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1 Uvod a cil diplomové prace

Aktivitu neuroni mohou regulovat steroidy, které jsou oznacovany piidomkem
neuroaktivni, hovofime poté o tzv. neuroaktivnich steroidech (Zheng, 2009). Po celou
dobu Zivota jsou zapojeny do formovani struktury a funkce centralniho nervového
systému (Belvederi Murri et al., 2016). K témto steroidnim latkdm se fadi kuptikladu
dehydroepiandrosteron, testosteron, progesteron a zastupci skupiny estrogent.

Kli¢ova je 1loha neuroaktivnich steroidi Vv patologii a 1é¢bé celé fady
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni, jako jsou schizofrenie, epilepsie,
deprese, premenstruacni syndrom, uzkost nebo naptiklad roztrousend skleréza (Zheng,
2009). Roztrousena skleroza je zanétlivé demyeliniza¢ni onemocnéni centralni nervové
soustavy, které zasahuje Sedou i1 bilou hmotu mozkovou a misni (Inglese a Petracca,
2015). Je typicka neurodegeneraci, kterd je zahajena v relativné mladém véku, coz
odlisuje roztrouSenou sklerézu od klasickych neurodegenerativnich chorob.
Hlavni podil v patogenezi roztrouSené sklerozy se ptipisuje Thl a Th17 subpopulacim
pomocnych T-lymfocytd (Constantinescu et al., 2011).

Metabolicky stav ¢lovéka je ovlivitovan celou fadou vnéjSich 1 vnitinich faktort
(Goodacre, 2007). Mezi tyto faktory se samoziejmé fadi i1 zdravotni stav.
Cilem tzv. metabolického profilovani je identifikace a kvantifikace metaboliti, které
jsou chemicky piibuzné nebo jsou zapojeny v ur€ité metabolické draze (Dunn et al.,
2005). V soucasné dobé je k dispozici Siroka Skala metod umoznujicich analyzu
steroidu (Fojtikova et al., 2015).

Ustiednim bodem teoretické &asti této diplomové prace bylo vytvoreni literarni
reSerSe pojednavajici o neuroaktivnich steroidech, metodach stanoveni steroidnich latek
a o roztrousené skleroze. Cilem praktické casti prace bylo stanoveni vybranych
neuroaktivnich steroidd v krevnim séru pacientit muzského pohlavi s diagnostikovanou
roztrousenou skleré6zou a Vv krevnim séru kontrolni skupiny pacienti pomoci ultra-
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Vzorky krevniho séra byly poskytnuty Neurologickou klinikou Fakultni
nemocnice Olomouc po predchozim schvaleni etickou komisi. Vlastni identifikaci a
kvantifikaci steroidii predchazela purifikace a piiprava vzorki k nasledné analyze.
Prvni skupina  stanovovanych steroidi zahrnovala progesteron, pregnenolon,

allopregnanolon, testosteron a dehydroepiandrosteron. DalSimi stanovovanymi steroidy
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byly konjugaty pregnanolonu s aminokyselinami, a to pregnanolon glutamat,
pregnanolon argininat, pregnanolon aspartat a pregnanolon norvalinat. Na zavér byly
vysledky tohoto metabolického profilovani vyhodnoceny a diskutovany s dostupnou

odbornou literaturou.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Steroidni latky

V rostlinnych i zivo¢isSnych buiikach lze nalézt celou fadu fyziologicky vyznamnych
latek, mezi néZz lze zafadit také steroidni latky (McMurry, 2007). Steran neboli
cyklopentanoperhydrofenanthren tvofi zadkladni strukturu, od které jsou steroidy
odvozeny (Norman a Henry, 2015). Tento uhlovodik je tvofen tfemi cyklohexanovymi
kruhy a jednim kruhem cyklopentanovym. Cyklohexanové kruhy steranu jsou oznaceny
pismeny A, B a C. Péticlenny cyklus nese oznaceni D. Pro bliz8i urceni jednotlivych
atomt uhliku byl vytvofen standardni systém cislovani. Chemicka struktura steranu,

oznaceni jednotlivych cykla a ¢islovani atomu uhliku je uvedeno na obrazku 1.
12
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Obr. 1: Chemicka struktura steranu, oznaceni jednotlivych cyklii pomoci pismen (A-D) a

cislovani atomii uhliku (1-17).

Cholesterol je casto spojovan s aterosklerotickym procesem a naslednym rizikem
prodélani infarktu myokardu (Murray et al., 2012). Bézné se vyskytuje ve vSech
bunkach lidského téla, tvoii podstatnou soucast lipoproteinii nachazejicich se v krevni
plazmé. Vyznamny je jeho podil na regulaci tekutosti a permeabilité bunécnych
membran (Moon et al., 2016). Jedna se rovnéz 0 prekurzor biochemicky vyznamnych
steroidnich latek (Murray et al., 2012).

Zdrojem cholesterolu u savci mize byt piijimana potrava nebo také endogenni
biosyntéza, ktera probiha v cytoplazmé a endoplazmatickém retikulu buniky (Goedeke a
Fernandez-Hernando, 2012).

Centralni nervovy systém (CNS) piredstavuje pfiblizné 2 % télesné hmotnosti
¢loveéka, navzdory tomu obsahuje zhruba 23 % veskerych zasob télesného cholesterolu
(Dietschy a Turley, 2004). Primérna koncentrace neesterifikovaného cholesterolu je
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v mozku dospélého ¢lovéka piiblizné 23 mg - g*. V dobé narozeni dosahuje hodnoty
6 mg - g. Nartst koncentrace cholesterolu je spojen s riistem mozku béhem vyvoje a
s procesem myelinizace. Cholesterol se do mozku nedokaze dostat z periferie, jelikoz
neni schopen prostoupit skrze hematoencefalickou bariéru (Wang et al., 2007). Dochazi
zde tudiZz k jeho de novo syntéze. Pokud je v mozku pfitomno nadbyte¢né mnozstvi
cholesterolu, je z mozku exportovan ve formé oxysterolli nebo je metabolizovan na jiné
steroidy, které jsou jiz schopny tuto bariéru piekrodit.

Vyznamnou ulohu plni cholesterol také v rostlinné tisi (Murray, 2012). Vznikaji
z n¢j nckteré alkaloidy, sitosterol a srdecni glykosidy. Chemické struktura cholesterolu

je zobrazena na obrazku 2.

HO

Obr. 2: Chemicka struktura cholesterolu.

Steroidy nachézejici se u savci Ize rozdélit do 7 skupin (Norman a Henry, 2015).
Patii sem estrogeny, progestiny, androgeny, mineralokortikoidy, glukokortikoidy,

vitamin D a také ZluCové kyseliny.

2.1.1 Steroidni hormony

K biosyntéze steroidnich hormontt dochazi v endokrinnich Zzlazach a odtud jsou
uvolnovany do krevniho ob&éhu (Norman a Henry, 2015). Lipofilni povaha steroidnich
hormont znemoznuje jejich uskladnéni ve vezikulach, proto jsou biosyntetizovany jen
podle aktudlni potteby (Holst et al., 2004). Steroidni hormony jsou vzhledem ke své
nerozpustnosti v krevni plazmé transportovany prostiednictvim transportnich proteint.
Mensi ¢ast tvori volnou frakci, ktera je vSak biologicky aktivni. Jejich uplatnéni je
mozné diky existenci piislusnych receptori (Norman a Henry, 2015). Tyto receptory

maji vazebné misto specifické pro konkrétni steroidni hormony a dochazi
14



k tzv. stereospecifické interakci funk¢nich skupin hormonu s vazebnym mistem, ktera
umozni konformacni zménu receptoru a jeho aktivaci s ptislusnou odpovédi v cilové
tkani.

Podle mista syntézy v lidském organismu lze steroidy pusobici jako hormony
rozC€lenit do dvou zakladnich skupin (McMurry, 2007). Jsou to pohlavni steroidy, které
jsou biosyntetizovany pifevazné v muzskych a Zenskych pohlavnich zlazach. Tyto
hormony se podili na vyvoji sekundarnich pohlavnich znakl a fidi proces reprodukce.
Nejvyznamngj§im muzskym pohlavnim hormonem, fadicim se mezi androgeny, je
testosteron (T), k jehoz syntéze dochazi z velké ¢asti ve varlatech. Ke vzniku androgenti
dochazi ale také u zen (Holst et al., 2004). Zenské pohlavni hormony estrogeny (napf.
estron, estradiol) a gestageny (napi. progesteron [PROG]) jsou produkovany ptevazné
ve vajeCnicich (McMurry, 2007). Estrogeny jsou produkovany rovnéz u muzl, a to
zCasti ve varlatech, v tukové tkani, kuzi nebo tteba v mozku (Cooke et al., 2017).

Druhou skupinu pfedstavuji hormony produkované kirou nadledvin, a
to glukokortikoidy, mineralokortikoidy, ale také androgeny (Holst et al., 2004).
Glukokortikoidy se ucastni regulace celé fady metabolickych procest, stimuluji
napiiklad glukoneogenezi. Klinicky nejvyznamnéj$im glukokortikoidem je kortizol,
jehoz zvySend produkce je spojena se stresem, bolesti a zanétem. Mineralokortikoidy
jsou zapojeny do metabolismu minerald, a to sodiku a drasliku (Rogerson a Fuller,
2000). Hlavnim zastupcem této skupiny je aldosteron.

Pohlavni Zlazy a klra nadledvin nejsou jedinymi misty, kde probihd proces
steroidogeneze (Starka et al., 2018). Steroidy jsou biosyntetizovany také v placentg,
nervové tkani, tukové tkani, v kuzi a také ve stievech. Zde se na syntéze a latkové
preméné steroidnich latek podili také stievni mikrofléra a ovliviluje sloZeni
cirkulujicich hormonti. Podstatou této funkce je pfitomnost enzymi dulezitych
pro syntézu a metabolismus steroidii pravé v téchto buiikach. Slozeni stfevni mikroflory
muZe byt naruSeno napiiklad uzivanim antibiotik, ¢imzZ se samoziejmé& zméni 1 produkce
metabolitd mikroflory (napf. zluCové kyseliny, steroidni hormony) (Antunes et al.,
2011). Tento zasah muze vést k naruSeni metabolickych cest, které jsou dulezité

pro fyziologickou funkci hostitele.
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2.2 Neuroaktivni steroidy

Jako neuroaktivni steroidy (NAS) jsou oznaCovany steroidni latky pfirodniho nebo
syntetického ptivodu, které po vazbé na membranové receptory rychle méni drazdivost
(excitabilitu) membrany neuront (Paul a Purdy, 1992; Melcangi et al., 2016).
NAS mohou ale uplatnit i své dlouhodobé ucinky a ovliviiovat funkci neuroni, ale také
astrocyti, mikroglii, oligodendrocyti a endotelovych bunék (Melcangi et al., 2016).
Pod termin NAS je tedy mozné zahrnout veSkeré latky steroidni povahy, které jsou
schopny ovlivilovat funkce nervového systému (neurosteroidy, steroidni hormony,

syntetické steroidy) (Melcangi et al., 2008).

2.2.1 Klasifikace neuroaktivnich steroidu

Tyto steroidni latky 1ze klasifikovat na zdkladé jejich ptivodu. RozliSujeme endogenni
NAS, které jsou biosyntetizovany ptimo v CNS a perifernim nervovém systému (PNS)
z cholesterolu nebo steroidnich prekurzori pochazejicich z perifernich endokrinnich
zlaz (Baulieu, 1998). Zdrojem prekurzord muze byt také fetoplacentarni jednotka
(Reddy, 2010). K biosyntéze dochazi ptedevsim v gliovych bunkach, dale v neuronech
a astrocytech (Baulieu, 1998). Tato skupina steroidl je oznaCovana jako neurosteroidy.
Tento termin, v soucasné dobé Siroce vyuzivany pro oznaceni steroidii vznikajicich
v mozku, ptivodn¢ navrhl francouzsky fyziolog Etienne Baulieu (Reddy, 2010).
Typickymi piedstaviteli neurosteroidd biosyntetizovanych de novo v nervové tkani jsou
predevsim  pregnenolon (PREG), dehydroepiandrosteron (DHEA), PROG,
allopregnanolon neboli 3a5a-tetrahydroprogesteron (3050-THP) a jejich sulfatové
estery, jako je pregnenolon sulfat (PREGS) a dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
(Zheng, 2009). K endogennim steroidim dale patii steroidni hormony biosyntetizované
v perifernich tkanich (Melcangi et al., 2008). Jsou to steroidni hormony produkované
prevazné vajecniky (estradiol, PROG), varlaty (T) a nadledvinami (glukokortikoidy,
DHEA) (Zheng, 2009). Druhou skupinou jsou steroidy exogenniho ptvodu, kam se fadi
synteticky pfipravené latky s neuroaktivnim ucinkem (Melcangi et al., 2008).
Schématické rozdéleni NAS na zéklad€ mista jejich syntézy je uvedeno na obrazku 3.
Jiz vySe zminéné neurosteroidy lze na zakladé chemické struktury klasifikovat
do tii skupin (Reddy, 2010). Neurosteroidy mohou byt odvozeny od pregnanu, jejich
zastupci  jsou naptf. 3aS50-THP a allotetrahydrodeoxykortikosteron (THDOC).
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Dalsi skupina je odvozena od androstanu (napt. androstandiol a etiocholanolon), nebo

se muze jednat o neurosteroidy s navazanou sulfatovou skupinou (napt. DHEAS a

PREGS).

Neuroaktivni
steroidy
|
| I
Endogenni Exogenni
steroidy steroidy
|
| | |
s N N D
Steroidni hormony Neurosteroidy Syntetické analogy
progesteron progesteron alphaxalon
estradiol allopregnanolon ganaxolon
testosteron pregnenolon minaxolon
glukokortikoidy pregnenolon sulfat sepranolon
dehydroepiandrosteron dehydroepiandrosteron o J
o / dehydroepiandrosteron sulfat
. J

Obr. 3: Schematické zobrazeni Kklasifikace NAS s vybranymi zdstupci jednotlivych skupin

(upraveno podle Zheng, 2009).

2.2.2 Biosyntéza a metabolismus steroidii v nervovém systému

Typickymi misty biosyntézy steroidnich hormoni jsou pohlavni zlazy, kiira nadledvin a
placenta (Holst et al., 2004). Schopnost biosyntetizovat steroidy nervovou tkani patfi
mezi hlavni objevy vyzkumu NAS (Melcangi et al., 2008). Corpéchot a spolupracovnici
stanovili DHEAS, PREG a jeho sulfaitovy metabolit v mozku samci hlodavcu,
u kterych bylo provedeno chirurgické odstranéni pohlavnich 714z i nadledvin, z ¢ehoz
usuzovali, ze mize dochazet k in situ biosyntéze téchto steroidti pfimo v mozkové tkani,
tedy nezavisle naperifernim endokrinnim systému (Corpéchot et al., 1981;
Corpéchot et al., 1983).

Biosyntéza steroidti probihda v mnoha oblastech mozku, a to véetn¢ hipokampu a
mozkové kiry (Reddy a Estes, 2016). Ptitomnost biologicky aktivnich enzymii nebo
jejich mRNA v nervové tkani je studovana a prokazovana imunohistochemickymi nebo
in situ hybridiza¢nimi technikami (Do Rego et al., 2009).

