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Organofosfatové slouCeniny jsou syntetizovany jiz fadu desitek let, za tcelem
vyuziti zejména v zemeédélském primyslu, jako pesticidy a vojenském primyslu, jako
bojové latky s nervoveé paralytickym tuc¢inkem. Jejich hlavnim ucinkem je naruSeni
nervové synapse u hmyzu a tim jejich zahubeni. Mnoha studiemi vSak bylo prokazano,
ze organofosfaty maji znacny dopad také na clovéka. Mohou zplisobovat poskozeni
ledvin, nervové soustavy, plic a mnoho dalSich organovych struktur. Béhem zasazeni
lidského organizmu dochazi k naruseni homeostazy, coz vede k nadmérné produkci
reaktivnich forem kysliku a rozvinuti oxidativniho stresu. VSechny tyto komplikace
pak mohou vyustit aZ v rozvinuti Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. V dne$ni dobé
se jedna o onemocnéni, ktera postihuji stale vétsi procento populace. Jejich 1écba vsak
dosud nebyla objasnéna, proto existuje nékolik védeckych skupin, které se zabyvaji
syntézou a naslednou analyzou oximil, jako potencidlnich 1é€iv pii zasazeni organismu
organofosfaty. Proto je i tato prace zaméfena na oxim K870, jako potencilni [é€ivo téchto

otrav.
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Organophosphates are for several decades synthetized in purpose of use in the
agricultural industry, such as pesticides and in the military industry such as warfare agents
with a nerve-paralytic effect. Their main mechanism of action is affecting the insect nerve
synapse which leads to their death. Many studies have shown that organophosphates also
have a significant impact on humans as well as on insect. They can cause damage
of kidneys, nerve system, lungs and many others structures in the body. The exposure
of organophosphates can disrupt the balance of homeostasis what leads to excessive
production of reactive oxygen species and development of oxidative stress. All these
complications may result in the development of Alzheimer’s and Parkinson’s diseases.
Nowdays, these diseases affecting an increasing percentage of the population. However,
their treatment has not been elucidated, so there are several scientific groups that deal
with the synthesis and subsequent analysis of oximes as potential drugs in the
organophosphates poisoning. Therefore, this work is focused on the K870 oxime

as a potential drug for these poisoning.
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UvVoD

Organofosfatové slouceniny jsou vyznamnou skupinou latek, vyuzivanych
piredevsim jako pesticidy v zemédélstvi a ve vojenském prumyslu jako bojové latky,
snervoveé paralytickym Uc¢inkem. Jejich mechanizmem ucinku je inhibice aktivity
acetylcholinesterazy, ktera zodpovida za Sté€peni acetylcholinu v nervovych synapsich.
Inhibici acetylcholinesterazy dochazi ke zvyseni koncentrace acetylcholinu v nervovych
zakoncenich, ¢imz muze dojit k rozvinuti endogenni toxicity acetylcholinem, jako hlavni
pti¢iny toxického ucinku organofosfatu.

Soucasné studie usiluji o vyvinuti 1éCiv, tzv. reaktivatori acetylcholinesterazy
S univerzalnim u¢inkem vic¢i organofosfatovym xenobiotikim. Obrovskym piinosem
pro 1é¢bu téchto otrav je kombinovand 1écba atropinem, diazepamem a vhodnym
oximem. Pravé oximy jsou latky, s predpoklddanym terapeutickym ucinkem, zejména
pak se schopnosti reaktivace inhibované acetylcholinesterazy. Protoze se jedna o latky
s teoretickou schopnosti prostupovat hematoencefalickou bariéru, je jejich syntéza stale
zadouci, a proto se i tato diplomova prace zabyva oximem K870, jako potencidlnim

reaktivatorem acetylcholinesterazy.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Organofosfaty a jejich derivaty

Termin organofosfaty (OP) oznacuje rtiznorodou skupinu sloucenin, které jsou
odvozeny od kyseliny fosforecné, fosfonové a fosfinové. Prototypové organofosfatové
slouceniny (OPs) byly poprvé syntetizovany v 19. stoleti a jejich ptibuzné slouceniny
jsou nyni souc¢asti mnoha produktt, jez jsou pouzivany po celém svété (Naughton, et al.,
2018). Mezi takové tfadime pesticidy, insekticidy, fungicidy, herbicidy, defolianty,
pramyslova rozpoustédla, maziva, ptisady do paliv, Iéky na predpis a bojové latky (pf.
sarin a soman) (Sean, et al., 2018).

Organofosfatové slouceniny, které nejsou primarnimi pesticidy, vykazuji inhibi¢ni
ucinek vuci acetylcholinesteraze (AChE). Pisobenim téchto latek na organismus dochazi
K inhibici hydrolyzy neurotransmiteru acetylcholinu (Ach), coz vede k jeho kumulaci
v neuromuskularni synapsi (Dardiotis, et al., 2019). Pusobenim OPs dochazi ke vzniku
kovalentni vazby mezi serinovym zbytkem aktivniho mista AChE a atomem fosforu
organofosfatového inhibitoru (Obr. 1). Inhibice AChE vede k nadmérné stimulaci
cholinergniho receptrou v synapsi, coz v koneéném dusledku zpisobuje ztratu
neuromuskularni funkce (Karade, et al., 2014).

K obnové funkce AChE slouzi oximy, které reaktivuji fosforylované cholinesterazy
vytésnénim fosforylované skupiny z enzymu, diky své vysoké afinité k enzymu a zarovein
na zékladg jejich silné nukleofility. V procesu reaktivace vznikaji defosforylovany enzym
a fosforylované oximy, doprovdzené obnovou aktivity enzymu. Reaktivace je moZzna
pouze tehdy, kdy esterové substituenty na fosforu nejsou hydrolyzovany (tzn., pokud
nedochazi ke starnuti fosfylovaného enzymu). Rychlost reaktivace pak zavisi
na: struktufe fosforylové skupiny vadzané na enzym, zdroji enzymu, struktufe
a koncentraci oximu, ktery je pfitomen v aktivnim mist¢ AChE a Vv neposledni fadé
na post — inhibi¢ni dealkylaci znamé jako starnuti enzymu. Fosforylované oximy, vzniklé
béhem procesu reaktivace, mohou byt u¢innymi inhibitory cholinesterdz, které¢ by mohly
zpusobovat opétovnou inhibici reaktivovaného enzymu (Jonakovi¢, et al., 2006).

Studium  farmakokinetickych a  farmakodynamickych parametri. nové
syntetizovanych oximd, popiipadé pouzitych organofosfati zahrnuje jak experimentalni,
tak teoretické ptistupy. Experimentalni aspekt predstavuje vyvoj biologickych technik

odbéru vzorkd, analytické metody pro méfeni 1é¢iv a jejich metabolitii, a v neposledni
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fadé¢ sbér amanipulaci sdaty. Teoreticky pfistup se zaméfuje na vyvoj
farmakokinetickych a farmakodynamickych modell, které piedpovidaji ucinky 1é¢iva

po jeho podani spole¢né se zménou fyziologie organismu (Shargel, et al., 2015).

- R,O. O HX o H; _0lko
A RS A s P AChE” .
AChE a * ' 0
. OR,
AChE Mervova latka Inhibice AChE Starsi AChE
(B) H(CH,)
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S
Tabun Sarin Soman WX

Obr. 1: (A) Obecny mechanismus inhibice AChE nervovymi latkami. Odstupujici skupina X (F-, CN-,
a dalsi), skupina R1 (alkyl Obr. 1 nebo dialkylamin), skupina R (alkyl, cykloalkyl a dalsi). (B) Chemicka
struktura vybranych nervovych latek (Vital de Oliveira, et al., 2018).

Organofosfatové slouceniny patii mezi nejtoxictéjsi latky. K intoxikaci nejéastéji
dochazi inhalaci, ale také pres kuzi, kdy OP reaguji s keratinem v koznim epitelu.
organizace uvadi, Ze ro¢né trpi akutni intoxikaci OP az 3 miliony lidi. Pti transdermalni
intoxikaci, mohou OPs zptisobovat poskozeni reproduk¢niho a imunitniho systému. Dale
mohou zptsobovat rakovinu pankreatu, jater, krve a jinych organi (Vitola, et al., 2019).
Toxicitu OPs muzeme rozdé€lit na: akutni (< 24 hodin), subakutni (< 28 dni),
subchronickou (< 90 dni) a chronickou (> 90 dni) (Georgiadis, et al., 2018). Akutni
toxicita se projevuje predevsim ireverzibilni inhibici lidské AChE v cholinergni synapsi
a v nervosvalovém spojeni (Leroy-Trovaslet, et al., 2011). Dale pak zvySenou salivaci,
lakrimaci, gastrointestindlnimi potiZzemi, zvracenim, sipdnim, arytmii, kfecemi, az smrti
v dusledku zastavy dychani nebo srde¢niho rytmu. Mezi chronické a subchronické
pfiznaky fadime piedev§im aterosklerozu, kardiovaskuldrni onemocnéni a oxidativni

stres, zejména u mladych jedinca (Georgiadis, et al., 2018).
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1.1.1 Oxidativni stres jako subchronicky projev expozice OPs

Pti subchronické nebo chronické expozici OPs, mluvime o nadmérné produkci
reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species-ROS), které naruSuji homeostazu
organizmu. Tyto radikaly vznikaji zejména metabolickou pfeménou OPs v pfitomnosti
cytochromu P450 (Hussain-Lukaszewicz, 2010). Jedna se 0 Sirokou skupinu cytochromti,
které jsou rozd€leny na jednotlivé izoenzymy s ozna¢enim CYP1-4. Enzymy ze skupiny
cytochromu P450 zodpovidaji za vétSinu biotransformacnich pochodti v organismu.
Béhem téchto reakci dochazi nejcastéji k hydroxylaci, deaminaci, dealkylaci,
dehalogenaci a dal$im vyznamnym pfeménam xenobiotik (Lock, et al., 1998).

K nadmémé tvorbé ROS pii OP toxicit¢ mize dochazet vlivem vysoké spotieby
energie, kterd je spojena s inhibici oxidativni fosforylace. Béhem tohoto procesu, dochazi
k uvolnovani glukézy indukci glykogenolyzy v jatrech. Cely proces vede ke zvySené
produkci adenosintrifosfatu, zaucelem vyrovnani energetickych potfeb organismu.
Z tohoto divodu, muze dochazet k nadmérné tvorb&é ROS v ruznych organech (Hussain-
Lukaszewicz, 2010).

Kyslikové radikaly jsou nestabilni a vysoce reaktivni Castice. Jejich reaktivitu
zajiStuje piitomnost jednoho a vice neparovych elektront, které hledaji stabilitu v tvorbé
vazby s okolnimi molekulami. VSechny hlavni biomolekuly, jako jsou lipidy, proteiny
a nukleové kyseliny, mohou podléhat oxidativnim uc¢inkim ROS (Sinha, et al., 2015).

Hlavni antioxida¢ni slozkou, snizujici hladinu téchto radikalt v organizmu,
je glutathion (GSH). Jedna se o endogenni tripeptid (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin)
se glutathion vyskytuje z pravidla ve dvou formach: v redukované podobé jako thiol -
GSH, popftipadé v oxidované formée jako disulfid. Koncentrace GSH je nejvyssi v jatrech
a renalnich tubularnich bunkach. V téchto cilovych organech zodpovida piedevSim
za detoxikaci cizorodych latek, doprovazenou jejich biotransformaci (Lu, 2009).
Pii biotransformaci dochazi k reakci thiolové (-SH) skupiny glutathionu, s elektrofilnimi
slou¢eninami (Obr. 2). Reakce probiha bud’ pfimo nebo za pfitomnosti glutathion-S-

transferaz. (Nydlova, et al., 2014).
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Obr. 2: Strukturni vzorec glutathionu.

1.1.2 Nefrotoxicky ucinek organofosfatii a jejich derivati

Toxicky ucinek OPs zasahuje nékolik organt, jako jsou: nervovy systém, kosti,
§titna 7laza, ledviny, jatra a mnoho dal$ich. Siroka $kéla toxického ¢inku OPs je déna
pfedevSim jejich lipofilnim charakterem, ktery zajiStuje vazbu mezi organofosfatem
a bunéénou membranou. Interakci dochédzi k naruseni fosfolipidové dvojvrstvy
a poskozeni visceralnich organt. Ledviny jsou cilovym organem pro studii uc¢inku OPs
pfi akutni, subakutni a chronické expozici. Béhem analyzy nefrotoxického piisobeni
organofosfatl, jsou brany v potaz, zmény fyziologie relativni hmotnosti ledvin, objemu
ledvin a hladiny exkrece sodnych iontti (Samet-Mahjoubi, et al., 2008).

