvori 3-oxo-A*-steroidy jako jsou testosteron (T; 17B-hydroxyandrost-4-en-3-
on) a progesteron (PROG,; preg-4-en-3,20-on) (Baulieu, 1998), Obr. 6.

@]

Obr. 6: Chemické struktury vybranych neurosteroid( testosteronu (178-

hydroxyandrost-4-en-3-on; A) a progesteronu (preg-4-en-3,20-on; B).

2.2.1 Biosyntéza a metabolismus neurosteroidi

Neurosteroidy jsou syntetizovany v nervové soustavé, a to v bunkach gliovych
zahrnujicich oligodendrocyty, Schvannovy burky, astrocyty, a neuronech
(Plassart-Schiess a Baulieu, 2001). Tyto bunky se nachazi v riznych ¢astech
mozku jako jsou hipokampus, mozkova kura a amygdala, taktéz v PNS (Agis-
Balboa et al.,, 2006). Pro biosyntézu a metabolismus neurosteroidd je
nezbytna fada enzymda. Jejich pfitomnost €i aktivita se maze liSit v pribéhu
zivota organizmu, ale i v riznych bunécnych typech. Kazda steroidogenni tkan
obsahuje specifickou sadu enzymu, dulezitych pro produkci unikatniho
souboru neurosteroidu (King, 2013).

Syntéza neurosteroidl probiha z cholesterolu ¢&i steroidnich prekurzort
importovanych z perifernich zdroji. Cholesterol midze byt syntetizovan de
novo z nizkomolekularniho prekurzort (napfiklad mevalonatu). Metabolicka
draha mevalonatu zahrnuje u€ast 35 enzymu, kdy z acetylkoenzymu A (acetyl-
CoA) pfes mevalonat, farnesyldifosfat, skvalen a lanosterol vznika cholesterol
(Goldstein et al., 2006; Horton et al., 2002).

Biosyntéza steroidd je dale kontrolovana translokanim proteinem
(TSPO) taktéz nazyvanym jako periferni benzodiazepinovy receptor. Protein

TSPO je lokalizovan na vnéj§i mitochondrialni membrané, usnadnuje
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cholesterolu pfistup na membranu vnitini. Tento protein je hojné rozSifen jak
v perifernich tkanich i mozku v oligodendrocytech, astrocytech i neuronech
(Papadopoulos et al., 2006). Na vnitfni mitochondrialni membrané je
exprimovan kliCovy enzym cytochrom P450 $&tépici postranni fetézec
cholesterolu (CYP450scc, CYTOCHROM P450 SIDE-CHAIN CLEAVAGE
ENZYME) na PREG, vychozi meziprodukt pro syntézu dalSich neurosteroidu.
Pfitomnost CYP450scc byla prokazana i na urovni mRNA v riznych ¢astech
lidského mozku. Vysoka mira exprese je patrna obzviasté v obdobi
embryogeneze, které je charakteristické obrovskym neuralnim rdstem (King et
al., 2002; Yu et al., 2002).

Rychlost limitujici (rate-limiting) krok biosyntézy mimo puasobeni
cytochromu CYP450scc predstavuje i pfitomnost steroidogenniho akutniho
regulacniho proteinu (StAR). Tento enzym, ktery se nachazi v neuronech
i bunkach gliovych taktéz umozniuje dalSi syntézu steroidu. Spole¢na exprese
cytochromu P450scc a StAR proto oznacCuje mista aktualné probihajici
syntézy. Absence téchto enzymul se projevuje poruchou syntézy steroidnich
latek, coz mize mit pro organizmus fatalni nasledky. Existuje vSak jedna
minoritni draha, pfi které StAR neni exprimovan, a pfesto dochazi
k steroidogenezi. Tato metabolicka draha umozniuje vznik progesteronu z 24S-
HC, ktery je produkovan placentou. Oxysterol 24S-HC na rozdil od
cholesterolu muze prostoupit na vnitini mitochondrialni membranu bez u&asti
StAR (King, 2013).

Cholesterol je na vnitfni mitochondrialni membrané nasledné oxidovan
na 22R-hydroxycholesterol (22-R-HC), dale na 20R,22R-dihydroxycholesterol
(22R,22R-diHC) az na PREG. VSechny tyto reakce jsou katalyzovany
cytochromem P450scc patfici do rodiny enzym( CYP11A1 (Ruan et al., 1999).
Pfitomnost 22R-HC a 20R,22R-diHC byla potvrzena v mozku dospélych i
nové narozenych mysi (Meljon et al, 2012; Meljon et al., 2014).

V zavislosti na typu bunky je PREG dale metabolizovan na dalSi
neurosteroidy. Neurosteroid PREG mize byt v burikach gliovych a neuronech
redukovan na metabolity 20a-dihydropregnenolona a 7a-hydroxypregnenolon
(Baulieu, 1998), Obr. 7.

Cytochrom P450c17 disponuje aktivitou 17a-hydroxylasy a 17,20-lyasy,
které pfeménuji PREG na DHEA. PREG je také schopny za ucasti enzymu
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3B-hydroxysteroid dehydrogenasy (3B3-HSD) konvertovat na DHEA, ktery je
mozno dale oxidovat za ucasti stejného enzymu na androstenedion (androst-
4-en-3,17-dion). Tento enzym se nachazi jak v neuronech, tak v burnkach
gliovych v oblastech zahrnujicich mozkovou kuru, hipokampus, amygdalu a
stfedni mozek (Henry a Norman, 2003). Pro syntézu DHEA byla navrzena
alternativni draha nezavisla na CYP450scc. Tato cesta zahrnuje reakce
katalyzované Zeleznatymi ionty, avSak ve vySSich koncentracich, nez je
fyziologicky rozsah, proto se nepfedpoklada jeji prabéh in vivo (Biggio a
Purdy, 2001).

Androstenedion muze dale pokracovat pfeménou na T za pfitomnosti
enzymu 17B-hydroxysteroid oxidoreduktasy (17B-HSD). Pfeménu T na
estradiol zajiStuje enzymaticky komplex zahrnujici cytochrom P450
aromatasu. Androstenedion m(ze také vznikat preménou z PROG za ucasti
cytochromu P450c17 a dale pokraCovat v konverzi na androgeny a estrogeny
(Compagnone et al.,, 1995). Syntéza estradiolu byla prokazana v burikach
hipokampu (Hojo et al., 2004). Exprese P450c17 byla zjisténa v burikach
astrocytd a neuronl v oblasti mozku i prodlouzené michy dospélych mysi
(Kibaly et al., 2005; Stromsted a Waterman, 1995).

Z neurosteroidu PREG mUze za pfitomnosti enzymu 3B-HSD vznikat
také PROG, ktery muze byt redukovan za uc€asti enzymu 20a-hydroxysteroid
oxidoreduktasy na 20a-dihydroprogesteron (20aDH-PROG). PROG se pak
vlivem enzymu 5a-reduktasy preméni na 5a-dihydroprogesteron (5a-DHP;
pregnan-30,20-dion) a dale pak za ucasti enzymu 3a-HSD vznika 3a5a-THP
(Baulieu, 1998). Mimo nervové soustavy mohou tyto konverze probihat i na
urovni perifernich tkani jako jsou gonady, jatra a kiize (Do Rego et al., 2009).

Neurosteroid 3a5a-THP muze také vznikat v mozku de novo (Reddy, 2010).
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Obr. 7: Biosyntéza a metabolismus neurosteroidu. Nejéastéjsi biosyntetické a metabolické reakce jsou uvedeny v textu (upraveno
podle Baulieu, 1998).
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2.2.2 Funkce vybranych neurosteroidi

2.2.2.1 Progesteron

Progesteron (PROG) je velmi dulezitou latkou neonatalniho obdobi. Je potfebny
pro rozsahlou synaptogenezi, dotvafeni patefe a pro rast dendritl. Vysoka
produkce progesteronu v neonatalnim obdobi koresponduje s vysokou aktivitou
StAR, CYPP450scc v Purkyriovych burikach a neuronech.

Neurosteroid PROG je také schopny vyvolat proliferaci neuralnich
progenitorovych bunék, a to dokonce bez ucasti 5a-reduktasy. Tento efekt je
zprostfedkovan pfes PROGESTERON RECEPTOR MEMBRANE COMPONENT
1 (PGRMC1), jehoz funkci je vazba hemu a aktivace CYP450 (King, 2013).

2.2.2.2 Testosteron

Da se fici, Ze pusobeni testosteronu (T) ma vliv na vytvareni socialnich
vztahd. Na udrovni CNS je T totiz zodpovédny za Fadu kognitivnich funkci,
prozivani emoci a chovani. (Starka a Hampl, 2014). Existuji studie, které dokazuiji,
Zze zvysena hladina T ma vliv na zhorSeni kognitivnich funkci starSich muzd i zen
(Hogervorst, 2012; Martin et al., 2007). Vysoké hladiny T mohou dale také za
zhorSeni exotoxického poSkozeni oligodendrocytd (Caruso et al., 2004).

Neurosteroid T muze ovliviiovat vyvoj mozkové kary zvySenim podjednotek
a2 receptoru pro kyselinu y-aminomaselnou typu A (GABA,) (King, 2013). Rozdil
v hladinach T je také pozorovan mezi pohlavimi. O poznani vyssi hladiny T byly
naméreny v sedacim nervu krysich samcu oproti hladinam T u samic (Pesaresi et
al., 2011a). Na rozdil od jinych neurosteroidl, hladiny T vyznamné klesaji po
odstranéni gonad a nadledvin. To ukazuje na vyznamnou syntézu T z prekurzoru

vznikajicich v perifernich zlazach (Biggio a Purdy, 2001).

2.2.2.3 Dehydroepiandrosteron a dehydroepiandrosteron sulfat

Dehydroepiandrosteron (DHEA) je latka s Sirokym spektrem biologickych ucinku.
Vznikda v CNS iv perifernich tkanich zahrnujici kdru nadledvin, gonady
a gastrointestinalni trakt. Slouzi jako prekurzor pro syntézu androgen(

a estrogenu. Latka DHEA spoleéné se sulfatem DHEAS patfi mezi nejvice
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zastoupené cirkulujici steroidy v mozku mladého Clovéka. Hladiny DHEA koreluji
svékem organizmu a jejich odchylky mohou také upozornit na rlzné
neurodegenerativni poruchy (Hampl et al., 2003; Kihel, 2012). Bylo také zjisténo,
Zze se hladiny DHEA liSi mezi pohlavimi. Samice krys poskytovaly vyssi hladiny
DHEA nez samci (Pesaresi et al., 2011b).

Neurosteroid DHEA muze také dale metabolizovat na své oxidované formy,
které maji Siroké moznosti plisobeni. Napfiklad u metabolitd 7-hydroxyDHEA byly
prokazany antiglukokortikoidni, imunomodulacni, neuroprotektivni, antioxidacni
a antiapoptotické ucinky (Hampl et al., 2003; Morfin et al., 2000; Pelissier el al.,
2004).

Prevazujici mistni syntézu DHEA v nervové tkani, potvrzuje pretrvavani
v nervoveé soustavé po gonadoktomii a adrenoktomii €i po inhibici cytochromu

P450c17 agonistou (Compagnone a Melon, 2000).

2.2.2.4 Pregnenolon a pregnenolon sulfat

Pregnenolon (PREG) mulze vyvolat strukturalni zmény neuronu po vazbé na
mikrotubuly. Tyto u€inky PREG byly prokazany in vitro na krysi bunécéné linii PC12
odvozené z feochromocytomu diené nadledvin, které tak byly ochranény pred
polymeraci tubulinu nocodalozem. ZvySena lokalni syntéza PREG byla také
zjiSténa v reakci na poranéni, coZ naznacuje, Zze diky PREG se neurony |épe
vyrovnavaji s poskozenim (Meffre et al., 2007).

Pregnenolon sulfat (PREGS) stimuluje neuralni proliferaci ve struktufe gyrus
dentatus spankového laloku mozku. Muze také modulovat neuralni bunéénou
plasticitu, rlst a starnuti neuroni pusobenim na a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxalon receptory (AMPA). Tyto presynaptické receptory N-methyl-D-aspartatu
(NMDA) po navazani PREGS uvolfiuji glutamat, coZz ma za nasledek zvySeni
postsynaptické aktivity AMPA receptorl v oblasti CA1 pyramidalnich neurond.
Neurosteroid PREGS také stimuluje uvolnéni glutamatu v nové vzniklych
Purkyriovych bunkach pfes jejich TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL CATION
CHANNELS SUBFAMILY M MEMBER 3 (TRPM3) - dulezité prostredky
mezibunécné komunikace a udrzovani homeostazi (King, 2013). PREGS takeé

zvySuje neuralni aktivitu inhibici GABAergnich a aktivaci glutamatergnich
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neuropifenasecl. Mimoto muaze byt také silnym modulatorem sigma 1 receptoru
(Schumacher et al., 2008).

