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Souhrn

Na samcich potkana kmene Wistar byl testovan neakii (¢cinek no¥ syntetizovanych oxiin(K074,
K075) a srovnavan s reaktisiaim efektem oxitnzavedenych do zdravotnické vybawRAjako antidotum
prvni pomoci (obidoximdi 1ékaiské pomaoci (HI-6). Schopnost oXimeaktivovat tabunem nebo somanem in-
hibovanou acetylcholinesterazu byla hodnocena cestovnani aktivity acetylcholinesterazy v krvi azku
potkana ré/ené 30 minut po otr@tabunem nebo somanem. Ziskané vysledky ukazalg\Zeyntetizované
oximy jsou dinnejSimi reaktivatory tabunem inhibované mozkové ddetyinesterazy nez dosud pouzivané
oximy, avsak vifipacé otravy somanem nedosahuji reaktivéno efektu oximu HI-6.

Kli ¢ova slova:Tabun; Soman; Acetylcholinesteraza; HI-6; Obidgx@74; KO75; Atropin; Potkan.

A Comparison of Newly Synthesized Oximes (K074, K&J and Oximes Introduced into the Czech
Army (Obidoxime, HI-6) to Reactivate Tabun or Somaninhibited Acetylcholinesterase
in Rat’s Blood and Brain

Summary

The reactivating efficacy of newly synthesized exiifiKk074, KO75) and the oximes introduced into the
Czech Army for the first aid (obidoxime) and medieae (HI-6) was evaluated in male Wistar ratse iotency
of oximes to reactivate tabun or soman-inhibitedtgicholinesterase was evaluated by the comparigon
the activity of acetylcholinesterase in rat's bloadd brain measured 30 minutes following tabunanan
poisoning. The obtained results demonstrate thatyeynthesized oximes are more effective thareotlyr
used oximes in the reactivation of tabun-inhibibedin acetylcholinesterase but less effective tienoxime

HI-6 against soman.
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Uvod

Nervow paralytické latky (NPL) fedstavuiji pro
clovéka stale relativér vysoké nebez@é predevsim
z diavodu rizika zneuZiti&hto vysoce toxickych
latek pro valéné i teroristické cile. Jejich toxicky
inek spaiva predevsim v ireverzibilni inhibici
enzymu acetylcholinesterdzy (AChE, EC 3.1.1.7) a
nasledné akumulaci neuromediatoru acetylcholinu
na perifernich i centralnich receptorech cholinerg-
niho nervového systému (17, 22). Antidotni terapie
akutnich intoxikaci organofosforovymi sk®nina-
mi, mezi 2 NPL pati, sp&iva gredevsim v co nej-
rychlejSim podani reaktivatoru AChE, obnovujiciho
aktivitu inhibované AChE, a anticholinergni latky,
antagonizujici &éinek nahromaghého acetylcholinu
na cholinergnich receptorech (6, 12).

Tabun (O-ethyl-N,N-dimethyl amidokyanofosfat
a soman (pinakolyl methylfluorofosfonat) fat
mezi nejnebez@@éjSi NPL z divodu obtizného te-
rapeutického zasahu do mechanismu jejich toxické-
ho inku. Fi¢inou obtizené Igtelnosti akutnich
otrav tabunem je pra¢godobr existence volného
elektronového paru na amidové skupiktera vy-
razrg ztéZuje nukleofilni zdsah oxiin(2, 10). Ri-
¢inou obtizné l&telnosti akutnich otrav somanem
je naproti tomu velmi rychla dealkylace komplexu
enzynrinhibitor, ktery se nasledkem o&séni alky-
lu vodou stavé prakticky nereaktivovatelnym (1,.12)
Bézné pouzivané reaktivatory fosforylované nebo
fosfonylované AChE- monopyridiniové a bispyri-
diniové oximy, vykazuji minimalnidinnost i eli-
minaci akutnich toxickychdinki obou nox z d-
vodu velmi nizké reaktivai (¢innosti (12). Posledni
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zavedeny reaktivator AChE doOR - oxim HI-6,

je sice w@inngjSi pri terapii akutnich otrav soma-

nem nez ostatniéiné pouzivané oximy (11, 20),

ale jeho dinnost Vici tabunu je velmi nizka (5, 23).

Z tohoto divodu je patrani po novém reaktivatoru
AChE dostatené (€¢inném proti somanu i tabunu
dlouhodobym cilem celéady vyzkumnych praco-

vist' na celém site.

V minulém roce byly na nasi katedsyntetizo-
vany 2 nové symetrické bispyridiniové oximy K074
[1,4-bis(4-hydro-xyiminomethylpyridinium) butan
dibromid] a KO75 [1,4-bis(4-hydroxyiminomethyl-
pyridinium)but-2-en dibromid] (obr. 1) zatéiem
zvySeni @dinnosti antidotni terapie akutnich otrav
tabunem a somanem (15).