Pro biosyntézu NAS je dilezitym prekurzorem cholesterol (Baulieu, 1998; Orth a
Bellosta, 2012). Intaktni hematoencefalicka bariéra obratlovci neumoznuje absorpci

lipoproteint z krevniho obéhu, a proto zde vznika de novo. K biosyntéze cholesterolu
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dochazi v nervové tkani z nizkomolekularnich prekurzort. Prikladem miize byt
biosynteticka pfeména mevalonatu na cholesterol tzv. mevalonatovou drahou. Z acetyl
koenzymu A vznika 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A, ktery je redukovan
na mevalonat (Orth a Bellosta, 2012; Moon et al., 2016). Béhem dalsi metabolické
pfemény vznika farnesyldifosfat. Ten piechazi na skvalen a z néj se nasledné tvori
lanosterol jakoZzto prekurzor cholesterolu.

Mistem syntézy steroidnich hormonti jsou v bunikdch mitochondrie a hladké
endoplazmatické retikulum (Holst et al., 2004). Na ptenosu cholesterolu pftes
mitochondridlni membranu se podili molekularni komplex, ktery je tvofen
translokaénim proteinem (TSPO), steroidnim akutnim regulaénim proteinem (StAR),
napétové zavislym aniontovym kanidlem (VDAC) a adenin nukleotidovym
transportérem (ANT) (Porcu et al., 2016). Tento krok zajistuje transport cholesterolu
z vn¢jsi mitochondridlni membrany na vnitini (Melcangi et al., 2008).

V mnoha ¢astech lidského mozku zahrnujicich napiiklad ¢elni lalok, hipokampus
a mozecek byla identifikovana mMRNA proteinu StAR (Inoue et al., 2002). StAR a
TSPO limituji rychlost transportu cholesterolu do mitochondrii a podili se tak
na hormonalni regulaci (Lavaque et al., 2006). StAR je protein o velikosti 37 kDa.
Po rychlém ptenosu do mitochondrii dochazi k jeho $tépeni a stava se neaktivni. TSPO
je transmembranovy protein o velikosti 18 kDa (Papadopoulos et al., 2006).
Pavodné byl oznacovan jako periferni nebo mitochondridlni benzodiazepinovy receptor.
Ve vétsi mife se nachazi ve tkanich, kde dochazi k biosyntéze steroidi. V CNS je
lokalizovan pfedevsim ve vnéjs$i mitochondrialni membrané gliovych bunék.

Na vnitfni mitochondridlni membrané se nachazi cytochrom P450 Stépici
postranni fetézec cholesterolu (CYP450scc) (Lavaque et al., 2006). CYP450scc
umoziuje preménu cholesterolu (27 atomt uhliku) na PREG (21 atomt uhliku)
(Baulieu, 1998). V ramci imunohistochemické studie vyuzivajici specifické protilatky
byla potvrzena ptitomnost enzymatického komplexu CYP450scc v bilé hmoté mozecku
Clovéka (Le Goascogne et al., 1989). Tento objev tedy naznaCuje existenci
steroidogenni aktivity v lidskych oligodendrocytech. Pfi cileném naruseni genu
kédujiciho CYP450scc u mysi je syntéza steroidll deficientni, coz se projevi naslednymi
problémy pohlavniho vyvoje, nerovnovdhou hormonalni homeostdzy a narusenim

regulace genu (Hu et al., 2002).
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Vznikly PREG nésledné difunduje do bunécného cytosolu, kde je dale
metabolizovan (Porcu et al., 2016). Enzymatickou konverzi AS-3B-hydroxysteroidi
(PREG, 17-hydroxypregnenolonu, DHEA) na  A*-3-ketosteroidy (PROG,
17-hydroxyprogesteron, androstendion) katalyzuje mitochondridlni enzymaticky
komplex 3B-hydroxysteroid dehydrogenaza/A®-A*-izomeraza (3-HSD) (Do Rego et al.,
2009). V mozku potkanii byla prokdzana ptitomnost tohoto enzymu na arovni mRNA i
proteint (Guennoun et al., 1995). Enzym 3B-HSD je nepostradatelny pro dalsi pfeménu
PREG na PROG.

Dal§im vyznamnym enzymatickym komplexem je cytochrom P450 17a-
hydroxylaza/17,20 lyaza (P450c17), ktery se podili na pfeméné C21 steroidu (PREG,
PROG) na Cygsteroidy (DHEA, androstendion) (Mensah-Nyagan et al., 1999).

Mikrosomalni NADPH-dependentni enzym Sa-reduktaza (50-R) je zapojen
zejména do pfemény PROG na a-redukovany metabolit 5a-dihydroprogesteron (Sa-
DHP) a konverze T na Sa-dihydrotestosteron (5a-DHT) (Mensah-Nyagan et al., 1999).
Reverzibilni konverze téchto Sa-redukovanych steroidi Sa-DHT na 3a-androstandiol a
50-DHP na 3a,5a-THP je zajiSténa 3o-hydroxysteroid dehydrogenazou (3a-HSD)
(Do Rego et al., 2009). Cytochrom P450 7a-hydroxylaza (P4507,) katalyzuje konverzi
steroidnich prekurzort na hydroxylované metabolity.

Na enzymatické pfeméné androgend Ci9 (androstendion, T) na Cig estrogeny
(estron, estradiol) se podili cytochrom P450 aromataza (AROM) (Do Rego et al., 2009).
Enzym 17B-hydroxysteroid dehydrogenaza (173-HSD) je zapojen do biosyntézy a
inaktivace steroidnich hormond, umozfuje pfeménu mezi 17-ketosteroidy
(androstendion, estron) a 17p-hydroxysteroidy (T, 17p-estradiol) (Mensah-Nyagan et
al., 1999).

Metabolicka pieména PREG naPREGS je katalyzovana hydroxysteroid
sulfotransferazou (HST) (Wang, 2011). Tento enzym rovnéz zajistuje konverzi DHEA
na jeho sulfatovy metabolit. Do biosyntézy se muze rovnéZz zapojit sulfataza (STS),
které katalyzuje hydrolyzu sulfatovanych steroidil za vzniku nekonjugovanych steroidii
(Mensah-Nyagan et al., 1999). Konjugace se sulfatem je obecné povazovana za cestu
deaktivace, avSak vzniklé konjugaty mohou byt reaktivnéjsi nez ptivodni prekurzorové
steroidy (Vallé, 2016). Mnoho funkci mozku je regulovano pomoci PREGS. Schéma

biosyntézy NAS v nervové tkani savci je uvedeno na obrazku 4.
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Obr. 4: Schéma biosyntézy NAS V savéim mozku (upraveno dle Do Rego et al., 2009).
Cytochrom P450 21-hydroxylaza (P450c21), cytochrom P450 11B-hydroxylaza (P450c11).

2.3 Interakce neuroaktivnich steroidi s receptory

NAS jsou schopny interagovat s riznymi typy receptort, ¢imz je regulovana cela fada
procest (Tuem a Atey, 2017). Patii mezi né€ receptory pro y-aminomaselnou kyselinu
(GABA), N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory, napétové fizené vapenaté
kanaly, VDAC, s mikrotubuly asociovany protein 2 (MAP2) a mnoho dals$ich.

Pokud dochéazi k interakci steroidi s cytoplazmatickymi nebo jadernymi
receptory, vysledny ucinek steroidl se projevi za delsi Casovy usek (Holst et al., 2004).
Tyto ,klasické” intracelularni receptory funguji jako transkripéni faktory a jsou
zapojeny do regulace transkripce genti, popisovany ucinek NAS je proto nazyvan
genomicky (Reddy, 2010; Zheng, 2009). Limitujicim faktorem je vtomto pfipadé
rychlost biosyntézy proteinti (Wang, 2011). Rada metabolitii pohlavnich hormonti a
nekterych stresovych hormont nicméné ptsobi v CNS negenomickym mechanismem
ucinku. Vysledny efekt se dostavi do n€kolika milisekund az sekund. Rychlé
negenomické ucinky jsou zprostiedkovany iontovymi kandly a membranovymi

receptory (Reddy, 2010).
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2.3.1 Intracelularni receptory

Mezi intracelularni receptory patii napiiklad estrogenové nebo progesteronové
receptory, které mohou byt aktivovany PROG a estradiolem (Carta et al., 2012).
Progesteronové receptory jsou exprimovany v Sirokém spektru lidskych tkani vcetné
mozku (Scarpin, 2009). Rovnéz estrogenové receptory byly identifikovany v nékterych
oblastech CNS (Taylor a Al-Azzawi, 2000).

Steroid 3a,50-THP neni pravdépodobné sam o sobé schopny pusobit
na intracelularni steroidni receptory (Rupprecht et al., 1993). Jeho zapojeni do regulace
genové exprese je mozné, a to v piipadé, pokud dojde k jeho intracelularni oxidaci
na Sa-pregnanovy metabolit Sa-DHP, ktery jiz vici progesteronovym receptorim
vykazuje aktivitu.

Existence specifickych nuklearnich receptorti pro DHEA a DHEAS nebyla dosud
prokédzana (Starka et al., 2015). Genomicky efekt mizZe byt vSak vyvolan, pokud dojde
ke konverzi DHEA na T nebo 5a-DHT, jelikoz se tyto steroidy jiz mohou vazat
na adrogenni receptory. Mozna je také transformace na estradiol a jeho interakce

S estrogenovymi receptory.
2.3.2 Membranové receptory

2.3.2.1 GABA receptory

Nejrozsitengj§im inhibi¢nim neurotransmiterem CNS obratlovc je GABA (Bormann,
2000). Tento neurotransmiter se podili na regulaci neuronalni drazdivosti ve vsech
oblastech mozku (Nutt a Malizia, 2001). Kbiosyntéze GABA dochazi
Vv presynaptickych neuronech (Nutt, 2006). Vznikly mediator je nasledné uskladnén
v synaptickych vezikuldch, odkud je po aktivaci neuront uvoliiovan. Nervovy systém
zpracovava a uchovava informace pomoci synaptického pienosu (Vyklicky et al., 2014).

Vysledkem zvySené GABAergni signalizace je zklidnéni, ztrdta paméti a porucha
koordinace pohybt (Nutt a Malizia, 2001). Naopak pii slabém utlumu GABAergniho
systému je vyvolana Gzkost, nespavost a pfehnana reaktivita.

GABA receptory lze rozdélit na dvé hlavni skupiny, jsou to ionotropni GABA
receptory typu A (GABAA) a B (GABARg) a metabotropni GABA receptory typu C
(GABAc) (Bormann, 2000). GABAg receptory jsou sprazené prostrednictvim
G-proteinu s K* a Ca®* iontovymi kanaly. GABAC receptory vytvaii Cl” kanaly stejné
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jako receptory GABAA, od téchto receptort se ale odliSuji z hlediska jejich struktury,
funkce, farmakologického piisobeni a lokalizace.

Prevladajicim typem GABA receptort v mozku jsou GABAA receptory (Nutt,
2006). Tyto receptory vznikaji kombinaci péti proteinovych podjednotek tvoficich
centralni CI kanal (Blanco et al., 2018; Reddy, 2010). Znalost uplné sekvence genomu
Clovéka a 1 jinych druh obratloved umoznila identifikovat 19 gent kodujicich
podjednotky GABAA receptoru (Olsen a Sieghart, 2008). Oznaceni téchto podjednotek
je al—6, B1-3, y1-3, 9, €, 0, m a p1-3. GABA receptor typu A je obvykle tvofen dvéma
kopiemi podjednotky o, dvéma kopiemi podjednotky B a bud’ podjednotkou y nebo
napiiklad 6 (Olsen, 2018).

Jak jiz bylo zminéno, GABAA receptor je ligandem fizeny iontovy kanal, ktery
muze byt aktivovan GABA (Reddy, 2010; Reddy a Estes, 2016). Nasledné otevieni
iontového kanalu umozni piiliv CI” iontu, pficemz dochazi k hyperpolarizaci a omezeni
vedeni ak¢niho potencialu.

NAS ucinkuji na tento receptor jako pozitivni nebo negativni modulatory, a to
v zavislosti na své chemické struktute (Carta et al., 2012). Vlivem NAS puisobicich jako
pozitivni modulatory dochazi ke zvySeni frekvence a prodlouzeni doby otevieni
iontového kandlu, ¢imZ se zvysi pfitok iontl a je potencovan inhibicni GABAergni
pienos. Nejucinngjsi pozitivni modulatory se vyznacuji 3a-hydroxylovou skupinou a
jednoduchou vazbou mezi uhliky Cs a Cg (Park-Chung et al., 1999). Do této skupiny lze
bezesporu zatadit 30,50-THP. NAS se sulfatovou skupinou v poloze Cs funguji jako
negativni modulatory. Inhibiéni 0U¢inek je dan negativnim nébojem této skupiny.

Ptikladem negativnich modulétorti je PREGS a DHEAS.

2.3.2.2 Glutamatové receptory

Aminokyselina L-glutamat je hlavnim excitaénim neurotransmiterem CNS obratlovci
(Sattler a Tymianski, 2001). Pfevazna ¢ast excitatnich neurotransmisi v savéim mozku
je zprostiedkovana glutaméatovymi receptory, které¢ se déli do dvou typl, a to
na ionotropni a metabotropni receptory (Hollmann a Heinemann, 1994). NMDA
receptory, AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina)
receptory i kainatové receptory se fadi do skupiny ionotropnich receptort, coz jsou
ligandem fizené iontové kandly. Tuto skupinu receptort dopliuji jesté & receptory

(Traynelis et al., 2010). Ionotropni glutamatové receptory jsou rozdéleny do téchto tiid
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na zaklad¢ farmakologickych vlastnosti a strukturni homologie. Oznaceni téchto
receptort bylo odvozeno od jejich agonisti, a to NMDA, kainatu a AMPA (Meldrum,
2000). Druha skupina metabotropnich receptorti je charakteristickd svym sptazenim
s G-proteinem (Hollmann a Heinemann, 1994).

NMDA receptory jsou ligandem fizené iontové kanaly, které jsou aktivovany
L-glutamatem (VanDongen, 2009). Nadmérné uvolfiovani této aminokyseliny a
aktivace glutamatovych receptort miize byt pro neurony toxicka (Sattler a Tymianski,
2001). Tento patologicky proces, nazyvany jako excitotoxicita, hraje zasadni ulohu
v fadé¢ neurodegenerativnich poruch. Utlumeni synaptického pienosu a aplikace
antagonistl glutamatovych receptori ma na nervovy systém ochranny efekt.

NMDA receptor je slozen ze Ctyf podjednotek, které vytvari centralné iontovy
kandl selektivni pro kationty (Na*, K*, Ca?*) (Paoletti, 2011). Tyto podjednotky je
mozné prifadit ke tfem rodindm receptorovych podjednotek, a to GluN1, GluN2 a
GluN3. Nativni NMDA receptory jsou sloZeny ze dvou podjednotek GluN1, které jsou
doplnény dvéma podjednotkami GIluN2, dvéma GIuN3 nebo jednou podjednotkou
GIuN2 a jednou GIuN3 (Horak et al., 2006; Koftinek et al., 2011).

