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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACh —acetilkolin

AChE - acetilkolin-észteraz

AcN — acetonitril

BBB - vér-agy gat (Blood Brain Barrier)
BPA - biszpiridinium aldoxim

CSF  — cerebrospinal fluid, liquor

DAD - diddasoros detektor

EMA - European Medicines Agency

EC  — amperometrids/elektrokémiai

FDA —Food and Drug Administration

I.m.  —intramuszkularis
I.v.  —intravénas
k’ — retencids vagy kapacitasi faktor

KIR  —kozponti idegrendszer

LOD - kimutatasi hatar, limit of detection

logP —a molekula megoszlasi hanyadosanak logaritmusa
LOQ - meghatarozasi hatar, limit of quantitation

PA  — piridinium-aldoxim

PCA — perklorsav

PRX — pralidoxim

RP-HPLC  — forditott fazisti nagyhatékonysagt folyadékkromatografia
RSD (%) — szazalékos relativ standard szoras

R%  — visszanyerési tényez0 szdzalékos alakja

OBX — obidoxim

OP  — organofoszfat

OSA - oktanszulfonsav natrium séja (1-oktanszulfonsav)

QC  —Quality Control samples

TCA —triklor-ecetsav

TPSA —teljes polaris felszin teriilete (Total Polar Surface Area)
UV  —ultraibolya-lathaté fény (UV-VIS) detektalas
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ABRAK JEGYZEKE

1. dbra: Az organofoszfatok kémiai szerkezetének altalanos képlete.

2. abra: Az AChE OP-k altal torténé gatlasanak és PA-kal valo reaktivalasanak
mechanizmusa.

3. abra: Az oximok altalanos kémiai szerkezete.

4. abra: PRX ¢és OBX k’ értékei az OSA valtozdé mennyiségének a fliggvényeben.

5. abra: K27 és K48 k’ értékei az OSA koncentracié fliggvényében.

6. abra: K74, K75 és K203 k’ értékei az OSA koncentracié fiiggvényében.

7. abra: K1000 k’ értékei az OSA koncentraciod fiiggvényében.

8. abra: Standard K203 oldat (fels6) és kontroll patkany agy (als6) kromatogramja 1g/1
OSA-t alkalmazva.

9. abra: Kontroll patkany szérum (felsé), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany szérum (als6) kromatogramja.

10. abra: Kontroll patkany CSF (fels6), és az 1 pug/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany CSF (als6) kromatogramja.

11. abra: Kontroll patkany agy (felsd), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany agy (als6) kromatogramja.

12. abra: Kontroll patkany szem (felsd), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany szem (also) kromatogramja.

13. abra: A K203 DAD detektorral felvett teljes spektruma.

14. dbra: K203 voltamogramja (injektalt mennyiség 1,1 nmol).

15. abra: K203 DAD-al felvett UV kromatogramja Amax=276 nm-nél.

16. abra: A K203 csucstisztasagi vizsgalata.

17. abra: K203 standard kalibracios gorbéje UV detektalas esetén.

18. abra: K203 standard kalibracios gorbéje EC detektalas soran.

19. dbra: K203 bomlasa erdsen savas (0.8 M PCA) kozegben.

20. abra: K203 bomlasa neutralis (pH=7) kozegben.

21. abra: K203 standard oldat savas bomldsa soran UV detektorral regisztralt
kromatogramok .

22. 4bra: K203 standard oldat savas bomlasakor elektrokémiai detektorral regisztralt

kromatogramok.
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23. abra: A patkany szérum K203 szintjének valtozasa a teljes kezelési id6 alatt (n=5).
24. 4bra: K203 szintjének valtozasa az id6 fliggvényében patkdny szem esetében (n=5).
25. abra: A patkany liquor K203 szintjének valtozéasa az id0 fiiggvényében (n=5).

26. abra: A patkany agymintdk K203 szintjének valtozasa az 1d6 fliggvényében (n=5).
27. abra: Beagle kutya szérum K203 koncentracidja az id6 fiiggvényében 250 umol/kg
i.m. dozis alkalmazasat kdvetden.

28. abra: Beagle kutya szérum K203 koncentracioja 15 pmol/kg i.m. dozis alkalmazasa
utdn az 1do fiiggvényében.

crer

alkalmazasa utan.
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TABLAZATOK JEGYZEKE

1. tablazat: Az OP-k felosztasa kémiai szerkezetiik alapjan.

2. tablazat: A Magyarorszagon forgalomban 1évd szerves foszforsav észter tartalmu
novényvédo szerek.

3. tablazat: Az OP mérgezes jellemz6 tiinetei.

4. tablazat: A legigéretesebb piridinium aldoximok kémiai szerkezete.

. tdblazat: A K-vegyiiletek Pallas programmal szdmolt TPSA és logP értékei.

. tdblazat: Az OSA koncentracio és a k’ értékek Osszefiiggése.

. tablazat: A K203 retencios idejének mérése UV detektalas esetén.

. tdblazat: A K203 retencios idejének mérése elektrokémiai (EC) detektalas esetén.

O 0 3 N WO

. tdblazat: K203 standard intraday precizitas ¢€s torzitatlansag értékei (UV detektalas).
10. tablazat: K203-mal spike-olt patkany szérum intraday precizitas és torzitatlansag
értékei (UV detektalas).

11. tablazat: K203-mal spike-olt patkany agy intraday precizitas és torzitatlansag értékei
(EC detektalas).

12. tablazat: K203-mal spike-olt beagle kutya szérum intraday precizitas ¢és
torzitatlansag értékei (UV detektalas).

13. tdblazat: K203 standard interday precizitas és torzitatlansag értékei (UV detektalas).
14. tablazat: K203-mal spike-olt patkany szérum interday precizitas és torzitatlansag
értékei (UV detektalas).

15. tablazat: K203-mal spike-olt patkany agy interday precizitas és torzitatlansag értékei
(EC detektalas).

16. tablazat: K203-mal spike-olt beagle kutya szérum interday precizitas és
torzitatlansag értékei (UV detektalas).

17. tablazat: A K203 kvantitativ meghatdrozasanak ismételhetdségi vizsgalata (UV
detektalas).

18. tablazat: A kalibracids gorbék egyenletei és a hozza tartozo6 korrelacids egyiitthatok.
19. tablazat: Patkdny szérumbol mért K203 visszanyerési tényezdjének értéker (UV

detektalas).
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20. tablazat: Beagle kutya szérumbdl mért K203 visszanyerési tényezdjének értékei
(UV detektalas).

21. tablazat: A kromatografidas rendszer robusztussaganak vizsgalata az AcN
mennyiségének valtoztatasaval.

22. tdblazat: A mozg6 fazis pH-janak hatdsa a kromatografids rendszer robusztussagara.
23. tablazat: Piridinium aldoximok bomldsa er0sen savas (0.8M) kdzegben
szobahOmérsékleten (t=25 °C).

24. tablazat: Piridinium aldoximok bomlasa erdsen savas (0.8M) kozegben t =4 °C-on.
dozist kezelések hatasara az egyes agyrészletekben.

26. tablazat: Patkany agy/szérum koncentraciok ardanya az id6 fliggvényében.

27. tablazat: Patkany CSF/szérum koncentraciok aranya az id6 fiiggvényében.
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1. BEVEZETES

Napjainkban a szerves foszfat — organofoszfat — (OP-Kk) tipust vegyiiletek rendkiviili
mérgez0 voltuk miatt valds veszélyt jelentenek. A WHO adatai szerint évente tobb
millié esetben torténik mérgezés az OP-k csoportjaba tartozd permetezd (pl. pirifosz)
szerek helytelen alkalmazéasaval, de ezen vegyiiletek kozé sorolhatok a rendkiviil
toxikus, idegmérgeknek szamito, a terroristak altal is alkalmazott rettegett harci gazok (
pl. sarin, tabun, VX ) is. Az OP-k kozos tulajdonsaga, hogy az expozicid utan
irreverzibilisen gatoljak szervezetliink egyik kulcsfontossdgi enzimét az acetilkolin-
¢észterazt (AChE), melynek aktiv centrumaban talalhatdé szerin hidroxil csoportjdhoz
kapcsolodnak, gatolva ezaltal az enzim mikodését. Az AChE enzim feladata a
neurotranszmitterként felszabaduld acetilkolin (ACh) hidrolizise, igy hatadsanak
megsziintetése a neuromuszkularis junkcioban, a vegetativ ganglionokban, a
paraszimpatikus posztszinaptikus végkésziilékben ill. a kdzponti idegrendszer (KIR)
acetilkolinerg neuronjaiban. Az AChE gatlasa jellegzetes tlinetegyiittest, OP-mérgezést
okoz, mely soran jelentds ACh felszaporodas figyelhetdé meg mind a periférids mind a
KIR-ben.

Jelenleg a klinikai gyakorlatban a szerves foszfat (organofoszfat és organofoszfonat)
mérgezéseknél ellenszerként a piridinium aldoximok (PA) — pralidoxim (PRX),
obidoxim (OBX) — hasznalatosak, mint az AChE egyediili reaktivatorai, a szokasos
terapia (atropin, diazepam) mellett. Ugyanakkor mind a PRX mind pedig az OBX
terapias hatékonysaga messze elmarad a varttol, ezért Gj tipusu AChE reaktivatorok
szintézise, ezek in vitro és in vivo hatékonysaganak vizsgalata vilagszerte nagy erdkkel
folyik.

Cseh kutatocsoport (Kuca és mtsai) a PRX és az OBX szerkezetébdl kiindulva szamos
Uj igéretes piridinium ill. biszpiridinium aldoxim (BPA) szerkezetli AChE-reaktivatort
szintetizalt. Az 0j aldoxim tipust vegyiiletek k6zo6s jellemzdje, hogy két piridinium
gyluriit és egy vagy két oxim csoportot tartalmaznak. Szamos biszpiridinium
biszaldoxim és biszpiridinium monoaldoxim koziil az el6zetes in vitro €és in Vivo
vizsgalatok alapjan a K203 [(E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(hydroxyimino-
methylpyridinium)-but-2-ene  dibromide] jeli vegylilet mutatkozik az egyik
legigéretesebbnek. Ezek az 0j tipusi BPA-K a piridinium gylriikben talalhato két

pozitiv toltésli kvaterner nitrogén atom miatt széveti pH-n nagyon hidrofilek, ezért a

10
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biologiai kozegbdl vald meghatirozasukhoz ¢€s farmakokinetikai vizsgalatukhoz

nélkiilozhetetlen volt egy validalt és optimalizalt bioanalitikai modszer kidolgozésa.

11



DOI:10.14753/SE.2014.1960

2. IRODALMI ATTEKINTES

Az organofoszfatok (OP-k)

Az OP-k a foszforsavnak, a foszfonsavnak (foszforossav) ¢és a foszfinsavnak
(hipofoszforossav) alkoholokkal alkotott észter-, amid- és thiol- szarmazékai. Ezeknek a
szerves foszfatvegyiileteknek kozos kémiai jellemzOje, hogy a benniik talalhatd
kozponti foszfor atom +5-6s oxidacids szammal szerepel. Altalanos szerkezeti képletiik
alapjan (1. abra) a kdvetkezOket mondhatjuk el roluk:
o Ot vegyértéki kdzponti foszfor atommal rendelkeznek
e a foszfor (P) atomhoz kettés kotéssel kapcsolddd gydk rendszerint oxigén (O) —
[P=0, foszforil kotés] — vagy kén (S) — [P=S, tiofoszforil kités]
e a P atomot a funkcids csoportokkal 6sszekotd X, Y és Z altalaban O, de lehet
nitrogén (N), S vagy CH; csoport is
e az R; és Ry csoportok tobbnyire etil, metil, alkil, alkoxi, alkilthio vagy
alkilaminocsoportok
e az R; azun. tdvozo csoport, amely altaldban egy labilis acilcsoportot (halogenid,

ciano, fenol vagy tiocsoportot) foglal magaba

O(S)
R—Y—P—X—R;

Z

R,

1. abra: Az organofoszfatok kémiai szerkezetének altalanos képlete
(Richardson 2010).

Tobb ezerre tehetd azon OP-k szama, amelyek az 1. abran lathato altalanos kémiai
szerkezettel rendelkeznek. Az OP-k csoportjaba tartozd vegyiileteket az R; és Ry
funkcids csoportok, az X — Z dsszekotd atomok valamint a karakterisztikus kotés tipusa
alapjan tovabbi alcsoportokba oszthatok (De Bleecker 2008) (1. tablazat). Toxicitasuk

tekintetében nagyon széles spektrumot képviselnek, egészen az extrém toxicitasu

12
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1. tablazat: Az OP-k felosztasa kémiai szerkezetiik alapjan (Marrs 1993).

Tipus (Organo-) Kémiai szerkezet Példa vegyiiletek
|O Klérfenvinfosz
, | Diklorvosz
Foszfatok RO_T_OR Monokrotofosz
OR Tri-o-krezil foszat
I
Foszfonatok RO —F|’—R Triklérfon
OR
1
Foszfinatok H—F|’—R Glufozinat
OR
S Bromofosz
I Diazinon
Tiofoszfatok F{O—IT—OF{ Fention
Paration
OR Pirimifosz-methil
I
Tiofoszfonatok RO—P—R EPN
| Leptofosz
OR
i
Foszforotiolatok RS—P—OR Deme top-S-metll
| Ecotiopat
OR
i
Foszfonotiolatok
(S-substituted) RS T R VX
OR

13
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0]
| | . _ati
S Arinfous et
Foszforoditiolatok OR Dimetoat
(ditiofoszfatok) S Diszulfoton
[l Malation
RS_T_OR Metidation
OR
i
Foszforotritiolatok .
(tritiofoszfatok) RS IT' SR DEF (tribufosz)
SR
(0]
_ AR _
Foszforamidatok RO — Fl’ —N\ Fenamifosz
OR R
i A"
RO —P—N
A
Foszforamidotiolatok Metamidofosz
(amidotiofoszfatok) o Izofenfosz
A
RS —F|>—~N\
OR R
’ (|)| Diizopropil,-
Fluorofoszfatok RO—P—F fluorofoszfat
be (DFP)
’ (|3| Ci klpszarin
Fluorofoszfonatok RO—P—F Szarin
||q Szoman

Tortenelmi attekintes

Az elsé ilyen jellegli vegyiiletek szintézise a 19. szazad els6 felére teheté (Wiliamson
elétti éra), amikor a vegyészek az éterszintézist az alkoholok és savak kozvetlen
reagaltatasaval oldottdk meg. Ilyen modon Voegeli 1848-ban megalkotta az els6
foszforsav észtert, a trietil foszfatot (TEP), amely azonban csak milimolaris
koncentracioban mutatott AChE aktivitast (Petroianu 2009, Petroianu 2010a). 1851-ben
Wiliamson kifejlesztett egy 11j és hatékonyabb modszert az éterek eldallitasara, etil jodid
¢s natrium sok alkalmazasaval. Ez az U moddszer megnyitotta az utat a még

hatékonyabb AChE gatlo OP-k szintézise felé. Az elsé ilyen moddon szintetizalt
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vegyiilet a tetraetil-pirofoszfat (TEPP) szintézise Moschnine és de Clermont nevéhez
fizédik. Ez a vegyiilet mar joval kisebb, nanomolaris koncentracidban is gatolta az
AChE-t (Petroianu 2008, Petroianu 2009). 1873-ban Hoffmann-nak elészor sikertilt
direkt P — C kémiai kotést tartalmazo OP vegyiiletet — metilfoszforil-diklorid —
szintetizalnia.

A 20. szazad els6 felében Lange ¢és von Krueger a dialkilfoszfofluoridok eldallitasaval
szamos rovar- ¢s gombadld tulajdonsaggal rendelkezd OP tipust vegyiiletet hoztak 1étre
(Antonijevic et al. 2007, Petroianu 2010b). A szazad htszas, harmincas éveiben az
ammoniaszintézis forradalmasitdsdval a német vegyiparnak sikeriilt megfeleld
mértékben kiszolgalnia a mezdgazdasag egyre ndvekvd nitrogénmiitragya iranti vagyat.
A megnovekvd termésatlagok természetes velejardjaként a mezdgazdasag szamara
egyre nagyobb gondot okoztak az elszaporodd gyomndvények és a rovarkartevok, igy
intenziv kutatas kezdddott az elleniik valo védekezés terén. 1934-1944 kozo6tt Schrader
¢s munkacsoportja tobb mint 2000 OP tipusu vegyiiletet szintetizalt (pl. paraoxon,
parathion), amelyek mindamellett, hogy hatasos gyomirtdé és rovardl szereknek
bizonyultak a szabadfoldi kisérletekben, még az emberre is kozvetlen veszélyt
jelentettek. Ennek felismerése gyanant 1935-t61 kezdve a naci kormany égisze alatt
erbteljes kutatds, fejlesztés és gyartas kezdddott az OP tipusu vegyiiletek hadiipari
célokra torténd felhasznalasat illetden, amelynek eredményeképp Schrader 1936-ban
megalkotta az els6 igen nagy toxicitasu foszforvegyiiletet, a tabunt (GA), amelyet aztan
gyors egymasutanban kovetett a szarin (GB) (1938) és a szoman (GD) (1944)
eléallitasa. Az amerikai nomenklatira ezeket a vegyiileteket G-agensnek nevezi. A 11
vilaghaborat kovetéen a németek kutatdsi eredményeire tdmaszkodva a kisérletek
els@sorban az idegmérgek hatdsmechanizmuséanak felderitésére iranyultak, amely soran
a megfelel6 védelem kidolgozdsa mellett tovabbi 10j, pusztitdé hatéanyagokat is
kifejlesztetek. 1957-re Tammelin és kutatocsoportja fluor-foszfat vegyiiletekbdl
Ugyanebben a hideghéborus iddszakban az orosz tudosoknak is sikertilt kifejleszteniiik
szamos V-agenst, koztiik az orosz VX-et (VR), amelynek egyik strukturalis analogja a
kinai VX (CVX). A V-vegyiiletek mintegy 10-szer, de akar 100-szor is erdsebb mérgek,
mint a G-agensek, kevésbé illékonyak és joval stabilabbak. Az 1980-as évek végén, a

90-es évek elejére orosz vegyészeknek sikertilt 1étrehozniuk az idegmérgek ujabb, joval
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mérgezObb képviseldit, a Novichok-5 és Novichok-7 vegyiileteket. Ezek un. binaris
idegmérgek, mivel letalis hatasukat csak kettd, egyébként az €16 szervezetre hatastalan
vegylilet keveredése utan fejtik ki, toxicitasukat tekintve 10-szer, 100-szor mérgezdbbek
az el6deiknél (Hollosy 2003, Antonijevic et al. 2007).

