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Abstrakt

Podani oximovych reaktivatori acetylcholinesterazy tvoifi spolu s atropinem
a diazepamem zakladni strategii farmakologické terapie otrav organofosfaty (OP).
Snahou je vyvinout takové oximy, které by byly u¢inné proti Siroké skale OP a zaroven

které by dobfte prostupovaly do centralniho nervového systému.

Bispyridiniové oximy patii mezi nejucinnéjsi reaktivatory acetylcholinesterazy. Jsou
to ale nabité molekuly, které velmi malo prostupuji hematoencefalickou bariéru. Snahou
veédct je modifikovat tyto molekuly tak, aby byly vice lipofilni a doslo tim k zesileni
jejich centralniho uc¢inku. Jednou z moznosti, jak toho dosdhnout, je substituce zakladni
struktury reaktivatoru vhodnymi funkcénimi skupinami. Latka K869 je asymetricky

bispyridiniovy oxim, jehoZ pyridiniové jadro je substituovdno dvéma atomy chloru.

Pro stanoveni oximu K869 zplazmy a ledvin byla vyvinuta
a optimalizovana HPLC- UV metoda. Protoze je oxim K869 permanentné¢ nabita
molekula, byla pouzita iontové-parovd chromatografie, kdy se molekula s ptidavkem
iontové-parového Cinidla (1 mM oktansulfonova kyselina) do vodné slozky mobilni faze
(citrat-fosfatovy pufr) stavd nenabitou. Poté byla separovdna v reverznim
chromatografickém modu v rezimu isokratické eluce, kde organickou slozku tvofil
acetonitril (14 %). Pro upravu vzorku byla vyvinuta SPE metoda za pouZziti Weak-Cation
Exchange kolonek. Jako elu¢ni ¢inidlo byli pouZita smés acetonitrilu, kyseliny mravenci
a vody vpoméru 9:0,5:0,5 (v/v/v). Koncentrace v plazmé dosahovala maximalnich
hodnot ~ 40 pg/ml mezi 15 a 20 minutami po intramuskularnim podani oximu. Nejvyssi
koncentrace v ledvinach ~ 20 pg/g byla namétena ve vzorcich odebiranych 30 minut a 60

minut po podéani oximu.



Abstract

Co-administration of oxime reactivators of AChE together with atropine
and diazepam is the basic strategy for the pharmacological treatment of organophosphate
(OP) poisoning. The aim is to develop such oxime, that would be effective against a wide

range of OPs and simultaneously, that would penetrate the central nervous system.

Bispyridinium oximes are among the structures with the most efficient
acetylcholinesterase reactivation. However, they are charged molecules that poorly cross
the blood-brain barrier. Researchers try to modify these molecules to be more lipophilic
thus, enhancing their central effect. One of the possible approaches is to substitute the
basic structure of the reactivator with suitable functional groups. K869 is an asymmetric

bispyridinium oxime whose pyridinium ring is substituted by two chlorine atoms.

An HPLC-UV method was developed and optimized for the determination of oxime
K869 in plasma and kidneys. Since oxime K869 is a permanently charged molecule,
ion- pair chromatography was applied, in which the molecule becomes uncharged with
the addition of an ion-pairing agent (1 mM octane sulfonic acid) to the aqueous
components of the mobile phase (citrate-phosphate buffer). It was then separated
in areverse chromatographic mode in isocratic elution mode where acetonitrile was
an organic phase (14 %). An SPE method using Weak-Cation Exchange columns was
developed for sample adjustment. A mixture of acetonitrile, formic acid, and water in
aratio of 9: 0.5: 0.5 (v/v/v) were used as eluent. Plasma concentrations peaked ~
40 pg/mL between 15 and 20 minutes after administration. The highest renal
concentration was measured ~ 20 ug/mL in samples collected 30 and 60 minutes after

administration.



Seznam pouzitych zkratek

A
ACN
ADME
ACh

AChE

BSA

CNS

EDTA

FA

HEB

HILIC

HPLC
HPLC-UV/VIS
IS

LC-MS

LC-MS/MS

LC-WCX
LLE
LOD
LOQ

m/z

MTD

absorbance

acetonitril

absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece
acetylcholin

acetylcholinesteraza

faktor symetrie

hovézi sérovy albumin

centrdlni nervovy systém

edetan disodny

kyselina mraven¢i (Formic Acid)
hematoencefalickd bariéra

hydrofilni interak¢éni chromatografie
vysokoucinna kapalinové chromatografie
HPLC s UV/VIS detekei (spektrofotometricky detektor)
vnitini standard (Internal Standard)

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci v tandemovém

uspotadani

extrakéni kolonka se slabym katexem (Weak Cation Exchange)
extrakce z kapaliny do kapaliny

limit detekce

limit kvantifikace

pomé&r hmotnosti a naboje

maximalni tolerovana davka (Maximal Tolerated Dose)

9



My molekulova hmotnost (Molecular Weight)

N pocet teoretickych pater

NP-HPLC chromatografie na normalni fazi

NPL nervove paralytické latky

op organofosfaty

PAMPA Paralelni test propustnosti umélé membrany (Parallel artificial

membrane permeability assay)

pKa disocia¢ni konstanta

R? koeficient regresni kiivky

RP-HPLC chromatografie na reverzni fazi

Rs rozliSeni

SPE extrakce na tuhou fazi (Solid Phase Extraction)
TCA kyselina trichloroctova (Trichloracetic Acid)
uv ultrafialové zafeni
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Uvod

Jako organofosfaty (OP) obecné oznacujeme estery kyseliny fosforecné. Tyto latky
maji stale velky vyznam v zeméd¢lstvi nékterych stat jako pesticidy. V minulosti byly
tyto latky rovnéz pouzity jako bojové otravné latky ve valecnych konfliktech. [1] Jejich
mechanismem ucinku je inhibice acetylcholinesterazy (AChE), coz je enzym, ktery Stépi
acetylcholin (ACh) v nervovych synapsich. [2] [3] ACh je vyznamny neurotransmiter
v neuromuskularnich spojenich, v synapsich visceralntho motorického systému a
v centralnim nervovém systému (CNS). [4] Diky inhibici AChE se hromadi v nervovych
synapsich a jeho nadmérné mnozstvi je pro organismus toxické. [2] [3] Ackoliv je pouziti
OP ze skupiny bojovych nervové paralytickych latek (NPL) zakazdno mezindrodni
Umluvou o zdkazu chemickych zbrani, neddvna otrava opoziéniho ruského politika
Alexeje Navalného NPL ze skupiny novicoktll [5] a pouziti sarinu ve vélce v Syrii [6]
naznacuji, ze jejich zneuziti stale pfedstavuje hrozbu pro jednotlivce i skupiny obyvatel.
Proto je dulezité vénovat pozornost vyvoji dostateéné efektivni profylaktické a antidotni

terapie otrav t€mito latkami.

Oximy reaktivuji fosforylovanou nebo fosfonylovanou AChE a ¢astecné zlepSuji
ucinky atropinu. [7] Podani oximovych reaktivatori AChE tvofi spolu s atropinem
a diazepamem zakladni strategii farmakologické terapie otrav OP. [8] V dneSni dob¢ je
snahou vyvinout takové oximy, které by byly jednak ucinné proti Siroké skale OP
a zarovenn dobfe prostupovaly do CNS. Bispyridiniové oximy patii mezi struktury
s nejucinngj$i reaktivaci inhibované AChE. Jsou to ale nabité molekuly, které jen velmi
malo prostupuji HEB. Snahou védct je modifikovat tyto molekuly tak, aby byly vice
lipofilni a tim doslo k zesileni jejich centralniho G¢inku. Jednou z moznosti, jak toho
dosdhnout, je substituce zakladni struktury reaktivatoru vhodnymi funkénimi skupinami.
Jednim z byspyridiniovych reaktivatori je oxim K869, u kterého byla v této diplomové
praci sledovéana farmakokinetika. Oxim K869 je asymetrickd molekula, jejiz pyridiniové

jadro je substituovano dvéma atomy chloru. [9]
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1. Teoreticka ¢ast

Pro analyzu oximu K869 byla vyuzita vysokouc¢innd kapalinovad chromatografie
(HPLC). Je to metoda volby v bioanalyze 1é€iv. Bioanalyza je termin obecné pouzivany
k popisu kvalitatitivniho 1 kvantitativniho stanoveni lé¢iva nebo jeho metabolitu
v biologickych matricich, primarn¢ v télnich tekutinach (plazma, sérum, moc) nebo

v tkénich. [10]
1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je dulezitd analytickd technika, ktera umoznuje separaci, identifikaci a
purifikaci slozek smési pro kvantitativni a kvalitativni analyzu. [11] V soufasné¢ dobé
patii k nejvice vyuzivanym analytickym technikdm a uplatiiuje se v mnoha odvétvich,
jako je naptiklad potravinafstvi, zemédélstvi, kosmeticky primysl, kontrola kvality

zivotniho prostiedi a samoziejmé farmacie. [12]

Ve farmacii se s HPLC setkdvame prakticky ve vsech stadiich vyvoje novych
potencidlnich 1é¢iv. Je to metoda volby také pro kontrolu Cistoty ve vSech fazich vyvoje
1é¢iv, pro hodnoceni novych formulaci 1éCivych ptipravkil a jisténi kvality findlniho

léciva. [13]
1.1.1. Princip a pristrojové usporadani HPLC

Chromatografie je zaloZena na rizné rychlosti rozdé€lovani latek smési mezi dvé
navzajem nemisitelné faze — staciondrni a mobilni. Stacionarni fazi mize byt tuha latka
nebo kapalina adsorbovana na tuhém nosic¢i. Staciondrni faze byva nejCastéji ulozena
v chromatografické koloné€, coz je kratka tenka ocelova trubice, ve formé& sorbentu.
Sorbent je obvykle tvofen poréznimi nebo povrchové poréznimi ¢asticemi. [14] [15]
Mobilni fazi v kapalinové chromatografii je smés rozpoustédel zpravidla tvofend vodnou
a organickou slozkou. [14] Rozpustnost analytli v mobilni a staciondrni fazi a velikost
molekuly kazdé sloZky vzorku ptispivaji k rozdilné distribuci na kolonég. Latky, které jsou
vice distribuovany v mobilni fazi, migruji kolonou rychleji, kdezto ty, které jsou vice

distribuovany ve stacionarni fazi, migruji pomaleji. [15]

Schéma pfistrojového uspofaddani kapalinového chromatografu je zobrazeno
na obrazku €. 1. a jeho jednotlivé ¢asti jsou podrobn€ popsany v tabulce ¢. 1. Analyt je

nastfiknut do systému manualné¢ nebo pomoci autosampleru a je undSen mobilni fazi
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na kolonu. Dale plynou oddé¢lené slozky do cely detektoru, kde dochazi k jejich
identifikaci. [14]

HPFLC Ciolumn
”._.ﬂ;:{r'-'i__‘,. I."_:hrqu'n:at{.i;rulv\.
Egaicn = Vipllow, e, i

Injecior
AuboSamplar
Sampli Manggar

Solvent d .

{Mobile Phasa) Samgle
Resanoir

=
L

Computer Data Station

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

iaske

Obrazek ¢. 1 Popis HPLC chromatografu [16]

Tabulka ¢. 1 Funkcni usporadani kapalinového chromatografu

1. Zasobnik mobilni faze (Mobil V jednom nebo vice zasobnicich je mobilni faze urcitého
Phase Reservoir) sloZeni, ktera je ¢erpana do kapalinového chromatografu.
Pfi izokratické eluci ma mobilni faze po celou dobu analyzy
stejné slozeni. V prubéhu analyzy za pouziti gradientové

eluce se pomér slozek mobilni faze méni [17] [18]

2. Cerpadlo mobilni faze (Pump Nasava hadickami mobilni fazi ze zasobniku a pomoci tlaku
Solvent Manager, Solvent reguluje rychlost priatoku, ktera je udavana nejcastéji
Delivery System) v mililitrech za minutu. Nej¢astéji se vyuziva vysokotlaké

Cerpadlo zajistujici presny, spravny a stabilni prutok

bez pulzaci. Jsou 2 typy tvorby gradientu mobilni faze.
Pokud misime slozky mobilni faze za atmosférického tlaku
pred vstupem do vysokotlakého cerpadla ve sméSovaci
komurce, mluvime o nizkotlakém gradientu, ale pokud ma
kazda slozka mobilni faze své vysokotlaké cerpadlo

a k miseni dochazi pred kolonou, jedna se o vysokotlaky

gradient [19]

3. Degasser Slouzi k odplynéni mobilni faze. Sklada se nejcasteji
ze systému hadicek z polopropustné membrany, ktera pod

podtlakem odsava plyn. [14]
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4. Smésovac mobilni faze SméSovac se pouziva pro smiseni mobilni faze, ktera se

sklada z vice slozek. [14]

5. Davkovac vzorku (Injector, Zatizeni, které zajist'uje nasttiknuti alikvotniho mnozstvi
Autosampler, Sample Manager) | vzorku na chromatografickou kolonu. V dnesni dob¢ jsou
vice vyuzivany automatické davkovace neboli autosamplery.
Typicky HPLC autosampler se sklada z oddilu, ktery
skladuje vialky se vzorky a injektor, ktery obsahuje

vicecestny ventil, davkovac vzorku a davkovaci jehlu. [20]
Existuji 3 rizné typy autosampleru:

a) Pohybujici se zasobnik vzorku s fixni davkovaci
jehlou

b) Pohybujici se raménko davkovaci jehly s fixnim
zasobnikem vzorkl

c) Davkovaci jehla i zasobnik jsou fixni, vialka je

roboticky dopravena k davkovaci jehle [14]

6. HPLC kolona (HPLC Column) | Na chromatografické kolon¢ probiha vlastni separace latek
pomoci interakci mezi sorbentem kolony (viz kap. 1.1.2)

a mobilni fazi, ktera ji protéka. [14]

7. Detektor (Detector) Je propojen s pocitacem pro zpracovani dat. Zaznamenava
zmény ve slozeni mobilni faze a jednotlivé slozky smési.
Existuje vice druht detektorti (viz kap. 1.1.3), kazdy pracuje

na jiném principu. [14]

8. Pocitaé pro zpracovani dat Prevadi data z detektoru pomoci poéitacového programu
(Computer Data Station) na chromatogram. Z chromatogramu mizeme zjistit
informace o identité latek a zaroveinl nam poskytuje

informace dostatecné pro kvantitativni vyhodnoceni. [14]

9. Odpad (Waste) Po prichodu detektorem plyne smés latek s mobilni fazi
do odpadu. [14]

1.1.2. Stacionarni faze a chromatografické systémy

Stacionarni faze jsou ukotveny uvnitf kolony a vypliuji jeji prostor. Stacionarni
taze maji rizné chemické sloZeni. Mohou to byt napt. anorganické oxidy, kam patii

silikagel, oxid zirkoniCity, oxid titani¢ity a oxid hlinity. Dal§i moZnosti jsou chemicky
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vazané faze na bazi silikagelu, polymerni, hybridni staciondrni faze nebo faze na bazi

grafitového uhliku. [14]

Na zakladé charakteru staciondrni faze miizeme chromatografii rozd¢lit

do nékolika zakladnich médu:

a)

b)

Chromatografie na normalni fazi (NP-HPLC - Normal Phase
Chromatography), pii niz je pouzita polarni stacionarni faze a nepolarni mobilni
faze. Typickym sorbentem pro chromatografii na normalni fazi je silikagel.
Silikagel je polarni anorganicky sorbent. Vlastni interakce s mobilni nepolarni
fazi se UcCastni volné silanolové (hydroxylové) skupiny. [14] Hlavni aplikacni
oblast chromatografie na normalni fazi je separace polyaromatickych uhlovodik,
steroldl, vitamind, chlorofylii, ceramidt a dalSich lipidovych extrakta. [21]
Chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC - Reversed Phase
Chromatography), pii niZ je pouzita nepolarni stacionarni faze a polarni mobilni
faze. [14] Ve farmacii a bioanalyze se jedna o nejCastéji pouzivané faze.
Staciondrni faze v reverzni chromatografii jsou charakterizované funkéni
skupinou navazanou na silanolové skupiny silikagelu (napf.: riizné dlouhé alkyly,
kyano a aminové skupina, fenylové a fluorofenylové skupiny [22]). Analyty jsou
zachytavany pomoci nepolarnich interakci jako jsou aryl-aryl nebo alkyl-aryl
interakce. [23] Chromatografie na reverzni fazi se mlze vyuZzit pro separaci
Sirokého spektra nepolarnich latek jako jsou lipidy, bilkoviny, sacharidy, 1é¢iva
a jejich sekundarni metabolity. [24] [25]

Iontové-vyménna chromatografie (IEC — Ion Exchange Chromatography)
Iontové-vymeénna chromatografie se pouziva pro separaci a analyzu nabitych
molekul, organickych kyselin, aminokyselin, uhlovodiki a alkoholll, proteint
a nukleovych kyseliny. [26] Je to typ chromatografie, kde mohou byt ionty nebo
polarni molekuly separovany na zdkladé¢ jejich interakci (vétSinou reverzibilni
adsorpci) s opacné nabitymi iontové-vymeénnymi skupinami imobilizovanymi
na nerozpustném nosi¢i. Mobilni faze v iontové-vyménné chromatografii je
vodna, protoze v takovych roztocich je podporovana tvorba iontd. Pufry jsou
obvykle upravovany na pozadované pH. [27] Katex je staciondrni faze, kterd
zadrzi kation pomoci zdporné nabitych funkcnich skupin na svém povrchu. Anex
je staciondrni faze obsahujici kladné nabité funkéni skupiny, které zadrzuji anion.

