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Abstrakt
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Konzultant Mgr. Martina Hrabinova

Nazev diplomové prace  Porovnani G¢inki smrtné a maximalni tolerované davky

standardnich acetylcholinesterasovych reaktivatort.

Diplomova prace se zabyva tématem nervové paralytickych latek. Konkrétné
demonstruje  reaktivatni 0¢inek oximu HI-6 vic¢i sarinem  inhibované
acetylcholinesterasy v davce 5 % stfedni smrtné davky a 100 % maximalni tolerované
davky. Experiment byl provadén iv vivo na mysich Balb/c. K 1é¢bé byl aplikovan bud’
samotny oxim HI-6, ve vySe zminénych davkach, nebo v kombinaci
s parasympatolytikem atropinem. Zména aktivity acetylcholinesterasy byla meéfena
spektrofotometricky modifikovanou metodou dle Ellmana v krvi a v mozku. U mysi
lécenych davkou 100 % maximalni tolerované davky HI-6 nebyly pozorovany Zzadné
znamky intoxikace sarinem, na rozdil od mysi lécenych pouze atropinem a 5 % stfedni
smrtné davky HI-6. Bylo zjiSténo, Ze po i.m podani 100 % maximalni tolerované davky,
dosahla koncentrace HI-6 500 uM v plasmé a 10uM v mozku. Takova koncentrace
je bezpecna, ale neni bohuZzel pro klinickou praxi relevantni, protoze zpiisobuje mirné

az stfedné zavazné vedlejsi tcinky.




Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Candidate Bc. Nikola Zarska

Supervisor PharmDr. Miroslav Kovatik, Ph.D.

Consultant Mgr. Martina Hrabinova

Title of Thesis A comparison of lethal and maximum tolerated dose of

standard acetylcholinesterase reactivators.

Diploma thesis deals with the topic of nerve agents. Specifically, it demonstrates the
reactivating effect of oxime HI-6 (at 100 % maximum tolerated dose and 5 % median
lethal dose) on the acetylcholinesterase inhibited by sarin. The experiment was carried
out in vivo in Balb/c mice. The treatment was administered either with oxime HI-6 alone,
in the above-mentioned doses, or in combination with the parasympatholytic atropine.
The change in activity of acetylcholinesterase was measured by spectrophotometrically
method, modified by the Ellman, in blood and brain. There were no signs of sarin
intoxication in mice, that where treated with 100 % maximum tolerated dose of HI-6,
in compare to mice treated with atropine only and 5 % median lethal dose of HI-6, where
the intoxication was observed. It was founded that after i.m administration of 100 %
maximum tolerated dose, the HI-6 concentration reached 500 uM in plasma and 10 uM
in brain. This concentration is safe, but for medical purpose irrelevant because it causes

mild to moderate side effects.
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1 Seznam pouzitych zkratek

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
BuChe butyrylcholinesterasa

CNS centralni nervovy systém

DAM diacetylmonooxim

DTNB 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
HEB hematoencefalickd bariéra

HI-6 asoxim

IMS pfechodny syndrom

LDso stfedni smrtna davka

LueH-4 obidoxim

MTD maximalni tolerovana davka
MINA monoisonitrosoaceton

MMC-4 methoxim

NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina
NPL nervove paralytické latky

PNS periferni nervovy systém

TMB-4 trimedoxim

TNB- 5-thio-2-nitrobenzoovy aniont
2-PAM pralidoxim




2 Uvod

Diplomovou praci na téma: ,,porovnani uc¢inki smrtné a maximalni tolerované davky
standardnich acetylcholinesterasovych reaktivatori® jsem si vybrala ve vztahu
ke zpiisobu, jakym demonstruje problematiku nervoveé paralytickych latek (NPL),
ktera je stale aktudlnéjsi, jak uz bylo v poslednich desetiletich nékolikrat dokdzano.
Myslim si, ze tato problematika ma relevantni dopady na spolecnost i svét jako takovy.

Povazuji tedy za diilezité se timto tématem zabyvat podrobnéji.

NPL jsou velmi toxické slouceniny, jejichz cilovou strukturou, po vstupu
do organismu, je enzym acetylcholinesterasa (AChE). Mistem plsobeni AChE
je centralni nervovy systém (CNS) i periferni nervovy systém (PNS), kde tento enzym
hydrolyzuje neurotransmiter acetylcholin (ACh), ktery je zodpovédny za pienos
nervového vzruchu a za stimulaci koncového organu k jeho Cinnosti. Mezi typické
zastupce NPL patii slouceniny jako sarin, soman, tabun nebo tfeba latka zvana Novicok.
V disledku interakce AChE s NPL dochazi k jeji, mnohdy, nevratné inhibici, kterd ma
za nasledek hromadéni acetylcholinu na nervovych synapsich. Vysledkem inhibice
AChE je  neustadlda stimulace cholinergnich  receptort  (muskarinovych
nebo nikotinovych) zplsobujici cholinergni piiznaky typické pro intoxikaci NPL
(midza, slinéni, slzeni, dechové obtize, kiece kosterniho svalstva aj.), které mohou vést
k tzv. cholinergni krizi nebo k umrti jedince nasledkem poruchy dychacich svalt
a deprese dychaciho centra v CNS. Zékladem terapie otrav NPL je soucasné podani
parasympatolytika, nejCastéji atropinu, antikonvulziva a tzv. reaktivatoru AChE,
ktery hydrolyzuje inhibovany enzym a obnovuje jeho pivodni funkci. Na trhu
se setkdme s celou fadou standardnich reaktivatorti uréenych jak pro armadni prvni
pomoc, tak 1 pro lékafskou odbornou prvni pomoc. Jednim z nich je také oxim HI-6,

ktery disponuje Sirokym spektrem ucinku.

Ackoliv byla v pribéhu poslednich desitek let na syntetizovana cela fada slibnych
slouenin k reaktivaci inhibované AChE, stidle neexistuje zadny Sirokospektry
reaktivator, ktery by dokdzal pln€ obnovit funkci AChE inhibované vSemi typy NPL.
Vzhledem k neddvnym ptipadiim je riziko pouziti NPL proti civilnimu obyvatelstvu
nebo jejich zneuziti ve valce stale aktualngjsi, proto cilem vyzkumnych tyma po celém

svéte, zabyvajicich se pravé NPL, je v prvé tadé odstranit nevyhody soucasné

-----
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Hlavnim cilem této diplomové prace je srovnani ucinnosti reaktivace komercéné
dostupného reaktivatoru HI-6 (jako predstavitele zastupujiciho skupinu standardnich
reaktivatorl) v davce 5 % stfedni smrtné davky (LDso) a 100 % maximalni tolerované
davky (MTD) po intramuskularnim podani jedné LDso sarinu laboratorni mysi Balb/C
na zaklad¢ namérené aktivity AChE v krvi a v mozku. Dil¢im cilem je realizace reSerse

ve vztahu k aspektiim a pojmim dulezitym k pochopeni ¢asti praktické.

Prace ve vysledku zkouma pouze vztah jednoho reaktivatoru HI-6 jako vybrané¢ho
reprezentanta skupiny standardnich reaktivatorii k reaktivaci sarinem inhibované
AChE. Vysledky méfeni ostatnich skupin mi nebyly ke zpracovani této diplomové prace
poskytnuty. Data, ze kterych jsem vychdzela se vztahuji pouze k vySe zminénému

reaktivatoru HI-6.
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3 Teoreticka cast

3.1 Nervové paralytické latky

NPL patii mezi organické slouceniny fosforu. Jsou povazovany za jeden
zbran¢ hromadného niceni. Vyznacuji se vysokou toxicitou, rychlym nastupem tc¢inku
a mimotradné vysokou rozpustnosti v tucich, diky které mohou pronikat do organismu
vSemi branami vstupu, vcetné neporusené¢ klze. Snadno piekonavaji
1 hematoencefalickou bariéru (HEB). Jejich syntéza je pomérné snadna a levna, proto

mohou byt vojensky i teroristicky snadno zneuzitelné [1-3].

Strukturné podobné latky jsou Siroce pouzivany také v zemédé€lstvi jako pesticidy
(napt. Chlorpyrifos, Malathionin, Paraoxon aj.), ve veterinarni medicing

nebo v prumyslu jako zmékéovadla a prisady do maziv [4].

3.1.1 Historie

Objev a vyvoj NPL souvisi pfedevsim s rozvojem pesticidl. O prvni jednoduchou
syntézu organofosforové slou€eniny, konkrétné o tetraethylpyrofosfat, se pokusil
JiZz v roce 1854 francouzsky organicky chemik Philippe de Clermont, avSak velkého

vyznamu nabyly tyto slouceniny teprve na pocatku 20. stoleti [5].