Velka ¢ast zdjmu je vénovana studiu NMDA receptorti z hlediska jejich ulohy
v synaptické plasticité, kterd souvisi s procesy uceni a s paméti (VanDongen, 2009).
Tyto receptory se mimo to zapojuji také do dalSich kognitivnich funkci mozku, jako je
tteba uzkost, strach, ndlada a pozornost.

PREGS moduluje NMDA receptory pozitivné (Park-Chung et al., 1997). VSechny
¢tyfi redukované derivaty PREGS jsou také zapojeny do modulace téchto receptort.
Steroidy pregnanolon sulfat (3a5BS), allopregnanolon sulfat (3a5aS) a epipregnanolon
sulfat (3p5BS) pusobi na NMDA receptory inhibi¢né, zatimco epiallopregnanolon sulfat
(3B5aS) odpoved téchto receptord potencuje. Protichtidné ucinky 3B5aS a 3B5BS jsou
zalozeny na rozdilné stereospecifité¢ uhliku Cs. Tvar steroidniho skeletu molekul 3p5aS

a 3B5PS je zobrazen na obrazku 5.
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Obr. 5: Srovnani chemické struktury a tvaru molekul 345aS (A) a 38558 (B).

2.4 Vybrani zastupci neuroaktivnich steroidi

2.4.1 Progesteron a allopregnanolon

PROG funguje v nervovém systému jako fyziologicky regulator reprodukce (Melcangi
a Panzica, 2014). Tento NAS také reguluje vyvoj neurond a gliovych bunék, proces
myelinizace a jsou také zndmy jeho vyznamné ochranné ucinky be&hem
neurodegenerativnich procesu (roztrousena sklerdza [RS], Parkinsonova choroba atd.).
Terapeutické vyuziti PROG a 30,50-THP je povazovano za prospésné
pfi traumatickém poranéni mozku, pii potlaceni edému, zanétu, apoptdzy a pro zvyseni
antioxida¢ni aktivity (Melcangi a Panzica, 2014). Vzhledem k uréitym srovnavanym
parametrim (apopto6za, ztrata neuront atd.) je 3a,5a-THP ucinnéjsi nez PROG. Bohuzel
je vyuziti tohoto pfirozeného NAS omezené vzhledem k jeho farmakokinetickym
vlastnostem, jako je jeho nizkad biologicka dostupnost vzhledem k rychlé inaktivaci
prostfednictvim konjugace s kyselinou glukuronovou nebo sirovou (Schiile et al., 2014).
Dalsi ptekazkou je moznost oxidace 3a-hydroxylové skupiny 3a,50-THP, ¢imz dochazi
ke vzniku ketonu. Tento problém mohou vyfesit ligandy TSPO (Nothdurfter et al.,
2012). TSPO je schopny podporovat syntézu NAS a stava se tak novym potencionalnim
cilem lé¢iv s anxiolytickymi u€inky, které nevyvolavaji vedlejsi Uc¢inky typické pro
benzodiazepiny, jako je napfiklad sedace, abstinencni piiznaky a vznik tolerance.
SniZzena hladina 3a,50-THP v periferni krvi 1 mozkomiSnim moku je asociovéana
s uzkostnymi poruchami, depresemi nebo napiiklad s negativnimi ptiznaky

u schizofrenie (Melcangi a Panzica, 2014). Pravé proto je 3a,50-THP potencionalnim
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kandidatem pro terapii uzkostnych poruch a nélad. Chemicka struktura PROG a

30,50-THP je uvedena na obrazku 6.

Obr. 6: Chemicka struktura PROG (A) a 30,5a-THP (B).

2.4.2 Dehydroepiandrosteron a dehydroepiandrosteron sulfat

DHEA miiZe slouzit jako substrat pro tvorbu T a produkci estrogent (Starka et al.,
2015). S rostoucim vékem dochazi k vyznamnému snizeni hladin cirkulujicich hormont
DHEA a DHEAS (Labrie et al., 1997). Jejich chemické struktury jsou uvedeny
na obrazku 7. DHEA je zapojen naptiklad do modulace funkce endotelu a redukce
zanétu (Starka et al., 2015). Tento steroid zlepSuje citlivost na inzulin, pritok krve,
bunéfnou imunitu, sexudlni funkci, dale poskytuje neuroprotektivni uc¢inky, zlepSuje
kognitivni funkce a pamét’. Sulfatovana forma DHEAS vykazuje u lidi antidepresivni,
neuroexcitacni a neuroprotektivni vlastnosti a ma rovnéz vliv na pamét’.

i

A) B) o)

Obr. 7: Chemicka struktura DHEA (A) a DHEAS (B).

2.4.3 Pregnenolon a pregnenolon sulfat

Na PREG je ptevazné pohlizeno jako na prekurzor dalSich steroidd, sam je vSak
aktivnim steroidem (Vallé, 2016). Jednim z cili PREG jsou intracelularné lokalizované
proteiny asociované s mikrotubuly (MAPS). Jejich roli je kontrola rovnovahy mezi

rigiditou a plasticitou neuronalnich procesti a rovnéz spoluurcuji tvar neuront.
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Hlavni  strukturdlni  slozkou cytoskeletu neurontt jsou mikrotubuly
(Fontaine-Lenoir et al., 2006). Po vazbé PREG nebo také jeho syntetického analogu
3p-methoxypregnenolonu na MAP2 dochazi ke stimulaci polymerace mikrotubuld
pochazejicich zmozkti krys a PCI12 bunék. Piedchozi aplikace PREG a
3B-methoxypregnenolonu vykazuje nésledné ochranny efekt pied phsobenim
nocodazolu, coz je latka narusujici mikrotubuly a zpiisobujici smr$téni neuritt.

PREGS je silnym pozitivnim modulatorem NMDA receptori a negativnim
modulatorem GABAA receptorti (Vallée et al., 2001). Nékteré NAS mohou hrat zasadni
roli v procesech uceni a paméti. VySe zminény PREGS je jednim z nejucinngjSich
steroidii zapojenych do zvySovani paméti u hlodavci. Chemické struktury PREG a

PREGS jsou ukazany na obrazku 8.

Obr. 8: Chemicka struktura PREG (A) a PREGS (B).

2.5 Terapeutické vyuziti neuroaktivnich steroidi

Jiz ve 40. letech minul¢ho stoleti Hans Selye pozoroval anestetické a antikonvulzivni
uc¢inky u steroidnich hormonti PROG a deoxykortikosteronu (Reddy a Estes, 2016).
Skupina NAS se projevuje celou fadu psychofarmakologickych ucinka (Porcu et al.,
2016). Odstranuji uzkost, pusobi sedativné, antidepresivné, anesteticky, analgeticky a
maji amnesticky efekt (vyvoldvaji ztratu paméti). Tyto ucinky jsou pravdépodobné

Neékteré NAS vykazuji také ochranny 1c¢inek nanervovou soustavu,
tzv. neuroprotekci (Melcangi et al., 2016). Rozdily v hladinach NAS jsou mezi muzi a
Zzenami patrné jak za fyziologickych, tak patologickych stavii (napf. Alzheimerova
choroba, Parkinsonova choroba, RS atd.). Velka cast téchto onemocnéni navic vykazuje
nerovnomérnou distribuci mezi pohlavimi. Napiiklad riziko rozvoje Alzheimerovy
choroby je vys$§i u zZen (Andersen et al., 1999), naproti tomu se ukazuje, ze

Parkinsonova choroba postihuje castéji muze (Wooten et al., 2004). RS, stejn¢ jako
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vétSina ostatnich autoimunitnich onemocnéni, se mnohem castéji vyskytuje u Zen
(Gleicher a Barad, 2007). Tyto poznatky sméfuji k moznému vyvoji terapeutickych
strategii, které by byly specifické pro dané pohlavi (Melcangi et al., 2016).

Rozdily v neuroprotektivnich ucincich byly zjistény napiiklad u PROG, ktery byl
podavan 4 tydny starym mySim s fizenym poskozenim mozku (Mannix et al., 2014).
U samct doslo ke zlepSeni motoriky, naproti tomu u samic dochéazelo ke zhorSeni.
Tento experimentdlni model byl vytvofen vzhledem k potencionalnimu vyuziti PROG
pti traumatickém poskozeni mozku u pediatrickych pacienta.

Velice vyznamnym objevem je prokazani protinddorového plisobeni PROG
u experimentalnich modeltl multiformniho glioblastomu, coz je nejbéznéj$i agresivni
maligni nador mozku u dospélych s primérnym ptezivanim 13—-15 mésict (Atif et al.,
2015). Tato oblast vyzaduje dal$i studium, nicmén¢ vyuziti samotného PROG nebo jeho
kombinace s chemoterapii, radioterapii a chirurgickym odstranénim nadoru by mohlo
prodlouzit pieziti pacientl a zlepsit kvalitu jejich Zivota.

U NAS 30,50-THP byly popsany anestetické, sedativni, neuroprotektivni a
antikovulzivni vlastnosti (Monagle et al., 2015). Pfimé terapeutické pouziti 3a,50-THP
ma jistd omezeni, jako je kratky biologicky polocas, nizkd biologicka dostupnost,
omezeni peroralniho podani vzhledem ke Spatné rozpustnosti ve vodném prostiedi,
vyvoj tolerance a vedlejsi Gcinky, jako sedace, poruchy paméti a potencionélni vyvoj
zavislosti (Porcu et al., 2016).

Klinické vyuziti syntetickych analogli nékterych NAS skytd v porovnani
S pfirozenymi endogennimi steroidy nékolik vyhod, jako je jejich lepsi biologicka
dostupnost a zejména delsi biologicky polocas, jelikoZ jsou tyto analogy pomaleji
inaktivovany a eliminovany prostfednictvim konjugace s kyselinou glukuronovou nebo
sirovou (Reddy a Estes, 2016).

V ramci probihajicich klinickych studii je v souc¢asné dobé hodnocena Gc¢innost
fady NAS vyuzitelnych pro terapii riznych onemocnéni CNS (epilepsie, syndrom
fragilniho X, traumatické poranéni mozku atd.) (Blanco et al., 2018). Néktera vyvinuta
l€Civa, ktera se dostala az do faze klinického hodnoceni, vSak musela byt vzhledem

k nezddoucim u¢inkum stazena.
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2.6 Metody analyzy steroidnich latek

V poslednich letech se t€si velkému zajmu obor metabolomika (Dunn et al., 2005;
Wojtowicz et al., 2013). Toto odvétvi se zabyva komplexni analyzou veSkerych
intracelularnich a extracelularnich metabolitd v biologickém vzorku v konkrétnim case
za daného stavu. Termin metabolom oznacuje soubor veskerych nizkomolekuldrnich
latek  (tzv. metabolitl) pfitomnych vbuiice nebo organismu, kde se
ucastni metabolickych d&ju dualezitych pro rast a udrzovani fyziologickych funkci.
Plisobenim mnoha vnitinich i1 vnéjsich faktorii je ovlivilovan metabolicky stav ¢lovéka
(Goodacre, 2007). Mezi tyto faktory patii napiiklad lidsky genotyp, v€k, zdravotni stav,
vyziva, fyzicka aktivita, 1éky, stres atd. Metabolom je tedy zna¢né ovlivnén aktualnim
stavem zkoumaného systému a je velmi dynamicky (Wojtowicz et al., 2013).

Jednou ze strategii metabolomiky je tzv. metabolické profilovani, zabyvajici se
identifikaci a kvantifikaci metabolitt, které jsou chemicky ptibuzné nebo jsou zapojeny
Vv konkrétni metabolické draze (Dunn et al., 2005). V soucasné dobé je k dispozici cela
fada technik umoziujicich analyzu nizkomolekularnich latek, a tedy i steroidd, které se
mezi n¢ fadi (Fojtikova et al., 2015). Profilovani steroidi v moci za ticelem diagnostiky
poruch syntézy a metabolismu steroidnich hormonti je provadéno jiz od 60. let
minulého stoleti (Krone et al., 2010). V této dobé¢ byla jiz technika plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC—MS) dostate¢né pokrocila
(Taylor et al., 2015). Védci a Iékati vice nez 40 let Siroce vyuzivali pfi analyze
steroidnich hormoni metody imunoanalyzy (IA). V poslednich letech se pohled
soustied’'uje na hmotnostni spektrometrii (MS), ktera vynika svou specificitou.

Tato kapitola shrnuje metody analyzy steroidnich latek, a tudiz i NAS s dirazem
na imunoanalytické metody a vyuZziti GS-MS a kapalinové chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii (LC—MS).

2.6.1 Imunoanalytické metody

Siroce pouzivanymi technikami v rutinnich diagnostickych laboratotich byly metody
IA, jejichZ pouziti ma ale jistd omezeni (Krone et al., 2010). Nejvétsi prekazkou téchto
metod je kiizova reaktivita, ktera mize mit vliv na specificitu analyzy. Tyto metody
jsou zaloZeny na interakci mezi protilatkou a v tomto konkrétnim piipadé steroidem.

Steroidni latky mohou byt velmi strukturné podobné, a mohou tedy i kiizové reagovat
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(Hansen et al. 2011). Nékteré komercéné dostupné testy pro stanoveni PROG mohou
vykazovat kiizovou reaktivitu s PREG kolem 60 % (Hecker et al., 2006). Bylo zjisténo,
ze umnoha platforem vytvofenych pro analyzu T dochazi k interferenci s DHEAS
(Middle, 2007). Imunoanalytické metody jsou upiednosthovany piedev§im kvili
své jednoduchosti, mens$i cenové narocnosti a dostupnosti komerénich aplikaci
(Taylor et al., 2015).

Steroidy lze analyzovat také pomoci radioimunoanalyzy (RIA) (Valle'e
etal., 1997). Ackoli je tato metoda analyzy steroidd i sterolt vysoce citliva, neni
dostatecn¢ specificka (Wang et al., 2007). Navic je nutné pted vlastni analyzou
definovat stanovované analyty. Pfi analyze steroidli lze také uplatnit enzymovou
imunoanalyzu (EIA), konkrétné¢ metodu ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
(Hecker et al., 2006). Dalsi nevyhodou metod RIA a ELISA je jejich ¢asova naro¢nost
(Hansen et al. 2011). Konvenéni testy RIA pro stanoveni steroidnich hormont v séru
(napt. estradiol, PROG, T) vyzadovaly ptedchozi purifika¢ni kroky (Stanczyk et al.,
2018). V klinickych laboratofich byly pozd&ji bézné vyuzivany piimé testy jako
chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CIA) bez ptedchozi purifikace, ktera umoznovala

automatizaci.