Akutni poskozeni ledvin v disledku expozice OPs je vysoce rizikovym faktorem
schopnosti toto poskozeni diagnostikovat. Renalni poskozeni je ve vétSiné piipada
doprovodnym symptomem pii neurotoxickych a respira¢nich OP intoxikacich. Obecné
neni nefrotoxicky mechanismus OP detailné¢ popsan. Existuji vSak studie, které
pozorovaly zmény ledvin u potkanti. Mezi pozorované zmény patii: smrsténé glomeruly,
rozsifené mocove cesty, infiltrace zanétlivych bunék v intersticidlni tkani, pyknoticka
jadra, hyalinni hmota v lumen nékterych tubuld, dilatace cév, cytoplazmaticka degradace

renalnich tubuld a ruptura Bowmanova vacku (Georgiadis, et al., 2018).
1.1.3 Neurotoxicky ucinek organofosfatii a jejich derivata

Vyvijeni insekticidnich latek, bylo zaméfeno pfedev§im na ochranu zemédélskych
produkti pfed hmyzem a jinymi Skidci. Hlavnim mechanismem Uc¢inku insekticidl
je poskodit nervovy systém hmyzu. Tento u¢inek vSak nerozviji neurotoxicitu pouze
u zivocichl, nybrz i u lidi. Vysokd citlivost nervového systému vici insekticidnim
ptfipravklim se projevuje béhem prenatdlniho, postnatalniho i adolescentniho vyvoje.

Dopady na vyvijejici se nervovy systém se mohou projevit v prubéhu celého Zivota
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jedince. I pozdéji po preruseni expozice toxické latce se mohou projevovat diive vyvolané
malformace, Gstici v dysfunkce v chovani (Villaga-Abreu, et al., 2019).

Organofosfaty zptsobuji u lidi C¢tyfi hlavni neurotoxické poruchy: cholinergni
syndrom, intermediarni syndrom (IMS), opozdénou polyneuropatii indukovanou
OP (OPIDP) a chronickou neuropsychickou poruchu indukovanou OP (COPIND).
Rozvinuti cholinergniho syndromu je spojeno pievedsim s akutni toxicitou OP a jeho
priznaky souviseji se snizenou hladinou AChE. Mezi hlavni piiznaky toho syndromu
fadime predevSim: nadmérné poceni, rhinitidu, zvySenou lakrimaci a salivaci, kiece
Vv bfiSe, respiracni potize, bradykardii, nechutenstvi, zvraceni, priijem a samovolny unik
moce a stolice. Tyto symptomy mohou vyustit az v zachvaty a silné kiece, které vedou
K respiraénimu selhdni. Pfi pfeziti prvnich dni po expozici, dochazi u pacientd
ke zménam v chovani. Zejména pak Krychlym zménadm nalady, schizofrenickym
reakcim a paranoidnim bludim (Jokanovi¢, 2018).

Intermediarni syndrom je poskozenim, které se vyskytuje zejména v intervalu mezi
cholinergnim syndromem a OPIDP. Po vystaveni organizmu riznym OP pesticidim
se klinické projevy IMS projevuji béhem 24-96 hodin. Intermediarni syndrom je znam
jako porucha neuromuskularniho spojeni, avsak ptesna etiologie a rizikové faktory nejsou
detailngji objasnény. Tento syndrom se vyskytuje piedevSim u pacientli s déle
inhibovanou AChE, av8ak neni to vZdy pravidlem. Cely pribéh je zavisly na mnoha
faktorech, mezi které fadime: opozdény metabolismus OP pesticidll v disledku sniZené
metabolické funkce nekterych organti; zvysena hladina svalovych enzymu a adekvatni
oximovou terapii. Mezi rizikové pesticidy patii napiiklad fenthion, dimethoat
a methylparathion (Obr. 3). Existuji studie, které popisuji souvislost, mezi rozvinutim
IMS a zvySenou hladinou kreatinfosfokinazy a laktatdehydrogenézy. Jedna se o enzymy,
které jsou jakymi si markery svalové Cinnosti. Pfi zvySené expozici OP pesticidim,
dochazi ke zvyseni hladiny téchto enzymu v krvi. V zavaznych ptipadech mtize dochazet
az k tvorbé nekrotickych oblasti ve svalech. IMS pak usti v abdukci a flexi kyc¢li

a vyraznou slabost v ramenou (Jokanovi¢, et al., 2010).
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Obr. 3: Strukturni vzorce (@) fenthionu, (b) dimethodtu a (c) methylparathionU.

Tteti vySe zminénou neurotoxickou poruchou je OPIDP. Jedna se o vzacnou formu
toxicity zpusobenou jen nékterymi OP. B&hem této poruchy dochazi k degradaci
dlouhych axonti u neurond v centralni i periferni nervové soustavé. Cely proces vede
k ataxii a paralyze dychacich svali. Tato poskozeni se dostavuji pfiblizné¢ 2-3 tydny
po expozici. O OPIDP se zacali védci zajimat zejména v roce 1930, kdy doslo k rozsahlé
kontaminaci napoju a potravin v USA. Koncem 20. stoleti se pak objevilo nékolik ptipadii
otrav v Italii, Rumunsku, Ciné a dal$ich zemich. Toto onemocnéni je charakteristické
svym projevem PO jednorazové expozici OP. Mezi hlavni ptiznaky polyneuropatie patii:
kiecovité bolesti a brnéni dolnich koncetin, parestézie a celkova svalova slabost, ktera
se rychle §ifi a pacienti se tak stavaji nestabilni a nedokaZzi udrzet rovnovéhu (Jokanovi¢,
etal., 2011).

Chronicka neuropsychické porucha indukovana OP je zavaznym onemocnénim, které
se rozviji jak pfi akutnich otravach OP, tak i pfi chronicky nizkych expozicich. Hlavnimi
pfiznaky pak jsou: sniZend schopnost soustiedéni se, snizend kapacita paméti, Casté
zmény nalad, Gzkost, deprese a chronicka unava. Lze tedy ftici, ze COPIND a OPIDP jsou
velice podobné nerourotoxické poruchy, které jen s tézi od sebe odlisit (Tan, et al., 2009).

V soucasné dobé je schvalena 1é¢ba podavanim atropinu, pralidoximu a oximu
obecné. Problémem oximi je sniZzena prichodnost pies hematoencefalickou bariéru.
Jednou z moznosti, jak zlepsit jejich prostupnost je zvyseni lipofility 1éCiv, avSak s tim
je spojené i zvysené riziko toxického Gc¢inku. Dalsim ptedpokladem je vyuzivat tzv.

prekurzory, které podléhaji oxidaci po pruchodu hematoencefalickou bariérou.
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Jejich oxidaci dochazi ke vzniku aktivnich kvarternich oximdt, které pak mohou

pusobit jako 1é¢iva a reaktivatory AChE (Katz, et al., 2018).

1.2 Neurotransmitery a ovlivnéni jejich funkci
Acetylcholin (Ach), (Obr. 4) je hlavni neurotransmiter v mozku, s vyraznou

aktivitou v kortexu, bazalnich gangliich a pfednim mozku.

CHg
CHp |+

| N—CHy
H3c/\o/\/ |

Obr. 4: Strukturni vzorec acetylcholinu.

CHg

Vyznamnymi slozkami pro tvorbu acetylcholinu jsou cholin a acetylkoenzym
A (Ac CoA), Acetylkoenzym A vznika rozpadem glukézy prostiednictvim glykolyzy
(Krebsova cyklu). Spolecné s Ac CoA se syntetizuje také acetylcholinesteraza AChE.
Jakmile je Ach uvolnén do synaptické §térbiny, vaze se na postsynapticky receptor, ¢imz
prenasi signal zjednoho neuronu na druhy (Obr. 5). Piebytek neurotransmiteru

je nasledné rozlozen enzymem AChE na cholin a acetat (Hampel, et al., 2018).

/ﬁﬁ

[
szh?—' —
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' ACHE + acetat

) ——
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Obr. 5: Fyziologie cholinergni synapse (Hampel, et al., 2018).
Acetylcholinesteraza je monomerni enzym s 12 zapletenymi centralnimi B-listy, které
jsou obklopeny 14 o-helix Sroubovicemi. Lidska acetylcholinesteraza (hAChE)
ma elipsoidni tvar (Obr. 6). Nejvyznamnéj$im rysem struktury je hluboké a tizké hrdlo,

dlouhé piiblizné 20 A, pronikajici do poloviny enzymu (Ranjan, et al., 2018).
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Aktivni ast AChE se nachazi 4 A od spodni ¢asti molekuly a obsahuje dvé
podjednotky: anionické a esterové misto, které zodpovida za katalytickou aktivitu,
predevsim pak za vazbu acetylcholinu. Anionické misto vaze pozitivné nabity kvartérni
amoéniovy kationt cholinu, stejné tak jako ostatni kvarterni ligandy kompetitivnich
inhibitort a rovnéz kvarterni oximy, které reaktivuji inhibovanou AChE (Colovi¢, et al.,
2013).

Obr. 6: 3D struktura hAChe, pouzité ligandy: a-L-fukéza, N-acetyl-G-glukosamin a 2-(acetylamino)-2-
deoxy-a-D-glukopyranéza (PBD, 2001).

Pfi inhibici lidské AChE u¢inkem OPs, Ize jeji reaktivace dosahnout podanim silného
nukleofilu. Jednd se pfedev§im o derivaty pyridinaldoximu. Tyto oximy jsou vSak
z pravidla nabité slouceniny, které neprochazi snadno ptres hematoencefalickou bariéru.
Dochazi tak k hromadéni Ach v centrdlnim nervovém systému a naruSeni S§ifeni
nervového vzruchu (Leroy-Trovaslet, et al., 2011).

V soucéasné dob¢ probiha cela fada vyzkumd, vénujicich se 1é¢bé toxicity OPs a jejich
vlivu na AChE. Jednou z moznosti 1é¢by, je podavani butyrylcholinesterazy (BChE).
Jedna se o glykoprotein, ktery je syntetizovan v jatrech a nasledné vylu¢ovan do plazmy,
slinivky, srdce, svalli, ledvin a mozku. BChE hydrolyzuje latky, které blokuji
neurotransmitery, jako je AChE (Inangil, et al.,, 2016). Lze tedy BChE oznadit
za bioscavenger, ktery lidskou AChE chrani pfed toxicitou organofosfat. Lidska BChE
purifikovand z plazmy nemd zadny vyrazny neptiznivy efekt, je pomérné stabilni
a vykazuje polocas rozpadu az jeden tyden (Leroy-Trovaslet, et al., 2011).
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1.2.1 Alzheimerova choroba (Alzheimer disease-AD)

Alzeimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni vyskytujici
se vétsinou ve formé demence u starSich osob (Association, 2010). Poprvé byla AD
diagnostikovéana v roce 1906 némeckym psychiatrem Aloisem Alzheimerem. Zaroven
byly popsany prvni pfiznaky, na zaklad¢, kterych vznikl ndzev Alzheimerova choroba
(Korabecny, et al., 2014). Mezi etiologické rysy AD patii: rozvinuty amyloidni plak
na mozku s depozici B-amyloidu, pfitomnost neurofibrilarnich klubek, tau proteinu
asnizena hladina acetylcholinu (Piasecka-Markowicz, et al., 2018), (Obr. 7).
Alzheimerova choroba se vSak miize rozvijet pifiblizné¢ 20 let pfed projevem vyse
uvedenych symptomil a v kone¢ném duasledku zpusobuje tmrti postizenych. Veskera
etiologie onemocnéni souvisi s harusenim struktury neurond, které jsou zapojeny
do schopnosti u¢eni, mysleni a paméti (Association, 2010).

Doposud neni zcela jasné, co je pfic¢inou AD, avSak vétSina studii pfipisuje rozvinuti
tohoto onemocnéni vlivu genetické mutace a zivotniho stylu populace. Velmi detailné
je popsana tzv. B-amyloidni kaskadova teorie. Tato teorie predpoklada, ze nadmérna
produkce extracelularniho B-amyloidu vede k jeho agregaci, ktera zptsobuje amyloidni
plaky na mozku (Tan, et al., 2019).

Druhou vyznamnou teorii je tau hypotéza, vychazejici z fyziologie tau proteinu. Tau
protein byl objeven pted 40 lety jako protein spojeny s mikrotubuly s vyznamnou funkci
v nervové tkani (Tan, et al., 2019). Gen tau proteinu je umistén na dlouhém raménku
chromozomu 17 aje tvofen 16 exony. Pti sestfihu exont 2, 3 a 10 dochazi k moznému
vzniku 6 kombinaci pfipadné k 6 moznym izoformam tau proteinu, které se nachazeji
v axonech neurond (Jouanne, et al., 2017). Obecné je tento protein velice odolny proti
vysokym teplotdm a vy$§im koncentracim kyselin. Vzhledem k tomu, Ze je tau protein
schopen pifechazet vrizné konformace, nepodafilo se wurcit jeho strukturu
krystalografickymi metodami (Mukrasch, et al., 2009), nybrz pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR). Schopnost tohoto proteinu vazat se na mikrotubuly
podléhd fosforylaci serinu a threoninu, ¢imz je vyrazné ovlivnéna vazba tau
na mikrotubuly. Fyziologicky prubéh fosforylace je vyznamny zejména v obdobi vyvoje
jedince. Nadmérna fosforylace tau proteinu muize vyustit v neurodegenraci, zejména

u dospélych (Ballatore, et al., 2007).
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Fyziologicky mozeb__ (an Mozek poskozeny AD
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Obr. 7: Zmény na mozku pri Alzheimerové onemocnéni (Jin, 2015).