U samcu dospélych potkanu dosahovaly hladiny PREG i PREGS fadové 100
pmol v gramu mozkové tkani. VysSi hladiny byly ziskany z hypotalamu, nizsi
v mozkové kufe (Hu et al., 1987). Hladiny PREG méfené v sedacim nervu krys
byly vyrazné vy3Si u samic nez samcl (Pesaresi et al., 2011a). Pokusy
s adrenaloktomii a gonadoktomii u krys jednoznacné prokazaly, ze PREG jeho

syntetizovan v CNS nezavisle na perifernich zdrojich (Corpéchot et al., 1983).

2.2.2.5 Allopregnanolon

Allopregnanolon (3a5a-THP) je zodpovédny za zmény lokalizace neuralnich
populaci v prefronalnim kortexu a thalamu u novorozencu, tyto zmény mohou
vyvolat zmény chovani. Citlivost GABA, receptorl na neurosteroidy se muze lisit
béhem vyvoje v souvislosti s riznou expresi jeho podjednotek. Neurosteroid 3a5a-
THP totizZ muze ménit vazbu na a a  podjednotku receptoru, coz bylo prokazano
in vitro v burikach kortikalnich neuront. To ukazuje na dulezitost 3a5a-THP pfi

vyvoji organizmu (King, 2013).

2.2.2.6 Pregnanolon

Pregnanolon (3a5B-THP) také zvany jako eltanolon je progesteronovy metabolit
s vyznamnymi anestetickymi vlastnostmi. Pfesto Ze je 3a5B-TH produkovan
fyziologicky v menSich hladinach nez 3a5a-THP, i on je vyznamnou latkou béhem
téhotenstvi. Naopak jeho nizké hladiny mohou vyvolat pfed€asny porod (Carl et
al., 1994).

2.2.3 Mechanismy ptlsobeni neurosteroidt

2.2.3.1 Membranové receptory

Mnoho neurosteroidll plsobi na membranové receptory pro neuropifenasece, mezi
které patfi kyselina y-aminomaselna (GABA; gamma-Aminobutyric acid), glutamat
a glycin. Mezi nejCastéjSi konkrétni cile neurosteroidi patfi receptory GABAAa

a NMDA receptory. Pochopeni mechanismu aktivace jednotlivych membranovych
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receptorl, muze veést klepSimu rozpoznani rychlych negenomickych ucinkul

jednotlivych neurosteroidu a jejich vyuziti v klinické praxi (Henry a Norman., 2003).

2.2.3.1.1 GABA receptory

Latka GABA je nejrozSifenéjSim inhibiénim neuropfenaSeem CNS savcl.
Receptory aktivované timto neuropfenaseCem jsou tradicné déleny na ionotropni
GABAA receptory tvofici kanal pro chloridové anionty, metabotropni GABAg
receptory sprazené s G-proteiny tvofici kanal pro sodné a draselné kationty
a GABA receptory liSici se od GABAA svym podjednotkovym sloZenim, distribuci
v organizmu a farmakologickymi vlastnostmi (Beleboni et al., 2004).

GABAA receptory jsou tvoreny péti transmembranovymi podjednotkami
tvofici chloridovy kanal. V souCasnosti je na zakladé sekvenéni homologie znamo
20 podjednotek fazenych do 8 tfid (al1-6, B1-4, y1-3, d, €, 6, T, pl-3) (Reddy a
Estes, 2016). VétSina GABAA receptoru je vSak tvofena z podjednotek a, B a y ve
stechiometrickém poméru 2a:2B:y, pfiemz prevladajici isoforma zaujima slozeni
aiB,y2 (Mohler at el., 2004), Obr. 8. Na zakladé jejich umisténi jsou dale receptory
rozdéleny na extrasynaptické a synaptické. Extrasynaptické GABAA receptory jsou
pritomny ve specifickych oblastech mozku jako jsou hipokampus, thalamus,
hypothalamus, amygdala a mozecek. Tyto receptory vytvareji tonusoveé proudy,
které jsou vSak potlacovany extracelularni GABA. Synaptické GABAA receptory
jsou Siroce zastoupeny v celém mozku a v reakci na uvolnéni GABA z vacka do

synaptické stérbiny produkuji proudy fazové (Reddy a Estes, 2016).

Extracellular

Intracellular
lon channel

Obrazek 8: GABA, receptor tvorici kanal pro chloridové anionty. Nej¢astéjsi zastoupeni
podjednotek GABA, receptoru je ve stechiometrickém poméru 2a:2B:y (upraveno podle
Reddy a Estes, 2016).

25



Pfi zkoumani mechanismd ucinku prvniho synteticky vytvofeného
neuroaktivniho steroidu alphaxalonu byl objeven vliv této latky na modulaci GABAa
receptord (Harrison a Simmonds, 1984). Tento receptor je v3ak potencovan
i dalSimi neurosteroidy jako jsou 3a5a-THP a 3a5B-THP, Tab.1l. Tyto latky
obsahujici konfiguraci 3a pozitivné moduluji GABAA receptory a tim prodluzuji
dobu otevieni iontového kanalu (Callachan et al., 1987). Naopak 3B-redukované
analogy neurosteroidd maji na GABAa receptory ucinek inhibi¢ni. AvSak bez
ohledu na konfiguraci maji vSechny neurosteroidy s navazanou sulfatovou
skupinou jako jsou PREGS, pregnanolon sulfat (3a5BS) a analogy 3a5aS, 3p5aS
a 3B5BS na GABA, receptory ucinek inhibi¢ni (Wang et al., 2002). To dokazuje
rizné mechanismy modulace GABAa receptorl zavisejicich na struktufe
neurosteroidld. Roli v u€incich neurosteroidl hraje také jeho podjednotkové slozeni
receptoru Ci jeho lokalizace v nervové soustavé (Belelli a Lambert, 2005).

Napfiklad GABAc receptory liSici se od GABAa receptord prave
podjednotkovym sloZenim, jsou modulovany neurosteroidy zcela odliSné. Latky
obsahujici ve své struktufe 5a-steroid pusobi na tyto receptory potenciacné,
zatimco latky s 5B-steroidy naopak GABAc receptory inhibuji (Morris a Amin,
2004).

Tab. 1: Pfehled ucink( vybranych neuroaktivnich steroidd na funkci GABA, receptort

(N=potenciace, \V=inhibice).

Pasobeni na GABA,
receptor

3a5a-THP N
3a5B-THP

Isoallopregnanolon (35a-THP)
Isopregnanolon (35B-THP)
PREGS

Neuroaktivni steroid

Pregnanolon sulfat (3a53S)
Pregnanolon sulfat (3a5aS)
Pregnanolon sulfat (35aS)
Pregnanolon sulfat (335BS)

CEecececee>
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2.2.3.1.2 Glycinové receptory

Také glycinové receptory tvofi kanal pro prichod chloridovych iontld. Strukturné
jsou velmi podobné receptorim GABAa. Proto jsou také cilem mnoha
neurosteroidu, které jsou také schopné vazat se na receptory GABAa. Nékteré
z nich, které aktivuji GABAa receptory jsou schopné témér uplné zablokovat
glycinové receptory. Na druhou stranu vSak syntetické neuroaktivni steroidy
aktivujici  GABAa receptory zpusobuji vznik rekombinantnich glycinovych
receptorl. Koncentrace neurosteroidd nutna k aktivaci glycinovych steroidd vSak
musi byt Fadové 20x vySSi nez koncentrace nutna k aktivaci receptori GABAAa
(Smith, 2003).

Bylo také zjisténo, Ze neurosteroidy (napf. PREGS) inhibujici GABAAa
receptory blokuji glycinové receptory v miSnich neuronech pokusnych kurat (Wu et
al., 1997). AvSak koncentrace nutna k blokaci glycinovych receptori se pohybuje
v podobném rozmezi jako koncentrace nutna k inhibici receptorii GABAa. Zda se
tedy, Ze mechanismus inhibice PREGS je pro tyto receptory odlisny (Smith, 2003).
Oproti tomu neurosteroid 3a5a-THP a synteticky alphaxalon nevyvolavaji na

glycinovych receptorech Zadny ucinek (Henry a Norman, 2003).

2.2.3.1.3 Glutamatové receptory

Glutamat je hlavni excitaéni neuropfenase¢ CNS obratlovcl. Glutamatové
receptory se déli na vice rozSifené ionotropni glutamatové receptory a méné
pocCetné metabotropni glutamatové receptory spfazené s G-proteiny (GPCR,
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR), které mimo jiné hraji vyznamnou roli
v modulaci druhého posla - intracelularniho inositoltrifosfatu. lonotropni
glutamatové receptory se dale déli na receptory AMPA, NMDA receptory
areceptory kainatové, aktivované kyselinou kainovou (KA) (Henry a Norman,
2003).

NMDA receptory jsou tetramery vytvofené ze sedmi typl podjednotek (NR1,
NR2A az NR2D, NR3A a NR3B). Jeho podjednotkové slozeni mize byt rozdilné
v riznych mistech nervové soustavy a mlize se taktéz ménit v pribéhu vyvoje
organizmu. Mimoto ma také zasadni vliv na jeho farmakologické i funk&ni
vlastnosti. V neonatalnim obdobi pfevladaji v mozku NR2B a NR2D podjednotky,

zatimco béhem vyvoje je postupné doplnuji ¢i nahrazuji podjednotky NR2C (Cull-
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Candy et al.,, 2001). NMDA receptory mohou byt lokalizovany postsynapticky,
presynapticky i extrasynapticky v neuronech, jsou vSak zastoupeny i v burikach
gliovych (Van Dongen, 2009). Podjednotka NR2A je pfevazné soucasti
synaptickych receptort, zatimco podjednotka NR2B receptorll extrasynaptickych
(Thomas et al., 2006).

Tyto receptory hraji zasadni ulohu v udrzovani synaptické plasticity jako je
dlouhodoba potenciace (long-term potentiation) a dlouhodoba deprese (long-term
depression). Podili se také zasadné na procesech ucCeni a paméti. Naopak
vyrazné prodlouzeni aktivace téchto receptord mize vést k bunécné smrti &i jeji
sklerézu, epilepsii a dalSi choroby postihujici nervovy systém (Dingledine et al.,
1999).

Modulace NMDA receptoru je zavisla na zaporném naboji, ktery poskytuje
sulfatova skupina. Neurosteroidy, u kterych byl prokdzana modulace téchto

receptord, obsahovaly ve své struktufe sulfatovou skupinu v poloze C3 (Tab. 2).

Tab. 2: Pfehled ucinkG vybranych neuroaktivnich steroidd na funkci NMDA receptort
(N=potenciace, \V=inhibice).

Neuroaktivni steroid Plsobeni na NMDA receptor

PREGS

Pregnanolon sulfat (3a58S)
Pregnanolon sulfat (3a5aS)
Pregnanolon sulfat (3p5aS)
Pregnanolon sulfat (335BS)

€S> €€ e>

Neurosteroid PREGS ma vyznamny potenciacni vliv na NMDA receptor, po
jeho pusobeni je zvySena pravdépodobnost otevieni iontového kanalu (Horak et
al., 2006). Naopak pregnanolon sulfat (3a5pS), liSici se od PREGS pouze absenci
jedné dvojné vazby, NMDA receptor inhibuje (Petrovic et al., 2005) podobné jako
jeho analog 3a5aS (Tab. 2). U 33-steroidl existuje rozdilny mechanismus ucinku,
ktery je zavisly na rozdilné stereospecifité substituentl na uhliku C5. Zatimco latka

3B50S ma skelet planarni a pusobi na receptor potenciané, skelet analogu
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3B5BS je zalomeny a receptor NMDA naopak inhibuje (Park-Chung et al., 1997),
Obr. 9.
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Obr. 9: Tvar molekuly vybranych neuroaktivnich steroid( — 385aS tvorici skelet planarni
(A) a 3B858S tvofici zalomeny skelet (B) (upraveno podle Park-Chung et al., 1997).

AMPA receptory jsou tetramery tvofené ze 4 podjednotek GIuR1 az GluRA4.
Kainatové receptory tvorfi podjednotky GIuR5 az GIuR7, podjednotky KA1 a KA2
(Hollmann a Heinemann, 1994). Pusobeni neurosteroidi na AMPA a KA receptory
bylo prokazano pouze ve formé negativni modulace téchto receptort (Yaghoubi et
al., 1998).