Némecky chemik Gerhard Schrader, pasobici v koncernu IG Farben, s dal§imi
védeckymi pracovniky zahdjili vroce 1934 vyzkum organickych fluorosloucenin
a fluorofosforovych sloucenin, ktery o rok pozdéji vedl k objevu vyznamné toxické
latky N,N-dimethylamidofosforylfluoridu. Tento objev pfispél posléze k ptiprave celé
fady vojensky vyznamnych latek, jako jsou tabun, sarin a soman. Ackoliv prvotnim
umyslem téchto védct bylo vyvinout u¢inné pesticidy proti hmyzu a drobnym savciim,

byla orientace vyzkumu cilené zménéna vlivem nastupujici 2. svétové valky [6, 7].

Tabun byl poprvé syntetizovan 23. prosince 1936 Langem a Kriigerovou
pod vedenim Gerharda Schradera. Po zahdjeni vyroby byl vybudovdn zavod
v Dyhernfurthu, ktery od dubna 1942 do za¢atku roku 1945 vyrobil ptiblizné 30 000 tun
tabunu. Mezitim Schraderova skupina pokracovala v syntéze sloucenin fosforu a fluoru.
Jednou z nejtoxictéjSich latek byl sarin, pojmenovany podle svych objeviteld Schrader,

Ambros, Ritter a Linde. V SSSR byl sarin syntetizovan az v roce 1943 Alexandrem
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Arbuzovem a Martinem Kabacnikem ze Zelinského ustavu organické chemie v Moskvé

8].

Némecky chemik Richard Kuhn na zdkladé studii tabunu a sarinu objasnil
mechanismus jejich pisobeni na lidsky organismus a v ramci svého vyzkumu objevil
v roce 1944 pinakolylovy analog sarinu, dnes znamy jako soman. Podle nékterych
zdroji stacilo Némecko do konce 2. svétové valky vyrobit ptiblizné 50 tun somanu [7,

8].

Po rozsahlych farmakologickych a chemickych studiich objevila v 50. letech
némecka laboratof Farbenfabriken Bayer ve Wupertalu-Eberfeldu NPL s kédovym
oznacenim VX. V dubnu roku 1961 zahgjila USA jeji vyrobu v newportském
vojenském zavodé a do roku 1968 piipravila asi 4500 tun této slou€eniny. Struktura VX
byla dlouhou dobu utajovéna, vetejné byla odhalena teprve po incidentu v bfeznu 1968,
kdy pii jejim testovani, v Dugway Proving Ground, americkou armadou zahynulo

asi 6000 ovci [6, 8]

V 70. letech byla v USA studovana v ramci programu Intermediate Volatility Agent
série NPL oznacenych jako GV, jejichz vyvoj zakoncily USA zavedenim latky VX
do vyzbroje a pozdéji 1 dalsi slouceninou z této skupiny, znadmou jako IVA (nazev
odvozeny z vySe zminéného programu — latka se stiedni té¢kavosti). Ve stejnych letech
byl v Sovétském Svazu, nezdvisle na USA, pfipraven isomer latky VX (kodové
oznaceni VR), ktery se stal v pozdéjSich letech vzorem pro syntézu dal§i generace
bojovych latek, dnes zndmych jako Novicok [9]. Prekurzory téchto latek byly vyvijeny
v ramci tajného programu s kodovym oznacenim Foliant. Cilem tohoto programu
bylo v prvni fad¢ pfipravit latku, ktera nebude detekovatelna chemickymi detekénimi
pfistroji organizace NATO, ale pfesto bude schopna pronikat do téla nepfatelskych
vojakil bez ohledu na pouziti individualnich ochrannych pomiicek a nebude uvedena

v seznamu zakazanych prekurzora Umluvy o chemickych zbranich [9, 10].

I pfes masivni vyrobu NPL v pribéhu druhé svétové valky nebylo prokézano jejich
zneuziti k valeCnym uceliim. Za prvni dolozeny ptiklad pouziti NPL ve valce, konkrétné
sarinu a tabunu, je povaZzovan az ozbrojeny konflikt mezi Irdkem a franem probihajici
v letech 1980 — 1988 [11]. Dal§im znamym incidentem zneuziti NPL bylo umyslné
pouziti sarinu proti civilnimu obyvatelstvu v Tokijském metru 20. bfezna roku 1995.

Tento teroristicky utok, pti kterém bylo zabito celkem 12 lidi a dalSich 5500 nevinnych
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lidi bylo zranéno, byl spachan &leny hlasicich se k japonskému kultu Om Sinrikjo.
Jednalo se o prvni teroristicky ttok na svété provedeny NPL [12—15]. Cetné dikazy
také nasvédCuji nezdkonnému pouziti sarinu v prubéhu obcanské valky v Syrii v roce
2013. Na nasledky expozice sarinem zemielo tehdy piiblizn¢ 1729 lidi [16, 17].
Predbézné toxikologické testy z roku 2018 prokézaly pouziti latky VX jako chemické
zbrané k odstranéni Kim Cong-nama, ktery byl zabit 13. inora v roce 2016 na letisti
Kuala Lumpur v hlavnim mésté¢ Malajsie. Spekuluje se, ze utok byl spachan na popud
jeho bratra Kim Cong-una, sou¢asného severokorejského viadce [18]. Jednim
z poslednich pfipadi zneuziti NPL je kauza otrdveného ruského Spiona Sergeje
Skripala, ktery byl nalezen, spole¢né s dcerou, 5. bfezna 2018 v obchodnim centru

v anglickém Salisbury. Jed, kterym byl otraven, patii do skupiny NPL Novicok [19].

Hrozba intoxikaci NPL v soucasné dobé neustala, ba naopak stile stoupa,
a to predevsim, s rostouci obavou z teroristickych utokii. OhroZzenou skupinou tak neni

pouze armada, ale i civilni obyvatelstvo, coz ptedstavuje hlavni diivod studie NPL.

3.1.2 Rozdéleni
NPL Ize rozdélit na dvé velké skupiny, které jsou obecné oznaovany
jako V latky a G latky [20]. ZvlaStnim pifikladem NPL je latka IVA, kterd se svym

chemickym slozenim pohybuje mezi G a V latkami, a skupina latek zvanych Novicok.

3.1.2.1 Glatky

Jedna se o bezbarvé kapaliny podobné vodé€, které mohou mit nepatrny ovocny,
thiolovy nebo Zzadny zapach [21]. Dobte se rozpousti v organickych rozpoustédlech.
Charakteristickou vlastnosti je jejich vysoka tékavost, diky které mohou velmi snadno
vstupovat do organismu skrze dychaci cesty nebo transdermadlni cestou [22]. Jejich
vytrvalost v bojovém poli je aZz né€kolik hodin v zavislosti na pocasi [23].
G latky v porovnani s V latkami daleko rychleji inhibuji AChE [24]. LDso v ovzdusi,
ktera jiz po prvni minuté po expozici vyvola smrt u 50 % nechranénych exponovanych
osob, se pohybuje v rozmezi 0,03 — 0,08 mg.I"!. LDso pii zamofeni nechranéné kiize
se pohybuje mezi 0,7 — 7 mg.kg™! hmotnosti exponovaného jedincem [3, 25]. Zastupci

této skupiny jsou tabun (tabulka ¢. 1), sarin (tabulka ¢. 2), soman (tabulka ¢. 3)
a cyklosin (tabulka ¢. 4).

- 13-



Tabun

Chemicky vzorec

AN
H.C s
3 \ N
N
o—p
Y CH,
o)

Chemicky nazev

ethyl-dimethylfosforamidokyanidat

Kodové oznaceni

GA (USA), Trilon 83, T-83 (Némecko)

Charakteristika kapalina se slabou ovocnou viini
Inhala¢ni toxicita LCtsy (mg.min.m™) 100-200
Perkutanni toxicita LDso (mg na osobu) 200-1500

Tabulka 1 Prehled zdakladnich informaci o tabunu.

Zdroj: [7]

Sarin

Chemicky vzorec

H,C O CHs
N/
/P‘“\

£ 07 TcH,

Chemicky nazev

isopropyl-methylfosfonofluoridat

Kodové oznaceni

GB (USA), Trilon 144, T-144 (Némecko),
R-35 (Rusko)

Charakteristika bezbarva kapalina bez zapachu
Inhalaéni toxicita LCtso (mg.min.m>) 35-100
Perkutanni toxicita LDso (mg na osobu) 100-1700

Tabulka 2 Prehled zakladnich informaci o sarinu.