V soucasné dob¢ je schvalena pouze symptomaticka 1écba AD, pomoci inhibitord
AChE, jako jsou: donepezil, rivastigmin a galantamin. Problémem lécby AD je jeji
rozmanita patofyziologie, tudiz dosavadni vyvoj 1é¢iv nezaznamenal vétsi uspéch
nez potlaceni n¢kterych kongnitivnich symptomu. Cilem modernich vyzkumi je snizeni
tvorby amyloidnich peptidii inhibici enzymu B-sekretdz a y-sekretdz. Potencialni 1é¢iva
AD jsou studovana ve vztahu K energetickému metabolismu, mitochondrialnim funkcim
a produkci reaktivnich forem kysliku. Jednim z potencialnich 1é¢iv AD je napf.
metformin. Jednd se o antidiabetikum, které snizuje hladinu glukézy a zaroven plsobi
protizanétlivé, antiapoptoticky a zabrafiuje rozvinuti oxidativniho stresu (Piasecka-

Markowicz, et al., 2018).
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1.2.2 Parkinsonova choroba (Parkinson’s disease-PD)

Jedna se o multifaktorialni neurodegenerativni onemocnéni charakteristické
narusenim struktury ¢i uplnou ztratou specifickych neuronii. Onemocnéni nasledné tusti
k dysfunkci centralni nervové soustavy (CNS) a poskozeni pohybového aparatu (Tan, et
al., 2019). Pfi této nemoci je zasazena mala ¢ast mozku, tzv. substantia nigra (Obr. 8).
Jakmile jsou postizeny buiiky z této oblasti, dochazi ke zvySenému uvoliiovani dopaminu,
ktery se podili nakontrole pohybu. Cim niz$i je hladina dopaminu, tim vy3si
je pravdépodobnost postizeni PD. Pii takovychto patologickych stavech neni mozek
schopen vysilat nervové vzruchy spravné, ¢imz mtze dojit k rozvinuti poruchy spanku,
poskozeni paméti a depresim (An, et al., 2018). Kromé klasické formy PD, mize byt
vyvolana sekundérni forma, zndma jako Idiopatickd Parkinsonova choroba (IPS). Toto

v

sekundarni neurodegenerativni onemocnéni se projevuje jako vedlejsi ucinek
pti vaskularni encefalopatii (vaskularni demence). Téz$imi formami PD jsou
pak Atypicky Parkinsontiv syndrom, Progresivni supranuklearni obrna a Mnohocetna
systémova atrofie. Tyto formy PD jsou charakteristické svym rychlym progresem, ktery

vSak lze 1é¢it podavanim dopaminu (Pereira, et al., 2019).

Fyziologicky stav

Cervené jadro

== retikuldrni formace

SylviGiv kanalek Substantia nigra

Patologicky stav pfi PD

P N & .
Y < X

Colliculus superior

Obr. 8: Substantia nigra (jadro v mezencefalu) s patrnou melaninovou pigmentaci okolo dopaminergni
drahy (Wikiwand, 2013).

Doposud neni znama piesna ptic¢ina tohoto onemocnéni, avsak studie probihajici
po smrti pacientll odhalily vyrazny vliv oxida¢niho stresu a mitochondridlni dysfunkce

na Parkinsonovu chorobu. Dale pak cel4 fada studii popisuje zvySené riziko onemocnéni
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pfi expozici organismu pesticidim. Nejprozkoumangj$imi skupinami pesticid
potencidlné¢ rozvijejicich PD jsou neurotoxické slouceniny, mezi které tadime:

organofosfaty, karbamaty, organochlory aj. (Mostafalou, et al., 2013).

1.3 Farmakokinetika a farmakodynamika lé¢iv

Farmakokinetika je obor, ktery se zabyva studiem dé&ji, jez ovliviiuji pfitomnost
1é¢iva v organizmu Vv ¢asovém useku od podani az do jeho vylouceni z organizmu.
Zakladnim predmétem farmakokinetiky je vztah mezi davkovanim a koncentraci 1éCiva
v danych cCasovych intervalech. Divodem této studie je popsat reakci organizmu
na podané lécivo, respektive vysvétlit nastup, intenzitu a trvani terapeutickych
nebo toxickych ucinkt podaného 1é¢iva. Mezi zakladni farmakokinetické procesy patfi:
absorpce, distribuce, metabolizmus a exkrece (Svihovec, et al., 2018).

Absorpce 1€Civ a jinych xenobiotik je proces, pfi kterém latky pronikaji z mista
podani do krevni systémové cirkulace. Mezi hlavni rysy tohoto procesu patii rychlost
arozsah. Rychlost absorpce 1é¢iva udava predevsim nastup jeho ucinku, kdezto rozsah
absorpce udava dobu trvani terapeutického ucinku. Existuje celd fada faktort, které
ovlivituji absorpci 1é¢iv. Pro zjednoduseni piehledu téchto faktorti je uveden Obr. 9

(Yang, et al., 2016).

Chemické faktory
{pKa, lipofilita, velikost molekuly)

Fyzikdlni faktory
{polymorfizmus, velikost éastic) —_

~
{pato)Fyziologické faktory T
(absorpéni funkce stfeva, motilita -
GIT) Absorpce
Faktory formulace -
(lékova forma, excipienty) o
Cesta vstupu - zpfisob poddni _—
{per ordlng, intra muskularné)
Potrava

Lékové interakce
(antacida)

{napf. tetracykliny a vapnik z mléka)
Obr. 9: Faktory ovliviujict absorpci.

Distribuce 1ékli spoc¢iva v jejich obousmérném transportu z krve do tkéani a zpét.
Mira distribuce vychazi z fyzikalné-chemickych vlastnosti 1éciva a schopnosti

prekonavat biologické membrany. Zaroven je dilezitym faktorem rychlost krevniho

21



zasobeni jednotlivych organii v riiznych ¢astech organizmu. Rozsah distribuce xenobiotik
se zjistuje predev§im analyzou koncentrace léCiva v krevni plazmé a vypocitanim
zdanlivého distribu¢niho objemu. Tento parametr vychéazi z poméru mnozstvi 1éciva
v organizmu a jeho koncentrace v plazmé (Dong, et al., 2019).

Elimina¢ni dé&je souvisi s metabolismem a exkre¢nimi mechanismy xenobiotik.
Ve vétsing pripadii dochézi k preméné 1éCiva po distribuci do krevniho fecisté, tkani
a organu, jako jsou jatra, gastrointestinalni trakt, ledviny, plice a mozek (Obr. 10). Lécivo
se tak dostava do styku s biotransforma¢nimi enzymy, ¢imz dochazi k jejich chemické
preméné. Cely metabolizmus usti K pfevedeni piivodniho 1é¢iva na jednodusi a polarné;si
molekuly, které jsou zorganizmu snadno eliminovany. Popfipadé dochazi
K biotransformaci 1é¢iva na metabolit, ktery zajistuje jeho terapeuticky ucinek
(Chillistone, et al., 2017). Hlavnimi organy zajistujicimi exkreci xenobiotik jsou ledviny
a jatra. Ledviny jsou exkrecnim organem zejména pro latky rozpustné ve vod¢ a latky
velmi polarni. Jedna se predevSim o rozpustné metabolity lipofilnich 1é¢iv. Procesy,
kterymi jsou tyto metabolity vyluovany, nazyvame glomerularni filtrace a aktivni
tubularni sekrece. Stejné tak jatra pfevadi do zlu€e polarni latky, které poté Usti do stfev
a nasledn¢ jsou vylouc¢eny z organizmu (Wilkinson, et al., 2008).
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Obr. 10: Mozna mista vstupu a vystupu z/do organizmu (Tozer, et al., 2016).
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Farmakokinetika se tedy zaméfuje na pohyb 1é¢iva télem, kdezto farmakodynamika
se zabyva ucinkem vyvolanym timto 1ékem (Visser, 2018). Z ¢ehoz vychazi vztah mezi
koncentraci 1é¢iva a odezvou na 1é¢ivo (Corrie, et al., 2017). Pro farmakoterapeutickou
praxi je dulezité, Ze farmakodynamika hodnoti G¢inky 1é¢iv z kvantitativniho hlediska.
Nastup ucinku, jeho intenzita a doba trvani jsou posuzovany ve vztahu k davkovani
a cesté podani 1é¢iva (Svihovec, et al., 2018). Mezi léky s podobnymi nebo opaénymi
farmakologickymi ucinky, se mohou objevovat tzv. farmakodynamické interakce.
PfiCemz tyto interakce Ize rozd¢€lit do tii hlavnich skupin: interakce, které probihaji
na jediném receptorovém mist¢; interakce, které se vyskytuji na rtiznych receptorovych
mistech a obecné nespecifické interakce zprostredkované nespecifickymi misty piisobeni.
Tyto interakce 1éCiv jsou v ramci farmakodynamiky neomezené, proto lze jen s tézi
zminit v§echny farmakodynamické interakce (Corrie, et al., 2017).

Vyvoj novych 1€kl se vyznamné opird o ziskdvani farmakokinetickych znalosti
nové Iékové entity. Tyto informace pak slouzi jako zpétna vazba védeckym pracovnikiim
pro ptipadnou upravu 1é¢iva tak, aby bylo dosaZeno optimalniho vztahu mezi strukturou,
aktivitou a transportem 1é¢iva do cilového mista organizmu (Tozer, et al., 2016).

Mezi nejbeéznéjsi biologické cile 1éCiv tadime receptory (membranové
a intracelularni), iontové kanaly, transportni proteiny, enzymy a neproteinové struktury
(nukleové kyseliny). Spravna interakce léCiva s aktivnim mistem cilového prekurzoru
hraje zasadni roli pfi procesu objevovani novych 1é¢iv, identifikaci ptipadnych produktt
vznikajicich po zéaniku vazby mezi 1éCivem a biologickym cilem, poptipadé
pfi identifikaci pozitivniho & negativniho vlivu 1é¢iva na biologicky cil (Svihovec, et al.,
2018). Rozlisujeme tak dvé hlavni skupiny 1€kt Prvni druhy 1éka jsou znamy
jako kompetitivni inhibitory, které se vazou na aktivni misto cilové molekuly. Dochazi
tak k soutézi inhibitord s molekulami substratu o vazebné misto na enzymu. Druhy typ
1ékti, oznaCovan jako alosterické inhibitory, se vaze na alosterické misto cile.
Tato interakce méni tvar a strukturu metabolicky vyznamnych komponent, coz mize vést
k metabolické nerovnovaze (Sachdev, et al., 2019).

Jak jiz bylo zminéno, farmakologické a toxikologické uc€inky mmnoha léciv

se vyskytuji na intracelularni Grovni. Proto je velmi dulezité chapat princip distribuce
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1é¢iva do téchto mist. Kazda bunééna organela predstavuje fyziologicky jedine¢ny prostor
(napf. povrch, objem, pH, membranovy potencial a membranové slozeni), ktery se mlize
lisit napfi¢ riznymi typy bunék. Spolu s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi molekul 1é¢iv
tyto vlastnosti urcuji rychlost a rozsah, v jakém se Iéky distribuuji do intracelularnich mist
pusobeni. I kdyz jsou tyto pochody velmi Casto piehlizeny, mohou mit velky vyznam
pro navrzeni vhodného 1é¢iva (Scott, et al., 2017).

Vsechny bunééné membrany jsou tvofeny fosfolipidovou dvojvrstvou, ktera
obsahuje velké mnozstvi glykoproteinti. Buné¢né membrany jsou tedy dobfe propustné
pro latky rozpustné v tucich, a naopak nepropustné pro latky hydrofilni. K prostupu 1ékti
pfes membrany dochézi jednou ze ¢tyf metod: difuzi, filtraci, transportem v pfitomnosti
vhodného nosice, popiipadé pinocytozou (Chillistone, et al., 2017).

Diftizi molekul rozdélujeme na zékladé jejiho prubehu, a tedy na prostou
a usnadnénou. Pti prosté difuzi dochazi k pohybu molekul z mista s vys$si koncentraci
do mista s niz§i koncentraci, ve sméru chemického gradientu. Tento princip prostupu
membran je nejvyznamnéj$i zejména pro lipofilni molekuly, prostupujici lipofilni
dvojvrstvu. Cely proces probiha bez pfitomnosti energie. Jedna se 0 metodu, ktera
probiha spontanné, az do ustaleni koncentrace 1é¢iva na obou strandich membrany. Mira
prostupnosti 1é¢iva membranou je ovlivnéna také schopnosti pfijimat ¢i odevzdavat
vodikovy kation. Tento d&j vychazi z hodnoty pH prostiedi (Zhou, et al., 2016).
Usnadnéna difuze probihé na stejném principu jako volna difuze, avSak v tomto ptipadé
zajistuje prechod molekul pfitomnost membranovych pienaseci nebo transport
iontovymi kanaly (Sachdev, et al., 2019).