Az OP-£ felhasznalasi teriilete

Az OP-kat széleskortien alkalmazzak novényvéddszerként a mezdgazdagsagban, tobbek
kozt mint rovarirto-, gyomirtd szereket, atkadlé-, gombadlo- ill. féregold vegyiileteket
(Karczmar 1998), de a miianyagiparban is felhasznalast nyernek lagyitészerként és
lubrikansok segédanyagaiként (Gupta 2006). Az agrariparban nagy el6nynek szamit,
hogy ellentétben a szintén gyomirtd szerként hasznalt szerves klortartalmi DDT-vel,
amely az eld szervezetekben akkumulalodik, ezek a vegyiiletek a rendkiviil instabil
kémiai szerkezetiikb6l adoddan igen gyorsan elbomlanak, toxikus metabolitjaik
nincsenek, 1igy a permetezés utan a mezdgazdasagi termékek ¢élelmezési
felhasznalhatosaganak varakozasi ideje napokban mérhetd. Permetszerként az emberre
kevésbé veszélyes szarmazékokat alkalmazzak, viszont a vizi szervezetekre, madarakra
és a méhekre rendkivil mérgezéek. Altaldnos jellemzdjiik, hogy rendkiviil
lipidoldékonyak, az ép borre jutva mar egy-két cseppbdl, a széllel szemben permetezve
pedig mar néhany belélegzésbdl akkora mennyiség jut a szervezetbe, mely a mérgezés
tiineteit perceken beliil kivaltja (Tekes et al. 2010). A WHO adatai szerint évente a
vilagon 3 millié6 dokumentalt permetezdszer-mérgezés torténik és mintegy 200-350 000
kozottire tehetd az ebbdl fakado haldlos aldozatok szama. Ezek az elrettentd adatok
els6sorban a tudatlansagbol, a biztonsagos hasznalatra vonatkozo rendszabalyok be nem
tartasabol adodnak (Gunnell et al. 2007, Eddleston et al. 2008). Ugyanakkor meglep6en
sok beszamolot olvashatunk a szakirodalomban az OP-k oOngyilkossagi célu
alkalmazasarol (Bertolote et al. 2006). Az 2. tablazatban a hazankban jelenleg is
forgalomban 1év6 készitményeket foglaltam 6ssze. A legtoxikusabb OP-k azonban harci
gazként ismertek (tabun, szarin, cikloszarin, szoman, VX).

A haborut kovetden ezek a hatalmas készletek a kiilonb6z6 terroristacsoportok ¢€s
diktatorok elsddleges célpontjava valt, akik a nemzetkozi tiltdsok ellenére szdmos

esetben alkalmaztak ezeket a vegyiileteket haddszati célokra és a civil lakossag ellen is.
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Az Irak-Irani haborti soran az iraki hadsereg el6szor 1983-84-ben Majnoon szigetén
tabunt, majd 4-5 évvel kés6ébb 1987-88-ban Halabjah massacre térségében Sszarint vetett
be az irani hadsereg ill. a civil lakossag ellen a szamos haldlos aldozatot koveteld
tamadasai soran (Balali-Mood et al. 1998). Kozismertek az 1990-es években, Japanban
elkovetett terroristatamadéasok is, amelyek a felkésziiletlenség, a mérgezettek nem
megfeleld ellatasanak kovetkeztében sok civil haldlat okoztdk. Az elsd tamadas 1994.
junius 27.-én Matsumoto varosaban tortént (Okudera 2002), mig a kovetkezé évben
1995. marcius 20.-an a tokioi metr6 haldézataban vetettek be szarint (Suzuki et al. 1995).
Harminc év elteltével mar hozzaférhetdvé valtak azok az adatok is, melyek szerint
Japanban tobb amerikai katona azért szenvedett sulyos mérgezést, mert a kordbban OP-t

tartalmaz6 horddkat szakszertitleniil tisztitottak (Tekes et al. 2010).
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2. tablazat: A Magyarorszagon forgalomban 1évé szerves foszforsav észter
tartalmu novényvédo szerek.

Novenyvedo'szer Hatoanyz}g Kémiai szerkezet Hatéanyag
megnevezeése megnevezése tartalom
Acteelic 50 EC pirimifosz-metil CH, 500 g/l
e
~. 7
o \N)\N/\CH3
H;C—O k
CH,
Bi 58 EC Dimetoat 400 g/l
CH,
Danadin Progress <')\P//S o
Dimetoat Jubileum o /:IL//\
CH,
Rogor L-40 EC
Nemathorin 10 G Fosztiazat CH, 10%
(0] (0]
S/
H/ /p\NJ(
CH, O> \\/S
H;C
Cyren EC Klorpirifosz 480 g/l
Dursban 480 EC
H,C
Pychlorex 480 EC \_o\ S cl
A~ P
Pyrinex 48 EC HCT 0Ty N
Nurelle-D 50/500 EC cl 500 g/l
Pyrifosz 25 EC 250 g/l
Pyrinex 25 CS 205 g/l
Megatox 40 EC klorpirifosz-metil e—0_ a 400 g/l
0" vt/ \
Reldan 40 EC b, N/ @
Cl
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Az OP-k hatasmadja, toxicitasuk alapja

Az OP tipusu vegyiletek kozos tulajdonsdga, hogy a szervezetbe Kkeriilve
irreverzibilisen gatoljak a szerin-észterazok (szerin-hidroxilazok) csoportjaba tartozo
kolinészterazokat, koziiliik is els6sorban az AChE-t, amely elsddleges feladata a
szervezet egyik legfontosabb ingeriiletatvivé anyaganak, az ACh-nak az enzimatikus
hidrolizis Utjan torténd inaktivalasa. A gerinces szervezetekben a kolinészterazoknak két
alapvetd tipusat kiilonboztetjiik meg: a mar elébb emlitett ,,valodi”acetil-kolinészterazt
(AChE, EC 3.1.1.7) ill. a butiril-kolinészterazt (BuChE, EC 3.1.1.8), melyek szdveti
eloszlasa, szubsztratspecifitdsa és funkcigja is jelentds kiilonbozdséget mutat. Szoveti
eloszlasukat tekintve 4&ltaldnosan elmondhaté, hogy mig az AChE elsésorban a
neuronalis szovetekre (CSF, kolinerg végkésziilék, agyszovet) jellemzo, addig a BuChE
a nem neurondlis szOvetekben (mdj, gyomor-béltraktus, sziv, vese és tiid6) mutat
nagyobb aktivitast. Mig a vorosvértestek membranjaban kotott formaban AChE-t, addig
a vérplazmaban szolubilis formaban a BuChE-t taldlunk. Szubsztrat-specifitasukat
tekintve is kiilonboznek: mig az AChE f6 szubsztratja az ACh, amit minden mas kolin-
észternél gyorsabban hidrolizal, addig a BuChE a plazmaban megtaldlhato sokféle
észtert hidrolizalja. A két kolineszteraz tipus abban is kiilonbozik, hogy mig az AChE
aktivitdsa magas ACh koncentracio jelenlétére gatlodik, addig a BuChE esetén ez a
szubsztrat-gatlas nem figyelhetdé meg (Chatonnet et al. 1989, Patocka et al. 2004,
Stepankova et al. 2008, Tekes et al. 2010). Rontgenkrisztollografias és NMR
vizsgalatok alapjan az enzimek aktiv centrumaban a szubsztratkotés szempontjabol 2
kitlintetett hely talalhato:
a) anionos vagy acil-koté zseb: a szubtratok (pl. OP-k) acil csoportahoz
kotédve mintegy poziciondljak, megfeleld helyzetbe allitjak dket a késobbi
szerin (Ser) oldallanc altal inditott nukleofil tdmadashoz. AChE esetén ezt a
zsebet fenil-alanin és triptofan aminosavak alkotjak, amelyek aromas
oldallancai mélyen benyullnak az aktiv centrum belsejébe. Ugyanakkor
BuChE esetén joval kisebb aminosavak (pl. valin, leucin) alkotjdk ezt a
zsebet, ezaltal ez az enzim joval nagyobb méretii szubsztratok megkotésére

is alkalmas (Stepankova et al. 2008). Ordentlich és mtsai (1998) szerint az
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aktiv centrumon beliil tovabbi, az anionos kdtohelyhez hasonld oldallanc-
csoportosulds taldlhatd. Ilyen pl. az un. oxianion zseb glicin és alanin
oldallancai, amelyek a Michaelis komplex képzédése soran polarizaljak az
OP wvegyiilet P=0O kotésében 1évé foszforatomot, amely igy mar
fogékonyabba valik a Ser oldallanc nukleofil timadésara.

b) észterkotési hely v. katalitikus centrum: itt talalhatd az Gn. katalitikus triad,
amit a Szerin (Serygs)-Hisztidin (Hisas7)-Glutamat (Glusss) aminosavak
alkotnak. Itt megy végbe a szubtratok enzimatikus hasitasa a Ser oldallanc
nukleofil tdmadasat kovetden. A nukleofil tdmadas sordn a Serzos
oldallancarol egy protontranszfer torténik a Hiss; Imidazol-gytrijének
egyik nitrogénatomjara, aminek kovetkeztében a gyliri masik
nitrogénatomjarol szintén egy proton atadas megy végbe a Glusss karboxil

csoportjara (Rosenfeld et al. 2006).

Az OP-k azaltal, hogy az AChE aktiv centrumaban talalhatd6 Ser oldallanchoz
kapcsolodnak, mintegy tartdsan, gyakorlatilag irreverzibilisen foszforilaljadk azt,
meggatolva ezaltal az enzim elsddleges szubsztratjanak, az ACh-nak kolinna és
ecetsavva torténd hidrolizisét. Az OP-knak az AChE-el torténd interakcidja tobblépcsds
folyamat soran megy végbe (Kardos et al. 2000, Patocka et al. 2004, Rosenfeld et al.
2006, Wilson 2010), amelyet sematikusan a 2. abran foglaltam 6ssze:

1) els6 Iépésben az enzim Ser oldallanca altal indukalt nukleofil tamadas
kovetkeztében kialakul egy atmeneti, in. Michaelis komplex az AChE és
OP molekula kozott.

2) a kovetkez6é 1épésben az OP-rol tavozo csoport (Rs) kilépésével egy
meglehetdsen stabil kovalens kotés keletkezik az OP foszforatomja és az
enzim Ser oldalldncanak oxigén atomja kozott, aminek eredményeképp
az enzim foszforilalodik.

Az igy foszforilalt, és ezaltal katalitikusan inaktivva valdé enzim ezek utdn tovabbi
folyamatokon mehet keresztiil.

3) regeneracié spontan reaktivacio utjan, amely kémiai reakcié fiigg az
enzim tipusatol, a hdmérséklettdl, a pH-t6l és nem utolsd sorban a

foszforilaciot kivaltd OP tipusatol is. Az foszforsav spontan hidrolizise
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ugyanakkor nagyon lassu folyamat, gyakran napokat, s6t heteket vehet
igénybe. Ezért az OP-kal torténd expozicid soran az enzim gyakorlatilag
irreverzibilisen gatlodik és az enzim spontan reaktivacid utjan torténd
regeneralodasa elhanyagolhato. Az enzimmolekuldk aktivitasukat
gyakorlatilag nem nyerik vissza, az aktiv kolinészteraz eredeti szintje
csak 1) enzimmolekuldk szintézisével allhat helyre. Az enzim
regeneralodasanak egyik lehetséges modja az oximokkal torténd
reaktivaci6. Ezek a vegyiiletek erdsen nukleofil tulajdonsaguknal fogva
képesek az enzimet defoszforilalni.

Az ,0regedés — aging” folyamata: a defoszforilalt enzim a foszforsav-
maradék tipusanak fliggvényében bizonyos idd elteltével kémiai
atalakuldson megy keresztiil, amely soran a vegyliletrdl ledisszocial egy
alkil vagy alkoxi csoport (dealkilezés), ¢és igy egy egyszeresen
szubsztitualt, toltéssel rendelkezd foszforsav-maradék keletkezik az
enzimen belil (Masson et al. 2010). A reakcidt kovetden az enzim
reaktivalasara mar nincs lehetség, ezért ez az iddintervallum fontos
szerepet jatszik az OP-mérgezés esetén torténd sikeres terapias kezelések
soran. Ehhez a kémiai atalakuldshoz sziikséges id6 az egyes OP
vegyiiletekre jellemzo érték, ami elsOsorban a szubsztitucids alkil
csoportok tipusanak a fliggvénye, és nagyon valtozd értékeket mutat:
Szoman esetében 2-4 perc, szarinndl 5 ora, tabun mérgezésnél 46 oOra,

mig VX esetében 50 ora (Worek et al. 2004, Worek et al. 2007).
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2. abra: Az AChE OP-k altal torténé gatlasanak és PA-kal valé reaktivalasanak
mechanizmusa (Worek et al. 2004, Mercey et al. 2012).

Gatlas:(1)-[AChE-OP] komplex kialakulasa; (2)-AChE foszforilalasa; (3)-AChE
spontan regeneralddasa; (4)-6regedés,”aging” folyamata;

Reaktivalas:(5) [AChE-OP-PA] atmeneti komplex kialakulasa; (6)-AChE reaktivalasa
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Az AChE gatlasanak kovetkeztében endogén ACh felhalmozodas tapasztalhatdo a

képzddés helyén, tehat a paraszimpatikus posztszinaptikus végkésziilékben, a vegetativ

ganglionokban,

a neuromuszkuldris junkcidban valamint a KIR acetilkolinerg

neuronjaiban. A felhalmoz6d6 ACh hatésai a nikotinszer(i €s muszkarinszerii receptorok

fokozott izgatasa révén alakitja ki a klinikai tiineteket (Patocka et al. 2005). Az OP

mérgezés soran fellépd jellegzetes tiineteket a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: Az OP mérgezés jellemzoé tiinetei (Jokanovic et al. 2009, Tekes
et al. 2010, Barelli et al. 2011).

Szerv

Hatas helye

Tiinet(ek)

Hugyholyag

muszkarinszeru
ACh receptor

vizelési gyakorisag fokozddas,
incontinentia

Sziv- és érrendszer

muszkarinszeri
ACh receptor

bradycardia, vérnyomasesés

nikotinszerit ACh receptor

tachycardia, tranziens hypertonia

ACh receptor

Szem muszkarinszeru lataszavar, fokozott konnyelvalasztas,
ACh receptor miosis majd mydriasis

Nyalmirigy muszkarinszerti extrém nyalfolyas
ACh receptor

Verejtékmirigyek muszkarinszerti extrém verejtékezés
ACh receptor

Gyomor- ¢és bélrendszer | muszkarinszerii erds hasi gércsok, hasmenés,

incontinentia, hanyas, hanyinger

Légzdrendszer

muszkarinszer
ACh receptor

bronchusgores, fokozott nyaktermelés,
extrém orrfolyas

Kozponti idegrendszer

muszkarinszeri és
nikotinszertit ACh receptor

1zgatottsag, szorongasos roham, coma,
goresok, a keringési és 1€gz6kozpont
gatoltsaga, hallucinaciok, letargids
allapot, aluszékonysag

Harantcsikolt izom

nikotinszerit ACh receptor

1izomgoresok, izombeénulas, az izomzat
egészére kiterjedd gyengeség,
1izomrangasok

23




DOI:10.14753/SE.2014.1960

A mérgezés tlinetei paraszimpatikus izgalmon, a neuromuszkularis junkcié kezdeti
izgalman (izomrangasok), majd bénuldsan valamint a KIR-ben felszaporodo acetilkolin
hatasan (szorongas, fejfajas, gorcsok, coma) alapulnak. A halal oka altalaban a 1égzés és
a keringés 0sszeomldsa, amely mindkét esetben a KIR-i hatdsok (a medullaris 1égz6 és
keringési kozpontok bénuldsa) és periférids hatasok (bronchusgores, 1égzdizmok
bénulasa, perctérfogat csokkenése, bradycardia) kombinaciojanak eredményeképpen
kovetkezik be (Kovacs et al. 2007, Barelli et al. 2011). Az OP tipusu vegyiileteknek a
fennt emlitett kolinerg krizisen kiviil egyéb neurotoxikus hatédsai is ismertek. Az egyik
ilyen ismert hatds az organofoszfatok indukalta késleltetett neuropatia, amely kezdeti
tiinetei (szenzoros zavarok, ataxia, gyengeség) a méreg bejutiasa utan 10-20 nappal
jelentkeznek, majd az id6 eldrehaladtaval sulyos, kezdetben petyhiidt, majd késdbb
spasticussa vald bénulasok fejlédnek ki. A folyamat kialakuldsaban a neurotoxikus-
észteraz enzim gatlasa jatszik f6 szerepet. A hosszan tartd, folyamatos OP expozicionak
Kitett egyének esetében figyelték meg a kolinerg krizis nélkiil is kialakul6 Gn. kronikus
organofoszfatok indukalta neuropszichidtriai zavarokat, amely tlinetek szintén
késleltetve jelennek meg a mérgezett egyénen és hosszu idon keresztill fenn is
maradnak. Ez a betegség, mint gyijtéfogalom a kovetkezd tiinetekkel jellemezhetd:
kognitiv zavarok (memoriazavar, csokkent tanuldsi képesség, figyelem csokkenése,
koncentréaci6 zavarok), kedélyallapot megvaltozasa (szorongdas, depresszid, emdcionalis
labilitas), kronikus kimeriiltség valamint extrapiramidalis tlinetek (dystonia, tremor,

merev arcizomzat) (Bajgar 2005, Jokanovic et al. 2010).

