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1 ABSTRAKT

Pfedmétem prace bylo srovnani ucinnosti vybranych oximG pfi antidotni terapii
modelové intoxikace somanem a ruskou VX latkou. VSechny pokusy byly provedeny na
samcich laboratorniho potkana kmene Wistar. Oximy byly podavany i.m. a to jak
jednotlivé, tak v kombinaci s atropinem. Odbéry mozku pro vySetfeni aktivity AChE byly
provadény v nékolika ¢asovych intervalech. Testované oximy (pralidoxim, obidoxim,
HI-6) prokazaly rozdilnou schopnost reaktivace inhibované acetylcholinesterazy.
NejefektivnéjSim antidotnim prostfedkem intoxikace somanem i ruskou VX latkou byl

oxim HI-6.



2 ABSTRACT

The aim of present work was a comparison of effectiveness of oximes chosen in the
experimental therapy of nerve agents intoxication (soman and russian VX). All
experiments were performed in male Wistar rats. All oximes tested were administered
intramuscularly either in a separate injection or in combination with atropine. The
preparation of the brain parts for determination of acetylcholinesterase was performed
in several time intervals after drugs tested administration. Antidotal potency of oxime

HI-6 was superior in comparison with the rest of oximes tested.



3

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD
ACh
AChE
APP
ATR
BuChE
CNS
CSF
DTNB

GIT
HCI
HEB
HPLC
CHE
i.m.
AY2

M — receptor
NPL
OF
OPID

2-PAM
p.o.
RVX
TO 048

Alzheimer® disease, Alzheimerova choroba
acetylcholin

acetylcholinesteraza

amyloid prekursor protein

atropin

butyrylcholinesteraza

centralni nervovy systém

cerebrospinal fluid, cerebrospindlni tekutina
5,5¢dithiobis-2-nitrobenzoové kyselina,
Ellmanovo ¢&inidlo

gastrointestinalni trakt

kyselina chlorovodikova
hematoencefalicka bariéra

High Performance Liquid Chromatography
cholinesteraza

intramuskularni aplikace

intravendzni aplikace

muskarinovy receptor

nervove paralytické latky

organofosfaty

organophosphate — induced delayed
polyneurophathy

pralidoxim

peroralni aplikace

ruska VX latka

obidoxim



4 TEORETICKA CAST

4.1 ENZYMY
Enzymy jsou specifické biologické katalyzatory, které fidi v Zivych organismech
metabolické pochody a podili se na regulaci a vzajemné koordinaci zivotné dllezitych
funkci. Jsou to ve své podstaté proteiny, které jsou schopny snizovat aktivacni energii
nékterych chemickych reakci a tim je i urychlit. Déje se tak sloZitymi mechanismy na
komplikovanych povrSich enzymu, které vytvafi vhodné prostfedi pro zdarny prabéh
chemickych reakci, které jsou soucasti metabolismu.Vyznamnym mistem kaZzdého
enzymu je tzv. katalytické centrum, misto, kde dochazi k navazani chemické latky
(substratu) a jeji pfeméné na latku jinou (produkt). Dnes je zndmo nékolik tisic enzymu
a kazdy organismus ma své specifické enzymy, které se podili na metabolickych

procesech.

4.1.1 ENZYMOVA AKTIVITA
Enzymovou aktivitu, tedy rychlost pfemény substratu na produkt, je mozno ovliviiovat

(Fidit) acinkem latek, tzv.enzymovych efektord, které se vazi na katalytické centrum
enzymu nebo na nékterd jinA vazebnd mista (tzv.allosterickd). Efektory mohou
enzymovou reakci zpomalit €ili inhibovat (enzymové inhibitory, také inhibitory), nebo
naopak urychlit (enzymové aktivatory). Vazba efektorll na enzym muze byt reverzibilni
¢i ireverzibilni a efektorova molekula muze ¢i nemusi soutéZit se substratem o vazebné
misto (kompetitivni a nekompetitivni inhibitory). Interakce enzymu s efektory, z nichz
prfevazna cast vystupuje ve funkci inhibitord, Ize popsat kinetickymi rovnicemi a
konstantou disociacni konstanta komplexu enzym-inhibitor (Ki), jejiz obdobou je u
ireverzibilnich inhibitord hodnota 150, udavajici koncentraci inhibitoru, pfi niz dochazi
k 50 procentni inhibici enzymu.

Pomoci efektord Ize vyznamnym zplasobem ovliviiovat aktivitu enzymi a Fidit tak
biochemické reakce a jimi ovladané nebo fizené biologické funkce. Timto zplisobem

je realizovan farmakologicky ucinek fady Iéka a také toxicky u¢inek mnoha chemickych
latek.

Pokud pusobi néjaka latka jako inhibitor s kovalentni vazbou na fyziologicky dalezity

enzym, Ize odekéavat, Ze bude toxicka.*



4.2 CHOLINESTERAZY
Cholinesterazy patfi do skupiny serinovych hydrolaz Stépicich esterovou vazbu- Stépi

estery cholinu.

Cholin:

U teplokrevnych organismua existuji dva typy cholinesteraz. Podle toho, ktery ester
cholinu Stépi, rozeznavdme pravou acetylcholinesterazu (AChE, EC 3.1.1.7) a

pseudocholinesterazu (butyrylcholinesterazu; BuChE, 3.1.1.8).

Kromé& AChE a BuUChE existuji vorganismu jeSt¢ dalSi esterdzy, které byly
charakterizovany jako samostatné typy. Patfi mezi né napf. benzoylcholinesteraza,
kterd m& nejvétsi afinitu k benzoylcholinu, dale acylesterazy, Stépici acylestery, lipaza,
kterd ma vysokou afinitu k esterim mastnych kyselin, a fosfolipaza, ktera hydrolyzuje
fosfolipidy. Pro Uplnost, je nutné uvést i pektinesterazu, Stépici pektinové estery
s cholesterolesterazu, ktera se U€astni rozkladu esterifikovaného cholesterolu.



4.2.1 BUTYRYLCHOLINESTERAZA
BuChE byla nalezena v télnich tekutinach, je lokalizovana v jatrech, v krevni plazmé

pankreatu, v endotelu kapilar v CNS apod. Neni to zcela specificky enzym a méa
optimum Gc¢inku az pfi vysokych koncentracich substratu. Kromé vyskytu v organismu
se liSi od AChE i afinitou k substratam ¢i inhibitorim. Navic je jeji molekula tvofena jen
jednim polypeptidickym Fetézcem, obsahujicim asi 25 % sacharidd. Existuje ve vice
nez deviti isomernich forméach.

Je syntetizovana v mnoha tkanich, v¢etné jater, plic, srdce a mozku. V souéasnosti je
zndma jeji role v metabolismu lipoproteint, UGloze pfi udrzovani myelinu, bunééné
adhezi a neurogenezi, z€4sti jako scavenger toxickych molekul. Ma také dalezitou roli
pfi biotransformaci nékterych |éCiv, napf. lokalnich anestetik prokainu, amethokainu,
bupivakainu, dale suxamethonia anebo jinych slou€enin jako aspirin.

V lidském mozku se nachazi v neuronech, gliich, desti¢kach a klubcich u Alzheimerovy

choroby (viz dale).

4.2.2 ACETYLCHOLINESTERAZA
AChE je fyziologicky dalezity enzym, bez niZz by nemohl fungovat cholinergni nervovy

systém. Je substratové vysoce specificky a vzdy vazany na bunécné struktury. Je
lokalizovany v neuronech, zejména na synapsich, v erytrocytech, srdci, nervosvalové
ploténce. Je to membranové-ohrani¢eny glykoproteid existujici v nékolika
molekularnich formach. V nativnim stavu je molekula sloZena ze dvou fetézcu alfa a ze
dvou fetézcu beta a je tedy tetrametr. Jeho syntéza je Uzce spjata s cyklem erytrocyt(
a jiz je mozna i syntéza biotechnologickym postupem. Pomérné zastoupeni AChE a
BuChE v lidském organismu je 8 : 2.

Substratem pro AChE je acetylcholin (ACh)- neuromediator cholinergniho systému.
ACh je syntetizovan z exogenné dodavaného cholinu (potravou), ktery je acetylovan
pomoci acetylkoenzymu A. Tuto reakci katalyzuje enzym cholinacetyltransferaza. Po
syntéze je ACh skladovan vtzv. synaptickych vaccich pro potfeby synaptického

prenosu vzruchu.?
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Bezprostiedni Uloha AChE tkvi v hydrolyze ACh na kyselinu octovou a cholin.
mistem aktivniho povrchu AChE je tzv. katalytické centrum, které je tvofeno
hydroxylovou skupinou serinu (tzv. esteratické misto) a karboxylovou skupinou kyseliny
glutamové (tzv. a-anionické misto). Dale se na aktivnhim povrchu nachazi jesté jedno
anionické misto, oznaCované jako b, které je rovnéz tvoreno karboxylovou skupinou.
Toto b-anionické misto byva také nazyvano jako periferni anionické misto, resp. misto
akceleraéni, nebot navazanim nékterych efektord na toto misto, napf. kalcia, je
urychlena hydrolyza ACh. V blizkosti esteratického centra je jeSté tzv. oblast
hydrofobnich interakci, tvofena seskupenim hydrofobnich aminokyselin.

Katalytické centrum se s nejvétSi pravdépodobnosti nachazi na jednom ze dvou
polypeptidickych Fetézcl AChE, a to na fetézci alfa, zatimco b-anionické misto a
hydrofobni oblast jsou na fetézci beta. Vazebna mista na b-fetézci Ize povaZzovat za
mista allostericka, nebot jejich obsazeni efektory, at uZ inhibitory ¢i aktivatory,
ovliviiuje aktivitu enzymu allosterickym mechanismem.® BUuChE $t&pi ACh oproti AChE
poloviéni rychlosti. Pokud je vS8ak AChE inhibovana, pak ACh zlstdva v mistech
nervového zakonc&eni, nervovy vzruch se dale pfendsi, coZz ma za nasledek pocate¢ni

kfe¢ svalstva.*
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ACh po i.v. injekci &i infuzi zvifeti ¢i Clovéku zplsobuje pfiznaky vyvolané stimulaci
postgangliovych parasympatickych receptorl (M-receptort): snizovani krevniho tlaku
negativné  chronotropnim  U¢inkem a  nepfimo  vyvolanou vasodilataci
(zprostiredkovanou endotelem), dale negativné inotropni G€inek na siné,
bronchokonstrikci, zvySeni tonu stfevni svaloviny, stimulaci svaloviny mocového
méchyre, zvySenou sekreci Zlaz, stimulaci Zalude¢ni sekrece kyselin a pepsinogenu.
Nikotinové receptory ganglii a nervosvalové ploténky jsou relativné méné citlive.
Farmakologicky Ucinek trva velmi kratce, protoZze ACh se velmi rychle rozklada. Pro

velmi rychlou inaktivaci se tedy ACh k terapeutickému uziti nehodi.