Zdroj: [7]
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Soman

Chemicky vzorec

H3C\P//O C|-|BCH‘"’CH
) \O/Kk 3
CH,
Chemicky nazev (3,3-dimethyl-2-butyl)-
methylfosfonofluoridat
Kodové oznaceni GD (USA), Trilon (Némecko), R-55
(Rusko)
Charakteristika bezbarva kapalina s vyraznou kafrovitou
vini
Inhalaéni toxicita LCtso (mg.min.m™) 25-28

Perkutanni toxicita LDso (mg na osobu) 50-350

Tabulka 3 Prehled zakladnich informaci o somanu.

Zdroj: [7]

Cyklosin (cyklosarin)
Chemicky vzorec

HsC

O‘ﬁ—F
0

Chemicky nazev cyklohexyl-methylfosfonofluoridat
Kodové oznaceni GF (USA)
Charakteristika bezbarva kapalina s ovocnou viini
Inhala¢ni toxicita LCtso (mg.min.m™) 35
Perkutanni toxicita LDso (mg na osobu) 30-350

Tabulka 4 Prehled zdkladnich informaci o cyklosinu.
Zdroj: [7]
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3.1.2.2 V latky
V latky jsou bezbarvé kapaliny bez vyraznéjsiho zédpachu a s velmi nizkou tékavosti,
proto je nejvyhodnéjsi aplikace v podobé aerosolu. Snadno je rozpustime v tucich, méné
ve vode¢. V dasledku toho mohou pietrvavat v terénu i1 ve vode nékolik tydnii az mésict
po jejich uvolnéni. Jsou toxictéjsi nez G latky, obzvlast’ pii intoxikaci nechranéné ktize

[23].

Hlavnim pfedstavitelem této skupiny je bojova latka s oznacenim VX, ktera pronika
aerosolu latky VX v ovzdusi, ktera jiZ po 1 minutové expozici vyvolava smrt u 50 %
exponovanych nechranénych osob, ¢ini 0,036 mg.I'!. LDsy pii zamoifeni nechranéné

ktize se pohybuje kolem 0,07 mg.kg! hmotnosti exponovaného jedince [3, 25].

VX latka
Chemicky vzorec
HiC— HoG
0—P—§
g —\ CHs
N
H304< CHy
CH,
Chemicky nazev: S-(2-(diisopropylamino)ethyl)-O-
ethylmethylfosfonothiat
Kodové oznaceni VX, EA-1701 (USA)
Charakteristika olejovita kapalina bez zapachu
Inhalaéni toxicita LCtso (mg.min.m™>) 5-100
Perkutanni toxicita LDso (mg na osobu) 5-15

Tabulka 5 Prehled zakladnich informaci o VX.
Zdroj: [7]

Zvlastnim piikladem NPL je latka IVA, ktera se svym chemickym sloZenim
pohybuje mezi G a V latkami, jak uz bylo zminéno vySe. V terénu vydrzi déle nez G
latky, ale neni tak stald jako VX (Tento problém vSak byl feSen konstrukci binarni
munice IVA-2) [23]. Oproti VX ma vyssi tékavost, ktera je ale nizsi nez u G latek. LDso
pfi zamoifeni nechrdnéné kiize se pohybuje kolem 1,36 mgkg! hmotnosti

exponované¢ho jedince [3].
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3.1.2.3 A-latky
V soucasnosti se v literatufe setkdme s rozdélenim NPL na dvé podskupiny — latky
G a latky V. Nicméné, M. Kloske ve svém c¢lanku z roku 2018 pojednava o zavedeni

nové podskupiny s oznacenim A, do které 1ze zaradit NPL zvané Novicok [10].

Novicok je skupina NPL s velmi vysokou toxicitou, udava se, ze jsou 5-10 x silnéjsi
nez latka VX [26]. Jsou k dispozici v tekuté forme, ale mohou byt také preménény
na prasek adsorpci jejich kapalné formy na pevny nosi¢, kterym muze
byt napt. silikagel. Ackoliv pfesnd struktura téchto sloucenin neni zcela znama,
ptedpokladd se, ze se jednd o organofosfaty obsahujici dihaloformaldoxim. Lze
je pouzit jak v jednotnych, tak i v binarnich forméach. Ac¢koliv ndzev Novicok prvotné
pojmenovaval pouze binarni formu téchto NPL, tak ve vétSing€ publikaci se oznaceni
Novicok pouziva jak pro binarni chemické zbrané, tak i pro jednotlivé NPL [10, 26].
Mechanismus t¢inku Novi¢oku je identicky jako mechanismus kterékoliv jiné NPL,
avSak krom¢ inhibice AChE se mohou tyto NPL vazat také na periferni senzorické
nervy, proto expozice vysoké davce téchto sloucenin nebo zpozdéna 1écba mlize vést

k masivni periferni neuropatii [26].

Prvnimi syntetizovanymi jednotnymi NPL byly A-230, A-232 a A-234. Ze zékladni
struktury A-232 byla syntetizovana bindrni munice Novi¢ok-5. Binarni munice
je plnéna dvéma samostatnymi relativné netoxickymi slozkami, které se v pribéhu letu
na cil smisi a vytvofi toxickou slouc¢eninu. Binarni technologie nabizi celou fadu vyhod:
zvysuje bezpecnost pii vyrobé, skladovani i pii pouziti NPL, zvySuje stabilitu NPL

a taktéZ omezuje jeji degradaci [9, 23].

3.1.3 Mechanismus u¢inku

NPL plsobi na nervovy systém naruSenim cholinergniho ptfenosu nervového
vzruchu, ktery je zprosttedkovan chemickou latkou ACh. ACh pusobi jako
neurotransmiter na synapsich CNS, na postgangliovych vldknech parasympatiku
isympatiku a na gangliovych bunkach. Organismus ho syntetizuje z cholinu
prostiednictvim acetylkoenzymu A. Uskladnén je v zasobnich vezikulach a na zakladé
akéniho potencidlu je uvolnén do synaptické Stérbiny, kde se muze vazat
na postsynaptické nebo presynaptické acetylcholinové receptory (muskarinové
¢i nikotinové), a nasledné tak stimulovat koncovy organ k reakci [21, 27]. Aby pusobil

pouze po dobu nezbytn€ nutnou pro prenos vzruchu a nedoslo tak k jeho akumulaci
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a k nadmérné stimulaci koncovych orgdnli, musi byt nasledn¢ degradovan pomoci
enzymu zvaného AChE [28]. Jedna molekula AChE je schopni hydrolyzovat 6x10°
molekul ACh za minutu [29].

AChE patii do skupiny serinovych protedz a Ize ji nalézt v centralnim i perifernim
nervovém systému, v neuromuskularnich spojich a v neposledni fad¢ 1 na povrchu
vdolni ¢asti hluboké Stérbiny, ktera je lemovana ctrnacti aromatickymi zbytky
vytvarejicimi tzv. acylovou kapsu, definujici substratovou specifitu tohoto enzymu.
Aktivni centrum je sloZzeno ze dvou podjednotek: katalytické nebo-li esterové
a anionické. Esterova ¢ast, obsahujici katalytickou triadu Serin 200, Histidin 440
a Glutamin 327, je zodpovédna za vlastni katalytickou funkci AChE. Naproti tomu
anionicka Cast, jez je tvorena Tryptofanem 84, Fenylalaninem 330 a Fenylalaninem 331,
vaze kvartérni skupinu substratu, kterym je ACh. Stejnym zpiisobem také dochazi
k vazbé€ kvartérnich oxim, které se uplatiiuji v reaktivaci inhibované AChE [30, 31].
Krom¢ aktivniho mista obsahuje AChE jednu nebo vice perifernich anionickych mist

vazici kromé ACh i kvartérni nekompetitivni inhibitory [30].

K degradaci ACh prostiednictvim AChE dochéazi nukleofilni interakci acylové
skupiny ACh s hydroxylovou skupinou serinu, ktery se nachazi v aktivnim mist¢ AChE.
Nésledkem reakce je tvorba piechodného kovalentné vazédného komplexu mezi
substratem a enzymem. Inhibice aktivniho mista zplsobi do€asnou inaktivaci enzymu.
Funkce enzymu je obnovena az hydrolyzou kovalentné¢ vazaného komplexu,
za soucasné¢ho uvolnéni acetatu a cholinu, ktery je transportovan zpét do nervovych

zakonceni, kde slouZi jako substrat k syntéze novych molekul ACh [32, 33].