2.2.3.2 Jaderné receptory

Nékteré neurosteroidy mohou mimo plasobeni na membranové receptory pusobit
na receptory jaderné a zpusobovat tak genomické ucinky. Toto plsobeni je oproti
pusobeni na membranové receptory velmi pomalé. O vysledné aktivité receptoru
rozhoduje mimo hladiny samotného neurosteroidi také pocet a kvalita pfislusnych
jadernych receptora.

Androgenni jaderné receptory pro testosteron jsou bohaté zastoupeny
v endotelu cévni soustavy. Testosteron timto pusobenim muize ovlivnit mozkovou
perfuzi a propustnost hematoencefalické bariéry (Starka a Hampl, 2014). V mozku
jsou také exprimovany jaderné receptory pro progesteron (Wang a Griffiths.,
2008).
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2.2.3.3 Pusobeni na proteiny spojené s mikrotubuly typu 2

Mechanismus ucinku nékterych neurosteroidi muze spocivat také v plsobeni na
mikrotubuly neuront prostfednictvim receptoru pro MAP2 (MIKROTUBULE-
ASSOCIATED PROTEIN TYPE 2). Tyto neurosteroidy se tak mohou podilet na
vytvafeni a stabilizaci mikrotubuld — hlavnich stavebnich dilci neuralniho
cytoskeletu (Plassart-Schiess a Baulieu, 2001).

Neurosteroid PREG prostfednictvim vazby na MAP2 stimuluje polymeraci
mikrotubull, ma také vyznamny vliv na zvySeni produkce nervového rustového
faktoru v nervovych burikach PC12. Tento faktor je dulezity pro regeneraci bunék

nervoveé soustavy (Fontaine-Lenoir et al., 2006).

2.2.4 Fyziologické ucinky neurosteroidu

2.2.4.1 Uzkost a stres

Existuji mnohé ddkazy o zapojeni neurosteroidi do etiologie Uzkosti a stresu.
Stres u pokusnych zvifat a pravdépodobné i u lidi zpUsobuje rychly pokles aktivity
GABA\ receptoru, ktery je doprovazen zvySenim hladin neurosteroidd pozitivné
modulujicich tento typ receptoru. Tyto neurosteroidy obsahujici strukturu 3a5a
zvySuji svou koncentraci v plazmé a mozku (Barbaccia et al., 2001). Zatimco
snizeni aktivity GABAa receptorl dochazi do péti minut po stimulaci, narist
koncentrace neurosteroidi obsahujicich 3a5a je pozvolnéjsi, dosahujici vrcholu
zhruba po 30 minutach od stimulace (Barbaccia et al., 1996). Pfedpoklada se, Ze
zvySené hladiny téchto neurosteroidl predstavuji obranny mechanismus
organizmu, kterym se brani proti stresu (Dazzi et al., 1996).

Neurosteroidy 3a5a-THP a THDOC jsou latkami se silnymi anxiolytickymi
ucinky (Eser et al., 2008). Také podavani PROG vyvolava anxiolytické ucinky
u pokusnych zvifat (Reddy a Kulkarni, 1997). Tyto pfiznivé ucinky byly taktéz
potvrzeny syntetickym analogem 3a5a-THP (Vanover et al., 2000). Pacienti
s indukovanymi zachvaty uzkosti vykazuji snizené hladiny 3a5a-THP. Nahrazeni
toho neurosteroidu jeho syntetickym analogem muze predstavovat slibnou

strategii pfi IéCbé uzkostnych poruch (Stréhle et al., 2003).
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2.2.4.2 Procesy paméti a u€eni

Neurosteroidy hraji taktéz vyznamnou roli v procesech uCeni a paméti. Podani
sulfatovanych neurosteroidd, které pozitivné ovliviiuji NMDA receptory nebo
negativné GABA, receptory (napfiklad PREGS, viz Tab. 1 a 2) vyznamné zvySuje
kognitivni funkce zkoumanych zvifat (Isaacson et al., 1995). Naopak neurosteroidy
obsahujici 3a5a, pozitivné modulujici GABAAa receptory, procesy paméti a uceni
vyrazné zhorsuji (Turkmen et al., 2004).

Pozitivni vliv na kognitivni funkce maji taktéz neurosteroidy DHEA a DHEAS.
Tyto latky se s vékem snizuji, mohou tak mit vliv na kognitivni dysfunkce typické
pro starnouci pacienty. Existuji dokonce dlkazy, Ze sniZzena hladina DHEA
a DHEAS se podili na projevech Alzheimerovy choroby (Murialdo et al., 2001).
Lécba 7B-hydroxyepiandrosteronem pokusnych zvifat trpicich pfiznaky
Alzheimerovy choroby prokazala jednoznacny neuroprotekticni efekt této latky
(Dudas et al., 2004). Zkoumana byla také |é¢ba PREG pacientd trpicich
schizofrenii. Po pravidelném podavani tohoto neurosteroidu doSlo u téchto

pacientd k vyznamnému zvyseni jejich kognitivnich funkci (Marx et al., 2009).

2.2.4.3 Role neurosteroidi na rozdily mezi pohlavimi

Hladiny neurosteroidli se mohou liSit mezi pohlavimi. Tyto rozdilné hladiny mohou
hrat napfiklad roli v rozdilech citlivosti na nékteré nervové poruchy. Ke staviim
Ze tyto rozdily souvisi se systémem neuropfenasSeCe serotoninu, ktery je také
zodpovédny za rtzné dlouho terapeutickou odpovéd na antidepresiva.

Sexualni rozdily byly popsany u pacientl s epilepsii postihujici spankovy
mozku muzl a zen zpUsobenou v mezizachvatovytém obdobich epilepsie. BEhem
vyvoje mozku maji totiz pohlavni hormony a taktéz nékteré neurosteroidy ruzné
velkou organizacni funkci, které tak vede k trvalym rozdilim mezi muzi a Zzenami
v rliznych Castech mozku. AvSak presné mechanismy, které jsou zakladem pro
tuto diferenciaci neuralnich obvodl zapojenych do potenciace a kontroly
zachvatovych stavu dosud neni znama (Reddy a Estes 2010).
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2.2.5 Patofyziologické u€inky neurosteroidu

2.2.5.1 Epilepsie

Epilepsie zahrnuje  skupinu neurologickych  poruch s charakteristickymi
epileptickymi zachvaty. Tyto cyklické zachvatovité stavy se mohou liSit svou
intenzitou a dobou trvani. Etiologie tohoto onemocnéni neni pfesné znama, proto
neexistuje ani IéCivo, které by propuknuti epilepsie zcela zabranila. PFi terapii
tohoto onemocnéni se vSak vyuzivaji farmaka ze skupiny antiepileptik
(antikonvulsiv), kterymi Ize mirnit alespori symptomy onemocnéni.

Neurosteroidy vykazuji Siroké spektrum antikonvulzivnich ac€inkd. Tyto
ucinky, které se do znacné miry prekryvaly s uCinky klasickych antiepileptik, byly
prokazany pfi pokusech na experimentalnich zvifatech (Gaisor et al., 1999).
V zavislosti na druhu epileptickych zachvatl vykazuji neurosteroidy riznou miru
ucinku. Nejuc€innégji se tyto latky jevi proti zachvatiim vyvolanym pilokarpinem —
agonistou GABA, receptord. Nékteré neurosteroidy v8ak mohou byt vyznamné
prospésné i v potlateni zachvatl vyvolanych navykovymi latkami jako je kokain,
ethanol &i diazepin (Devaud et al., 1996; Tsuda a Suzuki, 1997). Podavani velmi
vysokych davek neurosteroidi dokonce Castecné ochranilo pokusné mysi pred
zachvaty zpusobené elektroSokem (Reddy a Rogawski, 2001).

Sulfatované neurosteroidy PREGS a DHEAS jsou schopny inhibovat GABAA
receptory a potencovat receptory NMDA. Zachvaty mohou byt také Castecné
blokovany podavanim 3a5a-THP nebo dalSich neurosteroidl, které pozitivné
moduluji GABAA receptory.

Neurosteroidy by mohly byt vhodnymi farmaky pfi terapii nejenom epilepsie,
ale i onemocnéni status epilepticus, které je typické delSimi intervaly tetanickych
zachvatu. Avsak klasické endogenni neurosteroidy i pfes své pozitivni vlastnosti
disponuji nékterymi prekazkami, jez brani jejich klinickému pouZiti. Nizka
biologicka dostupnost téchto latek zplsobuje, Ze jsou rychle inaktivovany
a eliminovany pryC€ z organizmu. Jejich oxidaci se také zvysSuje aktivita jadernych
receptort pro klasické steroidni hormony, coz muze mit za nasledek nepfiznivé
vedlejSi hormonalni ucinky. Tyto omezeni v8ak postradaji synteticky vytvorené

analogy téchto latek, nékteré z nich jsou ve fazich klinickych testd a jevi se jako
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vhodny alternativni pfistup pfi terapii epilepsie a status epilepticus (Reddy a Estes,
2016).

2.2.5.2 Premenstruaéni syndrom

Premenstruacni syndrom (PMS) je chronicka porucha projevujici se psychickymi
i télesnymi zménami cyklicky v druhé poloviné menstruaéniho cyklu. Presto, Ze
etiologie onemocnéni neni znama, je prfedpokladano, Zze PROG a jeho derivaty
jsou dulezité pro klinické projevy tohoto syndromu. U zdravych Zen je koncentrace
PROG a 3a5a-THP nejvysSi v lutealni fazi menstruacniho cyklu. Jejich hladina se
poté prudce snizuje v prvni den menstruace (Bicikova et al., 1998). Bylo zjiSténo,
ze zeny trpici PMS maji hladiny PROG a 3a5a-THP v krevnim séru v lutealni fazi

menstruacniho cyklu vyrazné nizsi nez zeny zdravé (Girdler at al., 2001).

2.2.5.3 Deprese

Také pfi depresich mohou neurosteroidy sehrat kliCovou roli. Studie na zvifatech
ukazaly, Ze antidepresivum fluoxetin zvySuje hladiny 3a5a-THP v mozku (Uzunov
et al., 1996). | u lidi fluoxetin vyznamné zvysil hladiny 3a5a-THP pravdépodobné
pfimou aktivaci enzymu 3a-HSD (Mellon et al., 2001).

Bylo prokazano, ze pfimé podavani 3a5a-THP snizuje depresivni chovani na
zvifecich modelech (Khisti et al., 2000). Lidé trpici depresi vykazovali v krevnim
séru a mozkomiSnim moku snizenou koncentraci tohoto neurosteroidu, zatimco
sérova hladina THDOC byla zvySena. Snizena hladina 3a5a-THP muze byt
CasteCné vyvolana snizenou syntézou 5a-reduktasy, ktera mize taktéz naznacit
depresivni stav (Uzunov et al., 1996).

Také DHEA a jeho sulfatovana forma DHEAS prokazuje antidepresivni
ucinky u zvifat i lidi. Stejné tak i sulfatovany neurosteroid PREGS.

Neurosteroidy mohou také zastavat zasadni ulohu ve vzniku poporodni
deprese. Deprese zen v poporodnim obdobi mize byt vyvolana snizenou hladinou
PROG. Jeho hladiny se béhem téhotenstvi Zeny vyrazné zvySuji a jeho
anxiolytické ucinky tak pomahaji Zzenam lépe si vyrovnat s télesnymi zménami pfi
vyvoji plodu. V obdobi po porodu se ale hladina PROG zacina snizovat a u zen se
tak mohou objevit depresivni stavy (Smith et al., 2007).
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2.2.6 Klinicky potencial neurosteroid

Neurosteroidy syntetizované v nervové soustavé fidi fyziologii perifernich nerva
a mohou také vykazovat vyznamné neuroprotektivni ucinky. Byly proto navrzeny
jako vhodna terapie pro rtzné typy perifernich neuropatii objevujicich se béhem
starnuti, chemoterapie, onemocnéni diabetes melitus ¢&i po fyzickém poranéni
(Giatti et al., 2015).

Vyznamny terapeuticky potencial PREGS byl demonstrovan v bunkach
hipokampu dospélych a starSich pokusnych krys. StarSi krysy byly diky PREGS
schopny lépe odolavat kognitivnim porucham (Mayo et al., 2005). Vyznamna je
také funkce 3a5a-THP, ktera byla potvrzena napfiklad pfi zvySeni proliferace
neuroprogenitorovych bunék v krysim hipokampu i lidské mozkové kafe (Wang et
al., 2005). Ddulezita je také funkce DHEA podilejici se na procesu déleni
neuralnich kmenovych bunék v lidském mozku (Suzuki et al., 2004).