A mérgezés terdpiaja

crey

igény mutatkozik mind a siirgdsségi betegelldtasban, mind pedig a mérgezés akut
szakaszaban. Az idedlis antidotum olyan vegyiilet volna, amely:

a) aszervezet minden olyan vizterébe eljut, ahova a mérgez6 anyag is

b) a méreg-anyaggal stabilabb kotést kell kialakitania a szervezetben talalhato

tobbi anyaghoz képest
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€) nem metabolizalodik és az antidotum-mérgezé anyag komplexe kdnnyen

kitiriil a szervezetbol

d) az alkalmazott antidotum sajat farmakologiai (toxikologiai) hatassal nem

rendelkezik

crer

oxigén — pralidoxim) moddszer az elfogadott és hivatalos eljaras (Johnson et al. 2000,

Kalasz et al. 2009a, Petroianu et al. 2012). A kezelés farmakoldgiai szempontbol két

kiilonallo részre oszthatd:

1)

2)

antikolinerg (atropin) szerek i.v. adagolasa a felhalmoz6édé ACh
hatasanak ellenstilyozasara. Az atropin i.v. adagolasat (2-5 mg) azonnal
meg kell kezdeni, majd lassan, a rovid hatastartama miatt 10 percenként
ismételve folytatni kell egészen addig, amig a verejtékezés és a proflz
nyalfolyds meg nem szlinik, a bradycardia pedig tachycardidnak ad
helyet. Ugyanakkor az atropin a felhalmozod6 ACh hatasat csak a
muszkarinszerii receptorokon gatolja.

enzimreaktivatorok alkalmazasa a kolin-észteraz enzim ¢és az OP-k
kapcsolatanak megsziintetésére. Jelenleg a klinikumban
enzimreaktivatorként egyediiliként az oximok csoportjaba tartozd, PA-
kat alkalmazzak, mint pl. a PRX-mot az USA-ban, mig Eurdpaban féleg
az OBX-mot, a methoximot , a HI-6 és a HL6-7 nevii vegyiileteket
(Kassa 2002). Az oximterapia ugyanakkor csak az OP-k Oregedési
folyamatanak befejeztéig hatasos, mivel ezutdn mar nem lehetséges az

enzim reaktivalasa a kotés stabilabba valasa miatt.

Az OP-k okozta mérgezések terdpids kezelése soran ezen kivill a tiineti gdrcsok

enyhitésére még diazepamot ill. vizben oldhaté prodrugjat, avizafont, vagy lorazepamot

adnak mint antikonvulziv szert (Rotenberg et al. 2003, Bajgar 2004, Petroianu et al.

2012).
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Oximok, Piridinium-aldoximok (PA-K)

Az oximok aldehidek és ketonok valamint hidroxil-amin kondenzacids reakcidja ttjan
keletkez6 vegyiiletek (megj.: oximok az els6- és masodrendi nitrozo-alkanok tautomer
atrendez8désével is keletkezhetnek) (Furka 1998) . Altalanos kémiai szerkezetiik a 3.

abran lathato.

R
N
R/

aldoxim ketoxim

R—CH=—7/N——-"0H C——N——--0H

3. abra: Az oximok altalanos kémiai szerkezete.

(neviikbdl kifolyolag) egy vagy tobb piridinium gylrit és az ehhez oldallancként
kapcsolodd egy vagy tobb oximcsoportot tartalmaznak. Léteznek ugyanakkor olyan
oxim tipusu enzimreaktivatorok is, amelyekben az oximcsoport egy imidazol ill.
quinuklidin gytirith6z kapcsolodik (Primozi€ et al. 2004, Reiner et al. 2006).

A PA-mok enzimreaktivalé hatasukat annak kdszonhetik, hogy az OP-kal gatolt enzim
aktiv centrumaba belépve erdteljes nukleofil timadason keresztiil képesek leszoritani az
enzim Ser oldallancardl a foszforsavmaradékot; defoszforilalva ezaltal az enzimet (2.
abra). A folyamat elején a PA molekula a piridinium-gyiriiben talalhato, toltéssel
rendelkezd kvaterner nitrogén atomon keresztiil az enzim aktiv centrumaban talalhatd
acil-koté helyéhez kapcsolodik, megfeleld pozicioba keriilve igy a nukleofil tamadas
meginditasahoz. A kovetkezd 1épésben kialakul az [enzim — OP — PA] atmeneti
komplex, majd a folyamat végén a foszforilalt PA lehasad az enzimrdl, igy szabadda
téve az enzim Ser oldallancat, amely ezaltal visszanyeri katalitikus képességét .

Az OP mérgezések terapias kezelésében jelenleg is hasznalt PA a mar klasszikusnak
szamitd és a szakirodalomban arany standardként (Kuca et al. 2010) emlegetett
piridinium-aldoxim, a PRX (Wilson et al. 1955) kémiai szerkezetét tekintve
monopiridinium aldoxim, amely egyike a legrégebben hasznalt vegyiileteknek.
Biszpiridinium-aldoxim szerkezetii vegyiiletek is ismertek, mint példaul a széles korben

alkamazott OBX (Kuca et al. 2009, Thiermann et al. 2010), metoxim (Petroianu et al.
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2006a, Kuca et al. 2009), trimedoxim (Poziomek et al. 1958) valamint az asoxim vagy
HI-6 (Krummer et al. 2002, Lundy et al. 2006). Sajnos azonban ezek a PA-k nem
hoztak attorést a terapidban, mivel a novényvéddszerek ¢és harci gazok széles
repertoarjat felvonultato OP-k elleni hatékonysaguk messze elmaradt a kivanatostol
(Kuca et al. 2007b).
Az oximok terdpids és reaktivald hatékonysaganak ndvelése érdekében Kuca és
munkacsoportja altal elvégzett szerkezet-hatas vizsgalatok alapjan a kovetkezd
tényezok azok, amelyek jelentdésen befolydsoljak a PA tipust enzimreaktivatorok
affinitasat a gatolt AChE-re nézve (Kuca et al. 2006, Musilek et al. 2007b):

1) a kvaterner nitrogénatom jelenléte az enzimreaktivator molekuldban

2) a piridinium-gytiriket 6sszekoté lanc hossza és alakja

3) az oxim csoport jelenléte

4) az oxim csoport helyzete a piridinium-gytiriin

5) az oxim csoport szama az enzimreaktivator molekulan beliil
Ennek fényében tobb szaz, j PA tipusu enzimreaktivatort szintetizaltak, amelyeket a
szakirodalomban K-vegyiiletekként tartanak szamon. Az Gjonnan szintetizalt vegyiiletek
lehetnek szimmetrikusak és aszimmetrikusak, kémiai szerkezetiiket tekintve tobbségiik
a biszpiridinium monoaldoximok csoportjaba tartozik, azaz a két piridinium-gytr
egyikén egy aldoxim csoport talalhatd: K27 (Kuca et al. 2003c), K48 (Kuca et al.
2003a), K203 (Musilek et al. 2007d). Ugyanakkor vannak kozottikk biszpiridinium
biszaldoximok csoportjaba tartozé — K74, K75 (Kuca et al. 2005a); valamint
triszpiridinium triszaldoxim szerkezeti (K1000) vegyiiletek is. Farmakologiai
tulajdonsagaikat Szamos kutatocsoport széles korben vizsgalta mind in vitro (Kuca et al.
2003b, Kuca et al. 2004, Kuca et al. 2007a, Musilek et al. 2007d), mind pedig in vivo
(Kassa et al. 2008b, Lorke et al. 2009, Kassa et al. 2009a, Karasova et al. 2011)
kortilmények kozott és amely vizsgalatok kimutattdk, hogy ezek az Gjonnan szintetizalt
PA-k hatékonyabban képesek reaktivalni az OP-kal gatolt AChE enzimet. A kisérletek
soran a vizsgalando vegyiileteket nemcsak onmagukban alkalmaztik, hanem mas, a
terapias kezelés soran alkalmazott anyagokkal, pl.atropinnal (Kassa et al. 2011b), illetve
mas enzimreaktivator vegyiiletekkel egylitt is (Kassa et al. 2011a, Bajgar et al. 2012).
Az in vitro kisérletek magukba foglaltak a PA-k affinitasvizsgalatat az OP-kal gatolt ill.

az intakt AChE-re vonatkozoan, valamint a PA-k reaktivalo képességének a vizsgalatat.
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In vivo kisérletsorozatok soran meghataroztak az egyes vegyiiletek LDso értékét,
terapias indexiiket, reaktivacios indexiiket valamint neuroprotektiv képességiiket (Kuca
et al. 2005b).

Az elbzetes in vitro screening-vizsgalatok (toxikologiai, human AChE vizsgalatok)
alapjan a legigéretesebb antidétumokat a 4. tablazatban tiintettem fel. A
molekulatdomegek a halogenid ionok nélkiil, a képletek alapjan vannak feltiintetve. A
szilard sk bromid ellenionokat tartalmaznak.

Az eddigi farmakologiai vizsgélatok azt mutatjak, hogy a kis toxicitassal rendelkezo
(Calic et al. 2006) aszimmetrikus, biszpiridinium aldoximok csoportjaba tartoz6 K27 és
K48 vegyiiletek paraoxon, metil-paraoxon, diizopropil-fluorfoszfat mérgezések esetén
nagyon hatékonyak. Képesek in vitro kivédeni az OP-k okozta gatl6 hatast ezaltal védve
¢és fenntartva az AChE biologiai aktivitasat (Petroianu et al. 2006a, Lorke et al. 2008,
Petroianu et al. 2012), valamint in vivo mérgezést kdvetden novelték az allatok talélési
esélyeit az eddig a terapiaban alkalmazott PA-mokhoz képest (Petroianu et al. 2006b,
Lorke et al. 2008, Nurulain et al. 2009).

A szimmetrikus, biszpiridinium aldoximokat képviseld K74 és K75 vegyiiletek esetében
az elézetes screening vizsgalatok azt mutattdk, hogy tabunnal torténd mérgezés esetén
hatékonyabban reaktivaltak az AChE-t mint a PRX, az OBX, az eldbb emlitett K27 és
K48 mind in vitro (Musilek et al. 2007a, Kuca et al. 2007a), mind pedig in vivo
allatkisérletekben (Kassa et al. 2008a).

A hatékonyabb enzimreaktivatorok kutatdsa kozepette Musilek és mits.-inak sikertilt
szintetizalniuk a joval hidrofilebb K203 jelti [(E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-but-2-ene dibromide] vegyiiletet. Kémiai szerkezetét
tekintve aszimmetrikus biszpiridinium aldoxim, a két piridinium-gytiiriit egy 4 atomos
(E)-but-2-ene lanc koti 6ssze, aminek kovetkeztében tabun mérgezés esetén reaktivalo
képessége jobb, toxicitdsa pedig kisebb lett a K74 ¢s K75 jelii vegyiiletekhez képest
(Musilek et al. 2007c, Musilek et al. 2007d). A K203 eddigi in vitro és in vivo screening
vizsgélatai azt mutatjdk, hogy tabun mérgezés esetén a leghatékonyabb AChE
reaktivator (Kassa et al. 2008c, Kassa et al. 2009b, Kovarik et al. 2009) az eddig
hasznalt PA-k koziil.
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4. tablazat: A legigéretesebb piridinium aldoximok kémiai szerkezete.

Ne Név Kémiai szerkezet Osszegképlet Mw
N _OH
1| PRX cr CiHoN,O | 137,18
CH,
HO\N/ = = \N/OH
2| OBX A@'WVOVQA CiaHisNJOs | 288,34
o}
3| K27 HO\NAO\W @*w CisH1sNsO, | 286,37
2NN
o
Z NH,
4| K48 VGNA/\/N\ | CisH20N4O2 | 300,4
Ho "' Z
pZ \N/OH
5 K74 | \N*/\/\/'@ C16H20N4O2 | 300,4
Ho NS NF
% \N/OH
6 K75 | \N+/\/\/©/\ C16H18N4O> 298,38
Ho S 7
(0]
= NH,
7| K203 v@,\/\/«\ | CisH1eN4O, | 298,38
Ho NS NF
HO\
N
/
\_
8 | K1000 N—\_N+_ CoH3oN7O3 | 464,61
—N \ / \N—OH
\ 7
\
N
HO/
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A PA-k farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasat kiillonboz6 bioldgiai
matrixokbol az elmult évtizedekben igen széles korben kutattak a témaval foglalkozo
tudésok annak érdekében, hogy az igy kapott adatokbol még pontosabb képet kapjanak
ezen vegyiiletek szervezetbeni sorsarol, enzimreaktivald képességeikrol kiilonbozé OP
mérgezések esetén ¢és amely adatokat sikeresen alkalmazva még hatékonyabb ¢és
biztonsagosabb terdpias eljardsokat dolgozzanak ki. A szakirodalomban szamtalan
analitikai eljarast taldlhatunk ezzel kapcsolatban, azonban az egyik legelterjedtebb és
legalkalmasabb eljaras az ilyen fajta mérések kivitelezéséhez a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias eljarasok, koziilikk is a forditott fazisu nagyhatékonysaga
kromatografias eljarasok (RP-HPLC). A PA-k a piridinium-gytriiben talalhato
kvaterner nitrogén atom(ok)nak koszonhetdéen szoveti pH-n egy (monopiridinium
vegyiiletek) vagy két (biszpiridinium vegyiiletek) pozitiv toltéssel rendelkeznek. Ha az
ilyen pozitiv toltéssel rendelkezé vegylileteket RP-HPLC segitségével szeretnénk
elvalasztani egymastol ill. a bioldgiai matrix zavar6d csucsaitdl, akkor mindenképpen
ionparképz6 alkalmazasa sziikséges (Horvath et al. 1977). A jelenlegi terapias
kezelésekkor alkalmazott PRX elvélasztasa, terapids dozisanak megallapitdsa soran az
egyik leggyakrabban hasznalt ionparképz6 az 1-oktanszulfonsav (Sakurada et al. 2003).
Ugyancsak ezt az ionparképzét alkalmaztak Cassel ill. Lundy és mtsai a HI-6
farmakokinetikai tulajdonsagainak meghatarozasara vér és agyszovetbdl (Cassel et al.
1997, Lundy et al. 2005), valamint Paddle és Dowling az oximok (PRX, OBX, HI-6)
bomlastermékeinek vizsgalata soran (Paddle et al. 1993). Utley ugyanezeknek a
vegylileteknek a kromatografids vizsgalatakor ionparképzdéként lauril-szulfatot
alkalmazott (Utley 1987), mig az OBX human plazmabdl térténé meghatarozasa soran
Stenzel ¢és mtsai, valamint Pohjola és Harpf esetében a mozgd fazis 1-
heptanszulfonsavat tartalmazott (Pohjola et al. 1994, Stenzel et al. 2007). Az ujonnan
szintetizalt PA-k (K-vegyiiletek) farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasa a
legtobb kisérletsorozatban C8-as (Kalasz et al. 2006, Tekes et al. 2006, Petroianu et al.
2007) ill. C18-as (Benké et al. 2007, Gyenge et al. 2007, Kalasz et al. 2008) allo
fazisokon tortént, mig az alkalmazott ionparképzd ebben az esetben is az 1-
oktanszulfonsav volt.