[28]
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d) Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC — Hydrophilic-Interaction

Chromatography)

Hydrofilni interakéni chromatografie je alternativni méd HPLC pro separaci
polarnich slouc¢enin. HILIC je variantou NP-HPLC, ale separa¢ni mechanismus
taze jako silikagel nebo silikagel snavdzanymi amino a kyano funkénimi
skupinami, ale mobilni faze je podobna tém, které se vyuzivaji v RP-HPLC.
Pouziva se pro analyzu malych polarnich molekul zahrnujici, nukleosidy,
nukleotidy a oligonukleotidy, aminokyseliny, peptidy a proteiny, sacharidy,
glykosidy, hydrofilni 1é¢iva a alkaloidy. [29]

Molekulova vyludovaci chromatografie (SEC - Size Exclusion
Chromatography)

Principem tohoto chromatografického modu je rozdélovani na zakladé odlisné
molekulové velikosti slouc¢enin. Smés molekul o rozdilné velikosti prochdzi
kolonou naplnénou por6éznimi ¢asticemi. Molekuly o vétsi velikosti, nez maji pory
napln¢, projdou kolonou prvni. Molekuly, které penetruji nebo difunduji do pért
naplné, projdou kolonou pomaleji. [30] Je to referencni technika pro kvalitativni
a kvantitativni hodnoceni proteinti. Charakterizuje proteiny s miniméalnim vlivem
na konformacni strukturu a mistni podminky. [31]

Iontové-parova chromatografie (Ion-pair Chromatography)

Polarni slouceniny, jako jsou napf. oximy s kvarterni amoniovou skupinou
(K869) vykazuji zpravidla nizkou retenci na béznych kolonach s reverzni fazi.
Iontové-parova chromatografie miiZze tento problém vytesit ptidavkem iontoveé-
parového cinidla (protiiontu) do mobilni faze. [32] Principem iontové-paroveé
chromatografie je tvorba neutralnich iontovych asocidtl mezi nabitymi
molekulami analytu a iontové-parovym ¢inidlem, které ma opacny néboj. Jejich
separace pak probiha na klasickych reverznich fazich. Pokud je analyzovana latka
baze, jako protiionty se pouzivaji alkylsulfonové kyseliny (napf.:
pentansulfonovd, hexansulfonové, heptansulfonova a oktansulfonové kyselina).
Je-li analyzovanou latkou kyselina, vyuZzivaji se jako protiionty kvarterni
amonioveé soli (tetrabutylamonium fosfat, cetyltrimethylamonium sulfat). [14]
Separa¢ni princip iontové-parové chromatografie se ukazuje byt docela
komplexni a nemtze byt popsan pouze rozdélovanim neutralniho iontového paru

mezi stacionarni a mobilni fazi. Jednim z navrZzenych mechanismt v iontoveé-
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parové chromatografii je iontové-vyménny model, kde nabité ionty iontové-
parového cinidla jsou adsorbovany na stacionarni fazi a chovaji se jako
iontoménice. lontoveé-parova chromatografie miize byt cenna analyticka technika,
ale prinasi také nové vyzvy. Pridavek iontové-parového Cinidla mize vyzadovat
delsi ekvilibraci kolony nez standardni RP-HPLC, v opacném piipad¢ byly

zaznamenany rozdvojené piky jejich deformace. [33]

1.1.3. Detektory

V HPLC systému je detektor zodpovédny za pievedeni fyzikalniho nebo
chemického znaku analytu do méfitelného signalu odpovidajicimu jeho identité¢ nebo
koncentraci. [34] Detektory sleduji rozdil mezi signdlem ¢isté mobilni faze a mobilni faze
obsahujici analyt. Rozdélujeme je na koncentracni a hmotnostni. Koncentra¢ni detektory
zaznamenavaji rozdil v hmotnostni koncentraci, kdezto hmotnostni reaguji na zménu
hmotnostniho toku slozky. Dale je mizeme rozdélit na destruktivni a nedestruktivni.
V destruktivnim detektoru dochazi k chemické zméné analytu, kdezto v nedestruktivnim

se toto ned¢je. [14]
Typy detektori podle principu:

a) Spektrofotometrické

Patti k nejbéznéji vyuzivanym detektorim, protoze jsou pomérné citlivé, maji
Siroké linearni rozpéti, jsou selektivni a kompatibilni s gradientovou eluci.
Principem je absorpce zafeni analytem v oblasti vinovych délek od 190 do
800 nm. Absorbance se vypocita pomoci Lambert-Beerova zakona, ktery
vyjadiuje vztah mezi tlouStkou absorbujici vrstvy (/), koncentraci absorbujici
sloZky (c) a vlastni velikosti absorpce vyjadienou jako absorbance (4):

A =1lx*ex*c. Veli¢ina ¢ je molarni absorpéni koeficient. Na obrazku €. 2 je
zobrazena prutokova detekéni cela spektroskopického detektoru. Poté co mobilni
faze opusti chromatografickou kolonu, naplni pritokovou celu. Svétlo z UV
(deuteriové) lampy pouzivané pro detekci latek z ultrafialového oblasti nebo
Tungstenovy (halogenové lampy), ktera se pouziva k detekci latek z viditelné
oblasti svétla, prochazi skrz pratokovou celu a jeji obsah. [34]
Spektrofotometrické detektory dale délime na detektory s fixni vlkovou délkou,

detektory s ménitelnou vlnovou délkou, detektory s programovatelnou vinovou
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délkou a detektory s diolovym polem (PDA — photodiode-array, DAD — diode

array detector), které snimaji vinovou délku v celém spektru v realném case. [14]

I
O Feference-side Cutput for data
Wi lamp “ light-receiving section pracessing
{380 to 900 nrn? 70, lamp
" {190 to 380 nrmp

Diffraction
grating

Half mirrar Flaw cell Sample-side

\ — light-receiving section
| :

=

firror
(The light source is selected with the andle of the mirror

Obrazek ¢. 2 Princip fungovani spektrofotometrického detektoru [35]

b) Fluorescenc¢ni

Fluorescencni detektory jsou zalozené na méfeni zareni, které analyt emituje
po absorpci excitaéniho elektromagnetického zateni. Absorpci
elektromagnetického zafeni ptfechazeji molekuly latek ze zadkladniho stavu
do stavu excitovaného. Absorbovanou energii miize molekula vyzafit jako
fluorescenci. Fluorescen¢ni zafeni, které molekula emituje, ma stejnou vinovou
délku jako absorbované zafeni. Vyhodou fluorescen¢niho detektoru je, Ze ma
vyssi citlivost a selektivitu. Nevyhodou je, ze ne vSechny latky vykazuji
pfirozenou fluorescenci a je tedy potieba je pfed samotnym stanovenim
derivatizovat. [36] [37] [38]

Elektrochemické

Tyto detektory se pouZivaji k detekci latek, které jsou schopné elektrochemické
reakce probihajici na fdzovém rozhrani elektroda — roztok (mobilni faze).
Elektrochemické detektory méfi urcitou elektrickou veli¢inu (tou muze byt
elektrodovy potencial, elektricky proud nebo kapacita) vyvolanou prichodem
latky pritokovou celou detektoru. Velikost métené elektrické veliCiny je pfimo

umérna latkovému mnozstvi sledované slozky. [39]
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d) Univerzalni detektory na bazi aerosolu

g)

h)

Detektory schopné detekovat latky bez ohledu na jejich fyzikalné¢ chemické
vlastnosti. Patfi sem ELSD (Evaporative Light Scattering Detector), CAD
(Charged Aerosol Detector) a NQAD (Nano Quantity Analyte Detector). [14]
Refraktometrické

Patii mezi nejstar$i pouzivané detektory. Odezva detektoru je imérna rozdilu
indexu lomu mobilni faze s analytem v mérné cele a indexu lomu ¢isté mobilni
faze v referencni cele detektoru. [14]

Vodivostni

Patii do skupiny univerzalnich detektort. M¢éti elektrickou vodivost smési
mobilni fidze s analytem v pritokové cele mezi dvéma elektrodami, na néz je
vkladano stiidavé napéti. [14]

Hmotnostné spektrofotometricka detekce

Hmotnostni spektrometrie je vykonna detekéni technika pro kvalitativni
a kvantitativni analyzu. Pfi hmotnostni spektrometrii dochéazi k rozliSeni iontl
na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vysledky jsou zobrazeny jako
spektra relativni ¢etnosti detekovanych iontt. [40] Jsou vysoce selektivni, citlivé
a poskytuji spektralni udaje o struktuie latky. Proces identifikace ¢i kvalifikace se
odehrava ve trech krocich: 1. ionizace vzorku, 2. rozdéleni ionti podle poméru
m/z a jejich urychleni v analyzatoru a 3. detekce v detektoru. [14]
Chemiluminiscen¢ni detekce

Chemiluminiscen¢ni metody jsou zalozené na méteni elektromagnetického zatreni
emitovaného exotermni chemickou reakci, coz je obvykle oxidace.
Chemiluminiscencni detekce ma nékolik vyhod jako je vysoka senzitivita,

kompaktni a jednoduché instrumentace a Siroky dynamicky rozsah. [41]
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1.1.4. Zakladni chromatografické charakteristiky
a) Reten¢ni ¢as — tg:

Doba, kterd uplyne od nastiiku smési vzorku po maximum elu¢ni kiivky (vrchol
piku na chromatogramu). Pfi spektrofotometrické detekci se jedna o hlavni kvalitativni

charakteristiku pro dany analyt. [42]
b) Plocha pod krivkou

Plocha pod ktivkou (pikem) je zakladni veli¢inou pro kvantitativni vyhodnoceni.

[42]
¢) Pocet teoretickych pater — V:

Charakterizuje ucinnost chromatografické kolony, tzn. dosazeni co nejlepsi
separace latek v nejkratsim mozném &ase. Je to bezrozmérma veli¢ina. Cim vét$i pocet
teoretickych pater kolona ma4, tim je ucinné¢jsi. Tato veliina z&visi na délce kolony,
retennim case, rychlosti pritoku mobilni faze, velikosti ¢astic naplné chromatografické

kolony, teploté a viskozité mobilni faze. Pro vypocet poctu teoretickych pater se pouziva

tato rovnice: N = 16 (tWR)Z = 5,545 (t—R)z,

Wso%
tp — retencni Cas
W —§itka piku pii zdkladné
Wsov, — Sitka piku v poloving jeho vysky. [14] [42] [43]
d) Faktor symetrie — Ag:
Faktor symetrie (As) popisuje tvar piku a tim charakterizuje kvalitu

Wo,05

chromatografické separace. Vypocita se podle vzorce: Ag = a

wo,05 — Sifka piku v jedné dvacetin€ jeho vySky
d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku

Je-1i hodnota Ag rovna jedné, tak je pik symetricky. Pokud je hodnota symetrie
piku vétsi nez jedna, pik chvostuje, a naopak pokud je mensi neZ jedna, tak je pik c¢elné

asymetricky, n€kdy se pouziva termin fronting. [42] [44]
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e) RozliSeni — Rg:

Rozliseni je veli¢ina popisujici schopnost kolony separovat jednotlivé analyty. Je
vyjadfeno jako pomér vzdalenosti mezi dvéma vrcholy pikii a hodnoty Sitky piku

na zakladni linii. [45] RozliSeni mezi piky dvou latek mizeme vypocitat podle vzorce:

R = 1,18(tr2—tRr1)
S Whi+Wpy

tr1, try — retencni Casy
Wy, Wy, — sitka pikli v poloviéni vysce [42]

Pokud je Rs stejné nebo vétsi nez 1,5, tak jsou latky kompletné separovany az
na zékladni linii, ale pokud je Rs niz§i nez 1,5, pak se latky ptekryvaji, coz velmi

komplikuje jak jejich identifikaci, tak zejména kvantifikaci. [45]
1.1.5. Zakladni metody kvantitativni analyzy

a) Metoda normalizace

Metoda normalizace je S$iroce vyuzivana k urceni relativniho mnozstvi malych
necistot nebo degradacnich produkti ve farmacii. Vyhodnocuje plochu kazdého piku
chromatogramu jako procento z plochy vSech pikli dohromady. Na obrdzku ¢. 3 miiZzeme
vidét piiklad takového vypoctu. Vyhodou této metody je, Ze vypocet nezavisi
na hmotnosti vzorku, objemu roztoku vzorku ani objemu nastfiku, takze eliminuje chyby
pii pfipravé vzorku. DalSimi vyhodami jsou jednoduchost pro rutinni pouZzivani a ze

nevyzaduje kalibra¢ni krok (Dousa, 2015). [46]
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Responsa
(5]

Peak Area Area’h

1 2245 7.5

3 B4BE 218

_ 3 5144 17.3

4 2767 93

5 12147 407

1] 1023 3.4
" 5144

Area (Peak 3) = oo~ 6488 + 5144 + 2767 + 12147 + 1023 * 100

=17.3%

Obrazek ¢. 3 Priklad vypoctu pomoci metody normalizace [47]
b) Kalibraéni kiivka

Kalibra¢ni kiivka je grafické znazornéni zavislosti odezvy detektoru (plocha piku)
na koncentraci analytu v kalibranim vzorku. Kalibra¢ni kiivka se sestroji zméfenim
daného poctu standardii o riznych koncentracich, které tvofi linearni kiivku. Tyto vzorky
zahrnuji jak nizsi, tak vyssi koncentraci nez neznamy vzorek. Pomoci rovnice kalibra¢ni
kfivky se vypocitd mnozstvi analytu v neznamém vzorku. [48] Casto byva kombinovana

s dal$imi kvantifikacnimi pfistupy, zejména s metodou vnitiniho standardu.
¢) Metoda vnéjSiho standardu

Metoda vnéjsiho standardu je nejjednodussi metoda kvantifikace. Jeji pfesnost je
zavisla na reprodukovatelnosti injektovaného objemu. Pro provedeni této metody jsou
pfipraveny kalibra¢ni standardy o znamé koncentraci stanovované latky nebo jeden
roztok standardu o podobné koncentraci jakou ma mit stanovovana latka. Injektovano je
pokazdé stejné mnozstvi vzorku. Koncentrace stanovované latky je pak vypoctena podle

této rovnice [45]:




Cyz — koncentrace vzorku
Cst — koncentrace standardu
Ay — plocha piku vzorku
Ast — plocha piku standardu

Z vysky nebo plochy pikli a z koncentraci kalibra¢nich standardi lze pak sestrojit

kalibracni kiivku. Kalibra¢ni kiivka by meéla byt linedrni a méla by prochazet pocatkem.
d) Metoda vnitiniho standardu

Ptestoze je kazda kvantifika¢ni metoda u¢innd, metoda vnitiniho standardu vede
k nejvice pfesnym a preciznim vysledkim. Vnitini standard (IS) je chemicka latka
podobné struktury jako analyt, se shodnymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi a ptiblizné
stejnym reten¢nim ¢asem. Také by se mél v ptipadé potieby derivatizovat podobné jako
analyt. V této metod¢ je stejné mnozstvi IS, sloZky, kterd neni pfitomna ve vzorku,
pfidano ke vzorku stanovované latky nebo k roztoku standardu o znamé koncentraci.
Dodate¢né je dulezité zajistit, aby byl IS stabilni a aby neinterferoval s zadnou slozkou
vzorku. IS by mél byt pfidan v rané fazi Gpravy vzorku, aby mohl kompenzovat ztraty
béhem ptipravy nebo variabilitu béhem analytického stanoveni. Kvantifikace je dosazena

pouzitim poméru vysek nebo ploch piki analytu k IS podle nésledujici rovnice [45]:

C,p = (AISSL'> . (AVZ> ¥ (Cep)

AISVZ

Cvz — koncentrace vzorku

Cst — koncentrace standardu

Av; — plocha piku vzorku

Ast — plocha piku standardu

Aisvz — plocha piku vnitiniho standardu vzorku
Aisst — plocha piku vnitiniho standardu standardu

Stejné jako v pripadé metody vnéjSiho standardu lze i v tomto piipadé pomoci fady

roztokli standardli o zname koncentraci s pfidanym IS sestrojit kalibracni kiivku.
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1.2.Metody upravy vzorku pied analyzou

Zakladni koncept upravy vzorku je pfemeénit readlnou matrici na vzorek ve forme, ktera

je kompatibilni s chromatografickou analyzou. M4 dohromady tyto cile:

e (Qdstranéni potencialnich interferujicich latek (napft.: proteinti, iontll) ze vzorku
kvali separatnimu i detekénimu stadiu, ¢imz dojde ke zvySeni selektivity
a citlivosti metody.

e ZvySeni koncentrace analytu, tim i senzitivity stanoveni.

e Pokud je to potieba, tak ptevedeni analytu na vhodnéjsi formu pro separaci
a detekci, naptiklad derivatizaci.

e Poskytnuti robustni a reprodukovatelné metody, kterd je nezavisla na zménach

ve vzorkové matrici.