Cilem této studie je srovnani schopnosti éq1ov
syntetizovanych oxiin (K074, KO75) a oxim za-
vedenych v AR (obidoxim, HI-6) reaktivovat ta-
bunem nebo somanem inhibovanou acetylcholines-
terazu v krvi a mozku otravenych potkan

Material a metody

Jako pokusna zkdta byli pouziti samci bilych
potkami kmene Wistar chovu Kondarovice o hmot-
nosti 206-220 g. Potkani byli krmeni standardni
Larsenovou dietou a vodou ad libitum. Kontrolni i
experimentalni zvata byla roz8lena do skupin po
6 zvitatech. Pokusy provédé na &chto zviatech
byly schvéaleny Etickou komisi Fakulty vojenského
zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové
(dale FVZ). OB NPL ocistot 90-95 % byly zis-
kany z Vojenského technického Ustavu ochrany,
Brno. Jejicheistota byla hodnocena acidimetrickou
titraci. VSechny oximy byly syntetizovany na kate-
die toxikologie FVZ. Jejicktistota byla analyzo-
vana pomoci HPLC. Ostatni chemikalie analytické
Cistoty byly zakoupeny komeénmi cestou a pouzity
bez dalSiha@isteni. VSechny latky byly potkdm po-
davany intramuskulagn(i. m.) v objemu 0,1 ml/kg
hmotnosti.

Za (elem hodnoceni reaktiyai &innosti vy-
branych oxinfi in vivo byl pokusnym zwatim nej-
prve podan i. m. atropin v davce 21 mg/kg hmot-
nosti samotny nebo v kombinaci s jednim z testo-
vanych oxini, které byly aplikovany v ekvimo-
larni davce odpovidajici 5@mol/kg hmotnosti, a
za 5 minut po podani antidot byla iata intoxi-
kovana i. m. tabunem (20@mol/kg) nebo soma-

nem (120umol/kg) v davce odpovidajici jejich hod-
not LDs,. Kontrolnim potkafim byla misto anti-
dot a NPL podan fyziologicky roztok ve stejném
objemu. Za 30 min po otréwbyla pokusna zvata
usmrcena dekapitaci a byla odebrana krev a mo-
zek. PIna krev byla hemolyzovana a mozek byl ho-
mogenizovan v destilované vadAktivita AChE

v pIné krvi a mozku byla #fena spektrofotomet-
rickou metodou podle Ellmana (7). Procento reak-
tivace bylo pe¢itano s vyuzitim nastenych hodnot
aktivity AChE pomoci vzorce: 1- [((oxim + atropin)
— (fyz. roztok))/((atropin) — (fyz. roztok))] x 10@).
Aktivita AChE byla vyjadovana vukat/kg nebo |
(umol hydrolyzovaného substratu/kg vihké tkan
nebo | krve/s). Statistické hodnoceni ziskanych vy-
sledki bylo prova@no pomoci analyzy rozptylu s
naslednym hodnocenim kontnashetodou Schef-
feho na 95% hladivyznamnosti (p < 0,05) (21).

Vysledky

Udaje tykajici se reakti¢ai (¢innosti vybra-
nych oximi vaéi tabunu jsou uvedeny v tabulce 1.
Ziskané vysledky prokézaly, Ze na periférii se jako
nejinngjsi reaktivator tabunem inhibované AChE
jevi obidoxim, i kdyz rozdily ve schopnosti reak-
tivovat tabunem inhibovanou AChE v pIné krvi
mezi obidoximem a na@wyvinutymi oximy (K074,
KO75) nebyly statisticky vyznamné. Navic schop-
nost obidoximu reaktivovat tabunem inhibovanou
AChE v mozku otravenych potkarbyla na rozdil
od obou K oxini zanedbatelna. Bylo prokazano,
Ze no¢ syntetizovany oxim K074 je statisticky
(cinngjSim reaktivatorem tabunem inhibované AChE
v mozku otravenych potkannez vSechny ostatni
testované oximy (p < 0,05) (tab. 1).

Hodnoceni reaktivani (&innosti vybranych oxi-
ma va¢i somanu pineslo zcela jiné vysledky, jak
je dokumentovano v tabulce 2. Oxim HI-6, prak-
ticky ne&inny vici tabunu, se ukazal jako nejlepsi
reaktivator somanem inhibované AChE mezi tes-
tovanymi oximy, nebt) byl jako jediny schopen
reaktivovat somanem inhibovanou AChE v peri-
fernim i centralnim kompartmentu, tbyato reak-
tivace nebyla statisticky vyznamna. Naproti tomu
obidoxim stej® jako oba now¥ syntetizované oxi-
my K074 a K075 nebyl schopen reaktivovat so-
manem inhibovanou AChE bez ohledu na misto
Gc¢inku (tab. 2).
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Obr. 1: Chemicka struktura oxiimn

Tabulka 1

Mira reaktivace tabunem inhibované AChE testovanymi
oximy v krvi a mozku potkana
(aktivita AChE n&fena vukat/| neboukat/kg)

H,oN O

gale
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=~ KI/ ~X

| | -
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AN
+ +
N N
CH,CH=CHCH, 2P
K075
Tabulka 2