Zajimavou alternativou v |éCbé mohu byt také syntetické receptorové
modulatory. Napfiklad selektivni estrogenové receptorové modulatory (SERMS)
jako jsou tamoxifen, raloxifen, lasofoxinfen i bazedoxifen byly pfi pokusech
s experimentalnimi zvifaty prokazany jako vhodna neuroprotektivni agens proti
nékterym neurodegenerativnim porucham (Ciriza et al., 2004; O'Neill et al., 2004).
AvSak i pfes mnoho slibnych ucinkli neuroaktivnich steroidd pfFinasi
prechod jednotlivych experimentl iv vitro a pokusu na zvifatech do klinické praxe
nejriznéjsi obtize az znemoznéni jejich aplikace.

Studie ovSem potvrzuji, ze neurosteroidy by mohly otevfit nové moznosti pro
jejich terapeutické vyuziti zvlasté v oblasti neurologie. Nékteré z nich se dokonce
ukazaly jako vhodngjsi farmaka pfi |éCbé epilepsie, nez jsou klasicky podavané
benzodiazepiny (Reddy a Estes, 2016). Na rozdil od benzodiazepinl, jejichz
mechanismus potenciace GABAa receptorl spoliva pouze ve zvySovani
frekvence otevirani chloridového kanalu, neurosteroidy dobu otevieni kanalu
nepretrzittm uzivani neurosteroidii nevznika v organizmu na jejich UcCinek
tolerance, daji se tedy uzivat i dlouhodobé (Monaghan et al., 1997).

Dal$i moznou strategii IéCby pomoci neuroaktivnich steroidi by mohlo byt
zvyseni jejich syntézy navazanim ligandu na periferni benzodiazepinovy receptor

(PBR). Ten je pfitomen na vné&jSi mitochondrialni membrané, kde kooperuje se
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StaR a ovliviuje tak steroidogenezi. Vyzkumy ukazaly, ze navazani ligandu na
PBR vyznamné& zvySuje syntézu neuroaktivnich steroidd v nadledvinach,
gonadach, placenté. Lécba latkami vazajicimi se na PBR (napfiklad Ro5-4864)
zpusobuje zvySenou steroidogenezi taktéz v burikach gliovych, coz se projevuje
protektivnimi uc€inky na buriky CNS a PNS (Leonelli et al., 2005; Veiga et al.,
2005).

Vhodnéjsi pro klinickou praxi, nez jsou klasické endogenni neurosteroidy, se
jevi jejich synteticky vytvofené analogy. Byly proto zkoumany neuroaktivni steroidy
alphaxalon (5a-pregnan-3a-ol-11,20-dion), alphadolon (3a,21-dihydroxy-5a-
pregnan-11,20-dion), minaxolon (11a-dimethylamino-23-ethoxy-3a-hydroxy-5a-
pregnan-20-on) a ganaxolon (3a-hydroxy-3B-methyl-5a-pregnan-20-on), Obr. 10.
Tyto latky disponuji vyhodami jako je lepSi biologicka dostupnost, delSi poloCas
rozpadu ¢i mechanismus ucinku nezahrnujici pusobeni na jaderné receptory, které
by svou aktivaci mohly vyvolat nepfiznivé vedlejSi hormonalni reakce. AvSak
zatimco alphaxalon je pro své anxiolytické ucinky stale vyuzivam ve veterinarni
medicing, pfipravek Althesin (smés alphaxalonu a alphadolonu) byl stahnut
z klinickych studii kvlli vzacnym, avSak zavaznym vedlejSim uc€inkim (silné
alergické reakce). Také minaxolon byl staZen zklinickych testd z ddvodu
nedostatku dukazi u jeho prospésSnych funkcich. Nejslibnéji se jevi neuroaktivni
steroid ganaxolon, ktery je v sou€asné dobé testovan v ramci nékolika klinickych
studii hodnoticich jeho ucinky na refrakterni epilepsii, infantilni spasmus, syndrom
fragilnihno X a dalSi onemocnéni ovliviiujici nervovou soustavu (Reddy a Estes,
2016), Obr. 10.

35



OH

Obr. 10: Chemické struktury synteticky vytvorenych neuroaktivnich steroidd alpaxalon
(5a-pregnan-3a-o0l-11,20-dion; A), alphadolon (3a,27-dihydroxy-5a-pregnane-11,20-dion;
B), minaxolon (71a-dimethylamino-23-ethoxy-3a-hydroxy-5a-pregnan-20-on; C)
a ganaxolon (3a-hydroxy-3B-methyl-5a-pregnan-20-on; D).

2.3 Analyza neurosteroidi

Objeveni schopnosti neurosteroidi ménit aktivitu nervovych bunék ved! k potfebé
citlivych, selektivnich a specifickych metod, které by byly schopny zméfit i jejich
nizké koncentrace v nervové tkani.

Mezi metody vyuzivané pro detekci neurosteroidi patfi metody imunologické
zahrnujici metody radioimunoanalyzy (RIA), chemiluminiscenéni imunoanalyzu
(CIA, chemiluminiscence immunoassay) a enzymovou imunoanalyzu (EIA,
enzyme immunoasay) (Wang a Griffiths, 2008). AcCkoliv tyto metody poskytovaly
pomeérné vysokou citlivost, z divodu nedostatku jejich specifity zacaly byt

vyuzivany i metody hmotnostni spektrometrie (Wang et al., 2007).
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2.3.1 Analyza neurosteroidil za pomoci radioimunoanalyzy

Diky své citlivosti bylo vyvinuto mnoho RIA metod pro kvantifikaci rdznych
steroidnich latek. Metoda RIA obzvlasté v kombinaci s pfedchozi separaci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, high performance liquid
chromatography) vyrazné zlepsSuje specificnost celé analyzy.

Nicméné ani vyuZiti separace v preanalytické fazi neposkytovalo pfi nasledné
analyze konzistentni vysledky (Biggio a Purdy, 2001). Metody radioimunoanalyzy
totiz vykazuji nékteré zasadni nedostatky. Mezi ty patfi vedlejSi kfizova reaktivita
protilatek a omezeni dynamického rozsahu, které mohou vést k nespravnym
vysledkim analyzy. Bylo napfiklad zjisténo, Zze pfi analyze neurosteroidu 3a5a-
THP jeho protilatka kfizové reaguje s nékolika dalSimi analogy PROG (Purdy et
al., 1990). Tato kfizova reaktivita mize byt napfiklad nebezpecna pfi analyze
hladin neurosteroidd téhotnych Zen, nebot v téhotenstvich dochazi k vyraznému
zvySeni nékterych téchto latek, coz by RIA nemusela spravné vyhodotit. Take
omezena linearita méfeni je pro takovéto analyty, které vykazuji Sirokou Skalu

koncentraci, nevhodna (Pennel et al., 2015).

2.3.2 Analyza neurosteroidi hmotnostni spektrometrii

Steroidni latky jsou dnes nejCastéji analyzovany kapalinou chromatografii ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC—MS, liquid chromatography—mass
spectrometry) nebo plynovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (GC-

MS, gas chromatography-mass spectrometry).

2.3.2.1 Plynova chromatografie—-hmotnostni spektrometrie

Analyza GC-MS je stéle, i navzdory €asové narocné preanalytické fazi, hojné
vyuzivana pro analyzu steroidnich latek. Preanalyticka faze zahrnuje derivatizaci
vzorku pro zvySeni tepelné stability a tékavosti latek. Zvlasté vhodné se jevi
pouziti GC pro separaci steroidnich izomert z dlivoda vy$Si rozliSovaci schopnosti

v porovnani s analyzou LC.
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Pro stanoveni steroidnich latek se bézné pouziva elektronova ionizace (El,
electron ionization) (Kanceva et al., 2010). Pfi této ionizaci je zajiSténa vysoka
citlivost a reprodukovatelnost metody pro vSechny typy slou€enin. Vysoké citlivosti
Ize také dosahnout detekci v médu monitorovani vybranych iontd (SIM, selected
ion monitoring), kde misto snimani celého rozsahu hodnot m/z je snimana pouze
jedna ¢Ci vice specifickych hodnot m/z. Navic je mozné k identifikaci latek vyuzit
rozsahlych El spektralnich knihoven (Halket et al., 2005). Na druhou stranu je tato
ionizace energeticky naro¢na. Neni vhodné méfit nestabilni derivaty steroidnich
latek, nebot' by byly silné fragmentovany a nebylo by vytvofeno dostate¢né
mnozstvi prekurzorovych iontd.

AvSak potfeba méfit velmi nizké koncentrace neurosteroidi v mozkové tkani
vedla k vyuZziti citlivéjSi chemické ionizace (CI, chemical ionization). Ta je
v posledni dobé uspésné pouzivana pro analyzu steroidnich latek pfi analyze GC—
MS (Zhang et al., 2012).

2.3.2.2 Kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie

Techniky LC-MS se pro analyzu neurosteroidi dostavaji stale vice do popredi.
Jednou zvyhod, které umoznuje tato analyza je stanoveni i inaktivnich
neurosteroidi bez nutnosti derivatizace nebo hydrolyzy konjugatd (Ketola a
Hakala, 2010).

VSechny bézné ionizacni techniky za atmosférického tlaku jako jsou ionizace
elektrosprejem (ESI, elecrospray ionization), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI, atmospheric pressure chemical ionization) a fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI, atmospheric pressure photoionization) jiz byly
uspésné pouzity pro analyzu steroidnich latek (Liu et al., 2003; f et al., 2008; Guo
et al., 2004). Vzhledem ktomu Ze pro nepolarni steroidni latky je ionizacni
ucinnost ESI relativné nizka, je potfeba tyto latky Casto derivatizovat (napfiklad
hydroxylaminem), aby v nasledné analyze bylo dosazeno dostateCné citlivosti. Na
druhou stranu ESI umozniuje analyzu intaktnich konjugatl, jako jsou glukuronidy
a sulfaty. loniza¢ni techniky APCI a zejména APPI poskytuji lepSi ionizaéni
ucinnost nez ESI pro nepolarni steroidni latky. Této vysokeé citlivosti Ize dosahnout

bez nutnosti derivatizace vzorku (Keski-Hynnila et al., 2002).
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Pro ziskani vyssi citlivosti metody je vhodné pouzit kombinaci LC s nizkym
prutokem s ionizaci nanoelektrosprejem (nanoESI)-MS nebo desorpci laserem za
pritomnosti matrice ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MALDI—
MS/MS, matrix-assisted laser desortion/ionization—tandem mass spectrometry)
(Emmet a Caprioli, 1994).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Material a vybaveni

3.1.1 Biologicky material

Referenc¢ni matrice:
4% hovézi sérovy albumin (4% BSA, bovine serum albumin) — Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany)
Referencni mozkomisni mok — Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Referenéni sérum — BioPanda Diagnostics (Newtownards, UK)

Matrice 4% BSA byla rozpusténa v 10mM fosfatovém pufru, pH 7,4 (PBS).
Na pripravu 1 | roztoku PBS bylo spotfebovano 3,9 g NaH,PO, . 2 H,O a 0,87 g
NaCl, které byly rozpustény v mensim mnozstvi redestilované vody, pH roztoku

bylo upraveno na hodnotu 7,4 a objem doplnén do 1 1.

Vzorky pacientu:
Krevni sérum a mozkomi$ni mok pacientu s diagnostikovanou roztrousenou
sklerézou

Krevni sérum a mozkomisni mok pfedpokladanych zdravych darcu (kontrola)

Vzorky sér pacientd Neurologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc
i kontroly byly ziskany odbérem vendzni krve. Séra byla zcentrifugovana pfi 3 000
rom po dobu 5 minut pfi teploté 4 °C a uloZzeny do ztmavenych sklenénych vialek
uzavienych gumovymi zatkami. Vzorky mozkomiSniho moku pacientd
Neurologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc i kontroly byly ziskany lumbalni
punkci a sbirany do polypropylenovych vakuovych zkumavek obalenych do

hlinikovych félii. VSechny vzorky byly uloZzeny v temnu pfi teploté -70 °C.