Toxicky ucinek NPL je zprosttedkovan obdobnym mechanismem. NPL interaguje
s aktivnim centrem AChE a zplsobuje fosforylaci hydroxylové skupiny serinu. Vznika
tak kovalentn¢ vazany komplex NPL a AChE [31]. Vznikly komplex Ize, hydrolyzou
kovalentni vazby mezi atomem fosforu NPL a serinem AChE, zpétné reaktivovat.
Avsak v nékterych piipadech miZze dojit k procesu zvaném starnuti, presnéji
k tzv. dealkylaci fosforylované AChE, béhem které vznikd v molekule zaporné nabity
fosfat, vytvarejici solny miistek s katalytickym histidinem [34]. Komplex se tak dostava

do jiz nereaktivovatelné formy a jedinym zpusobem, jak obnovit aktivitu AChE,
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je syntéza novych enzymil. Nasledujici obrazek ¢. 1 schématicky znazoriuje interakci

mezi inhibitorem a AChE [29, 35, 36].

E
k—‘I 1‘ k+3
E+P << EP—EP1 — EP2
K Kz k.4 (for some OP)

E+P——— # 4

R R

(effective) (uneffective)

Obrazek 1 Mechanismus ucinku NPL

Mezi inhibitorem (P) a enzymem (E) dochazi ke tvorbé
intermediarniho komplexu (EP), ktery je v nasledném kroku
fosforylovan za vzniku kovalentné vazaného komplexu (EP1).

Zdroj: [35]

Inhibice AChE NPL zpiisobi akumulaci ACh v mistech jeho fyziologického
pusobeni, kterd postupné vede k nadmérné stimulaci nikotinovych a muskarinovych
receptoril cholinergniho pfenosu, nastava tak konstantni depolarizace postsynaptickych
neuronu [25, 37]. V disledku zvysSené cholinergni aktivity dochazi u exponovaného
jedince k rozvoji klinickych ptiznakid (tzv. akutni cholinergni krize), a to do doby,

dokud neni syntetizovan novy ACh nebo je pouzit reaktivator [37].

Erytrocytarni cholinesterasa a butyrylcholinesterasa (BuChE) se v praxi uplatiiuji
jako citlive diagnostické markery pro potvrzeni expozice NPL [22, 32]. Osoby s vyS§im
rizikem expozice NPL jsou pravidelné monitorovany méfenim aktivity krevnich
cholinesteras. Kromé vojaki a laboratornich védcti pracujicich s NPL jsou vyznamné
ohroZeni také zemédélci a dalsi osoby, které manipuluji nebo jsou v bezprostiednim
kontaktu s insekticidy. (Pokud namétime aktivitu krevni cholinesterasy 75 % a méné,

znamena to, Ze osoba byla exponovana NPL a je stazena z prace.) [11].
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3.1.4 Klinické priznaky
Otrava NPL muze mit tfi hlavni klinick¢é syndromy: prvnim znich je akutni
cholinergni syndrom; druhy, piechodny syndrom (IMS, z anglického Intermediate

syndrome); a tfeti, periferni neuropatie [30].

Akutni toxicita AChE vzniké z nekontrolovatelné akumulace ACh na cholinergnich
synapsich a mize vést az k cholinergnimu syndromu [30]. Prvnimi zcela
charakteristickymi symptomy pfi zasazeni organismu NPL jsou midza (zGzeni o¢nich
zornicek), poruchy vidéni, pocit tlaku i bolesti v oCich, bolesti hlavy, zvysSena sekrece
znosu, slinéni, slzeni, dychaci obtize, popfipad¢ ztrata védomi. ZvySeni ACh
na muskuldrnich a nervovych nikotinovych receptorech vyvolava svalovou ochablost,
ties, zaSkuby az kiece jednotlivych pricné pruhovanych svalii v zavislosti na obdrzené
davce. V poslednim stadiu vznikaji tonicko-klonické kiece, které mohou vést
az k paralyze kosterniho svalstva. Bezprostfedni pti¢inou smrti byva akutni respiracni
insuficience v diisledku naruSeni funkce dychacich center v CNS a paralyzy dychacich

svali, coz postupné vede k zastavé dechu s naslednou zastavou srdce [25, 38, 39].

IMS se vyskytuje 24 az 96 hodin po prodélani akutni cholinergni krize
a je charakterizovan hyporeflexii, proximalni svalovou slabosti, abnormalitami
kranialnich nervi a paralyzou dychacich svalii a branice [21]. IMS miZe pfetrvavat
az nekolik tydnd, pricemz rozsah postizeni se u jednotlivych pacientti mize znacné lisit

[40].

Zvysena hladina ACh dava taktéz rychle vzniknout velkému mnozstvi glutamatu
v CNS, ktery aktivuje tzv. AMPA a NMDA receptory. Na aktivaci NMDA se krom¢
glutamatu podili také intraceluldarni akumulace Ca®" iontl a nadprodukce volnych
radikald [29]. Vysledkem je morfologické poskozeni nervové tkané vedouci

az k bunécné smrti neuront [41].

U NPL byly pozorovany kromé& ucinkii na cholinergni systém také ucinky
nespecifické (ne¢kdy oznacované jako necholinergni), které se manifestuji pozdéji.
Zasahuji do metabolismu nukleovych kyselin a bilkovin a vysledkem takového zasahu
mize byt navozeni mutace nebo ovlivnéni imunitnich pochodii. NPL mohou

také zpusobovat hepatotoxicitu [3].
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Obecné plati, Ze klinické symptomy inhalacni toxicity NPL se vyvijeji rychleji (30-
120 s), ale samotna klinicka zavaznost zavisi na koncentraci par NPL a na délce jejich
expozice. Naproti tomu pii transdermalni expozici se systémova toxicita zpomaluje,

protoze NPL difunduji ptes ktzi [22].

3.1.5 Lécba

Intoxikace NPL se teSi obvykle dvéma lécebnymi strategiemi. Prvni z nich
je strategie oznacovana jako pre-treatment, ur¢ena predevsim pro vojaky a zdravotnicky
personal, ktera spoc¢iva v ochran¢é organismu proti utoku NPL. Lze ji docilit pouzitim
reverznich AChE inhibitorit (naptf. pyridostigmin chlorid), stechiometrickych
bioscavengerti (napf. rekombinantni BuChE) nebo katalytickych bioscavengert
(napt.fosfotriesterasa). Druhy 1é¢ebny postup byva oznacovan jako tzv. post-treatment,
jejiz cilem je vylécit jiz intoxikovany organismus, kde je kromé kauzalni 1é€by, zahrnuta
také 1écba symptomaticka (odstranéni sekretd, podavani kysliku, uméla ventilace aj.)

[29, 42].

Zakladem terapie otrav NPL je antidotni terapie, kterou je potieba zah4jit co nejdiive.
Nyngjsi lécebny rezim pro NPL zahrnuje soucasné podani antikonvulziva,
parasympatolytika a reaktivatoru AChE [43]. NejcastéjSim  podavanym
parasympatolytikem je atropin, ktery funguje jako konkuren¢ni antagonista
proti nadmérnému ACh, vazbou na muskarinové receptory v PNS a v CNS. Atropin
vSak neni schopen omezit nadmérnou stimulaci nikotinovych receptori a stejné tak neni
schopen reaktivovat inhibovanou AChE. Ve skutec¢nosti poskytuje Cisté
symptomatickou tlevu. Tento 1€k navic mize indukovat svou vlastni anticholinergni
toxicitu projevujici se napf. rozmazanym vidénim, rozsifenymi Zilami nebo tachykardii

[29, 44].

Jako antikonvulzivum se obvykle podava diazepam v davce 10 mg i.m., z rodiny
benzodiazepint, ktery snizuje nervosvalové zachvaty [44]. Ve vysokych davkach mize
diazepam zavazné¢ ovlivnit motorické funkce a jeho opakované uzivani mize dokonce
vyustit k rozvoji zavislosti [45]. Také se objevily informace, Ze benzodiazepiny Casto
nedokazi chranit pred perzistentnim zachvatovou aktivitou a neurodegeneraci,
ke kterym dochazi v pozdéjSich fazich po expozici NPL. Ztohoto divodu
byly navrzeny neurosteroidy jako Sirokospektré antikonvulzivni antidotum

pro intoxikace NPL [43].
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Tieti podavanou latkou je samotny reaktivator AChE, obvykle oxim,
ktery hydrolyzuje fosforylovany enzym a obnovuje tak jeho funkci [21]. Reaktivace
AChE je ucinnd u nikotinovych i u muskarinovych receptord, ale oxim neni schopen
reaktivovat starnouci komplex, proto se pouziti reaktivatorti doporucuje jiz v ranné fazi

1é¢by toxickych ucinktt NPL, aby se zabranilo procesu starnuti [29].