Druhou vyznamnou metodou prichodu molekul membranami, je filtrace. Béhem
tohoto dé&je dochazi k pohybu 1é¢iva mezibunéénymi spoji a pory (pi. glomerularni
filtrace). Membranovy pienos molekul v§ak miiZe byt také zajistén aktivnim nosi¢ovym
transportem, popiipadé vezikularnim transportem (Katzung, 2017). Aktivni nosi¢ovy
transport vede z mista o vyS$i koncentraci do mista s koncentraci nizsi. Jedna se tak
0 pohyb proti sméru chemického gradientu, ke kterému je zapotiebi urcité mnozstvi
energie. Vezikularni transport je specificky svou variabilitou, a tedy jedna se 0 transport,

ktery mutize probihat v i proti sméru koncentracniho gradientu (Tozer, et al., 2016).
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1.3.1 Prostupnost hematoencefalické bariéry pro reaktivatory AChE

Hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier-BBB) je Zivotné dtlezita ochranna
matrice sloZzena z endotelovych bunék, které filtruji krev a jeji slozky prechazejici z CNS
do mozku. Slozitd struktura BBB ztézuje pruchod latkdm s primarnim uc¢inkem v CNS.
Tato bariéra zajist'uje prichod vyzivy mozku a naslednou exkreci metabolického odpadu
zpét do krevniho ob&éhu. Svou ochranou funkci zajistuje zejména tésnymi spoji mezi
endotelovymi buiikami (Pajouhesh, et al., 2005). Tésné spojeni ma tendenci omezovat
paracelularni tok hydrofilnich molekul napti¢ BBB (Ballabh, et al., 2004). Naproti tomu
malé lipofilni molekuly, jako je Oz a CO2, difunduji voln¢ ptes plazmatickou membranu.
Avsak ziviny v¢etné glukozy a aminokyselin pronikaji do mozku pftes transportéry (Obr.
11), (Huber, et al., 2001).

Receptorem
zprostredkovana

transcytéza Tésne spoje

_y

Mikroglie

Transcelularni pasivni

difuze Endotelové bunky

Interneuron” o ezeng Adsorpéni transcytoza

paracelularni difuze
Obr. 11: Struktura hematoencefalické bariéry (Oller-Salvia, et al., 2016).

Jak je jiz vySe uvedeno, je velice obtizné pieckonat BBB 1é¢ivem a zajistit tak jejich
terapeuticky ucinek v CNS. Mezi terapeutika s primarnim u¢inkem v CNS fadime
napiiklad reaktivatory AChE. Pfi syntéze novych 1é¢iv 1ze predpovédét jejich fyzikalné-
chemické vlastnosti a zajistit tak spravnou miru lipofility, aby 1é¢ivo dosahlo svého

primarniho uc¢inku v CNS. Optimem lipofility, tedy hodnota log P pro prinik
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terapeutika BBB je v rozmezi 1,5-2,7 (Zd’arova Karasova, et al., 2014). Obecné jsou totiz
reaktivatory AChE vysoce hydrofilni molekuly v disledku pfitomnosti kvarterni
struktury a hydrofilni oximové skupiny. Proto je jejich prostupnost BBB velmi omezena
(Zd’arova Karasova, et al., 2010).

Dal§im velice vyznamnym kritériem pro predikci potencidlniho prichodu
xenobiotika pifes BBB, je molekulovd hmotnost. Pii 1é¢bé onemocnéni souvisejicich
s CNS maji tato 1é¢iva niz§i molekulovou hmotnost, nez 1éCiva pusobici na periferii
nervové soustavy (Fischer, et al., 1998). Podle vyzkumu Leesona a Davise (2004) maji
centraln¢ aktivni latky stfedni hodnotu molekulové hmotnosti okolo 310 Da. Pficemz bis
kvartérni oximy jsou pod hranici této hodnoty, proto by mély byt schopny caste¢né
prostupovat BBB (Zd’arova Karasova, et al., 2014).

Reaktivatory AChE, znamé také jako oximy, jsou stile rozvijejici se skupinou
potencidlnich 1é¢iv pfi zasazeni organismu nervové paralytickymi latkami, pesticidy
¢i jinymi organofosfaty. V soucasné dobé se v klinické praxi pro 1é¢bu OP toxicity
vyuzivaji antimuskarinové (atropinové), oximovée a antikonvulzivni (diazepamove) 1éky.
Atropin a diazepam jsou Vv pfipadé otravy OP vyuzivany pouze pro potlac¢eni symptomd.
Oximy jsou naopak schopny reaktivovat komplexy AChE-OP, ¢imz obnovuji
fyziologickou funkci AChE (Zd'arova Karasova, et al., 2017). Nukleofilni oximy mohou
obnovit enzymovou funkci eliminaci fosforylované skupiny z aktivniho mista (Obr. 12),
(Horn, et al., 2018).

Tyto oximy jsou si velmi podobné svou zékladni strukturou, ale liSi se poctem
pyridinovych kruhti (mono pyridinové a bis pyridinové oximy). Dale je rozliSujeme
dle polohy oximové skupiny na pyridinovém skeletu, a také podle fetézce mezi
jednotlivymi pyridiny (Zd'arova Karasova, et al., 2010). Tyto zakladni strukturni
vlastnosti ur€uji nejen reaktivacni Uc¢innost oximd, ale také ovliviiuji jejich toxicitu

(Muckova, et al., 2019).

26



NO.
; : /@ 2 Choaon
b -
“1F EIO’?\G TIHH N )kﬂ/

0 -
\]/ Et0 N oo

[+)-Sarin (GB) Paraoxon (POX) Pralidoxim chlorid (2-PAM) Dekon 139
(B) AChE-Ser?™.0H Reaktivace enzymu
Reaktivovany enzym hAChE-POX w
POX 2-PAM A "\
_ 2
femnr? '!
Inaktivovany enzym L /1% 87 f
? ’.ﬂ-‘"\-\. ) . :"j
AChE-Sgr_—?f oy S 2PAM ]
OEL 3
Bl h) -
(C) Organcfosfat (OF) Inaktivace OP
D
M-h .-F"
,.,_./ GT"
Recyklovany oxim Fosfonova
kyselina

Obr. 12: (A) Struktury reaktivnich organofosfati, jako jsou (+)-sarin, POX a terapeutika na bdzi oximii.
(B) Mechanismus reaktivace enzymu Vv pritomnosti oximu. (C) Mechanismus katalytické inaktivace OP

Dekonem 139 (Tang, et al., 2019).

Pro klinickou praxi hraji nejvétsi vyznam pralidoxim a obidoxim,

spolecné

s asoximem (HI-6), trimedoximem a methoximem (Obr. 13), (Zd’arova Karasova, et al.,

2010). Jejich vyuziti je vSak stale jesté znacn€ omezeno, kvili nedostate¢nému Gc¢inku

vici nékterym OP (Worek, et al., 2013).
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Obr. 13: Strukturni vzorce (a) Pralidoximu, (b) Obidoximu,(c) Trimedoximu, (d) Methoximu, (e) HI-6.

Soucasné reaktivatory nedokdzou reaktivovat zaporné nabité adukty, které jsou
vysledkem spontanni dealkylace komplexu AChE—OP. Dal§im problémem je kladny
naboj pyridinovych oximu, kvili kterému nemohou reaktivatory prochazet
ptes hematoencefalickou bariéru, ¢imz je ovlivnéna reaktivace AChE v centralnim
nervovém systému (Horn, et al., 2018). Pro zvyseni antidotniho u¢inku bylo vyvinuto
Siroké spektrum reaktivatori. Mezi mono kvarterni oximy je fazen klinicky vyznamny
pralidoxim. Kdezto obidoxim, trimedoxim, methoxim a HI-6 spadaji do skupiny bis
kvarternich oximi. Tyto slouceniny svou specifickou strukturou a fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi napomahaji Sirokospektralnimu antidotnimu G¢inku vici sarinu, somanu

aVvX (Zd’érové Karasova, et al., 2017).
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Z historického hlediska, byl pralidoxim prvni a zaroven nejvyuzivanéjsi reaktivator
AChE. Nicméné, ucinky pralidoximu pii inhibici AChE tabunem, cyklosarinem,
somanem nebo pesticidem, nebyly dostacujici. To byl pravdépodobné diivod, pro¢ byl
pralidoxim nahrazen methoximem. Na zdklad¢ nékolika studii Ize fici, Ze reaktivatory
jako obidoxim a trimedoxim, lze zafadit mezi velice slibné reaktivatory. Avsak jejich
schopnost reaktivace AChE pfi zasazeni organismu cyklosarinem a somanem je nevalna.
Jako dal$i vyznamny oxim Ize uvést methoxim, ktery se zda byt velmi u¢inny vici
cyklosarinu, sarinu a VX, avSak schopnost reaktivace pii otravé tabunem, somanem
a pesticidy je opét velmi nizka. Jeden s nejlepSich reaktivatord AChE je HI-6. Jedna
se 0 oxim, ktery je schopen reaktivace pfi otravé témeét vsech vySe uvedenych nervove
paralytickych latek, krom¢ tabunu. Existuji vSak dal§i oximy, slep$i reaktivaéni
schopnosti, nezli HI-6. V tomto piipadé pak hovofime o oximech K048, K027 a K203.
Problémem vsak je, ze preklinické a klinické vyzkumy oximu jsou velice drah¢ a finalni
vysledky nejsou dostacujici. Proto je stale obtizné najit vhodny univerzalni oxim (Bajgar,
2012).

1.3.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti a farmakologické parametry vybranych

oximu

Oximy jsou slouceniny s velmi nizkym lipofilnim charakterem. V disledku
toho je jejich travici absorpce a biologicka dostupnost velmi nizka. Distribuce oximu
je zajisténa zejména plazmatickym transportem a jejich penetrace BBB je velmi slaba
(Bodor, et al., 1976). Tato sniZzena prostupnost souvisi zejména s jejich strukturou
a hydrofilni oximovou skupinou. Eliminace oximt vychazi z jejich polarniho charakteru,
a tedy prioritnim elimina¢nim organem oximu jsou ledviny, ze kterych oximy a jejich
metabolity nasledné ptechazi do moce. Pficemz hlavnimi elimina¢nimi mechanismy
oximu jsou glomerularni filtrace a aktivni tubularni sekrece (Georgiadis, et al., 2018),
(Zdarova Karasova, et al., 2012).

Oximy lze povazovat za slab¢ kyseliny, ¢aste¢né ionizované pii fyziologickém pH.
lonizovany stav (charakteristicky pro kvarterni amoniovou strukturu) vysvétluje jejich
nukleofilni vlastnosti. Oximy jsou pak dale -charakteristické nitrosoximalnim
tautomerismem, ktery zajistuje tvorbu mén¢ hydrofilnich forem oximu (Castro, et al.,
2002).
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Prvni  experimentalni  testy oximu, jako jsou  diacetylmonooxim
nebo monoisonitrosoaceton prokazaly neucinnost téchto slouc¢enin, obsahujicich terciarni
strukturu, pfedevsim pak jejich nedostatecnou ucinnost pti reaktivaci AChE inhibované
vysoce toxickymi slouc¢eninami, jako jsou sarin, soman, tabun a VX. Obecné je znamo,
ze pii 1é¢b¢ intoxikace témito nervové paralytickymi latkami, je vyuzivan atropin
spolecné s reaktivatory cholinesterazy potencujici antidotni Gc¢inek s ohledem
na podavané slouCeniny. Atropin pak blokuje centralni a periferni muskarinové
cholinergni uc¢inky nadbytku acetylcholinu. A reaktivatory cholinesterazy obnovuji
tkanovou aktivitu AChE (Voicu, et al., 2010).

Pti vyvijeni nové série oximu je dllezité se zaméfit nejen na interakci mezi oximem
a katalytickym mistem na spodni strané¢ AChE, ale také na moZnou periferni vazbu
pomocné funkéni skupiny (Kim, et al., 2018). Za poslednich nékolik desetileti byly
vyvinuty teorie, které napomahaji ptipravé vhodnych reaktivatord, jez by usnadnily
prinik BBB. Jednou z moznosti je zvySeni lipofility téchto oximi, avsak tim dochazi
ke ztraté jejich naboje. Absence naboje zptsobuje snizenou reaktivaci, protoze nenabité
reaktivatory se fddné nevazou na aromatické vazebné misto spodni casti AChE. Vedle
centralniho vazebného mista AChE se nachazi jiz zminéné periferni vazebné misto (P-
misto), které slouzi pro vazbu specifickych substratti. Na zéklad¢ této teorie byly vyvijeny
oximy, se specifickou vazbou na dvou mistech, coz vedlo ke zvysené afinité reaktivatort
k AChE (Wei, et al., 2014). Vyznamnou skupinou jsou takrin—pyridinové hybridy,
u kterych takrinovy zbytek zajistuje interakci s perifernim vazebnym mistem AChE,
coz tak napomaha jeji reaktivaci (Kim, et al., 2018).