2.6.2 Chromatografické techniky ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Steroidy jsou dnes bézné stanovovany chromatografickymi metodami, jako je plynova
chromatografie (GC) nebo kapalinova chromatografie (LC), v ruznych biologickych
matricich (Fojtikova et al., 2015). Nutné je jejich spojeni s vhodnym detekénim
systétmem. Pozadavky kladené na analyzu splituje spojeni LC nebo GC s detekci
pomoci MS nebo tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Novéjsi generace
téchto metod maji v porovnani s IA lepsi specificitu, limity kvantifikace a dobrou
linearitu i pfi nizkych koncentracich (Krone et al., 2010). Nahrada imunoanalytickych
technik MS je ve vSech laboratotfich nerealna (Taylor et al., 2015). Zavedeni MS je
velice nakladné, technicky naro¢né a vyzaduje specialni instrumentaci. Vyrobci se proto
snazi vyvinout uzivatelsky piivétivéjsi a dostupnéjsi hmotnostni spektrometry, které

budou pouzitelné i v klinickych laboratofich.
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2.6.2.1 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

4

ke stanoveni jednotlivych steroidi nebo jejich skupiny upfednostiovana metoda
kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) (Taylor et al., 2015). Jednim z omezeni této metody je nutnost cileného
stanoveni analytd (Krone et al., 2010). Velmi obtizna je také strukturni charakterizace
novych steroidii. Jednoznac¢nou vyhodou LC-MS/MS je vyznamné snizeni objemu
vzorku v porovnani s lA. Tato metoda je velice rychla, specificka a nevyzaduje
hydrolyzu konjugétti ani chemickou derivatizaci.

Metody LC-MS jsou kompatibilni s ionizaci za atmosférického tlaku (API), diky
¢emuz lze analyzovat intaktni konjugity (Wang et al., 2007). BéZzné¢ pouzivanymi
ioniza¢nimi technikami pro detekci steroidnich latek jsou ionizace prostfednictvim
elektrospreje (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI) (Shackleton, 2008). Vyuziti ESI je vhodné pro polarni
molekuly a konjugaty steroidi. U méné polarnich latek je vyzadovana derivatizace nebo
chemicka modifikace, ¢imz je dosaZena stejna citlivost jako u APPI a APCI. Ptikladem
muze byt derivatizace nekonjugovanych oxosteroidi pomoci hydroxylamin
hydrochloridu na jejich oximy (Liu et al., 2003). Ioniza¢ni techniky APPI a APCI jsou
vhodné pro nekonjugované steroidy (Shackleton, 2008). V tomto piipadé neni nutna
derivatizace.

Postupné zlepSovani systémut vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a
zavedeni MS/MS vede k postupnému vytlacovani GC-MS (Taylor et al., 2015). Metoda
HPLC neni omezena pouze jedingm mechanismem separace a lze ji tedy vyuzit
k separaci velice rozmanitych analytd (Wojtowicz et al., 2013). Mize se jednat
0 slouceniny hydrofilni, hydrofobni, soli, kyseliny nebo zasady. Vzhledem k relativné
nizké Gcinnosti HPLC byla vyvinuta nova metoda ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC). Sosvorova et al. vytvorili metodu ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS/MS) ke stanoveni vybranych neurosteroidii a steroidd
s imunomodulacnim G¢inkem Vv lidském mozkomisnim moku a krevni plazmé
(Sosvorova et al., 2015). V této studii provadeéli kvantifikaci volného DHEA, jeho

vybranych metabolitd, kortizolu a kortizonu s cilem lépe porozumét degenerativnim
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onemocnénim. U vzorku byla provedena extrakce diethyletherem a derivatizace
s 2-hydrazinopyridinem. K ionizaci byla v této studii pouzita technika ESI.

Ceglarek et al. vyvinuli novou metodu, kterd kombinuje online extrakci na pevné
fazi a kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(Ceglarek et. al., 2009). Pracovali s APCI. Tento analyticky pfistup je spolehlivy,
rychly, citlivy a lze jej vyuzit pro diagnostiku a sledovani vyvoje endokrinnich

onemocnéni.

2.6.2.2 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

GC-MS byla vyuzivana jiz v 60. letech minulého stoleti ke zkoumdani steroidd
Vv biologickych matricich (Eneroth et al., 1964; Taylor et al., 2015). Tuto metodu
naptiklad vyuzil Eneroth et al. (1964) ke stanoveni steroidl ve stolici. Metoda GC—MS
je prevazné vyuzivana K analyze metaboliti steroidnich hormont a jejich prekurzort
(Krone et al., 2010). Je vyzadovano odstranéni konjugovanych skupin a derivatizace
zbyvajicich polarnich funkénich skupin, kterd vede ke zvyseni tepelné stability a
tékavosti analytu (Wang et al., 2007). Derivatizace zpravidla fidi MS fragmentaci, coz
umoziuje uréit umisténi funkénich skupin na molekule steroidu (Krone et al., 2010).
GC se ve srovnani sLC vyznaCuje lepSim chromatografickych rozliSenim.
Chromatografické rozliSeni lze vylepSit za pouziti malych ¢astic pii chromatografické
separaci. Bézné vyuzivanym typem ionizace je elektronova ionizace (EI)
(Shackleton, 2008).

Profilovani steroidti v moci pomoci GC-MS a plynové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS) je vhodnym nastrojem pro objev
novych steroidli, jejich identifikaci a ziskdvani novych znalosti vyuzitelnych
pro diagnézu metabolickych poruch (Christakoudi, 2010; Taylor et al., 2015).

Hansen et al. vytvofili metodu GC-MS/MS pro stanoveni deviti steroidnich
hormont (PREG, PROG, DHEA, androstendion, T, 5a-DHT, estron, 17a-estradiol a
17B-estradiol) v krvi, krevni plazmé a séru, ktera byla uspésné pouzita k analyze vzorka
nékterych obratloveli (Hansen et al. 2011). Zjisténé vysledky na zavér porovnali se
zavery pracovnich skupin vyuzivajicich RIA a potvrdili kiizovou reaktivitu mezi
progestageny (PROG, PREG).

Pro analyzu sterolti o nizkych koncentracich v komplexnich vzorcich lze vyuzit

tzv. kompletni dvourozmérnou plynovou chromatografii (GCxGC) (Mitrevski et al.,
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2008). Ve srovnani s jednorozmérnou GC nabizi lep$i separa¢ni Ginnost a signal.
Mitrevski a spolupracovnici zkoumali vyuzitelnost GCxGC ve spojeni s MS
pro analyzu sterold pfitomnych v lidské moc¢i (Mitrevski et al., 2008). Nadéjné je
pouziti tohoto systému pro screening, kvantifikaci a potvrzeni sterolti v komplexnich

matricich. Nizké detek¢ni limity by umoznily vyuziti pro dopingové kontroly.

2.7 RoztrousSena skleroza

Roztrousena sklerdza (RS) se fadi mezi chronicka zanétliva autoimunitni onemocnéni
CNS, které muze progredovat a vyustit t¢Zkym postizenim (Loma a Heyman, 2011).
Toto onemocnéni je typické demyelinizaci a postihuje Sedou i bilou hmotu mozku a
michy (Inglese a Petracca, 2015). Demyelinizacni onemocnéni je mozné charakterizovat
vznikem sklerotické 1éze béhem procesu, ktery zahrnuje zanét, demyelinizaci,
remyelinizaci, Ubytek oligodendrocytli, astrocytéozu, degeneraci neurond a axonll
(Compston a Coles, 2008). Ztrata oligodendrocyti je zasadni, jelikoz se zralé
oligodendrocyty zapojuji do syntézy myelinu. Pravé myelinova pochva obklopujici
axony je dulezita pro pienos informaci mezi jednotlivymi oblastmi CNS (Huang et al.,
2017).

2.7.1 Zakladni informace

Toto onemocnéni je oznaCovano za nejCastési pficinu zdravotniho postizeni mladych
lidi a lidi ve stfednim ve€ku Zijicich ve vyspélych zemich (Koch-Henriksen a Serensen,
2010). K jejimu propuknuti nejcastéji dochazi mezi 20. a 40. rokem Zzivota (Rolak,
2003). Uméné nez 1 % piipadd je RS zjisténa v détstvi, po 50. roce zivota byva
diagnostikovana u 2 az 10 % (Ghasemi et al., 2017).

Podle dostupnych informaci trpé€lo touto nemoci vV roce 2013 zhruba 2,3 milionil
lidi na celém svété (Browne et al., 2014). Podil muzii a Zen je mezi pacienty s RS
odlisny (Ahlgren et al., 2011). Mnohem c¢astéji timto onemocnénim trpi Zeny, cozZ je
patrné napiiklad ze studie provedené ve Svédsku, kde pomér mezi Zenami a muzi Ginil
2,35:1. Z dostupnych dat vyplyva, ze v letech 2008 az 2009 prevySovala prevalence RS
v Ceské republice 160 nemocnych na 100 000 obyvatel (Vachova, 2012).

Dal§im epidemiologickym ukazatelem je incidence, ktera dosahovala v Ceské republice

11,7 novych ptipadi na 100 000 obyvatel za rok. Tato hodnota byla ur¢ena z nartstu
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nemocnych mezi lety 2000 az 2007. Obecné ve svét€¢ dochazi k ristu prevalence.
Pticinou tohoto efektu miize byt zlepSeni diagnostickych technik, které nasledné¢ vedou
k u¢inngjSimu zachytu pacientti. Rostouci prevalence tohoto onemocnéni je také
vysledkem prodluzujici se doby zivota pacientd s RS (Koch-Henriksen a Serensen,
2010). V mnoha oblastech svéta dochazi pravdépodobné ke skute¢nému zvysSeni
vyskytu RS, a to zejména u zen, coz zvySuje jiZ zmifovany pomér onemocnéni mezi
muzi a zenami. Dal$i studie by se tedy mély zaméfit na zmény v zivotnim stylu Zzen
za posledni desetileti.

Ze studie, ktera probihala v Dansku, vyplyva, Ze stiedni doba pteZiti je U pacientli
SRS pfiblizné¢ o 10 let niz§i ve srovnani s v€koveé odpovidajici kontrolni skupinou
(Brennum-Hansen et al., 2004). U vice nez poloviny piipadi je zakladni pfi¢inou
umrti RS.

2.7.2 Klasifikace a priznaky roztrousené sklerézy

Z hlediska klinického prubéhu Ize RS dale rozdélit do ¢tyt odlisnych typt, kterymi jsou
relaps-remitentni RS (RR-RS), primarné-progresivni RS (PP-RS), sekundarné-
progresivni RS (SP-RS) a relaps-progredientni RS (RP-RS) (Dargahi et al., 2017).

Podtyp RR-RS je provazen nepifedvidatelnymi akutnimi zachvaty tzv. relapsy,
kter¢  jsou  stfiddny  obdobim = remise s ¢astenym  nebo  uUplnym
zotavenim (Weiner, 2008). Jedna se o nejbéznéjsim formu, ktera je diagnostikovana
pfiblizn€ u 85 % pacientli. Akutni zachvat je spojen se vznikem 1ézi v CNS, které se
nasledné¢ mohou projevovat poruchami zraku, tnavou, brnénim, necitlivosti, zvySenym
svalovym napétim, dysfunkcemi mocového a stievniho systému nebo poruchami paméti
a uceni (Ghasemi et al., 2017).

Tento podtyp RS miize pfechazet v SP-RS, k ¢emuz dojde téméf u 65 % pacientl
s RR-RS (Compston a Coles, 2008). Projevuje se zvysenou slabosti, poruchami stiev a
mocovych cest, tnavou, ztuhlosti a psychickymi poruchami (Ghasemi et al., 2017).

U nékterych pacientll vSak dochazi k postupnému rozvoji této formy od pocatku a
bez relapsi (Miller a Leary, 2007). V tomto pfipadé se jedna o PP-RS. Forma PP-RS je
diagnostikovana piiblizné u 10 az 15 % pacientd (Ghasemi et al., 2017). K typickym
projevim patii slabost, problémy s chiizi a rovnovahou. Tato forma RS nastupuje
zhruba o 10 let pozdéji nez RR-RS (primémé po 40. roce zivota) (Miller a
Leary, 2007).
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Nejméné cCastym typem diagnostikovanym piiblizn€ u 5 % pacienti je RP-RS
(Ghasemi et al., 2017). Mize se u né&j projevovat napiiklad bolest oka, dvojité vidéni,
zavraté, deprese a rovnéz dysfunkce stievniho, mocového a také pohlavniho systému.
RP-RS je charakteristickd akutnimi relapsy, béhem obdobi mezi relapsy dochazi
Kk progresi onemocnéni (Miller a Leary, 2007).

Chronické progresivni formy jsou charakterizovany postupné se rozvijejicim
neurologickym postizenim v pribéhu meésict az let (Miller a Leary, 2007). Ptiblizné
50 % pacient s RS mtize béhem Zivota postihnout zadvazné deprese (Feinstein, 2004).
krat$i nez u zen (Kipp et al., 2012). Stejné tak je vyskyt kognitivni poruchy castéjsi
Umuzli. Rozdilné projevy RS u muzd a zen jsou Vneposledni fadé¢ zalozeny
na pohlavnich rozdilech ve steroidnich hormonech, které pisobi na imunitni systém a
rovné€Z i na buniky CNS.

Obdobi téhotenstvi, a to zejména tieti trimestr, je u pacientek s RS spojen
s poklesem frekvence relapst (Confavreux et al., 1998). Nicméné byl v této studii
rovnéZ pozorovan zvySeny vyskyt atak béhem nasledujicich téi mésici po porodu
ve srovnani s frekvenci relapst v pribéhu roku pted téhotenstvim (Confavreux et al.,
1998). Tatoobdobi jsou spojena svyznamnymi zménami v hladinach
cirkulujicich hormonti (Kipp et al., 2012). Pokrocilejsi té¢hotenstvi je charakteristické

vysokymi hladinami PROG a estrogend, po porodu dochazi k jejich poklesu.

2.7.3 Etiologie roztrousené sklerozy

K rozvoji tohoto onemocnéni piispiva velké mnozstvi faktorti. Patii mezi né napiiklad
genetické predispozice, virové mimikry, nedostatek vitaminii a minerdlli a geograficka
poloha (Dargahi et al., 2017). Jednim z diskutovanych faktorti zvysujici riziko RS je
také kouteni (O’Gorman et al., 2014).

Geograficka distribuce RS je odlisna (Compston a Coles, 2008). V oblasti rovniku
najih od néj se prevalence zvysuje. Existuji vSak oblasti, které se tomuto pravidlu
vymykaji. S ndstupem RS je také spojovana expozice virim ¢i bakteriim, konkrétné
viru Epstein-Barrové, lidskému herpes viru typu 6 a bakterii mycoplasma pneumonia
(Ghasemi et al., 2017). Dalsim velice vyznamnym faktorem je nedostatek ultrafialového
(UV) zafeni, které zodpovida i za endogenni tvorbu vitaminu D (Sloka et al., 2011).

34



Piiméiend expozice UV zéfeni a dostatecné mnozstvi vitaminu D se jevi jako klicové
faktory snizujici riziko vzniku RS. Vitamin D je mozné vzhledem k jeho zapojeni

ve vyvoji a fungovani mozku zatradit mezi NAS (Kalueff a Tuohimaa, 2007).

2.7.4 Patogeneze roztrousené sklerozy

Za ucelem studia RS z hlediska terapie a patogeneze byl pro toto onemocnéni vytvoren
experimentalni zvifeci model, a to tzv. experimentalni autoimunitni encefalomyelitida
(Constantinescu et al., 2011).