3.1.2 Chemikalie

Methanol (MeOH) (> 99,9%) — Merck KGaA (Darmstadt, Germany)
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Kyselina mravenci (98%) — Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)
Acetonitril (ACN) — Merck KGaA (Darmstadt, Germany)

Standardy
Neznacené standardy (NeuroSTs) — Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany):
DHEA
Testosteron
Progesteron
Pregenenolon
Allopregnanolon
Progesteron
Stabilné izotopicky znacené standardy (IS-NeuroSTs) — Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (Tewksbury, USA):
[d3]Testosteron
[**C,]Progesteron
[ds]Pregnenolon

[ds]Allopregnanolon

Zasobni roztoky standard:
Smés Sesti neznacenych neurosteroidd (6-NeuroSTS)

Smés &tyf znacenych neurosteroidl (4-1S-NeuroSTs)

Smés 6-NeuroSTs v koncentraci 1.107 mol.I* v MeOH byl vytvoren
nasledovné: Sest jednotlivych neznaenych standardd neurosteroidu o koncentraci
1.10° mol.I* bylo po 100 pl (celkem 600 pl) smichano se 400 pl chlazeného
MeOH a byla tak vytvorena koncentrace mixu 1.10™ mol.I"*. Desitkovym Fed&nim
byly postupné vytvoreny zfedéné roztoky aZ po cilovou koncentraci mixu 1.107
mol.I™.

Smés 4-1S-NeuroSTs v koncentraci 1.10° mol.I" v MeOH byl vytvoren
nasledovné: &tyfi jednotlivé znadené standardy neurosteroid(i o koncentraci 1.10™
mol.I"  byly po 100 ul (celkem 400 ul) smichany se 600 pl chlazeného MeOH
a byla tak vytvofena koncentrace mixu 1.10° mol.I". Desitkovym zfed&nim byl

dale vytvoren zfedény roztok s koncentraci mixu 1.10°° mol.I™,
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Cinidla pro SPE:
Cinidlo pro HybridSPE
1% Kyselina mravenci v ACN
Cinidlo pro STRATA-X
5% MeOH

Byl pfipraven zasobni roztok 1% kyseliny mravenci o objemu 30 ml. K 306 pl
98% kyselina mravenc€i byla pfidana redestilovana voda do pozadovaného
objemu. Dale byl pfipraven zasobni roztok 5% MeOH o objemu 50 ml. K 2,5 mi

MeOH byla pfidana redestilovana voda do pozadovaného objemu.

Mobilni faze pro UHPLC:
MeOH (A)

7,5mM kyselina mravenci (B)

Pro pfipravu 500 ml mobilni faze B byla k 144 ul 98% kyseliny mravenci

pfidana redestilovana voda do poZzadovaného objemu.

3.1.3 Pomucky

Pipety — Eppendorf (Hamburg, Germany)

CoolBox™ 30 Systems — BioCision (San Rafael, USA)

Micro-Spin Filter, Nylon 0,2 um NY - Grace Davison Discovery Sciences

(Deerfield, USA)

SPE kolony:
HybridSPE® Phospolipid Ultra 30 mg/1 ml — Supelco (St. Louis, USA)
STRATA™-X 33 um Polymeric Reversed Phase, 30 mg/1 ml — Phenomenex
(Torrance, USA)

Laboratorni sklo: odmérné bariky, kadinky, zkumavky, sklenéné vialky

3.1.4 Pristrojové vybaveni a software

Milli-Q Simplicity 185 — Millipore Corp. (Billerica, USA)
Michac¢ Vortex Mixer WIZARD — VELP Scientifica (Usmate, Italy)
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Rotator Bio RS-24 — Unimed (Praha, CR)

Centrifuga Avanti"™ 30 — Beckman (Brea, USA)

Dusikova odparka TurboVap® LV — Caliper Life Sciences (Hopkinton, USA)

Ultrazvukova lazeri SONOREX SUPER RK 514 — Bandelin (Berlin, Germany)

Chromatograficka kolona KINETEX® Biphenyl, 1,7 pym 100 x 2,1 mm -

Phenomenex (Torrance, USA)

Systém UPHLC-MS/MS — Acquity™ Ultra Performance LC, Binary solvent
manager, Sample manager — Waters (Milford, USA) s hmotnostnim
spektrometrem Xevo™ TQ-S — Waters MS Technologies (Manchester, UK)

TargetLynx™ program a MassLynx™ software — Waters (Milford, USA)

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Experiment | — Optimalizace izolaéniho protokolu

Cilem Experimentu |. bylo nalezeni vhodné purifikaéni metody pro UHPLC-MS/MS
analyzu vybranych zastupcl neurosteroidd. Pro purifikaci byla zvolena precipitace
proteind MeOH a nasledna filtrace na nylonové membrané Micro-Spin Filteru
v kombinaci s metodami extrakce na pevné fazi pomoci kolon HybridSPE a Strata-
X. Nejvhodnégjsi purifikani protokol byl uréen dle parametru navratnosti metody
(method recovery). Navratnost je vypoctena v procentech jako pomér koncentrace
naméfeného znaceného standardu ke koncentraci pfidaného 2znaceného

standardu vynasobeny 100.

Navratnost (tyO) = (Clab naméfené/CIab pfidané) x 100

3.2.1.1 Precipitace proteinu

Pfiprava vzorka pfi precisténi za pomoci precipitace proteina (PP) methanolem
probihala nasledovné: Kazdy vzorek obsahoval 100 ul biologické matrice, 20 pl
smési 4-1S-NeuroSTs v koncentraci 1.10° mol.I*, 30 ul smési 6-NeuroSTs

v koncentraci 1.10" mol.I* a 350 ul chlazeného MeOH. Bé&hem vSech krok

pipetovani byly vzorky chlazeny v chladicim boxu CoolBox™. Vzorky byly poté
opatrné promichavany na micha¢i po dobu 1 minuty. Nasledné probihala

precipitace proteint na rotatoru pfi teploté -20 °C po dobu 60 minut. Poté byly
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vzorky zcentrifugovany pfi 10 000 rpm pfi teploté 4 °C po dobu 10 minut. Vznikly
supernatant byl pfemistén do zkumavek s Micro-Spin Filterem. Takto byl vzorek
opét zcentrifugovan pfi 10 000 rpm pfi teploté 4 °C tentokrat po dobu 5 minut.
Ziskany supernatant byl odpafen do sucha pod proudem dusiku. Odpafené vzorky
byly nasledné uchovavany pfi teploté -20 °C do doby provedeni UHPLC-MS/MS

analyzy.

3.2.1.2 HybridSPE

Kolony HybridSPE vyuzivaji kombinaci PP se selektivni schopnosti extrakce na
pevné fazi (SPE, solid phase extraction). Precipitace proteinl muze slouzit bud
k zjiStovani fosfolipidové biologické matrice, nebo k odstranéni fosfolipidi a
proteint z matriniho vzorku a slouzit tak k purifikaci vzorku. Na koloné jsou mezi
silikagelovymi nosiCi substituovany zirkoniové atomy, které diky svému prazdnému
d-orbitalu maji vlastnosti elektronového akceptoru a tim taky afinitu k elektron-

donorovym skupinam fosfolipidd (Sigma-Aldrich, 2017), Obr. 11.
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Obr. 11: Interakce HybridSPE zirkoniového sorbentu s fosfolipidovym vzorkem. Zirkoniovy
atom funguje jako Lewisova kyselina (elektronovy akceptor), protoze ma prazdny d-orbital

(upraveno podle Sigma-Aldrich., 2017).

Priprava vzorkl pro purifikaci pomoci kolony HybridSPE probihala
nasledovné: kazdy vzorek obsahoval 100 ul matrice, 20 pl smési 4-1S-NeuroSTs
v koncentraci 1.10° mol.I'}, 30 pl smési 6-NeuroSTs v koncentraci 1.10" mol.I*
a 350 ul 1% kyseliny mravenci. B&éhem vSech krokl pipetovani byly vzorky

chlazeny v chladicim boxu CoolBox™. Vzorky bylz poté opatrné promichavany na
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michaci po dobu 1 minuty. Dale vzorky zcentrifugovany pfi 10 000 rpm pfi teploté
4 °C po dobu 10 minut. Ziskany supernatant byl pfemistén na kolonu Hybrid SPE,
ktera nevyzaduje pocateCni kondicionaci. Po vytvofeni vakua, vzorky velmi
pomalu protekly kolonou a byly sbirany do pfipravenych zkumavek. Obsah
zkumavek byl dale odpafovan do sucha pod proudem dusiku. Odpafené vzorky
byly nasledné uchovavany pfi teploté -20 °C do doby provedeni UHPLC-MS/MS
analyzy (Sigma-Aldrich, 2017)

3.2.1.3 Strata-X

Kolona Strata-X pracuje taktéz na principu reverzni faze. Silny Tr-11 retencéni
mechanismus dovoluje promyti s vysokym obsahem organického rozpoustédla (>
5%) bez posSkozeni analytu, vodikové vazby zvy3uji retenci polarnich slou€enin
a hydrofobni interakce na povrchu u€inné zadrzuji hydrofobni nedcistoty
(Phenomenex, 2017), Obr. 12.
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Obr. 12: Mechanismy SPE kolony Strata-X, které umoZzriuji jednotlivé ¢asti sorbentu —
-1 retencni mechanismus (A), vodikové vazby (B) a hydrofobni interakce (C) (upraveno

podle Phenomenex, 2017)

Priprava vzorkl pro purifikaci pomoci kolony Strata-X probihala nasledovné:
kazdy vzorek obsahoval 100 ul matrice, 20 ul smési 4-1S-NeuroSTs v koncentraci
1.10° mol.I'*, 30 pl smési 6-NeuroSTs v koncentraci 1.107 mol.I* a 350 pl ACN.
B&hem vsech kroki pipetovani byly vzorky chlazeny v chladicim boxu CoolBox™.
Vzorky byly poté opatrné promichavany na michaci po dobu 1 minuty. Poté byly
vzorky zcentrifugovany pfi 10 000 rpm pfi teploté 4 °C po dobu 10 minut. Ziskany
supernatant byl nanesen na kolonu Strata-X, ktera byla kondiciovana 1 ml MeOH
a dale pak ekvilibrovana 1 ml redestilované vody. Poté bylo provedeno promyti
kolony 5% MeOH a vzorek eluovan 1 ml ACN do pfipravenych zkumavek. Obsah
zkumavek byl dale odparovan do sucha pod proudem dusiku. Odpafené vzorky
byly nasledné uchovavany pfi teploté -20 °C do doby provedeni UHPLC-MS/MS

analyzy.
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3.2.1.4 Priprava vzorku pred analyzou UHPLC-MS/MS

Pfed analyzou UHPLC-MS/MS bylo ke kazdému vzorku pfidano 100 ul
chlazeného MeOH. Béhem vSech krokd pipetovani byly vzorky chlazeny
v chladicim boxu CoolBox™. Vzorky byly dale opatrné promichany na michadi po
dobu 1 minuty. Nasledné byly zkumavky se vzorky ponofeny do ultrazvukoveé
lazné po dobu 3 minut. Sonifikované vzorky byl pfeneseny do zkumavky s Micro-
Spin Filterem a zcentrifugovany pfi 10 000 rpm po dobu 5 minut pfi teploté 4 °C.
Vzniklé supernatanty byly pfeneseny do insertd a ztmavenych sklenénych vialek.

Nasledna UHPLC-MS/MS analyza je popsana v nasledujici kapitole 4.2.2.

3.2.2 Experiment Il - UHPLC-MS/MS analyza

Cilem Experimentu Il bylo nalezeni UHPLC-MS/MS parametrd analyzy vybranych
zastupcl ze skupiny neurosteroidd. Pro UHPLC separaci neurosteroidi byla
pouZita chromatograficka kolona KINETEX® Biphenyl (1,7 pym, 100 x 2,1 mm).
Kolonu protékaly mobilni faze: MeOH (A) a 7,5 mM Kkyselina mravenci (B)
v gradientovém prabé&hu. Cas jedné analyzy &inil 13 minut pfi pratoku 0,5 ml/min.
Gradientova eluce méla nasledujici pribéh: 0 min, 60:40 (A:B); 10 min,
75:25 (A:B); 10-11 min, 99:1 (A:B); 11-13 min, 60:40 (A:B). Pfed kazdym méfenim
byla kolona kondicionovana na pocate¢ni podminky analyzy a dvakrat byl spustén
gradient metody bez nastfiku vzorku. Vzorky byly uloZeny v autosampleru pfi
teploté 4 °C, kolona byla vzdy temperovana na 40 °C. Nastfiky vzorkd Cinily 2 ul.

