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BEVEZETES

Napjainkban a szerves foszfat — organofoszfat — (OP-k) tipusu vegyiiletek rendkiviili mérgezo
voltuk miatt valds vesz€lyt jelentenek. A WHO adatai szerint évente tobb millié esetben torténik
mérgezés az OP-k csoportjaba tartozd permetezd (pl. pirifosz) szerek helytelen alkalmazésaval, de
ezen vegyiiletek koz¢ 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 szervezetiink egyik kulcsfontossagi enzimét az acetilkolin-
¢szterazt (AChE), melynek aktiv centrumaban talalhat6 szerin hidroxil csoportjdhoz kapcsolédnak,
gatolva ezaltal az enzim muiikodését. Az AChE enzim feladata a neurotranszmitterként felszabaduld
acetilkolin (ACh) hidrolizise, igy hatdsanak megsziintetése a neuromuszkuldris junkcidban, a
vegetativ ganglionokban, a paraszimpatikus posztszinaptikus végkésziilékben ill. a kozponti
idegrendszer (KIR) acetilkolinerg neuronjaiban. Az AChE gétlasa jellegzetes tilinetegyiittest, OP-
mérgezést okoz, mely sordn jelentés ACh felszaporodas figyelhetd meg mind a periférias 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 szokdsos terdpia (atropin, diazepam) mellett. Ugyanakkor
mind a pralidoxim mind pedig az obidoxim terapids hatékonysaga messze elmarad a varttol, ezért 0
tipust AChE reaktivatorok szintézise, ezek in vitro és in vivo hatékonysdganak vizsgalata
vilagszerte nagy erdkkel folyik.

Cseh kutatocsoport (Kuc€a és mtsai) a PRX az OBX szerkezetébdl kiindulva szamos 0 igéretes
piridinium ill. biszpiridinium aldoxim (BPA) szerkezetii AChE-reaktivatort szintetizalt, amelyeket a
szakirodalomban K-vegyiiletekként tartanak szamon. Az 10j aldoxim tipusi vegyiiletek ko6zos
jellemzdje, hogy két piridinium gyliriit és egy vagy két oxim csoportot tartalmaznak. Szamos
biszpiridinium biszaldoxim és biszpiridinium monoaldoxim koziil az elézetes in vitro és in vivo
vizsgalatok alapjan a K203 [(E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(hydroxyimino-methylpyridinium)-
but-2-ene dibromide] jelti vegyiilet mutatkozik az egyik legigéretesebbnek. Ezek az uj tipusu BPA-
k a piridinium gytriikben talalhato két pozitiv toltésti kvaterner nitrogén atom miatt szoveti pH-n
nagyon hidrofilek, ezért a biologiai kozegb6l vald meghatdrozasukhoz és farmakokinetikai

vizsgalatukhoz nélkiilozhetetlen volt egy validalt és optimalizalt bioanalitikai modszer kidolgozésa.
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CELKITUZESEK

Munkacsoportunkon beliil nemzetkozi egyiittmiikodés keretében a kovetkezo feladatokat tiztem ki
célul:
1. a legigéretesebb K-vegyiiletek koltséghatékony, altalanosan hasznalhato, megfeleld
érzékenységli bioanalitikai mérési modszereinek kifejlesztése
2. ezen vegyliletek logP és teljes polaris felszin teriilete (TPSA) értékeinek a meghatarozasa
3. a kifejlesztett forditott fazist, nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC)
modszer optimalizalasa és validalasa UV és elektrokémiai (EC) detektalas esetén
4. az optimalizalt és validalt RP-HPLC modszer alkalmazasa a K203 farmakokinetikai

paramétereinek meghatarozasara patkany és beagle kutya modellen

modszerrel patkany és beagle kutya modelleken
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ANYAGOK és MODSZEREK

A kisérletekben hasznalt PA-kat (PRX, OBX, K27, K48, K74, K75, K203, K1000) K. Kuca

munkacsoportja szintetizalta szamunkra.