A RP-HPLC modszerek mellett szamos olyan mérési technologiaval is talalkozhatunk a

K vegyliletek vizsgalatat illetden a szakirodalomban, amelyek mell6zik az ionparképzok
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hasznalatat, mint pl. az ioncserés kromatografia (Singh et al. 2007), HPLC-MS (Kalasz
et al. 2006, Tekes et al. 2006, Okuno et al. 2008) vagy a kapillaris elektroforézisre épiilé
technikak (Kalasz et al. 2009b).
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3. CELKITUZESEK

Munkacsoportunkon beliil nemzetkdzi egylittmiikodés keretében a kovetkezd

feladatokat tztem ki célul:

a)

b)

c)

d)

a legigéretesebb K-vegyliletek koltséghatékony, altalanosan hasznalhato,
megfeleld érzékenységli bioanalitikai mérési modszereinek kifejlesztése

ezen vegyliletek logP és teljes polaris felszin teriilete (TPSA) értékeinek a
meghatarozasa

a kifejlesztett forditott fazist, nagyhatékonysagi kromatografias (RP-HPLC)
modszer optimalizalasa és validalasa UV és elektrokémiai (EC) detektalas
esetén

az optimalizalt és validalt kromatografidss modszer alkalmazasa a K203
farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasara patkdny ¢és beagle kutya
modellen

a K203 vér-agy gaton (BBB) torténd penetracidjanak vizsgalata

kromatografids moédszerekkel patkany és beagle kutya modelleken
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4. ANYAGOK és MODSZEREK

4.1. Insilico vizsgalatok: TPSA és logP értékek meghatarozasa

A vizsgalt piridinium aldoximok kromatografias viselkedését és farmakokinetikai
jellemzo6it meghatarozd fiziko-kémiai paramétereket, a logP és a TPSA értékeket a
Pallas program segitségével (Pallas 3.8.1.1, CompuDrug International, Inc., Sedona,
USA) végeztik.

4.2. Forditott fazisi, nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC)

vizsgalatok

4.2.1. Kromatografias rendszer

Anyagok: A PRX, OBX, K27, K48, K74, K75, K203, K1000 K.Kuca (Cseh
Nemzetvédelmi Egyetem, Hradec Kralové, Cseh Koztarsasag) ajandékaként kaptuk.

A vizsgalatainkhoz hasznalt JASCO (Tokid, Japan) kromatografids rendszer PU-1580
pumpabol, DG-2080-54 gazmentesit6 késziilékbdl, AS-2057 Plus automata injektorbdl,
UV-1575 UV-Vis ¢és  MD-1510  diddasoros  detektorokbol — allt. Az
amperometrias/elektrokémiai modszerrel végzett detektalasokhoz INTRO (Antec;
Leyden, Zoeterwoude, Hollandia) ¢s DECADE (Antec; Leyden, Zoeterwoude, Hollandia)
tipusu detektorokat hasznaltunk.

Az elvalasztashoz forditott fazisi Agilent Zorbax RX-C18 (250 mm X 4,6 mm, 5-um)
oszlopot haszndltunk, amely elé minden esetben azonos tdltetii el6tétoszlopot
csatlakoztattunk (12,5 mm x 4,6 mm) (Kromat Kft, Budapest) az all6 fazis élettartamanak
novelése céljabol. Az allo fazis termosztalasi homérséklete 35 °C volt. A mozgo fazis
aramlasi sebessége 1 ml/perc volt.

A mozg6 fazis minden esetben vizes foszfat-citrat puffer: acetonitril (AcN), 10:2 aranyu
keveréke volt. Ennek elkészitéséhez a kovetkezd dsszetevOket hasznaltuk:

50 mM dinatrium hidrogén foszfat dihidrat, Na,HPO,4.2H,0O (M= 177,99)

50 mM citromsav monohidrat (M= 210,14)

0,027 mM dinatrium etilén diamin tetraacetat (Mw= 372,24)

1-oktanszulfonsav natrium s6 valtozé mennyisége (M= 216,27)
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Az 6sszes mozgo fazist alkoto, analitikai tisztasagu Osszetevot a Sigma-Aldrich Kft-t61
(St.Louis. USA) rendeltiik.

A vizes foszfat — citrat puffer pH-jat 85 %-os foszforsavval (HsPO4; M= 100,46)
(Finomvegyszer Szovetkezet, Budapest, Magyarorszag) 3,7-re allitottuk be (inoLab pH
Level 2, WTW GmbH, Germany).

A mérések soran kapott kromatogramokat Borwin (JMBS, Le Fontanil, Franciaorszag)

1.21 és 1.5 kromatografias programmal regisztraltuk.
A retencids vagy kapacitasi faktor (k’) értéknek meghatarozasa:

Az ionparképzOk mennyiségének ¢és mindségének hatdsit a vizsgélt piridinium-
aldoximok retencios idejére a k’ retencios faktor értékek segitségével vizsgaltuk,

amelyet kdvetkez6 képlet alapjan szamoltunk:

: g — Ty
K =
[ 1]
ahol ,,ty” a holtidd, azaz a késleltetés nélkiil elualodé komponens retencids ideje, a ,,tr”

az adott vegylilet retencios ideje.

4.2.2. A HPLC modszer validalasa

A K203 biologiai mintadkbol torténd mennyiségi meghatdrozasara kidolgozott
optimalizalt modszer validalasat az FDA (Food and Drug Administration; Guidance for
Industry — Bioanalytical Method Validation; 2001) és az EMA (European Medicines
Agency — Guidline on Validation of Bioanalytical Methods; 2009) ajanlasa alapjan
végeztiik el.

A validalasi paramétereket a korabbi vizsgalatokban optimalisnak talalt mozgofazis
segitségével hataroztuk meg, amely a kovetkezd 0sszetevoket tartalmazta:

Vizes foszfat — citrat puffer : AcN 10:2 aranyu keveréke

50 mM Na;HPO4.2H,0

50 mM citromsav monohidrat

0,027 mM EDTA

2,5 g/l OSA
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A vizes foszfat — citrat puffer pH-jat 3,7-re 85 %-0s H3PO;-al allitottuk be.

A validalasi folyamat soran a kdvetkez6 paramétereket hataroztuk meg:

4.2.2.1. Szelektivitas (Selectivity) és Specifikussag (Specificity):

Legalabb 6 kiilonb6z6 kontroll allatbdl szarmazé szérum, CSF és agy mintakat illetve
K203 kiilonb6z6 mennyiségeivel spike-olt mintakat készitettiink és Gsszehasonlitottuk,
hogy a vizsgaland6 vegytiletiink retencids idejénél van-e valamilyen zavard hattércsucs

a kontroll mintakban.

4.2.2.2. Csucstisztasagi vizsgalat

A cstcstisztasag megallapitasahoz a vizsgalt vegylilet 3, az MD-1510 diédasoros
detektorral (DAD) felvett spektrumat hasznaltuk; egyiket a cstics maximuman, a masik
kett6t a cstics két inflexios pontjanal vettiik fel. A spektrumalakzatok hasonlosagi fokat,
azaz a csucstisztasagi faktort a Borwin PDA Software 1.5 segitségével hataroztuk meg,

amelyet matematikailag a kovetkezoképpen adhatunk meg:

o[z (22
2 (25 (2T

ahol x és y a két spektrumon az azonos hullamhosszon mért abszorbancia értékek, n

2

tisztasagi faktor=

pedig az adatpontok szdma. A 0 tisztasadgi faktor azt jelzi, hogy egyaltalan nincs
hasonlosag a két spektrum kozott, mig az 1000-es érteknél teljes azonossagrol

beszélhetiink.

4.2.2.3. Torzitatlansag (Accuracy) és Precizitas (Precision) meghatarozasa

A vizsgaland6 vegyiilettel (K203) spike-olt vak mintakbodl legalabb 3 koncentracio
értéket (a kalibracids tartomany egy-egy alacsony, kozepes és magas koncentraciod
értékét) készitettiink, majd mindegyik koncentracidhoz tartoz6é mintat minimum &6tszor
mértiik le, beleértve a vak mintat is. Megfeleld torzitatlansag esetében a mért értékek
atlaga +£15%-al térhet el a vart értéktdl, mig a megfeleld precizitas esetében az RSD%

értéke nem haladhatja meg a 15%-ot.
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4.2.2.4. Kalibracios gorbe (Calibration curve) és Linearitds (Linearity):

A kalibracios gorbe felvételéhez minden egyes bioldgiai matrix esetében a vakmintan
kiviil minimum tovabbi 7, a vizsgalando6 vegyiilettel kiillonb6z6 koncentracioban spike-
olt kalibraciés standardot készitettiink. A kapott csucsok teriileteit abrazoltuk a
koncentracié fliggvényében, majd a kapott eredményekbdl a legkisebb négyzetek
modszere segitségével (Microsoft Excell 2003) kiszamitottuk a regresszids egyiitthatot a
komponens koncentracidja fiiggvényében. Az ajanlasok alapjan a mérési modszer akkor

jO, ha a regresszios egyiitthato értéke R%>0,98.

4.2.2.5. Kimutatasi (Limit of Detection, LOD) és Meghatarozadsi hatdar (Limit of
Quantitation, LOQ)

A LOD ¢és LOQ értékek meghatdrozadsanal minimum 6 kiilonb6zd allatbol szarmazo
vakmintat készitettiink a zaj megallapitasahoz. Ezutan mindkét detektor esetén (UV,
EC) az alacsonyabb koncentracié tartomanyban a K203-al spike-olt vak mintakbol
készitett standardokra kapott valaszjelek ¢€s a zaj segitségével az aldbbi modon

szamoltuk ki a LOD ¢és LOQ értékeket:

LOD— 3 x :Jr'efl_mmj LOQ= 10 xl_jm?[urmj
zaf[ mm | zaif[ mm |
9 9

4.2.2.6. Visszanyerési tényezo (Recovery)

A visszanyerési tényezd értékét az alabbi képlet alapjan szamoltuk és szdzalékos

alakban adtuk meg:

R(f-'r'.}=[ ]x]{}[}

ey

=

ahol c; a mért érték; crer pedig a referencia vagy vart érték.
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4.2.2.7. Robusztussdag (Robustness) és Zavartiirés (Ruggedness)

A rugalmassagi és zavartiirési vizsgalatok soran az eldre optimalizalt és megadott
miikddési paramétereket (szerves oldoszer mennyisége a mozg6 fazisban, a mozgo fazis
pH-ja) kiilon-kiilon kis mértékben az elére meghatarozott tartomanyon beliil (£5 %),

szandékosan megvaltoztattuk és néztiik az elvalasztasra gyakorolt hatasat.

4.2.2.8. Stabilitas (Stability) vizsgalatok

A stabilitas vizsgalatok soran mind a standard vegytiletet (K203), mind a standardot
ismert koncentracioban tartalmazé bioldgiai mintakat egyarant kiilonbozo erés savakban
(PCA, TFA, HCI), kiilonb6zé6 homérsékleteken (4 C° és 25 C°) taroltuk, majd a
kromatogramokbdl szdmolt koncentracio értékeket a kiinduladsi (0 perces) értékekhez
viszonyitva szamoltuk ki a stabilitdsban bekovetkezd valtozasokat, amelyeket %-0san

adtunk meg.
4.3. Allatmodellek

4.3.1. Patkdnymodell

Kisérleteinket him Wistar (Toxicoop, Budapest) (allatstily:200g + 10g) patkanyokon
végeztikk. Az allatokat ad libitum viz és tap, normal - 12 oras - fény-s6tét ciklusa
standard (hémérséklet: 22-24 °C; paratartalom: 55 + 6 %) koriilmények kozott tartottuk.
az allatvédelmi €s tartasi szabalyok betartasaval; 86/509/ECC.

Az allatokat intramuscularisan (i.m.) egyszeri 50 umol/200 g K203 vegyiilettel kezeltiik
illetve a dozisfiiggés kinetikajanak a megallapitasahoz 3-50 umol/200 g tartomanyban 3
kiilonb6z6 dozisban K203 anyaggal. A vegyiiletet frissen desztillalt vizben oldottuk fel
kozvetleniil a kezelés el6tt. A kontroll csoport azonos térfogati (0,2 ml) olddszeres
kezelést kapott. Mindegyik csoportba (kontroll ill. kezelt) 5-5 allatot soroltunk.

A kezelést kovetd meghatarozott mintavételi idépontokban (5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 és
240 percnél) éteres narkozist alkalmazva (allatkisérleti engedély szama: 1810/003/2004
ANTSz, Budapest) a belsé szemzugon at elvéreztettiik az allatokat majd a foramen

occipitale magnum-on at liquor mintat vettiink.
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A vért 1600 g-n, 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk (Janetzky-K70, Berlin, Németorszag)
¢és a feliilluszoban talalhatd szérum frakciot mintavételi csovekbe gyjtottik. A liquor
mintakat (50-100 pl) Eppendorf mintavételi csovekbe gytjtottik. A liquor vételt
kovetéen a koponyatetd feltarasa utan jéghideg aluminium lapon tavolitottuk el az
agyrészleteket (frontalis cortex, hypothalamus, hippocampus, striatum, agytorzs,
nyultveld ill. a szemeket). A gerincoszlop thoracalis tajékarol kb 1 cm-es darabot
metszettiink Ki, majd a gerinccsatorna feltarasaval izolaltuk a gerincvel6i szakaszt. A

mintakat sulymérés utan a felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

4.3.2. Kutyamodell

A kisérleteinket beagle (allatsuly: 14 + 2 kg) kutyakon végeztiik az Orszagos ,,Frederic
Joliot Curie” Sugarbioldgiai és Sugaregészségiligyi Kutato Intézetében. Az allatokat ad
libitum viz és tap, normal - 12 oras - fény-sotét ciklusu standard (hémérséklet: 22-24
°C; pératartalom: 55 + 6 %) koriilmények kozott tartottuk az allatvédelmi és tartdsi
szabalyok betartasaval; 86/509/ECC.

A kezelést megeldzden az allatokat elaltattuk, majd a vérvételhez a bal oldali mellsé
felszini labvénaba kaniilt helyeztiink. Hasonléan a CSF kinyeréséhez a IV. agykamraba
is kaniilt helyeztiink be, amelyet a foramen occipitale magnum-on at vezettiink ki és a
mintavételezésig lezartuk, majd az allatokat felébresztettilk. Az altatast minden esetben
ketamin-HCI (1,5 mL), 2%-0s Xylazine (0,5 mL) és 10 mg Seduxen (2,0 mL) elegyével
végeztik. Az ¢ébresztéshez 0,4 mL antisedan-t hasznaltuk. (allatkisérleti engedély
szama: 22.1/610/4/2010 Fdévarosi és Pest Megyei MezOgazdasagi Szakigazgatasi
Hivatal; Budapest)

Az allatokat i.m. egyszeri 3 és 50 umol/200 g tartomanyban 3 kiilonb6z6 dozisban
K203 vegyiilettel kezeltiik. A vegyiiletet frissen desztillalt vizben oldottuk fel
kozvetleniil a kezelés el6tt. A kontroll csoport azonos térfogati (0,2 ml) oldoszeres
kezelést kapott.

A kezelést koveté meghatarozott mintavételi idépontokban (0, 5, 10, 20, 30, 60, 120 és
240 percnél) vért, mig 0, 15, 30, 60, 120 és 240 percnél pedig CSF mintat vettiink. A
vért, a patkany vérmintaihoz hasonléoan 1600 g-n, 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk
(Janetzky-K70, Berlin, Németorszag) és a feliiluszoban talalhatdo szérum frakciot

mintavételi csovekbe gyijtottiik. A CSF mintakat 2 ml-es vakuténerekbe gyijtottiik.
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A kezelést kovetden az allatokat véglegesen elaltattuk, majd a kezelést €s a mintavételt
végz0 allatorvos vezetésével az egyes agyrészleteket is feltartuk és mintat vettiink. A

mintakat sulymérés utan a felhasznalasig t= -80 °C-on taroltuk.
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4.4, Mintaelokészités

A mintael6készités soran a mintatartd edényekben 1évo, jeges vizfiirdében tarolt
biologia mintdkat 0,8M-os perklorsav (PCA) hozzaadasaval fehérjementesitettiik;
szérum esetében 1:19 (50 pL szérum + 950 puL 0,8M PCA) mig CSF esetében 1:4 (50
pL CSF + 200 puL 0,8M PCA) ardnyban. A teljes agymintikat, az agyrészleteket, a
gerincveldt illetve a szemeket négyszeres mennyiségli 0,8M PCA hozzaadasa utan
homogenizaltuk. Ezt a folyamatot a teljes agymintak és a szemek esetében
Janke&Kunkel Ultra Turrax T25 késes homogenizalo késziilékkel (IKA Labortechnik,
Staufen, Németorszag), 20.000 rpm/perc fordulatszamon, 1 percig; mig az agyrészletek
és a gerincveld esetében Labsonic 2000 ultrahangos homogenizald késziilékkel
(Labsonic 2000, B.Braun AG., Melsungen, Németorszag) 20 masodpercig végeztiik.
Ezutan a mintakat Eppendorf centrifugaval (A. Hettich Mikro 22 R (V 3.02),
Tuttlingen, Németorszag) 14 000g-n, 20 percig, 4 °C-on centrifugaltuk. Az igy kapott
feliiliszok pH-jat dietilamin-foszforsav (1:2 v/v) puffer segitségével 2,0-re allitottuk be
(1:9 aranyban, 10-szeres higitasban). A tovabbiakban az igy kapott feliiliszokbol 50 pl-t
injektaltunk az RP-HPLC mérések soran.
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5. EREDMENYEK

5.1. Insilico vizsgalatok; TPSA és logP értékek meghatarozasa

A Pallas program segitségével szamolt TPSA és logP értékeket az 5. tablazatban

foglaltam Ossze:

5. tablazat: A K-vegyiiletek Pallas programmal szamolt TPSA és logP értékei
(Szegi et al. 2010).