Béhem tohoto onemocnéni dochazi k infiltraci lymfocytti do CNS a v kone¢ném
dasledku k poSkozeni myelinu a axonti (Compston a Coles, 2008). Na vzniku lokalniho
zanétu Vv CNS se podili autoreaktivni lymfocyty, které pronikaji skrze
hematoencefalickou bariéru (Huang et al., 2017). Jednda se o aktivované
CD4" lymfocyty T (pomocné T-lymfocyty), které jsou reaktivni vii¢i myelinu CNS
(Garg a Smith, 2015). Svou roli zde mohou hrét také B-lymfocyty, které jsou schopny
produkovat autoprotilatky a plnit roli antigen-prezentujicich bunék.

Predpoklada se, ze na pocatku tohoto patologického procesu dochazi k poruse
imunologické tolerance vi¢i myelinu a jinym autoantigenim CNS (Garg a
Smith, 2015). Tato porucha muze byt u geneticky nachylnych jedincd iniciovana
enviromentalnim faktorem, a to napiiklad infekénim agens. T-lymfocyty mohou byt
na periferii aktivovany infekénim antigenem (napf. virovym) nebo superantigenem,
které mohou mit molekuldrni podobnost s nékterym antigenem piitomnym v CNS
(Constantinescu et al., 2011). Tento efekt je nazyvan molekularnimi mimikry. Diky této
zkiiZzené reakci jsou na periferii aktivovany T-lymfocyty, které jsou reaktivni viici
nekteré slozce myelinu (napf. myelinovy bazicky protein) (Garg a Smith, 2015).
Tyto autoreaktivni T-lymfocyty (primarné¢ Thl a Thl7) sekretuji cytokiny a aktivuji
zanétlivou kaskadu, jejimz vysledkem je demyelinizace a poskozeni axonl
(Dargahi et al., 2017).

Nasledné¢ jsou schopny migrovat pies hematoencefalickou bariéru prostfednictvim
interakci integrinQ pfitomnych na  povrchu T-lymfocyth (VLA-4)
s adhezivnimi molekulami exprimovanymi na endoteliich kapilar (VCAM-1) (Garg a
Smith, 2015). Tento proces je dale usnadnén expresi dalSich adhezivnich molekul,
chemokini a matrixovych metaloproteinaz. Bunky prezentujici antigen v CNS
predkladaji autoantigeny periferné¢ aktivovanym autoreaktivnim T-lymfocytim, ¢imz
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dojde K jejich reaktivaci. Nasledna zanétliva kaskada je doprovazena sekreci cytokint a
chemokint a pfilivem dal$ich bunék imunitniho systému. Autoreaktivni T-lymfocyty a
protilatky mohou rozpoznéavat i dalsi slozky myelinové pochvy, jako je naptiklad
myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein a proteolipidovy protein (Dargahi et al.,
2017).

Do CNS mohou rovnéz pronikat protilatky nebo B-lymfocyty, které je mohou
po diferenciaci na plazmatické bunky samy produkovat a pfispivat tak k zanétlivé
demyelinizaci a neurodegeneraci (Constantinescu et al., 2011). Neurony a
oligodendrocyty mohou byt pfimo poSkozovany CD8" T-lymfocyty (cytotoxické
T-lymfocyty) (Garg a Smith, 2015).

2.7.5 Diagnostika roztrousené sklerozy

Vzhledem K finanéni narocnosti této 1ééby je nutné minimalizovat riziko nespravné
diagnozy (Freedman et al., 2005). Na tento aspekt je kladen velky diraz i z hlediska
pacienti, jelikoz tato diagndza vyvolava veliké zdéseni.

Pro usnadnéni diagnostiky RS jsou v soucasné dob¢ ve vyzkumu i klinické praxi
vyuzivand diagnosticka kritéria podle McDonalda, jejichZ nejnovéjsi verze pochazi
zroku 2017 (Thompson et al., 2018). Tato kritéria kombinuji ndlezy klinické,
zobrazovaci 1 laboratorni, jelikoZ neexistuje pouze jediny charakteristicky klinicky
piiznak nebo diagnosticky test. Integrace téchto piistupti umoznuje vcasnéjsi, citlivéjsi a
specifictéjsi ur€eni diagnozy.

Prvnim voditkem, které mize napomoct k diagnoze, je vyskyt urcitych klinickych
pfiznaki RS (Brownlee et al., 2017). Pti podezieni na RS je nutné podstoupit
neurologické vySetfeni. RS se milze manifestovat Sirokou Skéalou neurologickych
ptiznakd, jelikoZ rozloZeni 1ézi v CNS miiZze byt velmi variabilni (Huang et al., 2017).
Nicméné typickymi piiznaky jsou porucha smysli, dysfunkce mocového meéchyrte,
kognitivni poruchy, jednostranna ztrata zraku, dvojité vidéni, slabost koncetin, porucha
koordinace pohybi (ataxie), inava a stfevni potize.

Zasadnim bodem diagnostiky je znalost pacientovy anamnézy, a to zejména
(Brownlee et al., 2017). Pokud jsou zaznamenany klinické ptiznaky signalizujici RS, je
prospésné provést vySetfeni magnetickou rezonanci (MRI), které umozni vyloucit jina
neurologickd onemocnéni. MRI umoznuje vysoce citlivou detekci 1ézi v CNS.
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K podpofe diagndézy muize byt vyuzita analyza mozkomisniho moku. Pfitomnost dvou
nebo vice oligoklondlnich past 1gG Vv mozkomisnim moku a jejich nepiitomnost
v krevnim séru signalizuje intratekalni syntézu protilatek (Thompson et al., 2018).
Pro prokéazani intratekalni syntézy protilatek je tento test spolehlivéjsi nez urceni indexu
IgG. Pokud ma pacient typické klinické a MRI nalezy, neni obvykle nutné provadét
odbér mozkomisniho moku (Brownlee et al., 2017). DalSim podpirnym diagnostickym
nastrojem miize byt testovani evokovanych potenciali. Tato vySetiovaci metoda je
zalozena na snadném a neinvazivnim zaznamenani neuro-elektrickych reakci
na senzorické podnéty (Walsh, 2005).

V literatufe je Casto zminovan tzv. klinicky izolovany syndrom, coz je prvni
neurologickd epizoda trvajici alespont 24 hodin se symptomy a objektivnimi nalezy
svédc¢icimi pro zanétlivou demyeliniza¢ni ptihodu v CNS bez piitomnosti horecky a
infekce (Thompson et al., 2018). Jiz v tomto okamziku mize byt diagnostikovana RS, a
to za predpokladu, je-li potvrzeno rozsifovani v prostoru a v ¢ase a jsou-li vylou¢ena

jina onemocnéni. Klinicky izolovany syndrom byl vtomto ptipadé prvni atakou

choroby.

2.7.6 Terapie roztrousené sklerézy

Do pocatku 90. let dvacatého stoleti byla 1écba RS omezena na uzivani kortikosteroidt
a silnych imunosupresivnich latek, jako je cyklofosfamid nebo metotrexat (Eckstein a
Bhatti, 2016). Pielomem bylo schvaleni prvniho 1é¢iva modifikujiciho pribéh choroby
(DMD) agenturou FDA, coz byl interferon Blb pro lé¢bu RR-RS. Tuto skupinu
ptipravkt aplikovanych intramuskuldrné, subkutdnné a intraven6zné doplnilo v roce
2010 peroralné€ podavané 1écivo fingolimod.

Soucasné terapeutické moznosti neumoznuji plné vyléceni RS nebo obnovu jiz
vzniklého poskozeni, a proto je velmi dulezité zah4jit 1é€bu ve fazi, kdy jesté nedoslo
formy RS byla DMD (naptf. interferon [, glatiramer acetat, mitoxantron,
natalizumab atd.). K 1é¢bé primarni progresivni formy RS nebylo agenturou FDA
Kk roku 2011 schvaleno zadné 1é¢ivo.

Terapie RS si obecné klade za cil snizit pocet relapst a zabranit progresi dal§iho
postizeni (Inglese a Petracca, 2015). Zjednodusené lze tyto terapeutické intervence
Z hlediska doby trvani rozd¢lit na kratkodobé a dlouhodobé. Kratkodoba terapie je
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dalezita pti akutnich relapsech. Toto akutni vzplanuti RS je obvykle feSeno aplikaci
adrenokortikotropniho hormonu (kortikotropinu) nebo kortikosteroidu
(napt. methylprednisolon) (Myhr a Mellgren, 2009). Kratkodobé peroralni nebo
intravendzni podavani methylprednisolonu vede k urychleni zotaveni z relapsu.

Dlouhodoba terapic umoziuje stabilizaci onemocnéni a je zalozena zejména
na ptistupech potlacujicich zanét (Inglese a Petracca, 2015). Hledani ucCinnych
terapeutickych strategii cilicich na zanétlivou, ale zejména na neurodegenerativni fazi
onemocnéni zustava i nadale vyzvou. K dlouhodobé terapii jsou vyuzivany tzv. DMD.

Jiz zminény interferon B je schopny sniZovat mnozstvi relapsi a omezovat
progresi onemocnéni (Loma a Heyman, 2011). Tato terapie pomoci interferonu B se ale
také poji s moznym vznikem nezadoucich ucinkl, ke kterym patii napiiklad zanét
vV mist¢ vpichu, pfiznaky podobné chiipce a mozny rozvoj deprese. U pacientil
podstupujicich tuto terapii musi byt vySetfovan krevni obraz a funkce jater.

Soucasti terapie RS obvykle byvaji i1 rehabilitace (Inglese a Petracca, 2015).
RS doprovazi cela skala symptomu ovliviiyjicich kvalitu zivota (poruchy nalady, kiece,

inkontinence atd.) (Eckstein a Bhatti, 2016). Samozicjmosti je tedy i jejich tlumeni.
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3 Prakticka cCast

3.1 Material a vybaveni

3.1.1 Laboratorni pristroje a pomiicky

Centrifuga Heraeus™ Multifuge™ X1R (Thermo Scientific, USA)

Dusikova odparka TurboVap® Classic LV (Biotage, Svédsko)

Rotator SB3 (Stuart, Velka Britanie)

Stolni centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Ttepacka WIZARD IR Infrared Vortex Mixer (VELP Scientifica, Italie)

Ultrazvukova lazen SONOREX RK 510S (Bandelin, Némecko)

Kapalinovy chromatograf Acquity™ Ultra Performance LC (Waters, USA)

Hmotnostni spektrometr Xevo™ TQ-S (Waters MS Technologies, Velka Britanie)
Chromatografick4 kolona KINETEX® Biphenyl (2,1 x 100 mm; velikost &4stic 1,7 um)
(Phenonemex, USA)

Systém na tpravu vody Direct-Q® 3 UV Water Purification System (Merck Millipore,
Némecko)

Micro-Spin Filtry 0,2 um NY (Grace Davison Discovery Sciences, USA)

Laboratorni sklo

3.1.2 Softwarové vybaveni

MassLynx™ (Waters, USA)
TargetLynx™ (Waters, USA)

3.1.3 Chemikalie

Standardy konjugatti pregnanolonu s aminokyselinami:
Pregnanolon glutamat
Pregnanolon argininat
Pregnanolon aspartat
Pregnanolon norvalinat
Tyto standardy byly piipraveny a poskytnuty Ustavem organické chemie a

biochemie v Praze.
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Standardy steroidu (Sigma-Aldrich, USA):
Progesteron (PROG)
Pregnenolon (PREG)
Allopregnanolon (3a5a-THP)
Testosteron (T)
Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Izotopicky znacené interni standardy (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA):
[*3C.]-progesteron
[°Hs]-pregnenolon
[°Ha]-pregnenolon
[2Ha]-allopregnanolon
[2H3]-testosteron
[2H3] -pregnanolon glutaméat
Izotopicky znageny standard [?Hs]-pregnanolon glutamat byl pfipraven v Ustavu

organické chemie a biochemie v Praze.

Methanol hypergrade for LC-MS LiChrosolv® (Merck KGaA, Némecko)
Methanol gradient grade for liquid chromatography LiChrosolv® (Merck KGaA,
Némecko)

Kyselina mravenc¢i 98% (Honeywell Fluka, USA)
3.1.3.1 Roztoky

Zasobni roztok stabilné izotopicky zna¢enych internich standardt (MIX-5-ZIS):
Zasobni roztok stabiln€ izotopicky znacenych internich standardi rozpusténych

v methanolu na koncentraci 1 - 10° mol - 1 obsahoval [*3C;]-progesteron, [*Ha]-

allopregnanolon, [?Hs]-testosteron, [?Hs]-pregnanolon glutamat a [2Hs]-pregnenolon

nebo [2Ha]-pregnenolon.

Zasobni roztok standardi steroidi (MIX-5):
Zasobni roztok neznacCenych standardt steroidti rozpusténych v methanolu

na koncentraci 1 - 10°mol - It obsahoval PROG, PREG, 3a5a-THP, T a DHEA.
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Zasobni roztok standardd konjugat pregnanolonu s aminokyselinami (MIX2-4):
Tento zasobni roztok neznaCenych standardd konjugati pregnanolonu
rozpusténych v methanolu na koncentraci 1 - 10®° mol - 1 obsahoval pregnanolon

glutamat, pregnanolon argininat, pregnanolon aspartat a pregnanolon norvalinat.

Mobilni faze pro chromatografickou separaci:
Methanol (roztok A)
Kyselina mravenéi 7,5mmol - I (roztok B)
Do odmémé banky bylo pfeneseno 288 ul 98% kyseliny mraven¢i a odmérna

barka byla doplnéna deionizovanou vodou na objem 1000 ml.

Kalibra¢ni fada pro UHPLC-MS/MS:

Ze zéasobnich roztokli neznacenych standardd MIX-5 a MIX2-4 o koncentraci
1-10° mol - I byla postupnym fedénim piipravena pétibodova kalibraéni fada
v methanolu. K jednotlivym kalibraénim bodiim bylo ptidano 5 pmol zasobniho roztoku
standardi MIX-5-ZIS. Vysledné koncentrace neznafenych standardt steroidi byly
1-10%mol-1%1-10"mol - 15 1-108mol - 1%, 1-10°mol - 1*a1 - 10 mol - 1.

3.1.4 Biologicky material

Veskeré vzorky krevniho séra, které byly analyzovany v ramci této prace, byly
poskytnuty Neurologickou klinikou Fakultni nemocnice Olomouc. Jejich vyuziti bylo
umoznéno na zakladé souhlasu udéleného etickou komisi. Odbér krevnich vzorkt
od pacientit a jejich nasledné zpracovani bylo provedeno na zakladé zavedenych
metodik Neurologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc, které byly popsany
ve ¢lanku Hénykova et al., 2016. Vzorky krevniho séra byly do dal§iho zpracovani
uskladnény v temnu pfi teploté -70 °C.