In silico vizsgalatok

A vizsgalt PA-mok kromatografias viselkedését és farmakokinetikai jellemz6it meghatarozo logP
¢s a TPSA paramétercket a Pallas program segitségével (Pallas 3.8.1.1, CompuDrug International,

Inc., Sedona, USA) hatdroztam meg.

Forditott fazisi, nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC)
vizsgalatok

A kromatografias moddszer optimalizaldsa, validalasa valamint a K203 farmakokinetikai
paramétereinek meghatarozasa soran JASCO (Tokio, Japan) HPLC rendszert hasznaltunk, amely
PU-1580 pumpabol, DG-2080-54 gazmentesitd késziilékbol, AS-2057 Plus automata injektorbol,
UV-1575 UV-Vis és MD-1510 diddasoros detektorokbdl allt. Az amperometrids/elektrokémiai
modszerrel végzett detektalasokhoz INTRO (ANTEC Leyden, Zoeterwoude, Hollandia) tipusu
detektorokat hasznaltunk.
Az elvalasztashoz forditott fazist Agilent Zorbax RX-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5-um) oszlopot
hasznaltunk, amely elé minden esetben azonos toltetli eldtétoszlopot csatlakoztattunk (12,5 mm x
4,6 mm) (Kromat Kft, Budapest) az all6 fazis élettartamanak novelése céljabol. Az allo fazis
termosztalasi hdmérséklete 35 °C volt. A mozgo fazis dramlasi sebessége 1 ml/perc volt.
A mozgo6 fazis minden esetben vizes foszfat-citrat puffer:acetonitril (AcN), 10:2 aranyu keveréke
volt, amely a kovetkezd Gsszetevoket tartalmazta:
50 mM dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat, 50 mM citromsav-monohidrat, 0,027 mM dinatrium-
etilén-diamin-tetraecetsav, 1-oktanszulfonsav natriumsé (OSA) valtozé mennyisége.
A vizes foszfat — citrat puffer pH-jat 85 %-o0s foszforsavval 3,7-re allitottuk be.
A mérések soran kapott kromatogramokat Borwin (JMBS, Le Fontanil, Franciaorszag) 1.21 és 1.5
kromatografids programmal regisztraltuk.
A K203 biologiai mintakbol torténd mennyiségi meghatarozasara kidolgozott optimalizalt modszer
validalasat az FDA (Food and Drug Administration; Guidance for Industry — Bioanalytical Method
Validation; 2001) és az EMA (European Medicines Agency — Guideline on Validation of
Bioanalytical Methods; 2009) ajanlasa alapjan végeztiik el.
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A K203 in vivo farmakokinetikai paramétereinck meghatarozasa soran him Wistar patkanyokat és
beagle kutyakat intramuszkularisan (i.m.) 3 ¢és 50 pmol/200g K203 vegyiilettel kezeltiik. A
kezeléseket kovetéen meghatarozott mintavételi idépontokban (5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 és 240
percnél) vér, liquor, szem ¢és agy és kiilonboz6 agyrészlet mintdkat vettiink, amelyeket a
mintaelOkészités soran 0,8M-os perklorsav segitségével fehérjementesitettiink. A mintdk
centrifugalasat (14 000g, 20 perc, 4 °C) kovetden a feliiluszokbol 50 pl-t injektaltunk az RP-HPLC

mérések soran.

EREDMENYEK és MEGBESZELES

In silico vizsgalatok

A PA-k, koztik a K203 szoveti szintjeinek meghatarozasara iranyuld folyadékkromatografias
modszer fejlesztése soran eldszor a vegyiiletek kromatografias viselkedését meghatarozo logP és
TPSA Pallas programmal szamolt értékeit hataroztuk meg (1. tablazat). A PA-mok szerkezeti
képletei, valamint az altalunk szamolt, a tdblazatban lathat6 negativ logP értékek alapjan
megallapithatd, hogy ezek a vegyiiletek rendkiviil hidrofil karakteriiek. A piridinium gytrtik, a
benniik talalhato kvaterner nitrogén atomoknak koszonhetden, egy-egy toltéssel rendelkeznek, ami
szoveti pH-n kettd pozitiv toltésnek felel meg, igy az RP-HPLC modszer segitségével torténd

elvalasztasuk csak ionparképz0 alkalmazasaval lehetséges.