Spravné a vc€asné poskytnuta prvni pomoc muize zdsadné ovlivnit dalsi pribeh
intoxikace a samotnou zachranu Zzivota postizené¢ho, bez podani adekvatnich latek
dochazi k umrti béhem 20-30 minut. Poskytnuti prvni pomoci pfi intoxikaci NPL
formou podani vySe zminénych antidot je feSeno pomoci tzv. autoinjektoru [46].
Pro armadni prvni pomoc je na trhu k dostani dvoukomorovy autoinjektor Combopen
obsahujici atropin s obidoximem v kombinaci s autoinjektorem obsahujici diazepam.
Naproti tomu pro odbornou lékatskou prvni pomoc byl zaveden CHONOL (atropin)
a CHONOL II (benaktyzin) jako tzv. anticholinergikum, chranici pfed centralnimi
Gcinky pfi intoxikaci NPL [46-49]. Do vyzbroje armady CR byl také zaveden
autoinjektor GAI (atropin a obidoxim) a RENOL (methoxim). Proti vysoce G¢innym

NPL, jako je napt. soman, lze pouzit autoinjektor ANTIVA (HI-6) [49].

Katedra toxikologie a vojenské farmacie, fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity Obrany (dale jen KTOX FVZ UO) ve spolupraci s CHemProtect, a.s.
a VAKOS XT a.s. pfipravila prototyp prvniho tfikomorového autoinjektoru. Prvni
komora obsahuje pevnou formu HI-6 dimethansulfonatu, druhd komora je tvoiena

roztokem atropinu a v tfeti je obsazen roztok diazepamu [50].
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3.2 Reaktivatory acetylcholinesterasy

Spontanni hydrolyza fosforylovaného enzymu probiha velmi pomalu, stejné
jako syntéza AChE de novo [1]. Reaktivaci AChE, inhibované NPL, vSak miizeme
urychlit konkrétnimi latkami zvanymi reaktivatory. Soucasnym standardem v 1écbé
piiotravé NPL je kombinace téchto reaktivatori s antagonisty muskarinovych
receptort, které blokuji jejich nadmérnou stimulaci a s antikonvulzivnimi 1é€ivy tlumici

tonicko-klonické kiece, jak uz bylo vyse zminéno [51].

Jako reaktivatory se vyuzivaji slouceniny, které obsahuji ve své molekule funk¢ni
oximovou skupinu (R-CH=NOH) pfipojenou na kvartérni dusikovy pyridinovy kruh.
Existuje n€kolik zakladnich charakteristickych strukturalnich znakd souvisejicich
s u¢innosti oximu a s jeho rychlosti reaktivace. Prvnim z nich je pfitomnost kvartérniho
dusiku v molekule reaktivéatoru, ktery zajist'uje afinitu oximu k inhibované AChE [52].
Dal$im dtlezitym charakteristickym prvkem je samotnd pfitomnost oximové skupiny,
ktera pti pH lidského plazmy (pH 7,4) ¢astecné disociuje za vzniku oximatového anionu
(R-CH=NO), ktery hraje zasadni roli pfi reaktivaci inhibované AChE. Zatimco pocet
funkénich oximovych skupin v molekule reaktivatoru nijak zvlast' ucinek reaktivace
neovlivni, obvykle spiSe zvysi jeho toxicitu, tak pozice oximové skupiny
na pyridinovém kruhu je rozhodujici pro reaktivacni potencial daného reaktivatoru [44,
53, 54]. Pokud je oximova skupina umisténa v pozici 3 pyridinového kruhu dosahuje
vysoké hodnoty pKa, coz snizuje vznik oximdatového anionu, a zaroven vytvari
sférickou piekdzku molekule reaktivatoru. Kromé toho bylo zjiSténo, Ze oximova
skupina v pozici 2 je dulezitd pro reaktivaci somanem inhibované AChE, zatimco
oximova skupina v pozici 4 je lepSi pro aktivaci tabunem inhibované AChE [55].
V piipadé reaktivatori tvofenych dvéma a vice pyridinovymi kruhy muze
mit vyznamny vliv na jejich schopnosti reaktivovat inhibovanou AChE také délka
a rigidita spojujiciho fetézce (pfidavek dvojné vazby nebo aromatického kruhu zbytku

zvySuje reaktivacni G€innost = zdroj n-elektront) [44, 56].
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3.2.1 Rozdéleni

Reaktivatory AChE lze rozdélit do skupin pomoci dvou kritérii. Jednim z nich
je pocet kvarternich dusikt v molekule. Reaktivatory tvofené pouze jednim kvartérnim
dusikem nazyvame jako monokvartérni reaktivatory (nebo-li monopyridinové),
reaktivatory se dvéma kvartérnimi dusiky oznacujeme jako biskvartérni reaktivatory
(nebo-li bispyridinové) [57]. Druhym kritériem je pfitomnost naboje, podle niz délime

reaktivatory na nabité a nenabité reaktivatory [58].

3.2.1.1 Monokvartérni reaktivatory
V roce 1955 probéhla, Wilsonem a Ginsburgem, syntéza prvniho monokvartérniho
reaktivatoru AChE tzv. pralidoximu (2-PAM). Stejny vyzkum, vedouci k syntéze 2-
PAM a krozpoznani jeho reaktivnich vlastnosti, provedl nezavisle na Wilsonovi

a Ginsburgovi 1 Albert Lawrence Green a Daniel Richard Davies v Britanii [59, 60].

2-PAM se muze vyskytovat ve formé nckolika soli, z nichz celosvétové nejvice
uzivanym je pralidoxim chlorid, ktery byva ¢asto oznacovan jako tzv. zlaty standard
mezi reaktivatory [46, 61]. Ackoliv byl 2-PAM prvnim klinicky vyznamnym
reaktivatorem, je znamy také jako nejméné ucinny reaktivator mezi komercéné
dostupnymi oximy [44]. Jeho Ucinnost reaktivovat tabunem, somanem
nebo cyklosarinem inhibovanou AChE je velmi nizkéd [62]. Navic kvili omezenému
prostupu pies HEB je jeho reaktivacni u€inek omezeny prevazné na periferni nervovy
systém. Piedpoklada se, ze hlavnim terapeutickym tc¢inkem pralidoximu je obnoveni

neuromuskularniho pfenosu u nikotinovych synapsi [61].

3.2.1.2 Bispyridinové reaktivatory
Ve srovnani s monokvartérnimi souceninami jsou biskvartérni reaktivatory, diky
pfitomnosti druhého kvartérniho dusiku v molekule oximu, ktery zvysuje jeho afinitu
vuci inhibované AChE, U¢innéjSimi antidoty [63]. Na druhou stranu vykazuji mensi
lipofilitu nez monokvartérni oximy, a proto Spatn¢ pronikaji pires HEB do CNS. Udava

se prostupnost pouze 6 % z celkového mnozstvi dodaného do organismu [64].

Bispyridinové reaktivatory byly vyvinuty nasledné po syntéze 2-PAM s cilem zlepsit
jeho schopnost reaktivovat inhibovanou AChE. Jejich nesmirnou vyhodou je schopnost
interagovat se dvéma anionovymi centry AChE [65]. Mezi hlavni zastupce,
které vyobrazuje obrazek ¢. 2, patfi methoxim (MMC-4), obidoxim (LueH-6),
trimedoxim (TMB-4), asoxim (HI-6) a v neposledni fad¢ také HI6-7. MMC-4 byl
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popsan poprvé v 60 letech 20. stoleti a jevi se jako ucinny reaktivator v 1écb¢ otrav
sarinem, cyklosarinem a latkou VX, naopak jeho ucinnost proti AChE inhibované
somanem a tabunem je $patnd [44, 46]. V piipadé reaktivace tabunem inhibované AChE
je doposud nejucinnéjSim antidotem TMB-4 [64]. Pouziva se ve form¢ autoinjektort
v nékterych vychodoevropskych zemich a podava se v davce 1000 mg i.m. [54]. Na
zakladé¢ TMB-4 byly syntetizovany dalsi tzv. H-reaktivatory: HI-6 a H16-7 [63]. HI-6 je
prvni latka, ktera je schopna reaktivovat somanem inhibovanou AChE, pokud je poddna
kratce po intoxikaci. Rovnéz je ucinny v 1é¢bé otravy zptisobené sarinem, cyklosarinem
nebo latkou VX. Nedokaze vSak reaktivovat tabunem inhibovanou AChE, ale i pfesto
prvni volby pfi expozici NPL [42, 53]. H16-7 je strukturnim analogem HI-6, lisici se
ptitomnosti druhé oximové skupiny v poloze 4 pyridinového kruhu, ktera hraje
dilezitou tlohu pfi reaktivaci AChE inhibovanou NPL [54]. H16-7 je velmi u¢innym
reaktivatorem AChE inhibované tabunem, somanem a sarinem. Poprvé byl syntetizovan
v roce 1986 Lofflerem [66]. Nevyhodou HI6-7, a stejné tak i HI-6, je jejich Spatna
stabilita ve vodném roztoku, kterd znesnadiiuje jejich skladovani pted moznym

