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Souhrn

Antidotni pripravky ueené pro Iébu intoxikaci nerva¥ paralytickymi latkami se skladaji z anticholiner-
gik (atropin) a reaktivatat acetylcholinesterdzy (AChE) (pralidoxim, obidoximethoxim nebo latka HI-6).
Vzhledem k tomu, Ze v gagnosti neexistuje univerzalni reaktivator schopaktivovat AChE inhibovanou
vSemi potencidlnimi nervéparalytickymi latkami, vyvoj novychiianéjSich reaktivatos stale pokrduje.
Za timto @elem je nutné znét, jak jednotlivé strukturni fakteaktivator: ovliviuji jejich reaktivani schop-
nost. Mezi nejvice diskutované faktory/patitomnost a pdet oximovych skupin/flomnost a péet kvarter-
nich dusik, délka a tvar spojovacih@etézce. V této praci bylo in vitro testovano jedenéetktivatori AChE
liSicich se délkou a tvarem spojovaciletzce. Jako vhodny zastupce negvparalytickych latek byl pouZzit
sarin. Z vysledk vyplyva, Ze nejvysSi reaktird schopnosti bylo dosazeno u trimedoximu (54 %¥ienu
K074 (54 %). Této reaktivai schopnosti vSak bylo dosaZzeno v koncentracidbsagitelnych dloveka v pui-
behu antidotni terapie (I&M). V terapeuticky relevantnich koncentracich'{20) se jevily jako nagné
oximy TO 047 (20 %) a TO 033 (28 %).

Kli éova slova:Sarin; Acetylcholinesteraza; Nervoparalytické latky; Reaktivator; Oxim.

Influence of Length and Shape of the Connecting Chia of Bisquaternary Acetylcholinesterase
Reactivators on Their Potency to Reactivate Enzymimhibited by Sarin

Summary

Antidotal treatment of nerve agent poisonings cxBesdf anticholinergics (atropine mainly) and atety
cholinesterase (AChE) reactivators (pralidoximejdalxime, methoxime or HI-6). Due to the fact that-c
rently available AChE reactivators are not abler&activate AChE inhibited by all potential nerveeats,
the development of new AChE reactivators still ics. For this purpose, the understanding of fetat
ship between structural factors and their influecethe reactivation potency is useful. Especigdhgsence
and number of functional oxime groups, presenceramdber of quaternary nitrogens, lentgh and shajpe o
the connecting chain are discussed. Eleven AChEtikedors differing in the length and shape of tos-
necting chain were tested by in vitro methods is Work. Sarin was used as a representative ohtree
agent family. As resulted, the highest reactivafotency was achieved for trimedoxime (54 %) arichex
K074 (54 %). This reactivation potency was, howgwubtained at concentration (£GM) that is not attain-
able for human use. Oximes TO 047 and TO 033 sedr the most potent AChE reactivator tested i thi
study at concentration (TOM) that is relevant for human use.

Keywords: Sarin; Acetylcholinesterase; Nerve agents; Reaittiy Oxime.

Uvod ponerné vysoka. Mezi nejzna#si zastupce NPL
pati sarin (GB; O-isopropylmethylfluorofosfonat),
Organofosforové slaieniny se uzivaji v zena soman (GD; O-pinakolylmethylfluorofosfonat), ta-
delstvi jako pesticidy (paraoxon, parathidin)\e vo- bun (GA; O-ethyldimethylamidokyanofosfat) a lat-
jenstvi jako bojové chemické latky (nenégparaly- ka VX (O-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-me-
tické latky; NPL). V minulosti byly zneuzityipte- thylthiofosfonat) (3).
roristickém Utoku v Tokiu (1, 2). S nemtajici hroz- NPL inhibuji enzym acetylcholinesterazu (AChE;

bou terorismu je hrozba intoxikacintito latkami EC 3.1.1.7) cestou fosforylace. Nasledkem inhibice
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nemize enzym plnit svou fyziologickou Ulohu &5t
peni neuromediatoru acetylcholinu na nervovych
synapsich), nahroma&ay acetylcholin nad#ing sti-
muluje nervové receptory, coz se klinicky projevi
cholinergni krizi. Intoxikovany organismusuge
bez &by v pripadech &Zké intoxikace zefit n&-
sledkem respitmiho a srdéniho selhani (4).

Pro obnoveni funkce enzymu se uzivaji reakti-
vatory AChE. Mezi nejzné#jsi zastupce p#tpra-
lidoxim (2-PAM; 2-hydroxyiminomethyl-1-methyl-
pyridinium chlorid), obidoxim (Toxogonfh 1,3-bis
(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-2-oxa-propan
dichlorid) ¢i oxim HI-6 (1-(2-hydroxyiminomethyl-
pyridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)-2-oxa-pro-
pan dichlorid). Jejich reakti¢ai efekt spoiva ve
Sttpeni vazby vzniklé ip inhibici mezi enzymem a
NPL (5).