1. tablazat: A K-vegyiiletek Pallas programmal szamolt TPSA ¢és logP értékei
(Szeqi et al. 2010).

Név TPSA (A% logP
Pralidoxim 36,47 -2,56
Obidoxim 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
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Modszeroptimalizalas

A két allando pozitiv toltésiik ismeretében a modszeroptimalizalds elsd fazisdban vizsgéltuk
kiilonbozo ionparképzok és ezek mennyiségének a hatdsat az egyes vegyiiletek retencids idejére,
amelyet a retencios faktor (k”) értékkel jellemeztiink.

A modszerfejlesztés soran kivalasztott ionparképzd, az OSA mennyiségének a véaltoztatdsa
kiilonb6z6 mértékben hatott az altalunk vizsgalt PA-k migracios tulajdonsagat kifejezo retencids
faktorra forditott fazis alkalmazasa esetén. A két, jelenleg a klinikumban is rendelkezésre allo
vegyllet — PRX, OBX — esetében kiilonbség mutatkozik a k’ értékekben. Az OSA mennyiségének
novelése a két piridinium gylrht tartalmazé OBX retencidjat jelentdsen, mig a PRX-ét alig
befolyasolta. Az ujonnan szintetizalt PA-k koziil a K27 és a K48 esetében a két vegyiilet kdzott
minimdlis volt a kiilonbség ebben a tekintetben; a piridinium-gyliriiket 6sszekotd propilén ill.
butilén linker a retencios id6 valtozasat nem befolyasolta. A K203 a K48 but-2-én linkerrel
Osszekotott szarmazéka. Retencios idejének valtozasa a K27-tel ill K48-cal mutat analdgiat.
Ugyanakkor 0sszehasonlitva a K74 és K75-tel azt latjuk, hogy adott OSA koncentracid6 mellett
hamarabb eludlodik az oszloprol és retencios ideje kisebb mértékben fiigg az adott ionparképzé
koncentracidjatol szemben az el6bb emlitett két vegyiilettel. A K74 ill. K75 a szimmetrikus
biszpiridinium biszaldoximok kozé tartoznak, tehat OBX analogok, amit a k’ értékiik valtozasa is
jol mutat.

A PA-k RP-HPLC moédszeroptimalzalasa soran az OSA mennyiségi valtoztatasaval sikeriilt olyan
retencids idoket elérni, ahol a zavard hattércsucsoktol kifogastalanul elvalasztodnak a vizsgalni
kivant K-vegyiiletek. Az OSA-t 1 g/l koncentricioban alkalmazva a mozgd féazisban a
farmakokinetikai vizsgalatokra kivalasztott K203 a biologiai minta zavard hattércsucsaival egy
azonban sikeriilt megfeleld mértékben visszatartanunk a vegyiiletiinket az oszlopon, ndvelve ezaltal
a retencids idejét elvalasztva igy a hattércsucsoktol (2. dbra).

Az optimalizalds tovabbi szakaszaban a K203 farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasa
soran alkalmazott kiilonb6z6 dozisti kezelések sziikségessé tették a joval érzékenyebb EC
detektalast az alkalmazott UV detektdldas mellett. Kiilondsen igaz volt ez a KIR
hatéanyagtartalmanak mennyiségi meghatarozasakor, foleg kis dozisok alkalmazasa esetén. Az UV
detektalas soran a mérések alapjan az optimalis eluensben a K203 abszorbcids maximuma 276 nm
volt. Az ehhez az értékhez tartoz6 LOD ill. LOQ értékek 1,41 pmol/inj ill. 4,71 pmol/inj.