4.2.3 KLINICKY VYZNAM ENZYMU
Aktivita AChE i BUChE neni jednotnd a ma své individudlni vykyvy. Je mozné fici, ze

kolisani aktivity AChE v erytrocytech nepodléhd v porovnani s plazmovou BuChE
takové variabilité jako plazmova BuChE. Pfi dlouhodobém sledovani aktivity
cholinesteraz bylo prokazano, Ze aktivita erytrocytarni AChE u muzd kolisa v rozmezi
18 % a = 12 % u Zen béhem jednoho roku. Pro BUChE byl tento rozdil vétsi, za rok to
bylo + 25% u muzi a = 24% u Zen. Néktera léCiva mohou erytrocytarni aktivitu
zvySovat, napf.kontraceptiva.

Klinické stanoveni aktivity cholinesteraz v krvi €i jinych orgdnech ma vyznam pro uréeni
¢i upfesnéni diagndzy raznych patologickych stava.

Aktivita obou enzymu je ovlivnéna pohlavim - u Zen je aktivita plazmové BUChE i
erytrocytarni AChE niz8i néZz u muzul, vékem-do dospélosti aktivita obou enzymi
stoupd a po padesatém deceniu naopak klesd, takze po 60. roce véku vétSinou nejsou
rozdily mezi aktivitou AChE ¢i BUChE u muzd a u Zen. Aktivitu obou enzyma ovliviiuje
také vyZiva- u nizkoenergetické diety, u nedostatku proteind, je aktivita obou enzymu
sniZzena asi o jednu Ctvrtinu. Navic byly u erytrocytarni AChE pfi nizkoenergetické dieté
pozorovany i jeji zménéné vlastnosti.

Aktivita AChE je dale ovliviiovana hormonalnimi vlivy - nap¥. hypotyreézou ( pokles
aktivity), adrenalektomii (zvySeni), kastraci (snizeni) apod. Také v Casnych fazich

stresu bylo pozorovano zvyseni enzymatické aktivity. 2
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4.3 INHIBITORY CHOLINESTERAZY
Inhibitory cholinesterazy zpomaluji rozklad ACh, protoZe v zavislosti na koncentraci

blokuji Stépeni molekul mediatoru ACh. Na zakladé zvolenych kritérii je muzeme délit
do nékolika skupin:

§ reverzibilni / ireverzibilni

§ reaktivni / nereaktivni

§ dle chemické struktury

Reverzibilni inhibitory, pfevazné slouceniny obsahujici kvartérni dusik, vytvari
energeticky slabsi vazbu na AChE reverzibilniho nebo allosterického charakteru. Pfi
interakci se obecné uplatriuji vazby elektrostatického &i elektrokinetického charakteru.
Ireverzibilni inhibitory, jako jsou estery kyseliny fosforeéné typu organofosfatu, dokazi
ireverzibilné fosforylovat esteratické centrum cholinesterazy. Nékteré z nich v3ak jsou
chemicky labilni, takZe se v Zivotnim prostfedi rychle rozpadaji.
Inhibitory AChE :

— reaktivni :

§ acylujici inhibitory

§ karbamaty

§ organofosfaty a organofosfonaty

-nereaktivni :
§ nekvartérni latky

§ kvartérni latky

4.3.1 AKTIVNI INHIBITORY

4.3.1.1 ACYLUJICI INHIBITORY
Acylujici inhibitory interaguji s AChE obdobné jako ACh. Blokada enzymu je

kratkodoba a pIné reverzibilni. Tyto latky obsahuji ve své struktufe skupinu kyseliny
octové. Zbytek této kyseliny se navaze na serinovy hydroxyl esteratického centra.
Vznikne tak acetylovana AChE, ktera je reaktivovdna hydrolytickym odStépenim
kyseliny octove.

-12 -



4.3.1.2 KARBAMATY
Karbamaty jsou obecné estery karbamové kyseliny. Nejdéle znamy a Siroce pouZzivany

inhibitor AChE byl pfirodni alkaloid fysostigmin, ktery je obsaZen ve Physostigma
venenosum, rostliné rostouci v zapadni Africe. DalSich tisice karbamatd byly pak
syntetizovany, kdyz byla objevena anticholinesterdzova aktivita fysostigminu a
objasnén vyznam N-metyl karbamové skupiny pro jeho biologickou aktivitu. Z
chemického hlediska jsou aZ na vyjimky N-metyl nebo N,N-dimetylkarbaméaty. Nékteré
Z nich, pfevazné ze skupiny N-metylkarbaméatd jsou pouZzivany jako insekticidy —
karbaryl, moban, isolan, atd. Jiné naSly uplatnéni v humanni a veterinarni mediciné —
miotin, pyridostigmin, syntostigmin.®

Pro jejich podobnost s molekulou ACh nepfekvapuje, Ze reaguji s cholinesterazou.
Primarni kontakt nastava vzdy mezi kationickym dusikem inhibitoru a tzv. anionickym
centrem enzymu. Vznikly karbamoylderivat komplex (karbamoyl + AChE) podléha
rychle dekarbamoylaci (tj. reaktivaci) nukleofilnim G€inkem vody. Teprve po ztraté
navazané Kkyselé skupiny je esteraza opét schopna dalSi reakce. Polocasy
dekarbamoylace pro metyl- a dimetylkarbamylovanou AChE se pohybuji kolem 40 min,
coZz ma za nasledek, Ze o karbamatech hovofime jako o pseudoireverzibilnich
inhibitorech AChE. Dekarbamoylaci navic nelze urychlit G¢inkem reaktivatort, nebot
tyto jsou uc€inné jen u fosforylovaného enzymu. Pokud karbamaty neobsahuiji
v molekule kvartérni dusik, vstfebavaji se rychle plicemi, GITem, méné kuzi. Jsou
pomérné stabilni ve vodnych roztocich, ale vorganismu mohou byt rozkladany
nespecifickymi esterdzami, stejné jako cholinesterdzou. Proto je jejich Ucinek zavisly
hlavné na stabilit¢ komplexu karbamat-enzym a ani ne tak na metabolismu nebo
rychlosti vylu€ovani. Inhibiéni aktivita je podminéna i strukturou latky a substituci
jednoho z atomu vodiku benzenového jadra alkylem &i halogenem. Substituce ma za
nasledek zvySeni inhibiéni mohutnosti karbamatu, prestoZze tato &ast molekuly
inhibitoru ~ predstavuje  odstupujici ~ &ast  karbaméatu.  Spatnd  prochéazeji
hematoencefalickou bariérou, a tak jsou centralni symptomy minimalni. Pfi intoxikaci je
specifickym antidotem adekvatni davka atropinu.®

VSechny tyto latky obsahuji v molekule skupinu karbamové kyseliny.

OH
Oo——C

NH,
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Fysostigmin se pouZziva predevsim v o¢nim lékarstvi a pro sniZzeni nitroo¢niho tlaku

Neostigmin se pouziva pfi myasthenia gravis, postoperacni atonii stfev a mocového

méchyfe, jako miotikum a pfi glaukomu

HSC\ CH3 THg
@) N
/ N Nen
H3C || 3
@)

Pyridostigmin nasel pouziti jako profylaktikum otrav NPL

O]
N CH
/ Z o/ \N/ i

CHs
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4.3.1.3 ORGANOFOSFATY ( OF)

OF jsou synteticky pfipravované slouceniny. Jediny pfirodné se vyskytujici OF je
anatoxin-a (s), toxicky produkt nékterych cyanobakterii. VSechny ostatni — syntetické
OF — jsou pesticidy, nervové paralytické latky (NPL), zmék€ovadla plastickych hmot
nebo pfisady do hydraulickych kapalin.

Prvni vysoce toxické OF byly pfipraveny v Némecku a Velké Britanii v obdobi druhé
svétove valky. Nejvétsi expanze syntézy a vyvoje novych slou€enin byla v padeséatych
a Sedesatych letech 20. stoleti. OF, jako pesticidy, se vzemédélstvi a lesnim

sy owe

po pouziti se velmi rychle rozpadaji. Nevyhodou OF, jako insekticidnich pfipravki, je
jejich vysoka akutni toxicita pro ¢lovéka a vySSi rostliny. Jako vysoce lipofilni latky se
v pfipadé, Ze neobsahuji v molekule kvartérni dusik

(napf. echothifonat) velice rychle absorbuji. Do organismu se dostavaji vSemi cestami
vCetné spojivek a neporusené kuze. Perkutanni absorpci navic usnadnuji rdzna
rozpoustédla (chlorované uhlovodiky, xylen, toluen), ktera jsou soucasti insekticidnich
pripravk(, ve kterych se OF jako emulzni koncentraty dostavaji do distribuéni sit&.°
Pfednosti je jejich chemicka labilita, takZze zemédélské produkty jsou poZivatelné jiz za
kratkou dobu po oSetfeni, pfi nizkém riziku jejich pfipadné kumulace organismu.
Insekticidni UCinek je vyvolan stejnym molekularnim mechanismem jako toxicita pro

teplokrevné Zivocichy.

OF, oznacované jako nervové paralytické latky, se vyznaduji vysokou toxicitou a jsou
toxicita je zplsobena rychlym nastupem G€inku a prinikem do organismu vSemi
branami vstupu. Déli se na dvé velké skupiny, které jsou obecné oznacované jako

G-latky a V-latky. G-latky jsou bezbarvé, pohyblivé kapaliny podobné vodg,

Vv s

charakteristické vysokou tékavosti, takZze nejpravdépodobnéjSi branou vstupu jsou

vvvvvv

nez G-latky. Nejvétsiho vyznamu dosahla VX latka, ktera je v chemicky Cistém stavu
bezbarva, bez vyraznéjSiho zdpachu s velmi nizkou tékavosti, takze vydrzi ve vodé a
v terénu velmi dlouhou dobu (tydny az mésice). Podobné vlastnosti ma v Rusku

zavedeny analog latky VX oznagovany jako VR.’
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NejvyznamnéjSimi reprezentanty organofosforovych inhibitord AChE z hlediska

chemické stavby jsou dialkylfosfaty a dialkylfosfonaty, pfipadné jejich thioanaloga.