Detekce analytl probihala pomoci tandemového hmotnostniho spektrometru
(trojity kvadrupdl) v pozitivnim moédu ESI(+) za pouziti nasledujicich
optimalizovanych podminek: teplota zdroje 150 °C, desolvataéni teplota 600 °C,
prutok desolvataéniho plynu (dusik) 1000 I/hod, napéti na kapilafe 2,5 kV, vstupni
napéti 20-45 V, kolizni energie 13-30 eV. Pro jednotlivé neurosteroidy byl méfen
nejintenzivnéjsi kvantifikacni pfechod, dale pfechod konfirmacni a uren pfechod
prislusného interniho standardu (Tab. 5). Za pouZiti monitorovani vybranych
reakci probihala analyza jednotlivych analytl v rezimu SRM (selected reaction
monitoring). Pro kazdy neurosteroid byl také ur€en primérny retencni ¢as (Tab.
5).
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3.2.2.1 Kalibrace metody

Pro stanoveni kalibraéniho rozsahu jednotlivych neurosteroidd bylo méfeno
11 kalibraénich bodu vytvofenych ze vzorkd ruznych koncentraci znacenych
a neznacenych standardu. Nastfik na chromatografickou kolonu byl konstatné 2 pl.
Kalibra¢nich roztoky neznacenych standardl pro stanoveni DHEA, testosteronu,
pregenenolonu a allopregnanolonu byly pfipraveny postupnym fedénim
v koncentraci od 0,4 fmol do 25 pmol, koncentrace stabilné izotopicky znacenych
standardd byla 0,2 pmol. Kalibracnich roztokl neznacenych standardi pro
stanoveni progesteronu mély koncentraci od 0,01 fmol do 5 pmol, koncentrace
[**C.]progesteronu byla od 0,01 pmol po 0,5 pmol.

Rozsah kalibrace pro jednotlivé neurosteroidy byl uréen z linearniho prabéhu
ziskaného prolozenim kalibra¢nich bodu. Pro kazdou kalibragni kfivku byla uréena
rovnice pfimky ve tvaru: y = kx + q, kde k je smérnice kalibrac¢ni kfivky udavajici
smér pfimky (jde o tg a, kde a je uhel, ktery svira pfimka s kladnou poloosou x)
a g udava posun po ose y. Koeficient spolehlivosti (R?) udava hodnotu, jakym je
rozptyl mérenych hodnot zavisle proménné veliCiny y vysvétlen zménami hodnot
nezavisle proménné veli€iny x. Koeficient nabyva hodnot od 0 do 1, ¢im vySsi je
hodnota, tim je méfeni kvalitnéjsi.

Pro kazdy mérfeny neurosteroidl byly také stanoveny mez detekce a mez
stanovitelnosti. Mez detekce (LOD, limit of detection) odpovida koncentraci, pro
kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Je vypoctena
jako trojnasobek smérodatné odchylky (sp, standard deviation) nejniZsi zméfené
koncentrace kalibracni kfivky podélena smérnici pfimky k. Mez stanovitelnosti
(LOQ, limit of quantification) odpovida koncentraci, pfi které je pfesnost stanoveni
jesté dovolujici kvantitativni vyhodnoceni. Je vypoctena jako desetinasobek
smérodatné odchylky nejnizSi koncentrace kalibracni kfivky podélena smérnici
primky k.

LOD = 3. (sp/k)
LOQ =10. (sp/k)

3.2.2.2 Presnost a spravnost metody

Stanoveni pfesnosti a spravnosti nové vyvinuté metody probéhlo za pomoci smési

znaCenych a neznalenych standardd pfidané ke 100 pl matrice (viz Kapitola
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4.2.1). Pfesnost (precision) metody je definovana jako udaj o mife tésnosti shody
mezi vzajemné nezavislymi vysledky. Pfesnost metody je urCena v % relativni
smeérodatné odchylky (RSD, relative standard deviation) naméfenych vysledku.
Spravnost (accuracy) metody vyjadfena hodnotou % bias je definovana jako

tésnost shody ziskané hodnoty a hodnoty skuteCné.

3.2.2.3 Pravidla pro porovnani validaénich parametrt

Nejvice obecné uznavanou autoritou pro validaci novych bioanalytickych metod je
ICH (International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use). Vydanou smérnici Q2 (R1)
vyuzivaji jak farmaceutické, tak lékafské védy. DalSi smérnice “Guideline on
Bioanalytical Method Validation” je zavedena organizaci EMA (European
Medicines Agency). Smérnice “Guidance for Industry, Bioanalytical Method
Validation” je zavedena organizaci FDA (U.S. Food and Drug Administration).
Jednotlivé metodiky se mezi sebou li§i nékterymi limity validacnich parametrl ci

jejich oznacenim (Novakova, 2013), Tab. 3.

Tab. 3: Srovnani validacnich parametrd a limitd vyZadovanych organizacemi ICHS, FDA

a EMA (upraveno podle Novéakova, 2013).

Pocet koncentraénich hladin x repetic

Parametr
ICH FDA Limity FDA EMA Limity EMA

LOQ LOQ LLOQ, Spravnost*20 %, LLOQ, Spravnostz 20 %,

ULOQ presnostn<20% ULOQ presnost<20 %
LOD LOD X X
Linearita 5 6-8 Spravnost + 15 % 6 Spravnost + 15 %
kalibracni kfivky pfi LLOQ 20 % pfi LLOQ 20 %
Spravnost + 15 % pfi LLOQ + 15 % pfi LLOQ
metody (%) 3x3  3x5 £20 % 4x5 £20%

<15 % pfi LLOQ

Presnost metody <15 % pfi LLOQ <200
(% RSD) 3x3 3x5 <20 % 4x5 <20%
Navratnost (%) X 3 Pfesné a stalé X

quantification), nejvy$si mez stanovitelnosti ULOQ (upper limit of quantification).
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3.2.3Experiment Il — Stanoveni neurosteroidi v lidském

krevnim séru a mozkomisnim moku

Cilem Experimentu Ill bylo aplikovat nejvhodnéjsi purifikacni protokol a vyvinutou
UHPLC-MS/MS analyzu na vzorky krevnich sér a mozkomiSniho moku pacientu
Neurologickeé kliniky Fakultni nemocnice Olomouc a urcit jejich endogenni hladiny
zkoumanych neurosteroidu.

Osmi lidem (4 Zeny a 4 muZzi) bylo odebrano krevni sérum a mozkomisni
mok. Dvéma Zenam a dvéma muzim bylo diagnostikovano onemocnéni
roztrousena skleréza. U zbylych pacientl bylo pfedpokladano, Ze jsou zdravi darci
a darkyné, byly proto pouziti jako kontrola.

Koncentraéni hladiny vybranych zastupcl ze skupiny neurosteroidid byly
stanoveny pomoci metody izotopického zfedovani (Rittenberg a Foster, 1940).
Ziskané vysledky jsou v dizkuzi dale porovnavany s dostupnou literaturou a s jiz

dfive opublikovanymi poznatky.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace izolaéniho protokolu (Experiment |)

Analyza UHPLC-MS/MS vyuziva velmi citlivych a selektivhich metod detekce
pomoci rezimu SRM. Z davodld zvySeni robustnosti detekéni metody bylo ale
nezbytné zavést prfed analyzou vhodné izolacni kroky pro odstranéni
interferujicich latek. Spravné zvoleny purifikaéni krok v kombinaci s MS/MS
detekci umozniuje dosazeni nejlepSich detekénich limitd u nové vyvinutych
bioanalytickych metod (Novakova a VI¢kova, 2009). Proto bylo provedeno
porovnani navratnosti rdznych purifikaCnich metod pro stavoveni jednotlivych
steroidd u vzorki bez matrice (pfidana pouze redestilovana voda) a mezi
jednotlivymi referenénimi matricemi zahrnujici: 4% BSA, referen¢ni mozkomisni
mok a referecni sérum (Obr. 13).

NejvySsi primérna celkova navratnost vybranych neurosteroidd vypoctena
pro vSechny testované purifikacni protokoly cinila 59 +21 % a bylo ji podle
oCekavani dosazeno u analytl bez pouziti matrice (pouze H,0). Primérna celkova
navratnost pfi méfeni neurosteroidd ve zvolenych matricicich dosahla 47 + 17 %
pro 4% BSA, 43 14 % u referencniho mozkomisniho moku a 25+ 7 % pro
refereCni sérum. Z vysledku Ize vyvodit, Zze pfidana matrice negativné ovliviuje
kone¢né stanoveni analytu. Navic koncentrace interferujicich latek (proteind,
fosfolipidu) v séru je mnohonasobné vyssi nez jejich koncentrace v mozkomi$nim

moku Ci 4% BSA. Ve srovnani s dalSimi matricemi je proto purifikace krevniho

Vv s

v v,

testovanych matricich bylo dosazeno metodou PP (3518 %). Primérna
navratnost HybridSPE kolony byla vypocétena na 36 + 15 %. NejvySSi primérné
navratnosti bylo dosazeno pfi izolaci prfes kolonu Strata-X (44 + 15 %), byla tedy
zvolena jako nejvhodnéjSi pro izolaci vybranych neurosteroidi ze vzorku
odebranych pacientm FN Olomouc. Nakonec byly pro kolonu Strata-X stanoveny

navratnosti vybranych neurosteroidd u jednotlivych matric (i H,O), Tab. 4.
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Obr. 13: Srovnani navratnosti (%)vybranych neurosteroid( v referenénich matricich (i H,O) pfi pouziti PP a SPE kolon (HybridSPE a Strata-X);
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n=3, chybové usecky odpovidaji sp.
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Tab 4: Navratnost (%) stanoveni vybranych neurosteroid( v referencnich matricich (i H,O) po provedeni jejich izolace na koloné Strata-X.

Celkova navratnost udava primérnou hodnotu navratnosti zkoumanych neurosteroidd pro jednotlivé referen¢ni matrice (i H,O); n=3, primér +

Sp.
Navratnost (%)

Celkova

Matrice navratnost
DHEA  Testosteron Pregenenolon Pregnanolon Allopregnanolon Progesteron (%)

Bez matrice (H,O) 79 5 78+ 3 8l+4 753 873 722 785
4% BSA 73+3 53+3 511 535 767 45+ 2 59+ 12
Referenéni mozkomidni mo 38 + 2 46 £ 3 475 53+3 50+ 2 261 43+9
Referencni sérum 312 3315 302 302 361 19+1 305
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Dale byla testovana kapacita zvolené izolacni metody (SPE kolony Strata-X)
pfi aplikaci riznych koncentra¢nich hladin standardi vybranych neurosteroid(
pfidanych do krevniho séra. Pro pfiklad je vybran progesteron, ktery
Vysledky ukazaly (Obr. 14), Ze vzrlstajici koncentrace pfidaného standardu
([**C2]progesteronu) ma negativni vliv na jeho navratnost a to jak u vzork(i bez
pouziti matrice (H20), tak i v refere€nim séru. S nejvétsi pravdépodobnosti jde
0 nedostateCnou kapacitu zvoleného mnozstvi SPE sorbentu (30mg). Moznym
financné nakladnéjSim feSenim je pouziti vétSich Strata-X kolon (60mg/1ml nebo
100mg/3ml), popfipadé vyvoji jinych selektivngjSich izolaénich technik (napf.

imunoafinitni chromatografie).

Mavratnost [13C2]Progesteronu (%)
H
—_—
H
H

Koncentrace [YC;)Progesteronu (prmaol)

Obr. 14: Test kapacity purifikacni metody (SPE kolony Strata-X). Koncentraéni zavislost
vlivu znadeného standardu [**C,]progesteronu v referenéni matrici (i H,O) na jeho

navratnost (%); n=3, chybové tsecky odpovidaji sp.