klinickym pouzitim. Re§enim tohoto problémi je piiprava stabiln&jsich soli [66].
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Obrdazek 2 Prehled nejvyznamnéjsich komercné dostupnych zdstupcii reaktivatorii AChE:
2-PAM (pralidoxim), MMC-4 (methoxim), TMB-4 (trimedoxim), LueH-6 (obidoxim),
HI-6 (asoxim).
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Na ptfelomu 20. a 21. stoleti byla, na KTOX FVZ UO v Hradci Kralové,
syntetizovana pocetna skupina bispyridinovych reaktivatort s oznacenim ,,K“,
ktera vedla k n¢kolika slibnym sloucenindm, jejichz struktury jsou znézornény
na obrazku ¢. 3. Prvni generaci K-oximl zastupuji slouceniny K027 a K048, které
prokazaly vybornou reaktivani G¢innost zejména proti pesticidnim otravam a nizsi
toxicitu ve srovnani s jinymi dostupnymi slouceninami [67]. Druha generace K oximu
je reprezentovana oximy K074 a K075 prodluzujici reaktivacni ucinnost LueH-6
a TMB-4, avsak nevyhodou téchto oximu je relativné vysoka toxicita. V roce 2007 byl
vyroben oxim K-203 jako nejslibnéjsi sloucenina z tieti generace K-oximt, jehoz
struktura je odvozena od reaktivatoru K027 a K075. Diky pfitomnosti karbamoylové
skupiny se oxim vyznacuje nizkou toxicitou [67, 68]. Vysledky ukazuji, Zze akutni
toxicita nové vyvinutého oximu K203 je o néco vyS$i nez akutni toxicita LueH-6
a TMB-4 u mysi, ale je vyznamné niz$i neZ akutni toxicita LueH-6 a TMB-4 u potkanii
[67]. Oxim K203 je schopen vyznamné reaktivovat AChE inhibovanou tabunem v krvi

1 v CNS a je tak vhodnym kandidatem pro zavedeni do praxe [69].
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Obrazek 3 Prehled vybranych K-oximii
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3.2.2 U&inky
Mechanismus uc¢inku reaktivatorii spociva v obnoveni normalniho pienosu
nervového vzruchu a je zprostiedkovan nukleofilni oximovou skupinou, ke které maji
NPL, obecné organofosfaty, vyssi afinitu nez k AChE. Samotna reaktivace probiha
ve dvou nasledujicich krocich. Nejprve oxim napadd atom fosforu v komplexu
inhibitor-enzym (tj. v komplexu NPL-AChE). Kovalentni vazba mezi NPL a serinem
AChE je Stépena za vzniku reverzibilniho komplexu. Druhy krok je realizovan
uvolnénim fosfatové skupiny, navazané na oxim, z aktivnhiho mista a obnovenim

katalytické aktivity AChE, kterd je schopna opét vazat a §tépit sviij substrat (ACh) [70].

Utinky reaktivatorti jsou viak omezeny rychlosti stirnuti inhibovaného enzymu,
ktera zavisi na chemické struktufe NPL a na délce kontaktu s AChE [3]. Z tohoto
hlediska jsou NPL, u kterych byla pozorovana rychld dealkylace, velmi nebezpecné,
protoZze inhibovand AChE se stava rezistentni vic¢i kauzélni terapii zprostiedkovanou
reaktivatory. Nejrychlejsi dealkylaci vykazuje inhibice somanem, fadové v nékolika
minutach, polocas dealkylace sarinem inhibované AChE se pohybuje v rozmezi 10

hodin, a u inhibice AChE latkou VX byla pozorovana dealkylace do 24 hodin [35, 36].

Struktura oximového reaktivatoru determinuje jeho schopnost Uspésné reaktivovat
AChE. Doposud neexistuje zadny reaktivator, ktery by dokézal spolehlivé obnovit
aktivitu AChE inhibovanou v§emi typy NPL [71].

3.2.3 Nové trendy

Nedavny vyzkum, sméfujici k novym reaktivatorim, byl vénovan pievazné
sloucenindm na bazi oximu, které méli za kol pfekonat n€které vyznamné reaktivatory.
V soucasné dobé pouzivané oximy maji totiz n€kolik nevyhod jako je relativné vysoka
vnitini toxicita, neschopnost, v dusledku trvalého naboje, pronikat pies HEB
k reaktivaci AChE v CNS, a také neschopnost uc¢inné reaktivovat vSechny typy NPL
zpisobujici inhibici AChE. VSechny tyto problémy byly a jsou feSeny vyzkumnymi
laboratofemi po celém svété, doposud ale bylo dosazenou pouze omezeného uspéchu

[71].

Jednim z hlavnich feSeni, jak docilit zvySené permeability reaktivatoru pres HEB,
jenalezeni a syntéza tzv. neiontovych oximovych reaktivatori, avSak zatim

bylo zaznamendno jen n¢kolik malo uspesnych pokust [71].
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Nenabité oximy vykazuji, ve srovnani s jinymi komerc¢né dostupnymi reaktivatory
vys$i lipofilitu, diky které jsou schopny piekonat HEB. Na druhou stranu, jako lipofilni
latky maji nizkou rozpustnost v hydrofilnich roztocich, proto znesnaduji
intramuskuldrni a intravenozni podani a v disledku absence naboje je reaktivacni
uc¢innost jejich oximové skupiny znacné snizend. Nicméné ucinnost nenabitych
oximovych reaktivatord 1ze zachovat napft. substituci jejich funkénich skupin [62, 71,

72]

Prvnimi nekvartérnimi reaktivatory, které se dostaly do povédomi predevsim diky
svoji  schopnosti  ptekonat HEB, byly monoisonitrosoaceton (MINA)
a diacetylmonooxim (DAM). Ac¢koliv MINA 1 DAM vykazuji lepsi distribuci do CNS,
je jejich reaktivacni i¢innost ve srovnani s 2-PAM a dal$imi kvartérnimi oximy nizsi
[73, 74]. Dalsim priikladem reaktivatoru nesouci nenabitou oximovou skupinu
je prolécivo 2-PAM tzv. Pro-2-PAM, které se po prekonani HEB oxiduje na U¢inny
kvartérni oxim. I kdyz se ukazal jako pomérné G€inny reaktivator somanem inhibované
AChE u testovanych morcat, ve srovnani s bézné pouzivanym 2-PAM je jeho pouziti

limitovano obtiznou syntézou a omezenou stabilitou v disledku autooxidace [75, 76].

Kalisiak a spol. navrhli skupinu reaktivatord, obsahujici kromé& oximové skupiny
také amidinovy zbytek, podle kter¢ho dostali tyto sloueniny oznaceni amidin-oximy.
Amidinova skupina poskytuje této skupin€ reaktivatori pseudopozitivni néaboj,
napodobujici kvartérni centrum pyridinovych oximi a zéroven také zvySuje vazebnou
afinitu k inhibované AChE [77-79]. In vivo studie ukazuji schopnost amidin-oximu
chranit mozek mysi intoxikovanych sarinem a somanem [78, 80]. Mercey a spol.
syntetizovali reaktivatory s oximovou skupinou navdzanou na 6,7-dimethoxy-1-fenyl-
1,2,3,4-tetrahydroisochinolinovém jadru, diky kterému se tyto slouceniny vazi
do periferniho mista inhibované AChE. Plati, Ze vazba do periferniho mista vyznamné

zvysuje vazbu reaktivatoru na inaktivovanou AChE [81].

Reaktivace AChE zprostfedkovanéa oximem je obecné limitovana opétovnou inhibici
jiz reaktivované AChE zbytkovymi NPL, které cirkuluji v krevnim fegisti. ReSenim
tohoto problémii je koncepce tzv. bioscavengerti. Jednd se o molekuly,
které jsou schopné zachytit nezreagované molekuly NPL v krvi
a degradovat je. Diky tomu zabranuji, aby se NPL vazaly na centralni nebo periferni

AChE [82, 83].
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Novym trendem v oblasti reaktivace AChE v CNS je také vyuziti nanocastic
s navazanymi oximy. Yang a spol. vyuzili oxim HI-6 zachyceny v nanocasticich oxidu
kfemicitého, aby obnovili centrdlni AChE u mysi a zabranili tak poskozeni mozku

vyvolaného sarinem [84].

Ackoliv bylo syntetizovano nékolik slibnych reaktivatord schopnych obnovit
aktivitu AChE v mozku, zadny z nich nebyl déle rozvijen. Divodem byla ¢asto nizka
reaktivacni Uc¢innost nebo vyrazné toxicita [75]. Proto je snaha najit zcela novou

alternativni tfidu sloucenin, které by byly schopné reaktivovat inhibovanou AChE.
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3.3 LDso

LDso ptedstavuje davku, ktera po jednorazovém podani usmrti 50 % pokusnych
zvitat [85]. Obvykle se vyjadiuje v mg/kg t€lesné hmotnosti a vyuziva se ke stanoveni

akutni toxicity a k vzajemnému porovnavani stupné toxicity sledovanych latek [86].