Pfed zafazenim nov€ syntetizovanych oximt, jako reaktivatori AChE,
do preklinické studie, je velmi dulezité stanovit jejich fyzikalné-chemické parametry.
Mezi jedny z nejdutlezitéjsich parametrti fadime disociaéni konstantu (pKa), lipofilitu (log
P), polarni ¢asti molekuly (polar surface area, PSA) a donor vodikové a akceptorové
vazby (Sharma, et al., 2016).

Stanoveni disociacni konstanty souvisi se schopnosti daného oximu disociovat
pii nukleofilni reakci s enzymem v prostiedni pH lidského organismu (pH = 7,4).
Dochazi tak ke vzniku nabité mono kvarterni ¢i bis kvarterni molekuly reaktivatoru, jejiz
naboj omezuje pruabéh pasivni difuze pies biologické membrany. Tyto reaktivatory jsou

nejcasteji podavany intramuskuldrné a intraven6zné. Pro pouziti oximu jako 1é¢iva
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pro lidsky organismus je tedy velmi omezené rozmezi pKa téchto molekul. Podle
nékolika studii je toto rozmezi stanoveno hodnotami 7,5-10,5. Disocia¢ni konstanta
oximid v tomto rozmezi zajist'uje jejich dostate¢nou prostupnost hematoencefalickou
bariérou (Musil, et al., 2016).

Polarni ¢asti molekul oximt definuji pocet polarnich atomt (dusikl a kysliki),
ke kterym je ve struktufe oximu pfipojen vodik. Jedna se o velice vyznamny parametr
pro predikci vlastnosti transportu oXimu. Donor vodikové vazby (piedstavujici pocet -OH
a -NH skupin) a akceptorové vazby (pfedstavuji pocet dusiki a kyslikll) rovnéz hraji
klicovou roli v predikci distribuce molekul oximt pifes BBB (Sharma, et al., 2016).
Parametry ptedpokladajici dostate¢nou penetracni schopnost oximi biologickymi

membranami popisuje tabulka 1.

Tab. 1: Parametry piedpokladajici dostate¢nou penetraci oximu biologickymi membranami:

Parametr Hodnota
Molekulova hmotnost <450 Da
PSA 60-70 A
Pocet oto¢nych vazeb <8
Pocet donori vodikové vazby 3
Pocet akceptort vodikovych vazeb <7

(Voicu, et al., 2010)

Stanoveni farmakokinetiky nove syntetizovanych sloucenin je zdkladnim krokem
pted dal$im (preklinickym) vyzkumem. Maximalni koncentrace po podani oximi, doba
pro dosazeni maximalni (terapeutické) koncentrace oximi a jejich nésledna eliminacni
kinetika jsou jednozna¢né rozhodujicimi parametry, které zajist'uji smysl nasledného
preklinického a klinického vyzkumu daného oximu. Jsou-li reaktivatory AChE
aplikovany intramuskularné, predpoklada se, Ze je tak celd davka potencialné dostupna
pro systémovou absorpci, a tak tato cesta podani nabizi nejvyssi biologickou dostupnost.
Oxim je nejdiive transportovan plazmou do celého organismu S naslednou eliminaci
do moce a ledvin. Pficemz pokles koncentrace oximu v plazmé koreluje se zvySenou

koncentraci tohoto oximu v mod¢i a ledvinach (Zd’arova Karasova, et al., 2012).
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1.4 Odbér a uprava vzorku pred vlastni analyzou

Spravny odbér a uprava vzorku jsou nedilnou soucasti kazdé chemické analyzy.
Chyby zplisobené zejména nespravnym odbérem vzorku mohou znacné ovlivnit vysledky
celého stanoveni. Mezi nejCastéjsi chyby odbéru vzorku patii neptfesné odebrani celé
populace vzorku, ze které je analyt odebiran. Pro piedejiti této chyby je dilezité vzdy
odebirat vzorky pro analyzu z homogenniho materidlu. Ve vétSiné ptipadd se vsak
setkdvame s heterogennimi materidly, jejichz slozeni se méni v zavislosti na prostoru
a Case a je tedy nutna jejich uprava (Harvey, 2000).
filtraci, precipitaci, extrakci, derivatizaci, odpafovani a suSeni, piipadné sonikaci
arozpousténi (Obr. 14). Kazdy vzorek je jedine¢ny, proto je nutné ke vSem analyzam
pristupovat individualné a dodrzovat vSechny potfebné postupy jak pro odbér,

tak pro naslednou upravu vzorku pied analyzou (Choi, et al., 2005).

Biologicky vzorek

Analyza vzorku:
’ Dialyza -GC
i -LC
| Homogenizace vzorku | » IFJIr:rc?;?tace *| Centrifugace » Derivatizace » _HPLC
Extrakce - LLE, SPE - TLC
- LC-M5S
- LC-MS/MS

Obr. 14: Obecné schéma upravy vzorku pred viastni analyzou.

32



2 CILE PRACE

Cilem prace bylo stanovit farmakokinetiku oximu K870 a jeho pfipadnych

metaboliti u mysi. Proces se skladal z fady krok, jejichz konecnym cilem bylo zavedeni

UPHLC-MS metody oximu K870, spole¢né s extrakéni metodou biologickych vzorki

Z mysi.

Dil¢i cile prace zahrnovaly:

Vytvoteni LC-MS metody pro stanoveni oximu K870.

Zpracovani biologického materialu (jaterni a ledvinna tkan, plazma, moc, Zluc)
Z mysi.

Aplikace LC-MS metody na zpracované biologické vzorky.

Identifikace piipadnych metaboliti oximu K870 v biologickych vzorcich.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Biologicky material
3.1.1 Mysi tkanové vzorky

Analyza obsahu oximu K870 a jeho metaboliti byla provedena se vzorky z mysi,
kterym byl oxim podan per oralné. Nasledné byly jednotlivym mySim odebirany vzorky
Vv Casovych intervalech 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, a 240 minut. Mezi odebirané vzorky
patii jaterni tkan, ledvinna tkan, moc, zlu¢ a plazma. Vzorky byly ziskany ve spolupraci
s Katedrou toxikologie a vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové. Uvedené

biologické vzorky byly uskladnény pfi teploté -80°C.
3.1.2 Lidské jaterni mikrozomy a cytosol

Lidské mikrozomalni a cytosolické frakce byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.
Vesker¢ frakce byly uchovany pii teploté -80°C.

3.2 Chemikalie

Acetonitril pro LC/MS (Sigma-Aldrich, Némecko)
Amoniak (Penta, Ceské republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Ceska republika)
Glycerol (Penta, Ceska republika)

Hydrogenfosforeénan didraselny (Penta, Ceska republika)
Hydroxid draselny (Penta, Ceska republika)

Chloroform (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina o-fosfore¢na (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina mravenéi 85% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina octova 99% (Penta, Ceska republika)

Lidsky jaterni cytosol (Sigma-Aldrich, Némecko)
Methanol pro LC/MS (Sigma-Aldrich, Némecko)

Lidské jaterni mikrosomy (Sigma-Aldrich, Némecko)
Milli-Q Water (Merck, USA)

Mravencan amonny pro LC/MS (Sigma-Aldrich, Némecko)
NADPH-genera¢ni systém (Sigma-Aldrich, Némecko)
Octan amonny pro LC/MS (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Oxim K870 (ptipraveno na Katedfe chemie, PiF UHK)

3.3 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy (Mettler Toledo, USA)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
Stolni minicentrifuga (Benchmark my Fuge™Mini)
Cary 60 UV-VIS spektrofotometr (Agilent Technologies, USA)
Centrifuga 5418 (Eppendorf, Némecko)
Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
Hlubokomrazici box -86 °C (Thermo Scientific, USA)
Hmotnostni spektrometr 6470 Triple Quad (Agilent Technologies, USA)
Magneticka michacka (Heidolph, Némecko)
MiniSpin centrifuga (Eppendorf, Némecko)
Multi Reax (Heidolph, Némecko)
Multi-Vortex V-32 (Biosan, Lotys$sko)
pH-metr MultiLab 540 (WTW, Némecko)
Predvazky (Mettler Toledo, USA)
Thermo-Shaker (Biosan, LotyS$sko)
UHPLC 1290 Infinity Il (Agilent Technologies, USA)
Ultrazvukova vana (Polsonic, Polsko)
Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)
Chromatografické kolony:
Kinetex Cg 3 mm x 75 mm, 2,6 um (Phenomenex, USA)
Kinetex PFP 3 mm x 75 mm, 2,6 um (Phenomenex, USA)
Zorbax Eclipse Plus C1s8 RR HD 2,1 mm x 50 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, USA)
Zorbax Hilic Plus RR HD 2,1 mm x 50 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, USA)
Zorbax SB-CN RR HD 2,1 mm x 50 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, USA)

3.4 Metody

3.4.1 Inkubace mikrozomalnich a cytosolickych frakei s oximem K870

Inkubace oximu K870 s mikrozomalnimi a cytosolickymi frakcemi probihala
pfi fyziologickém pH 7,4 a teploté 37°C, po dobu 30 minut. Reakéni smés o celkovém
objemu 100 pl obsahovala 75 pl 10 mM K-fosfatového pufru (pH 7,4) s 20% glycerolem,

35



5 ul 20 uM mikrozomt/cytosolu a 10 ul NADPH-generacniho systému. Poté byly
vSechny vzorky kratce stoeny na stolni mini centrifuze a vlozeny do vyhtatého
termobloku (37°C). Timto byla odstartovana 5 minutova preinkubace.

Naslednym ptidanim 10 pl substratu (oxim K870 v koncentracich, 1 uM, 5 uM,
50 uM, 250 uM a 500 uM) doslo ke spusténi enzymové reakce. Inkubace byla zastavena
200 pl smési acetonitrilu s metanolem, v poméru 1:1 a zchlazenim vzorkt na 0°C.
Kontrolni vzorky bez pfidaného substratu a neenzymové kontroly byly pfipraveny
pro mikrozomalni i cytosolické frakce.

Vzorky byly centrifugovany po dobu 10 minut pfi 15.000 x g a pfefiltrovany
pfes stiikackovy filtr o porozité 0,22 pm. Analyza moznych metaboliti byla provedena
metodou UHPLC se spektrofotometrickou (DAD: 275 nm, 298 nm) a hmotnostné

spektrometrickou detekei (scan v rozsahu hmot m/z 50 — 800).
3.4.2 Extrakce oximu K870 z biologickych vzorki

Zhomogenizovan¢ vzorky jaterni a ledvinné tkdné, plazmy, moce a zluci, byly
extrahovany metodou dle Folcha do metanolu s chloroformem a vodou (Folch, et al.,
1957). Extrak¢ni smés obsahovala 400 pl metanolu, 800 ul chloroformu, 250 ul 25 mM
mravenc¢anu amonného a 10 pl vzorku (jednotlivé biologické vzorky odebirané v danych
¢asovych intervalech (viz 3.1.1)). Vzorky byly extrahovany na tiepacce po dobu 10 minut
a nasledné centrifugovany 5 minut pti 15 000 X g. Z kazdého vzorku byla odebrana horni
vodna faze a ptfevedena do nové zkumavky. VSechny vzorky byly odpafeny ve vakuovém
koncentratoru. Ziskané odparky byly rozpustény ve 100 pl Milli-Q vody a na dobu
10 minut vlozeny do ultrazvukové lazné. Takto ptipravené vzorky byly pfevedeny

do sklenénych vialek opatfenych insertem.
3.4.3 Chromatograficki UHPLC-MS analyza biologickych vzorki

Metoda pro stanoveni metaboliti oximu K870 v biologickych vzorcich byla
vytvofena na piistroji UHPLC 1290 Infinity Il s kolonou Zorbax Hilic Plus RRHD
2,1 mm x 50 mm, 1,8 um a detektorem LC/MS 6470 QqQ. Méfeni probihalo s mobilnimi
fazemi A: 25 mM mravencanem amonnym (pH = 3,2) a B: 0,1% kyselinou mravenci
(formic acid-FA) v acetonitrilu (ACN). Gradient pouzity béhem separace je uveden

v tabulce 2.
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Tab. 2: Gradient mobilnich fazi pro UHPLC-MS metodu pfi stanoveni metaboliti oximu K870
Vv biologickych vzorcich:

y Pratok
Cas [min] Pumpa A [%] Pumpa B [%] .
[ml/min]
0 10 90
0,50 10 90
7,00 70 30
0,400
8,00 70 30
8,10 10 90
10,00 10 90

Farmakokineticka analyza oximu K870 probihala v tzv. Multiple reaction
monitorig moédu (MRM), kdy sledovanou latkou byla hmota 183 a jeji dominantni
fragmenty 161, 54 a 175. Parametry zdroje: ,, gas temperature 170°C, gas flow 8 l/min,
nebulizer 30 psi, sheath gas temperature 400°C, sheath gas flow 12 I/min, capillary
voltage 2500 V, nozzle voltage 0 V*.