Név TPSA (A% logP
PRX 36,47 -2,56
OBX 82,17 -2,87
K27 83,44 -2,84
K48 83,44 -2,79
K74 72,94 -2,36
K75 72,94 -2,46
K203 83,44 -3,04
K1000 112,65 -2,3

5.2. Forditott fazisi, nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC)

vizsgalatok
5.2.1. A piridinium aldoximok elvalasztasanak optimalizalasa

5.2.1.1. Modszerfejlesztés

A 4. és 5. tablazatban talalhato vegyiiletek szerkezeti képletei és a logP értékek alapjan
is megallapithato, hogy ezek a vegyiiletek rendkiviil hidrofil karakteriiek. A piridinium
gylriiik, a benniik talalhato kvaterner nitrogén atomoknak koszonhetden, egy-egy
toltéssel rendelkeznek, ami szdveti pH-n kettd pozitiv toltésnek felel meg. Ennek

kovetkeztében az RP-HPLC segitségével torténd mérésiik nehézségekbe iitkozik.
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A két allando pozitiv toltésiik ismeretében vizsgaltuk kiilonboz6é ionparképzok és ezek
mennyiségének a hatasat az egyes vegyiiletek retencios idejére, igy sikeriilt olyan
retencios idoket elérni, ahol a zavard hattércstcsoktol kifogastalanul elvalasztodnak a
vizsgalni kivant K-vegyiiletek. Az ionparképzd retencios idére gyakorolt hatdsat a k’
értékkel jellemeztiik.

Az OSA, mint a legjobbnak talalt ionparképz6 hatdsanak koncentracio-fiiggését az egy
piridinium-gytriit tartalmazd PRX ¢és a két piridinium-gytirtis szerkezetii OBX esetében

az 4. abra mutatja.

6
® PRX
4 O OBX
5 o
4 o)
to
-
' 3 o
fall
I
4
2 1
0]
1 A o ° °
° [ ]
[ ]
0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

OSA [mM]

4. abra: PRX és OBX Kk’ értékei az OSA valtozé mennyiségének a fiiggvényében
(Szegi et al. 2010).

A K27 és a K48 esetében (melyek szerkezetileg csak abban kiilonboznek, hogy a két

crer

novelése azonos hatasu volt (5. abra).
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5. abra: K27 és K48 k’ értékei az OSA koncentracio fiiggvényében (Szegi et al.
2010).

A K74, a K75 és a K203 esetén a retencios id6 fliggését az ionparképzo

koncentraciojatdl a 6. abran foglaltam Gssze.

6
® K-74 °
5 O K-75
v K-203 o
[ ]
4 o
tC)
= o v
4lgc 3 o
Nk v
X
[ J
2 o v
v
1 8
v
0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
OSA [MM]

6. abra: K74, K75 és K203 k’ értékei az OSA koncentracio fiiggvényében (Szegi et
al. 2010).
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Az egyedili triszpiridinium-triszaldoxim szerkezetii K1000 retenciés idejének

ionparképzo6 koncentracio fliggését a 7. abran mutatom be.

50

40 A

30 4

(to-to)t,

k'=

20 A

10 4

® K-1000

6

8

OSA [mM]

10 12 14

7. abra: K1000 k’ értékei az OSA koncentracio fiiggvényében (Szegi et al. 2010).

Az el6z6 abrakon szerepld vegyiiletek retencids ideje és az OSA mennyisége kozti

Osszefliggést leird egyenes egyenleteinek jellemz6 értékeit a 6. tablazatban foglaltam

0ssze.

6. tablazat: Az OSA koncentracio és a k’ értékek osszefiiggése (Szegi et al. 2010).

y0 konstans;
Név 0% (y=0) ionparképzo Az egyenes meredeksége (a)
koncentraciora extrapolalva [(y =ax +y0)]

[(y =ax+y0)]
Pralidoxim 0,0604 0,0710
Obidoxim -0,0884 0,4117
K27 -0,0373 0,3000
K48 -0,0035 0,2927
K74 -0,0212 0,4418
K75 0,0073 0,4015
K203 0,1175 0,2713
K1000 -4,7517 3,1754
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abran a modszer

optimalizalas

soran alkalmazott

OSA-ACN paros

alkalmazasaval késziilt kromatogramok lathatok. A farmakokinetikai vizsgalatokra

kivalasztott K203 a bioldgiai minta zavard hattércsucsaival egy idoben eludlodott az

oszloprol.

1.0E-06;

8.0E05

6.0E-05

4.0E05

2.0E05

0.0E00 | |

K-203

1.0E-06;

8.0E-05-

6.0E-05-

4.0E05-

2.0E05-

4.00

ODEQO_m—d—_y__J

6.00

8.00

10.00

2.00

4.00
1dé (perc)

8.00

10.00

8. abra: Standard K203 oldat (felsd) és kontroll patkany agy (als6) kromatogramja
1 g/l OSA-t alkalmazva (Szegi et al. 2010).
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crer

idoket nagyon megnoveli. 2,5 g/l OSA alkalmazasaval az eluensiink mar megfeleld a
K203 elvalasztasara, kvantitativ és érzékeny meghatarozasara, hiszen jol elvalaszthat6 a
biologiai matrix zavard csucsaitol. Az optimalizalt modszerrel kapott kromatogramokat
patkany szérum, CSF, agyhomogenizatum és szem esetében a 9., 10., 11., és 12. abran

mutatjuk be.

6.0E+06

5.0E+06

4.0E+06-
E

3.0E+06

2.0E+06]

lmﬁ\ﬁ &\ N N

0.0E+00+ . x . )
£.00 10.00 15.00 20.00 (perc)

6.0E+06
5.0E+06

4.0E+06- K-203
E /

3.0E+06

2.0E+06-

1.0E+06—

LN

0.0E+00- . . . '
5.00 10.00 15.00 20.00 (perc)

9. abra: Kontroll patkany szérum (fels6), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany szérum (alsé) kromatogramja.

A mozgd fazis 2,5 g/l OSA-t tartalmazott. A mérések elektrokémiai detektalassal
torténtek (Eox=+0,8 V, érzékenység: 2 nA/V).
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10. abra: Kontroll patkany CSF (felsé), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany CSF (also) kromatogramja.

A mozg6 fazis 2,5 g/l OSA-t tartalmazott. A mérések elektrokémiai detektalassal
torténtek (Eox= 10,8 V, érzékenység: 2 nA/V).
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11. abra: Kontroll patkany agy (felsé), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany agy (als6) kromatogramja.

A mozgo fazis 2,5 g/l OSA-t tartalmazott. A mérések elektrokémiai detektalassal
torténtek (Eox= 10,8 V, érzékenység: 2 nA/V).
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12. abra: Kontroll patkany szem (felsé), és az 1 pg/ml K203-mal spike-olt kontroll
patkany szem (als0) kromatogramja.

A mozg6 fazis 2,5 g/l OSA-t tartalmazott. A mérések elektrokémiai detektalassal
torténtek (Eox= 10,8 V, érzékenység: 2 nA/V).
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5.2.1.2. A modszer érzékenysegének optimalizalasa

Az abszorpcidés maximum megallapitasat DAD detektor segitségével végeztiik el az
optimalisnak talalt mozg6 fazisban. A K203 Amax (276 nm) értékének meghatarozasa

soran kapott teljes spektrumot a 13. abra mutatja:
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250 | 300 350
Hullamhossz [ nra]

13. abra: A K203 DAD detektorral felvett teljes spektruma.

Az optimalis cellaaram meghatarozasahoz (voltamogram) 1,1 nmol K203 injektalasaval

¢s a celladram valtoztatasaval kapott csticsalatti terliletek nagysaga kozti 0sszefiiggést a

14. abran mutatom be.
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14. abra: K203 voltamogramja (injektalt mennyiség 1,1 nmol).
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5.2.2. Az optimalizalt RP-HPLC mddszer validalasa

5.2.2.1. Szelektivitas (Selectivity) és Specifikussag (Specificity):

A modszer specifikussaganak eldontéséhez a 6 kiilonb6z6 allatbdl szarmazod vak
biologiai matrixot (szérum, CSF, agy, szem) hasonlitottuk 0ssze ugyanezen matrixok
K203-at is tartalmazo mintaival. A vegyliletiinket tartalmazé mintdk injektdldsa soran
meghataroztuk a K203 retencios idejét (7. és 8. tablazat) majd a kapott id6pontnal
néztik a vak mintaknal kapott kromatogramokon, hogy van-e valamilyen zavaro

hattércsucs.

7. tablazat: A K203 retencios idejének mérése UV detektalas esetén.

Minta szama Ry Atlag SD  RSD (%)

9,817
9,817
9,808
9,817
9,808

6 9,800
Limit (RSD%) < 0.5

9,811 0,007 0,072

g b W0 N

8. tablazat: A K203 retencios idejének mérése EC detektalas esetén.

Mintak szima Rt Atlag SD  RSD (%)

10,083
10,075
10,083
10,075
10,083
10,075

10,079 0,004 0,043

S o1 A W DN B
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5.2.2.2. Csucstisztasagi vizsgalat

Az optimalisnak talalt mozgo6fazisban a K203 abszorcpids maximuma Aypax=276 nm-nél
volt. A csucstisztasagi vizsgalatkor a Borwin PDA program segitségével ezen a
hullamhosszon kapott UV kromatogramon talalhaté cstcsnak (15. abra) a DAD
detektorral felvett spektrumait hasonlitottuk 0Ossze. A program 3 spektrum
Osszehasonlitasabol szamolja Ki a tisztasagi faktorokat. A csucsmaximumnal felvett
spektrumot, a felszallo ag ¢s a leszalldo ag inflexids pontjainal felvett spektrumokat

egymasra illesztve a 16. abra mutatja be.

40 |
S n
E ‘l 1.
-t ||
220 N [
3 " |
s W [
% ‘Mv"! | 7 \ ’[’ \
Y N
0 | ‘ ’
) 1
'U‘
0 5 146 (perc) 10 15

15. abra: K203 DAD-al felvett UV kromatogramja Amax=276 nm-nél

Ccsucsmaximum 39,3933 |perc

100

________ Leszallé ag 10,062 [perc]

oo
=

=
=

Relativ AU (%)
-
—

I~
[

0300 a0 600

Hullamhossz (nm)

16. abra: A K203 csucstisztasagi vizsgalata.
A spektrumokat a cstics alapvonalatdl szamitva a csucs teljes magassaganak
0.607-nél, vagyis ahol a csucs szélessége pontosan 2c.
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5.2.2.3. Torzitatlansag (Accuracy) és Precizitas (Precision):

A torzitatlansag és a precizitas meghatarozasahoz mind az UV, mind pedig az EC
detektalasok soran a K203-mal ismert koncentracioban spike-olt vak mintakbol 3
koncentracioértéket készitettiink ugy, hogy ezek a vizsgalt tartomany alacsony, kozepes
¢s magas részébe essenek. Ezek UV detektalds esetén a 100; 1000 és 5000 ng/ml
végkoncentraciora spike-olt, mig EC detektalasnal az 50; 100 és 1000 ng/ml
végkoncentraciora spike-olt mintak voltak. A kapott csucsteriiletekbdl a kalibracios
tablazatban a kiilonb6z0 bioldgiai mintak validalasakor kapott precizitas (atlag+SD; ill.
RSD (%)) illetve a torzitatlansag (%)-anak intra- és interday értékeit tiintettiik fel. Az
interday (egymast kovetd napokon torténd) meghatarozasoknal minden egyes napon

frissen készitett kalibracios oldatokat ¢s QC mintakat hasznaltunk.
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9. tablazat: K203 standard intraday precizitas és torzitatlansag értékei (UV
detektalas).

Koncentracio Mért koncentracio RSD (%) Torzitatlansag
[ng/mi] atlag=SD [ng/ml] (%)
100 95+ 0,39 0,41 95
1000 1015+0,94 0,09 101,5
5000 5016 +2,13 0,04 100,3

10. tablazat: K203-mal spike-olt patkany szérum intraday precizitas és
torzitatlansag értékei (UV detektalas).

Spikolt . s , .
Koncentracio Mert koncentracio RSD (%) Torzitatlansag
[ng/ml] atlag+SD [ng/ml] (%)
100 96,3 +£ 0,47 0,49 96,3
1000 1052,8 + 4,80 0,46 105,3
5000 4962,8 + 7,72 0,16 99,3
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11. tablazat: K203-mal spike-olt patkany agy intraday precizitas és
torzitatlansag értékei (EC detektalas).

Spikolt

koncentraciod Zﬂf;gg??ﬁ;ﬁi; RSD (%) Torz1z(z)1/‘(c)l)ansag
[ng/mi]
50 56,6 £ 2,45 4,32 113,2
100 107,2 £ 0,70 0,34 107,2
1000 1007 £9,76 0,97 100,7

12. tablazat: K203-mal spike-olt beagle kutya szérum intraday precizitas és
torzitatlansag értékei (UV detektalas).

Spikolt . s , .
Koncentracio Mert koncentracio RSD (%) Torzitatlansag
[ng/mi] atlag+SD [ng/ml] (%)
100 111,4+0,29 0,26 111,4
1000 1049,2 £ 3,55 0,34 104,9
5000 5001,2 + 4,49 0,09 100,02
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13. tablazat: K203 standard interday precizitas és torzitatlansag értékeli
(UV detektalss).

Koncentracio Mért koncentracio RSD (%) Torzitatlansag
[ng/mi] atlag=SD [ng/ml] (%)
100 98,2 + 4,56 4,64 98,2
1000 1002,6 + 17,52 1,75 100,3
5000 5006,5 + 13,44 0,27 100,1

14. tablazat: K203-mal spike-olt patkiany szérum interday precizitas és
torzitatlansag értékei (UV detektalas).

Spikolt . s , .
Koncentracio Mert koncentr/ac:o RSD (%) Tormtgtlansag
[ng/ml] atlag+SD [ng/ml] (%)
100 93,47 £ 3,96 4,23 93,47
1000 1024,11 +£40,49 3,95 102,41
5000 4987,44 £ 24,17 0,48 99,75
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15. tablazat: K203-mal spike-olt patkany agy interday precizitas és
torzitatlansag értékei (EC detektalas).

Spikolt . s , ,
Koncentracio Mert koncentracio RSD (%) Torzitatlansag
[ng/ml] atlag+SD [ng/ml] (%)
50 57,21 £0,81 1,41 114,42
100 105,97 + 1,76 1,66 105,97
1000 1002,89 + 5,86 0,58 100,29

16. tablazat: K203-mal spike-olt beagle kutya szérum interday precizitas és
torzitatlansag értékei (UV detektalas).

Spikolt . s , .
koncentraciod I;/![Ie;*t igrgiﬁtrﬁ;i? RSD (%) Torzr(c;l/‘;l)ansag
[ng/ml] & &
100 111,13 £ 0,39 0,35 111,13
1000 1022,38 + 37,86 3,7 102,38
5000 4987,44 +0,18 0,004 99,75
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A mérés és a mérémiiszer ismételhetéségének ellendrzésére a nemzetkozi ajanlasok
alapjan egy 1000 ng/ml K203-mal spike-olt mintabol 50 pl-t injektaltunk egymast
kovetden hat alkalommal és vizsgaltuk a kapott csucs alatti teriiletek szorasat (17.

tablazat).

17. tablazat: A K203 kvantitativ meghatarozasanak ismételhetoségi
vizsgalata (UV detektalas).

C v ivi o Csucs alatti o
Injektalas szama teriilet Atlag SD RSD (%)

97567
97558
97666
97585
97430

6 97450
Limit (RSD%) < 0,5

97543 88,44 0,09

g b W N

5.2.2.4. Kalibracios gorbe (Calibration curve) és Linearitas (Linearity):

A kalibracios gorbék felvételéhez a 4.2.2.4 fejezetben leirtak szerint készitettem el a
kalibracios oldatokat. Az UV detektdlds soran a vak mintan kiviil 0.1 pg/ml — 10 pg/ml
koncentraciotartomanyban vizsgaltam a K203 kiilonb6z6 koncentracidira kapott
valaszjelek nagysagat a koncentracid fliggvényében. A vizsgalatokat az egy
nagysagrenddel érzékenyebb EC detektalas sordn is elvégeztem 0.01 pg/ml — 1 pg/ml
kozotti koncentraciotartomanyt alkalmazva. A validalas sordn ezeket a vizsgalatokat
mind a K203 standard (17. és 18. abra), mind pedig a standarddal spike-olt biologiali
mintdk esetén is elvégeztem. A kapott kalibracios gorbék egyenleteit valamint az

ezekhez tartozé korrelacios egyiitthatok értékeit a 18. tablazatban tiintettem fel:
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18. tablazat: A Kkalibraciés gorbék egyenletei és a hozza tartozé korrelacios
egyiitthatok.

Minta tipusa Egyenes egyenlete e;y%ﬁii??:g)
K203 standard (UV) y =103x + 583 0,9999
K203 standard (EC) y = 33191639x - 400806 0,9999
Patkany szérum (UV) y =92x - 338 0,9996
Kutya szérum (UV) y =92x - 2194 0,9997
Patkany agy (EC) y = 96755x% - 570385 0,9994

Limit (r) > 0.98

1,2e+6

1,0e+6 -

8,0e+5 A

6,0e+5 -

Csucs alatti teriilet

4,0e+5 A

2,0e+5 A

0,0

12

K-203 [pg/ml]

17. abra: K203 standard kalibracios gorbéje UV detektalas esetén.
(=276 nm; az egyenes egyenlete: y= 103x+583; r*=0,9999)
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3,5e+7

Csucs alatti teriilet

00 02 04 05 08 10 12
K-203 [ug/ml]
18. abra: K203 standard Kkalibraciés gorbéje EC detektalas soran (Szegi et al.
2010).