Toho miizeme dosdhnout riznymi metodami. Mezi zdkladni metody Upravy vzorku
patii extrakce mezi dvé nemisitelné kapaliny (LLE — Liquid Liquid Extraction),

precipitace a extrakce na pevnou fazi (SPE — solid phase extraction). [49]

1.2.1. Extrakce mezi dv€ nemisitelné kapaliny (LLE - liquid liquid

extraction)

Principem této metody je pfevedeni analytu z jednoho rozpoustédla do druhého
rozpoustédla, pficemz tato dvé rozpoustédla jsou navzajem nemisitelnd nebo jenom
asteéné misitelnd. Casto byva jednim rozpoustédlem voda nebo polarni kapalina
(biologicky material) a druhd je nepolarni organické rozpoustédlo. Jako kazdy extrakcni
proces 1 LLE se sestava ze dvou krok, a to z kroku miseni, kde dochazi ke kontaktu obou
fazi, a rozdélovani. [50] Jako nepolarni rozpousStédlo se pouziva dichlormethan,

chloroform, 1-chlorbutan, hexan nebo diethylether. [51]

1.2.2. Precipitace

Proteinovd precipitace s misitelnymi organickymi rozpoustédly (obvykle
s acetonitrilem nebo methanolem) nebo s kyselinami (trifluoroctovou, trichloroctovou
a chloristou [52]) je nejvice vyuZivanid metoda pro piipravu vzorkl z plazmy, pro jeji
instrumentalni nendro¢nost a ekonomicnost. Tato metoda vyzaduje ptidani precipitacniho
¢inidla a centrifugaci, aby doslo k oddé€leni precipitatu od analytu. Precipitace poskytuje
dostatecné ptecisténi matrice 1 pro vétSinu analyz pomoci kapalinové chromatografie

spojené s hmotnostni detekei (LC-MS). [53]
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1.2.3. Extrakce na pevnou fazi (SPE — Solid Phase Extraction)
a) Princip

Extrakce na pevnou fazi patfi v souCasnosti mezi nejpouzivanéjsi techniky
pro ptipravu vzorku. Vyhodou SPE je vysoka selektivita, snizena spotfeba organickych
rozpoustédel [54], moznost automatizace a zakoncentrovani analytu. [55] Principem této
metody je retence molekul analytu na pevném sorbentu zakotveném v extrak¢ni kolonce,

na ktery je nandsen vzorek, a jeho nésledna eluce. [54]

b) Instrumentace
Kolonky pro SPE byvaji zpravidla jednorazové. Sorbent volime vzdy v zavislosti
na povaze extrahované latky a objem kolonky a mnozstvi sorbentu na druhu a mnozstvi
vzorku. Sorbenty jsou tvofeny ¢asticemi o prumérné velikosti 50 um, které kladou odpor
protékajici  kapaling€. Jsou uzavieny fritami z polyethylenu, oceli nebo
polytetrafluorethylenu. Pritok kapaliny ptfes kolonku lze urychlit tfemi metodami:

vakuem na vystupu kolonky, tlakem na vstupu kolonky a centrifugaci. [54]
¢) Sorbenty

Sorbenty SPE kolonek se svym charakterem velmi podobaji sorbentim
pouzivanym u HPLC kolon, rovn&z jsou nejCastéji zaloZzené na bazi chemicky
modifikovanych molekul silikagelu (nepolarni a polarni vdzané faze, iontoménice,

pryskyfice atd.). Pfi separaci se uplatiiuji rizné molekularni interakce:

e Van der Waalsovy sily (,,nepolarni* interakce)
e Vodikové vazby a dipdl-dipdlove interakce (,,polarni interakce)
e Kation-aniontové interakce (iontové interakce typu elektrostatickych ptitazlivych

sil mezi opacné€ nabitymi ionty) [54]

Pro latky iontové povahy je vhodné pouzit SPE kolonku s iontoméni¢em. Jako
iontové-vyménny sorbent miZeme pouzit aminopropylovou vézanou fazi,
trimethylamoniumpropyl-chloridovou fazi (vymeéna aniontii — anexy), benzensulfonovou
1 propansulfonovou (vyména kationtli — katexy). Karboxypropylova skupina je slabym
iontoménicem typu katex pro extrakci bazickych sloucenin z roztokti o pH=6,8 a vy$sim.

[54]
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Aby dochazelo k elektrostatické retenci, musi byt analyt i funkéni skupiny
sorbentu v ionizované formé. Toho je docileno kontrolou pH vzorku. Pro bazické analyty
by mélo byt pH upraveno alespon o dvé jednotky pH pod pKa molekuly. Pro kyselé
analyty by mélo byt pH upraveno alespoii o dvé jednotky pH nad pKa molekuly. Pro eluci
by mélo byt pH nastaveno opacné o dvé jednotky pH, aby doslo efektivné k neutralizaci
jedné nebo obou funkénich skupin a rozruSeni elektrostatickych interakci mezi analytem

a sorbentem. [56] [57]

Typicky postup pii SPE je znazornén na obrazku ¢. 4.

1. conditioning 2. loading 3. washing 4, elution
—conditioning — sample — washing —eluent
solvent solution solvent

N

J__>L_> 1L

=i 8 < LD
Po:’ymer h :' b i{ . | J
1 h 1 1 1
by
< final analyte
¢ interfering components solution

L ]
» : ¥ analyte molecules

Obrazek ¢. 4: Zakladni postup pri extrakci na pevnou fazi [58]
d) Podrobny postup SPE

Ptiprava vzorku pted extrakci — Tento krok usnadni zadrZeni analytli v extrakéni
kolonce. V ptipad¢ separace na iontovyménnych fazich jde o tpravu pH, aby byl analyt

1 funkéni skupiny sorbentu ionizované.

Solvatace kolonky 1a (Conditioning) — Aby spolu funkéni skupiny sorbentu a analyt
spravng interagovaly, musi byt sorbent roztokem vzorku smacen. Toho docilime solvataci

za pouziti vhodného zpravidla organického rozpoustédla.
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Piedrovnovazna tprava kolonky 1b (Conditioning)— Kolonku promyjeme stejnym
rozpoustédlem, ve kterém je rozpustén vzorek. Tim vytvofime podminky podporujici

retenci analytu.

Aplikace vzorku 2 (Aplication) — Pfi nanaSeni vzorku na SPE kolonku je dilezité
sledovat zejména rychlost pritoku, ktera ovliviiuje G¢innost interakce mezi analytem

a sorbentem.

Promyvani kolonky 3 (Washing) — Ucelem promyvaciho kroku je odstranéni
nezadoucich piimési z roztoku vzorku. Pouzivame-li iontové vyménné faze, je dilezité

spravné nastaveni pH promyvaci kapaliny.

Eluce analytu z kolony 4 (Elution) — Poslednim krokem je vymyti analytu, ktery je
zadrzen v sorbentu elu¢nim cinidlem. Pokud by byla rychlost pritoku ¢inidla pftilis
vysokd, nemusel by byt analyt ziskdn kompletn€. [54] Vhodna je rychlost 1-2 kapky
za sekundu. [56]

1.3.Validace

Validace je proces, kterym se potvrzuje, zZe analytické vybaveni, metoda nebo systém
pro konkrétni méfeni jsou vhodné pro zamyslené pouziti. Uspé$na chromatograficka
analyza zavisi na presném vykonu HPLC vybaveni. [59] [60] Dale jsou uvedeny zakladni

valida¢ni parametry.
a) Presnost (Accuracy)

Ptesnost vyjadiuje shodu mezi naméfenym vysledkem a presnou hodnotou. Piesnou
hodnotu miiZeme zjistit nezavislou metodou s ovéfenou presnosti nebo piipravou
modelového vzorku se stejnym mnoZstvim analytu a piesné pfidanym mnoZstvim
standardu. Pfesnost se stanovi analyzou né€kolika paralelnich vzorkl a vyjadii se jako

rozdil mezi pfesnou (referen¢ni) a ziskanou hodnotou. [61]
b) Preciznost (Precision)

Preciznost vyjadfuje miru shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkouSek
za ptfedem specifikovanych podminek. Preciznost zavisi pouze na rozdéleni ndhodnych
chyb a nema vztah k presné hodnoté. Mira preciznosti se vyjadiuje jako smérodatna

odchylka vysledki zkousek. [62]
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¢) Linearita (Linearity)

Linearita analytického postupu je schopnost ziskat vysledky méteni, které jsou piimo
umérné koncentraci nebo mnozstvi analytu ve vzorku. Tato pfima umérnost plati pouze
pro ovéteny rozsah. [63] Je stanovena zméfenim fady standardii zfedénych pomoci
rozpoustédla minimaln€ na pét koncentracnich hladin v rozmezi 50-150 % ocekévaného

pracovniho rozsahu. [64] Jinymi slovy je stanovena pifi zméieni kalibracni kiivky.

d) VytéZnost (Recovery)

Veli¢ina, kterd popisuje pomér mnozstvi analytu pifitomného nebo piidané¢ho
k analytickému dilu zkouSeného materidlu, ktery je extrahovén a piedloZzen k méteni.
Dale ji mtizeme popsat jako podil koncentrace analytu zjisténé ke koncentraci, kterd je
uvedend jako pfitomnda. [65] Nejcastéji byva stanovena metodou postextrakéniho
ptidavku, kdy je nejprve k biologické matrici pfidan analyt o zndme koncentraci,
extrahovan danou metodou a naméfend koncentrace je pak porovndna s koncentraci
analytu ve vzorku, kam byl analyt pfidan az po extrakci prazdné (blank) matrice.

Procentni vytéznost ptidaného standardu se da vypocitat podle nasledujici rovnice: [66]

extrahovany vzorek s analytem
Recovery = 100 X ( 7 - oy - ) [%]
extrahovana matrice s pridanym analytem po extrakci

[67]

e) Limit detekce (Limit of Detection)

cvwvr

vyznamnosti pomoci daného analytického postupu. [68]
f) Limit kvantifikace (Limit of Quantification)

Limit kvantifikace (LOQ) je nejniz§i koncentrace analytu, kterd mulzZe byt

kvantitativné detekovana s uvedenou piesnosti a preciznosti. [69]
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1.4.Preklinické hodnoceni 1éCiv a farmakokinetika

Preklinické hodnoceni predchazi testovani 1é¢iva na lidech (klinickou studii)
a zacind s vybérem perspektivni molekuly. Preklinické hodnoceni zahrnuje zhodnoceni
designu léciva, ktery je navrzen pomoci pocitace (in silico), chemickych vlastnosti,
genotoxicity a obecné toxicity, které probihaji pomoci laboratornich pokust (in vitro),
a toxikokinetickou a farmakokinetickou studii na modelovych organismech jako jsou

potkani (in vivo). [70]

Farmakokinetika muze byt definovana jako studium dynamickych pohybt
cizich chemikalii (xenobiotik) b&hem jejich pruchodu télem. Zahrnuje absorpci,
distribuci, biotransformaci/metabolismus a vylucovani (ADME — Absorbtion,
Distribution, Metabolism and Excretion). Pouziva matematické rovnice (modely)
k popisu €asového pruibéhu ADME xenobiotik v téle. To umoziuje 1épe porozumét,
interpretovat, a dokonce ptedpovidat povahu a rozsah biologickych (terapeutickych nebo

toxickych) ucinkl xenobiotik. [71]
Mezi zékladni farmakokinetické parametry patfi:

a) Plocha pod kiivkou (AUC — Area under Curve)

Plocha pod kiivkou zévislosti plazmatické koncentrace 1éCiva v ase (AUC)
odrazi skute¢nou expozici 1é¢ivu po podani davky léciva a je vyjadiena v mg*h/l. Graf

AUC mizeme vidét na obrazku €. 5. [72]
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29



b) Maximalni koncentrace (Cmax — Maximal Concentratration)

Cmax je pozorovana maximalni koncentrace 1éCivé latky v jakékoli biologické

matrici, ktera je hodnocena. [74]
¢) Cas do maximalni koncentrace (Tmax — Time to the Maximal Concentration)

Tmax je ¢as do dosazeni maximalni koncentrace 1éCivé latky v jakékoli matrici,

ktera je hodnocena. [75]

1.5.Antidota otrav organofosfaty

1.5.1. Otrava organofosfaty

Organofosfaty jsou pouzivany jako herbicidy, pesticidy, insekticidy a také jsou
zneuzivany jako bojové chemické latky ze skupiny NPL. [1] Nervové paralytické latky
se déli na dvé velké skupiny, které jsou oznaovany jako G latky a V latky. Mezi G latky
patfi sarin, soman, tabun a cyklosin. Mezi V latky fadime latku VX. [76]

Primérni mechanismus toxicity OP je inhibice AChE. [2] Tento enzym je
klasifikovany jako B-esteraza, jejiz hlavni role je hydrolyza ACh, jednoho z hlavnich
neurotransmiterit v perifernim a centralnim nervovém systému. [3] Organofosfaty
interferuji s katalytickym mistem AChE fosforylaci serinového zbytku za vzniku
fosfinylového aduktu. [2] Tato inhibice naruSuje schopnost enzymu navazat svij
normdlni substrat ACh, coZz zpusobuje jeho akumulaci v nervovych zakoncenich.
Nasledkem toho se objevuje nadmérna stimulace centralnich i perifernich muskarinovych
a nikotinovych receptorti manifestujici se zdvaznymi klinickymi pfiznaky viz tabulka

&.2.[3]
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Tabulka ¢. 2 Klinické priznaky otravy organofosfaty [77]

Bronchospazmus

Bronchorrhoea

Midza

Lakrimace

Prijem

Hypotenze
Bradykardie

Zvraceni

Salivace
Ptiznaky kviili nadmérné stimulaci

nikotinovych acetylcholinovych Mydriaza

receptorll v sympatickém nervovém

systému Poceni

Zmatenost

Agitace

Koma

Respirac¢ni selhani

Ptiznaky kviili nadmérné stimulaci

nikotinovych acetylcholinovych Paralyza

receptort v nervosvalové ploténce

1.5.2. Antidotni terapie otrav organofosfaty

Okamzitd 1ékaiska intervence pii akutni otravé organofosfaty zahrnuje zivot
zachranujici podani atropinu spolu s oximovym reaktivatorem AChE a diazepamem. [8]
a tekutin. Pacienti musi byt peclivé sledovani po stabilizaci kviili zhorSovani dychacich
funkei a kviili rekurentnim cholinergnim piiznakiim, které¢ se objevuji u organofosfatli

rozpustnych v tucich. [77]
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Pti antidotni terapii otrav organofosfaty se uplatiiuji tato 1é¢iva:

a) Antagonisté muskarinovych receptori

Atropin je zékladem antidotni 1é€by od padesatych let. Je to kompetitivni
nespecificky antagonista muskarinovych receptori s dobrou penetraci do centralniho
nervového systému. Atropin je podavan intravendzné, aby byly rychle obnoveny
kardiorespiracni funkce. Pouziva se ke zvraceni bradykardie, zlepSeni systolického tlaku,

snizeni bronchorrhey, reverzniho bronchospazmu a zlepSeni oxygenace. [8]

Atropin, 1éCivo prvni volby pfi akutni OP otravé, je potfeba podat hned, jak je
diagnostikovana cholinergni krize, aby bylo zabranéno nadmérné stimulaci centralnich a

perifernich muskarinovych receptori a nasledné, aby byly obnoveny vitalni funkce. [78]

b) Oximové reaktivatory acetylcholinesterazy

Oximové reaktivatory odstranuji zbytek organofosfatu zinhibované AChE.
Schopnost oximu zvratit inhibici ACh je mimo jiné zavisla na pouzitém OP, jelikoZ jejich
reaktivacni Gi€innost se napfic spektrem OP znacné lisi. V soucasné dobé neni k dispozici
zadny Sirokospektry reaktivator. Absence Sirokospektré aktivity neni jedina limitace
klinicky pouzivanych reaktivatorti. Vzhledem k jejich struktufe jen velmi malo piestupuji
HEB a jsou tak méné pfistupné pro reaktivaci centralni AChE. Terapie oximy tak miiZe
selhat kvlli otravé vysokymi davkami OP, neadekvatnimu davkovani oximy,
nedostate¢né délce podavani oximul a procesu ozna¢ovanému jako ,starnuti enzymu®,
ktery vede k permanentni inaktivité AChE a rezistenci vici reaktivatorim. [78] Svétova
zdravotnickd organizace doporucuje, aby byly oximy podany vSem symptomatickym

pacientiim, kterym je podavan atropin. [77]