Zadny z dosud syntetizovanych reaktivatAChE
nedokaze reaktivovat enzym inhibovany vSemi dru-
hy NPL. Proto se mnoho instituci zabyvajici se tou-
to problematikou snaZzi predikovat a nastedpn-
tetizovat struktury idealniho Sirokospektrého reak-
tivatoru AChE, ktery by dokazal reaktivovat en-
zym inhibovany vSemi typy NPL (6-8).

V sowasnosti uzivané reaktivatory AChE fat
z chemického hlediska mezi mono (pralidoxi&n)
biskvarterni (obidoxim, HI-6, methoxim) pyridi-
niové slogeniny s funkni aldoximovou skupinou.
Tyto latky musi obsahovat ve své struktuekteré
dalezité rysy, bez nichZ by jejich reaktird schop-
piitomnost a péet oximovych skupin, iitomnost a
pocet kvarternich dustk délka a tvar spojovaciho
fettzce mezi jednotlivymi pyridiniovymi jadry (9).

V této praci jsme se zatiili na jeden z vy3e uve-
denych faktotl, a to na délku a tvar spojovaciie
tézce mezi jednotlivymi pyridiniovymi jadry. Za
timto (Gelem byloin vitro testovano jedenact re-
aktivatoi AChE (Tabulka 1) liSicich se pouze v dél-
ce a tvaru spojovacitietzce. Jako vhodny zastupce
NPL byl pouzit sarin.

Material a metody

Testované reaktivatory AChE (tabulka 1) byly
jiz diive syntetizovany na katasltoxikologie FVZ
UO. VSechny dalSi uzité chemikalie analytichs
toty byly zakoupeny u firmy Sigma-AldriclCR).
NPL sarin istota 96 %) byla ziskdna z Vojenské-
ho technického Ustavu ochrany (Brno). Jako zdroj

AChE byl uzit 10% homogenat z mozkabora-
torniho potkana. Reaktivai (&innost byla testova-
nain vitro na AChE inhibované sarinem uzitim stan-
dardniho screeningového reaktimého testu (10).
Homogenéat z mozklaboratorniho potkana (0,5 ml)
byl smichan s 2Qul iso-propylakoholového roz-
toku sarinu a inkubovan za teploty 25 °C po dobu
30 min. Poté bylo ke s#si pridano 2,5 ml roztoku
chloridu sodného (3 M) a domno destilovanou
vodou na celkovy objem 23 ml. Nakonec byl p
dany 2 ml roztoku acetylcholin jodidu (0,02 M). En-
zymova aktivita byla krena @i konstantnim pH
8,0 a teplat 25 °C pomoci autotitratoru RTS 822
(Radiometer; Dansko). Aktivity intaktniho Jjaa
sarinem inhibovaného jfaenzymu byly odé&eny
ze zavislosti spéeby roztoku hydroxidu sodného
(0,01 M) nacase, ktera jeiffmo umérna titrované
kyselirg octové uvolgné hydrolyzou acetylcholinu.
K roztoku AChE inhibované sarinem byigan roz-
tok reaktivatoru dané koncentrace {1 a 10° M)
a cela sms byla inkubovana po dobu 10 min. Akti-
vita reaktivované AChE (pbyla ogt ode&tena ze
zavislosti spaeby roztoku hydroxidu sodného na
case.

Z nangfenych hodnot aktivit bylo vypidtano
mnoZstvi reaktivované AChE (%) podle vzorce:

X = (1— Mj [100 [%]
2 -3,
Vysledky

Vypocitané hodnoty (%) reaktivace AChE in-
hibované sarinem pro dvozdilné koncentrace re-
aktivatoru (1G° M a 10° M) jsou uvedeny v tabul-
ce 1; hodnoty jsou vysledkemupnéru dvou nebo
tii nezavislych réeni. Vztah mezi koncentraci a re-
aktivaéni innosti vSech studovanych reaktivétor
vyjadiuje graf 1.