Celkové bylo analyzovano krevni sérum od 164 osob muzského pohlavi
narozenych mezi lety 1930 az 1999. Vzorky krevniho séra byly rozdéleny do dvou
skupin. Prvni tzv. kontrolni skupina zahrnovala krevni sérum muzi, u kterych nebyla
diagnostikovana RS, byla tvofena 26 osobami. U této skupiny ale nelze vyloucit vyskyt
jiného neurologického onemocnéni. Druha skupina pacientt s diagnostikovanou RS
zahrnovala 138 pacientl. Identifikace a stanoveni NAS v krevnim séru pacienti bylo

provedeno ve ttech opakovanich, celkové bylo tedy analyzovano 492 vzorki.
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3.2 Experimentalni metody

3.2.1 Zpracovani vzorki krevniho séra pro analyzu UHPLC-MS/MS

3.2.1.1 Purifikace vzorki krevniho séra

Prvnim krokem zpracovani vzorka krevniho séra byla jejich purifikace, jejimz cilem
byla precipitace sérovych proteini a jejich odstranéni. U kazdého pacienta byly
pro UHPLC—-MS/MS analyzu ptipraveny vzorky ve tiech opakovanich.

Do mikrozkumavky bylo pteneseno 150 pl krevniho séra, k tomuto objemu bylo
ptidano 20 ul zasobniho roztoku izotopicky znacenych internich standardi steroidi
MIX-5-ZIS o koncentraci 1 - 10%mol - I (20 pmol). Celkovy objem byl doplnén
chlazenym methanolem na 740 ul. Slepé vzorky byly pfipraveny tak, ze k 720 pl
chlazeného methanolu bylo pfidano 20 ul zasobniho roztoku MIX-5-ZIS o koncentraci
1 - 10%mol - I (20 pmol). Viechny nasledujici kroky byly provadény soudasné
u vzorki krevniho séra i u vzorkil slepych. Ptidavek izotopicky znacenych internich
standard umoznil naslednou kvantifikaci analytd pomoci metody izotopického
zied'ovani.

Nachystané vzorky byly kratce promichany na tfepace a poté umistény
na rotator, kde byly promichavany po dobu 60 minut pfi teploté 4 °C. Po tomto kroku
byly vzorky opétovné promichany na tfepacce. Nasledné byla provedena jejich
centrifugace pii7 280 X g podobu 10 minut a pii teplot¢ 4 °C. Takto ziskany
supernatant byl premistén do mikrozkumavek s Micro-Spin Filtrem a byla provedena
dalsi centrifugace, tentokrat pii 7 280 X g po dobu 5 minut a pfi teploté 4 °C. Filtrat byl
poté odpafen do sucha na odparce pod proudem dusiku. Takto pfipravené vzorky byly

uskladnény v temnu pfi teploté -20 °C.

3.2.1.2 Priprava vzorku pied analyzou

Dalsim bodem byla pfiprava vzorki pro UHPLC-MS/MS analyzu. K odpafenym
vzorkam, které byly ziskdny Vv pfedchozim kroku, bylo pfidano 100 pl chlazeného
methanolu. Tyto vzorky byly nasledné promichany na tfepatce a vloZeny
do ultrazvukové lazné na dobu 3 minut. Objem mikrozkumavek byl nasledné pienesen
do mikrozkumavek s Micro-Spin Filtrem a byla provedena centrifugace pii 2 509 x g
po dobu 5 minut. Filtrat byl poté pfenesen do insertu, ktery byl vlozen do sklenéné

vialky.
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3.2.2 Stanoveni neuroaktivnich steroidi pomoci UHPLC-MS/MS

Vlastni UHPLC-MS/MS analyza NAS ve vzorcich pfipravenych v pifedchozich krocich
byla provedena za optimalnich podminek, které jsou popsany dale v textu.

Analyzované vzorky byly vlozeny do autosampleru piistroje. V tomto prostoru
byla po celou dobu analyzy udrzovana teplota 4 °C. Chromatograficka separace byla
provedena s vyuzitim chromatografické kolony KINETEX® Biphenyl (2,1 x 100 mm;
velikost ¢astic 1,7 pum). Pfed vlastni separaci NAS vzorkii bylo nutné kolonu
kondiciovat na vychozi separa¢ni podminky. Chromatograficka separace probihala
pii prittokové rychlosti 0,5 ml - min™. Teplota na kolon¢ ¢inila 40 °C. Vzorky byly
nastiikovany na kolonu v objemu 2 ul. Mobilni faze protékajici kolonou obsahovala
methanol (roztok A) a 7,5mmol - I"! kyselinu mravenéi (roztok B). Délka jedné analyzy

dosahovala 13 minut. Béhem chromatografické separace byla pouzita gradientova eluce,

jejiz prubéh je uveden v tabulce 1.

Tab. 1: Prubéh gradientové eluce pri chromatografické separaci (roztok A = methanol,

roztok B = 7, 5mmol - I'* kyselina mravenci).

Cas Pritokova rychlost Roztok A Roztok B
(min) (ml - min) (%) (%)
0,00 0,5 60 40
10,00 0,5 75 25
10,25 0,5 99 1
10,75 0,5 99 1
11,00 0,5 60 40
13,00 0,5 60 40

Analyty byly detekovany prostfednictvim tandemového hmotnostniho
spektrometru s ESI ionizaci v pozitivnim médu. Soucasti hmotnostniho spektrometru
byl trojity kvadrupol. Analyza probihala za nasledujici podminek: teplota zdroje 150 °C,
napéti na kapilafe 2,5 kV, desolvatacni teplota 600 °C a prutok desolvatacniho plynu
1000 1 - hod™. Desolvata¢nim plynem byl dusik. V ramci této analyzy byl vyuzit rezim
selektivniho zaznamu vice reakci (MRM). V tabulkach 2 a 3 jsou uvedeny kvantifika¢ni
a konfirmaéni pfechody jednotlivych stanovovanych NAS, hodnoty vstupniho napéti,
kolizni energie a vyuzité izotopicky znacCené interni standardy se svymi piechody

umoziujici kvantifikaci odpovidajicich analytu.
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Tab. 2: Podminky stanoveni vybranych NAS pomoci UHPLC-MS/MS.

Analvt Kvantifika¢ni pfechod Vstupni Kolizni Interni standard MRM
y Konfirma¢ni pfechod napéti  energie erm s prechod
(m/z) V) (eV) (m/z)
271 > 253 20 13
DHEA [2H3]-testosteron 292 > 97
271> 213 27 16
289 > 97 25 19
T [°Hs]-testosteron 292 > 97
289 > 109 22 22
PREG 299 > 159 25 19 [22H3]-pregneno|0n/ 303 > 159
317 > 159 25 22 [*Ha]-pregnenolon 320 > 162
283 > 81 45 30
3a5a-THP [2Ha]-allopregnanolon 287> 95
283 >95 45 25
PROG 315>97 23 19 [*3C_]-progesteron 317>99
315 > 109 25 22 ZPros

Tab. 3: Podminky UHPLC-MS/MS analyzy vybranych konjugatii pregnanolonu.

Kvantifika¢ni pfechod  Vstupni  Kolizni Interni .
Analyt Konfirmaéni pfechod napéti energie standard MRM prechod
(m/z) (V) (eV) (m/z)
448 > 148 45 16 [2H3]-
Plretgzﬂﬁg? " pregnanolon 451 > 148
glu 448 > 283 45 19 olutamét
475> 175 25 27 [2Hs]-
eregﬂig? on pregnanolon 451 > 148
g 475> 116 45 36 glutamét
434> 134 30 13 [2H3]-
Zsreg:tz?olon pregnanolon 451 > 148
b 434 > 283 25 19 glutamat
418> 118 23 10 [?H3]-
Eéiggﬁgg:on pregnanolon 451 > 148
418 > 283 20 19 glutamat

Na obrazku 9 jsou uvedeny chromatogramy ukazujici separaci standarda
analyzovanych steroidii a konjugatli pregnanolonu pomoci zvoleného uspotradéani
UHPLC-MS/MS. U jednotlivych analytt je v obrazku doplnén také jejich retencni cas.
Vsechny zkoumané analyty se podatilo uspéSné separovat.

Pro vytvofeni této metody a pro nasledné zpracovani dat byly vyuzity softwarové
nastroje MassLynx'™ a TargetLynx™. Kvantifikace NAS v analyzovanych vzorcich

byla provedena s vyuzitim metody izotopického zfed’'ovani.
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Obr. 9: Chromatograficka separace standardii analyzovanych steroidii (chromatogram A:
1 - DHEA, 2 - T, 3 — PREG, 4 — 3a5a-THP, 5 — PROG) a konjugatu pregnanolonu
(chromatogram B: 6 — pregnanolon arginindt, 7 — pregnanolon aspartadt, 8 — pregnanolon
glutamat, 9 — pregnanolon norvalindt) pomoci systému UHPLC-MSIMS, retencni

¢as (min).
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni neuroaktivnich steroidi pomoci UHPLC-MS/MS

Data ziskand béhem analyzy byla nasledn¢ vyhodnocena. Skupina tvotfena kontrolnimi
jedinci a skupina pacientli s diagnostikovanou RS byla déle rozdé€lena do 7 vékovych
kategorii podle data narozeni analyzovanych osob. Muzi narozeni mezi lety 1930 az
1939 byli v této praci pro zjednoduseni oznacovani jako 30. ro¢nik. Podle stejného klice
byli ostatni jedinci rozdéleni do dalSich vékovych kategorii, a to 40. rocnik
(1940-1949), 50. ro¢nik (1950-1959), 60. ro¢nik (1960—1969), 70. ro¢nik (1970-1979),
80. ro¢nik (1980-1989) a 90. ro¢nik (1990-1999). U vsech kategorii byla vypoéitana
primérné koncentrace daného steroidu a smérodatna odchylka (SD). Grafy v nasledujici
Casti ukazuji praimérné hladiny NAS Vv jednotlivych kategoriich obou skupin.

U kontrolni skupiny i skupiny pacientu trpicich RS se podafilo v krevnim séru
kvantifikovat DHEA, T, PREG a PROG. 3a5a-THP kvantifikovan nebyl, u vsech
analyzovanych jedinct byl pod limitem detekce (LOD). Pfedmétem zkoumani byly také
steroidni konjugaty, a to pregnanolon glutamat, pregnanolon aspartat, pregnanolon
norvalinat a pregnanolon argininat. Ani tyto latky nebyly ve vzorcich detekovany.

Na obrazku 10 je patrné, Zze s rostoucim veékem dochazelo u skupiny muzu

s diagnostikovanou RS k postupného snizovani hladiny DHEA.
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Obr. 10: Koncentrace DHEA (nmol - 1Y) u jednotlivych vékovych kategorii kontrolni

skupiny a skupiny pacientit s diagnostikovanou RS.
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U skupiny s RS byla nejnizsi praimérna hladina DHEA stanovena u vékové
kategorie 30. ro¢nik (3,53 nmol - I'Y). Naopak nejvyssi priméma hladina tohoto steroidu
byla detekovana u kategorie, ktera shromazd’'ovala jedince nejmladsi, tedy 90. ro¢nik
(76,17 nmol - I'Y). U skupiny pacientii byl DHEA stanoven ve viech kategoriich.

Urcity pokles hladiny DHEA s vékem byl zaznamenan i u skupiny kontrolni.
(8,60 nmol - I'Y). Stejné jako u skupiny s RS byla i zde detekovana nejvyssi primérna
koncentrace DHEA u 90. roéniku (48,17 nmol - I'Y). Primémé hladiny DHEA
dosahovaly u kontrolni skupiny V jednotlivych kategoriich ve srovnani se skupinou
pacientti nizSich hodnot. U kategorie 30. ro¢nik kontrolni skupiny nebyl tento steroid
stanoven dokonce vibec.

Primérné hladiny T obou zkoumanych skupin u jednotlivych vékovych kategorii
jsou uvedeny na obrazku 11. V tomto pfipadé nebyla zaznamenana zavislost hladin T
navéku, a to ani ujedné skupiny. Tento steroid byl stanoven ve vSech vékovych
kategoriich. Primérné hladiny T jednotlivych kategorii kontrolni skupiny se
pohybovaly v rozmezi 12,25-38,16 nmol - I1. U skupiny muzi s RS to bylo
27,23-61,54 nmol - I*. U n&kterych vékovych kategorii dosahovala vyssich sérovych

hladin skupina kontrolni, u jinych vSak zase skupina pacient.
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Obr. 11: Koncentrace T (nmol - IY) u jednotlivych vékovych kategorii kontrolni skupiny a
skupiny pacientii s diagnostikovanou RS.
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U skupiny muzd s diagnostikovanou RS se podafilo PREG stanovit ve vSech
veékovych kategoriich, coz je ukazano naobrazku 12. S vyjimkou pacientd s RS
v kategorii 30. a 40. rocnik lze pozorovat, ze s rostoucim veékem dochazelo
k postupnému poklesu hladin PREG. Priumérné hladiny PREG u jednotlivych vékovych
kategorii pacientii byly v rozsahu 5,31-9,19 nmol - 1.

U kontrolni skupiny muzi nebyl PREG kvantifikovan ve vSech vékovych
kategoriich. Nebyla zde detekovana ani zadna zavislost hladiny tohoto steroidniho
hormonu naveéku. U této skupiny se pramérné hladiny PREG pohybovaly mezi
4,33-11,53 nmol - 17,

16

6 -
4 -
2 -
0 L L L L L L
30. 40. 50. 60. 70. 80. 90.

Vékova kategorie mKontrola ®RS

Koncentrace (nmol - I'1)
co

Obr. 12: Koncentrace PREG (nmol - I'Y) u jednotlivych vékovych kategorii kontrolni
skupiny a skupiny pacientii s diagnostikovanou RS.

Hladiny PROG obou studovanych skupin muzd jsou uvedeny na obrazku 13.
Primérné hladiny tohoto hormonu se u jednotlivych vékovych kategorii kontrolni
skupiny pohybovaly v rozmezi 0,43-0,71 nmol - I"Y. Naproti tomu u skupiny pacientti
trpicich RS to bylo 0,34-0,56 nmol - I, U vékovych kategorii 40., 50., 70., 80. a
90. ro¢nik kontrolni skupiny byly pozorovany ve srovnani se skupinou pacientll vyssi
hladiny PROG.

48



<o
[=))

Koncentrace (nmol - 1)
o
Lh

40. 50. 60. 70. 80. 90.
Vékova kategorie mKontrola ®mRS

Obr. 13: Koncentrace PROG (nmol - I) u jednotlivych vékovych kategorii kontrolni
skupiny a skupiny muzi s diagnostikovanou RS.

Souhrnné tabulky se stanovenymi hodnotami sérovych koncentraci steroida
DHEA, T, PREG a PROG veskerych jedinct analyzovanych v ramci této prace jsou
uvedeny V ptiloze A. Jeji soucasti je tabulka S1 shladinami steroidi stanovenych
u kontrolni skupiny a také tabulka S2 udavajici hladiny NAS stanovené u skupiny
pacientt s diagnostikovanou RS.
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5 Diskuze

Hlavnim tématem této diplomové prace bylo metabolické profilovani vybranych NAS
ve vzorcich krevniho séra prostiednictvim analytického systému UHPLC-MS/MS.
Dfive jiz bylo prokazano, ze neurodegenerativni onemocnéni mohou zpiisobovat zmény
hladin cirkulujicich NAS, které by mohly byt vyuzity jako potenciondlni biomarkery
upozoriiujici na patologické procesy probihajici v nervovém systému (Caruso et al.,
2014). V ramci zde predkladaného experimentu byly stanovovany hladiny endogennich
steroidit u dvou skupin muzi, a to u kontrolni skupiny a u skupiny tvofené pacienty
S potvrzenou diagnézou RS.