Obecna struktura :

RO 10 0
P P
s N /N

R,0 X R, X

R1 a R2 jsou nejCastéji alifatické alkyly
X je tzv. odstupujici skupina, ktera se pfi interakci OF s AChE odStépi a zbyvajici acyl
se navaze na esteratické misto enzymu. Funkci odstupujici skupiny muaze plnit

napr.halogen, nejastgji fluér, nitrilova skupina, substituovany merkaptan atd.
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Vzorce vybranych NPL:

Sarin
CH3\
/CH—O\ //O
CH3 P\
cHy F
Soman
CHj
N o)
CHa_ /CH—O\ /
CHy~ /P\
CHs cHf F
Tabun
CH3CHZO\P//O
CH{
VX latka

CHz—CH,;—O_ P//O

/
cH{ S—CHy—CH,—N

iy

\CH/CHg

\
CHs
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Vztahy mezi strukturou a u€inkem ve skupiné OF Ize shrnout takto:

vvvvvv

v

vazbami tohoto typu
8 toxicita klesavradé F, |, CN

Vs

Interakci organofosforového inhibitoru s AChE Ize vyjadfit zjednoduSenym schématem:
%
E+PX —> EPX —» EP+X

Ve schématu predstavuje E enzym AChE, PX je OF a EPX je pfechodny komplex, ze
kterého vznika fosforylovany enzym a odstupujici skupina. Sily vytvarfejici EPX
komplex nemaji charakter kovalentnich vazeb. Inhibitor je na enzym nejprve poutan
nekovalentnimi vazbami a je orientovan tak, aby mohlo v dalSi fazi dojit k vytvoreni
chemické vazby mezi atomem kysliku enzymu a atomem fosforu OF. Fosforylovany
enzym EP neni ve vSech pfipadech zcela staly. Jednak muze byt, i kdyZ jen velmi
zvolna, defosforylovan uc€inkem vody za obnoveni enzymatické aktivity, coZz nazyvame
spontanni hydrolyzou, a jednak mi0zZe podléhat tzv. dealkylaci, kdy jedna z
alkoxylovych skupin je Gginkem vody od$t&pena ve formé& alkoholu.®* Spontanni
hydrolyza za vytvoreni volného enzymu probiha kinetikou 1. fadu s ohledem na [EP],
protoZe koncentrace vody je relativné velmi vysoka a zavisla na enzymu, teploté, pH,
iontovém naboji a zejména na druhu fosforylované skupiny. Dealkylace, znama pod
nazvem starnuti enzymu (aging), kdy permanentné inhibovand AChE spontanné
neregeneruje, ani nepodléha reaktivaci, probihd také kinetikou 1.fFAdu. Rychlost
starnuti je zavisla na AChE a na fosforylované skupiné. PoloCas starnuti napf. u
diethylfosforylované AChE je 41 hodin, ve srovnani s diisopropylfosforylovanou AChE,
ktera ma poloc¢as starnuti 4,6 hodiny. Nékteré skupiny starnou s alarmujici rychlosti,
napf. poloCas starnuti u nervové paralytické latky soman v hovézi erytrocytarni AChE,
je pouze 6 min. pfi 25°C a pH 7,4. Vysledek starnuti je tedy zavisly pfedevsim na
substituci fosforu alkyly.”

Jako bojové latky se vyviji slouceniny, kde proces starnuti probiha velmi rychle, takze
zahy po vytvoreni komplexu EPX jiz neni mozné enzym reaktivovat.
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Nejrychleji probihd dealkylace u AChE inhibované somanem, kdy nejprve vznika O-
pinakolyl-methylfosfonylovand AChE a po dealkylaci za odStépeni pinakolylalkoholu
methylfosfonylovany enzym. Polo¢as této reakce Cini faddové nékolik minut. PoloCas
dealkylace u sarinem inhibované AChE se udava Fadové kolem 10 hodin.?

Obr.1 popisuje proces starnuti

R, .O
s + H

\U{"f EQOH + i
@ R; O

Ry O
¢ 5

+ H;O
R; O-E g
‘1%\‘\ H1P—90

+ +
o og * RaOH +H

zdroj: Patocka J., Ku€a K., Jun D., 2004, Acetylcholiesterase and
butyrylcholinesterase-important enzymes of human body °

JelikoZz se prace tykd méréni aktivity AChE po otravé ruskou VX latkou (RVX) a
somanu, zminila bych se konkrétnéji o téchto dvou latkach.
Ruské VX latka je strukturalnim analogem VX latky. OdliSuje se od VX latky dvémi

alkylovymi skupinami. Navic je v Zivotnim prostfedi stalejsi nez VX latka.

VX latka Ruska VX
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V soucasné dobé byla testovana reaktivacni schopnost nejuzivanéjSich oxima

(tzn. pralidoxim, obidoxim, HI-6) reaktivovat AChE inhibovanou latkou RVX a
eliminovat pfiznaky intoxikace touto latkou in vivo. Bylo zjiSténo, Ze erytrocytarni a
mozkovou AChE inhibovanou in vivo latkou RVX reaktivuje nejucinnéji na periferii
oxim HI-6, zatimco v centrdlnim kompartmentu byla ¢innost ostatnich reaktivatort az
na nepatrné rozdily stejna. Oxim HI-6 je tedy povaZzovan za nejefektivngjSi k terapii
akutnich toxickych ucinkt zplsobenych ruskou VX latkou a také v pfipadé otravy
zpusobené sarinem, cyklosarinem ¢i somanem. Pokusy byly provedeny na krali€ich
mozcich a krvi a dale na potkanech, kdy laboratornim zvifatiim byl po otravé ruskou
VX latkou i.m. podan atropin v davce 21mg/kg samotny &i v kombinaci s jednim

oximem.®

Soman

Soman (O-Pinacolyl-metyl-fosfonyl-fluorid) je fluoridovany organofosfat, znamy téz pod
oznacenim GD, patfici do G-skupiny chemickych latek. Byl objeven v roce 1944
Richardem Kuhnem v Némecku, je to jeden z poslednich valeénych objevu (cyklosin
GF byl objeven az po roce 1949). Oznaceni GD dostal soman az po valce (GC bylo
pouzivano v medicing), kdy byly Sovéty v némeckych archivech objeveny informace,
tykajici se somanu. Je to tékava, korozivni a bezbarvd kapalina mdlého zapachu,
pokud je znedisténa, pak se zbarvuje od Zluté do hné&dé barvy a ma siln&jsi zapach.’

U mysi intoxikovanych somanem v subletalni davce byla sledovana po dobu minimalné
90 dni jejich hmotnost. Prvni relativni ztrata hmotnosti (cca 20%) nastala jiZ po 3 dnech
intoxikace, histopatologicky pak bylo prokazano poskozeni hippokampu.*®
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Mechanismus ucinku je demonstrovan na Obr. 2 - estery kyseliny fosforeéné jsou

inhibitory cholinesteraz: znemoZzniuji Stépeni ACh a organismus sam sebe intoxikuje.

pralidoximen

Hl

Zdroj: Lullmann, H., Mohr, K., Wehling, M.,2002. Farmakologie a toxikologie,

Grada, **

ACh je Stépen AChE v okamziku, kdy reaguje s dvémi aktivnimi centry esterazy.
Uginek OF spociva v kovalentni vazbé fosforu na hydroxylové skupin& molekuly serinu
v esteratickém centru AChE. Tato fosforylace centra odpovida acetylaci, coz je
pfirozena reakce pfi enzymatické hydrolyze ACh. Defosforylace na rozdil od
deacetylace probiha tak pomalu, Ze simuluje ireverzibilni poSkozeni enzymu. Aktivni
centrum totiz uz neni k dispozici pro hydrolyzu ACh. ACh neni ,schopen“ vytésnit
zbytek kyseliny fosforecné od enzymu. OF jsou tedy ve vztahu kACh

nekompetetivnimi inhibitory .
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Aktivita cholinesteraz se obnovi az po syntéze molekul enzymu de novo. Trva pfiblizné
50 dni, nez AChE v mozku pIné regeneruje. PonévadZ bezjaderné erytrocyty nejsou
schopny syntetizovat bilkoviny, zotavi se jejich enzymova aktivita aZz po nahrazeni
otrdvenych bunék novymi erytrocyty- tj. az asi za 100 dni. Lidsk& erytrocytarni AChE
muZe byt vyuzivana k testovani Gcinnosti novych oximud. Nebezpecné priznaky otravy
vymizi jiz v okamziku, kdy se obnovi pfiblizné 10% cholinesterazové aktivity v mozku,
coZz je mnozstvi, které staCi pro zachranu Zivota. Nékteré OF, pouZivané jako
insekticidy, disociuji spontdnné od esterického centra esterazy, takZze ve srovnani

s ireverzibilnimi inhibitory trva otrava témito latkami kratSi dobu.

Priklady téchto latek:

§ Fluostigmin  (DFP)  predstavitel s jednoduchym  zakladnim
mechanismem (¢inku: po odStépeni fluoru se fosfor navadze na
hydroxylovou skupinu molekuly serinu v aktivnim centru
cholinesterazy. To zpUsobi inhibici enzymu. PostiZzena je také BuChE
a dalSi enzymy, které v aktivnim centru obsahuji molekulu serinu.
PFiznaky otrav uréuje vyhradné blokdda AChE.

§ Nitrostigmin (E 605, parathion) az vorganismu in vivo je sira
nahrazena kyslikem (paraoxon) a tim teprve vznikne latka s vysokou
afinitou k esteraze.

§ Ekothiopat, zvlaStnost - postranni Fetézec obsahujici dusik (cholin),

ktery je pfitahovan k aniontovému centru cholinesterazy.
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Fluostigmin
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CHs
Nitrostigmin (parathion)
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Projevy intoxikace organofosfaty

Podstatou klinického obrazu otravy OF je nahromadéni ACh v mistech jeho
fyziologického ucinku. Podle toho, na kterych receptorech nastava nahromadéni ACh a
tedy nadmérny pfenos vzruchl na periferii, rozdéluji se klinické pfiznaky otravy na
muskarinové, nikotinové a centralni. Nastup pfiznaku intoxikace a jejich intenzita zavisi
nékolika minutach, pfi p.o. poziti za 15 min az 1 hodinu, po kozni absorpci za 2-3
hodiny. Smrt v pfipadé téZkych akutnich otrav nastava nasledkem bronchospasmu
nebo paralyzy pficné pruhovaného svalstva (pfedevSim branice). Védomi byva

obvykle dlouho zachované.
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§ Muskarinové u¢inky

salivace, - sekrece, - tonus a motilita
GIT stfev (abdomindlni kiece,

zvraceni,diarea)

mocovy méchyr inkontinence mogi
oko slzeni, mi6za
- bronchialni sekrece,
bronchy _ o
bronchokonstrikce, pulmonalni edém
kGze poceni
kardiovaskularni systém bradykardie, hypotenze

v

§ Nikotinové ucinky

Tyto pfiznaky jsou charakterizovany svalovou ochablosti, fibrilacemi, fascikulacemi,
nejprve jednotlivych svall, a pak i svalovych skupin pfechazejicimi v tonicko-klonické
kfeCe a pozdéji svalovou ochablosti s pfechodem v parézu aZz paralyzu svalstva.
Nasledkem toho dochazi ke znatnému omezeni ventilace (kfeCe a pozdéji paralyza
dychacich svalu), kterd4 je prohlubovana bronchokonstrikci a zvySenou bronchialni
sekreci.