Az elektrokémiai detektalds soran a K203 voltamogramjabol leolvashatd, optimalisnak talalt +0,8

V-os cellaaram mellett a kovetkezé LOD ill. LOQ értékeket kaptuk: 0,2 pmol/inj ill. 0,68 pmol/in;.
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1. abra: Standard K203 oldat (fels6) és kontroll patkany agy (als6) kromatogramja 1 g/l OSA-t
alkalmazva EC detektalas esetén (Szegi et al. 2010).
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2. abra: Kontroll (felsd) ill. 1 ug/ml K203-al spikolt (als6) szérum, agy, és CSF kromatogramjai 2,5
g/ OSA alkalmazasa esetén. (EC detektalas)
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Modszer validalasa

Az altalunk kidolgozott és optimalizalt modszer segitségével a K203 R=9,811 (UV) illetve
R=10,079 (EC) percnél eludlodott az oszloprdl, amely idépontoknal nem volt lathatdo zavard
hattércsucs a biologiai matrixokban. A kapott csucs a csucstisztasagi vizsgalatok alapjan homogén
volt (tisztasagi faktor > 980), tehat a rendszeriink szelektiven az adott idépillanatban a K203-mat
mérte, zavard6 komponensek nélkiil. A precizitas és a torzitatlansag (93%-113%) értékei rendre a
nemzetk6zi ajanlasok altal megszabott hatarokon beliil voltak. A modszer, illetve a késziilék
ismételhet6ségének értéke [RSD (%)=0,09] béven az 5%-os hataron beliil volt. A kalibracios
gorbék az altalunk vizsgalt koncentraciotartoményban linearisak voltak, amelyet jol tiikroznek a
kapott regresszios egyiitthatok értékei is (r%: 0,9994 — 0,9999) és amelyek eleget tettek a nemzetkozi
ajanlasokban szerepld kritériumnak. A visszanyerési vizsgalatokban a visszanyerés hatasfoka 86 ¢és
96% kozotti tartomanyban volt. A mddszer rugalmassaganak és zavartiirésének a vizsgalatai azt
mutattdk, hogy a mozgd fazis szerves Osszetevdjének (AcN) a valtozasa joval nagyobb mértékben
befolyasolta a K203 retencids idejét, mint a mozgd fazis pH-janak a valtoztatasa. A mérési
koriilmények ilyen mértékli valtoztatasaval a vegyiiletiink tovabbra is elvalaszthato maradt a
bioldgiai matrixok zavard hattér csucsaitol.

A stabilitas vizsgalatokban azt tapasztaltuk, hogy erésen savas kozegben, szobahémérsékleten a
K203 erdteljes bomlasnak indult: az elsé 4 6raban mintegy 50%-o0s volt a veszteség a kiindulasi
allapothoz képest és 24 6ra mulva mar csak az eredeti mennyiség 20-22%-a Volt regisztralhato.
Ezzel ellentétben a t=4°C-on a K203 bomlasi sebessége alapvetden lassabb tendenciat mutatott. A
72 oras mérési ido alatt a kiindulasi koncentraciéo minddssze a felére csokkent (49%).

Még lassabb mértékii koncentraciocsokkenést tapasztaltunk abban az esetben, amikor a stabilitasi
vizsgalatokat pH=3,7 ill. neutralis kozegben végeztiik el . Ebben az esetben nem volt jele a hirtelen
koncentraciovaltozasnak €s a 72 6ras mérés végére a kiinduldsi mennyiségnek 91% (t=4°C) ill.
75%-at (t=25°C) sikertilt regisztralnunk. A tobbi, altalam vizsgalt PA a bomlas tekintetében a
K203-hoz hasonld tendenciat mutatott a kiilonboz6 tipusti savak és hémérsékleti koriilmények

kozott elvégzett stabilitasi vizsgalatokban.
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A K203 farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasa

A K203 szoveti szintjeinek meghatarozasa kiilonbozé allatmodellek esetében az altalam validalt
modszer segitségével tortént.

A patkanyok egyszeri 250 pmol/kg i.m. kezelését kovetden a K203 gyors felszivodasat kdvetden
volt. Elézetes mérések alapjan ezek a vegyiiletek a vizelettel iirlilnek. A szérum koncentracio kozel
azonos aranyban csokkent, ezért valdszintsithetd, hogy az 250 umol beadott anyagmennyiség a
vese valamely aktiv transzportere segitségével liriil, ami ennek a nagy mennyiségnek a hatasara
telitodik.