Profilovani steroidii se vénuji 1 jiné prace, které vyuzivaji mimo krevni sérum i
jiné biologické matrice, jako je naptiklad moc¢, vlasy nebo nehty (Noppe et al., 2015;
Shafigullina et al., 2018; VVoegel et al., 2018).

Studiem vztahu mezi hladinami nékterych steroidi a RS se ve své préci zabyvali
Kanceva a Spolupracovnici (2015). Za timto ucelem analyzovali steroidy a polarni
konjugaty steroidi u 12 pacientek s RS a u 6 zen tvoficich kontrolni skupinu. Na rozdil
od této prace vyuzili systétm GC-MS. U zen s RS pozorovali vyznamné zvyseni hladin
cirkulujicich Co1 steroidd (napt. PREG), jejich polarnich konjugati (napt. PREGS), a
také i nékterych Cig steroidi (napi. androstendion). Tato diplomova prace byla
zaméfena na metabolické profilovani NAS u muzi, jelikoz vzorky pochazejici od Zen je
nutné dostatecné charakterizovat z hlediska faze menstruacniho cyklu, piipadného
téhotenstvi nebo menopauzy. Tato obdobi totiz vyznamné ovliviiuji hladiny steroidnich
hormont.

Caruso a kolegové (2014) analyzovali NAS v krevni plazmé a mozkomi$nim
moku muzu s diagnostikovanou RS (primérny veék 34 let), konkrétné formou RR-RS, a
ve vzorcich predstavujicich kontrolu (praimérny vék 29 let). Ke stanoveni vyuzili
metodu UHPLC-MS/MS. U vzorkd krevni plazmy pacientt s RS pozorovali
ve srovnani s kontrolami nartst hladin PREG, PROG a pokles hladin 3a5a-THP. Dale
zjistili, ze hladiny T nebyly u pacientll vyznamné zménény. Z grafii, které Caruso et al.
(2014) uvadéji, je dale patrné, Ze u pacientti dochazi k mirnému zvyseni hladiny DHEA,
které neni ale vyznamné. Urcité zvyseni hladiny DHEA, ovSsem u pacientek s RS,
rovnéz zaznamenali Kanceva et al. (2015). Toto zvyseni hladiny DHEA u pacientl by
korespondovalo s vysledky zjisténymi Vv této diplomové praci.
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S postupujicim vékem dochézi u muzi k poklesu hladin cirkulujiciho DHEA
(Labrie et al., 1997). Tento trend se v ramci experimentu rovnéZ podafilo potvrdit, a to
u obou zkoumanych skupin.

Referencni interval pro DHEA uréeny pomoci MS, ktery udava Shackleton (2008)
je u muzi 1,80-12,50 ng - mIt (6,25-43,38 nmol - I'Y). S timto rozmezim se shoduji
téméf vSechny pramérné hladiny u jednotlivych vékovych kategorii kontrolni skupiny,
vy$8i  sérova  hladina  byla  stanovena  pouze ukategorie  90. ro¢nik
(48,17 nmol - I'Y). U skupiny s RS pievysuji tento referenéni interval ro¢nik 70.
(47,78 nmol - I'), 80. (73,64 nmol - I') a 90. (76,17 nmol - I'1). Zvysené hladiny DHEA
mohou byt naptiklad reakci na akutni psychosocialni stres (Lennartsson et al., 2012a).

Pramérné hladiny T dosahovaly u nékterych vékovych kategorii vyssich hodnot
u skupiny kontrolni, u jinych kategorii u skupiny pacientl. Nelze tedy posoudit, zda RS
ovliviiuje n&jakym zptisobem jeho hladiny. Caruso et al. (2014) a ani Kanceva et al.
(2015) nezaznamenali vyznamné rozdily v hladinéch cirkulujicich androgenti u pacientt
a kontrol. Zato Sefarinejad (2008) ve své studii detekoval pomoci RIA u pacientii s RS
vyznamny pokles sérovych hladin T. Tyto rozpory mohou byt zpusobeny vyuzitim
rozdilnych analytickych metod. S postupujicim vékem dochazi umuzi rovnéz
k fyziologickému poklesu hladiny celkového T (Decaroli a Rochira, 2017). Tento trend
V této praci ovSem zaznamendn nebyl.

Fyziologickd hladina T pro muze uréend MS ¢&ini 1,20-11,10 ng - mi?
(4,16-38,49 nmol - I'Y) (Shackleton, 2008). Vy$si priméma koncentrace T byla
stanovena pouze u vékové kategorie 30. ro¢nik skupiny pacientu s RS (61,54 nmol - 1*).
Dtvodem miize byt to, ze tato vékova kategorie nezahrnovala dostatek jedincd. Vyssi
hladiny T mohou byt rovnéz reakci na stresor (Lennartsson et al., 2012b). Ke zvyseni
bazélni hladiny T u muzi stfedniho v€ku napomdhd ovSem také intenzivni trénink
(Sellami et al., 2018).

Je také podstatné zminit dilezitost sjednoceni ¢asu odbéru krevniho vzorku, coz
VvV ramci této prace dodrzeno nebylo. Boyce a kolegové (2004) dokonce udavaji odlisna
referencni rozmezi v zavislosti na denni dobé. Rozmezi pro ranni hladiny T je u muzi
mladsich 40let 10,07-38,76 nmol - 1! a u muzd starSich 40 let
7,41-24,13nmol - I't. Vederni rozmezi jsou poté 6,69-31,51nmol - 1! a

6,46-21,93 nmol - 1t. Hladiny T se u muzi méni dokonce i v pritbéhu roku (Decaroli a
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Rochira, 2017). Bylo zjisténo, ze hladiny T ve slinach muzi dosahuji vys$Sich hodnot

PREG byl kvantifikovan u skupiny pacientl s RS ve vsech vékovych kategoriich,
na rozdil od kontrolni skupiny. Z toho lze usuzovat, ze u skupiny s RS jsou hladiny
PREG obecné¢ vyssi, a proto se je podafilo stanovit ve vice piipadech. U vékové
kategorie 90. ro¢nik, ktera ptiblizné odpovida vékovému priméru muza analyzovanych
ve studii, kterou uvadi Caruso et al. (2014), dosahuje vyssi hladiny PREG skupina
pacienta s RS. Caruso a spolupracovnici (2014) také zaznamenali zvySené hladiny
PREG u skupiny s RS. Ke stejnému zavéru dospéli také Kanceva et al. (2015).

Kushnir et al. (2006) ve své praci udava referen¢ni interval PREG u muza ve véku
18-52 let stanoveny metodou LC-MS/MS vrozmezi 0,28-1,65 ng -ml?t
(0,89-5,21 nmol - I'Y). V této diplomové praci byla u vétsiny vékovych kategorii
stanovena vys§i primérna hladina PREG. Zna¢ny vliv na to ma i velka variabilita hladin
PREG mezi analyzovanymi jedinci i v ramci jednotlivych kategorii. Ptiprava vzork,
kterou uvadi Kushnir et al. (2006), na rozdil od této prace zahrnovala extrakci na pevné
fazi a derivatizaci hydroxylaminem.

U nékolika v€kovych kategorii skupiny s RS byly pozorovany niz8i hladiny
PROG. Caruso a spolupracovnici (2014) naopak pozorovali nartst hladin PROG
u pacientii s RS. S jejich zavérem se shoduje i Kanceva et al. (2015). Je tieba brat
v uvahu, ze v ramci této diplomové prace byl analyzovan vyssi pocet 0sob, nicméné by
bylo potieba nékteré veékové kategorie rozsifit a sjednotit. Kontrolni skupinu tvofilo
26 muza a skupinu pacientti s RS 138 osob. Caruso et al. (2014) analyzovali steroidy
u26 muzi s RS a u 12 muzi piedstavujicich kontrolu. Dalsim rozdilem je to, Ze se
zaméfili pouze na pacienty s konkrétni formou RS, a to RR-RS. Pacienti v této
diplomové praci takto rozdéleni nebyli. Stejné tak se liSila pfiprava vzorku i nasledna
analyza. Extrakéni a purifikaéni protokol, ktery pouzili Caruso et al. (2014), mimo jiné
zahrnoval homogenizaci ve smési methanol a kyselina octova a nasledné i extrakci
na pevné fazi. Pti analyze vyuZili ioniza¢ni techniku APCIL

Podle udajt, které uvadi Shackleton (2008), jsou normalni hladiny PROG
umuzi < 0,30 ng - ml! (< 0,95 nmol - I'). Stanovené priimérné koncentrace PROG
u jednotlivych vé€kovych kategorii toto kritérium spliuji.

Velké SD u primérnych koncentraci NAS jednotlivych vékovych kategorii jsou
dusledkem existence interindividudlni variability v hladinach zkoumanych hormond.
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Tato variabilita je patrnd ze stanovenych koncentraci téchto hormonii u jednotlivych
0sob, které jsou uvedeny Vv souhrnnych tabulkach v piiloze A.

Hladiny 3a50-THP se nachazely ve vSech analyzovanych vzorcich obou skupin
pod LOD.

Rambousek a kolegové (2011) se ve své praci vénovali vyvoji a testovani nového
syntetického antagonisty NMDA receptor, a to konkrétné pregnanolon glutamatu.
Antagonisté téchto receptori piisobi neuroprotektivng, jelikoz NMDA receptory hraji
vyznamnou roli v excitotoxicité. Jednim z pfedmétt studia této diplomové prace bylo
také zjistit, zda se ve vzorcich krevniho séra analyzovanych jedincti nachazi
pregnanolon glutamat, ale i jiné konjugaty, jako pregnanolon aspartat, pregnanolon
norvalinat a pregnanolon arginat. Zadny z téchto konjugatii nebyl u kontrolni skupiny

ani u skupiny muzi nemocnych RS detekovan.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vytvoieni uceleného piechledu o NAS, metodach
umoziujicich stanoveni steroidnich latek a o aspektech RS. Experimentalni c¢ast
zahrnovala vlastni stanoveni vybranych steroidd s neuroaktivnimi Géinky V krevnim
séru muzu rozdélenych do dvou skupin, a to konkrétné ve vzorcich jedinca tvoticich
kontrolni skupinu a ve vzorcich pacienti, u kterych bylo diagnostikovano onemocnéni
RS. K tomuto metabolickému profilovani byla vyuzita metoda UHPLC-MS/MS.

Ve vzorcich krevniho séra obou skupin analyzovanych jedincii se podafilo
kvantifikovat steroidni hormony DHEA, T, PREG a PROG. U obou zkoumanych
skupin byla pozorovana zavislost sérové hladiny DHEA na véku. Tento hormon dale
vykazoval vyssi hladiny u pacientii s RS. Ur¢ita zavislost hladiny PREG na véku byla
zaznamenana U skupiny muzi s RS. U této skupiny se na rozdil od kontroly podatilo
PREG kvantifikovat v ramci vSech ve€kovych kategorii, coz naznacuje, ze hladiny
tohoto steroidu dosahuji u pacienti trpicich RS vyssich hodnot. 3a5a-THP byl ve vSech
ptipadech pod LOD. RovnéZ konjugéaty pregnanolon glutamat, pregnanolon aspartat,
pregnanolon norvalinat a pregnanolon argininat nebyly detekovany ani u jedné
ze zkoumanych skupin muzi.

Na zéaveér je dilezité zdaraznit, Ze krevni séra vyuzita v této préaci byla ptivodné
shromazd’ovana pro jiny experiment, coz zptisobuje mnohé limitace. Pro dal$i studium
by bylo nutné provést detailnéjsi charakterizaci analyzovanych jedinct, a to zejména
Z hlediska ptitomnosti dalSich chorob nebo uzivané terapie, ktera by mohla ovliviiovat
hladiny cirkulujicich steroidnich hormonili. Rovnéz by bylo potieba sjednotit pocty
jedincti Vv jednotlivych vekovych kategoriich a odebirat vzorky krevniho séra
za standardizovanych podminek. Hladiny nékterych steroidnich hormont se totiz méni
béhem dne.

Pribézné vysledky téchto analyz byly prezentovany na konferenci Isoprenoids
2018 v polském Bialystoku formou plakatového sdéleni.

Dalsi vyzkumy zamétfené na hleddni zmén Vv hladindch steroidnich hormoni
Umuzi i zen SRS v porovnani se zdravou populaci by mohly napomoct hlubsimu
pochopeni patofyziologie RS, objevu novych moznosti diagnostiky nebo dokonce
nalezeni novych terapeutickych pfistupt.. Tyto oblasti v sobé skytaji znacny potencial,
ale neobejde se to bez dalsiho badani.
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P¥ilohy

Ptiloha A: Koncentrace vybranych steroidii v krevnim séru analyzovanych muza.

Tab. S1: Koncentrace DHEA, T, PREG a PROG (nmol - I'Y) V krevnim séru 26 muzi

tvoricich kontrolni skupinu.

Roénik Osoba Koncentrace + SD
DHEA T PREG PROG
(nmol - I (nmol - I (nmol - I (nmol - I')
K1 <LOD 1759 + 0,45 <LOD 0,50 + 0,01
30. K2 <LOD 10,01 + 0,19 <LOD 0,46 + 0,04
K3 <LOD 916 <+ 1,20 <LOD 0,53 + 0,02
K4 10,45 <+ 0,04 48,12 + 3,09 <LOD 0,55 + 0,06
K5 <LOD 64,72 + 1,99 <LOD 0,58 + 0,00
K6 3,53 + 0,28 25,12 + 3,01 <LOD 0,29 + 0,03
K7 6,74 + 0,80 92,17 + 15,89 <LOD 0,51 + 0,07
40. K8 1486 =+ 1,96 952 <+ 042 5,62 + 0,72 0,44 + 0,02
K9 9,75 + 0,74 2550 + 2,15 8,38 + 0,01 0,83 + 0,03
K10 17,17 <+ 0,10 14,09 + 1,03 <LOD 0,51 + 0,04
K11 18,22 + 0,87 26,08 + 0,85 <LOD 0,63 + 0,01
K12 4,53 + 0,27 15,85 + 2,45 4,33 + 0,58 0,90 + 0,07
K13 4,78 + 0,42 13,45 + 0,84 <LOD 0,52 + 0,05
K14 2434 + 1,98 37,37 £ 3,77 <LOD 0,34 + 0,01
50. K15 5,57 + 0,60 23,20 + 1,39 <LOD 0,58 + 0,04
K16 <LOD 25,08 + 0,47 <LOD 0,47 + 0,03
K17 3,78 + 0,34 31,09 £ 0,50 <LOD 0,36 + 0,01
K18 1954 =+ 1,12 23,62 + 0,80 <LOD 0,35 + 0,05
60 K19 8,08 + 0,67 22,72 + 0,78 <LOD 0,55 + 0,01
K20 7,82 + 1,03 27,81 + 3,43 <LOD 0,41 + 0,02
K21 1543 <+ 1,97 55,85 + 4,83 <LOD 0,41 + 0,00
K22 48,25 + 0,43 2401 + 2,43 14,84 =+ 0,32 0,78 + 0,10
70. K23 40,53 =+ 1,09 54,34 + 1,06 8,21 + 0,11 0,72 + 0,03
K24 16,78 =+ 0,76 15,46 + 2,02 <LOD 0,43 + 0,00
80. K25 29,76 =+ 2,24 26,92 + 1,60 <LOD 0,71 + 0,04
90. K26 48,17 =+ 3,83 20,85 + 2,56 7,50 + 0,49 0,69 + 0,01
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Tab. S2: Koncentrace DHEA, T, PREG a PROG (nmol - I'Y) v krevnim séru 138 muzi
s diagnostikovanou RS.