(IZEOX:+0,8V, érzékenység=2 nA/V; az egyenes egyenlete: y= 33191639x-400806;
r=0,9996).
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5.2.2.5. Kimutatasi (Limit of Detection) és Meghatarozasi hatar (Limit of
Quantitation)

Az K203 UV ¢s EC detektalasi modjainak LOD és LOQ értékeit minden esetben olyan,
a kalibracios tartomanytol alacsonyabb koncentracidtartomanyba esé értékeken
végeztem, ahol a jel/zaj arany 1 és 20 kozott volt. Ez UV detektalas esetében 10 ng/ml —
100 ng/ml kozotti, mig EC detektalas esetén 1 ng/ml és 50 ng/ml kozotti
koncentraciotartomanyt jelentett. A jel/zaj aranyoknak a koncentraci6 fiiggvényében
tortént abrazolasa esetén kapott egyenesek egyenletébdl, valamint az 5.2.2.5-0s
fejezetben talalhato képletek alapjan a K203 vegyiillet LOD és LOQ értékei a
kovetkezOképpen alakultak:

EC detektalas esetén LOD=1,8 ng/ml
LOQ=6,2 ng/ml
UV detektalas esetén LOD=12,95 ng/ml

LOQ=43,18 ng/ml
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5.2.2.6. Visszanyerési tényezo (Recovery)

A visszanyerési/kitermelési vizsgalatok esetében az elézéekhez hasonléan 3 kiilonbozo
koncentraciot tartalmazé QC mintaban (100; 1000 és 5000 ng/ml) vizsgaltuk a K203

mennyiségét Osszehasonlitva az ugyanilyen koncentracidju standard oldatok

crer

19. tablazat: Patkany szérumbél mért K203 visszanyerési tényezdjének
értékei (UV detektalas).

. Hozzaadott Visszanyerés 0
Vegylilet onc.[ng/ml]  atlag+ SD (%) o0 (%)
100 90,48 + 1,10 1,22
K203
1000 95,60 + 0,37 0,39
5000 88,82 £ 0,11 0,12

20. tablazat: Beagle kutya szérumbél mért K203 visszanyerési tényezdjének
értékei (UV detektalas).

.. Hozzaadott Visszanyerés 0
Vegylilet onc.[ng/ml]  atlag+ SD (%) o0 (%)
100 85,57+ 1,76 2,05
K203
1000 93,43 +0,33 0,35
5000 89,15+ 0,08 0,09
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5.2.2.7. Robusztussdag (Robustness) és Zavartiirés (Ruggedness)

A modszer zavartiirésének és robusztussaganak a megallapitdsahoz az optimalisnak
talalt mozgo6fazishoz képest +5 %-os valtoztatast eszkozoltiink mind a szerves 6sszetevd
(190 ml ill. 210 ml AcN) mind a pH (3,5 és 3,9) vonatkozasaban. Ez annyit jelentett,
hogy a korabbi vizsgalatokban optimalisnak talalt ,,eredeti” eluens mellett még tovabbi
4 kiilonboz6 eluensben is megvizsgaltuk, hogy az eldbb emlitett paraméterek milyen
mértékben valtoztattak meg a K203 retencidés idejét. A szerves modositdé AcN

mennyiségének valtoztatasaval nyert adatokat a 21. tablazatban foglaltam 0ssze.

21. tablazat: A Kkromatografias rendszer robusztussagianak vizsgalata az
AcN mennyiségének valtoztatasaval.

A mozgd fazis Osszetétele az AcN mennyiségének valtoztatasakor:50 mM
Na;HPO,4.2H,0; 50 mM citromsav; 0,027 mM EDTA; 2,5 g/l OSA; pH=3,7;
valtozé mennyiségii AcN a vizes foszfat pufferben.

Az AcN mennyisége a mozgd fazisban

95% (190 ml)  100% (200 ml) 105% (210 ml)

Retencios 1d6 11,028 + 0,02 9,814 + 0,01 8,106 = 0,03

(perc) £ SD
RSD (%) 0,19 0,05 0,33
A (%) 11,01 0 17,41
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A mozgo fazis pH-janak valtoztatasaval nyert adatokat a 22. tablazatban foglaltam

0ssze

22. tablazat: A mozgé fazis pH-janak hatasa a kromatografias rendszer
robusztussagara.

A mozgo fazis Osszetétele a pufferrendszer pH-janak valtoztatasakor:50 mM
Na;HPO4.2H,0; 50 mM citromsav; 0,027 mM EDTA,; 2,5 g OSA; vizes foszfat
puffer — AcN 10:2 aranya keveréke; pH 3,5 és 3,9.

A mozgo6 fazis pH-ja

95% (3,5) 100% (3,7) 105% (3,9)

Retencios 1d6 10,086 + 0,03 9,814 + 0,01 9,461 + 0,03

(perc) = SD
RSD (%) 0,31 0,05 0,31
A (%) 2,70 0 3,60
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5.2.2.8. Stabilitas (Stability) vizsgalatok

Bioldgiai matrixokbdl torténd meghatarozasok esetén a fehérjék kicsapasara a leginkabb
koltséghatékony savas modszert alkalmaztuk. Annak ellenérzése céljabol, hogy a savas
kozegben a K203 mennyire 6rzi meg stabilitasat, ill. a kiillonb6zé hdmérsékleten végzett
meghatarozasok mennyire fliggnek a hoémérséklettdl, kiilonb6z6 hoémérsékleti
illetve a K203-mal spike-olt bioldgiai mintak stabilitasat. A mérés soran 72 Oran
keresztiil 4 6ranként injektaltunk a frissen elkészitett standard oldatokbol 50 pl-t, majd a
mennyiségi meghatarozast kovetéen a kezdeti (t=0) idéponthoz képest adtam meg a
stabilitasban bekdvetkezd valtozasokat 4 oras intervallumokra lebontva (19. és 20.

abra).

120

=25 °C
@ t=4°C

100 -+

60 -

Teljes mennyiség %

40

) l ll
0 - L)
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72

1d6 (6ra)

19. abra: K203 bomlasa erésen savas (0,8 M PCA) kozegben (Szegi et al. 2010).
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0

4

=25 °C
@ t=4°C

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72

1dé6 (6ra)

20. abra: K203 bomlasa neutralis (pH=7) kozegben.
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A stabilitasvizsgalatokat ugyanigy elvégeztem a K27, a K48 és a K74 esetében a PCA-n

kiviil TFA, ill. HCI hatasat is vizsgalva er0s savas kornyezetben (23. és 24. tablazat).

23. tablazat: Piridinium aldoximok bomlasa erdsen savas (0,8M) kozegben
szobahomérsékleten (=25 °C).

(PCA — perklérsav, TFA — trifluorecetsav, HCI — sésav). A tablazatban szerepld
értekek a kiinduldsi koncentracidhoz viszonyitott, adott idépontban regisztralt
koncentracioértékek %-ban kifejezve.

1dé6 (ora)
0 4 12 24 36 48 72
PCA 100 56 27 20 20 20 19
K27 TFA 100 80 53 35 30 28 27
HCI 100 68 35 22 19 19 17
PCA 100 51 25 22 22 21 21
K48 TFA 100 74 47 32 29 28 27
HCI 100 64 32 22 20 19 19
PCA 100 53 27 22 22 22 21
K203 TFA 100 88 58 40 35 34 32
HCI 100 65 34 21 18 18 18
PCA 100 29 13 12 12 11 11
K74 TFA 100 S7 26 17 17 16 16
HCI 100 52 13 7 7 7 7
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24. tablazat: Piridinium aldoximok bomlasa erésen savas (0,8M) kozegben t
=4 °C-on.

(PCA — perklorsav, TFA — trifluorecetsav, HCI — sosav). A tablazatban szerepld
értekek a kiinduldsi koncentradcidhoz viszonyitott, adott idépontban regisztralt
koncentracioértékek %-ban kifejezve.

1d6 (ora)
0 4 12 24 36 48 72
PCA 100 96 84 72 63 53 48
K27 TFA 100 99 90 89 79 79 71
HCI 100 99 94 83 69 61 50
PCA 100 93 84 71 62 55 47
K48 TFA 100 99 96 90 82 76 70
HCI 100 96 85 74 61 54 44
PCA 100 94 84 73 64 S7 49
K203 TFA 100 98 94 87 81 76 70
HCI 100 95 86 77 67 59 50
PCA 100 88 67 51 40 35 29
K74 TFA 100 98 88 75 66 59 50
HCI 100 91 76 59 45 37 27

Mivel a késobbiekben a K203 bioldgiai mintakbdl torténd mennyiségi meghatarozasa
soran az UV detektalas mellett EC detektalast is kellett alkalmaznunk, ezért a
stabilitasvizsgalatokat mindkét detektalasi mod mellett is elvégeztik. Az UV mérések
soran azt tapasztaltuk, hogy a kiindulasi allapotban frissen készitett K203 standard oldat
injektalasa utan a kromatogramokon egyetlen homogén csucs volt lathatdo a megfeleld
retencios id6nél. A kromatogramok elemzésekor azonban azt tapasztaltuk, hogy a
bomlas eldrehaladtaval szobahdmérsekleten, erds savban a fékomponenshez képest
kisebb retencios idével egy ujabb csucs jelenik meg (21. abra). A megjelend csucs
cstcsalatti teriilete a mérés elsd felében mindig olyan mértékben ndvekedett, mint
amennyivel a fékomponens csucsalatti teriilete csokkent.

Az UV detektalassal parhuzamosan zajlé EC detektalas soran ilyen ,,plusz” cstics nem

jelent meg a mérés teljes idGtartama alatt sem (22. abra).
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Ugyanezen ,,plusz” cstics megjelenése volt megfigyelhetd, amikor a méréseket szintén
erds savas kozegben, de t=4°C-on végeztiik. Hasonld jelenséget a K27-tel, a K48-cal
illetve a K203-mal spike-olt biologiai matrixok UV detektalasi moéddal végzett

meghatarozasok esetében is megfigyeltiink.

4.0E+04~
3.0E+04-

2.0E+04+

3
1.0E+04- M
0.0E+04 . n L

-1.0E+04~

5.00 10.00 15.00 20.00 (perc)
4.0E+04

3.0E+04+
2.0E+04-

1

1.0E+04

0.0E+04— —L

-L.OE+04-

5.00 10.00 15.00 20.00 (perc)

21. abra: K203 standard oldat savas bomlasa soran UV detektorral regisztralt
kromatogramok (Szegi et al. 2010).
Fels6 kezdeti (t=0) idépont, az alsé 36 draval késébb. (PCA 0,8 M; t=25°C; A=276 nm).
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2.0E+06

1.5E+06—

A

1.0E+06—

5.0E+05

o.omoo——dw k._—,\,_}

5.00 10.00 15.00 20.00 (perc)

2.0E+06

1.5E+06—

e

1.0E+06—

5.0E+05

\

5.00 10.00 15.00 20.00 (perc)

0.0E+00+

22. abra: K203 standard oldat savas bomlasakor elektrokémiai detektorral
regisztralt kromatogramok (Szegi et al. 2010).

Fels6 kezdeti (t=0) idOpont, az alsé 36 oraval késébb. (PCA 0,8 M; t=25°C; Exx=+0,8V,
érzékenység=2nA/V).
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5.3. A K203 farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasa

5.3.1. Patkdnymodell

Az allatok egyszeri 50 pumol/200g i.m. kezelését kovetden a K203 szérum szintjének

id6beli alakulasat a 23. abran mutatom be.

160
140 1
120 _
100

80 [[] {

60

K-203 [pg/ml + SD]

40

20 ’}‘
F

o T T T T T T
515 30 45 60 120 240

Mintavételi idépont (perc)

23. abra: A patkany szérum K203 szintjének valtozasa a teljes kezelési ido alatt
(n=5) (Kalasz et al. 2008).

A K203 szembdl mért szoveti szintjeit az id6 fiiggvényében a 24. abra mutatja.
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A
10:" {

515 30 45 60 120 240

K-203 [ug/g + SD nedves szovet|
(o2}
——

Mintavételi idépont (perc)

24. abra: K203 szintjének valtozasa az id6 fiiggvényében patkiany szem esetében
(n=5) (Kalasz et al. 2008).

A K203 liquorbol mért szoveti szintjeit az id6 fiiggvényében a 25. abran mutatom be.

K-203 [ug/ml + SD]

O T T T T T T T
515 30 45 60 120 240

Mintavételi idépont (perc)

25. abra: A patkany liqguor K203 szintjének valtozasa az idé fiiggvényében (n=5)
(Kalasz et al. 2008).
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A K203 agyhomogenizatumokbol mért szdveti szintjeit az id6 fliggvényében a 26.

abran mutatom be.

K-203 [ug/g + SD nedves szovet]

515 30 45 60 120 240
Mintavételi idopont (perc)

26. abra: A patkiany agymintak K203 szintjének valtozasa az idé fiiggvényében
(n=5) (Kalasz et al. 2008).

A 25. tablazatban az egyes agyrészletek K203 tartalmanak valtozasat foglaltam 6ssze

3umol/200g és 50umol/200g dozis esetén:

s rer

kiilonbozo6 dozisu kezelések hatasara az egyes agyrészletekben (Szegi et al. 2010).
HC=hippocampus; BS=agytorzs; FC=frontal cortex; MO=nyultveld;
HT=hypothalamus; ST=striatum; SC=gerincvelo.

Dozis Ido

[umol/200g] (perc)

Agyrészlet

HC BS FC MO HT ST

15  4,23+0,77 8,27+4,02 10,70+2,60 8,21+1,92 10,36+2,54 3,80+0,60 4,55+0,39

50 60  2,94+0,50 7,39+2,11 5,62+1,05 6,46+2,72 7,71£1,46 3,08+0,61 3,82+1,17
240  1,54+0,20 2,22+0,56 2,71+0,79 1,82+0,51 3,71+1,35 1,27+0,42 2,09+0,19
15 227+1,41 1,93£0,49 2,39+0,33 2,60+0,63 1,62+0,32 0,91+0,23 0,77+0,08
3 60  2,38+1,55 1444026 1,26+0,17 0,95+0,23 0,71+0,13 0,29+0,07 0,22+0,01

240 1,03+0,10 0,86+0,51 0,78+0,23 0,28+0,14 0,30+0,10 0,19+0,03 0,19+0,01
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A 26. és 27. tablazatokban az agyhomogenizatum és a CSF K203 szdveti szintjének

valtozasait foglaltam 6ssze a szérum K203 szoveti szintjének a fliggvényében.

26. tablazat: Patkany agy/szérum koncentraciok aranya az
fiiggvényében.
1ds : K203 koncentrécj() Agy/Szérum
pg/gxSD nedves szovet] koncentracié
(perc) , v (0
Agy Szérum aranya (%)
5 2,24+0,78 84,44+31,67 2,65
15 2,76+0,42 117,78+20,73 2,34
30 3,13+0,40 88,47+12,94 3,53
45 3,00+0,32 65,16+17,34 4,60
60 2,49+0,27 31,55+11,39 7,89
120 1,28+0,33 17,47+3,84 7,32
240 0,26:0,09 1,32+1,04 19,69
27. tablazat: Patkiny CSF/szérum koncentriciok aranya az
fiiggvényében.
) K203 koncentracio CSF/Szérum
(;:;’C) [ng/g+SD nedves szovet] koncentricié
CSF Szérum aranya (%)
5 2,74+0,87 84,44431,67 3,24
15 3,38+0,86 117,78+20,73 2,87
30 3,36+0,97 88,47+12,94 3,79
45 3,89+2,04 65,16+17,34 5,96
60 3,66+0,79 31,55+11,39 5,61
120 1,87+0,39 17,47+3,84 10,70
240 0,49+0,22 1,32+1,04 37,12

5.3.2. Beagle kutyamodell

ido

ido

A kutydk egyszeri im. 250 pumol/kg doézisu kezelését kovetéen a K203 szérum

koncentraci6 alakulasat az id6 fiiggvényében a 27. abran mutatom be.
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27. abra: Beagle kutya szérum K203 koncentraciéja az idé fiiggvényében 250
pmol/kg i.m. do6zis alkalmazasat kovetéen.

crer

abran mutatom be.
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28. abra: Beagle kutya szérum K203 koncentracidja 15 pmol/kg i.m. dozis
alkalmazasa utan az ido fiiggvényében.
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A CSF K203 koncentraciok alakulasat az id6 fiiggvényében 15 pmol/kg i.m. dozis

adésa utan a 29. abran mutatom be.