§ Centralni pfiznaky

Jsou charakterizovany bolestmi hlavy, Gzkosti, emoc¢ni labilitou, neklidem, nesnadnou
koncentraci, zavratémi, ataxii a bezvédomim. Tyto pfiznaky jsou typické pro akutni
stddium otravy a vyvijeji se v zavislosti na davce a délce expozice béhem nékolika
malo minut az hodin. Jejich intenzita je také zavisla na dobé kontaktu, na davce a na

druhu pouzitého OF.?
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Nutny postup pfi terapii otrav OF :

§ blokadda perifernich a centralnich muskarinovych receptorl atropinem.
Potfebné davky jsou velmi vysoké (30-100 mg v jednotlivé davce, v extrémnich
pfipadech az 400 mg vinfuzi za 1 den), protoZze atropin prostupuje
hematoencefalickou bariérou jen velmi pomalu.
reaktivace AChE oximy
pferuSeni centralné vyvolanych kfeci tlumicimi latkami (diazepamem)
fizené dychani

potla¢eni aciddézy podavanim pufrovaciho roztoku Tris a NaHCO3;

w W wWw W wn

symptomatické Ié€eni silné bronchiélni sekrece

Pozdni nasledky otrav organofosfaty

Po opakovaném privodu ur€itych inhibitord cholinesterazy typu OF, obsahujicich fluor a
pfi jednorazovém nebo opakovaném pfivodu inhibitori nespecifické cholinesterazy
(triarylfosfatt- napt. triortokresylfosfatu) se vyviji organofosfaty vyvolana prolongovana
neuropatie (organophosphate-induced delayed polyneuropathy, OPID). V zavislosti na
zavaznosti otrav se mohou vyvinout sensorické poruchy (mravenceni, bolesti), které se
zpocatku objevuji distalné v koncetindch, pak stoupaji a zesiluji. Sou¢asné se vyviji
motorické poruchy (aZz ochrnuti). Tyto poruchy spoc€ivaji v edémech a fragmentaci
axonl a konec¢né v demyelinizaci perifernich a centralnich axonu. Klinicky obraz lze
oznacit jako polyneuropatie.

Specificka Iécba neni znama. Ustup pfiznak( trva mésice i roky. Mohou zUstat trvalé
nasledky (spasticita). Chronicka expozice OF mizZe zaznamenat poSkozeni funkce

svalu, vyvolané Cetnymi degenerativnimi zmé&nami jednotlivych svalovych viaken.
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Jako funkéni antidotum pfi otravach inhibitory cholinesterazy typu organofosfatd se
uziva atropin. Je to alkaloid ziskavany z €etnych lilkovitych rostlin, zejména z Atropa
belladonna, Hyoscyamus niger a Datura stramonium. Specifickymi antidoty jsou
reaktivatory cholinesterazy: jako obidoxim a dalSi doplfiujici symptomaticka lé¢ba,
zejména pak podavani antikonvulziv.'

Pro vyhodnocovani novych oximd - jako antidot bojovych nervové paralytickych latek,
se z etického pavodu uzivaji jen experimenty na zvifatech. Jakékoliv vysledky z
experimentd na zvifatech a jejich Klinicka interpretace Kklidem jsou ovSem

komplikovany druhovou odlisnosti.*?

Atropin

CHs o

T
o—0O
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4.3.2 NEREAKTIVNI INHIBITORY
Jedna se o latky, které inhibuji AChE na zédkladé nevazebnych interakci, které nevedou

k vytvofeni kovalentni vazby mezi inhibitorem a serinovym hydroxylem v aktivnhim
esteratickém centru enzymu. Inhibici mohou zpusobit interakci

s a-anionickym mistem nebo s allosterickymi misty na b fetézci.

4.3.2.1 NEKVARTERNI INHIBITORY

Migviw s

léEbé Alzheimerovy choroby (Alzheimer’s disease, AD). Je to neurodegenerativni
onemocnéni, které postihuje predevSim starnouci populaci. Je charakterizovano
ztrdtou paméti. Samotnd etiologie je neznadma. Pfiblizné 90 % pfipadd je zprvu
klasifikovano jako ojedinélé pozdni vypadky pameéti, které se objevuji u kazdého
druhého ¢lovéka starSiho 85 let. Histopatologicky obraz zahrnuje tfi hlavni patologickeé
znaky: b - amyloidni klubka, neurofibrilarni zamotky a Ubytek synapsi. Deficit
v cholinergnim systému je povaZzovan za jednu z hlavnich pfi¢in poSkozeni paméti u
AD.*® P¥iblizné u 50 % pacientd s AD se stabilizuji kognitivni funkce ve srovnani
s placebem na dobu 12 mésicu. Posledni studie ukazuji, Ze u urcitého procenta
(pFiblizné u 20 %) pacientu, muze byt kognitivné stabilizujici efekt prodlouzen az k 24
mésicum. Tyto Klinické poznatky pfipoustéji i jiny mechanismus Uc¢inku neZz pouze
cholinergni. V in vitro a in vivo studiich Ize napf. demonstrovat spojeni mezi cholinergni
aktivaci a APP (amyloid prekursor protein) metabolismem. Po3kozeni centralnich
cholinergnich neuronl zpdsobuje rychly narst APP v mozkové kife a CSF
(cerebrospinal fluid). Redukce v cholinergni neurotransmisi- typicka pravé pro AD - tak
vede knadmérné produkci amyloidniho proteinu a pfispivA Kk nasledné
neuropatologické a kognitivni dysfunkci.

Mozek savcl obsahuje dvé odlisné formy cholinesterazy: AChE a BUChE. BUChE neni
fyziologicky substrat mozku savcu. V lidském téle se nalézd v neuronech a gliovych
bunkach, stejné jako v krevnich destickach, u AD pacientd pak ve zvySené mife
v depozitech amyloidu. Zatimco se AChE aktivita u AD pacientd sniZzuje, BuChE
aktivita naopak vykazuje vzestup.

Byla provedena méfeni a pokusy a ke studiu funkce BuChE se perfundoval
intrakortikdlné potkani mozek a aplikoval se selektivni inhibitor BuChE. Bylo
pozorovano, Ze extracelularni ACh se zvysi 15-krat z5 nM koncentrace k 75 nM
koncentraci s malym cholinergnim vedlejSim efektem u zvifat.

Zakladni poznatek z téchto a dalSich klinickych dat je ten, Ze existuje vztah mezi CSF

s inhibovanou BuChE a kognitivni funkci u AD pacientd.™
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V z4jmu lé€eni AD byly provedeny jak kratkodobéjsi, tak dlouhodobéjsi studie, kde byly
spole¢né testovany inhibitory donepezil, rivastigmin a galantamin.Tyto tfi inhibitory
prokéazaly u AD nejen zlepSeni kognitivnich funkci, ale také obecné zlepSeni Zivotnich
funkci a celkového chovani pacienta.

Chemické struktury inhibitor( pouZzivanych v terapii AD:

: e

H5C
H3C_O
donepezil

_CH;  HC. CHg

CH \[( CHj

rivastigmin

4.3.2.2 KVARTERNI INHIBITORY
Jedna se o latky, které se jako faleSné substraty mohou kratkodobé a plné reverzibilné

navazat na aktivni centrum esteras, tim pak kompetitivné branit navazani ACh na
anionické misto a v koneéném dopadu tak snizit esterasovou aktivitu. Pusobi

predevsim periferné (edrofonium se pouziva napf. k diagn6ze myastenia gravis)."

Vv s

v s

SAD 128
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4.4 REAKTIVATORY CHOLINESTERAZY
Reaktivatory cholinesterazy jsou nukleofilni €inidla, ktera jsou schopna defosforylovat

inhibovany enzym a navratit mu tak ptvodni aktivitu. Reaktivaéni schopnost je vazana
na existenci fosforylovaného enzymu v nedealkylované formé. Prakticky vyznam maji
jako antidota pfi otravach OF, nebot jsou schopny obnovit fyziologickou funkci
fosforylovaného enzymu. Opakované podavani reaktivatord AChE byva zvI4sté u otrav
NPL s rychlou dealkylaci diskutabilni, na rozdil od anticholinergik, jejichz opakované
podavani aZ do pfiznaki atropinizace je velmi duleZité.?

MySlenka, Ze by ur€ité slouceniny mohly znaé&né urychlit spontdnni regeneraci
fosforylované AChE, je spojena s Wilsonovym experimentem s hydroxylaminem a
cholinem. Hydroxylamin totiz pouk&zal na nutnost nalézt sloueniny se zlepSenymi
nukleofilnimi vlastnostmi, zatimco cholin podnitil mySlenku, Ze kvartérni dusik by mohl
nukleofilni atak zesilit. O&ekavany terapeuticky potencial nékterych sloucenin tohoto
typu tedy stimuloval hledani dalSich latek, které vyvrcholilo objevem pralidoximu (2-
PAM, 2-pyridiniumaldoxim-methyljodid). O tento objev se zaslouzil Wilson, Ginsburg a
kolektiv. V soucasné dobé jsou znamy stovky sloucenin, které jsou nazyvané
reaktivatory fosforylované AChE."

Reaktivatory se zpoCatku vazou svym pozitivné nabitym dusikem na anionické centrum
esterdzy. Tim se dostava aldoximovy postranni fetézec do bezprostfedni blizkosti
fosforylovaného esterického centra. Nasleduje prfesun fosfatu na molekulu reaktivatoru
a uvolnéni cholinesterazy.'* Tento d&j se nazyva reaktivace fosforylované AChE.
Narast samotné AChE aktivity mizZe byt zpusoben i syntézou enzymu de novo, tento
déj je vSak velmi pomaly.

Neoficialnim standardem se stal 2-PAM, se kterym se porovnava namérfena ucinnost
jinych reaktivatord. Nejvice znamé reaktivatory jsou aldoximy — derivatu pyridinu. Je
mnoho  bis-kvartérnich  dialdoximG (trimedoxim, obidoxim) a bis-kvartérni

monoaldoximy (HI-6, HL-7).
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Konkrétni vzorce reaktivatoru:
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Obecné v3ak plati, Ze reaktivacni ucinnost dialdoximd, jako je obidoxim, pralidoxim, je
pomérné omezena, pricemz zakladni pfi¢innou je rychlost starnuti inhibovaného

enzymu. NovéjSi oxim HI-6 je zatim povaZzovan na zékladé experimentalnich vysledki

a klinickych zkousek za optimalni Iék volby v pfipadé zasazeni NPL.?
Kinetika reaktivace probiha podle schématu :

EP+R —> EPR —» E+PR
%

Fosforylovany enzym (EP) tvofi s reaktivatorem (R) pfechodny komplex (EPR).

Produkt této reakce je regenerovany enzym (E) a fosforylovany oxim (PR).

Samotné oximy mohou byt silnymi inhibitory cholinesterazy, ale jejich vazba je

nestabilni a rozklada se béhem nékolika minut az hodin.*®
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Nasledujici schéma znazornuje reaktivaci AChE obidoximem po otravé DFP

(fluostigmin). Pokus mél usporfadani podle Warburga — tzn. izovolumetrické méreni
rozpadu ACh

Kontrola : Stépeni Ach ,pravou” AChE (,morceci erytrocyty")

Kfivka DFP : inhibice aktivity enzymu pfisadou diisopropylfluorfosfatu 30 minut pred
zaCatkem pokusu

Kfivka DFP + obidoxim : reaktivace esterazy otrdvené DFP pfisadou obidoximu v ¢ase
5 minut.