¢) Benzodiazepiny

Diazepam je také jeden z prvni linie 1é¢iv doporucenych pii otravé OP. Diazepam
je podavan jako prevence proti kieCemi-indukovanému poskozeni mozku specidlné
u pacientl intoxikovanych nervové paralytickymi latkami, kde se kiece objevuji mnohem
Castéji neZ u pacientd otrdvenych insekticidy. Dodatecné je podani diazepamu

doporuceno jako uleva od Gzkosti, agitace a ke zmirnéni svalovych zaSkubi. [78]
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1.5.3. Oximy

a) Mechanismus u¢inku oximu

Reaktivatory AChE plisobi tak, Ze prerusuji vazbu mezi ACh a organofosfatem
a tim uvoliuji ACh. Jejich ucinek se projevuje nejvice na nikotinovych receptorech
(v neuromuskularnich spojenich). [79] K pferuseni vazby dochdzi diky nukleofilni
substituci, ktera probiha mezi komplexem OP-AChE a oximem. Nukleofilni vlastnosti

oximil vysvétluje ionizovany stav, ktery je typicky pro kvarterni amoniovou skupinu. [7]
b) Struktura oximu

Reaktivatory AChE jsou pomérné rozmanitd skupina latek, kterou Ize ale popsat
spole¢nymi strukturnimi charakteristikami, které¢ zasadné ovliviiuji afinitu reaktivatoru

k inhibované AChE a tim vlastni reaktiva¢ni G¢innost oximu. Jedna se o:

e Nabity nebo nenabity systém s jednim nebo dvéma zpravidla aromatickymi kruhy
(pyridin, imidazol)

e Slouceniny s kvarternim dusikem, ktery je soucésti aromatického kruhu a ma
zasadni vliv na afinitu vi¢i AChE; podle poc¢tu nabitych dusiki v molekule
reaktivatoru rozliSuje monokvarterni a biskvarterni struktury, které mizeme vidét
na obrdzcich ¢. 6 a7

e Struktury s jednou nebo vice funkénimi aldoximovymi skupinami
na pyridiniovém jadfe v pozici 2, 3 nebo 4, které jsou zodpoveédné za vlastni
reaktivacni ucinek slouceniny; pfitomnost, pozice a pocet oximovych skupin
ovliviiuji afinitu k inhibované AChE

e Slouceniny, kter¢é mohou mit navazané alifatick¢é nebo aromatické postranni
ligandy (napft.: karbamoyl, methyl, fenyl, amid nebo chlor [80] [81]) pfipojené
ke kruhu/ kruhtim

e 'V pfipadé biskvarternich sloucenin jsou pyridiniova jadra propojena rliznymi
spojovaci mustky (etherovy, alkylenovy, xylenovy miistek); délka a rigidita

spojovaciho mistku mezi kruhy ovlivituje afinitu k inhibované AChE. [82] [83]
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Obrazek ¢. 6 Obecny vzorec monokvarterniho oximu
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Obrazek ¢. 7 Obecny vzorec biskvarterniho oximu

Piesto, ze bylo v minulosti pfipraveno velké mnozstvi strukturné odlisnych
molekul oximd, bispyridiniové oximy stale zlstavaji zdkladnimi strukturami, které
vykazuji nejvyssi reaktivacni u¢innost. Obecné Spatnd prostupnost oximt HEB vede ke
snaze pfipravit takové oximy, které by diky své zvySené lipofilité¢ lépe pronikaly

do mozku. Toho I1ze dosdhnout naptiklad strukturnimi obménami v molekulach oximu.

Jedna z mozZnych cest, jak pozitivné€ ovlivnit lipofilni vlastnosti t€chto sloucenin
je substituce pyridinového kruhu nesouciho oximovou skupinu s elektronodtahujici
skupinou, naptiklad atomem chloru, ktery snizi hodnotu pKa oximové skupiny. Tento
pfistup zvySuje Sanci na vznik oximatu, funk¢niho nukleofilu, ktery je nezbytny

pro reaktivaci inhibované AChE. [9]
¢) K869

Oxim K869, jehoz farmakokinetika je pfedmétem této diplomové prace,
vykazoval oxim K048 nadéjnou reaktivacni G¢innost a relativné nizky vyskyt toxickych
nezadoucich ucinki, ale jeho koncentrace v CNS vyznamné neptevysila hladiny klinicky

pouzivanych bispyridiniovych oximu (pralidoxim, azoxim, obidoxim).

Strukturné je oxim K869, stejné¢ jako oxim K048, biskvarterni asymetricky
aldoxim se dv€éma pyridinovymi kruhy spojenymi tetramethylenovym mistkem.

Pyridiniovy kruh nesouci oximovou skupinu je vSak substituovan dvéma atomy chloru
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v pozicich 3 a 5. Druhy kruh nese karbamoylovy zbytek v pozici 4. Oximy K869 a K048

muzeme vidét na obrazku ¢. 8.

o
Z NH, 7 NH,
N | cl NG |
Hon, A 9 og hone ML & L8P
K048 K869

Obrazek ¢. 8 Oxim K048 a K869 [9]

Na zéklad¢ in vitro testovani vykdzal oxim K869 v porovnani s oximem K048
za fyziologického pH vyssi schopnost vytvaret oximat. Zarovei byla také testovana jeho
schopnost prochazet pifes biologickou membranu in vitro pomoci syst¢tmu PAMPA
(Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Systém PAMPA je pouzivany jako
in vitro model pasivni difuze. [84] I v tomto ptipadé byla oproti oximu K048 zjiSténa
vyS$Si prostupnost ptes biomembranu. Na zaklad¢ in vitro dat byl tedy oxim K869 dale
postoupen k dalSimu testovani in vivo za ucelem studia jeho farmakokinetickych

vlastnosti. [9]
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2. Cil prace

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu
vysokoucinné kapalinové chromatografie spojené se spektrofotometrickou detekci
(HPLC-UV/VIS) pro stanoveni nového oximového reaktivatoru AChE K869, aplikovat
tuto metodu na realné biologické vzorky pochazejici z in vivo experimentu, kdy byl oxim
intramuskularné aplikovan potkanim a ze ziskanych dat stanovit zakladni

farmakokineticky profil latky K869 v plazmé¢ a distribuci do ledvinové tkané.
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3. Material a metodika

3.1.Chemikalie a spotiebni material

Oxim K869 (1-(4-(4-carbamoylpyridin-1-ium-1-yl)butyl)-3,5-dichloro-4-
((hydroxyamino)methyl)pyridine-1-ium dibromid) a azoxim (HI-6; 1-(((4-
carbamoylpyridin-1-ium-1-yl)methoxy)methyl)-2-
((hydroxyimino)methyl)pyridin-1-ium dimethylsulfondt) byly syntetizovany
na Katedfe chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové. Cistota
oximu K869 (98 %) a azoximu (97 %) byla potvrzena pomoci HPLC-UV (Zorbaz
etal., 2018). [81]

Kyselina citronova, hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (NaHPO4 - 12
H>0), edetan disodny (EDTA), sodna sl kyseliny oktan-1-sulfonové, kyselina
trihydrogenfosforecnd (H3POs), kyselina trichloroctova (TCA), hovézi sérovy
albumin (BSA) a acetonitril (ACN) pro HPLC (gradient grade, > 99,9 %) byly
zakoupeny u Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Ultracista voda (dale jen voda) byla ziskand pomoci Millipore purification system
od Merck — Millipore (Darmstadt, Némecko).

Centrifugacni mikrozkumavky a jednorazové pipetovaci Spicky byly zakoupeny
u Eppendorf (Hamburk, Némecko).

SPE kolony Supelclean™ LC-WCX SPE Tubes (1ml 100ng/1ml) byly zakoupeny
u SUPELCO (Bellefonte, PA, USA).

3.2.Pristrojové vybaveni a chromatografické prisluSenstvi

Manifold pro SPE extrakci Visiprep 24DL od SUPELCO (Bellefonte, PA, USA)
Centrifuga CL31R Multispeed centrifuge od Thermo-Fisher Scientific (San Jose,
CA, USA)

Termostatované zafizeni pro odpafovani vzorklli proudem inertniho plynu
TERMOVAP TV 10 Sample concentrator (Termovap) od Ecom (Praha, CR)
Ultrazvukova lazen U-3 STH od ECOSON (Nové Mesto nad Vahom, SR)
Ttepacka Wizard Advanced IR Vortex mixer od VELP Scientifica (Usmate,
Italie)

Automatické pipety od Eppendorf (Hamburk, Némecko)

pH metr pH 8+ DHS Stirrer od XS Instruments (Carpi, Italie)
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analytické vahy ABT 220-4M od KERN (Balingen, Némecko)

homogenizator TURAX T25 od IKA Labirtechnik (Staufen, Némecko)
sonikator UPSOH Compact Lab Homogenizer od (Hielscher Ultrasonic, Teltow,
Némecko)

HPLC sestava Shimadzu Prominence HPLC modular system tvofena odplynovaci
jednotkou DGU-20A Prominence Degasser, binarnim vysokotlakym ¢erpadlem
LC-20AT Liquid Chromatography Pump, automatickym davkovaem vzorku
SIL-20A Prominence Autosampler, termostatovanym kolonovym prostorem
CTO-20A Column Oven, UV-VIS detektorem SPD-20A UV/VIS Detector
a fidici jednotkou CBM od Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Chromatografickd kolona Phenomenex KINETEX C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm,
100 A) vybavena ptedkolonou Phenomenex SecurityGuard C18 (4 x 3 mm)
od Phenomenex (Torrance, CA, USA)

3.3.Priprava vzorkii a plan projektu

Samci potkana kmene Wistar stafi 12 aZ 16 tydnl o vaze 220 + 20 g (Velaz s.r.o.,

Prague, Czech Republic) byli chovéni ve standardnich podminkach (teplota 21 = 1 °C,

12/12 h cyklus svétlo/tma; vivarium Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity

Obrany) s volnym pfistupem ke standardnimu krmivu (Cerea corp., Pardubice, Czech

Republic) a k pitné vodé. Minimalni aklimatizacni doba byla 10 dni pfed experimenty.

Potkaniim byl podan oxim K869 v davce 45 mg/kg (ve fyziologickém roztoku) i.m., ktera

byla odvozena od diive stanovené MTD (maximalni tolerovana davka) a odpovida 50 %

MTD. [9] Byla sledovana absorpce z mista podani (n=6 pro kazdou skupinu).

1.

e A o

Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 5 minut
Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 10 minut
Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 15 minut
Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 20 minut
Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 30 minut
Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 60 minut
Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 120 minut

Skupina — aplikace oximu K869 i.m. a usmrceni za 240 minut

Usmrceni probéhlo v hluboké narkoze, zplisobené vysokou koncentraci COa»,

odbérem krve z dolni duté zily (vena cava inferior). Nasledn¢ byla injekéni sttikackou
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odebrana mo¢ z mocfového méchyife a zlu¢ ze zlu¢niku. Poté byla provedena
thorakotomie. Do levé komory srdecni byla zavedena i.v. kanyla, kterou bylo celé télo
perfundovano fyziologickym roztokem. Pro odtok prebytku fyziologického roztoku bylo
usttizeno pravé srdecni ousko. Po osmi minutach perfuze byly vyjmuty mozek a periferni
organy zvitete (jatra a ledviny). Odebrané vzorky byly uchovavany pfi teploté -80 °C az

do doby HPLC analyzy.

Vsechny experimentalni procedury a protokoly byly zkontrolovany a schvaleny
Etickou komisi Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové Univerzity Obrany

v Brné (protokol X/19).
3.4.Priprava mobilni faze a standardnich roztoku pro analyzu

3.4.1. Mobilni faze

Vodna slozka (A) mobilni faze se skladala z:

e 1mM kyseliny oktan-1-sulfonové
e (0,06M Na,HPO4 * 12 H,O
e 0,03mM EDTA

e 0,05mM kyselina citronova
pH mobilni faze na hodnotu 3,5 bylo upraveno pomoci H3POs.
Organicka slozka (B) byla tvofena acetonitrilem.

3.4.2. Zasobni roztoky

5 ml zasobniho roztoku oximu K869 (Mw= 369,25 g/mol) nebo azoximu (IS;
M= 287,21 g/mol) o koncentraci 1 mg/ml (vztazeno na hmotnost kationtu) bylo
pfipraveno rozpusténim pfislusné soli v daném rozpoustédle. Zasobni roztok K869 byl
pfipraven rozpusténim 7,1638 mg dibromidu (Mw= 529,05 g/mol) ve vodé€. Zasobni
roztok azoximu byl pfipraven rozpusSténim 8,3125 mg dimethylsulonatu
(Mw= 477,49 g/mol) v citrat-fosfore¢cnanovém pufru. Takto pfipravené zasobni roztoky

byly rozpipetovany po 1 ml a uchovavany pii -20 °C.
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Citrat-fosfore¢nanovy pufr:

Tento pufr se sklada ze smési 27,8 ml 0,1M kyseliny citronové a 22,2 ml 0,2M
NaxHPOs4 - 12 H>0, zfedéné na 100 ml vodou. pH pufru bylo upraveno na hodnotu 4,4
pomoci H3POs.

3.4.3. Pracovni roztoky

Pracovni roztoky oximu K869 nebo IS o koncentraci 200 pg/ml byly ptipraveny
ziedénim pfislusného zdsobniho roztoku vodou. Pracovni roztoky byly pfipravovany

tydné a uchovavany v lednici pii 4°C.

Smésny pracovni roztok K869 a IS o koncentraci 250 a 100 pg/ml byl pfipraven
ziedénim pfiislusnych zasobnich roztokli vodou za ucelem vyvoje a optimalizace HPLC

metody.
3.5.0ptimalizace extrakce oximu K869 pomoci SPE z plazmy

e Pro optimalizaci SPE byly zkouSeny 2 smési elu¢niho ¢inidla:
e smés ACN: HCOOH (98 %): H20 (9:0,5:0,5)
e smés ACN: 20 % TCA (9:1)

SPE na kolonkach Supelclean LC-WCX bylo provadéno nasledujicim zplisobem:

e 1 ml ACN + 1ml H2O (aktivace a kondicionace kolonky)
e naneseni vzorku (~ 1000 pl)
e 1 mlvoda+1ml ACN (promyti kolonky a odstranéni balastnich latek)

e 1,6 ml elu¢niho ¢inidla
odpareni pomoci plynného dusiku (TERMOVAP TV 10 Sample concentrator)
rekonstituce ve 200 ul vody

Pro optimalizaci extrakce K869 z plazmy byly piipraveny:

e vzorky plazmy s oximem K869 o koncentracich 1, 5, 25 a 100 pg/ml (n=2)
pfipravené smisenim 200 pl ¢isté plazmy, ptislusného mnozstvi K869 (c= 200
pg/ml), 10 uL IS (c= 200 pg/ml) a doplnénim vodou na vysledny objem 1000 pl.
Vzorky byly dale zpracovany pomoci SPE.

e vzorky plazmy s oximem K869 o koncentracich 1, 5, 25 a 100 pg/ml (n=2)
pfipravené piidanim ptisluSného mnozstvi K869 (200 pg/ml) a 10 pl IS
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(200 pg/ml) ke 200 pl cisté plazmy piredem zifedéné na 1000 pl a zpracované
pomoci SPE.

e vodné vzorky oximu K869 o koncentracich 1, 5, 25 a 100 pg/ml (n=2) pfipravené
smisenim pfislusného mnozstvi K869 (200 pug/ml), 10 ul IS (200 pg/ml) a
doplnénim vodou na vysledny objem 200 pl.

e vodné vzorky oximu K869 o koncentracich 1, 5, 25 a 100 pg/ml (n=2) pfipravené
smisenim pfisluSného mnozstvi K869 (200 pg/ml), 10 pl IS (200 pg/ml) a
doplnénim vodou na vysledny objem 1000 pl. Vzorky byly dale zpracovany
pomoci SPE.