18

1,6 4

14 1

1,2 4

1,0 4

0,8 1

K-203 [ug/ml]

0,6 -
0.4 -

0,2 1

0,0 [I

15 30 60 120 240

Mintavételi idépont (perc)

29. abra: Beagle kutya CSF K203 koncentraciéjanak idéfiiggése 15 pmol/kg i.m.
dozis alkalmazasa utan.
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6. MEGBESZELES

6.1. Insilico vizsgalatok: a logP és TPSA értékek meghatarozasa

A molekulak lipofilitasanak jellemzésére hasznalt logP érték (a molekula megoszlasi
hanyadosanak logaritmusa, amelynek a meghatdrozasa oktanol/viz rendszerben
torténik), valamint a molekula teljes polaris felszinének a teriilete (TPSA) a
gyogyszerkutatasban fontos fiziko-kémiai paramétereknek szédmitanak, mivel mind
farmakokinetikai mind farmakodinamias szempontokbol is meghatdrozzak a molekulédk
sorsat a szervezetben. A vizsgalt K-vegyiiletek logP ¢és TPSA értékeit az altalam
hasznalt Pallas program (CompuDrug Inc.) egy 0j algoritmus szerint hatarozta meg
(Molnar et al. 2004). A szamitasok alapjan a logP-re kapott negativ értékek a vizsgalt
K-vegyiiletek rendkiviil hidrofil tulajdonsagara utalnak (5. tablazat). Szakirodalmi
adatok szerint a molekulak TPSA értéke jol korrelal a molekulak membranokon
keresztiil torténd transzportjaval, amit igazoltak is a vékonybélben torténd felszivodas
(Palm et al. 1997) ill. a BBB-en keresztiil torténd penetraciot (Kelder et al. 1999, Clark
1999) illetden. Az altalam vizsgalt PA-k magas TPSA értékei a logP értékekkel
egyetemben arra engednek kovetkeztetni, hogy ezek a vegyiiletek kis eséllyel jutnak be
a KIR-be.

6.2. Forditott fazisi, nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC)

vizsgalatok
6.2.1. A piridinium aldoximok elvalasztasanak optimalizalasa

6.2.1.1. Modszerfejlesztés

A modszerfejlesztés soran kivalasztott ionparképzd, az OSA mennyiségének a
valtoztatasa kiilonboz6 mértékben hatott az altalunk vizsgalt PA-k migréacios
tulajdonsagét kifejezd retencios faktorra forditott fazis alkalmazidsa esetén. A két,
jelenleg a klinikumban is rendelkezésre allo vegyiilet — PRX, OBX — esetében jol
lathato kiilonbség mutatkozik a k’ értékekben. Az OSA mennyiségének novelése a két
piridinium gytirit tartalmaz6 OBX retencigjat jelentésen, mig a PRX-ét alig

befolyasolta (4. abra). Az ijonnan szintetizalt PA-k koziil a K27 és a K48 esetében a
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két vegyiilet kozott minimalis volt a kiilonbség ebben a tekintetben; a piridinium-
gytriiket Osszekotd propilén ill. butilén linker a retencidos id0 valtozdsat nem
befolyasolta (5. abra). A K203 a K48 but-2-én linkerrel 0sszekotott szarmazéka.
Retencios idejének valtozasa a K27-tel ill K48-cal mutat analogiat. Ugyanakkor
Osszehasonlitva a K74 és K75-tel azt latjuk, hogy adott OSA koncentracid mellett
hamarabb elualodik az oszloprol és retencids ideje kisebb mértékben fiigg az adott
ionparképzd koncentraciojatol szemben az elébb emlitett két vegytilettel (6. abra). A
K74 ill. K75 a szimmetrikus biszpiridinium biszaldoximok ko6zé tartoznak, tehat OBX
analogok, amit a k’ értékiik valtozasa is jol mutat.

A K1000 az altalunk vizsgalt egyediili triszpiridinium triszaldoxim. Sajatsdgos kémiai
szerkezetének, azaz a hadrom piridinium-gyliri — harom pozitiv toltésnek koszonhetden
tobbi vizsgalt PA mellett (7. abra).

Hasonl6 megallapitasokra jutunk, ha az OSA valtoz6 mennyisége és a retencios faktor
kozotti osszefliggést leird egyenesek jellemzd paramétereit vessziik az dsszehasonlitas
alapjaul (6. tablazat). Az ,.yo” konstanst 0% ionparképz6 mennyisége mellett kifejezve
lathatjuk, hogy az igy kapott értékek az egyes PA-k esetében — a K1000-es értékének a
kivételével — gyakorlatilag kozelitettek a 0-hoz. Ez annyit jelentett, hogy ezek a
vegyiiletek ionparképz6 alkalmazéasa nélkiil mindenféle visszatartdé eré hidnyaban a
frontban elualodnak az oszloprol. A K1000-es az el6bb emlitett sajatsagos kémiai
szerkezetének koszonhetéen még ilyen koriilmények kozott is meghatarozott retencios
1dovel rendelkezik, és szépen elvalik a fronttol.

Az egyenesek meredekségének —,,a” — vizsgalata még feltlindbb kiilonbségeket mutatott
az egyes vegyiiletek esetében, mint az yp. A PRX (monopiridinium monoaldoxim) 4ll6
fazison torténd visszatartdsa kevésbé fliggott az OSA mennyiségének a valtozasatol,
mint a biszpiridinium aldoximoké. A biszpiridinium monoaldoximok (K27, K48 és
K203) elucios tulajdonsagaira szintén befolydssal volt az OSA mennyiségének a
valtozasa, de ez kisebb mértékili volt a biszpiridinium biszaldoximokhoz (K74, K75)
képest. Az Osszekotd lanc kettds kotése (K203, K75) kis mértékben csokkentette a

vegyliletek retencids idejét.
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6.2.1.2. A modszer érzékenysegének optimalizalasa

Az analitikai mérések sordn az elvalasztas utdn a lehetd legérzékenyebb detektalasi ill.
mérési hatar (LOD, LOQ) megallapitdsdhoz UV detektalasnal meg kell hatarozni az
abszorpcidés maximumot mig az elektrokémiai mérésekhez az optimalis cellaaramot az
adott vegyiiletre nézve.

Az elektrokémiai detektalds soran a lehetd legkisebb cellaaramra toreksziink. A
megfelelé érték az inflexios pont folotti, de még a szigmoid gorbe nem ellaposodd
tartomanya kozott keresendd. Efolott mar nem kapunk nagyobb jelet adott injektalt
anyagmennyiségre, hanem sokkal inkabb csak a hattér zavar6 csucsai nének meg, ami
jelentésen rontja a jel/zaj aranyt. A K203 DAD-ral tortént teljes spektrum vizsgalatat
kovetden a vegyiilet UV elnyelési maximumat Amax= 276 nm-n érte el (13. abra), mig
EC detektélas soran az idedlis cellaaram esetiinkben Eo=+0,8 V, ahogyan az a vegyiilet

voltamogramjabol is latszik (14. abra).

6.2.2. Az optimalizalt RP-HPLC mddszer validalasa

A K203 farmakokinetikai vizsgalatdhoz az elézdekben leirt paraméterek alapjan
optimalisnak beallitott kromatografids modszert az FDA és az EMA ajanlésai alapjan

validaltuk, amely soran a kovetkezd validalasi paraméterek meghatarozasa tortént:

6.2.2.1. Szelektivitas (Selectivity) és Specifikussdag (Specificity):

Ezekkel az értékekkel azt adjuk meg, hogy az adott elvalasztasi modszer képes-e a
vizsgalandé komponensiink elvalasztasara/felbontdsara a biologiai matrix zavard
alkotéinak (endogén matrix komponensek, metabolitok, bomlastermékek) a
jelenlétében. Tehat specifikusnak tekinthetjiik a modszeriinket, ha csak az altalunk
vizsgalt vegyliletet méri, azaz teljesen szelektiv.

Az éltalunk optimalisnak  beéllitott kromatografids rendszerben a K203
R=(9,811+0,007) percnél (7. tablazat), valamint R=(10,079+0,004) percnél (8.
tablazat) clualodott az oszloprél UV ill. EC detektalas esetén, és amint az a 9.-12.

abrakon is lathato a kontroll mintdkban nem volt jele zavar6 hattércsticsnak.

80



DOI:10.14753/SE.2014.1960

6.2.2.2. Csucstisztasagi vizsgalat

Minden elvalasztasi modszernél az egyik legfontosabb kérdés, hogy a mddszeriink altal
mért és kapott jel csak a meghatarozand6 anyagtol szarmazik-e és nem valami ahhoz
fizikailag vagy kémiailag hasonld anyagtol, vagyis hogy a kapott cstics egy vagy tobb
komponensnek felel-e meg. Ennek tisztazasara csucstisztasagi vizsgalatot végeztiink,
amely soran felvettik a vizsgalando anyaggal (K203) spike-olt vak minta teljes
spektrumat, majd a csucs elucidja soran kapott spektrumokat 6sszehasonlitottuk.

A program altal szamolt tisztasagi faktorok a felszallo ag esetében 989, mig a leszalld
ag esetében 988-nak adddott, amely értékek azt jelzik, hogy a csticsunk csak az altalunk

vizsgalt K203 vegylilettdl szarmazik, és nem tartalmaz egyéb zavar6 komponenseket.

6.2.2.3. Torzitatlansdag (Accuracy) és Precizitds (Precision)

Egy analitikai eljaras torzitatlansagan a mért és a névleges (referencia) érték %-0s
eltérését értjiik, amelyet a mért koncentracionak a referenciaanyag igazolt koncentracid
szazalékaban megadva kapunk és amely a rendszeres hiba kimutatdsdra szolgal. A
precizitas az azonos, homogén mintdk mérése kozti kiilonbséget fejezi ki, a véletlen
hiba mérdszdma, vagyis a befolydsol6 koriilmények elére nem lathato valtozasabol ered.
Jellemzden a mérések becsiilt tapasztalati szorasaval (standard deviacid, SD) vagy a
szazalékos szorassal (relativ standard deviacid, RSD (%)) fejezziik ki. A precizitas
tovabbi kategoriakra bonthato: intraday (within-run, intra-batch) precizitas vagy
ismételhet6ség (repeatability), amely az azonos koriilmények (azonos hely, analitikus,
miiszer) kozt rovid idén beliil mért értékek eltérése; valamint interday (between-run,
inter-batch) precizitdas vagy mas néven Kkiterjesztett ismételhetéség, amely eltérd
koriilmények (egymast kdvetd napokon, mas analitikus) kozott mért értékek eltérése.

A modszer ismételhetdsége meghatdrozdsanak masik lehetséges modja az ajanlasok
szerint, ha ugyanabbol a vizsgalando vegyiilettel spike-olt vak mintdbol egymast
kovetden 6 — 10 injektalast végziink. Ha a mérési korilmények (pl. az allo fazis
termosztalasi hdmérséklete) szabalyozasa megfelelden torténik, akkor azonos retencios
iddket kell kapnunk. Ugyanigy, ha az injektald egység megfelelden miikodik, akkor a

csucsteriiletek nagysaga csak kis mértékben ingadozhat.
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Amint az a 9. és 16. tablazatokbdl is lathato a torzitatlansag %-ban kifejezett értékei
93,47% ¢és 113,2% kozotti tartomanyban mozognak, ami eleget tesz az FDA és EMA
ajanlasokban megfogalmazott kritériumoknak. A modszer precizitdsara kapott
eredmények szintén teljesitik a nemzetkozi ajanlasokban megadott feltételeket.

A 17. tablazat adatai alapjan a teriiletek csak nagyon kis mértékben szérnak az atlaghoz
képest (Csucs alatti teriilet= 97543+88,44), tehat a moddszeriink ismételhetésége

megfeleld, amit az RSD (%) értéke is alatdmaszt.

6.2.2.4. Kalibracios gorbe (Calibration curve) és Linearitds (Linearity):

A kalibracios gorbe a méromuszernek a vizsgalando vegyiilet (K203) kiilonb6z6 ismert
koncentracioira adott valaszjelei és a vegylilet koncentracioja kozti 6sszefliggést mutatja
meg. A kalibrald gorbe linearitdsan azt értjiik, hogy a gorbe adott tartomanyban, az n.
lineédris tartomanyban, adott megbizhatdsdggal egyenesnek tekinthetd. A linearitasi
tartomanynak a mérend6 koncentraciokhoz képest legalabb +15%-0s tartomanyt kell
lefednie.

Mind a K203 standard, mind pedig a biologiai mintakbdl felvett kalibracios gorbék (17.
és 18. abra) a vizsgalt mérési tartomanyokon beliil linearisnak tekinthetdk, amelyet jol
tikroznek a 18. tablazatban szerepld, az egyes gorbékhez tartozd korrelacios

egylitthatok értékei is.

6.2.2.5. Kimutatasi (Limit of Detection, LOD) és Meghatdrozasi hatdar (Limit of
Quantitation, LOQ)

A kimutatasi hatar (LOD) az a legkisebb mennyiség vagy koncentracio, amit az
analitikai modszeriink még meg tud kiilonboztetni a vak mintatol, de mennyiségileg
meghatdrozni mar nem képes. Ez az a legkisebb koncentracid, amelyhez tartozo
valaszjel legalabb a vakminta kozepes valaszjeléhez (ezt tekintjiik zajnak) tartoz6 szoras
haromszorosaval egyenld.

A meghatéarozasi hatar (LOQ) az a legalacsonyabb mennyiség vagy koncentracio, amit
az analitikai eljards megfeleld precizitassal €és helyességgel mennyiségileg képes
meghatarozni. Altalaban ez az a legkisebb koncentracié, amelyhez tartozé valaszjel

legalabb a vakminta kdzepes valaszjeléhez tartozo szoras tizszeresével egyenld.
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6.2.2.6. Visszanyerési tényezo (Recovery)

A visszanyerési vizsgalat azért sziikséges, hogy megmutassuk, az adott modszeriink a
vizsgalt mintdban [év0 komponensiink pontos mennyiségi meghatarozasat teszi
lehetévé. A meghatarozandé6 mintdban 1évé anyag teljes mennyisége Sokszor nem
anyag kolcsonhatasa a biologiai matrix-al), ezért a visszanyerés hatasfokat az adott
koriilményekre meg kell mérni. A veszteség korrigalasahoz hasznaljak az un. ,,spiked
samples” modszert: a meghatarozandé komponens ismert mennyiségét adjuk (spike-
oljuk) a vizsgdland6 mintdhoz, majd a modszerrel meghatarozzuk a hozzaadott anyag
az ismert valodi koncentracioval (vart érték). Természetesen ezt az 0sszehasonlitast 3
koncentraci6 értéknél (alacsony, kdzepes és magas — lefedve a vizsgélt tartomanyt) is el
kell végezni. Vegyiiletiink esetében az Osszehasonlitds alapjat a kapott csticsok alatti
tertiletek képezték, a visszanyerési tényezo értékei 85,57% és 95,60% kozott mozogtak

a megfeleld precizitasi értékek mellett.

6.2.2.7. Robusztussag (Robustness) és Zavartiirés (Ruggedness)

Ez a vizsgalat annak megallapitasara iranyul, hogy a modszer hogyan viseli a kisebb
valtozasokat a milkdodés koriilményeiben, igy a moddszer haszndlatanak validalt
rugalmassagat jelenti. A vizsgdlat eredményeibdl az egyes miitkodési paraméterekre
kiiszobértékek allapithatok meg, vagyis hogy a moddszeriink milyen paraméter
intervallumban ad megbizhat6 eredményt.

Amint az a 21. és 22. tablazatokbol is jol latszik, a szerves olddszer mennyiségének
valtoztatasa nagyobb mértékli (11,01% és 17,41%) eltolodast eredményezett a K203
retencios idejében, mint az eluens pH-janak valtozasa soran fellépd (2,70% ill. 3,60%)

1d6eltolodas.
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6.2.2.8. Stabilitas (Stability) vizsgdlatok

Ezek a mérések magukba foglaljak a vizsgalni kivant vegyiilet stabilitdsvizsgalatat a
mintavételtdl kezdve a minta elokészitésen, a kiilonb6zé homérsékleteken eltérd ideig
torténd tarolason keresztiil egészen a torzsoldat stabilitasdig. A vizsgalni kivant
vegyiilet bioldgiai mintdban bekovetkezd stabilitasvaltozasanak szamtalan oka lehet: a
tarold edény faldra torténd abszorpcid, parolgés, hidrolizis, lebomlas. Segitségével a
mérések idébeni és tarolasi (hdmérséklet, fényhatas) kovetelményei hatarozhatoak meg.
A K203 biolodgiai szdvetekbdl torténd meghatarozasa soran a RP-HPLC-s mérések
elokészitéséhez megfeleld fehérjementesitést kell végezni. Ezt a folyamatot
legegyszeriibben kiilonbozé savaknak a bioldgiai matrixokhoz vald hozzaadasaval
érhetjiik el. Centrifugalast kovetden a fehérjementes feliiluszot konnyedén
szétvalaszthatjuk az oldat tobbi részétdl, amely ezek utan mar alkalmas a
kromatografids rendszerbe torténd injektalasra. Az erésen savas kdzeg a szerves
vegyiileteket is karosithatja.

A K203 bomlasit megfigyelve azt latjuk, hogy erds savas kozegben,
szobahOmérsekleten a vegyiilet erdteljes bomlasnak indul: az elsé 4 o6raban (47%-0s
veszteség a kiindulasi allapothoz képest) €s 24 6ra mulva mar csak az eredeti mennyiség
22%-a volt regisztralhato. Ugyanakkor a tovabbi 48 drdban mar szamottevé valtozast
nem tapasztaltunk (19. abra).