Farmakodynamickéd analyza oximu K870 a ptfipadnych metaboliti probihala
v tzv. full scanu. Pii méfeni se skenovaly hmoty v pozitivnim modu, v rozsahu 100 —
1000 m/z. Nasledn¢ probihala analyza vybranych hmot, které se vyrazné odliSovaly
od negativni kontroly, tedy blanku. Tyto hmoty byly sté€peny pfi koliznich energiich 5,
15, 30 a 45 eV. Parametry zdroje byly totozné jako pii farmakokinetické analyze oximu
K870.

3.4.4 Spektrofotometrické stanoveni nekalibrované ¢istoty oximu K870

Stanoveni nekalibrované Cistoty oximu K870 probihalo na piistroji UHPLC 1290
Infinity 1l s kolonou Zorbax Hilic Plus RR HD 2,1 mm x 50 mm, 1,8 um a detektorem
diodového pole (DAD). Méteni probihalo s mobilnimi faizemi 25mM mravencanem
amonnym (pH = 3,2) a 0,1% FA v ACN. Gradient mobilnich fazi je uveden v tabulce 1.
Analyza probihala v rozmezi vinovych délek 190 — 400 nm.
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4 Vysledky a diskuze

Oximy jakozto reaktivatory AChE jsou stéale rozvijejici se skupinou potencionalnich
1é¢iv otravy nervove paralytickymi latkami. Soucasné studie vedou K identifikaci novych
antidot, ptipadn¢ doplnku ke standardni terapii pfi otravach organofosfaty. Od objeveni
pralidoximu Vvroce 1955, byly publikovany tisice oximovych struktur s vyssi
terapeutickou ucinnosti. Navzdory tomu, stale neexistuje univerzalni oximova struktura
s u¢inkem proti vS§em nervoveé paralytickym latkam (Worek, et al., 2016). Mnohé studie
vSak potvrzuji terapeuticky pfinos oximu ve spojeni s atropinovou lécbou, proto se i tato
prace zabyva oximem K870 (Obr. 15), jakozto potencialnim lé¢ivem pii otravach

organofosfaty.

N NH
Cl \N+/v/\/ | 2

Obr. 15: Strukturni vzorec oximu K870.

Ptfed zapocetim méfeni oximu K870 v biologickych vzorcich bylo nutné vytvofit
ptesnou LC-MS metodu. ProtoZze vyuZzivanym detektorem byl trojity kvadrupol (QgQ),
bylo nutné jeho pifesné nastaveni, pfed samotnou analyzou. Pro tento ucel, byly
po piimém nastiiku oximu K870, sledovany jeho dominantni hmoty v celém rozsahu
spektra. Z tohoto spektra bylo zietelné, na které hodnoty se zaméfit, a dale podle nich
spravné nastavit detektor. Nastaveni ,, multiple reaction monitoringu* (MRM ptechodu),
se vyuziva pravé u trojitého kvadrupolu. Ekman, et al. (Ekman, et al., 2008) popisuje,
ze prvnim kvadrupolem projde definovand hmota m/z (tzv. prekurzorovy iont),
ta je rozstépena v kolizni cele a tietim kvadrupolem opét projde definovana hmota m/z
(tzv. produktovy iont) a ta je detekovana.

Piimym nastfikem oximu K870 (Obr. 16) byly pozorovany dvé dominantni hmoty
sm/z =175am/2z = 183. Hmota 183 odpovidala dvojité nabité molekule, tedy poloviné
molekulové hmotnosti oximu (Mw = 366 g/mol), (Thompson, 2017). Proto bylo nutné
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zjistit, jestli hmota 175 vznikd fragmentaci z parentni latky ve zdroji nebo jestli se jedna

o necistotu.
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum z primého nastiiku oximu K870 pro sledovani jeho dominantnich hmot.
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Obr. 17: Chromatogram hmoty 183 po separaci na HILIC koloné.
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Obr. 18: Chromatogram hmoty 175 po separaci na HILIC koloné.
Po porovnani chromatogramt jednotlivych hmot (183 a 175) z HILIC kolony, bylo
patrné, Ze ma hmota 175 jiny reten¢ni Cas nez parentni latka, Ize tedy predpokladat,

Ze se jedna o necistoty vzniklé behem syntézy nebo rozkladné produkty samotného

oximu K870.
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Cilem separace, bylo najit vhodnou chromatografickou kolonu, na které bude
dochazet k G¢inné eluci analyzovanych slozek v prostfedni vhodné zvolené mobilni faze
(MF). Pro tyto potieby se prvotni analyza oximu K870 provadéla na kolonach Cs, Cis,
Kyano koloné (CN kolona), Pentafluorofenyl propylové (PFP kolona) a Hydrofilni
interak¢ni koloné¢ (HILIC kolona). Na vSech zminénych kolonach probihala separace
Vv prostfedni pufri mraven¢anu amonného, octanu amonného, kyseliny mravenci (FA),

acetonitrilu (ACN), ACN s 0,1% FA, Milli-Q vody a Milli-Q vody s 0,1% FA.

4.1 Tvorba LC-MS metody
4.1.1 Nastaveni MRM prechodi

Nastaveni MRM ptechodu vychazelo zptfimého néstiiku oximu K870
s fragmentaci parentni latky, tedy hmoty 183 (Obr. 19). Béhem této analyzy byly
V hmotnostnim spektru patrné dominantni hmoty, 175, 161 a 54. Hmota 175 tak vznikala
jednak fragmentaci hmoty 183, a jednak jako produkt hydrolyzy, tedy necistota s jinym
eluénim ¢asem nez parentni latka. Podle Ekman et al. (Ekman, et al., 2008), analyza
s trojitym kvadrupolem jako detektorem, umoziuje nastavit prvni a tfeti kvadrupol,
jako filtry pro dané hmoty. Prvni kvadrupol byl nastaven pro propousténi hmoty 183,
kdezto tfetim kvadrupdlem prochazely pouze dominantni fragmenty hmoty 183, a tedy
m/z = 175, 161 a 54. Na kolizni celu mezi prvni a tfetim kvadrupdlem, byla vkladana
kolizni energie 5, 15, 30 a 45 eV, pro rozpad hmoty 183. Hmoty 183,175,161 a 54 pak
byly uloZeny do vytvofené MRM metody, kterou byly analyzovany vSechny biologické

vzorky s cilem sledovani m/2z = 183 a jejich vySe uvedenych dominantnich hmot.

4103 [+ESI Product lon2 (it 4542-4 724 min, 12 scans] Frag=100.0v CF=0000 DF=0.000 CID@150 (1830 - =) K870 [183] KE70_HILIC._
I 1609
E_

[

3 540 175.2

2_
. 1050 1229 . a2
I sga 933 £5.3 §79 9.0 1361 155.2 +
0 A -\_ruLM A\
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Obr. 19: Fragmentace parentni latky o m/2z = 183.
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4.1.2 Chromatograficka analyza oximu K870 na Cs a Cis koloné

Béhem chromatografie na reverznich fazich je vyuzivano tzv. disperznich sil
(hydrofobni nebo van der Waalsovy interakce). Polarity mobilnich a stacionarnich fazi
(SF) jsou obracené, takze povrch SF je v tomto uspotfddani hydrofobni, kdezto MF
je polarni. Tato technika je velice oblibena pro separaci molekul s nizkou molekulovou
hmotnosti. Jejim vysokym kreditem je schopnost rozliSovat velmi uzce piibuzné
slouceniny, a také jejich snadna variabilita retence a selektivity (Kazakevich, et al., 2007).

Mezi nejbéznéjsi rozpoustédla MF patii metanol, voda a ACN, poptipadé¢ jina
polarni rozpoustédla. Pii vétSiné analyz se pak tato rozpoustédla vyuzivaji ve smési
s riznym gradientem. Typ pouzitych stacionarnich fazi udava tzv. hydrofobnost kolony.
Existuji rizné SF, které jsou tvofeny rizné dlouhymi uhlikatymi fetézci (Cs — Cusg).
Tyto fetézce jsou chemicky véazané na nosiCe, kterymi jsou grafitové nebo uhlikem
potazené silikagely, kopolymery styrenu a divinylbenzenu (Kromidas, 2016).

Béhem analyzy na kolon¢ Kinetex Cg 3 mm X 75 mm, 2,6 um byla pouzitou MF
smé ACN s 0,1% FA a Milli-Q vody s 0,1% FA. Analyza probihala s rostoucim
gradientem pro ACN + 0,1% FA. Pocatec¢ni slozeni MF tedy bylo: 5 % ACN + 0,1% FA
a 95 % Milli-Q vody + 0,1% FA. V 30 sekundovych intervalech dochazelo ke snizovani
obsahu Milli-Q vody s 0,1% FA a naristu ACN s 0,1% FA. Protoze se jednalo o vysoce
polarni rozpoustédla, zaznam oximu K870 byl patrny pouze napocatku analyzy,
Vv reten¢nim ¢ase 0,9 — 1,2 minut (min). Doslo tak k velmi rychlé eluci oximu z kolony,
protoze oxim K870 je bis kvarterni sloucenina s kvarternimi dusiky, ktera neochotné
vytvaii vazbu s nepolarni SF (Obr. 20). Vaznost polarnich latek s nepolarni SF ostatné
popisuje Fanali et al. (Fanali, et al., 2013) a zaroven tak potvrzuje pribéh této separace.
Proto lze fici, Ze tato kolona neni vhodna pro separaci polarnich latek, jako jsou oximy

a jemu podobné reaktivatory.
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Obr. 20: Chromatogram oximu K870 analyzovaného V prostiedi acetonitrilu a Milli-Q vody s 0,1% FA
na Cg koloné.

Dalsi velmi vyuzivanou kolonou pii chromatografiich na reverznich fazich je Cis
kolona. Jedné se opét o kolonu S nepolérni stacionarni fazi, kterd je vhodna predevSim
pro hydrofobni interakce. Pro analyzu oximu K870 byla konkrétné pouzita kolona Zorbax
Eclipse Plus Cig RR HD 2,1 mm x 50 mm, 1,8 um. Pfedpokladem pii méfeni na této
kolon¢ byla minimalni retence analyzovaného oximu. Jedna se o slouceninu, ktera
obsahuje hydrofilni oxim, a proto neni pravdépodobnd interakce analytu se stacionarni
fazi stejné jako v pripadé Cs kolony (Fanali, et al., 2013).

Béhem meéteni bylo vyuzito nékolik typti mobilnich fazi, a tedy acetonitrilu
a Milli-Q vody s 0,1% FA, dale metanolu a Milli-Q vody s 0,1% FA, ACN s 0,1% FA
a25 mM mravencanu amonného (pH = 3,2), v neposledni fadé pak v prostiedi 5 mM
octanu amonného (pH = 5,8) a ACN. Chromatogram (Obr. 21) poukazuje
na predpokladany zaznam signalu, a tedy na retenci oximu v ¢ase 0,3 — 0,5 min. Jedna
se vSak o mrtvy objem, kdy nedoslo k zadné interakci oximu se SF. Doslo tak k velmi

rychlé eluci oximu kolonou v proudu polarni MF.
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Obr. 21: Chromatogram oximu K870 analyzovaného na koloné Cig V prostiedi 25 mM mravencanu
amonného (pH = 3,2) a acetonitrilu s 0,1% FA.
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4.1.3 Chromatografickd analyza oximu K870 na Pentafluorofenyl propylové

koloné (PFP)

Pentafluorofenyl propylova kolona je perspektivni kolonou pro zkoumani
fyzikalné-chemickych vlastnosti sloucenin S potencialem 1é¢ebnych ucinki. Tato kolona
umoziuje kromé hydrofobnich interakci také iontové interakce, vodikové vazby, dipol-
dip6l interakce a aromatické interakce m-m vazeb (Yang, et al., 2010). Pii zvySené
koncentraci organické faze dochazi ke zvySené retenci pozitivné nabitych pyridinovych
oximi na iontoméni¢i PFP stacionarni faze. Naopak snizenim podilu ACN v MF dochazi
ke zvySeni U¢inku jinych separacnich mechanismii, mezi které patii naptiklad
hydrofobnost. Konkrétné délka alifatického fetézce mezi dvéma pyridinovymi jadry hraje
vyznamnou roli v lipofilnosti/hydrofilnosti téchto slou¢enin (Dohnal, et al.).

Oximy obsahuji jednu nebo dvé pyridinové jednotky, které jsou zdrojem m-
elektront. Interakce m-m vazeb maji vliv na retenci, zejména v prostiedi se snizenym
obsahem ACN. Trojnd vazba acetonitrilu pak soutézi s oximovymi a pryridinovymi
¢astmi analytu o interakce s fenolovymi skupinami SF (Dohnal, et al.).