Optimalizace vytéznosti SPE pro K869 z plazmy

e vzorky plazmy pfipravené¢ smisenim 20 pl K869 (200 pg/ml), 10 upl IS
(200 pg/ml) a 200 pl plazmy zfedéné na vysledny objem 1000 pl (n=2). Vzorky
byly déle zpracovany pomoci SPE.

e vzorky plazmy pfipravené smisenim 20 pl K869 (200 pg/ml), 10 ul IS
(200 pg/ml) a 200 pl plazmy zfedéné na vysledny objem 1000 ul (n=2). Vzorky
byly na 5 min ponofeny do ultrazvukové lazné. Vzorky byly dale zpracovany
pomoci SPE.

e smésny roztok pfipraveny smisenim 20 pl pracovniho roztoku K869 (200 pg/ml),
10 pl IS (200 pg/ml) pracovniho roztoku IS a 200 pl roztoku BSA a koncentraci
40 mg/ml zfedény na vysledny objem 1000 pl (n=2). Vzorky byly dale
zpracovany pomoci SPE.

e smésny roztok piipraveny smisenim 20 pl pracovniho roztoku K869 (200 pg/ml),
10 ul IS (200 pg/ml) a 200 pl predem precipitované plazmy pomoci 1000 ul ACN,
odpatfené dosucha a rekonstituované ve 200 pl vody a dale zfedéné na vysledny

objem 1000 pl (n=2). Vzorky byly dale zpracovany pomoci SPE.
3.6.0ptimalizace extrakce oximu K869 z tkani

3.6.1. Mozkova tkan

Mozkova tkan byla pre-homogenizovana pomoci homogenizatoru 30 sekund
ve vodé (v poméru 1:2 tkan/voda) a nasledné sonikovana 5 minut. Poté bylo odebrano

prislusné mnozstvi homogenatu a zpracovano precipitaci nebo pomoci SPE.
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*  Precipitace

K 200 (n=2) nebo 400 (n=2) ul homogenatu mozkové tkan¢ bylo ptfiddno 25 pl
roztoku K869 a 5 ul IS (200 pg/ml). Poté bylo k 200 a 400 ul homogenatu piidano 800
a 1600 ul ACN, centrifugovano pii 1500 xg pfi laboratorni teploté 10 minut, supernatant
byl odebran a odpaten pod proudem dusiku pomoci TERMOVAPU pti 50 °C do sucha
a odparek byl rekonstituovan ve 200 ul H20.

K 200 (n=2) nebo 400 (n=2) ul homogenatu mozkové tkan¢ bylo ptidano 25a 5 pl
roztoku K869 a IS (200 pg/ml). Poté bylo k 200 a 400 ul homogenatu ptiddno 800
a 1600 ul ACN, centrifugovano pii 1500 xg pfi laboratorni teploté 10 minut, supernatant
byl odebran a opafen pod proudem dusiku pomoci TERMOVAPU pii 50 °C do sucha
a odparek byl rekonstituovan ve 1000 pl H>O a déle zpracovano pomoci SPE (viz kapitola
3.7.1.).

* SPE

K 200 (n=2) nebo 400 (n=2) ul homogenatu mozkové tkan¢ bylo pfidano 25a 5 pl
roztoku K869 a IS (200 pg/ml). Poté bylo ke 200 a 400 pl homogenatu pfiddna H>O
na vysledny objem 1000 pl a dale zpracovano pomoci SPE (viz kapitola 3.7.1.).

3.6.2. Jaterni a ledvinova tkan

Jaterni a ledvinova tkan byly pre-homogenizovany pomoci homogenizatoru
30 sekund ve vodé (v poméru 1:2 tkan/voda) a nasledné sonikovany 5 minut. Poté bylo

odebrano 400 pl homogenatu a vzorek byl dale upraven pomoci SPE (viz. kapitola 3.7.1.).
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3.7.Vysledny postup pro zpracovani vzorki

3.7.1. Plazma

Krevni vzorky byly odebrany od potkanti pod hlubokou terminalni anestezii pfimo
srdecni punkci do heparinizovanych 1,5 ml zkumavek. Vzorky byly okamzité
centrifugovany pii 3000 x g 10 min pti 10 °C, aby byla ziskdna plazma. Takto upravena

plazma byla uchovana v mrazaku piti -80 °C az do HPLC analyzy.

Po rozmrazeni bylo k 200 ul plazmy piidano 10 ul IS a cely vzorek byl nafedén
790 ul vody na 1000 ul. Dale prob¢hla extrakce na tuhou fazi (SPE — Solid Phase
Extraction) s pomoci kolonky Supelclean LC-WCX. Kolonka byla aktivovana 1 ml ACN
(acetonitril), dale byla kondicionovana 1 ml vody, nasledovalo naneseni vzorku
bez pouziti podtlaku. Kolonka byla promyta 1 mililitrem vody a 1 ml ACN. Analyt byl
extrahovan promytim 1,6 ml elu¢niho ¢inidla (ACN/H20/FA; 9/0,5/0,5; v/v/v; 100 ml).
Eluéni ¢inidlo bylo odpateno pomoci TERMOVAPU pod proudem dusiku pii 50 °C
a odparek byl rekonstituovan ve 200 pl vody. Takto byly vzorky piipravené pro HPLC

analyzu.

3.7.2. Ledviny

Ledviny byly prehomogenizovany pomoci homogenizatoru 30 sekund ve vodé
(v poméru 1:2 ledvinova tkan/voda) a ndsledné sonikovany 5 minut. Potom bylo k 400 pul
homogenatu piidano 10 pl IS (200 pg/ml), centrifugovano pii 1500 x g pfi laboratorni
teploté 10 minut a 200 pl vysledného supernatantu bylo dale zpracovano jako vzorky
plazmy (SPE) postupem uvedenim v kapitole 3.7.1.

3.8.Kvantifikace oximu K869 v biologickém materialu

Kalibra¢ni vzorky pro oxim K869 v plazmé:

e K 200 pl potkani plazmy bylo ptidano 10 ul IS (200 pg/ml), 1, 5, 10, 20, 35, 50
a 75 ul roztoku latky K869 (200 pg/ml) a cely vzorek byl ziedén piisluSnym
mnozstvim destilované vody na 1000 pl (n=5). Vzorek byl dile zpracovan

postupem uvedenym v kapitole 3.7.1.
Kalibraéni vzorky oximu K869 v ledvinach:

e K400 pl homogenatu ziskaného postupem uvedenym v kapitole 3.6.2. bylo
ptidano 10 pl IS, 1, 5, 10, 20, 35 a 50 pl roztoku latky K869, centrifugovano
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pti 1500 x g pfi laboratorni teploté¢ 10 minut a 200 ul vysledného supernatantu
bylo dale zpracovéano jako vzorky plazmy (SPE) postupem uvedenim v kapitole

3.7.1.

3.9.HPLC metoda

Chromatografickd separace byla provadéna na koloné KINETEX C18 v iontoveé-
parovém modu pii 40 °C v rezimu izokratické eluce pii pratoku 0,340 ml/min. Mobilni
faze se skladala z vodné slozky A (fosfatovy pufr s obsahem kyseliny oktan-1-sulfonové)
a organické slozky B (ACN) v poméru 86:14 (v/v). Detekce byla provadéna v UV oblasti
pii 305 nm (absorpéni maximum K869). Objem nésttiku byl 20 pl.

3.10. Validace

Priprava vzorku

Vzorky pro zjisténi limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ) pro roztok
standardu K869 byly pfipraveny o koncentracich 1; 0,7; 0,5; 0,3; 0,2 a 0,1 pg/ml.

Podrobny postup piipravy je rozepsan v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3 Postup pripravy vzorkii pro zjisteni limitu detekce a kvantifikace pro roztok

standardu K869

c K869 (ug/ml) | K869 20 pg/ml (ul) | 1S 20 pul/ml (ul) H20 (ul)
1,00 10 10 180
0,7 7 10 183
0,5 5 10 185
0,3 3 10 187
0,2 2 10 188
0,1 1 10 189

Presnost, preciznost a vytéZnost extrakce byly stanoveny opakovanym méfenim
vzorkll plazmy s pfidavkem K869 na 4 koncentracnich hladinach 1, 5, 20 a 50 pg/ml
(n=15) a ledvinového homogenatu s piidavkem K869 na 3 koncentracnich hladinach 3,1;
15,3 a 107,4 (n=5) postupy uvedenymi v kapitole 3.7.1. a 3.7.2.. Podrobn¢ rozepsany
postup ptipravy je uveden v tabulce €. 4 a €. 5. Pro stanoveni vytéznosti byly paralelné

pfipraveny vzorky metodou postextrakéniho ptfidavku; 200 pl plazmy nebo 400 pl
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ledvinového homogenatu bylo upraveno postupy uvedenymi v kapitolach 3.7.1. a 3.7.2.
tak, ze pfislusné mnozstvi standardu K869 a IS (tabulka 4 a 5) bylo ptidano k extraktu

po provedeni SPE prazdné matrice.

Tabulka ¢. 4 Postup pripravy vzorkit pro zméreni presnosti, preciznosti a vytéznosti

v potkani plazmeé
1 1 10 200 789
5 5 10 200 785
20 20 10 200 770
50 50 10 200 740

Tabulka ¢. 5 Postup pripravy vzorkii pro zméreni presnosti, preciznosti a vytéznosti

v ledvinovém homogendatu

3,1 1 10 400 589
15,3 5 10 400 585
107,4 35 10 400 555

3.11. Stabilita

Stabilita zasobnich roztokli byla méfena pro nizkou (1 pg/ml), stiedni (20 pg/ml)
a vysokou (75 pg/ml) koncentraci K869. Kazdy vzorek byl zméten tiikrat pro stabilitu
pii 4 °C, pfi opakovaném rozmrazeni pii -20 °C a stabilitu dlouhodobou pii -20 °C.

Podrobny postup ptipravy vzorki je popsan v tabulce €. 6.

Tabulka ¢ 6 Postup pripravy vzorkit pro méreni stability

K869 1 pg/ml (n = 3) 3 30 567
K869 20 pg/ml (n = 3) 60 30 510
K869 75 pg/ml (n = 3) 225 30 345




4. Vysledky

4.1.Stabilita

V tabulce ¢. 7 jsou uvedeny vysledky méfeni stability oximu K869 v roztocich
pii koncentracich 1, 20 a 75 pg/ml a IS pfi koncentraci 10 pg/ml (n=3). Stabilita roztoki
byla sledovana pti uchovavani ve 4 °C (lednice) a -20 °C (mrazak) pifi opakovaném
rozmrazeni a dlouhodobém skladovani. Vysledky jsou vyjadieny v % vzhledem

k ptivodni koncentraci oximu.

Tabulka ¢. 7 Vysledky méreni stability

K869 IS K869 IS K869 IS K869 IS

1 pg/ml 96,0 % | 100,7% | 92,8 % | 97,8 % | 91,7% | 96,9 % | 78,5% | 87,6 %

20 pg/ml 96,3 % | 100,0 % | 82,7% | 94,7% | 81,8 % | 94,3% | 78,0 % | 80,7 %

75 pg/ml 98,3% | 100,6 % | 91,7 % | 94,5% | 82,3% | 90,5% | 75,6 % | 83,5%

K869 IS K869 IS K869 IS K869 IS

1 pg/ml 98,5% | 101,0% | 96,8% | 99,7% | 98,3% | 100,1% | 98,3% | 100,1%

20 pg/ml 98,7% | 100,7% | 96,2% | 98,4% | 95,8% | 99,1% | 95,8% | 99,1%

75 pg/ml 96,9% | 100,7% | 92,5% | 96,7% | 90,0% | 95,7% | 90,0% | 95,7%

K869 | IS
1 pg/ml 100,9% | 100,0%
20 pg/ml 89,6% | 97.7%
75 pg/ml 89,5% | 92,1%




Zasobni roztoky K869 a IS ptipravované jednou za mésic byly uchovéavany pti -20 °C
a pracovni roztoky pfipravované kazdy tyden pii 4 °C. Béhem skladovéani zdsobnich
a pracovnich roztoki K869 a IS nedoSlo ve vybranych casovych intervalech
odpovidajicich skladovani zésobnich roztokli pro potieby analyzy k vyznamnému

poklesu jejich koncentraci (<15 %). Latky lze za danych podminek povazovat za stabilni.
4.2. Optimalizace extrakce K869 z biologického materialu

Na zékladé studie dle [85] byla za ucelem extrakce oximu K869 z biologického

materialu pouzita metoda SPE pomoci kolonek se slabym katexem.

4.2.1. Optimalizace SPE

Pii optimalizaci eluénich podminek pii SPE byly pro roztoky K869
pii koncentracich 1, 5, 25 a 100 pg/ml a IS pii koncentraci 10 pg/ml (n= 2) testovany dvé
rizné eluéni smési viz. tabulka ¢. 8, kde jsou uvedené vytéznosti (v %) pro jednotliva

eluéni ¢inidla.

Tabulka ¢. 8 Optimalizace elucniho procesu pro oxim K869 a vnitini standard

Oxim K869 IS K869 IS
1 pg/ml 70,0 60,9 91,3 80,9
5 pg/ml 78,7 67,5 95,4 84,9
25 pg/ml 77,8 67,2 87,4 80,7
100 pg/ml 73,9 62,8 91,1 86,0

* Hodnoty uvedené v tabulce predstavuji primér ze dvou stanoveni.

Elu¢ni ¢inidlo 2 (ACN: HCOOH: H20 (9: 0,5: 0,5 v/v/v)) bylo poté aplikovano
na vzorky plazmy s pfidanym oximem K869 o koncentraci 1, 5, 25 a 100 pg/ml a IS
pii koncentraci 10 pg/ml plazmy (n=2). V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny vysledné vytéznosti

a na obrazku ¢. 9 je uvedena vysledna kalibra¢ni kiivka.
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Tabulka ¢. 9 Optimalizace extrakce na tuhou fazi pro oxim K869 a vnitrni standard

z plazmy

Oxim K869 IS
1 pg/ml 78,1 89,0
5 pg/ml 73,9 88,1
25 ug/ml 52,4 83,4
100 pg/ml 26,0 87,2

* Hodnoty uvedené v tabulce predstavuji primér ze dvou stanoveni.
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Obrazek ¢. 9 Kalibracni kiivka pro oxim K869 ve vzorcich plazmy

4.2.2. Optimalizace extrakéniho procesu z plazmy

Vzhledem k tomu, Ze pfi vysSich koncentracich oximu K869 ptidaného k plazmé
dochézelo ke snizovani vytéznosti extrakce tohoto oximu (viz. tabulka ¢. 9 a obrazek
¢. 9), bylo provedeno né¢kolik dalSich experimentli za i¢elem optimalizace extrakéniho
postupu. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny dle kapitoly 3.5. Koncentrace oximu K869
a IS v jednotlivych vzorcich byla 50 a 10 pg/ml. Vysledky experimentl jsou uvedeny

v tabulce ¢. 10.
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Tabulka ¢. 10 Vysledky experimentii — optimalizace extrakcniho postupu

Eluéni ¢inidlo
ACN:HCOOH (98%):H>0 (9:0,5:0,5 v/v/v)
vytéznost extrakce z plazmy [%]*
vzorek
K869 IS
(matrice)
SPE
75,10 76,3
roztok
SPE
23,8 62,5
plazma
ultrazvuk +
24,4 65,6
SPE
recipitace
precip 23,1 59,7
+ SPE
roztok
49,1 63,0
albuminu

* Hodnoty uvedené v tabulce pfedstavuji primér ze dvou stanoveni.

Na zaklad¢ téchto experimentil bylo zjiSténo, Ze pro danou koncentraci oximu
K869 nevede ultrazvukovani vzorku (ultrazvuk + SPE) nebo precipitace proteina
pfedchéazejici vlastnimu SPE (precipitace + SPE) ke zvySeni vytéZnosti extrakce
(vztaZeno ke vzorku plazmy upravené pomoci SPE — SPE Plazma). Vzhledem k tomu, Ze
pfi porovnani se vzorkem plazmy (SPE plazma) byla vyssi vytéznost extrakce nalezena
ve vzorku, kde byl oxim K869 pfidan k roztoku BSA o koncentraci 40 mg/ml (roztok
albuminu) a zaroven byla nalezena srovnatelna vytéznost u vzorku, kde byla plazma
pfedem precipitovana (precipitace + SPE), vazba na albumin se nejspi§ vyznamné

nepodili na snizeni extrakéni ti€innosti.
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4.2.3. Optimalizace SPE z télnich tkani

Za ucelem optimalizace extrakéniho postupu z télnich tkani byly pfipraveny
vzorky dle postupu uvedeném v kapitole 3.6.1. Extrakéni postup byl nejprve testovan
pro mozkovou tkan, ktera je primarnim cilem pasobeni oximovych reaktivatorat AChE.
Byl sledovan vliv mnozstvi tkanového homogenatu (200 pl a 400 pl), precipitace ACN,
SPE a kombinace precipitace a SPE na vyslednou vytéznost oximu K869 z mozkové
tkadn€. Vytéznosti pro jednotlivé postupy jsou uvedené v tabulce €. 11. Chromatogramy
pro jednotlivé zptisoby extrakce oximu K869 z mozkové tkan¢ jsou zobrazené na obrazku
¢. 10. Koncentrace oximu K869 a IS ve vsech analyzovanych vzorcich (n=2) byla 50

a 10 pg/vzorek.