Ezzel ellentétben a t=4°C-on a K203 bomlasi sebessége alapvetéen lassabb tendenciat
mutatott. A 72 o6rds mérési id6 alatt a kiinduldsi koncentrdci6 minddssze a felére
csokkent (49%). Még lassabb mértékii koncentraciocsokkenést tapasztaltunk abban az
esetben, amikor a stabilitasi vizsgalatokat pH=3,7 ill. neutralis kdzegben végeztiik el
(20. abra). Ebben az esetben nem volt jele a hirtelen koncentraciovaltozasnak és a 72
oras mérés végére a kiindulasi mennyiségnek 91% (t=25°C) ill. 75%-at (t=4°C) sikeriilt
regisztralnunk.

A K203 PCA-ban tapasztalt bomlasahoz hasonléan TFA és HCI esetében is az elsé 4 —
24 o6raban volt szamottevd a bomléas sebessége szobahdmérsékleten (65 — 87%-0s
veszteség), mig a fennmaradd 48 6rdban nem tapasztaltunk tovabbi stabilitdsvaltozast
egyik vizsgalt vegyiiletnél sem. Kisebb kivételt képez a TFA-ban mért bomlas, ahol a
vegyliletek mindegyike az elsé 4 draban kisebb mértékli (12 — 43%) bomlast szenved,
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és ez a tendencia a mérés végéig megmarad, azaz mintegy 7 — 14 %-al nagyobb
végkoncentraciot mértiink a tobbi savas (PCA, HCI) bomlashoz képest. A négy
vegyliletet 0Osszehasonlitva a K74 esetében tapasztaltunk legnagyobb mértéka
koncentraciovaltozast a mérés soran, kiilondsen HCl-as kornyezetben (23. tablazat).

A mintaadagolé belsé homérsékletének 4°C-ra allitdsdval a vizsgalt vegyiiletek
stabilitdisa a K203-hoz hasonlé6 mértékben valtozott az els6 24 ordban (11-29%-0s
vesztes€g), és a mérés végére a kiindulasi koncentracio kozel a felére csokkent. Itt is
megfigyelhetd, hogy a TFA-ban a bomlas mértéke valamelyest lassabb volt. A négy
vizsgalt vegyiilet koziil minden savban a K74 szenvedte el a legnagyobb mértékii

bomlast, kiilondsen a HCl-as kozeg irant mutatott érzékenységet (24. tablazat).

6.3. A K203 farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasa

6.3.1. Patkanymodell

Az allatok egyszeri 50 pumol/200g i.m. kezelését kovetden a K203 maximalis
szérumszintjét (Cmax: 120 pg/ml) tmax=15 perc mulva éri el, majd egészen 60 percig 0-ad
rendii kinetikat kovetve tavozik a szérumbol. A vegyiilet felezési ideje (t1/2) 45 percnél
volt a kezelést kovetden (23. abra).

A K203 kinetikdja a szem esetében a szérum szintjét koveti (24. abra). Ebben az
esetben is elég hamar (tmax:15 - 20 perc) eléri a maximalis szintjét (cmax:13 png/g nedves
szovet), majd a 60. percig 0-ad rendii kinetikat kovetve iiriil, 60 perces felezési idovel.
A K203 maximalis koncentracidja az agyhomogenizatum ill. a CSF esetén (25. és 26.
abra) kissé késobb éri el a maximalis szintjét (tmax:35 - 45 perc), majd elsérendii
kinetikat mutatva tavozik, mig a felezési ideje ezekben a szoveti mintadkban ty/,:120
percnél volt.

Figyelemre mélto, hogy a K203 szintje a liquor esetében kis mértékben magasabb volt,
mint az agy esetében.

Az agy illetve a CSF K203 szintjét a szérumbeli szinthez viszonyitva azt tapasztaltuk,
hogy az 1d6 eldrehaladtaval szintén valtozott, ndvekvd tendenciat mutatva (26. és 27.

tablazat).
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6.3.2. Beagle kutyamodell

A beagle kutyak egyszeri 250 pmol/kg dozist kezelését kovetden A K203 szintén rovid
1dén (tmax:20 perc) beliil eléri a maximumat (Cmax:8,07+2,50 mg/ml+SD) a szérumban,
¢s amint az a 27. abran lathat6 a teljes vizsgalt idészak (240 perc) tovabbi részében
konstans, magas koncentraciot (c:3 — 5 mg/ml) mutatott. Ehhez hasonléan, a CSF
esetében is azt tapasztaltuk, hogy a maximalis koncentracio elérése utan (tmax:20 perc) a
K203 szintje egy allando, relative magas értéken marad (c:25 pg/ml) a 4 6ras mérés
végeéig.

A 15 pmol/kg i.m. dézis alkalmazédsa utdn a K203 szintén koran (tmax:10 — 20 perc
kozott) eléri el a maximalis koncentracid értékét (cmax:18,35+£2,74 pg/ml+£SD) a
szérumban, majd ezutan 30 és 120 perces iddintervallumban lineédris csokkenést
mutatva iiriil a szérumbol (28. abra).

A CSF K203 koncentracidja csak mintegy 1 — 2 6ra mulva éri el a maximumat (Cmax:1,5
— 1,6 pg/ml), tehat a patkanykezelésekhez hasonléan ebben az esetben is késobbi CSF

maximumokat kaptunk a szérumhoz viszonyitva (29. abra).
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7. KOVETKEZTETESEK

7.1.  Insilico vizsgalatok: a TPSA és log P értékek

A K-vegyiiletek esetében azért lattuk fontosnak mind a logP, mind a TPSA értékek
szdmszeri meghatarozasat, mert ezek az értékek a szakirodalombol nem voltak
ismertek, viszont értékiik a vegyiiletek szervezetbeni sorsat alapvetéen befolyasoljak.
Az in silico vizsgalatokban szamolt logP és TPSA értékek alapjan bizonyitottuk, hogy
rendkiviil hidrofil vegyiiletekkel van dolgunk a K-vegyiiletek mindegyike esetében.
Ilyen vegyiiletek esetében a szokasos lipofilitas vizsgalatok ¢s szamitasok (Leo et al.
1971, Tetko et al. 2001) nem végezhetdk el, kizardlag a hidrofilitds adatokat lehet
kisérleti uton meghatarozni és kiszamolni (Csermely et al. 2007, Laufer et al. 2007).

A rendkiviili hidrofilitas viszont a masik oldalrol szerepet jatszhat az OP-tal valo kémiai
reakcid utani ,,normal” hidrofilitas kialakulasaban, ami lehet6vé teheti a fenti rendkiviil
lipofil mérgek szervezetbdl vald kijuttatasat, hiszen nemcsak az enzimek reaktivalasa a

cél, hanem a kiiiriilés eldsegitése is.

7.2. RP-HPLC vizsgalatok

7.2.1. Optimalizalas

Az 4. és 7. abrakon lathatdo hogy az OSA mennyiségi valtoztatasa rendkiviili mdédon
befolyasolja a vegyiileteink retencios idejét. Ez a tény a mobil fazis pH-jan is jelen levo
tobbszords toltés kovetkezménye.

Ezt sikeresen kihasznéalhatjuk az elvalasztashoz, hiszen a bioldgiai mintdkban csak a
legritkabb esetben fordulnak eld tobbszords pozitiv toltéssel rendelkezd kis molekulak

melyek a fehérjekicsapas utan még a mintankban maradhat.
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7.2.2. Erzékenység

A kezelések soran a kiillonb6z6 doézisok alkalmazasa szilikségessé tette a joval
¢érzékenyebb EC detektalast az alkalmazott UV detektalas mellett. Kiilondsen igaz volt
ez a KIR hatoanyagtartalmanak mennyiségi meghatarozasakor, foleg kis dézisok
alkalmazasa esetén. A mérések alapjan az optimalis eluensben a K203 abszorbcios
maximuma 276 nm volt. Az ehhez az értékhez tartozo LOD il. LOQ értékek 1,41
pmol/inj ill. 4,71 pmol/inj.

Az elektrokémiai detektalas soran optimalisnak talalt +0,8 V-os celladram a kdvetkezo

LOD ill. LOQ értékeket adta: 0,2 pmol/inj ill. 0,68 pmol/in;j.

7.2.3. Validalas

Az altalunk kidolgozott és optimalizalt modszer segitségével a K203 R=9,811 (UV)
illetve R=10,079 (EC) percnél elualdédott az oszloprél, amely idépontoknal nem volt
lathatd zavaro hattércsics a bioldgiai matrixokban. A kapott cslics a csucstisztasagi
vizsgélatok alapjan homogénnek volt mondhato (tisztasagi faktor > 980), tehat a
rendszeriink szelektiven az adott idGpillanatban a K203-t mérte, zavaré komponensek
nélkiil. A precizitds és a torzitatlansag értékei rendre a nemzetkdzi ajanlasok altal
megszabott hatdrokon belill voltak. A moddszer, illetve a késziilék ismételhetdségének
értéke [RSD (%)=0,09] béven az 5 %-os hataron beliil volt. A kalibracios gorbék az
altalunk vizsgalt koncentracidtartomanyban linearisak voltak, amelyet jol tiikkr6znek a
kapott regresszids egyiitthatok értékei is (r%: 0,9994 — 0,9999) és amelyek eleget tettek a
nemzetkozi ajanlasokban szerepld kritériumnak. A visszanyerési vizsgalatok azt
mutattak, hogy a bioldgiai matrixok eldkészitése soran az anyagunk 5 — 15 %-a elvész a
standard oldatokhoz képest. Azonban az ajanldsokban megfogalmazottak szerint nem
cél a 100 %-os kinyerési tényezd, hanem az adott kinyerés mellett a mddszeriink
torzitatlansaga és precizitdsa a mérvado. Ennek a kritériumnak megfeleltek a kinyerési
vizsgalatok RSD (%) értékei. A moddszer rugalmassaganak ¢és zavartiirésének a
vizsgalatai azt mutattak, hogy a mozg6 fazis szerves Osszetevdjének (AcN) a valtozasa

joval nagyobb mértékben befolyasolta a K203 retencids idejét, mint a mozgd fazis pH-
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jénak a valtoztatdsa. A mérési koriilmények ilyen mértéki valtoztatasaval a vegyiiletiink
tovabbra is elvalaszthatd maradt a bioldgiai matrixok zavard hattér csticsaitol.
A stabilitas vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt PA-k savas kézegben gyors
bomlast szenvednek, mely mar t=4 °C-on is szamottevo. Ez a tény kiilondsen fontos a
biologiai matrixok mérésre vald eldkészitése soran, a fehérjementesitésre alkalmazott
savak hasznalatakor, illetve a mérési koriilmények megvalasztasakor. A vizsgalandd
vegyliletiink bomlasi folyamata kivédhetd az aldbbi 1épések alkalmazasaval:
» a mintakat a minta elokészités és a RP-HPLC-s rendszerbe torténd injektalasig
t=-80 °C-on taroljuk
» a mintaelokészités soran a fehérjementesitést kovetden a feliilliszo pH-jat
dietilamin-foszforsav (1:2 v/v) puffer segitségével 2,0-ra allitottuk be. (1:9
aranyban, 10-szeres higitasban)
» a kromatografidss mérések soran a mintaadagold belsé terének, igy az

injektalandé mintaknak a hdmérsékletét t= 4 °C-ra allitottuk be.

Az EC, ill. UV detektalas alapjan valoszinisithetd, hogy a bomlastermék egy oxidacios
végtermék, hiszen az EC detektdlds folyaman nem adott jelet, viszont 276 nm-en
elnyelt. Beparlds majd visszaoldds utan a csucs visszaalakult, ezért valoszintisithetd,

hogy vizaddicio tortént az oxim csoportra.

7.3. A K203 farmakokinetikai paramétereinek meghatirozasa Kiilonbozé

allatmodellek esetén

Az allatok (patkany, kutya) K203 kis és nagy dozisaval (3 és 50 umol/200g) t6rténd i.m.
kezelését kovetden bifazisos elimindcids kinetikat mutatott a szérum esetében. A

vegyiiletiink viszonylag rovid id6 (15 — 20 perc) alatt elérte szérumbeli maximalis

crer

crer

idépont lenne sziikséges 8-22 perc kozott. Eldzetes mérések alapjan ezek a vegytiletek a

vizelettel iirlilnek. A szérum koncentraci6 kozel azonos aranyban csokkent, ezért
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val6szintisithetd, hogy az 50 pmol beadott anyagmennyiség a vese valamely aktiv
transzportere segitségével {iriil, ami ez a nagy mennyiség hatasara telitodik.

A KIR hatoanyagtartalma a CSF-bol mérhetd, a mintavétel alkalmaval minden esetben
viztisza folyadékot kaptunk, mely vérrel nem volt szennyezett. A K203 KIR tartalma az
irodalmi adatokkal Osszeegyeztethetd volt. Erdekesség, hogy a maximum nem 15
percnél, hanem késdbb jelentkezik, mely Gijabb bizonyitéka lehet az aktiv transzportnak.
Az agyhomogenizatum esetében is hasonld jelenséget tapasztaltunk. A szem a

szérumszintet kdvette, nem volt benne felhalmozddas.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben egy, a tabun mérgezés esetén rendkiviil hatékony, a terapias kezelések
soran antidotumként is alkalmazhato, Gijonnan kifejlesztett PA, a K203 farmakokinetikai
paramétereit tanulmanyoztuk kiilonb6zd allatmodellek esetén RP-HPLC modszer
segitségével. Erre a célra sikeriilt egy koltséghatékony, optimalizalt és validalt
kromatografias eljarast kidolgoznunk.

Vizsgalataink soran meghataroztuk a K203 és tobbi hasonl6 szerkezetli vegyiilet logP és
TPSA értékeit, amellyel igazoltuk rendkiviil hidrofil tulajdonsadgukat. A modszer
fejlesztése soran az ionparképz6 megfeleld koncentracioban torténd alkalmazaséaval
sikeriilt ezen erdsen hidrofil vegyiiletet forditott fazison elvalasztani kiilonb6zd
biologiai mintak zavar6 hattércsucsaitol.

Mobdszeriink validalasa soran meghataroztuk azokat a paramétereket, amelyek
bizonyitottak alkalmazhatosagat nemcsak a K203, de a tobbi hasonlo szerkezeti PA
farmakokinetikai paramétereinek kromatografids uton torténd meghatdrozasara. A
validalas részét képezo stabilitas vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a K203 savas
kornyezetben erdteljesen bomlik, ezért erre kiilonos figyelmet kell forditani a kisérletek
mintaelOkészitési fazisaban valamint a mérés soran is. A stabilitasbol eredd problémak
az altalunk leirt ajanlasok betartasaval kikiiszobolhetdek. Stabilitasi vizsgalataimmal
hozzajarultam egy megfeleld lejarati idejli gyogyszerformula kidolgozasahoz.

Az altalunk kidolgozott validalt modszer egyszeriien és rutinszeriien alkalmazhato a
K203 szérumbol, CSF-bdl, valamint a modszer érzékenységének novelésével agyszovet
homogenizatumokbdl térténd mennyiségi meghatarozasara az allatkisérletek soran.
Allatkisérleteinkben patkany és beagle kutya modelleken vizsgaltuk a K203 dozisfiiggd
kinetikdjat a szervezet kiilonb6zé kompartmentjeiben. Megallapitottuk, hogy a K203
nulladrend( eliminacios kinetikat kovetve iriil ki a szérumbol, miutan az i.m. kezelést
mod hatékonysagat is. Igazoltuk, hogy a K203 rendkiviil hidrofil tulajdonsaga ellenére
atjut a vér-agy gaton, tehat KIR karosodasat kivédheti, csokkentheti.
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9. SUMMARY

K203 is a newly synthesized bispyridinium monoaldoxime type antidote with potential
use in organophosphate poisoning, especially in the case of tabun-poisoned subjects.
The aim of our studies was to develop a bioanalytical method for K203 using reverse-
phase HPLC (RP-HPLC) technique to measure the tissue levels of K203 in blood
serum, brain areas, eyes and CSF for pharmacokinetic studies in rats and beagle dogs.
The method could be applicable to determine the blood brain barrier (BBB) penetration
of K203 as well,

In the first series of our experiments logP and TPSA values of different K-compounds
(K27, K48, K74, K75, K203, K1000) were determined using an in silico method.
Results confirmed the very hydrophilic character of the compounds. During the method
development and optimization of the RP-HPLC method effects of the quantity and
quality of ion-pairing agents, methods of sample preparation, effect of temperature,
chemical stability of the analyte were determined beside of the optimal wavelength (UV
detection) and cell current (electrochemical (EC) detection) for the sensitive
determination of K203.

Validation of the optimized bioanalytical method with both UV and EC detections was
carried out according to the internationally accepted (FDA, EMA) guidelines
determining selectivity, specificity, accuracy, precision, linearity of calibration curves,
limit of detection, limit of quantitation, recovery, robustness, ruggedness and stability.
Using the newly developed and validated method pharmacokinetics of low and high
doses of K203 were studied in rats and beagle dogs. Time dependence of the
concentrations in the plasma, in the CSF, in seven brain areas (hippocampus,
hypothalamus, brainstem, medulla oblongata, spinal cord, striatum, frontal cortex) were
determined. It was evidenced, that K203 penetrates the BBB in therapeutically effective
amount. It was found, that K203 excretion follows a zero order kinetics in case of the
high dose both in rats and beagle dogs, however in case of low dose the kinetics follows
a first order. It was also shown, that the brain/plasma ratio and the brain/ CSF ratio is

changing with the time following the administration.
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