Hodnota LDso je zna¢né variabilni a zavislda na experimentalnich podminkach
jako je pohlavi zvifat, jejich veék, druh arod, poptipadé ro¢ni obdobi, ve kterém

byla zkouska provedena [86].

Zkouska by se méla provadét minimalné na dvou druzich zdravych dospélych zvitat,
a to u obou pohlavi, pfi€emZ mysi a potkani jsou k tomuto tcelu pouzivany nejcastéji.
Pocet zvifat se obvykle v jedné pokusné skupiné pohybuje v rozmezi 5 az 10. Volba
zpusobu podani zavisi na vlastnostech testované latky i na ucelu testovani. V rutinnich
testech se pouzivaji tfi zplisoby podani, které¢ stimuluji tfi nejbézné&jsi cesty vstupu
toxickych latek do organismu: peroralni, transdermdlni a inhala¢ni podani. Pro testovani
toxicity 1éCiv se vyuziva injekEnich zplsobu aplikace: intravendzni (injekce do Zily),
intramuskularni (injekce do svalu), intraperitonealni (injekce do bfisni dutiny)
a subkutanni (injekce pod kiizi) [85]. Latka se skupiné laboratornich zvifat aplikuje
jednorazove s pouzitim nékolika rostoucich davek, tak aby pfi nejnizsi ddvce uhynulo
10 % zvifat a pfi nejvyssi 90 % zvifat ve skupiné. V pribéhu testu se registruje pocet
uhynulych zvifat v zavislosti na ddvce testované latky. U zvifat, kterd piezila,
se podobu 14 dni sleduje zdravotni stav, zahrnujici zménu chovani a zmény
ve fyziologickych funkcich, protoze nékteré latky mohou plisobit aZ po pomérné dlouhé
dobé& latence. Po ukonceni pokusu jsou vSechna zvifata utracena a podrobena pitvé.
Podle procenta uhynulych zvifat ve vztahu k davce se vypocte LDso [85, 86].

Extrapolace vysledkt hodnot LDsg ze zvitat na ¢lovéka ma jen omezenu platnost [87].
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Nasledujici tabulka €. 6 klasifikuje toxické latky podle velikosti LDso.

chemicka latka LDso
Supertoxicka 5 mg.kg! a méng
extrémné toxicka 5-50 mg.kg™!
vysoce toxické 50-500 mg.kg!
stfedné toxicka 0,5-5 gkg!
malo toxicka 5-15 g.kg!

Tabulka 6 Klasifikace toxickych latek podle LDs
Zdroj: [3]

3.4 MTD

Maximalni tolerovana davka je Iékopisem stanovena jako davka, ktera jesté nevyvola
toxické ptiznaky [87]. Voli se na zakladé¢ vysledkli subchronického experimentu,
ktery slouzi ke zjisténi davkové zavislosti pti opakované expozici Skodlivymi latkami

[85].

V subchronickém testovani se pracuje s 10 az 20 zvitaty obou pohlavi pro kazdou
davkovou hladinu, pfiemz v praxi se vyuziva min. tfi ddvkovacich hladin a jedna
skupina zvifat, tzv. kontrolni skupina, z0stdvd neexponovana. V pfipadé,
Ze se experimentalni latka podava testovaci skupiné zvifat v néjakém rozpoustédle,
je dalezité, aby kontrolni skupin€ bylo toto rozpousStédlo rovnéz podano, ovSem
bez rozpusténé testované latky. B&hem experimentu se zvifatim, a to kontrolni
1 testovaci skupiné, méfi zvolené biochemické parametry, napf. parametry krevniho
obrazu, aktivita enzymil v plazmé ¢i v séru, DNA adukty aj. Po skonceni pokusu
se vSechna zvifata utrati a histopatologicky se vySetfi. Vysledkem subchronickych
zkousek jsou hodnoty NOAEL (nejvyssi davka léCiva, pii které nebyl pozorovan

cv v

ucinek) [85].
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4 Cil
Cilem této prace je srovnani U¢innosti reaktivace standardniho reaktivatoru HI-6
ve dvou riznych davkéch (5 % LDsoa 100 % MTD) po intramuskularnim podani jedné

LDso sarinu laboratorni mysi Balb/C na zakladé¢ naméfené aktivity AChE v krvi

a v mozku.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Princip metody

Ke stanoveni aktivity AChE byla pouzita standardni Ellmanova metoda
modifikovana dle Bajgara. Princip této metody spociva v hydrolyze acetylthiocholinu
za vzniku kyseliny octové a thiocholinu, ktery nasledné reaguje s ptidavkem 5,5°-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Béhem této interakce dochazi k rozstépeni
sulfidického miistku v molekule DTNB a k vazb¢ thiocholinu na jednu vzniklou SH-
(thiolovou) skupinu za soucasného uvolnéni 5-thio-2-nitrobenzoového aniontu (TNB").
Vznikly TNB", podléhajici konjugaci dvojnych vazeb, je v poslednim kroku detekovan
spektrofotometricky pti vinové délce 412 nm pro mozek, a pii 436 nm pro krev,
tak aby nedochézelo k vyraznym interferencim s hemoglobinem [88, 89]. Nasledujici

obrazky €. 4, 5 a 6 schematicky zndzoriiuji princip Ellmanovy metody.

R‘+/\\"‘v"s - - - D -
acetylcholinesterasa -
N M y - \g

AN
O
acetylthiocholin kyselina octova
_|_
Rﬁ.-—”’“vs_
AN
thiocholin

Obrazek 4 Rozstépeni acetylthiocholinu AChE na kyselinu octovou a thiocholin.
Zdroj: [88]
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Obrazek 5 Rozstépeni S-S miistku a vazba thiocholinu na DTNB.
Zdroj: [88]
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Obrazek 6 Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 2-merkapto-2-nitrobenzoove.
Zdroj: [88]
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5.2 Priprava zakladnich roztoku

5.2.1 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB)
0,1 g DTNB bylo rozpusténo ve 100,0 ml 0,1 M Tris pufru. Roztok DTNB
je na svétle nestaly, a proto byl pfipraveny vzdy v Case potieby a béhem pokusu

byl uchovavan ve sklenéné bance obalené alobalem.

5.2.2 Acetylthiocholin jodid (ATChJ)

0,029 g ATChJ bylo rozpusténo v 10,0 ml destilované vody, ¢imz vznikl zasobni
roztok ATChJ, ktery byl nasledné rozpipetovan po 1 ml do ependorfek a uchovavan
v mrazdku pii teploté¢ -12°C. RozmraZeny 1,0 ml 10,0 mmol ATChJ byl natedény

do 10,0 ml destilovanou vodou.

523 Tris 0,1 M
Zasobni roztok Tris 0,1 M byl piipraven rozpuSténim 24,2 g 1,1,1-tris-
hydroxymethyl-aminomethanu, pfiblizné, v 900,0 ml destilované vody. Pomoci pH
metru bylo nejprve zkontrolovdno pH vzniklého roztoku a nésledné bylo toto pH
upraveno pomoci piidavku kyseliny chlorovodikové (HCI) na hodnotu 7,6. Objem
roztoku byl doplnén destilovanou vodou na objem 1000,0 ml a skladovan ve sklenéné

lahvi pfi teploté 4°C.

5.2.4 Tris 0,02 M
Zasobni roztok Tris 0,02 M byl piipraven ziedénim roztoku Tris 0,1 M. 100,0 ml
0,1 M Tris pufru bylo doplnéno do 450,0 ml destilovanou vodou. Pomoci pH metru
bylo zméteno a upraveno pH roztoku na 7,6 a roztok byl doplnén destilovanou vodou

do 500,0 ml.

5.2.5 Cystein chlorid

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 0,03152 g cystein chloridu ve 200,0 ml

destilované vody.
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5.3 Chemikalie

Sarin o Cistoté 94 % byl ziskdn z Vojenského technického tstavu v Brné€. Zasobni
roztok sarinu (Img/ml) byl pfipraven v 1,2-propandiolu. Latka HI-6 byla syntetizovana
na katedfe toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi a jeji
Cistota, stanovena pomoci HPLC techniky s UV detekci, byla 97 %. VSechny ostatni
chemikalie byly ziskany komercéné od firmy Sigma-Aldrich, USA.