Tabulka ¢ 11 Vyteznost extrakce oximu K869 z mozkové tkane

(n=2) vytéznost extrakce z mozkové tkadné [%]*

Postup K869 IS

Precipitace
ACN 19,5 44,6
200 pl

Precipitace
ACN 19,3 44,2
400 pl

SPE
69,8 82,2
200 pl

SPE
66,0 81,8
400 pl

Precipitace

ACN + SPE 15,3 19,5
200 pl

Precipitace

ACN + SPE 15,1 23,1
400 pl

* Hodnoty uvedené v tabulce predstavuji primér ze dvou stanoveni.
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Vzorky mozkové tkané byly nejprve zpracovany prostou precipitaci pomoci ACN
(1:4 v/v) nebo pomoci SPE a posléze byla testovana kombinace obou postupll viz.
obrazek ¢. 10. Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno pomoci SPE. Mnozstvi pouzitého

homogenatu (200 nebo 400 pul) nemélo vliv na vysledek extrakce.
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Obrazek ¢. 10 Optimalizace extrakce oximu K869 z mozkové tkané (pro 400 ul
homogenatu, vysledny objem vzorkii je identicky — 200 ul)

Chromatogram standardniho roztoku K869 (t. ~ 3,8 min) a azoximu (IS,
tr ~ 2,6 min) je zobrazen hnédé, chromatogram vzorku zpracovaného precipitaci ACN

¢erné, SPE modie a kombinace precipitace ACN a SPE riizové.

Na zaklad¢ téchto vysledkii byl vysledny postup aplikovan na realné pilotni
vzorky mozkové tkanég, ale Zadny oxim K869 nebyl v téchto vzorcich detekovan.
Vysledny postup byl rovnéz aplikovan na pilotni vzorky jaterni a ledvinové tkané, kde
byl oxim K869 detekovan pouze ve vzorcich ledvinové tkang€. Na rozdil od plazmy,
nebylo u ledvinové tkan¢€ pozorovano sniZeni extrakéni u¢innosti u vyssich koncentraci

oximu K869 ptidaného k ledvinovému homogenatu.

Zacelem stanoveni oximu K869 v mozkové a jaterni tkané byla pozdéji vyvinuta
metoda kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci v tandemovém uspoiadani
(LC- MS/MS), kde bylo dosazeno podstatné nizsich limiti detekce (vysledky nejsou

soucasti predlozené diplomové prace).
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4.3.Zakladni parametry chromatografické separace

4.3.1. Plazma

Na obrazku €. 11 je ukazkovy chromatogram po nastfiku vzorku plazmy s latkou
K869 (20 ng/ml) a IS, kde je vidét, ze oba piky jsou od sebe dobte separované. V tabulce
¢. 12 jsou uvedena data, ktera jsou potieba pro vypocet ucinnosti chromatografické
kolony, faktoru symetrie a rozliSeni podle vzorct, které jsou uvedeny v kapitole 1.1.4..

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.
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Obrazek ¢. 11 Ukazkovy chromatogram po nastriku vzorku plazmy (c K869 20 ug/ml)

Tabulka ¢. 12 Data ziskand z chromatogramu potiebna kvypoctu ucinnosti

chromatografické kolony, faktoru symetrie a rozliseni

Sitka 1.
Plocha | Sitka piku | Siika piku poloviny
Plazma | piku (5 %) (50 %) piku (5 %) | Retencni ¢as
1| HI-6 | 1042477 0,353 0,129 0,104 2,658
2| K869 | 688192 0,401 0,163 0,122 3,785
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Tabulka ¢. 13 Vysledky vypoctii ucinnosti chromatografické kolony, faktoru symetrie

a rozliseni

Plazma N As Rs
HI-6 2354 1,69 4,55
K869 2990 1,64

4.3.2. Ledvinova tkan

Na obrazku €. 12 je ukdzkovy chromatogram po nastiiku vzorku ledvinové tkané
s latkou K869 (61,35 ng/g) a IS, kde je vidét, ze oba piky jsou od sebe dobfe separované.
V tabulce ¢. 14 jsou uvedend data, kterd jsou potfeba pro vypocet ucinnosti
chromatografické kolony, faktoru symetrie a rozliSeni podle vzorcii, které jsou uvedeny

v kapitole 1.1.4. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 15.
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Obrazek ¢. 12 Ukazkovy chromatogram po ndastiiku vzorku ledvinové tkané (¢ K869

61,35 ug/g tkane)

53



Tabulka ¢. 14 Data ziskanda z chromatogramu potrebna kvypoctu ucinnosti

chromatografické kolony, faktoru symetrie a rozliseni

1 HI-6 1298392 0,298 0,123 0,105 2,663

2| K869 1242463 0,320 0,136 0,111 3,829

Tabulka ¢. 15 Vysledky vypocti ucinnosti chromatografické kolony, faktoru symetrie

a rozliseni

K869 2599 1,44 5,31
HI-6 4395 1,42
4.4. Validace

4.4.1. Plazma

V tabulce €. 16 jsou uvedena data, pomoci kterych byla sestrojena kalibracni
ktivka (obrazek ¢. 13) ze vzorkl potkani plazmy. Jsou uvedena jako primér z péti
stanoveni. Vysledky validace jsou uvedeny v tabulce ¢. 17. Pfesnost a vytéznost jsou
vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka (n=5). Preciznost (interdenni a intradenni)
je vyjadiena jako varia¢ni koeficient (n= 5). Zkratka R’ je koeficient regresni kiivky.

Koncentrace K869 v plazmé byla vypocitana podle rovnice pro vypocet kvadratické
—b+Vb2-4ac

2a

rovnice: x =

Tabulka ¢. 16 Data pro kalibracni kiivku (n=5)

c K869 (ug/mL) | 1 5 10 20 35 50 75
004 020 038 070 105] 134] 16l
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Obrazek ¢. 13 Kalibracni krivka pro vzorky z potkani plazmy (n=5)

Tabulka ¢. 17 Validacni parametry pro kalibracni kiivku vzorkii plazmy

R?=0.9996 Plazma

koncentrace (ng/mL) 1 5 20 50
ptesnost (%) 81,3+2.,8 98,1 +1,7 101,6 £5,2 94,5+ 8.5
intradenni preciznost (%) | 5,5 1,0 2,0 4,2
interdenni preciznost (%) | 6,5 1,1 34 1,8
vytéznost (%) 69,0 + 0,4 72,7+1,5 72,8 £4,1 62,1 +1,0

4.4.2. Ledvinova tkan

Kalibra¢ni kiivka (obrazek €. 14) pro vzorky z ledvinové tkané byla sestrojena

pomoci dat z tabulky €. 18. Valida¢ni parametry jsou uvedeny v tabulce ¢. 19. Pfesnost

a vytéZnost jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka (n= 5). Preciznost

(interdenni a intradenni) je vyjadiena jako variaéni koeficient (n= 5) Zkratka R’ je

koeficient regresni kiivky.

Tabulka ¢. 18 Data pro kalibracni kiivku pro vzorky z ledvinové tkane (n= 3)

c K869 (ng/g)

3,07

15,34

30,67

61,35

107,36

153,37

0,04

0,21

0,42

0,78

1,32

2,02
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Obrazek ¢. 14 Kalibracni krivka pro ledvinovou tkan

Tabulka ¢. 19 Validacni parametry pro kalibracni kiivku vzorkii z ledvinové tkané

koncentrace (1g/g) 3,07 15,34 107,36
presnost (%) 93,9+5,5 101,3+7,6 96,9 + 1,8
intradenni preciznost (%) 2,6 5,0 1,6
intradenni preciznost (%) 4,1 7,1 0,9
vytéznost (%) 76,2 7,2 74,1 £13,0 88,0+7,7
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4.5. Farmakokinetika oximu K869

4.5.1. Plazma

V tabulce ¢. 20 jsou uvedené koncentrace v jednotlivych ¢asovych intervalech,

pramérné hodnoty a smérodatna odchylka.

Tabulka ¢. 20 Souhrn koncentraci K869 v plazmé v jednotlivych casovych intervalech

t (min) 5 10 15 20 30 60 120 240
sm. odchylka | 4,56 3,32 4,94 5,35 4,01 3,81 3,03 1,41
t (min) potkan 1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30

31 32 33 34 35 36

37 38 39 40 41 42

43 44 45 46 47 48

Po intramuskulérni aplikaci byl zjistén rychly narist koncentrace K869 v krevni
plazm¢. Koncentrace dosahovala maximdlnich hodnot (~ 40 pg/ml) mezi 15
a20 minutami po podani (Obrazek ¢. 15). Také byly vypocitany zékladni

farmakokinetické parametry, které jsou uvedené v tabulce ¢. 21.
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Obrazek ¢. 15 Koncentrace K869 v case pro krevni plazmu (v semilogaritmickém

meritku). Vysledky jsou vyjadreny jako priumeér + smerodatna odchylka (n= 6)

Tabulka ¢. 21 Farmakokinetické parametry ziskané po jednom i.m. podani oximu K869

(45 mg/kg). Vsechny hodnoty jsou priimer + smerodatnad odchylka (n= 6)

Farmakokinetické parametry K869

Cmax (ng/ml) 39.02 +3.56
Tmax (min) 15.00 + 4.08
AUC/otal (min.pg/ml) 2556.94 + 933.76
Az (I/min) 0.03 +0.02
Half-life (min) 4421 +£33.92
MRT (min) 71.48 +50.87
CL (I/min/kg) 0.01 £0.01
Vz (I/kg) 0.66 £0.27
Vss (I/kg) 0.75+0.25
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Cmax — maximalni koncentrace 1é¢iva v plazmé

Tmax — doba do dosaZeni maximalni koncentrace

AUC+otal — plocha pod koncentraéni kiivkou 1éCiva, vyjadiuje ,,expozici [éCivem™ v Case
Az — konstantni rychlost eliminace

Half-life — biologicky polocas

MRT — mean resistance time — stfedni rezidencni ¢as

CL — clearance — vyjadfuje eliminacni schopnost, kolik ml plazmy se za urcitou ¢asovou

jednotku ocisti od 1é¢iva

Vz — zdanlivy distribu¢ni objem, tj. celkové mnozstvi 1é¢iva v téle déleno plazmatickou

koncentraci 1é¢iva

Vss — rovnovazny distribuéni objem, odrazi skute¢ny objem krve a tkan€, do kterého je

1é¢ivo distribuovano, a relativni vazbu lé¢iva na protein v téchto prostorech [86] [87] [88]
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4.5.2. Ledviny

V tabulce ¢. 22 jsou uvedené koncentrace v jednotlivych ¢asovych intervalech,

pramérné hodnoty a smérodatna odchylka.

Tabulka ¢. 22 Souhrn koncentraci K869 v ledvinové tkani v jednotlivych casovych

intervalech
[ Koncentrace K86 (uglg) v ledvinové tini v jednotlivych Sasovjch intervalech @=6) |
t (min) 5 10 15 20 30 60 120 240
sm. odchylka | 3,75 1,84 3,70 3,23 5,81 8,96 2,16 3,17
t (min) Potkan 1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18
19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 30
31 32 33 34 35 36
37 38 39 40 41 42
43 44 45 46 47 48

Nejvyssi koncentrace v ledvinové tkani (~ 20 pg/g) byla naméfena ve vzorcich

odebiranych 30 minut a 60 minut po podéni (viz. obr, €. 16).
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Obrazek ¢. 16 Koncentrace K869 v case pro ledviny (v semilogaritmickém meéritku).

Vysledky jsou vyjadreny jako prumeér + smérodatnad odchylka. (n=6)
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5. Diskuze

5.1. HPLC-UV metoda

V oblasti stanovovani koncentrace oximovych reaktivatorti acetylcholinesterazy
z biologického materidlu je chromatografie metoda volby. Koncentrace oximt v plazmé
obvykle dosahuje mikrogrami na mililitry, coz umoznuje jednoduchou UV
spektrofotometrickou detekci. Kvtli pfitomnosti pyridinového kruhu v molekule
reaktivatoru nelze pouzit chromatografii na reverzni fazi, protoze nabit¢ molekuly maji
malou retenci. Reten¢ni chovani nabitych molekul na reverzni fazi 1ze upravit pridavkem
iontové-parového Cinidla (napft.: alkylsulfonové kyseliny) do mobilni faze. Vysledny
nenabity komplex je snadno zadrzen na chromatografické koloné¢ a stanoven UV
detektorem [85; 89-94]. Alternativné muze byt také vyuzita kation-vyménna
chromatografie. [95] Na zaklad¢ zkuSenosti se stanovenim oximt pomoci HPCL-UV byl
pouzit citrat-fosfatovy pufr obsahujici oktansulfonovou kyselinu
(pH= 3,5) jako mobilni fazi a bylo dosazeno velmi dobré selektivity, pfijatelnych tvart

piki a separace K869 a jeho vnitiniho standardu (viz. obrazky 11 a 12).
5.2. Uprava vzorku

Dominantni postup pouZzivany pro Gpravu vzorkii oximl v biologickém materialu
(napt.: plazm¢) je proteinova precipitace nejcastéji s TCA [96] [89] [91-93] [97] nebo
ACN. [90] [85] Ptipadné se miiZze pouzit ultrafiltrace. [98] [95] Pouze v jedné ptedchozi
studii byla vyuzita pro upravu vzorku metoda SPE. [99]

Proteinova precipitace s TCA a ACN byla testovana jako prvni, ale s velmi nizkou
vytéznosti (<30 %). [9] Soucasné byly pozorovany interference mezi matrici a oximy,
coz vedlo k vyraznému poklesu selektivity metody. Lepsi vysledky byly dosazeny
s pouzitim iontové-vyménnych SPE kolonek na bazi slabého katexu (> 60 %). Ale kdyz
byl SPE postup a HPLC-UV metoda pouzity na vzorky tkani, K869 byla detekovéana jen
v ledvinach, ackoliv detekcni limit K869 v tkanich dosahoval okolo 80 ng/g tkané. Kdyz
byla HPLC-UV metoda aplikovéana na vzorky moci, byl oxim K869 detekovan, avSak 1
po pouziti SPE byla detekovana tada interferenci, které siln€¢ ovlivnily selektivitu a
citlivost metody. Oxim K869 v ostatnich tkanich (mozek, jatra), moci a zluci bylo nutné

stanovit citlivéjsi a selektivnéj$i metodou LC-MS/MS. [9]
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5.3.Farmakokinetika K869

Samctiim potkana kmene Wistar byla podéna intramuskularné latka K869 v dévce
45 mg/kg na vahu jedince. Tato davka oximu K869 odpovidajici 50 % maximalni
tolerovatelné davky (MTD: 90 mg/kg) byla urcena jako bezpecna, protoze nebyly po jeji

aplikaci pozorovany zadné toxické ucinky.
5.3.1. Farmakokinetika v plazmé

Po intramuskularni injekci byla latka K869 rychle uvolnéna ze svalového depotu
do systémové cirkulace a dosahovala své maximalni koncentrace (~40 pg/ml) okolo
15. minuty po podani. Rychlost absorpce ze svalového depotu je v souladu s vysledky
diive testovanych oximi vcetné parentni molekuly K048. Koncentrace oximu K048
naméfend v plazmé byla vSak vyss§i v porovnani s oximem K869 (normalizovéno k jejich
podané déavce). [96] [93] [100] Terapeuticka €¢innost oximi ale neni zavisla jenom na
jejich biologické dostupnosti. Nasledny transport oximl z plazmy do jejich hlavniho
mista uéinku (centralniho a periferniho nervového systému a neuromuskularnich spojent)

je siln¢€ ovlivnén faktem, kterym je obecn€ permanentni nabiti molekuly reaktivatora.

Ve studiich Kalasze et al. (2006) a Lorkeho et al. (2007) byla latka K048 podéana
potkaniim intramuskularné v davce 50 pmol oximu na vahu jedince. Maximalni namétené
koncentrace oximu K048 v plazmé& byly 621 a 654 umol/l. [96] [100] PtestoZe byla davka
K869 podana potkantim v této praci ~ 18 pmol na vahu jedince, maximalni koncentrace
naméfend v plazmé byla jen 76 pumol/l. Vztazeno k podané davce, plazmaticka

koncentrace K869 je relativné nizka v porovnani s plazmatickou koncentraci K048.

5.3.2. Eliminace

Oxim K869 je, stejné€ jako ostatni oximy, eliminovan hlavné ledvinami, coz odpovida
jejich nizké schopnosti prechazet biologické membrany a nizké vazebné schopnosti
na proteiny v plazmé. [85] Podle vysledku je vice nez 99 % K869 (pomér moc/zluc)
vylouc¢eno moci. I kdyZ bylo namétfeno ve Zlu¢i okolo 30. minuty po podani malé
mnozstvi K869 (~0.3 pg/ml), pouze nevyznamné mnozstvi K869 bylo detekovano

v jaterni tkéni. [9]
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5.3.3. Distribuce do mozku

Poté, co byla pro oxim K869 optimalizovana HILIC-LC-MS/MS metoda [9], bylo
mozné stanovit tento reaktivator i ve zbyvajicich télnich tekutinach a tkanich (mo¢, Zluc,

mozek, jatra). Hlavni zdjem byl upfen na stanoveni oximu v mozkové tkani.