A K203 kinetikdja a szem esetében a szérum szintjét koveti. Ebben az esetben is elég hamar (tmax:
15 - 20 perc) eléri a maximalis szintjét (cmax: 13 pg/g nedves szovet), 60 perces felezési idovel.

A K203 KIR-i hatéanyagtartalmanak meghatarozasahoz liquor és agyszovet mintakat hasznaltunk.
A K203 maximalis koncentracidja az agyhomogenizatum ill. a liquor esetén kissé késobb éri el a
maximalis szintjét (tmax: 35 - 45 perc), majd elsérendli kinetikat mutatva tavozik, mig a felezési
ideje ezekben a szoveti mintakban t1,=120 percnél volt. Figyelemre méltd, hogy a K203 szintje a
liquor esetében kis mértékben magasabb volt, mint az agy esetében.

Az agy illetve a liquor K203 szintjét a szérumbeli szinthez viszonyitva azt tapasztaltuk, hogy az id6
elorehaladtaval szintén valtozott, novekvo tendenciat mutatva.

A beagle kutydk egyszeri 250 pmol/kg dézist kezelését kdvetden a K203 szintén rovid idon (tmax:
20 perc) beliil eléri a maximumat (Cmax: 8,07+£2,50 mg/ml+SD) a szérumban és a teljes vizsgalt
idészak (240 perc) tovabbi részében konstans, magas koncentraciot (c: 3 — 5 mg/ml) mutatott.
Hasonlo6 kinetikat tapasztaltunk a liquor esetében is.

A 15 pmol/kg i.m. dozis alkalmazéasa utdn a K203 szintén koran (tmax: 10 — 20 perc kozott) eléri a
maximalis koncentracio értékét (cmax: 18,35+2,74 pg/ml+SD) a szérumban, majd ezutan 30 és 120
perces iddintervallumban linearis csokkenést mutatva {iriil a szérumbol.

A liquor K203 koncentracidja csak mintegy 1 — 2 6ra mulva éri el a maximumat (cmax: 1,5 — 1,6
ug/ml), tehat a patkany-kezelésekhez hasonléan ebben az esetben is késébbi liquor maximumokat

kaptunk a szérumhoz viszonyitva.
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KOVETKEZTETESEK

1. Az altalam kifejlesztett validalt RP-HPLC moddszer kivaldan alkalmas egy, a tabun mérgezés
esetén rendkiviil hatékony, a terapids kezelések soran antidétumként is alkalmazhato,
ujonnan kifejlesztett PA, a K203 szérumbdl, agyszovetbdl, liquorbol torténd gyors és nagy
érzékenységli mennyiségi meghatarozasara elektrokémiai és UV detektalasi modok mellett.
A modszer kisebb modositasokkal alkalmazhatdé a K203-hoz hasonld szerkezetli PA-mok
szervezetbeni sorsanak nyomon kovetésére.

2. Insilico vizsgalatokban igazoltuk a vegyiiletek rendkiviil hidrofil tulajdonsagat, igy forditott
fazison torténd elvalasztasuk csak ionparképzo alkalmazéasa mellett lehetséges.

3. Az ionparképzd megfeleld koncentracioban torténd alkalmazaséaval sikeriilt forditott fazison
elvalasztani ezeket az erdsen hidrofil vegyiileteket a hattér zavar6 komponenseitdl
kiilonb6z6 bioldgiai matrixok esetében. A modszer érzékenységének novelésével lehetéve
valt a vizsgalt PA-mok, koztik a K203 mennyiségi meghatarozasa a vegyiiletet kis
koncentracioban tartalmazé bioldgiai mintak esetén is.