Mira reaktivace somanem inhibované AChE testovanymi
oximy v krvi a mozku potkana
(aktivita AChE n&fena vukat/| neboukat/kg)

TERAPIE Krev Mozek TERAPIE Krev Mozek
Atropin 4,55+ 1,19 11,63 1,27 Atropin 4,62+ 0,32 4,83t 1,45
Atropin + obidoxim 7,14+ 0,66 9,25+ 1,54 Atropin + obidoxim 4,43+ 0,55 2,95+1,71
(% reaktivace) (24,3%) 0) (% reaktivace) 0) 0)
Atropin + HI-6 3,95+ 0,39 12,40+ 0,71 Atropin + HI-6 5,32+ 0,68 7,26+ 4,14
(% reaktivace) 0) (6,7) (% reaktivace) (20,7) (6,2)
Atropin + K074 6,56+ 1,04 21,60+ 3,03 Atropin + K074 4,10+ 0,44 2,66+ 0,94
(% reaktivace) (18,8%) (86,8%) (% reaktivace) 0) 0)
Atropin + KO75 6,64+ 0,75 13,22+ 0,95 Atropin + KO75 4,40+ 0,34 3,78+ 0,97
(% reaktivace) (19,6%) (13,9) (% reaktivace) 0) 0)

*Signifikantné odliSné od skupiny t&né samotnym atropinem
na hladig vyznamnosti p < 0,05. Kontrolni hodnota AChE
v plné krvi potkana byla 15,20kat/l a v mozku potkana byla

23,11pkat/kg.

Kontrolni hodnota AChE v pIné krvi potkana byla 8l &kat/l
a v mozku potkana byla 44,1®at/kg.
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Diskuse

Pokusyin vitro a in vivo byla opakova# pro-
kadzana velmi obtizné reaktivovatelnost tabunem i
somanem inhibované AChE, coZibe byt jednou
z hlavnich pi¢in nedostaténé &innosti antidotni
terapie pi Ié¢eni akutnich intoxikaci tabunem i so-
manem (5, 10, 13, 19, 23)iiilbdem nesnadné reak-
tivovatelnosti somanem inhibované AChE je extrém-
né vysoka rychlost dealkylace fosfonylované AChE
(1, 13). Naproti tomu ifiéinou obtizné reaktivova-
telnosti tabunem inhibované AChE neni rychlost
dealkylace fosforylované AChE, jeZ je na rozdil od
somanu porrng nizka s poldasem kolem 50 hodin
(9), ale ¥ejme¢ pritomnost volného elektronového
paru na amidickém dusiku, jenz zage elektrono-
vou vakanci ve vazbfosfor-enzym a tim 2Euje
pasobeni nukleofilnickinidel véetrg oxima (8).

Ukazuje se, Zze vyznamnym faktorem ouliji-
cim reaktivéni (€innost testovanych oxitinvadi
tabuneméi somanem inhibované AChE je jejich
chemickd struktura. Mezi nejvyznas$i struktu-
ralni faktory ovliviujici reaktiv&ni innost oxi-
ma je paet methylenovych skupin fetzci spo-
jujicim oba pyridiniové kruhy a dale poloha funk
ni oximové skupiny na pyridiniovém kruhu. Né&p
klad pro reaktivaci tabunem inhibované AChE jsou
nejvyhodrgjsi i az ctyii methylenové skupiny ve
spojovacim nistku mezi obma pyridiniovymi kru-
hy a jedna aZ dvoximové skupiny v polozeétyfi
na pyridiniovém kruhu (3).

Dosud publikované vysledky prokazuiji, ze se za-
tim nepod#lo nalézt Sirokospektry oxim schopny
s dostaténou &innosti reaktivovat fosfonylovanou
AChE bez ohledu na chemickou strukturu NPL (12).
Oxim HI-6 je sice vyraz& (iCinnym reaktivatorem
somanem nebo cyklosinem inhibované AChE (13,
14), ale jeho schopnost reaktivovat tabunem inhibo-
vanou AChE je miziva (10, 12). Obidoxim je vyz-
namnym reaktivatorem fosforylované AChE #-p
pact otravy sarinem nebo latkou VX (12), ale neni
schopen s dostateou &innosti reaktivovat soma-
nem nebo cyklosinem inhibovanou AChE (13, 14).
Nové vyvinuté symetrické bispyridiniové oximy
K074 a KO75 jsou dostateé &inné v gipac re-
aktivace AChE inhibované latkou VX (16) a rela-
tivné einné v ripadt reaktivace AChE inhibova-
né tabunem (15), ale nejsou vhodnymi reaktivatory
AChE pro terapii otrav cyklosinem, protozZe jejich
schopnost reaktivovat cyklosinem inhibovanou AChE
je miziva (18).

Oba no¥ syntetizované oximy by tedy mohly

byt piinosem pro antidotni terapii otrav tabunem,
ale jejich gidani k antidotni terapii akutnich otrav
somanem by Zadny efekt rfegeslo.
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