Zdroj: Lullmann, H., Mohr, K., Wehling, M.,2002. Farmakologie a toxikologie,
Grada, ™
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45 CiL PRACE
Cilem prace je zmérfeni aktivity acetylcholinesterazy po otravé organofosfaty,

schopnosti aktivitu enzymu reaktivovat a dany inhibitor eliminovat s vyuZzitim in vivo
metody. ZjiSténi sily bézné uzivanych oxim( (pralidoxim, obidoxim, trimedoxim, oxim
HI-6) k reaktivaci inhibované acetylcholinesterdzy somanem ¢&i Ruskou VX latkou a
k eliminaci somanu ¢i Ruské VX latky. Procentudlini vyjadieni reaktivace inhibované
AChE v potkani krvi, mozku a branici a uréeni nejucinnéjSiho reaktivatoru pomoci
Ellmanovy metody. Ur€eni €asové hranice pro ucinnost antidot.

Oxim HI-6 je povaZzovan za nejvhodné&;jSi oxim pro antidotalni 1é€bu akutnich otrav RVX
latkou, ale i pro 1é¢bu otrav zplsobené sarinem, cyklosarinem a somanem.

Aplikace modifikované kolorimetrické metody, Ellmanovy metody, pro stanoveni aktivity
AChE.

-33-



4.6 METODY STANOVENI AKTIVITY CHOLINESTERAZ
PFi stanoveni aktivit cholinesteraz je mozno vyuzit mnoho principd. Obecné je nutno

vychazet z toho, Ze do reakéni smési je dan enzym z rliznych zdroju a vlastni reakce je
zahajena pfidanim substratu. Po urcité dobé, popf. kontinualné, je sledovan bud
Ubytek nerozloZzeného substratu nebo pfirastek reakénich produktd, oboji bud pfimo
nebo nepfimo.

Byly popsany metody pro meéfeni kinetiky enzymové hydrolyzy ACh a acetylthiocholinu
v AChE in vivo, jako je metoda s vyuZzitim hydroxylaminu a HPLC metoda. Metoda
pouZzivajici hydroxylamin stanovuje zavislost koncentrace substratu vs. ¢as a HPLC
metoda je schopnd méfit soucasné zavislost mnozstvi substratu na ¢asu a zaroven
oba primarni produkty cholin nebo acetylthiocholin a kyselinu octovou.*

Pro testovani enzymatické hydrolyzy ACh probihajici in vitro je uzivan acetylthiocholin,
protoZze mechanismus hydrolyzy acetylthiocholinu kvantitativné odpovida mechanismu
hydrolyzy ACh. Priibéh reakce muze byt tedy kvantitativné méren dvéma nezavislymi
metodami: spektrofotometricky — stanoveni thiocholinu metodou podle Ellmana, a nebo
elektrochemicky — stanoveni kyseliny octové.

VSechny testované hydrolyzy odpovidaji matematicky Michaelis-Mentenové rovnici
s druhym ireverzibilnim urychlenim k Uplnému vypotfebovani substratu. Rovnice
popisuje chovani mnoha enzymi pfi zméné koncentrace substratu. Byly provedeny
korelace, tzn. diferencialni a integralni, kinetické rovnice popsané Michaelis —
Mentenovym modelem. Optimalni hodnoty Michaelisovy konstanty (Ky), maximalni
rychlost (Vm), kinetické konstanty jednotlivych reakénich krokd a absolutni koncentrace
uzivanych enzymd jsou vypogitany pro kazdy experiment.

Aktivita cholinesteraz je vyjadfovana v raznych jednotkach. Je vSak vhodné, aby byla
vyjadifovana v nmol rozstépeného substratu na ¢asovou jednotku a 1 g materiélu (tkan,
ml krve atd). V souCasné dobé je aktivita vyjadfovana v katalech na litr. Jedn& se o
pojem , koncentrace katalytické aktivity”, s jednotkou katal na litr (kat/l), coz odpovida
pfemé&né jednoho molu substréatu za sekundu na litr napf. séra, plazmy.?

Pro presnégjSi diagnostiku je nejlepSi méfit aktivitu obou enzymd (AChE i BuChE), coz
predpoklada u krve jeji centrifugaci a tim i Casové ztraty. Je-li méfena aktivita
cholinesteraz v celé krvi, vysledky nejsou zcela presné, protoZze jde o spole¢ny ucinek
obou enzymu, jak AChE, tak BuChE (pfiblizné 80% : 20%). Pfesto je vSak tento

zpUsob vyhodny, protoZze umoZzZiuje zpracovani materialu bez pfedchozi centrifugace a

vvvvvv
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§ potenciometrické — méfena zména potencidlu zplsobena H* ionty kyseliny,
uvolfiované pfi hydrolyze substradtu ve slabé pufrovaném prostiedi. Acetat
snizuje pH. Tento pokles se eliminuje hydroxidem, dokud nedojde k ustalené
hodnoté pH. Vysledkem mérfeni je spotfeba hydroxidu.

§ titraCni — vyuZiti neutralizace pfi hydrolyze vznikajici kyseliny louhem pfi
zachovani konstantniho pH

§ manometrické — méfeni objemu CO, uvolnéného z bikarbonatu kyselinou

vznikajici pfi hydrolyze substratu

radiometrické — vyuZziti znackovanych substratd

polarografické

fluorimetrické

w w W w

kolorimetrické — urCuji zménu zbarveni indikatoru pfi zméné pH nebo

rozstépeny substrat, popr. Stépené produkty reakce v ¢ase

vvvvv

vS8ak nevyhodou zpracovani biologického materidlu, ktery mdaze zpusobit, Ze
homogenat neni Ciry a tim pfi méfeni zplasobi zkresleni vysledkd (napf. méreni aktivity
u branic)

Z hlediska davek reaktivatort se pfi experimentech uzivaji davky ekvimolarni &i davky
ekvitoxické. Ekvimolarni davky se pouZivaji pokud je latka mélo toxickd, neni schopna
se rozpustit a pfi experimentu tedy neni mozné stanovit jeji toxicitu. Problémem vsak je
vlastni toxicita reaktivatoru. Radové se jednda o davky 50-100 nmol/l. Konkrétné u
oximd 1.generace jsou davky kolem 200 mg/kg. HI-6 je jiZ méné toxicka a jeji davka je
800 mg/kg.

Podavani ekvitoxickych davek je v porovnani s davkami ekvimolarnimi lepsSi. UZiva se

2 % LDsy c0Z je mnoZzstvi reaktivatoru, které by se podalo ¢lovéku z hlediska toxicity.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1

511
§

§
§

MATERIAL

BIOLOGICKY MATERIAL
potkani mozky

potkani branice

potkani krev

zdroj: potkani Wistar o vaze 200 — 350 g pochazeli z Konérovic.

5.1.2

w W w W W W W

POUZITE CHEMIKALIE
Acetylthiocholin-jodid

DTNB
RVX

Soman

zdravotnictvi Univerzity obrany, Hradec Kralové, CR

Atropin

HI-6

Pralidoxim
Obidoxim

Lidské& krev
Destilovana voda

Cystein

Fluka, Sigma-Aldrich, Praha, CR

Sigma-Aldrich, Praha, CR
Vojensky technicky institut, Brno

Katedra toxikologie, Fakulta vojenského

KTOX, FVZ UO, HK, CR
KTOX, FVZ UO, HK, CR
KTOX, FVZ UO, HK, CR
KTOX, FVZ UO, HK, CR
KTOX, FVZ UO, HK, CR
KTOX, FVZ UO, HK, CR
KTOX, FVZ UO, HK, CR
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5.2 METODIKA

5.2.1 ELLMANOVA METODA
Pro konkrétni experiment byla pouZita Ellmanova metoda. Je to jedna z nejcitlivéjSich a

nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni aktivity AChE a BuUChE vyuZivajici Stépeni
thiocholinovych esterl s néslednou detekci SH- skupin. Jednd se o modifikaci
kolorimetrické metody za pouZziti 5,5¢dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB,
Ellmanovo ¢inidlo). Cholinesterazy Stépi estery thiocholinu na thiocholin a pfisluSnou
kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navdze na DTNB a jeho
zbytek 5-merkapto-2-nitrobenzoova kyselina, ktery je fotometrovan. Vyhodou této
metody je specifika reakce, jednoduchost provedeni a vysoka citlivost. Optimalni
podminky pfi stanoveni jsou pH 7,6, teplota 25°C a iontova sila, kterd by méla
odpovidat iontové sile fyziologického roztoku. Aktivita cholinesteraz se zvySuje
s rostouci koncentraci substratu a pfi ur€ité hodnoté koncentrace, ,maximum

koncentrace", nastava inhibice substratu.
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Méfeni probihalo pfi vinové délce 412 nm. Pro kalibraci se misto hemolyzatu do kyvety
pipetuje roztok rGznych koncentraci cysteinu. Fotometruje se proti slepému vzorku,
ktery je zpracovan stejné, jen misto cysteinu je pfidana destilovana voda. Pfitomnost
inhibitoru se projevila Zlutym zbarvenim. Cim je koncentrace inhibitoru vétsi, tim mensi

je intenzita Zlutého zabarveni.

Bylo zjiSténo, Ze aktivita cholinesteraz se zvySuje s rostouci koncentraci substratu a pfi
ur¢ité hodnoté koncentrace, ,maximum koncentrace“, nastava inhibice substratu. Proto
byla vybrana pro méfeni aktivity AChE vysledna koncentrace 1x 10 > M. Aktivita AChE
se zvySuje také s narastem mnozstvi krve v reakéni smési. Zavislost je do 3 ni linearni,
pak je intenzita zbarveni reakéni smési prilis vysoka, a méfeni neni mozné.

Modifikace byla v pomérném mnozstvi i sloZzeni pouzitych latek. Byl pouZzit 0,2 M

TRIS — HCI pufr: 24,2 g 1,1,1,-tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Lachema Brno) byl
rozpustén v 1000,0 ml destilované vody. 50,0 ml tohoto roztoku bylo smichano s

38,4 ml 0,2 M HCI, a dopInéno destilovanou vodou na 200,0 ml a pH bylo upraveno na
7,6. Cinidlo na SH-skupiny — DTNB - 0,1 g DTNB bylo rozpu$téno v 50,0 ml 0,2 M
TRIS pufru. Jako substrat byl pouzit 0,029 g acetylthiocholin-jodid, ktery byl rozpustén
v 10,0 ml destilované vody.

Samotny vzorek pro méfeni byl pfipraven nasledovné: mikropipetou bylo odebrano 5 ni
a hemolyzovaly se pfidanim 0,4 ml destilované vody. Vznikl tak hemolyzat, ktery byl
pfipraveny pro stanoveni vlastni aktivity.

Optimalni podminky pro stanoveni byly: pH 7,6, teplota 25°C a iontova sila. Hodnota
pH, kdy je dosaZzeno optimum pro enzymatické Stépeni acetylthiocholinu je v rozmezi
7,6-7,8. Se zvysujicim se pH vSak roste i neenzymaticka hydrolyza acetylthiocholinu
(viz.obrazek nize). Proto hodnota pH 7,6 je optimalni hodnotou, kdy je zanedbatelna
hydrolyza substratu.”