4.2 UHPLC-MS/MS analyza (Experiment Il)

Vybrané neurosteroidy byly detekovany pomoci hmotnostni spektrometrie
v pozitivnim modu za pouziti elektrospreje ve formé iontl [M+H']. K UHPLC
separaci byly vyuzity mobilni faze MeOH a 7,5 mM kyselina mravenci. Pro
jednotlivé analyty separované na KINETEX® Biphenyl kolon& byly nalezeny
optimalni chromatografické podminky, pfi kterych se kromé izomera pregnanalonu
a allopregnanolonu plné separovaly vSechny latky (Obr. 15). Retenéni Casy
mérenych neurosteroidli se pohybovaly od 3,7 — 8,9 min a vykazovaly vysokou
stabilitu v priméru 0,24 % RSD (Tab. 5).
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DHEA PREG 3a5a-THP PROG

o H L

T Time
7.50 8.0
Obr. 15: Chromatograficka separace studovanych metabolitt stanovovanych metodou UHPLC-MS/MS.
Tab. 5: Optimalizované podmineky UHPLC-MS/MS analyzy pro vybrané neurosteroidy (n=10, primér + sp).
Kvantifikacni Konfirmacni Vstupni Kolizni SRM Reten&ni &as RSD
Neurosteroid prechod prechod napéti energie Interni standard prechod (min) (%)
(m/z) (m/z) V) (eV) (m/z) 0
DHEA 271> 253 271 > 213 25 13/16 3,658 + 0,009 0,25
[ds]Testosteron 292 > 109
Testosteron (T) 208 > 109 292 > 97 25 221719 4,171 £ 0,017 0,41
Pregenenolon (PREG) 317 > 159 317 >81 25 19/18 [ds]Pregenenolon 320> 162 6,060 = 0,006 0,10
Pregnanolon (3a5B-THP) 283 >81 283 > 95 45 30/25 6,354 £ 0,012 0,34
[ds]Allopregnanolon 287 > 81
Allopregnanolon (3a5a-THP) 301>81 301 >95 45 30/25 6,503 £ 0,008 0,12
Progesteron (PROG) 315> 109 301 > 97 25 22/19 [**C,]Progesteron 317>111 8,866 + 0,017 0,19
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Pro stanoveni jednotlivych neurosteroidd pomoci UHPLC-MS/MS byly
nalezeny optimalni podminky, viz Tab. 5. Pro kazdy méfeny neurosteroid byl
ur€en kvantifikacni a konfirmacni SRM pfechod. Taktéz byly uréeny SRM
pfechody v8ech znalenych standardu, které byly pouzity pfi pfesné kvantifikaci
metodou izotopického zfedovani. Neurosteroidy testosteron, pregenenolon,
allopregnanolon a progesteron byly méfeny proti prFislusSnym znacenym
standardim. Neurosteroid DHEA byl kvantifikovan proti [ds]testosteronu,

pregnanolon proti [d4]allopregnanolonu (Tab. 5).

4.2.1 Kalibrace metody

Kalibrace pro jednotlivé neurosteroidy byla ur€ena z 11 bodu kalibracni kfivky
ziskané z kalibra¢nich roztok(l neznacenach a znacdenych standardid. Rozsah
kalibraCnich roztokd ¢&inil od 0,4 fmol po 25 pmol, koncentrace znacenych
standardd byla 0,2 pmol pro stanoveni DHEA, testosteronu, pregenenolonu
a allopregnanolonu. Rozsah kalibra¢nich roztokl pro stanoveni progesteronu byl
od 0,01 fmol do 5 pmol s koncentraci [**C;]progesteronu v rozmezi 10 fmol
a 0,5 pmol.

Kalibracni kfivka byla méfena vzdy ve dvou opakovanich. Pro kazdy
neurosteroid by stanoven rozsah linearni kalibrace, mez detekce a stanovitelnosti
(LOD, LOQ), Tab. 6. Dale byly stanoveny parametry regresni pfimky (ka Q)
a koeficient spolehlivosti (R?). Priimérny koeficient spolehlivosti se pohyboval
velmi vysoko (0,9996).

Tab. 6: Rozsah kalibrace, mez detekce a stanovitelnosti (LOD, LOQ), parametry regresni

pfimky (k a q) a koeficient spolehlivosti (R?) pro vybrané neurosteroidy

Rozsah
Neurosteroid  kalibrace ( :n?gl) (:n(:f)zl) q R?
(pmol)
DHEA 0.005-1 0,57 1,90 11,0014 1,6237 0,9996
Testosteron 0.005-1 1,55 5,18 0,9743 2,4440 0,9997
Pregenenolon 0.04-10 4,61 15,37 0,9856 0,1579 0,9996
Pregnanolon 0.05-25 2,71 9,03 0,9524 0,5136 0,9997
Allopregnanolon 0.0004 -4 5,72 19,05 0,9711 6,1349 0,9993
Progesteron 0.0005 -5 0,15 0,50 1,0008 0,2380 0,9996
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4.2.2 Presnost a spravnost metody

Pfesnost a spravnost metody byla urena pro analyzu neurosteroidi s vybranou
purifikaCni metodou Strata-X a pro porovnani i s precipitaci proteint (PP), Tab. 7.
Do kazdého vzorku byly pfidany 3 pmol znaeného standardu, jehoz koncentrace
byla pfi analyze stanovena (stanovené pfidané mnozstvi). Pfesnost a spravnost
metody byla také porovnavana bez matrice (jen H,O) a mezi jednotlivymi
referencnimi matricemi (4% BSA, referenCni mozkomisni mok a refereCni sérum).

Pramérné hodnoty pfesnosti (% RSD) pro jednotlivé matrice vysly pfi izolaci
na koloné Strata-X |épe nez pfi PP. Prumérna pfesnost pfi purifikaci Strata-X
¢inila: 7,5 % bez matrice (H20), 55 % RSD v matrici 4% BSA, 0,5 %
v referenénim mozkomiSnim moku a 1,4 % v referenénim séru. Primérna
presnost (% RSD) pfi PP dosahla hodnot: 11,4 % RSD bez matrice (H,0), 9,9 %
RSD v matrici 4% BSA, 6,5 % RSD v referenénim mozkomiSnim moku a 7,4 %
RSD v referennim séru. Metoda purifikace na koloné Strata-X byla zhodnocena
jako pfesnéjSi metoda oproti jednoduchému presrazeni PP.

Pramérna spravnost metody (% bias) pfi purifikaci na koloné Strata-X Cinila:
-1,8 % bias bez matrice (H,O), -13 % bias v matrici 4% BSA, 4,7 % bias
v referenénim mozkomidnim moku a -3,7 % bias v referenénim séru. Primérna
spravnost (%bias) pro PP dosahla hodnot: -29 % bias bez matrice (H,0), -4,0 %
bias v matrici 4% BSA, -8,8 % bias v referenénim mozkomisnim moku a -35 %
bias v referenénim séru. Primérné hodnoty spravnosti ve stanoveni bez matrice
(H20), referenénim moku a referenénim likvoru vySly lépe pro stanoveni
s pfedchozi purifikaci na koloné Strata-X. Primérna spravnost v 4% BSA naopak
pfi pouziti PP. AvSak tato primérna hodnota vykazuje vysSi rozdil krajnich hodnot
(rozdil 81 % bias), nez odlehlost hodnot dosazenych pfi purifikace Strata-X (rozdil
46 % bias).

4.2.3 Porovnani valida¢nich parametr

Limity pfesnosti FDA i EMA (<15 % pfi LLOQ < 20 %) byly pfi purifikaci kolonou
Strata-X dodrzeny. AvSak vétSina limith spravnosti FDA i EMA (x 15 % pfi LLOQ
20 %) i pfi této metodé purifikace byla pfekroCena. Téchto limiti nebylo

dosazeno pravdépodobné z nasledujicich divodd: (i) nebyly pouzity znafené

56



standardy pro vSechny stanovované neurosteroidy, neurosteroid DHEA byl
detekovan proti dz]Testosteronu, pregnanolon proti [ds]Allopregnanolonu; (i) u
neurosteroidd pregnenenolonu a allopregnanolonu neprobéhla na koloné uplna
separace (Obr. 15), jejich vyhodnoceni bylo tedy znacné obtizné; (iii) z davodu
nedostateéného izotopického znadeni (pouze dva atomy *3C) byl interni standard
progesteronu pouZit v jiné koncentracni hladiné nez by bylo optimalni pro odecteni

finalni koncentrace v linearni oblasti jeho kalibraéni kfivky.
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Tab. 7: Presnost (% RSD) a spravnost (%bias) metod v jednotlivych referencnich
matricich (i H,O) pro vybrané neurosteroidy v porovnani purifikacnich metod Strata-X
a PP.

Strata-X PP
Stanovené Presnost Spravnost Stanovené Presnost Spravnost
pfidané  metody metody pfidané  metody metody
Neurosteroid  mnoystvi (% RSD) (% bias) mnoistvi (% RSD) (% bias)
3 pmol 3 pmol
bez matrice (H,0)
DHEA 350 + 0,18 5,0 17 0,85 + 0,25 29,8 72
Testosteron 338 + 0,06 1,9 13 1,88 + 0,38 20,4 -37
Pregenenolon 3,24 + 0,24 7,4 8 3,75 + 0,07 1,7 25
Pregnanolon 3,20 + 0,17 5,3 7 1,68 + 0,15 9,2 -44
Allopregnanolon 2,41 + 0,29 11,8 -20 2,61 + 0,12 4,5 -13
Progesteron 1,92 + 0,26 13,4 -36 2,01 + 0,06 3,1 -33
4% BSA
DHEA 2,79 £ 0,16 56 -7 2,11 + 0,89 42,1 -30
Testosteron 2,20 + 0,11 4,9 -23 3,22 + 0,07 2,1 7
Pregenenolon 212 * 0,02 08 -29 296 + 0,11 3,5 -1
Pregnanolon 334 + 0,32 96 11 2,57 + 0,19 7,4 -14
Allopregnanolon 3,15 + 0,17 5,3 5 4,53 + 0,05 1,2 51
Progesteron 1,94 + 0,13 6,9 -35 1,90 + 0,06 3,1 -37
Ref. mozkomisni mok
DHEA 4,02 + 0,12 2,89 34 318 £+ 0,03 09 -6
Testosteron 3,70 £ 0,21 0,06 23 3,47 + 0,14 3,9 16
Pregenenolon 3,36 + 0,23 0,07 12 1,74 + 0,36 20,5 -42
Pregnanolon 3,26 + 0,44 0,14 9 3,87 + 0,24 6,1 29
Allopregnanolon 2,42 + 0,05 0,02 -19 2,50 + 0,11 4,2 -17
Progesteron 2,07 £+ 0,05 0,03 -31 2,00 + 0,06 3,1 -33
Referencni sérum
DHEA 4,02 + 0,33 8,2 34 1,55 + 0,12 7,7 -48
Testosteron 3,20 £+ 046 0,14 15 2,07 £+ 0,37 18,0 -31
Pregenenolon 3,41 + 0,40 0,12 14 2,28 + 0,05 2,2 -24
Pregnanolon 2,72 + 0,26 0,10 -10 0,35 = 0,01 2,9 -82
Allopregnanolon 2,04 £+ 0,02 0,01 -32 3,04 £ 0,25 8,2 1
Progesteron 1,71 + 0,08 0,04 -43 2,23 + 0,12 5,2 -26
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4.3 Stanoveni neurosteroidu Vv lidském krevnim

séru a mozkomisnim moku (Experiment Ill)

V ramci Experimentu Il byla vyvinuta metoda aplikovana pro stanoveni vybranych
neurosteroidl z nékolika vzork( krevnich sér a mozkomi$nich mok( pacientd
s diagnostikovanym onemocnénim rozrouSena skleroza Neurologické Kkliniky
Fakultni nemocnice Olomouc a pfedpokladanych zdravych darca (kontrola).

Pomoci SPE-UHPLC-MS/MS metody byly utéchto vzorkl detekovany
DHEA, testosteron z krevniho séra a mozkomisniho moku, a progesteron pouze
z krevniho séra, Tab. 8. Koncentraéni hladiny DHEA detekované z krevniho séra
kontrol (zen) byly vyrazné vyssi (29-46 pmol/ml) nez u pacientek s roztrouSenou
skler6zou (6-10 pmol/ml). Hladiny DHEA v krevnim séru muzu (kontroly) se
pohybovaly zhruba ve stejné hladiné (5-6 pmol/ml), ovSem hladiny u pacientt
s roztrouSenou skler6zou zaujimaly vyrazné vysSi rozptyl hodnot (2-12 pmol/ml).
Naopak vSechny koncentracni hladiny DHEA detekované z mozkomisSniho moku
zdravych Zen i muzu se pohybovaly v podobnych koncentracich (1-3 pmol/ml).
Koncentrace DHEA u jedné z pacientek s roztrousenou sklerézou cinila kolem
1 pmol/ml, u druhé zpacientek a muzskych pacientd byla pod mezi
stanovitelnosti (<LOD).

Namérené hladiny testosteronu z krevniho séra kontrol (Zzen) bylo vyrazné
nizsi (1-2 pmol/ml) nez kontrol (muzl) (9-25 pmol/ml). Také hladiny testosteronu
z krevniho séra pacientek s roztrousenou sklerézou bylo vyrazné nizsi (1 pmol/ml)
nez pacientd (6-30 pmol/ml). Naopak naméfena koncentrace testosteronu
z mozkomiSniho moku Zzen i muzd (kontroly) se pohybovaly v podobnych
hodnotach (0,09-0,4 pmol/ml). Detekované hladiny testosteronu z mozkomisniho
moku pacientek s rozrousenou sklerézou byly nizsi (0,07 pmol/ml) nez u pacientl
(0,2-0,5 pmol/ml).