Z namgienych dat vyplyva, Ze vSechny reakti-
vatory AChE dosahuji vy3Si reaktird schopnosti
pii koncentraci 18 M. Jedinym reaktivatorem s
odliSnym chovanim byl oxim TO 033, jenz dosahl
vy3Si reaktivani schopnosti # koncentraci 18
M. Nejvyssi reaktivéni (innosti bylo dosazeno u
trimedoximu (54 %) a oximu K074 (54 %). Této
hodnoty reaktivace vSak bylo dosazeitiokpncen-
tracich nedosazitelnych dlovéka bshem antidotni
terapie (16 M). V relevantnich davkach (fom)
se jevily jako nagné oximy TO 047 (20 %) a TO
033 (28 %).
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Graf 1: Reaktivani (éinnost studovanych reaktivaibAChE
pii dvou koncentracich

Tabulka 1

Reaktivaéni G€innost pouzitych reaktivatora vi¢i AChE
inhibované sarinem

Reaktivator Spojovacitetézec Reakti\;ace Reakti\face
(%] (%]
Methoxim Ch 2 21
TO 029 CHCH, 7 44
Trimedoxim CHCH,CH, 7 54
K074 CHCH,CH,CH, 9 54
TO 047 CHCH,CH,CH,CH, 20 34
TO 033 CHCH,CH,CH,CH,CH, 28 22
Obidoxim CHOCH;, 4 41
TO 052 CHC(=0O)CH 2 44
TO 057 CHCH,SO,CH,CH, 5 25
TO 058 CHCH,S'(CH3)CH,CH, 8 30
K075 CHCH=CHCH 13 42

“koncentrace testovanych reaktivétdo® M
" koncentrace testovanych reaktivatao® M

Diskuse

Chemicka struktura reaktivatoAChE zasadh
ovliviiuje proces reaktivace AChE inhibované jak
NPL, tak organofosforovymi pesticidy (9, 11). Zad-
ny z reaktivatok AChE zavedeny v &R neni
schopen reaktivovat AChE inhibovanou viemi ty-
py inhibitori. Bohuzel ani oxim HI-6, v s@as-
nosti preferovany konsorciem Sesti gtatkanada,
Nizozemi, Nmecko, Svédsko, Dansko a Anglie

(12), neni schopen reaktivovat AChE inhibovanou
tabunemti nékterymi pesticidy (13, 14). Proto ne-
miZe byt ani tento oxim oztien jako Sirokospektry.
Diky nedostat&né schopnosti séasré uziva-
nych reaktivatar AChE reaktivovat inhibovanou
AChE bez ohledu na typ inhibitoru stéle pakije
vyvoj novych &inngjSich reaktivatak, kterymi by
mohly byt nahrazeny reaktivatory stavajici<19).
Aby nebyly zbyteéné syntetizovany latky s nizkou
reaktiva&ni schopnosti, vychazi sé jejich pripra-
vé z obeck znamych struktur nebo se vyuZziva zna-
losti esenciélnich fragmenibbsazenych ve struk-
turach znamych reaktivaiin(20).
molekule reaktivatdr pati ptitomnost a péet oxi-
movych skupin, fitomnost a péet kvarternich du-
siki a délka a tvar spojovaciliettzce mezi jednot-
livymi pyridiniovymi jadry (9).

V této praci jsme se pokusili zjistit miru ovliv-
néni reaktiv&niho procesu zemou struktury spo-
jovacihortettzce u latek se dwma pyridiniovymi
jadry (biskvarterni reaktivatory). Aby jejich reakt
vani schopnost nebyla ovligna ostatnimi struk-
turnimi faktory, byly dalSi strukturni znaky tot@&n
(tzn. stejny poet oximovych skupin v téZe poloze
na obou pyridiniovych jadrech). Z vysladkyply-
va, ze délka a tvar spojovaciltettzce zasadh
ovliviiuji reaktiva&ni &innost reaktivatar AChE.

To znamena, Ze nevhodnou volbou spojovaégio
tézce nmize byt velmi snizena reakti&a schop-
nost oximu a naopak, jeho vhodnou volbotiZzm
byt tato schopnost zvySena. Bylo zjif, Ze pi re-
aktivacich pomoci vySSich koncentraci reaktivatoru
je idealni délka spojovacih@tzce i reaktivaci
AChE inhibované sarinenti@az ¢tyti ¢leny, zatim-

co i nizSich koncentracich jsou vhagii iettzce
delSi— pét a Sesklent. Dale bylo zjis¢no, Ze za-
ménou methylenové skupiny ve spojovadiettzci

za jinou skupinu vySe uvedend zavislost neplati a
reaktivani schopnost reaktivatiis odliSnym spo-
jovacimiettzcem seridi jinymi, doposud neznamy-
mi pravidly. Pravdpodobré je zntna reaktivani
schopnosti oxim s odliSnymi spojovacimietézci
zpasobena interakci volnych elektronovych tpar
(obidoxim, TO 052 a TO 057), dvojnych vazeb
(KO75) ¢i kationtu (TO 058) s vnikem kavity en-
zymu. Tato hypotéza bude v budoucnosti dake ov
fovana pomoci metod molekularniho designu, kte-
rym je mozno simulovat proces reaktivace na mo-
lekularni drovni (Wiesner et al., 2005; Kuca ef al.
2005).
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