Permanentné nabit¢ molekuly obvykle velmi malo pfestupuji do centralniho
nervového systému pasivnim transportem. Za ucelem predikce schopnosti oximu K869
penetrovat skrz biologické membrany (jako je HEB), byl proveden in vitro test PAMPA.
U oximu K869 byla naméfena v porovnani s K048 ctyfikrat vyssi hodnota efektivni
permeability (Pe), coz indikovalo, Ze chlorovany analog by mohl mnohem vice penetrovat
pfes biologické membrany. [82] Navzdory ziskanym in vitro datim, bylo v mozku
naméfeno okolo 30. minuty po podani reaktivatoru pouze malé mnozstvi oximu K869 (~
60 ng/g tkadn¢). Pomér mozkova tkan/plazma pro oxim K869 vypocitany z AUC v
mozkové tkani (min.pg/g) az AUC v plazmé (min.pg/ml) byl mensi nez 1 % (uvazujeme-
li, Ze 1 g mozkové tkdné je roven 1 ml plazmy), zatimco pomér mozkové tkan/plazma

parentniho oximu K048 byl ~ 5 %. (27) [9] [101]

Kalasz et al. [94] publikovali v nedavné dobé podobnou studii, ve které stanovovali
koncentraci jiného chlorovaného bispyridiniového monoaldoximu (oxim K&867)
v potkanim séru a tkanich. Podobné jako v této studii, maximalni koncentrace oximu
K867 bylo dosazeno okolo 15. minuty po podani. VétSina oximu byla vyloucena
ledvinami a zanedbatelné mnozstvi bylo nalezeno v jaterni tkani, Koncentrace oximu
K867 v plazmé& a mozkové tkéani také neptesahla hodnoty namétené u parentniho oximu
K203. KdyZ byl porovnan mono-chlorovany oxim K867 a bis-chlorovany oxim K869,
hodnota P, a maximalni koncentrace K867 v mozkové tkani byly vyssi nez u K869. [82]

[94]

Na zakladé téchto ziskanych in vivo dat, oba analogy oximovych reaktivatort
acetylcholinesterazy, K867 a K869, nedosahuji vyssi biologické dostupnosti v plazmé ani
vyznamnéjSi penetrace do mozku nez jejich parentni molekuly, Zajimavé je, ze tyto
poznatky nejsou v souladu s in vitro vysledky PAMPA testu. To by mohlo byt vysvétleno
tim, Ze PAMPA test méfi pouze permeabilitu zprostfedkovanou pasivni difuzi
a nereflektuje mozny aktivni eflux z bunck, ktery miize byt zodpovédny za nizkou
koncentraci chlorovanych oximi v mozku. Také se zda, ze pocet chloridovych

substituentl ovliviiuje negativné permeaci do mozku.
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5.3.4. Budouci vyzkum

V posledni dobé¢ bylo navrzeno a zkoumano nékolik dalSich pfistupt za ucelem
dosazeni zvySené penetrace do mozku. Kromé zvySovani lipofility oxima strukturadlnimi
modifikacemi i pouziti proléciv a oximu se sacharidovou slozkou ve struktuie molekuly
bylo spiSe neuspé$né. Syntéza nenabitych oximi, pouziti nanocastic nebo soucasné
podani s inhibitory efluxniho transportéru (napft. s inhibitory P-glykoproteinu) se tedy

zdaji byt vice perspektivni pistupy, ale stale je potfeba intenzivni vyzkum. [101]
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6. Zavér

V prezentovaném vyzkumu byla vyvinuta a upravena jednoduché iontové-parova
HPLC-UV metoda pro stanoveni koncentrace chlorem substituovaného bis-

pyridiniového oximu K869 v plazm¢ a ledvinové tkani.
Pro upravu vzorkt byla optimalizovana SPE metoda za pouziti LC-WCX kolonek.
Pfi meéfeni kalibraéni kiivky dochédzelo ke snizovani vytéznosti u vysSich
koncentracnich bodu. Kalibra¢ni kiivka nebyla linearni. Byly zkouSeny riizné piistupy,

aby se zjistilo, pro¢ se tak d¢je. Pti¢inu se zatim nepodafilo objasnit. Koncentrace oximu

K869 byla spocitana podle rovnice pro vypocet kvadratické funkce.

Metoda byla aplikovana na vzorky pochazejici z v in vivo farmakokinetické studie,
abyly zjiStény zékladni farmakokinetické parametry oximu K869 v plazmé a jeho

distribuce do ledvinové tkan¢ u potkant (intramuskularni podani oximu).

Koncentrace oximu K869 v plazmé a ledvinové tkani vyznamné neptevysila hodnoty
naméiené pii studii farmakokinetiky parentniho oximu K048. Z tohoto diivodu neni oxim

K869 vhodnym kandidatem pro dalsi testovani.

66



[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

. Seznam citované literatury

Adeyinka A, Muco E, Pierre L. Organophosphates. [ Aktualizovano 16. 8. 2020].
Ve: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; leden 2021.
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499860/ [cit. 23. 4. 2020]

RATHNAYAKE, Lasantha K. a Scott H. NORTHRUP, 2016. Structure and mode
of action of organophosphate pesticides: A computational study. Computational
and Theoretical Chemistry. 1088, 9-23. ISSN 2210271X. Dostupné z:
doi:10.1016/j.comptc.2016.04.024

Martin-Reina J, Duarte JA, Cerrillos L, Bautista JD, Moreno I. Insecticide
Reproductive Toxicity Profile: Organophosphate, Carbamate and Pyrethroids. J
Toxins. 2017;4(1): 7

Purves D, Augustine GJ, Fitzpatrick D, et al., editors. Neuroscience. 2. vydani.
Sunderland (MA): Sinauer Associates; 2001. Acetylcholine.
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 11143/ [cit. 9. 3. 2021]

Russia's Navalny out of coma after poisoning, 2020. BBC News [online]. 7. 9.
2020, 1 [cit. 9. 3. 2021].
Dostupné z: https://www.bbc.com/news/world-europe-54061370

Assad forces behind deadly Syria sarin attack - UN, 2017. BBC News [online]. 27.
11. 2017, 1 [eit. 9. 3. 2021]. Dostupné z: https://www.bbc.com/news/world-
middle-east-41771133

VOICU, Victor A., Jiri BAJGAR, Andrei MEDVEDOVICI, Flavian Stefan
RADULESCU a Dalia Simona MIRON, 2010. Pharmacokinetics and
pharmacodynamics of some oximes and associated therapeutic consequences: a
critical review. Journal of Applied Toxicology. 30(8), 719-729. ISSN 0260437X.
Dostupné z: doi:10.1002/jat.1561

EDDLESTON, Michael a Fazle Rabbi CHOWDHURY, 2016. Pharmacological
treatment of organophosphorus insecticide poisoning: the old and the (possible)
new. British Journal of Clinical Pharmacology. 81(3), 462-470. ISSN 03065251.
Dostupné z: doi:10.1111/bep.12784

67



[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

VANOVA, Nela, Anna HOJNA, Jaroslav PEJCHAL, David HERMAN, David
MALINAK, Eliska PRCHALOVA, Kamil MUSILEK a Jana Zdarova
KARASOVA, 2021. Determination of K869, a Novel Oxime Reactivator of
Acetylcholinesterase, in Rat Body Fluids and Tissues by Liquid-Chromatography
Methods: Pharmacokinetic Study. Journal of Pharmaceutical Sciences. ISSN
00223549. Dostupné z: doi:10.1016/j.xphs.2021.01.031

PANDEY, Saurabh, Preeti PANDEY, Gaurav TIWARI a Ruchi TIWARI, 2010.
Bioanalysis in drug discovery and development. Pharmaceutical Methods. 1(1).

ISSN 2229-4708. Dostupné z: doi:10.4103/2229-4708.72223

COSKUN, Ozlem, 2016. Separation Tecniques:
CHROMATOGRAPHY. Northern Clinics of Istanbul [online]. [cit. 6. 8. 2019].
ISSN 21484902. Dostupné z: doi:10.14744/nci.2016.32757

SKLENAROVA, Hana, 2013. Vysokou¢inné kapalinovéa chromatografie. [online]
[cit. 20. 7. 2019] Dostupné z: https://dl1.cuni.cz/mod/page/view.php?id=164601

AHUIJA, Satinder a Michael W. DONG, 2005. Handbook of Pharmaceutical
Analysis by HPLC. 6. Amsterdam: Elsevier. ISBN 0-12-088547-6.

NOVAKOVA, Lucie a Michal DOUSA, 2013. Moderni HPLC separace v teorii
a praxi. Praha [i.e. Hradec Kralové]: Lucie Novakova. ISBN 9788026042433.

TAYEB, M.A., B.S. ISMAIL, J. KHAIRTIATUL-MARDIANA a Goh Choo TA,
2016. Troubleshooting and Maintenance of High-Performance Liquid
Chromatography during Herbicide Analysis: An Overview. Sains Malaysiana. 45

).

High-Performance Liquid Chromatography System, 2014.
In: Www.waters.com [online].

Milford, MA, United States: Waters Corporation [cit. 10. 8. 2019]. Dostupné z :
https://www.waters.com/webassets/cms/category/media/other images/primelcsy

stem.jpg

68


https://www.waters.com/webassets/cms/category/media/other_images/primelcsystem.jpg
https://www.waters.com/webassets/cms/category/media/other_images/primelcsystem.jpg

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

SABBIONI, Cesare, Anna FERRANTI, Francesca BUGAMELLI, Giorgio
Cantelli FORTI a Maria Augusta RAGGI, 2006. Simultaneous HPLC analysis,
with isocratic elution, of glycyrrhizin and glycyrrhetic acid in liquorice roots and
confectionery products. Phytochemical Analysis. 17(1), 25-31. ISSN 0958-0344.
Dostupné z: doi:10.1002/pca.877

NAGADEEP, J., P. KAMARAJ a M. ARTHANAREESWARI, 2019. Gradient
RP-HPLC method for the determination of potential impurities in dabigatran
etexilate in bulk drug and capsule formulations. Arabian Journal of

Chemistry. 12(8), 3431-3443.

Beginners Guide to Liquid Chromatography: How Does High Performance Liquid
Chromatography Work? Ve: www.waters.com [online]. Milford, MA, United
States: Waters Corporation, 2014 [cit. 13. 8. 2019]. Dostupné z:
https://www.waters.com/waters/en_US/How-Does-High-Performance-Liquid-

Chromatography-Work%3F/nav.htm?cid=10049055&locale=en_US

CARSTEN, Paul, Frank STEINER a Michael W. DONG, 2019. HPLC
Autosamplers: Perspectives, Principles, and Practices. LCGC North America. 37,

514-529.

NAGY, KORNEL a KAROLY VEKEY, 2008. Separation methods. Medical
Applications of Mass Spectrometry. Elsevier, 2008, 61-92. ISBN 9780444519801.
Dostupné z: doi:10.1016/B978-044451980-1.50007-0

MUKHERIJEE, Soumya, 2019. Isolation and Purification of Industrial Enzymes.
SARUP SINGH, Ram, Reeta RANI SINGHANIA, Ashok PANDEY a Christian
LARROCHE. Biomass, Biofuels and Biochemicals: Advances in Enzyme
Technology. Elsevier, s. 41-70. ISBN 978-0-444-64114-4.

BISSANTZ, Caterina, Bernd KUHN a Martin STAHL, 2010. A Medicinal
Chemist’s Guide to Molecular Interactions. Journal of Medicinal
Chemistry. 53(14), 5061-5084. ISSN 0022-2623. Dostupné¢  z:
doi:10.1021/jm100112;

69



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

BERRUEX, Laure G. a Ruth FREITAG, 2003. Separation and Purification of
Biochemicals. Encyclopedia of Physical Science and Technology. Elsevier, 2003,
651-673. ISBN 9780122274107. Dostupné¢ z: doi:10.1016/B0-12-227410-
5/00683-9

ROYLE, Louise, 2017. Separation of glycans and monosaccharides. Liquid
Chromatography. Elsevier, 2017, 183-200. ISBN 9780128053928. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-12-805392-8.00007-4

MOLDOVEANU, Serban C. a Victor DAVID, 2013. HPLC Analysis. Essentials
in Modern HPLC Separations. Elsevier, 2013, 465-519. ISBN 9780123850133.
Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-385013-3.00009-4

SMOLUCH, M., P. MIELCZAREK, A. DRABIK a J. SILBERRING, 2016.
Online and Offline Sample Fractionation. Proteomic Profiling and Analytical
Chemistry. Elsevier, 2016, 63-99. ISBN 9780444636881. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-444-63688-1.00005-7

RATHORE, K.S. a Pinky GUPTA, 2012. An Overview on lon Exchange
Chromatography. International Journal of Advanced Research in Pharmaceutical

and Bio Sciences. 2(1), 56-64. ISSN 2277-6222.

BUSZEWSKI, Bogustaw a Sylwia NOGA, 2012. Hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC)—a powerful separation technique. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. (402).

MORI, Sadao a Howard B. BARTH, 1999. Size Exclusion Chromatography. 1.
Berlin: Springer. ISBN 3-540-65635-9.

FEKETE, Szabolcs et al. Size Exclusion Chromatography of Protein
Biopharmaceuticals: Past, Present and Future. In: American Pharmaceutical

Review, 2018, p. 1-4. https://archive-ouverte.unige.ch/unige: 103247

YU, Jiechun, Jianhao HUANG, Fei LONG, Ande MA a Jialiang PAN, 2018.
“Inverse” cloud point extraction coupled with large volume injection ion-pair
chromatography: A green route integrating extraction, challenging sample
cleanup and on-column concentration into fast simple operation. Talanta. 190, 38-

46. ISSN 00399140. Dostupné z: doi:10.1016/j.talanta.2018.07.074

70



[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

BERGH, Marianne Skov-Skov, Inger Lise BOGEN, Jannike Merch
ANDERSEN, Ase Marit Leere @IESTAD a Thomas BERG, 2018. Determination
of adrenaline, noradrenaline and corticosterone in rodent blood by ion pair
reversed phase UHPLC-MS/MS. Journal of Chromatography B. 1072, 161-172.
ISSN 15700232. Dostupné z: doi:10.1016/j.jchromb.2017.11.016

SWARTZ, Michael, 2010. HPLC DETECTORS: A BRIEF REVIEW. 33(9-12),
1130-1150. ISSN 1082-6076. Dostupné z: doi:10.1080/10826076.2010.484356

Diagrammatic Ilustration of a UV/VIS detector optical system. Ve: www.hitachi-
hightech.com [online]. [cit. 29. 3. 2020]. Dostupné z: https://www.hitachi-

hightech.com/global/products/science/tech/ana/lc/basic/course7.html

Fluorescencni HPLC detektory. Ve: www.hplc.cz [online], 2017. [cit. 16. 1. 2021].
Dostupné z: http://www.hplc.cz/Teorie/FL_detector.html

Fluorescence detector. Ve: www.chromedia.org [online]. [cit. 29. 3. 2020].
Dostupné z: http://www.chromedia.org/chromedia?waxtrapp=cregzCsHqn

OxmOIIEc%20CxBkCP&subNav=edqpcDsHqnOxmOIIEcCxBkCPbB

FROEHLICH, Peter a E. L. WEHRY, 1981. Fluorescence Detection in Liquid and
Gas Chromatography. Modern Fluorescence Spectroscopy. Boston, MA:
Springer US, 1981, 35-94. ISBN 978-1-4684-1094-5. Dostupné z:
doi:10.1007/978-1-4684-1092-1 2

Elektrochemické HPLC detektory. Ve: www.hplc.cz [online], 2019. [cit. 30. 3.
2020]. Dostupné z: http://www.hplc.cz/Teorie/EC_detector.html

MEDHE, Sharad, 2018. Mass Spectrometry: Detectors Review. Chemical and
Biomolecular Engineering. 3(4), 51-58.

TIMOFEEVA, Irina 1., Christina S. VAKH, Andrey V. BULATOV a Paul J.
WORSFOLD, 2018. Flow analysis with chemiluminescence detection: Recent
advances and applications. Talanta. 179, 246-270. ISSN 00399140. Dostupné z:
doi:10.1016/j.talanta.2017.11.007

Cesky Iékopis 2017, 2017. Praha: Ministerstvo zdravotnictvi CR. ISBN 978-80-
271-0500-7.

71



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

MEYER, V.R., 2005. CHROMATOGRAPHY | Principles. Encyclopedia of
Analytical Science. Elsevier, 2005, 98-105. ISBN 9780123693976. Dostupné z:
doi:10.1016/B0-12-369397-7/00089-3

Asymetrie piku. Ve: www.hplc.cz [online], 2018. 1 [cit. 24. 2. 2021]. Dostupné z:
http://www.hplc.cz/Tip/asymm _factor.htm

KUPIEC, Tom, 2004. Quality-Control Analytical Methods: High-Performance
Liquid  Chromatography. International ~ Journal  of  Pharmaceutical

Compounding. 8(3), 223-227.