Roénik Osoba Koncentrace + SD
DHEA T PREG PROG
(nmol - 1) (nmol - 1) (nmol - 1) (nmol - 1)
P1 <LOD 80,31 =+ 1,64 8,44 + 0,14 0,64 + 0,07
30. P2 3,53 + 0,45 42,76 + 0,85 <LOD 0,36 + 0,05
P3 <LOD 2456 + 1,28 <LOD 0,37 + 0,03
P4 <LOD 38,04 <+ 3,62 9,18 + 0,36 0,26 + 0,03
P5 19,77 =+ 1,92 17,63 + 2,14 <LOD 0,04 + 0,00
P6 1299 + 1,27 3403 + 151 <LOD 0,38 + 0,00
40. P7 6,17 + 0,81 32,20 + 1,16 <LOD 0,34 + 0,02
P8 <LOD 21,88 + 2,08 <LOD 0,24 + 0,01
P9 <LOD 23,70 £ 0,50 <LOD 0,42 + 0,02
P10 25,86 <+ 0,75 25,75 + 0,25 <LOD 0,66 + 0,01
P11 2,64 + 0,24 19,16 + 0,32 <LOD 0,51 + 0,02
P12 19,03 =+ 0,97 33,42 + 0,98 6,35 + 0,50 0,58 + 0,04
P13 <LOD 26,31 £ 2,04 <LOD 0,28 + 0,04
P14 11,92 + 0,74 58,48 <+ 5,06 <LOD 0,27 + 0,01
P15 62,28 =+ 3,53 28,30 + 1,63 6,89 + 0,24 0,57 + 0,03
P16 515 + 0,53 34,44 <+ 131 4,99 + 0,56 0,56 + 0,08
P17 <LOD 47,13 + 0,66 <LOD 0,38 + 0,04
P18 <LOD 1450 =+ 0,50 <LOD 0,27 + 0,02
50 P19 69,97 <+ 4,11 4466 + 0,68 6,20 + 0,06 0,48 + 0,02
P20 28,21 <+ 1,07 84,05 <+ 1,82 4,10 + 0,17 0,61 + 0,04
P21 6,16 + 0,08 36,22 + 1,77 3,34 + 0,49 0,78 + 0,04
P22 8,91 + 0,11 1961 + 1,46 4,68 + 0,62 0,36 + 0,05
P23 39,37 + 0,09 28,15 + 0,42 9,49 + 0,34 0,55 + 0,04
P24 1964 <+ 0,82 30,38 + 0,76 <LOD 0,26 + 0,02
P25 <LOD 2128 + 0,74 <LOD 0,37 + 0,01
P26 64,68 =+ 1,03 3169 =+ 0,31 3,67 + 0,28 0,71 + 0,02
P27 33,75 <+ 1,67 7593 <+ 3,14 3,43 + 0,12 <LOD
P28 11,15 + 0,54 16,09 =+ 0,63 <LOD 0,20 + 0,02
P29 1249 + 1,01 2935 + 1,49 <LOD 0,36 + 0,03
P30 2181 =+ 157 38,13 =+ 1,94 533 + 0,82 0,44 + 0,03
P31 18,83 + 1,00 17,21 + 0,58 5,84 + 0,30 0,29 + 0,02
P32 4181 + 521 6,92 + 041 <LOD 0,16 + 0,03
P33 27,08 + 0,71 41,35 + 3,29 5,27 + 0,71 0,62 + 0,01
60. P34 2165 + 1,41 15,72 + 0,48 <LOD 0,31 + 0,04
P35 21,42 + 0,65 66,93 <+ 3,35 3,78 + 0,03 0,52 + 0,03
P36 <LOD 16,20 <+ 1,47 <LOD 0,32 + 0,02
P37 28,32 + 2,64 37,99 + 1,74 5,53 + 0,29 0,46 + 0,06
P38 22,24 + 2,18 27,47 + 1,37 4,33 + 0,30 0,29 + 0,03
P39 4206 + 3,14 1385 + 0,66 <LOD 0,30 + 0,01
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Ro¢nik Osoba Koncentrace = SD

DHEA T PREG PROG
(nmol - 1) (nmol - 1) (nmol - ') (nmol - ')

P40 <LOD 17,17 + 0,27 <LOD 0,46 + 0,04
P41 20,24 + 1,63 3451 <+ 0,09 297 £ 0,19 0,35 + 0,05
P42 23,79 =+ 1,53 37,69 =+ 2,08 <LOD 0,37 + 0,04
P43 52,83 + 1,37 1941 + 043 10,53 + 0,19 0,57 + 0,05
P44 2727 + 1,38 40,28 + 2,29 6,93 =+ 0,25 0,32 + 0,03
P45 5496 =+ 0,17 41,75 + 0,28 433 + 0,31 0,33 + 0,01

P46 83,04 =+ 331 30,95 <+ 0,07 9,00 <+ 0,12 <LOD
P47 3548 + 0,65 22,79 <+ 0,67 <LOD 0,57 + 0,09

P48 28,80 =+ 0,95 38,07 + 1,42 368 =+ 0,06 <LOD
P49 18,01 <+ 1,83 43,37 + 1,69 6,39 + 0,21 1,45 + 0,05
P50 <LOD 2361 =+ 1,12 <LOD 0,53 + 0,08
P51 3249 =+ 1,59 14,47 + 0,15 <LOD 0,22 + 0,00
P52 1520 =+ 1,08 20,36 =+ 0,29 3650 =+ 041 0,70 + 0,05

P53 3587 =+ 0,60 3461 =+ 0,64 <LOD <LOD

P54 3392 + 047 3145 =+ 1,36 427 + 0,12 <LOD
P55 4358 =+ 441 33,20 =+ 1,77 6,78 =+ 0,17 0,52 + 0,03
P56 17,30 + 1,64 47,82 + 3,16 <LOD 0,46 + 0,01
P57 40,66 + 3,16 47,73 + 2,05 852 £ 1,10 0,45 + 0,07
P58 67,54 + 2,44 4151 + 2,63 9,03 £ 1,22 0,31 + 0,00

P59 83,96 =+ 10,09 33,79 + 2,86 2188 =+ 2,02 <LOD
P60 39,69 =+ 1,28 16,73 + 0,49 723 £+ 0,31 0,64 + 0,07
P61 47,03 + 1,19 2064 + 1,55 324 £+ 042 0,51 + 0,07
P62 731 £ 0,76 13,58 =+ 0,24 <LOD 0,38 + 0,00
P63 3480 =+ 4,30 2463 =+ 2,20 793 =+ 0,60 0,48 + 0,01
P64 2191 =+ 1,77 1425 =+ 1,01 <LOD 0,43 + 0,03
P65 26,08 =+ 1,26 2952 =+ 1,74 256 =+ 0,18 0,43 + 0,02
P66 51,38 =+ 1,78 22,14 + 0,83 368 =+ 0,11 0,28 + 0,03
P67 38,75 =+ 1,70 54,18 =+ 2,68 367 =+ 0,31 0,37 + 0,05
70. P68 36,04 + 239 4759 + 2,11 509 =+ 0,35 042 £ 0,00
P69 13,05 <+ 0,09 3591 =+ 1,15 401 + 0,29 0,62 + 0,04
P70 98,39 =+ 454 1494 + 0,37 935 £ 0,24 0,65 =+ 0,02
P71 1731 + 0,80 3498 <+ 0,93 <LOD 0,38 =+ 0,04
P72 5449 <+ 2,83 4555 + 3,16 436 + 0,12 0,48 + 0,03
P73 21,89 =+ 1,15 2842 <+ 0,51 767 =+ 0,20 0,69 + 0,02
P74 5390 =+ 1,87 20,42 =+ 0,76 947 £ 0,09 0,43 + 0,03
P75 11,71 + 1,59 17,48 + 1,32 <LOD 0,49 + 0,01
P76 50,80 =+ 5,21 34,77 £ 4,51 526 =+ 0,24 0,77 + 0,04
P77 49,03 + 1,51 51,06 =+ 1,61 6,82 =+ 0,30 044 =+ 0,02
P78 988 =+ 0,51 9,76 =+ 0,29 463 + 0,03 1,00 + 0,03
P79 2578 =+ 0,54 15,64 + 0,36 <LOD 0,30 + 0,02
P80 59,81 + 1,16 43,06 =+ 0,55 6,81 + 0,52 0,43 + 0,05
P81 53,00 =+ 2,46 46,06 =+ 2,37 705 + 0,53 0,42 + 0,02
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Ro¢nik Osoba Koncentrace = SD

DHEA T PREG PROG
(nmol - 1) (nmol - 1) (nmol - ') (nmol - ')

P82 3799 =+ 0,51 16,19 <+ 0,65 567 =+ 0,03 0,41 + 0,06

P83 38,11 =+ 1091 48,71 + 0,94 6,65 =+ 0,16 <LOD
P84 105,03 + 5,60 1341 + 045 993 =+ 1,04 0,57 + 0,03
P85 4186 =+ 0,64 3382 =+ 0,59 332 + 045 0,43 + 0,06
P86 73,33 =+ 1,44 4985 + 1,31 717 £+ 0,37 0,51 + 0,01
P87 57,29 + 2,36 17,77 + 0,59 6,32 + 0,33 0,47 + 0,05
P88 3587 + 1,29 27,34 + 1,06 288 + 0,16 0,38 =+ 0,02
P89 2898 + 1,43 26,92 <+ 0,34 <LOD 0,09 + 0,00
P90 4794 + 2,61 2594 + 0,06 <LOD 0,27 + 0,03

PI1 29,21 + 1,56 2485 <+ 0,42 <LOD <LOD
P92 68,15 =+ 0,35 4352 + 0,29 528 =+ 0,06 0,55 + 0,01
P93 196,23 + 1,44 32,80 =+ 0,98 10,67 <+ 0,28 0,46 + 0,04

P94 20,73 =+ 0,59 2357 =+ 0,26 <LOD <LOD
P95 41,33 + 3,13 1458 + 0,56 <LOD 0,19 + 0,01

P96 109,71 + 3,90 26,04 =+ 1,19 500 =+ 0,06 <LOD
P97 2245 <+ 1,18 15,27 + 0,67 345 £ 0,29 0,29 + 0,03
P98 4979 + 434 3265 =+ 2,73 337 £+ 0,08 0,19 £ 0,03
P99 38,72 + 1,12 26,80 =+ 0,63 11,23 + 1,01 0,40 + 0,01
P100 77,38 + 1141 53,64 + 2,26 <LOD 0,05 + 0,01
P101 53,25 =+ 3,00 20,73 + 1,18 478 + 0,47 0,56 + 0,02
P102 166,18 + 12,95 16,57 + 1,04 856 =+ 0,39 0,50 + 0,04
P103 41,04 + 1,78 1470 + 0,68 13,21 + 0,32 0,39 + 0,03
P104 55,37 =+ 8,45 31,33 =+ 3,79 429 + 0,65 0,47 + 0,03
P105 3526 =+ 1,30 4358 =+ 0,96 438 + 0,02 0,49 + 0,04
P106 55,67 =+ 3,09 59,99 =+ 3,32 577 £+ 0,18 0,82 + 0,04
P107 65,89 =+ 2,82 101,29 + 4,69 939 <+ 0,61 0,71 + 0,09
P108 151,67 + 3,77 40,75 + 0,65 12,14 + 0,50 0,55 + 0,02
P109 180,40 + 12,00 38,66 =+ 1,55 8,47 =+ 0,57 1,06 + 0,12
80. P110 71,35 + 3,57 57,31 + 3,12 11,32 + 0,67 0,51 + 0,05
P111 125,97 + 9,21 54,14 + 3,51 16,62 <+ 1,79 0,68 + 0,02
P112 77,718 + 7,76 19,48 + 0,65 832 =+ 041 0,89 + 0,04
P113 56,42 + 2,29 66,53 =+ 2,28 6,51 £ 0,67 0,48 + 0,03
P114 58,26 =+ 1,42 3530 =+ 0,94 982 £ 0,79 1,21 + 0,06
P115 50,67 + 2,01 3783 + 2,63 557 £ 0,24 0,81 + 0,10
P116 2748 =+ 0,62 2160 =+ 1,08 <LOD 0,62 + 0,07
P117 67,63 =+ 5,00 3196 =+ 2,51 856 =+ 0,07 0,56 + 0,05
P118 60,10 =+ 1,36 2468 =+ 0,82 587 =+ 0,26 0,40 + 0,07
P119 27,00 =+ 048 52,00 =+ 3,20 408 + 0,13 0,68 + 0,13
P120 57,60 =+ 2,95 37,47 <+ 0,82 392 £ 0,06 0,43 + 0,02
P121 45,79 + 2,01 938 =+ 0,20 367 £ 0,12 0,56 + 0,01

P122 4493 + 1,06 3749 <+ 0,70 571 £ 0,24 <LOD
P123 143,58 + 4,47 32,32 + 0,84 1245 + 0,72 0,15 + 0,04
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P124 50,43 =+ 1,23 3562 =+ 0,34 714 £+ 0,23 0,72 + 0,04
P125 51,38 + 0,88 2430 =+ 0,91 4,14 + 0,09 <LOD
P126 222,89 + 6,13 1860 =+ 0,43 13,58 <+ 0,50 0,59 + 0,02
P127 50,52 + 1,30 23,72 + 0,40 596 =+ 0,46 0,36 + 0,04
P128 113,19 + 3,15 52,31 + 1,73 996 £ 0,51 0,47 + 0,04
P129 3764 =+ 0,96 3457 <+ 2,45 <LOD <LOD
P130 573 £+ 054 89,71 <+ 5,04 <LOD 0,54 + 0,08
P131 65,19 =+ 7,12 781 £ 0,75 829 £ 0,27 0,60 + 0,08
P132 48,35 + 0,83 17,23 + 0,29 <LOD 0,48 + 0,04
90. P133 53,23 £ 2,72 3141 <+ 1,89 853 + 0,85 0,53 + 0,00
P134 203,32 + 30,21 27,36 =+ 0,02 11,70 =+ 1,15 0,61 + 0,08
P135 2291 =+ 145 2750 =+ 0,57 <LOD 0,80 + 0,10
P136 79,36 =+ 10,08 16,16 =+ 2,20 6,62 =+ 0,66 0,57 + 0,05
P137 66,03 =+ 2,86 28,22 =+ 1,09 457 + 0,32 0,16 + 0,02
P138 142,93 + 0,23 53,34 =+ 0,44 10,49 + 0,86 0,35 + 0,02
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