Abstrakt a klicova slova

V predkladané dizertacni praci byla feSena problematika nedostate¢ného prostupu antidot
otrav organofosforovymi slou¢eninami. V rdmci prace byly vzajemné porovnany nové metody
pro hodnoceni schopnosti latek prostupovat do centralniho nervového systému (CNS). Tyto
metody byly nasledné vyuzity pro testovani standardnich i nove syntetizovanych potencialnich
1é¢iv z této skupiny. Dale byly zkoumany zptsoby, které by mohly prostup do CNS zlepsit.

Vysoce toxické organofosforové slouCeniny jsou povazovany za jedny
acetylcholinesterazu, ¢imz narusuji cholinergni pienos v zasaZzeném organizmu a z tohoto
davodu jsou oznaCovany jako nervovée paralytické latky (NPL). Vysoka nebezpecnost NPL
spociva v jejich relativné snadné dostupnosti, vysoké toxicité a nedostatecné ucinné terapii.
Jednou z hlavnich piekazek 1é€by téchto otrav je neschopnost reaktivatori acetylcholinesterazy

obnovujicich ¢innost inhibovaného enzymu prostoupit v terapeutické koncentraci do CNS.

Vyzkum a vyvoj nové syntetizovanych potencialnich 1é¢iv vyzaduje pro posouzeni jejich
biologickych vlastnosti vhodné in vitro metody. Prvni ¢ast experimentalni prace byla vénovéana
vyvoji a validaci novych metod pro posouzeni penetrace latek hematoencefalickou bariérou
(HEB), vcetné jejich vzajemného srovnani. Bariérovy model PAMPA umoziuje hodnoceni
prostupu latek pfes membranu simulujici HEB pouze na zaklad¢ fyzikdlné-chemickych
vlastnosti jakoZzto urcujiciho pfedpokladu k pasivni diftzi. Fosfolipidovd membrana metody
PAMPA byla u dalsiho modelu nahrazena monovrstvou bunéénych kultur, a tim byl model
obohacen o aktivni déje ptfitomné v zivych bunkéach. Testovanim standardnich latek byl
pii srovnani PAMPA a bunénych modeli zjistén pozitivni posun v korelaci namétenych
vysledkt s redlnou dostupnosti jednotlivych 1é¢iv v CNS. Nejlepsi korelaci poskytla metoda
vyuzivajici hCMEC/D3 bunécnou linii humanniho ptivodu, u které predikce prostupu latek

HEB na zaklad¢ zjisténych vysledki plné odpovidala situaci in vivo.

Druhéd c¢ast experimentalni prace se zabyvala zplsoby zvySeni prostupu reaktivatora
acetylcholinesterazy do CNS. Validita vybranych zpiisobl byla ovéifena metodami in vitro a in
vivo. Testovanim prostupu monokvartérnich a nekvartérnich reaktivatori bylo potvrzeno, ze
kvartérni dusik v jejich struktutre, dilezity z hlediska reaktivace enzymu, je zaroven zasadni
piekazkou v prostupu HEB. Vyuziti diamantovych nanocastic pozitivné ovlivnilo samotny
prostup latek prfes bunéfnou monovrstvu. Cucurbit[7]urilové nanocCéstice navazané

na reaktivator HI-6 zlepsily jeho farmakokinetické vlastnosti, zejména celkovou dostupnost a



prodlouzily poloc¢as eliminace z mozku u experimentalnich zvifat. Pro posouzeni interakce
standardnich reaktivatorii s P-glykoproteinem byl aplikovan model vyuzivajici CACO-2
bunécnou linii, ktera exprimuje tento transportér zodpoveédny za eflux fady 1é¢iv z HEB zpét
do krevniho ob&hu. Tato interakce nebyla, proti ocekavani, u standardnich reaktivatora AChE

uvedenou metodou potvrzena.

Zavedenim téchto bunéfnych metod pro hodnoceni prostupu latek HEB byl vytvotfen
komplexni néstroj, nejen pro testovani nové syntetizovanych potencialnich antidot otrav NPL,
ale 1 dalSich latek interagujicich se strukturami v CNS. Selekce latek pomoci in vitro metod
redukuje vyuziti experimentalnich zvifat pouze pro latky snejlepSimi biologickymi

vlastnostmi, coz vede také ke snizeni ndkladii na vyzkum.
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