Obr. 5: zavislost aktivity AChE na pH
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ly ' zdroj: Bajgar,J., Stanoveni aktivity
Lj . , . . . . .
b cholinesterazy v lidske krvi, Vojenske
3 - zdravotnické listy, rodni XLI. §.2 %
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5.2.2 HOMOGENIZACE
Homogenizace krve

Byly pouzity zmrazené vzorky. Homogenizovaly se ru¢nim homogenizatorem Ultra —
Turrax pfiblizné 1 minutu. Z homogenatu krve bylo pipetou odebrano 100 m do
zkumavky, do které bylo pfidano jesté 1,90 ml destilované vody. Takto pfipraveny
hemolyzat byl promichdn a inkubovan 4 minuty. Hemolyzéat tedy obsahoval i malé
mnozstvi BUChE (pfiblizné 20 %).

Homogenizace branice

Byly pouzity zmrazené ¢&i nativni branice, které se zvazily. Jejich vaha se pohybovala
kolem 500 mg. K branici byla pfidana destilovana voda a to v mnoZstvi, jeZz odpovidalo
desetinasobku jeji vahy. Nasledovala homogenizace ruénim homogenizatorem Ultra —
Turrax pfiblizné dvé minuty ve vétSi zkumavce. Homogenni vzorky byly bud pfipraveny
do zkumavek na méfeni, ¢i byly zmraZeny. Pfi pipetovani do zkumavek musela byt

upravena Spicka pipety - odstfizeni 5 mm, aby bylo moZné suspenzi davkovat pipetou.

Homogenizace mozku

Homogenizace mozku probihala jiz popsanym postupem jako homogenizace branice.

5.3 PODMINKY EXPERIMENTU PRO RVX
Pokusna zvifata byla potkani druhu Wistar muzského pohlavi. Potkani z nichz se

ziskaly mozky, vazili 290 — 360 g a potkani, ze kterych se provadél experiment
s branicemi a krvi, vazili 200 — 350 g. Byli chovani v klimatizované mistnosti se svétlem

od 7. — 19.hod. se standardni stravou.

54 PODMINKY EXPERIMENTU PRO SOMAN
Pokusna zvifata byla potkani druhu Wistar, muzského pohlavi, jejichz vadha se

pohybovala mezi 250 — 320 g. Byli udrZzovani v klimatizované mistnosti se svétlem od
7. —19.hod. se standardni stravou
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5.5 INVIVO EXPERIMENT
Pfed zacatkem hodnoceni reaktivace a terapeutické u€innosti oximG byli potkani

rozdéleni do jednotlivych skupin o minimalnim poctu péti jedincd. Jednotlivym
skupinam byl i.m. aplikovan bud fyziologicky roztok, jako roztok kontrolni, ¢i samotny
atropin nebo atropin v kombinaci s jednim studovanym oximem v ekviefektivni davce.
Atropin byl podan v davce 21 mg/kg. Bylo zvoleno vySSi davkovani, protoZze potkani
jsou vuci atropinu méné citlivi nez lidé, proto se davkuje ve vétSim mnozstvi. V uréitém
¢asovém odstupu probéhla intoxikace somanem nebo RVX. Za 30 minut po intoxikaci
byli potkani dekapitovani a odebrana krev, mozky a branice. Nasledovala
homogenizace a ur€eni AChE aktivity spektrofotometricky (Ellman). MéFeni probihalo
na spektrofometru HP 845 X pfi vinové délce 436 nm. Standardné je uzivana vinova
délka 412 nm, ktera je vSak v blizkosti absorp&niho maxima hemoglobinu, z tohoto

ddvodu byla zvolena vinova délka 436 nm.

Kalibrace pfistroje

Pro kalibraci metody byl pouZit roztok cysteinu CYS - 43. Misto homogenatu byla uZita

destilovana voda.

Slepy vzorek : 100 m destilované vody + 1,75 ml TRIS + DTNB + 200 ni destilované
vody.

Vzorky byly pfipraveny z roztoku cysteinu tak, aby vysledna koncentrace cysteinu

byla 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 ymol.

0,1ml cysteinu — odebrano 205 m a 205 m destilované vody

0,05 ml cysteinu - odebrano 205 ni a 205 m destilované vody

0,025ml cysteinu - odebrano 205 ni a 205 mi destilované vody
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5.5.1 RUSKA VX LATKA

5.5.1.1 EXPERIMENT |. — SLEDOVANI FARMAKOKINETIKY RVX
Cilem experimentu bylo sledovani farmakokinetiky RVX latky v ur€itém ¢ase po otravé

na zakladé stupné inhibice obsazenych cholinesteraz. Experiment muze také
poskytnout informace, v jakém €ase ma jesté smysl podavat antidota.

Potkani byli rozdéleni do 7 skupin, z nichZ posledni skupina byla skupina kontrolni.
Kazda skupina byla zastoupena deviti zvifaty a ve skupiné kontrolni bylo zvifat pét
(posledni skupina v Tab.l.). VSechny skupiny jsou intoxikovany 1 LDsq (14 ng/kg).
Odbéry mozkové tkadné byly v ¢asovych intervalech: 3, 6, 10, 20, 40 a 60 min a byly
porovnany se skupinou kontrolni. VSechny odebrané vzorky byly prfed vlastnim
stanovenim 10x ziedény.

Namérené hodnoty byly zaznamenany do Tab.l. podle ¢asové posloupnosti odbéra,
byla zaznamenana namérend aktivita v nkat/kg a u kazdé skupiny byla také spocitana
pramérna aktivita. Hodnoty oznacené Sedivou barvou byly kvili chybé vyfazeny ze

skupiny.
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Tab.l.: naméfend aktivita AChE jednotlivych vzorkd v dané ¢asové posloupnosti,

hodnoty oznacené €ervenou barvou jsou primérné hodnoty aktivit celé skupiny

Skupina, AKTIVITA AKTIVITA

Vzorek pkat/kg pkat/kg Poznamka
1,1 21,11 Prameér 21,17 | Odbér za 3 min
1,2 19,29 Std. D. 1,99
1,3 25,76
1,4 21,27
1,5 19,26
1,6 21,48
1,7 22,17
1,8 19,87
1,9 20,32
2,1 26,10 Prameér 20,05| Odbér za 6 min
2,2 14,15 Std. D. 4,52
2,3 14,63
2,4 23,48
2,5 17,20
2,6 23,80
2,7 22,49
2,8 18,52

vyfazena hodnota ze skupiny
3,1 8,93 Pramér 10,07 | Odbér zal0Omin
3,2 10,04 Std. D. 1,94
3,3 6,34
3,4 8,16
3,5 11,24
3,6 11,67
3,7 11,63
3,8 12,24
3,9 10,38
4.1 4,02 Prameér 7,03 | Odbér za20min
4,2 5,17 Std. D. 2,77
4,3 5,10
4.4 8,11
4,5 10,78
4,6 8,92
4.7 11,14
4.8 5,79
4,9 4,25
51 14,77 Prameér 19,28 | Odbér za40min
5,2 16,56 Std. D. 3,86
5,3 16,01
vyfazena hodnota ze skupiny P

55 26,63
5,6 21,98
5,7 20,30
5,8 20,27
5,9 17,69
6,1 9,71 Prameér 9,774 | Odbér za60min
6,2 9,53 Std. D. 1,551
6,3 8,15
6,4 8,86
6,5 7,96
6,6 10,48
6,7 9,09
6,8 11,51
6,9 12,68
7,1 21,02 Prameér 26,84 Kontrola
7,2 20,85 Std. D. 7,471
7,3 23,74
7,4 38,35
7,5 30,22
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Grafické zpracovani vysledka :

Graf €.1 - znazornuje zavislost aktivity cholinesterazy ve 3.minuté.
Hodnoty oznacené zelenou barvou jsou maximalni a minimalni hodnoty

namérené ve 3.minuté.

Aktivita CHE ve 3.minuté

30 -

§ 21,11 21,27 21,48 0217
=< ,
&U 20 - 76 20,32
3 19,29
©
=
=
X 10-
<

O _

Skupina 1

Graf €.2 - znazoriuje zavislost aktivity cholinesterazy v 6.minuté
Hodnoty oznacené zelenou barvou jsou maximalni a minimalni hodnoty

nameérené v 6.minuté

Aktivita CHE v 6.minuté

30 -

20 -

10 -

Aktivita (ukat/kg)

Skupina 2



Graf €.3 - znazorfiuje aktivitu cholinesterazy v 10.minuté.
Hodnoty oznacené zelenou barvou jsou maximalni a minimalni hodnoty

namérené v 10 minuté

Aktivita CHE v 10.minuté

12 -
11,67 11,63
5 11,24 1038
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Skupina 3

Graf €.4 - znazoriiuje aktivitu cholinesterazy ve 20.minuté.
Hodnoty oznacené zelenou barvou jsou maximalni a minimalni hodnoty

nameérené ve 20.minuté.

Aktivita CHE ve 20.minuté

12 -

4,25

Aktivita (ukat/kg)

Skupina 4
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Graf €.5 - znazorfiuje aktivitu cholinesterazy ve 40.minuté.
Hodnoty oznacené zelenou barvou jsou maximalni a minimalni hodnoty

nameérené ve 40.minuté.

Aktivita CHE ve 40.minuté

30 -

20 -
17,69

Aktivita (1ikat/ka)

10 -

Skupina 5

Graf €.6 - znazorfiuje aktivitu cholinesterazy v 60.minuté
Hodnoty oznacené zelenou barvou jsou maximalni a minimalni hodnoty

namérené v 60.minuté.

Aktivita CHE v 60.minuté

12 -

Aktivita (pkat/kg)

Skupina 6
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Tabulka Il.-

souhrnnd tabulka s pramérnymi aktivitami CHE pfi jednotlivych

¢asovych intervalech

¢as (min) primérna aktivita (ukat/kg)
3 21,200
6 20,050
10 10,070
20 7,031
40 19,280
60 9,774
Kontrola 26,840

Graf €.7 - vyjadfuje zavislost primérnych hodnot aktivit CHE na ¢asech

30 - Kontrola
L 2
20
I 6 40

;a 3

=

]

=

E 10- 0 60

2 20

'

©

0 gas (min), skupiny
PFi vyjadieni aktivity CHE v procentech v Tab.lll., povaZzujeme hodnotu kontrol za
100%.
Cislo
skupiny Primérna aktivita (ukat/kg) %

1 21,17 78,87
2 20,05 74,7
3 10,07 37,52
4 7,03 26,2
5 19,30 71,83
6 9,77 36,42
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5.5.1.2 EXPERIMENT Il. - SROVNAVANI UCINNOSTI TERAPEUTICKYCH
KOMBINACI PRO LECBU OTRAV RVX

Experiment poskytuje srovnavaci informace o Gc€innosti nékolika terapeutickych
kombinaci pro [é€bu otrav RVX latkou po intoxikaci potkana davkou ekvivalentni

1 LDsy.

Potkani jsou rozdéleni do 5 skupin po osmi zvifatech. Jedna z péti skupin, je skupina
kontrolni, které byl podan fyziologicky roztok.