Separace oximu K870 probihala na kolon¢ Kinetex PFP 3 mm x 75 mm, 2,6 um
v prostiedi ACN a Milli-Q vody + 0,1% FA. Chromatogram poskytuje pik hmoty
183 v reten¢nim ¢ase 0,7 — 0,9 min (Obr. 22). Jedna se o vyrazny pik pokracujici v mensi
pik, ktery zastupuje mozné izomery v oximech. Aldoximova skupina oximi muze byt
prezentovana ve dvou geometrickych izomerech: syn-izomer (syn) nebo anti-izomer
(anti). U molekul obsahujicich dvé aldoximové skupiny muize dojit k vytvofeni tii
konformacnich moznosti: syn-Syn, syn-anti a anti-anti. Tato pfipadna izomerie
se projevuje jiz vySe zminénym zmenSenym pikem u sledované hmoty (Musilek, et al.,
2008).

w104 |+ EIC[183.0) SIM CF=0.000 DF=0.000 PFP_40 ACH_01.d
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Obr. 22: Chromatogram oximu K870 analyzovaného na PFP koloné v prostiedi acetonitrilu a Milli-Q vody
S 0,1% kyselinou mravenci.
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4.1.4 Chromatograficka analyza oximu K870 na kyano koloné (CN kolona)

Tato kolona je stericky chranéna a jeji diisopropyl kyanopropyl silanova SF
je chemicky stabilni a poskytuje del$i Zivotnost kolony. Kyano kolona je vhodna zejména
pro aplikace, které vyuzivaji detektory s vysokou citlivosti, a které vyzaduji nizké pozadi.
Proto je tato kolona vhodna zejména ve spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Vyuziti kolony je mozné v piipadé zasaditych, neutralnich, ale i kyselych
sloucenin. Ionizovatelné slouceniny (bazické, kysel¢) jsou na této koloné obecné nejlépe
separovany pfi pH = 3. Velmi bazické slouceniny vSak mohou vyzadovat ptfidani
zasaditych modifikatort do MF (napt. 10—20 mM dimethyloctylaminu), (Agilent).

Separace oximu K870 probihala na koloné¢ Zorbax SB-CN RR HD 2,1 mm x 50 mm,
1,8 um. Béhem analyzy byla mobilni fazi smés Milli-Q vody s 0,1% FA a ACN s 0,1%
FA. Méfeni probihalo se dvéma typy gradientii. Pfi prvnim méteni byl pocatecni gradient
nastaven na slozeni MF z 90 % ACN s0,1% FA az 10 % Milli-Q vody s 0,1% FA.
Pii druhé analyze byl gradient obraceny, tudiZz poc¢ate¢ni slozeni smési bylo 90 % Milli-
Qvody + 0,1% FA a 10 % ACN + 0,1% FA. I ptesto, ze Kabra et al. (Kabra, et al., 1981)
uvadi, ze trojnd vazba nitrilu poskytuje vynikajici selektivitu pfi separaci izomert
s dvojnou vazbou, pii obou analyzach bylo patrné, Ze kyano kolona neni vhodnou
chromatografickou kolonou pro separaci oximu K870, jelikoz dochazelo k jeho rychlé
eluci v prostedi polarnich rozpoustédel. Retence piku v ¢ase od 0 — 0,5 min je retence
v mrtvém objemu, ktera se tak neda brat vuavahu (Obr. 23). Chromatogram
je vyextrahovan z analyzy, kde na pocatku separace MF obsahovala malé mnozstvi ACN
5 0,1% FA alze tak tedy Fict, Ze se s nardstem organického rozpoustédla zrychluje eluce

oximu K870 kyano kolonou.
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Obr. 23: Chromatogram oximu K870 na SB-CN koloné v prostiedi ACN s 0,1% FA a Milli-Q vody s 0,1%
FA.
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4.1.5 Chromatografickd analyza oximu K870 na Hydrofilni interakéni koloné
(HILIC kolona)

Hydrofilni interak¢ni kolona je velmi oblibend pro své vyuziti na separaci polarnich
latek. Tento typ kolony ma SF nej¢astéji tvofenou oxidem kiemicitym a MF s vysokym
obsahem organického rozpoustédla, obvykle ACN. V tomto chromatografickém rezimu
je separace zalozena na rozdéleni mezi eluentem mobilni faze a vodou adsorbovanou
na polarni stacionarni fazi kolony. Béhem chromatografickych separaci na HILIC kolon¢
se mezi analytem a SF uplatiiuji interakce, jako jsou: vyména iontl, vodikové vazby
a dipdl-dipdl interakce. Podle slozeni MF a typu analyzované latky se uplatiiuji n¢které
z téchto interakci. HILIC kolona nabizi vysokou citlivost zejména ve spojeni s detekci
na hmotnostnim spektrometru, za vyuziti elektrosprejové ionizace (Sentkowska, et al.,
2019).

Analyzy oximu K870 probihaly na kolon¢ Zorbax Hilic Plus RR HD 2,1 mm x
50 mm, 1,8 um. Na této koloné¢ bylo provedeno nékolik analyz s riznymi mobilnimi
fazemi: 5 mM octan amonny (pH = 5,8), 25 mM mraven¢an amonny (pH = 3,2), ACN,
ACN + 0,1% FA, Mili-Q voda a Mili-Q voda + 0,1% FA. Na zakladé nékolika méieni,
bylo zjisténo, Ze vhodnou mobilni fazi pro separaci oximu K870 je ACN + 0,1% FA
a 25 mM mravencan amonny (pH = 3,2). Toto prostiedi udrzuje naboj na pyridinovych
jddrech oximu a zajiStuje jeho dostateCnou interakci se staciondrni fazi kolony.
Na chromatogramu doslo k eluci hmoty 183 v reten¢nim Case 4,5 — 4,7 min (Obr. 24),
coz znacéni skutecnost, ze oxim K870 v tomto usporadani mobilni a stacionarni faze
vytvaii pomérmé pevnou interakci se SF, a tak dochazi k jeho pozd&jsi eluci z kolony.
Eluci pak podporuje rostouci gradient vodné faze. Separace na HILIC koloné byly
nejucinnéjsi a nejselektivné;si. Proto Ize fici, ze HILIC kolona v prostiedi ACN + 0,1%

FA a 25 mM mraven¢anu amonného je vhodnym prostfedim pro analyzu oximu K870.
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Obr. 24: Chromatogram oximu K870 analyzovaného na HILIC koloné, v prostredni 25 mM mravencanu
amonného (pH = 7,4) a ACN s 0,1% FA.

Studie profilovani zékladnich parametri testovanych latek se Casto provadéji
za pouziti chromatografie s reverzni fazi, a to diky jeji robustni a reprodukovatelné
separacni charakteristice a pokryti Sirokého spektra metaboliti. VéEtSina biologickych
matric vSak obsahuje velké mnoZstvi poldrnich metabolitl, které nelze udrzet
nareverznich stacionarnich fazich. Proto se hydrofilni interak¢éni kapalinova
chromatografie stala stale popularné;jsi v oblasti metabolomiky, zejména pak pro separaci
polarnich slouc¢enin. Tato kolona je vhodna pro velmi polarni latky, avsak jeji schopnost
separace je zavislad na vhodné zvoleném pH a koncentraci pufrovacich soli. Nejbéznéji
pouzivanymi pufry jsou mraven¢an amonny nebo octan amonny (Sillner, et al., 2019).
Proto byly i v naSem pfipad¢ zvoleny tyto pufry, tedy 25 mM mravencan amonny (pH =
3,2) a 5 mM octan amonny (pH = 5,8). Pfi porovnani separaci v obou pufrech, bylo
patrné, ze takto polarni molekula se 1épe eluuje v prostiedi mraven¢anu amonného. Jiné
kolony, jako Cs, C1g a CN kolony disponuji nepolarni stacionarni fazi, tudiz neni mozné
dosahnout stejné retence oximu K870 na jejich SF, jako v piipadé HILIC kolony. Studie
Pedrosy et al. (Pedroso, et al., 2016) uvadi, Ze piestoZe je chromatografie na reverznich
fazich vynikajici pro latky se stfedni a nizkou polaritou, vétSina farmaceutickych slozek

je vysoce polarnich a vyzaduji tak polarni mobilni fazi k dosazeni odpovidajici retence.
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4.1.6 Zpracovani biologickych vzorki

Pied samotnym méfenim bylo nutné zvolit vhodny extrakéni postup, pro tento oxim
Vv biologickych vzorcich. Proto byla vyuzita metoda dle Folcha et al. (Folch, et al., 1957),
ktera uvadi extrakci v chloroformu, metanolu a vodé¢. Chloroform slouzi jako solvata¢ni
¢inidlo pro lipidy, metanol je precipitacnim c¢inidlem pro proteiny a vodné prostiedi
je nejvhodnéjsim prostiedim pro piechod oximu z biologickych vzorkd. Pro extrakci
oximu K870 byl namisto vody pouzivan 25 mM mraven¢an amonny (pH = 3,2), protoze
v tomto pufru je oxim stabilnéjsi nez v Mili-Q vodé¢ a zaroven se jedna o slozku MF.

Na pocatku byla provadéna extrakce pouze oximu K870 rozpusténého v pufru
25 mM mravenc¢anu amonného (pH = 3,2), pro zjisténi ucinnosti této extrak¢ni techniky.
Byla tak vytvotfena kalibra¢ni fada oximu v koncentracich 10, 30, 50, 80 a 100 ng/ml.
Extrakce pak byla provadéna pro kazdou koncentraci oximu, pficemz vysledkem bylo
sledovani piechodu oximu z organické faze do pufru (Graf 1). Po extrakci tak byla
odebirdna horni vodnd faze a nasledné filtrovana ptes 0,22 pum stfikackovy filtr.
Tyto vzorky pak byly proméfeny vyse uvedenou MRM metodou (4.1.1) na hmotnostnim
spektrometru s HILIC kolonou v prostiedi MF: ACN + 0,1% FA a 25 mM mravencanu
amonného (pH = 3,2).

Jak je z grafu patrné, béhem extrakce doslo ke znaénému piechodu oximu K870
do vodné faze, a lze tak tedy tuto metodu povazovat za vhodnou extrakéni techniku
pro oxim K870. Touto extrak¢ni technikou byly stejnym zptisobem extrahovany vzorky
plazmy, moce, ledvin, jater a Zluce z mysi.

Kalibra¢ni rada oximu K870 v 25 mM mraven¢anu amonném
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Graf 1: Kalibracni Fada extrahovaného oximu K870 v koncentracich 10, 30, 50, 80 a 100 ng/ml.
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4.2 Analyza farmakokinetiky oximu K870

Farmakokinetika je véda, zabyvajici se pohybem xenobiotik organizmem, tudiz
popisuje jejich absorpci, distribuci, metabolizmus a exkreci. Béhem testovani
potencidlnich 1éC¢iv, jako jsou pravé oximy, je nutné pochopit jejich farmakokinetickou
variabilitu. Zejména pak faktory ovliviiujici biologickou dostupnost, fyzikalné-chemické
interakce, farmakokinetické interakce a metabolismus 1é¢iva pii prichodu organizmem
(Eusuf, et al., 2019).

Analyza farmakokinetiky, zejména pak exkrece oximu K870, byla stanovovana
z plazmy, moce, jater, zluc¢e a ledvin mysi. Prostup oximu K870 pies hematoencefalickou
bariéru bylo tématem jiné prace. Po nastaveni vhodné LC-MS metody, tedy méfeni
na HILIC kolon¢ v MRM moddu v prostiedni 25 mM mravencanu amonného (pH = 3,2)
a ACN +0,1% FA, byly touto metodou proméieny vSechny biologické vzorky obsahujici
oxim K870. Veskeré biologické vzorky vsak byly jesté podrobeny extrakéni technice dle
Folcha et al. (Folch, et al., 1957) v chloroformu, metanolu a 25 mM mravenéanu

amonném.
4.2.1 Analyza oximu K870 v plazmé

Plazma byla mySim odebirdna v ¢asovych intervalech 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120
a 240 minut od podani oximu. Pro stanoveni oximu K870 v kazdém ¢asovém sbéru, byly
tyto vzorky plazmy podrobeny vyse uvedené extrakci. V plazm¢ se nachéazi znacné
mnozstvi proteinové i lipidické slozky, proto byla velmi nutna extrakce oximu K870
pravé v chloroformu, metanolu a pufru, do kterého oxim ptechazel. Protoze byl oxim
K870 podavan per oralné, byla predpokladanda jeho vysokd koncentrace zejmeéna

V pocatec¢nich casovych intervalech sbéru plazmy (Graf 2).
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Graf 2: Analyza koncentrace oximu K870 v plazmé mysi, odebirané v casovych intervalech 5, 10, 15, 20,
30, 60, 120 a 240 minut.