DOUSA, Michal, Petr GIBALA a Tomas PEKAREK, 2015. New approach of
validation using internal normalization technique for quantification of related
substances in raw material, intermediates and pharmaceutical substances by
HPLC. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 114, 133-138. ISSN
07317085. Dostupné z: doi:10.1016/j.jpba.2015.05.015

Area Normalisation Method. Ve: www.chromatobuddies.blogspot.com [online].
[cit.  2021-04-13]. Dostupné z:  http://4.bp.blogspot.com/-aLN1v1Tw-
h8/VB_aDxPILc/AAAAAAAAFr0/0X8NaEG7Pww/s1600/PIC-1.bmp

GONZALEZ, Oskar a Rosa Maria ALONSO, 2020. Validation of bioanalytical
chromatographic methods for the quantification of drugs in biological
fluids. Methods of Therapeutic Drug Monitoring Including Pharmacogenetics.
Elsevier, 2020, 115-134. Handbook of Analytical Separations. ISBN
9780444640666. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-444-64066-6.00006-X

SCHOU-PEDERSEN, Anne Marie Voigt a Jens LYKKESFELDT, 2018.
Comparison of Three Sample Preparation Procedures for the Quantification of L-
Arginine, Asymmetric Dimethylarginine, and Symmetric Dimethylarginine in
Human Plasma Using HPLC-FLD. Journal of Analytical Methods in
Chemistry. 2018, 1-7. ISSN 2090-8865. Dostupné z: doi:10.1155/2018/6148515

BERK, Zeki, 2018. Extraction. Food Process Engineering and Technology.
Elsevier, 2018, 289-310. ISBN 9780128120187. Dostupné z: doi:10.1016/B978-
0-12-812018-7.00011-7

72



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

KYLE, P.B., 2017. Toxicology: GCMS. Mass Spectrometry for the Clinical
Laboratory. Elsevier, 2017, 131-163. ISBN 9780128008713. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-12-800871-3.00007-9

KONG, Ron, 2005. 17 LC/MS application in high-throughput adme
screen. Handbook of Pharmaceutical Analysis by HPLC. Elsevier, 2005, 413-446.
Separation Science and Technology. ISBN 9780120885473. Dostupné z:
doi:10.1016/S0149-6395(05)80061-3

MA, Ji, Jianxia SHI, Hoa LE, Robert CHO, Judy Chi-jou HUANG, Shichang
MIAO a Bradley K. WONG, 2008. A fully automated plasma protein precipitation
sample preparation method for LC-MS/MS bioanalysis. Journal of
Chromatography B. 862(1-2), 219-226. ISSN 15700232. Dostupné z:
doi:10.1016/j.jchromb.2007.12.012

KLOUDA, Pavel, 2003. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava:
Pavel Klouda, s. 46-49. ISBN 80-86369-07-2.

PLOTKA-WASYLKA, Justyna, Natalia SZCZEPANSKA, Miguel DE LA
GUARDIA a Jacek NAMIESNIK, 2016. Modern trends in solid phase extraction:
New sorbent media. TrAC Trends in Analytical Chemistry. 77, 23-43. ISSN
01659936. Dostupné z: doi:10.1016/j.trac.2015.10.010

Solid Phase Extraction: Ion Exchange Methodology. Ve:
www.sigmaaldrich.com [online]. [cit. 2020-03-21]. Dostupné Z:
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/solid-

phase-extraction/ion-exchange-methodology.html

ANDRADE-EIROA, Auréa, Moisés CANLE, Valérie LEROY-CANCELLIERI
a Victor CERDA, 2016. Solid-phase extraction of organic compounds: A critical
review (Part I). 7rAC Trends in Analytical Chemistry. 80, 641-654. ISSN
01659936. Dostupné z: doi:10.1016/j.trac.2015.08.015

73



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

SANDOVAL R., Maria Alexandra, 2017. Extraction of Phorbol Esters (PEs)
from Pinion cake using computationally-designed polymers as adsorbents for
Solid ~ Phase  Extraction.  Leicester, UK.  Dostupné¢  také  z:
https://www.researchgate.net/publication/320024643 Extraction of Phorbol Es
ters PEs from Pinion cake using computationallydesigned polymers as ads

orbents for Solid Phase Extraction. Thesis. University of Leicester. Vedouci

prace Dr. Elena Piletska. [cit. 15. 4. 2020]

PAPADOYANNIS, Ioannis N. a Victoria F. SAMANIDOU, 2011. Validation of
HPLC Instrumentation. 27(5), 753-783. ISSN 1082-6076. Dostupné z:
doi:10.1081/JLC-120029697

Guideline on Bioanalytical Method Validation. Ve: www.ema.europa.eu [online].
2011 [cit. 16. 1. 2021]. Dostupné z: https://www.ema.europa.eu/en/documents/

scientific-guideline/guideline-bioanalytical-method-validation en.pdf

KLIMES, Jiti, 2015. Kontrolné-analytické hodnoceni 1éciv  lékopisnymi
metodami. 2. vydéani. Hradec Krdlové: Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka

fakulta v Hradci Kralové. ISBN 978-80-260-8175-3.

Note for Guidance on Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology: Precision, 1994. Www.ema.europa.eu [online]. [cit. 17. 4. 2020].
Dostupné z: https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-q-

2-r1-validation-analytical-procedures-text-methodology-step-5_en.pdf

SANGER-VAN DE GRIEND, Cari E. a Ann VAN SCHEPDAEL, 2018. Method
Development and Validation of Capillary Electromigration Methods. Capillary
Electromigration Separation Methods. Elsevier, 2018, 235-267. ISBN
9780128093757. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-809375-7.00010-1

RAO, Tentu Nageswara, 2018. Validation of Analytical Methods. Calibration
and Validation of Analytical Methods - A Sampling of Current Approaches.
InTech, 2018-04-25. ISBN 978-1-78923-084-0. Dostupné z:
doi:10.5772/intechopen.72087

74



[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

Nicolas Cimetiere, Isabelle Soutrel, Marguerite Lemasle, Alain Laplanche, André
Crocq. Standard addition method for the determination of pharmaceutical residues
in drinking water by SPE-LCMS/MS. Environmental Technology, Taylor &
Francis: STM, Behavioural Science and Public Health Titles, 2013, pp.Published
online. ff10.1080/09593330.2013.800563ff. ffhal-00870208

BASAVAIAH, Kanakapura a Sameer A. M. ABDULRAHMAN, 2011. Utility of
N-bromosuccinimide as an Environmental-Friendly Reagent forSensitive
Determination of Olanzapine in Pharmaceuticals. Jordan Journal of

Pharmaceutical Sciences. 4(3), 209-221.

Extraction Recovery. Ve: Www.pubmed.ncbi.nih.gov [online]. [cit. 7. 2. 2021].
Dostupné  z:  https://image.slidesharecdn.com/matrixeffect-110413093838-
phpapp01/95/matrix-effect-17-728.jpg?cb=1302687742

KONIECZKA, P., 2012. Validation and Regulatory Issues for Sample
Preparation. Comprehensive Sampling and Sample Preparation. Elsevier, 2012,
699-711. ISBN 9780123813749. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-381373-
2.00064-8

VASHIST, Sandeep K. a John H.T. LUONG, 2018. Bioanalytical Requirements
and Regulatory Guidelines for Immunoassays. Handbook of Immunoassay
Technologies. Elsevier, 2018, 81-95. ISBN 9780128117620. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-12-811762-0.00004-9

TIWARI, Akhilesh, Megha JOSHI, Sanyam GANDHI, Shantanu
BANDOPADHYAY a Rakesh K. TEKADE, 2018. Food and Drug Laws
Affecting Pharmaceutical Product Design, Development, and Commercial
Manufacturing. Dosage Form Design Parameters. Elsevier, 2018, 591-619. ISBN
9780128144213. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-814421-3.00017-8

SAGHIR, Shakil Ahmed a  Rais Ahmad  ANSARI, 2018.
Pharmacokinetics. Reference Module in Biomedical Sciences. Elsevier, 2018.

ISBN 9780128012383. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-801238-3.62154-2

Area under the curve. Pharmacokinetics [online]. [cit. 21. 4. 2021]. Dostupné z:

https://sepia2.unil.ch/pharmacology/parameters/areaunderthecurve/

75


https://sepia2.unil.ch/pharmacology/parameters/areaunderthecurve/

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

Area under the Curve. Ve: www.nature.com [online]. [cit. 21. 1. 2021].
Dostupné z: https://media.springernature.com/full/springer-static/image/
art%3A10.1038%2Fs;.ijir.3901522/MediaObjects/41443 2007 Article BF3901
522 Figl HTML.jpg?as=webp

SCHRAG, Michael a Kelly REGAL, 2013. Pharmacokinetics and
Toxicokinetics. A Comprehensive Guide to Toxicology in Preclinical Drug
Development. Elsevier, 2013, 31-68. ISBN 9780123878151. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-12-387815-1.00003-4

HAN, Yi Rang, Ping I. LEE a K. Sandy PANG, 2018. Finding T max and C max
in Multicompartmental Models. Drug Metabolism and Disposition. 46(11), 1796-
1804. ISSN 0090-9556. Dostupné z: doi:10.1124/dmd.118.082636

PATOCKA, Jifi, 2004. Vojenska toxikologie. Praha: Grada. ISBN 80-247-0608-
3.

EDDLESTON, Michael, Nick BUCKLEY, Peter EYER a Andrew DAWSON,
2007. Management of acute organophosphorus pesticide

poisoning. Lancet [online]. August 15, 2007, 2015(371) [cit. 2020-07-04]

VANOVA, Nela, Jaroslav PEJCHAL, David HERMAN, Alzbeta DLABKOVA a
Daniel JUN, 2018. Oxidative stress in organophosphate poisoning: role of
standard antidotal therapy. Journal of Applied Toxicology.38(8), 1058-1070.
ISSN 0260437X. Dostupné z: doi:10.1002/jat.3605

ZDAROVA KARASOVA, Jana a Ladislav NOVOTNY, 2010. Time-dependent
Changes In Two Clinically Used Acetylcholinesterase Reactivators (HI-6 and
Obidoxime) in Rat Plasma Determined by HPLC Techniques after in vivo

Administration. Analytical Sciences. (26).

ZORBAZ, Tamara, David MALINAK, Kamil KUCA, Kamil MUSILEK a Zrinka
KOVARIK, 2019. Butyrylcholinesterase inhibited by nerve agents is efficiently
reactivated ~ with  chlorinated  pyridinium  oximes. Chemico-Biological
Interactions. 307, 16-20. ISSN 00092797. Dostupné VA
do0i:10.1016/5.cbi.2019.04.020

76



[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

ZORBAZ, Tamara, David MALINAK, Nikola MARAKOVIC, et al., 2018.
Pyridinium Oximes with Ortho -Positioned Chlorine Moiety Exhibit Improved
Physicochemical Properties and Efficient Reactivation of Human
Acetylcholinesterase Inhibited by Several Nerve Agents. Journal of Medicinal
Chemistry. 61(23),  10753-10766.  ISSN  0022-2623.  Dostupné  z:
doi:10.1021/acs.jmedchem.8b01398

WOREK, Franz, Horst THIERMANN a Timo WILLE, 2016. Oximes in
organophosphate poisoning: 60 years of hope and despair. Chemico-Biological
Interactions. 259, 93-98. ISSN 00092797. Dostupné Z:
doi:10.1016/j.cbi.2016.04.032

KUCA, Kamil, Daniel JUN a Kamil MUSILEK, 2006. Structural Requirements
of Acetylcholinesterase Reactivators. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry. 6(3),
269-277. ISSN 13895575. Dostupné z: doi:10.2174/138955706776073510

GALINIS-LUCIANI, D., L. NGUYEN a M. YAZDANIAN, 2007. Is PAMPA a
useful tool for discovery? Journal of Pharmaceutical Sciences.96(11), 2886-
2892. ISSN 00223549. Dostupné z: doi:10.1002/jps.21071

KARASOVA JZ, CHLADEK J, HROCH M, JOSEF F, HNIDKOVA D, KUCA
K. Pharmacokinetic study of two acetylcholinesterase reactivators, trimedoxime
and newly synthesized oxime K027, in rat plasma. J Appl Toxicol.2013;33(1):18-
23. https://doi.org/10.1002/jat.1699

Clinical Pharmacokinetics Preferred Symbols. Clin-Pharmacokinet 29, 210-212
(1995). https://doi.org/10.2165/00003088-199529030-00006

BEREZHKOVSKIY, LEONID M., 2007. The Connection Between the Steady
State (Vss) and Terminal (VP) Volumes of Distribution in Linear
Pharmacokinetics and The General Proof That VB> Vss. Journal of
Pharmaceutical Sciences. 96(6), 1638-1652. ISSN 00223549. Dostupné z:
doi:10.1002/jps.20804

TILLEMENT, J.-P. a D. TREMBLAY, 2007. Clinical Pharmacokinetic Criteria
for Drug Research. Comprehensive Medicinal Chemistry 1I. Elsevier,
2007, 2007(5), 11-30. ISBN 9780080450445. Dostupné z: doi:10.1016/B0-08-
045044-X/00117-6

77



[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

KARASOVA JZ, ZEMEK F, BAJGAR ], et al. Partition of bispyridinium oximes
(trimedoxime and K074) administered in therapeutic doses into different parts of
the rat brain. J Pharm Biomed Anal. 2011;54(5):1082-108.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2010.11.024

KARASOVA JZ, HNIDKOVA D, POHANKA M, MUSILEK K, CHILCOTT R,
KUCA K. Pharmacokinetics of acetylcholinesterase reactivator K203 and
consequent evaluation of low molecular weight antioxidants/markers of oxidative
stress. J Appl Biomed. 2012;10:71-78. https://doi.org/10.2478/v10136-011-0015-
2

ZDAROVA KARASOVA J, ZEMEK F, KUNES M, et al. Intravenous
application of HI-6 salts (dichloride and dimethansulphonate) in pigs: comparison
with pharmacokinetics profile after intramuscular administration. Neuro

Endocrinol Lett. 2013;34 Suppl 2:74-78.

KUNES M, KVETINA J, BURES J, et al. HI-6 oxime (an acetylcholinesterase
reactivator): blood plasma pharmacokinetics and organ distribution in

experimental pigs. Neuro Endocrinol Lett. 2014;35 Suppl 2:191-196.

KARASOVA JZ, KVETINA J, TACHECI 1, et al. Pharmacokinetic profile of
promising acetylcholinesterase reactivators K027 and K203 in experimental pigs.

Toxicol Lett. 2017;273:20-25. https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2017.03.017

KALASZ H, SZIMROK Z, KARVALY G, ADEGHATE J, TEKES K.
Pharmacokinetics of Two Chlorine-Substituted Bis-Pyridinium Mono-Aldoximes
with Regenerating Effect on Butyrylcholinesterase. Molecules. 2020;25(5):1250.
Published 2020 Mar 10. https://doi.org/10.3390/molecules25051250

SINGH H, MOORAD-DOCTOR D, RATCLIFFE RH, WACHTEL K,
CASTILLO A, GARCIA GE. A rapid cation-exchange HPLC method for

detection and quantification of pyridinium oximes in plasma and tissue. J Anal

Toxicol. 2007;31(2):69-74. https://doi.org/10.1093/jat/31.2.69

KALASZ H, HASAN MY, SHEEN R, et al. HPLC analysis of K-48 concentration
in plasma. Anal Bioanal Chem. 2006;385(6):1062-1067.
https://doi.org/10.1007/s00216-006-0490-6

78



[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

KARASOVA JZ, ZEMEK F, MUSILEK K, KUCA K. Time-dependent changes
of oxime K027 concentrations in different parts of rat central nervous system.

Neurotox Res. 2013;23(1):63-68. https://doi.org/10.1007/s12640-012-9329-4

GARCIA GE, SINGH H, MOORAD DD, RATCLIFFE RH, WACHTEL K,
CASTILLO A, GORDON RK, MYERS TM, MCDONOUGH H. Sensitive and
Rapid Blood and Tissue HPLC Oxime Assay and Pharmacokinetics of MMB-4 in
Guinea Pigs and African Green Monkeys. ADA481798 Walter Reed Army
Institute of Research 2006.

KARASOVA JZ, HROCH M, MUSILEK K, KUCA K. Small Quaternary
Inhibitors K298 and K524: Cholinesterases Inhibition, Absorption, Brain
Distribution, and  Toxicity.  Neurotox  Res.  2016;29(2):267-274.
https://doi.org/10.1007/s12640-015-9582-4

LORKE DE, HASAN MY, NURULAIN SM, SHEEN R, KUCA K,
PETROIANU GA. Entry of two new asymmetric bispyridinium oximes (K-27 and

K-48) into the rat brain: comparison with obidoxime. J Appl Toxicol.

2007;27(5):482-490.https://doi.org/10.1002/jat.1229

KOBRLOVA T, KORABECNY J, SOUKUP O. Current approaches to enhancing
oxime reactivator delivery into the brain. Toxicology. 2019, 423:75-83. https://
do0i:10.1016/j.t0x.2019.05.006

79