Jednotlivym skupindm potkant byly i.m. aplikovany studované oximy v kombinaci
s atropinem ¢i atropin samotny v ekviefektivni davce, ktera odpovida humanni davce

(2 % LDsy).

Po jedné minuté byl kazdému potkanovi i.m. aplikovan do pravé zadni koncetiny

1 LDsy RVX, jejiz davkovani bylo upraveno podle jednotlivych hmotnosti potkana.
Obecné 1 LDsy RVX= 10,0 ng/kg

Po 30 minutach byli potkani dekapitovani a odebrany mozky, branice a krev.

Tab.IV.:uvadi aplikované latky jednotlivym skupindm po intoxikaci RVX.

Skupina Aplikované latky
1. fyziologicky roztok
2. ATR 21 mg/kg
3. ATR 21 mg/kg + 2-PAM 5,2 mg/kg
4, ATR 21 mg/kg + TO 048 3,8 mg/kg
5. ATR 21 mg/kg + HI- 6 13,8 mg/kg
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Tab V.: zndzorfiuje naméfené hodnoty aktivity CHE v pkat/l v krvi po intoxikaci RVX.

VSechny vzorky byly desetindsobné zfedény a kalibrovany.

vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8
aktivita
(ukat/l) 18,0(17,2(19,3|19,5|17,3|19,0|13,9|20,1
vzorek 9 10 11 12 13 14 15 16
aktivita
(ukat/1) 13,0(12,3/10,3(11,6|13,1|12,4|13,7|12,0
vzorek 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
aktivita
(ukat/l) 15,0|16,9|15,5|16,5|17,2|16,4| 9,5 | 16,4
vzorek 25 | 26 | 27 | 28| 29 | 30 | 31 | 32
aktivita
(ukat/l) 17,0(18,8|14,3/16,0|17,8|16,2|16,8| 16,7
vzorek 33 |34 |3 |36 | 37| 38| 39 | 40
aktivita
(ukat/l) 16,0(17,9|21,0|15,4|20,7|20,1|18,0| 18,4
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Tab.VI.: znazorfuje naméfené hodnoty aktivity CHE v pkat/kg u vzorkd branic
po intoxikaci RVX. V8echny vzorky byly desetindsobné ziedény a

kalibrovany.
vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8
aktivita
(ukat/kg) 65,0(45,5|45,7|45,2|42,5|58,5(60,3|47,6

vzorek 9 10 11 12 13 14 15 16
aktivita
(ukat/kg) 49,3|50,1|56,7|45,0/48,9|50,5|51,3| 49

vzorek 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
aktivita
(ukat/kg) 23,0(38,4|14,7|47,3|17,2|13,5(10,2|11,8

vzorek 25 | 26 | 27 | 28 | 29| 30 | 31 | 32
aktivita
(ukat/kg) 9,6 {10,8(139| 7,7 | 7,5 |19,2|14,5|17,6

vzorek 33 |34 |3 |36 | 37| 38| 39 | 40
aktivita
(ukat/kg) 18,7|61,5| 244 |/61,9|60,6|67,9|86,0|49,8




Tab.VIl.: znazoriuje naméfené hodnoty aktivity CHE v pkat/kg v mozcich potkanu
po intoxikaci RVX. V8echny vzorky byly desetindsobné zifedény a

kalibrovany.
vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8
aktivita
(ukat/kg) 80,7(72,3|72,5|65,6|67,6|59,4|58,1|62,6

vzorek 9 10 11 12 13 14 15 16
aktivita
(ukat/kg) 71,6(55,1| 55 |54,7(61,6/62,2|71,1|61,4

vzorek 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
aktivita
(ukat/kg) 51,9(69,2|69,3|69,1|69,1|72,3|65,2|68,9

vzorek 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32
aktivita
(ukat/kg) 57,9(/57,2|54,4| 59 |60,5| 55 |62,2|50,4

vzorek 33 |34 |3 |36 | 37| 3| 39 | 40
aktivita
(ukat/kg) 61,1(51,5| 61 |63,7|62,7|58,9|64,9|74,1




Aktivita v pkat/kg a pkat/l jednotlivych terapeuticky ucinnych latek ve vzorcich krve,
branic a mozcich je zaznamenana v nasledujici tabulce VIII., kde hodnoty zvyraznéné

¢ervené ukazuji, ze v mozku doslo k nejvySSimu stupni reaktivace.

Vzorky | kontrola ATR ATR + 2PAM | ATR+T0048 | ATR + HI-6

Krev 18,038 12,338 15,4125 16,700 18,4625
Mozek | 67,350 | 61,588 66,8750 57,075 62,2375
Branice | 51,288 | 50,010 22,0125 12,600 81,2250
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5.5.2 SOMAN
Potkani byli rozdéleni do 6 skupin po Sesti potkanech, z nichz jedna skupina byla

kontrolni.

Jednotlivym skupinam potkanu (skupina 1 — 5) byl i.m. aplikovan atropin v davce

21 mg/kg a po péti minutach byl aplikovan do pravé zadni konéetiny studovany oxim

v ekviefektivni davce.

Kontrolni skupiné K byl podan fyziologicky roztok.

Fyziologicky roztok i soman byly v davce odpovidajici 1 LDsy.

Obecné : 1 LDs, somanu = 120 ng/kg

Tab. IX-jednotlivym skupindm potkanl byla podana davka rizného oximu

skupina Terapie Intoxikace
K ATR 21 mg/kg + po 5 min. fyziol.roztok
+po5min1LD 5
1. ATR 21 mg/kg somanu
+ po 5 min 1 LDs
2. ATR 21 mg/kg + 18,9 mg/kg HI-6 chlorid | somanu
+ po5min 1LDs
3. ATR 21 mg/kg + 24,8 mg/kg HI-6 mesylat | somanu
+ po 5 min 1 LDs
4. ATR 21 mg/kg + 23 mg/kg K 074 somanu
+ po5min 1LDs
5. ATR21 mg/kg + 22,9 mg/kg K 075 somanu

Po 30 minutach byli potkani dekapitovani a odebrany vzorky mozkd, branic a krve.
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Tab.X.: zndzorfiuje namérené hodnoty aktivity CHE v pkat/l ve vzorcich potkani krve

po intoxikaci somanem.

skupina,| AKTIVITA AKTIVITA

vzorek pkat/| pkat/|

1,1 4,042  Pramér 4,617
1,2 4,555  Std. D. 0,318
1,3 4,920

14 4,650

15 4,890

1,6 4,641

2,1 5517  Pramér 5,318
2,2 5,950 Std.D. 0,685
2,3 5,652

2,4 4,927

2,5 5,747

2,6 4,112

3,1 4,430 Prameér 4,783
3,2 4,120 Std. D. 0,546
3,3 4,881

3,4 5,666

3,5 4,738

3,6 4,916

41 4,467 Prameér 4,433
4,2 4,719  Std.D. 0,281
4,3 4,342

4,4 4,847

4,5 4,225

4,6 4,095

5,1 4,616 Pramér 4,1
52 4,237  Std. D. 0,442
53 4,248

54 4,321

55 3,786

5,6 3,382

6,1 4,630 Prameér 4,403
6,2 4,486  Std.D 0,341
6,3 3,777

6,4 4,260

6,5 4,698

6,6 4,561

7,1 10,089 Prumeér 11,18
7,2 11,310 Std. D. 1,234
7,3 11,261

7.4 13,320

7,5 11,244

7,6 9,830




Tab.Xl.: znazoriuje nameéfené hodnoty aktivity CHE v pkat/kg v mozcich potkanu po

intoxikaci somanem. Namérené hodnoty oznacené Sedou barvou byly ze

skupin vyfazeny.

skupina,| AKTIVITA AKTIVITA
vzorek | pkat/kg pkat/kg
11 3,331 Pramér 4,827
1,2 4,271  Std.D 1,449
1,3 3,828
1,4 6,044
vyfazena hodnota ze skupiny
1,6 6,663
2,1 21,404 Prameér 12,690
2,2 25,695 Std.D 10,130
2,3 17,732
2,4 5,078
2,5 2,300
2,6 3,940
3.1 3,012  Pramér 3,324
3,2 2,467  Std.D. 0,959
3,3 3,129
3.4 4,262
3,5 4,712
3,6 2,361
4,1 2,876  Prumér 2,944
4,2 6,320  Std.D. 1,709
4,3 2,631
4,4 1,687
4,5 2,106
4,6 2,041
51 2,187 Prameér 2,662
Std.D. 0,943
53 2,464
54 1,491
55 3,259
5,6 3,912
6,1 2,266  Pramér 3,778
6,2 3,854  Std.D 0,9671
vyfazené hodnota ze skupiny
6,4 4,910
6,5 3,680
6,6 4,177
7,1 50,073  Pruamér 44,190
7,2 36,192 Std. D. 4,965
7,3 47,203
7,4 42,794
7,5 47,052
7,6 41,853
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Tab.XIl.:

znazorfiuje namérené hodnoty aktivity CHE v pkat/kg ve vzorcich branic po

intoxikaci somanem. Naméfrené hodnoty oznacené Sedou barvou jsou ze

skupin vyfazeny.

skupina,| AKTIVITA AKTIVITA
vzorek | pkat/kg pkat/kg

1,1 0,166  Pramér 0,7977
1,2 0,682  Std.D. 0,5131
1,3 0,632

14 1,567

15 4,649  vyfazena hodnota ze skupiny
1,6 0,942

2,1 15,416 Prameér 6,087
2,2 11,414 Std. D. 6,727
2,3 8,949

2,4 0,742

2,5 0

2,6 0

3,1 6,061  Pramér 3,55
3,2 2,891  Std.D. 3,024
3,3 0

3.4 6,122

3,5 6,226

3,6 0

41 4,180 Prameér 1,295
4,2 2,147  Std. D. 1,618
4,3 0,852

4,4 0,591

4,5 0

4,6 0

51 5,687 Prameér 2,849
5,2 4,683  Std.D. 2,278
53 3,913

54 0

55 0,659

5,6 2,155

6,1 2,060 Pramér 4,457
6,2 5,841  Std.D. 2,195
6,3 6,743

6,4 5,080

6,5 5,633

6,6 1,386

7,1 18,192 Prameér 16,94
7,2 15,707 Std.D. 1,224
7,3 15,375

7,4 16,586

7,5 17,824

7,6 17,961
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Vysledna aktivita jednotlivych skupin v odebranych vzorcich po intoxikaci somanem je
zaznamenana v niZze uvedené tabulce Xlll., kde hodnoty oznacené ¢ervené vyznaluji

nejvyssi stupen reaktivace u vzorkd krve,mozkud a branic

skupina pkat/l ey pkat/kg  mozek pkat/kg pranice
K 6,240 62,690 9,655
1 1,695 20,580 3,012
2 3,320 32,080 5,172
3 3,192 25,060 4,973
4 1,827 23,240 4,560
5 1,848 29,020 6,117

Graf €. 8 - zndzornéni primérné aktivity cholinesteraz po podani oxima

aktivita (ukat/kg)

60|

40

204

Pramérné aktivity CHE po podanioximua

1 2

3 4

skupina

O krev
B mozek
O branice
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6 VYSLEDKY
6.1 RVX

6.1.1 VYSLEDKY EXPERIMENTU I.
Cilem pokusu bylo zjistit stupen inhibice cholinesterdzy po podani jednonasobku LDsg.

Z naméfenych vysledkd je patrné, Ze kontrolni roztok mél nejvysSi aktivitu
cholinesterazy a s postupujicim ¢asem se aktivita cholinesterazy postupné sniZzovala.
V 10. minuté doSlo k vyraznému poklesu aktivity cholinesterazy. Ve 20.minuté odbéru
vzorku vyrazny pokles aktivity pokra¢oval, ovdem ve 40. minuté nasledoval vzestup a

v 60. minuté byla aktivita cholinesterazy v porovnani s 20. minutou vyssi.