Z uvedeného grafu je patrné stejné jako v publikaci Malfattiho et al. (Malfatti, et
al., 2017), ze k nejvétsimu nardstu koncentrace oximu K870 dosSlo v rozmezi
5-20 minutach od podani oximu, coz souvisi s rychlosti distribuce latek v plazmé.
Nasledné pak doslo k postupnému tbytku oximu, kdy po 20 minutach je zfetelna jeho
eliminace z plazmy. Oximy jsou vysoce polarni latky, které jsou rychle transportovany
plazmatickymi transportéry do celého organizmu. Nasledné¢ dochdzi k jejich rychlé
eliminaci do ledvin, a to glomerularni filtraci a aktivni tubularni sekreci (Zd’arova
Karasova, et al., 2012). Poté byl oxim K870 exkretovan moci, coz vysvétluje témef

nulovou hodnotu koncentrace oximu v odbéru plazmy po 60 minutach od jeho podani.
4.2.2 Analyza oximu K870 v ledvinach

Dalsi sledovanou tkani byly ledviny z mysi. ProtoZe jsou oximy dobie rozpustné
ve vode, je piedpokladana jejich rychla eliminace z plazmy do ledvin. V ledvinach
se oximy dostavaji do styku s biotransforma¢nimi enzymy, metabolizujicimi tyto latky
na jednodussi a polarn€js$i metabolity, které jsou z organizmu snadno eliminovany moci
(Chillistone, et al., 2017). Oximy se dostavaji do ledvin filtraci, kde dochazi k jejich
prostupu mezibunécnymi spoji a pory V glomerularnim tubulu a nésledné prochézi celym
systémem ledviny s kone¢nou exkreci do mocée (Katzung, 2017), (Wilkinson, et al.,
2008).

Ledvinna tkan byla odebirana v ¢asovych intervalech 5, 10, 15, 20, 30, 60 a 120

minut. Také pro ledviny byla pouzita extrakéni metoda dle Folcha, jako v pfipad€ plazmy
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s naslednou detekci na hmotnostnim spektrometru v MRM moédu se stejnou mobilni
I stacionarni fazi, jako v pfipadé plazmy a kalibra¢ni fady oximu K870. Z nize uvedeného
grafu lze vypozorovat, Ze v prvnich péti minutach od podani oximu, je jeho koncentrace
Vv ledvinach nizka, jelikoz v tomto Casovém useku jesté dochazelo k distribuci oximu
plazmou, zajisténou proteinovymi transportéry (Graf 3), (Malfatti, et al., 2017). Po péti
minutdch od podani oximu, se zacala jeho koncentrace v ledvinach zvySovat. Lze tedy
fici, Zze distribuce oximu K870 z plazmy do ledvin nastdva po péti minutach od jeho
podani. Poté se vSak oxim zacal eliminovat do moce, protoze U odbért z Casovych tseku
15, 20, 30 a 60 minut doslo k poklesu koncentrace oximu K870 v ledvinach. V odbérech
ledvinné tkan¢ 120 minutach je jiz koncentrace oximu téméf nulova, protoze doslo k jeho

eliminaci do moce.
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Graf 3: Analyza koncentrace oximu K870 v ledvindch mysi, odebiranych v casovych intervalech 5, 10, 15,
20, 30, 60 a 120 minut.

4.2.3 Analyza oximu K870 v moci

Koncentrace oximu K870 v mo¢i mysi, byla analyzovana ve vzorcich odebranych
v ¢asovych intervalech 60, 120 a 240 minut. Analyza opét probihala v MRM modu
Vv prostiedi 25 mM mravencanu amonného (pH = 3,2) a ACN + 0,1% FA na HILIC
kolong. ProtoZe koncentrace oximu K870 po 20 minutach od jeho podani v plazmé klesa,
a Vv ledvinach po 5 minutach roste, je pravdépodobné, Ze koncentrace oximu v moci bude
postupné stoupat, protoze aktivni tubularni sekreci dochazi k exkreci oximu z organizmu.

Analyzou moce bylo zjisténo, Ze po 60 minutach od podani oximu K870 dochazi
k nartstu koncentrace oximu K870 v moci. Tato koncentrace stoupa az do 120 minut

od podani s naslednym poklesem, kdy je po 240 minutach ¢ast oximu eliminovana
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z organizmu (Graf 4). Pfi porovnani grafi plazmy, ledvin a moce lze fici, Ze pti podani
oximu K870 dochazi do5 minut Kjeho rychlému narGstu v plazmé, zaroven
se do 10 minut zvySuje také jeho koncentrace V ledvinach, a po 60 minutach, kdy
je koncentrace oximu v plazmé velmi nizka, dochazi k vyraznému zvySeni obsahu oximu
v moci. Existuje tak zietelnd rovnovdha mezi distribuci oximu K870 v plazmé,

V ledvinach a moc¢i.
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Graf 4: Analyza koncentrace oximu K870 v moci z mysi, odebirané v c¢asovych intervalech 60, 120 a 240
minut.

4.2.4 Analyza oximu K870 v jatrech a Zluci

Stanovenim koncentrace oximu K870 v jatrech a zlu¢i mysi, bylo zjisténo,
Ze tento oxim neni distribuovan ani do jater ani do zluce, protoze je z divodu své vysoké
polarity velmi rychle eliminovan z plazmy do ledvin a nasledné moc¢i exkretovan
z organizmu. Jatra byla odebirana v asovych intervalech 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 a 240
minut, kdezto zlu¢ v 10, 15, 20, 30, 60 a 120 minutach. V obou tkénich je koncentrace

oximu nulova ve vSech ¢asovych intervalech (Graf 5, Graf 6).
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Graf 5: Analyza koncentrace oximu K870 v jatrech mysi, odebiranych v ¢asovych intervalech 5, 10, 20, 30,
60, 120 a 240 minut.
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Graf 6: Analyza koncentrace oximu K870 ve zluci mysi, odebirané v ¢asovych intervalech 10, 15, 20, 30,
60 a 120 minut.

4.3 Farmakodynamika oximu K870

Farmakodynamika je védni obor, zabyvajici se ucinky 1é¢iv na organizmus. Tyto
ucinky se pak rozviji v riznych organech a tkénich a spole¢né¢ s homeostatickymi déji
vytvaii odpovéd’ organizmu na podani 1é¢iva (Svihovec, et al., 2018). Po distribuci 1é¢iva
do tkéani, dochazi k biotransformacnim reakcim mezi 1é¢ivem a enzymy, které pak vedou
ke vzniku metaboliti. Biotransformacni reakce obecné konvertuji zakladni slouceniny
na polarni a hydrofilni metabolity, které jsou pomémné rychle vyluCovany ledvinami.
Léky a dalsi xenobiotika jsou biotransformovany ve dvou fazich. Béhem prvni faze
biotransformace dochézi predevsim k oxidaci, redukci, hydrolyze a metylaci vychozich

latek. Hlavnim biotransformacnim organem jsou jatra, ktera obsahuji velké mnozstvi
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biotransformacénich enzymu (napt. CYP 450) (Tarloff, et al., 2004). Proto také byla
zavadéna metoda inkubace oximu K870 s jaternimi mikrozomy a cytosolem (3.4.1),
za ucelem sledovani moznych metaboliti toho oximu. Béhem celé prace byla studovana
pouze prvni faze biotransformace, nikoli nasledny vznik konjugatu napf. s glutathionem.

Pti studiu farmakokinetiky oximu K870 v jatrech, zluci, ledvinach, plazmé a moci
mysi, bylo zji§téno stejné jako ve studii Zd’arové-Karasové et al. (Zd’arova Karasova, et
al., 2012), Ze jsou oximy natolik polarni, ze pii jeho distribuci organizmem dochazi
k velmi rychlému piechodu z plazmy do ledvin, s naslednou eliminaci do moce. Velmi
rychla eliminace oximu K870 zapfticinuje jeho nulovou koncentraci v jatrech a ve zluci,
coz je patrné z grafii 5 a 6. Toto zjisténi potvrdila modelova inkubace oximu s jaternimi
mikrozomy a cytosolem (3.4.1), kdy nebyla detekovana zddnd dominantni hmota po ptl
hodinové inkubaci s témito organelami, jako v piipadé¢ Malfattiho et al. (Malfatti, et al.,
2017). Ztohoto divodu, byla metabolizace oximu K870 sméfovana na plazmu
a ledvinnou tkan, ptipadn€ i mozné metabolity exkretované do moce.

Komparativni analyzou vzorkil exponovanych oximu K870 se vzorky odebranymi
pfed podanim tohoto oximu, byly shleddny jeho moZzné metabolity. Pro dalsi studii
tak byly vybrany hmoty, které vykazovaly izotopové obalky chloru a vyraznou dominanci
ve vzorcich po podani oximu K870, a tedy hmoty s m/z = 244, 330 a 339. Tyto hmoty
byly fragmentovany pii koliznich energiich 5, 15, 30 a 45 eV (Obr. 25, Obr. 26, Obr. 27).
Po fragmentaci byly u vSech vySe uvedenych hmot vypozorovany podobné fragmenty,
jako u parentni latky (m/2z = 183), coz mohlo naznacovat strukturni podobnost mezi

jednotlivymi komponentami.
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Obr. 25: Fragmentacni spektrum hmoty 243, pri kolizni energii 45 eV.
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Obr. 26: Fragmentacni spektrum hmoty 329, pri kolizni energii 45 eV.
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Obr. 27: Fragmentacni spektrum hmoty 338, p#i kolizni energii 30 eV.

Tato experimentalné ziskana fragmentacni spektra byla porovnana s in-silico daty
v Competitive Fragmentation Modeling for Metabolite Identification softwaru (CFM-
ID). Tim byly nalezeny shody pro sdilené fragmenty sledovanych hmot (Obr. 28). Avsak
zatim se jednd pouze o mozné metabolity, protoze jejich pfesné ureni by vyzadovala
dikladngjsi analyza, kterd nebyla cilem této prace. Pro identifikaci moZznych metabolith
byly vybrany hmoty, sdilené mezi jednotlivymi fragmentaénimi spektry (Obr. 25, Obr.
26, Obr. 27). Z téchto spekter je patrna shoda ve hmotach m/z = 53, 80, 161 al75. Tyto
hmoty vSak mohou vykazovat rozdilny strukturni vzorec pro kazdou hmotu, proto jsou
v Obr. 28 uvedeny naptiklad dva strukturni vzorce pro hmoty m/z =175 a 160. V pfipad¢,
ze by byl oxim K870 metabolizovan V jatrech, podléhal by vyznamnym
biotransformacnim pfeméndm v piitomnosti cytochromt a tato metabolizace by mohla
byt nazna¢ena pomoci XenoSite softwaru (XenoSite). Jedna se vSak o vysoce polarni
latku, ktera metabolizaci v jatrech nepodléha, a tak Ize jeho metabolity v tomto métitku

pouze piedpovidat.
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Obr. 28: Mozné metabolity oximu K870 a jejich pravdépodobné fragmenty.
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ZAVER

Protoze jsou organofosfatové slouceniny Siroce vyuzivanymi latkami, jejich
studie syntézy, mechanizmu Uc¢inku a dopadu na zivotni prostiedi se stale rozviji. Tyto
slouceniny zaznamenaly nejvétSi uplatnéni jako pesticidy a bojové latky predev§im
s nervove paralytickym ucinkem, at’ uz pro ¢lovéka, tak zivo¢ichy obecné. Devizou téchto
latek je inhibice aktivity acetylcholinesterazy v nervovych zakoncenich, ¢imz vyznamné
omezuji Sifeni nervového vzruchu a naruSeni homeostizy v organizmu. Jedna
se 0 zavazna poskozeni, ktera souvisi s naslednym rozvojem oxidativniho stresu
a toxickym dopadem pro nervovy systém, plice, ledviny, jatra a nékolik dalSich
organovych struktur. Tato poskozeni mohou vyustit ve stale populaéné se rozsitujici
onemocnéni, kterymi jsou predev§im Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba.
V obou ptipadech se jedna o neurodegenerativni onemocnéni, kterd souvisi s narusenim
axonu v centralni nervové soustave. PriCina t€chto onemocnéni stale neni zcela znama,
stejné tak jako jejich 1écba.

Organofosfatové slouceniny jsou velmi nebezpeénymi vojenskymi zbranémi, mezi
které fadime naptiklad sarin, soman a tabun. Tyto latky zpusobuji zadvazné otravy, proti
kterym se stale vyviji univerzalni Iék. Dilezitym faktorem pro ptipravu takového 1é¢iva
je jeho dobra prostupnost hematoencefalickou bariérou. Tato vlastnost byla
vypozorovana u oximu, které jsou spolecné s atropinem a diazepamem vyuzivany
pfi 1é¢bé organofosfatovych otrav. Pfed zavedenim takového oximu do preklinické studie
je nutna analyza jeho farmakokinetickych a farmakodynamickych parametrii. V této
diplomové praci byla sledovdna farmakokinetika a farmakodynamika oximu K870
Vv biologickych vzorcich z mysi. Jejich analyzou bylo zjisténo, Ze je tento oxim velice
rychle distribuovan krevni plazmou do organizmu s néaslednou eliminaci do ledvin, kde
oxim podléha biotransformaci a jeho pfipadné metabolity jsou okamzité exkretovany
domoce. Tyto udaje by bylo vhodné doplnit o prostupnost oximu K870
hematoencefalickou bariérou, avSak tento parametr byl naplni jiné prace. Po komparativni
analyze nameéfenych spekter, byly shledany hmoty, jez by mohly byt teoretickymi
metabolity studovaného oximu, coz by napovidalo jeho terapeutickému tc¢inku. Nutno
vSak podotknout, Ze se jednd o vysoce polarni latku, kterd nepodléha biotransformaci
Vv jatrech a ve Zluci, a proto se o vySe zminénych metabolitech oximu hovoii pouze
jako o teoretickych.
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