4. A stabilitds vizsgalatok azt bizonyitjak, hogy a K203 savas kozegben gyors bomlast
szenved, mely mar 4 °C-on is szamottevd. Ez a tény kiilondsen fontos a bioldgiai matrixok
mérésre vald elokészitése soran, a fehérjementesitésre alkalmazott savak hasznalatakor,
illetve a mérési koriilmények megvalasztisakor. A vizsgalandd vegyiiletiink bomlasi
folyamata kivédhet6 az alabbi 1épések alkalmazaséaval:

a) a mintakat a minta el6készités és a RP-HPLC-s rendszerbe torténd injektalasig t= -80
°C-on taroljuk

b) a mintael6készités soran a fehérjementesitést kovetden a feliilluszo pH-jat azonnal
dietilamin-foszforsav (1:2 v/v) puffer segitségével 2,0-ra allitjuk be. (1:9 aranyban,
10-szeres higitasban)

C) a kromatografias mérések soran a mintaadagold belsé terének, igy az injektalando
mintaknak a hémérsékletét t= 4 °C-ra allitjuk be.

5. A K203 in vivo farmakokinetikai paramétereinek vizsgalata soran hasznalhat6 adatokat
nyertem a dodzis-vérszint kapcsolatrdl, modellezheték a kiilonb6zé dozisok varhato
vérszintje patkdnyon ¢és kutyan. Bizonyitottam az intramuszkuldris beaddsi mod
hatékonysagat, mely jo felszivodast, magas vérszintet eredményez.

6. Bizonyitottam, hogy a K203 hidrofil tulajdonsaga ellenére atjut a vér-agy gaton, tehat KIR-i

karosodast kivédheti, csokkentheti.
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Témavezeto: Dr. Tekes Kornélia, egyetemi tanar, C.Sc.

Kisérleteinkben egy, a tabun mérgezés esetén rendkiviil hatékony, a terdpids kezelések soran
antidétumként is alkalmazhato, jonnan kifejlesztett PA, a K203 farmakokinetikai paramétereit
tanulmanyoztuk kiilonb6z6 allatmodellek esetén RP-HPLC moddszer segitségével. Erre a célra
sikeriilt egy koltséghatékony, optimalizalt és validalt kromatografias eljarast kidolgoznunk.
Vizsgalataink sordn meghataroztuk a K203 ¢és tobbi hasonlod szerkezetli vegyiilet logP és TPSA
értékeit, amellyel igazoltuk rendkiviil hidrofil tulajdonsagukat. Az RP-HPLC moddszer fejlesztése
soran az ionparképzd megfeleld koncentracidban torténd alkalmazasaval sikeriilt az erésen hidrofil
vegyiiletet forditott fazison elvalasztani kiilonbzd bioldgiai mintdk zavaro hattércsticsaitol.
Modszeriink validalasa soran meghataroztuk azokat a paramétereket, amelyek bizonyitottak
alkalmazhatosagat nemcsak a K203, de a tobbi hasonld szerkezeti PA farmakokinetikai
paramétereinek kromatografids uton torténd meghatarozasara. A validalas részét képezd stabilitds
vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a K203 savas koérnyezetben erételjesen bomlik, ezért erre
kiilonos figyelmet kell forditani a kisérletek mintael6készitési fazisaban valamint a mérés soran is.
A stabilitasbol eredd problémak az altalunk leirt ajanlasok betartasaval kikiiszobdlhetdek. Stabilitasi
vizsgalataimmal hozzajarultam egy megfeleld lejarati idejli gyogyszerformula kidolgozéasahoz.

Az altalunk kidolgozott validalt moédszer egyszerlien €s rutinszerlien alkalmazhaté a K203
szérumbol, CSF-bdl, valamint agyszovet homogenizatumokbdl torténd  mennyiségi
meghatarozasara az allatkisérletek soran.

Allatkisérleteinkben patkany és beagle kutya modelleken vizsgaltuk a K203 dézisfiiggé kinetikajat
a szervezet kiillonb6z6 kompartmentjeiben. Megéllapitottuk, hogy a K203 nulladrendii eliminécios
kinetikat kovetve tril ki a szérumbdl, miutan az i.m. kezelést kovetden hamar eléri a maximalis
rendkiviil hidrofil tulajdonsdga ellenére atjut a vér-agy gaton, tehat OP mérgezés esetén a KIR

karosodasat kivédheti, csokkentheti.
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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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