6.1.2 VYSLEDKY EXPERIMENTU II.

Cilem pokusu Il. bylo srovnani G€innosti nékolika terapeutickych kombinaci pro Iécbu
intoxikace RVX latkou davkou ekvivalentni jednondsobku LD sy, ktera predstavovala
10,0 my/kg.

Namérené vysledky znazornuji, Ze terapeutickd kombinace ATR + HI-6 ve vzorcich
krve a branic méla vysSi aktivitu cholinesterdz nez vzorek kontrolni, ovSem kontrolni
vzorek mozku mél aktivitu cholinesteraz vySsi nez terapeuticka kombinace

ATR + HI-6.

Pfi vzajemném srovnani tkani a zvolenych terapeutickych kombinaci, byla nejvy3si
aktivita cholinesterdz namérena v mozkové tkani. Vzorek oznaceny jako ,kontrola“ mél
aktivitu nejvyssi a terapeuticky nejucinnéjSi kombinaci v mozkové tkani byla kombinace
ATR + 2-PAM. Ve vzorcich potkani krve byla nejacinnéjSi terapeutickd kombinace
ATR + HI-6, stejné tak tomu bylo u vzorkd bréanic.

Jako nejméné 0cinn& terapeuticka kombinace se ukazal ATR + TO 048, ovSem
samotny ATR vykazoval u krevnich vzorkl jeSté mensSi terapeutickou U¢innost nez jeho
kombinace s TO 048.

PFi srovnani ucinnosti nami testovanych oximi se ukazalo, Ze oxim HI-6 byl méné
toxicky v porovnani s pralidoximem a obidoximem (ATR + TO 048). Terapeutické davky
oximu HI-6 korespondujici s 2% LDs, byly signifikantné vySsi nez davky pralidoximu a
obidoximu. VSechny studované oximy byly schopny signifikantné reaktivovat RVX
inhibovanou BUChE v krvi, ale jenom oxim HI-6 obnovil tuto aktivitu kompletné. Obecné
je tedy oxim HI-6 nejvyhodnéjsi. Je to také oxim, ktery se ukazal byt nedcinnéjsim
reaktivatorem RVX inhibované AChE v periférni &asti, ale jeho schopnost reaktivovat

AChE inhibovanou Ruskou VX latkou v mozku byla s ostatnimi oximy srovnatelna.
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Na potkanech intoxikované RVX se v prabé&hu nékolika minut objevilo Siroké spektrum
klinickych pfiznak( otravy véetné muskarinovych (slinéni, slzeni a Zvykaci) a
nikotinovych (tfes, tonicko-klonické krece). V pfipadé antidotalni léCby se Kklinické
pfiznaky objevily pozdéji a i jejich intenzita byla slabSi ve srovnani s neléCenymi

otravami bez ohledu na typ oximu.

6.2 SOMAN

Cilem pokusu, kdy byl aplikovan soman, byl obdobny jako Experiment Il. s RVX, tedy
uréeni terapeutické uCinnosti jak jednotlivych oxim(, tak jejich kombinace. Jako
kontrolni vzorek byla pouzita kombinace fyziologického roztoku a funkéniho antidota
(ATR). Potkani byli intoxikovani davkou ekvivalentni 1 LDs,, ktera pfedstavovala

120,0 ny/kg.

NejvysSiho stupné reaktivace dosahla u vzorkua branic terapeutickd kombinace

ATR + K 075. K-oximy (K 074 a K 075) jsou povazovany za nejefektivnéjsi reaktivatory
pfi intoxikaci tabunem, ale jak je patrné, tak i po intoxikaci potkani somanem maji
reaktivaéni u€innost dosti vysokou. Terapeuticka kombinace ATR + HI-6 se ukazala
jako nejefektivnéjsi reaktivator inhibované AChE ve vzorcich potkanich mozk( a tedy i

nejvhodnéjsi pro antidotni 1é¢bu. Jejich aktivita v porovnani s kontrolnim vzorkem

vykazovala polovi¢ni aktivitu. | z grafického znazornéni je patrné, Ze nejvyssi stupen

s

v s

tomu bylo i u potkanich mozkd a u krve, kdy dosahovala naméfené aktivita dokonce
4x menSi hodnoty nez u kontroly.

Na zakladé publikovanych dat se testovany oxim HI-6 zda byt efektivni v profylaxi
intoxikace somanem jiz v relativné nizkych davkach. Naopak, klasické oximy jako jsou

pralidoxim &i obidoxim, se ukézaly byt malo efektivni.
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7 DISKUZE
Obecné plati, Ze u€innost reaktivatord AChE zavisi na jejich reaktivité a afinité enzymu

inhibovanému organofosfaty, ale také zavisi na struktufe inhibovaného enzymu.
Reaktivita v8ech studovanych oximi je veétSinou stejnd, protoZe jejich zakladni
struktury jsou velmi jednoduché.?

Vysledky provedenych experimentll koresponduji s vysledky demonstrovanymi
v predeslych experimentech, ze kterych je patrna odliSnost v terapeutické a reaktivacni
uginnosti mezi jednotlivymi studovanymi oximy.*

Vysledky experimentd ukazuji, Zze testovany oxim HI-6 je schopny reaktivovat
somanem inhibovanou AChE nejen v perifernim systému (branice), ale také
v centralnim systému (mozku). Ackoliv oxim HI-6 reaktivuje aktivitu AChE v mozku,
neni sice tato reaktivace dostacujici k eliminaci vSech symptomd nadmérné aktivace
cholinergniho systému, na druhé strané je dostateCna pro zachranu potkan(
intoxikovanych somanem. Spatnd reaktivaéni schopnost v mozku je vysvétlena
chemickou strukturou oximu, protozZe se jedna o bispyridiniovou latku, ktera ma kladny
néboj. Je to také oxim, ktery se ukazal byt nejucinngjSim k eliminaci akutnich letalnich
acinkd zpasobenych intoxikaci potkant RVX a k reaktivaci AChE v perifernim systému
intoxikovanych potkanud. Akutni toxicita RVX je vétSinou zplsobena inhibici periferni
AChE, protoZze RVX, jako strukturalni analog VX se dvéma kladnymi naboji, velmi mélo
prochazi pres HEB.?*

Toxikodynamickym dusledkem efektu RVX je tedy prednostni akumulace ACh
v periférnich muskarinovych a nikotinovych receptorech. Oxim HI-6 a H-oximy (HL&-7)
prochazi HEB, i kdyZz ma kladny naboj ve své molekule. Pfi intoxikaci somanem doslo
k manifestaci zasahu téchto oxim(i na Grovni mozku % a to i ohledem na to, e soman
snizuje vazbu HI-6 oximu v mozku v pribé&hu intoxikace. 2°

Po intoxikaci RVX byl reaktivaéni GCinek vSech studovanych oximl v centralnim
nervovém systém priblizné stejny bez ohledu na typ oximu, zfejmé i proto, Ze inhibice
AChE navozena RVX v mozku byla relativné nizka .

Vysoka terapeuticka ucinnost oximu HI-6 mizZe byt dostatecna i pro dalSi terapeutické
mechanismy, které jsou zaloZené na pfimych antimuskarinovych a ganglioplegickych
efektech, na obnoveni nervosvalového pienosu, zpomaleni tvorby starnouciho
komplexu inhibitor — enzym a inhibici uvolnéni ACh.*’

Oxim HI-6 je efektivni antidotum pfi intoxikaci somanem, i kdyZ jeho uZiti maze byt
eliminovano nékolika faktory jako nestabilita ve vodném prostredi .**?® Reaktivace

vvvvvv

reaktivace inhibované centralni AChE. Proto oxim HI-6 muZe byt 4&innéjsi pfi eliminaci
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akutnich letalnich G¢€inkd zpusobenych intoxikaci RVX, i kdyZ mezi nAmi studovanymi
oximy nebyl zjiStén rozdil v jejich sile reaktivace inhibované AChE v centralnim
(mozkovém) kompartmentu.

Terapeutickd kombinace ATR + K075 vykazovala nejvétSi reaktivaéni schopnost
v perifernim systému (branice). Oxim K 075 spolu s oximem K 074 se také osvédcil
jako dostate¢né efektivni pfi reaktivaci AChE inhibované tabunem. K-oximy byly
syntetizovany a in vitro byla testovana jejich reaktivacni G¢innost u AChE inhibované
tabunem. Vzajemnym srovnanim jejich uc€innosti se ukazalo, Ze oximy zavedené
v Arméadé Ceské republiky (pralidoxim, obidoxim a HI-6) byly prakticky neaginné.
K-oximy reaktivovaly AChE inhibovanou tabunem v niz&i koncentraci 10* a 10° M
v porovnani s ostatnimi oximy, kdy byla nutna koncentrace 102 a 102 M. Proto jsou

K-oximy povaZzovany za nejefektivngjsi reaktivatory AChE inhibované tabunem. #

V nasich experimentech se K 074 a K 075 také projevily jako nejucinnéjsi reaktivatory
po intoxikaci somanem v perifernim systému.

Na zavér tedy lze fici, Ze oxim HI-6 je v souCasnosti povaZzovan za nejucinnéjsi
reaktivator inhibované AChE réiznymi NPL.*® Je charakterizovan vysokou afinitou
k AChE inhibované RVX ¢&i VX, ale i somanem. Dale je charakterizovan nejvySSim
stupném rychlosti reaktivace a v nizkych koncentracich byl schopen signifikantné
reaktivovat AChE inhibované strukturalné odlignymi NPL.**

Vysledky ze studii provedenych in vitro, stejné tak i vysledky ze studii in vivo ukazuji,
Ze oxim HI-6 je zhlediska uc€innosti v porovnani s klasickymi oximy (pralidoxim,
obidoxim) u€inngjSi a pro budouci pfinos v humanni mediciné ma velky vyznam.
Divodem je vySSi pravdépodobnost k dosaZzeni terapeutického Gc€inku, jak

v perifernim, tak centrélnim kompartmentu.
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