Koncentraéni hladiny progesteronu stanovené v krevnim séru zdravych zen
se vyrazné liSily, coz muze souviset s riznymi fazemi menstruacniho cyklu. Stejné
tak jedna z pacientek srozrouSenou sklerézou vykazovala vysSi hodnotu
progesteronu nez druha pacientka. Koncentrace progesteronu u vSech muzli —

konrol i pacientl s rozrou$nou skleré6zou se pohybovaly kolem podobnych hodnot
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(1 pmol/ml). Hladiny progesteronu z mozkomiSniho moku a dalSich neurosteroid(

pregenenolonu, pregnanolonu a allopregnanolonu byly pod mezi stanovitelnosti

(<LOD).

Tab. 8: Koncentrace (pmol/ml) vybranych neurosteroidt v krevnim séru a mozkomisnim

moku pfedpokladanych zdravych darct (kontrol) a pacient( s roztrousenou sklerézou.

DHEA Testosteron  Progesteron
Onemocnéni Pohlavi Pacient
pmol/ml pmol/ml pmol/ml
Krevni sérum
. P1 46,43 +5,33 1,34+0,16 10,64 + 1,07
© Zeny
o P2 28,70+3,95 1,64+0,12 1,59 + 0,48
S P3  545+045 8,55+0,47 1,00 + 0,25
X Muzi
P4 5,62 + 0,99 25,0+ 1,43 1,14 + 0,14
® . P5 10,23+2,03 0,70+ 0,08 29,22 + 1,30
o © Zeny
828 P6 6,33+0,64 0,58 +0,033 5,75+ 0,17
O —
< % P7 1,98+ 0,069 6,38 +0,88 1,00 + 0,29
o Muzi
o P8 11,81+1,64 30,4+6,47 1,09 + 0,53
Mozkomisni mok
. P1 1,23+0,72 0,090 + 0,021
o] Zeny
° P2 290+0,39 0,36 +0,031
é P3  1,81+0,30 0,24 +0,017
Muzi
P4 1,63+0,37 0,43 + 0,066
© . P5 1,15+ 0,32 0,066 + 0,007
o ® Zeny
” N P6 <LOD 0,067 + 0,051
O f
£ P7 <LOD 0,170,016
c Muzi
ae P8 <LOD 0,49 + 0,085
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5 DISKUZE

Pfedozena diplomova prace shnuje vyvoj SPE-UHPLC-MS/MS metodiky, ktera
vedla kuc€inné izolaci vybranych neurosteroidd u vzorkl krevniho séra
a mozkomisSniho moku pacientd s diagnostikovanou roztrouSenou sklerézou.
Neurosteroidy, hrajici roli v mnoha neurologickych mechanismech jako jsou vyvoj
Sedé a bilé hmoty mozkové Ci kognitivni procesy, tvofi tak zajimavou skupinu latek
zkoumanou mnohymi védeckymi studiemi (Pluchino et al., 2013).

Napfiklad Stackleton (2007) proved| rozsahlé zkoumani hladin neurosteroidu
z krevniho séra muzui a zen s detekci metodami hmotnostni spektrometrie. Tato
studie zjistila, Ze koncentracni hladiny DHEA v lidském krevnim séru dosahovaly
1,3-12,5 ng/ml (4,5-43,4 pmol/ml). Zméfené koncentrace progesteronu Vv Krvi
dosahovaly hodnot 0,1-2,5 ng/ml (0,32-8,0 pmol/ml). Hladiny testosteronu byly pfi
této studii vyhodnoceny zvlast pro muze a Zeny, kde koncentrace testosteronu
v krvi zen ¢inila 0,03-0,46 ng/ml (0,10-1,6 pmol/ml), u muzd pak 1,2-11,1 ng/ml
(4,2-38,5 pmol/ml) (Shackleton, 2007). Tyto hodnoty se pomérné shoduji i se
stanovenymi vysledky koncentracnich hladin u pfedpokladané zdravych darcu
(kontrol). Ve zde pfedladaném experimentu vSak byly detekovany o néco vyS$Si
hladina DHEA. Hladiny tohoto neurosteroidu se vSak mohou bézné zvysit
napfiklad béhem stresu (Dor et al., 2015; Fokidis, 2016). Plazmaticka koncentrace
neurosteroidu DHEA je fyziologicky vy$8i u Zen nez u muzi. U muzu je naopak
vyS8Si koncentrace testosteronu (Friess et al., 2000). S timto se shoduji i zde
nameérené vysledky.

Studie, kterou provedli Kim et al. (2000), méfila hladiny neurosteroidu
testosteronu v muzském krevnim séru a mozkomiSnim moku pomoci GC-MS.
Primérna koncentrace testosteronu v krvi muza Cinila 2,7 ng/ml (9,4 pmol/ml),
v mozkomidnim moku pak 0,2 ng/ml (0,69 pmol/ml) (Kim et al., 2000). Celkové
niz§i hladiny vSech neurosteroidd mohou byt zplsobeny pouzitim jiné metody
analyzy nebo jinymi podminkami odbéru vzorku.

Neurosteroidy jsou také €asto zkoumany z davodu jejich zapojeni do Ffady
neurodegenerativnich onemocnéni. Napfiklad pfi rozrouSené skleréze se hladiny
nékterych neurosteroidl v ur€itych ¢astech mozku mohou vyznamné ménit (Weill-
Engerer et al., 2002). Studie provedena Caruso et al. (2014) porovnavala hladiny

nékterych neurosteroidl v krevnim séru a mozkomisSnim moku mezi dospélymi
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muzi trpicimi relaps-remitentnim stadiem rozrouSené sklerozy a predpokladanymi
zdravymi darci (kontrolami). Hladiny neurosteroidd byly analyzovany LC-MS/MS
technikou. Tato studie zjistila, Ze u v mozkomiSnim moku pacientl trpicich
roztrouSenou skler6zou dochazi ke zvySeni hladin pregnenolonu a spojené
s poklesem jeho metabolitu — progesteronu. V plazmé jsou oba tyto neurosteoidy
zvySené ve srovnani s kontrolami. DalSi vysledky ukazaly, ze hladiny DHEA
a testosteronu jsou v krevnim séru i mozkomisnim moku pacientl s roztrousenou
sklerézou i zdravych darcu stejné (Caruso et al., 2014). Podobné vysledky ve
svém Sirokém koncentracnim rozsahu DHEA atestosteronu mezi pacienty
s roztrouSenou skler6zou a kontrolami (muZi) mohou potvrdit i zde pfedladané
vysledky. Vysoké hladiny DHEA u Zen (kontrol) mohly byt zplsobeny fyziologicky,
napfiklad stresovou zatézi (Dor et al., 2015; Fokidis, 2016). Naméfené hladiny
progesteronu v krevnim séru pacientd (muzi) nevykazovaly zvySeni hodnot, tak
jak je popsano v literatufe. AvSak snizujici se hladiny progesteronu u muzd souvisi
také jejich vzristajicim vékem (Oettel a Mukhopadhyay, 2004). Je tedy mozné, Ze
pacienti (muzi) s roztrousenou sklerézou byly vysSiho véku nez kontroly (muzi).

Kanceva et al. (2015) se zaméfily na zkoumani hladin progesteronu
v krevnim séru Zen trpicich roztrouSenou sklerézou. Tato studie dokazala, Ze
hladiny progesteronu téchto Zen dosahuji vy$Sich hodnot nez hladiny zZen
zdravych (Kancheva et al., 2015). To mUzou potvrdit i nase vysledky. Tento
neurosteroid je pro pacienty zatizené touto chorobou obzviasté dulezity, nebot
napomaha rdznymi mechanismy zmirfiovat zanéty nervi a predchazet tak
poskozeni organismu (Melcangi et al., 2016).

| kdyz existuje mnoho dikazl o zapojeni neurosteroidi do neuralni a gliové
diferenciace a myelinizace CNS, je zatim pfedeneseno jen malo dikazi o zméné
syntézy neurosteroidl pfi roztrouSené skleréze (Lucheti et al., 2011; Schumacher
et al., 2007). Vyvinuta metodika by mohla pfispét k objasnéni ulohy neurosteroidu
pfi rlznych neurodegenerativnich a psychiatrickych onemocnénich, k pochopeni

mechanismu jejich pasobeni a vysvétleni jejich fyziologickych G&inka.
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6 ZAVER

V teoretické Casti mé diplomové praci jsem se zabyvala neurosteroidy, popsala
jsem jejich metabolismus, hlavni funkce, mechanismy ucinku, fyziologické
a patofyziologické u€inky na organismus a metody jejich detekce.

Presto, Ze jde o latky, které pldobi na nervovou tkan, jejich hladiny lze
detekovat i vjinych matricich. Bylo prokazano, Zze hladiny neurosteroidu
v mozkoveé tkani koreluji s jejich hladinami v mozkomisnim moku (Naylor et al.,
2008). Neurosteroidy navic diky své lipofilit€ mohou volné prochazet pfes
hematoencefalickou bariéru, a proto je jejich analyza mozna i v jinych matricich,
nez je mozkova tkan a mozkomiSni mok. Kromé& mozkomiSniho moku jsou
neurosteroidy také ¢asto analyzovany ze vzorka krevniho séra (Kim et al., 2000).

V praktické Casti mé prace jsem vybrala nejvhodnéjSi metodu pro izolaci
vybranych neurosteroidd z biologickych matric (mozkomisniho moku a krevniho
séra) vyuzivajici SPE kolonu Strata-X, které je vhodna pro izolaci steroidnich latek
i zrostlinnych pletiv (Swaczynova et al., 2007). Dale jsem urcila optimalni
podminky v€etné vhodného koncentracniho rozsahu UHPLC-MS/MS metody pro
vybrané neurosteroidy. Tuto analyzu jsem nasledné aplikovala na nékolik vzorku
krevniho séra a mozkomiSniho moku pacientu trpicich onemocnénim rozrousena
skler6za a predpokladanych zdravych darcu (kontoly).

RoztrouSena skleroza je jednim z nejCastéjSich neurologickych onemocnéni.
Toto neurodegenerativni autoimunitni onemocnéni se projevuje jako zanétlivé
a demyelinizacni poSkozeni CNS (Kanceva et al., 2015). Ve vzorcich kontrol jsem
detekovala DHEA, testosteron v krevnim séru i mozkomi$nim moku a progesteron
pak pouze v krevnim séru. Koncentracni hladiny sérového DHEA byly vyrazné
vyS$Si u zen nez u muzu. Koncentrace neurosteroidu testosteronu byla naopak
vySSi v séru i mozkomiSnim moku muzd. Hladina progesteronu v krevnim séru
byla opét vy3$Si u zen. Rozdilné koncentradi hladiny neurosteroid zpusobuiji rizné
fyziologické podminky a o jejich vysledné koncentraci rozhoduji nejrizné;jsi
faktory, jako jsou pohlavi, zdravotni stav, ale i aktualni mira stresu (Melcangi et al.,
2016).

Dale jsem detekovala DHEA, testosteronu v séru a mozkomiSnim moku,
progesteron pouze v séru pacientd sroztrouSenou skler6zou. DHEA

a testosteronu se ve své Siroké koncentracni hladiné vyznamné neliSily. ZvySeni
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koncentrani hladin DHEA u Zen (kontrol) mohlo byz zpusobeno stresovou zatézi
(Dor et al., 2015; Fokidis, 2016). AvSak ve vzorcich krevniho séra pacientek se
prokazalo zvySeni hodnot progesteronu. Predkladané vysledky ukazuji, ze
sexualni rozdily mohou zpusobovat rozdily ve vyskytu, symptomatologii a povaze
neurologickych chorob. Tyto informace naznacuji, Zze neuroaktivni steroidy mohou
predstavovat kandidatni molekuly pro genderové orientovanou l|éCbu chorob
nervového systému. (Melcangi et al., 2016).

Vyvinuta SPE-UHPLC-MS/MS metoda nedosahuje optimalnich validacnich
hodnot a do budoucna si vyZzada dalSi optimalizaci, napf. pouziti novych izotopicky
znaCenych standardl. Také proméfeny vzorek pacientl nebyl pro SirSi studium
diskuzi dostate¢ny. Spoluprace Laboratofe rustovych regulatord a Neurologické
Kliniky Fakultni nemocnice Olomouc v budoucnu umozni proméfeni SirSiho
mnozstvi vzorkl od pacientd s diagnostikovanym neurodegenerativnimi
onemocnénimi. To by mélo vést k pochopeni souvislosti mezi vybranymi

neurosteroidy a onemocnénimi ovliviiujicimi nervovou soustavu.
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