5.4 Pristroje a pomicky
Zkumavky Safe-Lock (Eppendorf)
Spi¢ky (Brand Wertheim)
Pipeta krokovaci Handy Step electronic (Brand Wertheim)
Vortex Lab Dancer (IKA Staufen, Germany)
Viéhy (Mettler Toledo, USA)
Spektrofotometr Helios Alpha (Thermofisher Scientific, USA)
Homogenizator DI-25 Basic (IKA Werke, Némecko)
Microsoft Excel software (Redmont, WA, USA)
GraphPad Prism verze 6 pro Windows (GrapPad Software, San Diego, CA, USA)

5.5 Zvirata

Experiment byl provadén na mysSich BALB/c (6 az 8 tydna; 21 az 25 g télesné
hmotnosti) zakoupenych u firmy Velaz (Praha, Ceska republika). Zvifata byla chovana
v prostiedi fizen¢ho hospodafstvi s pfistupem ke standardni stravé pro hlodavce (Cerea
Corp., Praha) a vody ad libittum. Mysi byly rozd€leny do 10 experimentalnich skupin
po 6 zvifatech (viz tabulka €. 7). Doba aklimatizace pied experimentadlnimi postupy
byla nejméné 10 dnii a vSechny slou€eniny byly podavany i.m. ve standardizovaném
objemu 1 ml/kg. Vyuziti zvifat bylo schvaleno Etickou komisi Fakulty vojenského
zdravotnictvi CR. Personal manipulujici s pokusnymi zvifaty ziskal osvéd&eni
o zpusobilosti pracovat s laboratornimi zvifaty podle § 17odst. 1 zadkona €. 207/2004

Sb., o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvitat.
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5.6 Pribéh experimentu

Nejprve byla hodnocena akutni toxicita reaktivatoru HI-6 stanovenim MTD u mysi,
které byly nahodné rozd€leny do experimentalnich skupin slozenych ze dvou samct
advou samic. MySim byla im. aplikovana davka reaktivatoru HI-6. Tyto mysi
byly pozorovany na projevy toxicity béhem prvnich dvou hodin a poté pravidelné po 48
hodinach. Pozorované symptomy jako tfes, slinéni, polehavani zvifete
byly zaznamenany. Nasledn¢ byla ur¢ena hodnota MTD. VSechna zvifata, ktera prezila

48 hodin, byla usmrcena pomoci CO2 a podrobena zakladni makroskopické nekropsii.

Po stanoveni MTD byla posuzovana ucinnost reaktivace oximu HI-6 sarinem
inhibované AChE. MyS$i byly rozdéleny do 10 experimentilnich skupin,
které znazornuje nasledujici tabulka ¢.7. HI-6 byla podévana bud’ ve stanovené davce
100 % MTD (160 mg/kg) nebo v davce 5 % LDso (33,5 mg/kg) a to samostatné
nebo v kombinaci s atropinem 1 minutu po intoxikaci sarinem. Mysi byly eutanazovany
CO2 po 60 minutach od aplikace latek a z usmrcenych zvitat byla punkci srdce odebrana
srazliva krev do jednordazové plastové ependortky, obsahujici heparin, a nasledné
byl odebran i mozek pro stanoveni aktivity AChE.

Tabulka 7 Rozdéleni mysi Balb/c do experimentalnich skupin.

skupina latka
1 fyziologicky roztok
2 fyziologicky roztok + atropin
3 sarin
4 sarin + atropin
5 HI-6 100 % MTD
6 HI-6 5 % LDso
7 sarin + HI-6 100 % MTD
8 sarin + HI-6 5 % LDso
9 sarin + atropin + HI-6 100 % MTD
10 sarin + atropin + HI-6 5 % LDso

LDsostredni smrina davka, MTD maximalni tolerovana davka
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5.7 Sestrojeni kalibracni zavislosti

Abychom eliminovali nepfesnosti, které mohou vzniknout v preanalytické casti,
a mohli tak zajistit maximalni pfesnost daného méfeni, bylo potieba, pted zahajenim

samotné¢ho méfeni aktivity AChE, provést kalibraci pfistroje.

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim zasobniho roztoku cysteinu

podle nasledujiciho postupu:

e 995 ul H2O + 5 pl cysteinu,

e 500 pl H2O + 500 pl z predchozi ependortky,
e 500 pl H2O + 500 pl z predchozi ependortky,
e 500 pl H2O + 500 pl z predchozi ependorfky.

Vsechny kalibra¢ni roztoky byly fadn¢ promichany.

Pro vykresleni bodu [0,0] na grafu kalibra¢ni zavislosti bylo do dvou kyvet
napipetovano 1,7 ml roztoku DTNB a 300 pl vody. Obsah kyvet byl promichan a kyvety
byly nasledné vlozeny do spektrofotometru, kde byla métena jejich hodnota absorbance
pt vlnové délce 436 nm. Dalsi body na kalibra¢ni kiivce byly ziskany méfenim smési,
obsahujici 1,7 ml DTNB, 100 pl vody a 200 pl daného kalibra¢niho roztoku cysteinu,

za stejnych vychozich podminek.

Vsechny body kalibracni zavislosti byly méfeny dvakrat a v grafech byly vyneseny
pramérné hodnoty zmétfenych absorbanci odpovidajici jednotlivym koncentracim
kalibraéni tady cysteinu. Vyslednd kalibracni piimka byla postupné sestrojena

spektrofotometrem béhem méteni kalibracnich roztokl cysteinu.
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5.8 Postup stanoveni aktivity inhibitori AChE

5.8.1 V krvi

Odebrany vzorek heparinizované krve byl nejprve promichdn a do zkumavky
s obsahem 1,9 ml Tris 0,02 M z n&j bylo odebrano 100 pl. Zkumavka se nechala stat,
dokud nedoslo k mirnému projasnéni, zptsoben¢ho hemolyzou cervenych krvinek. Poté
bylo do kyvety napipetovano 1,7 ml DTNB, 100 pl pfipraveného hemolyzatu a cela
reakce byla odstartovana piiddnim 200 ul ATCh. Obsah kyvety byl promichan a kyveta
byla vlozena do spektrofotometru, kde byla zméfena ptislusna absorbance pti vilnové
délce 436 nm po dobu 5 minut (4 minuty stani, 1 minuta méfeni). Kazdy vzorek

byl méfen dvakrat za stalé laboratorni teploty (25 °C).

5.8.2 V mozku
Usmrcenym zvifatim byly kompletné odebrany mozky, které se umistily na Petriho
misky na zéklad¢ skupinového rozdéleni (viz. tabulka ¢.7). Vzorky byly nésledné

uchovavany pfi teploté -20 °C.

V den méfeni byla nejprve ur¢ena hmotnost daného mozku. Vzorek byl v poméru
1:9 nafedén 0,02 M Tris pufrem a poté bylo vSe pomoci homogenizatoru
homogenizovano. Dale se postupovalo stejné jako u krve, do kyvety bylo napipetovano
1,7 ml DTNB, 100 pl pfipraveného homogenizatu a 200 pl ATCh. Kyveta
byla promichédna a vloZena do spektrofotometru, kde se zméfila pfislusna absorbance
pii vinové délce 412 nm po dobu 3 minut (2 minuty stani, 1 minuta méfeni). Opct

byl kazdy vzorek méfen dvakrat.
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6 Vysledky

6.1 Zpracovani experimentalnich dat

Aktivita AChE, vyjadiena jako pkat/L nebo pkat/kg, byla odvozena od hodnoty
absorbance ziskané pomoci kalibracni kiivky, ktera byla zhotovend pomoci kalibracnich
roztokll cysteinu. Kontrolni hodnota aktivity AChE byla ziskdana od mysi, kterym
byl podavan pouze fyziologicky roztok. Procento reaktivace bylo vypocteno z hodnot

aktivity AChE pomoci nasledujiciho vzorce.

Vo — Vi

0 i

%R=<1— )*100

Rovnice 1 Vypocet procenta reaktivace inhibvané AChE.
Vo pitvodni vzorek (kontrola)
V. reaktivovany vzorek
Viinhibovany vzorek (sarin)

Vysledky jsou uvadény jako primér + smérodatnd odchylka (SD). Rozdily
mezi skupinami byly hodnoceny jednosmérnym testem ANOVA na trovni
spolehlivosti P < 0,05. Ke zpracovani dat byl pouzit software Microsoft Excel
(Redmont, WA, USA) a GraphPad Prism verze 6 pro Windows (GrapPad Software,
San Diego, CA, USA).

6.2 Experimentalni data

S vyuzitim Ellmanovy metody byla testovdna ucinnost reaktivace standardniho
reaktivatoru HI-6 ve dvou riznych davkach — 5 % LDspa 100 % MTD. Nasledujici
tabulky (tabulka €.8 a tabulka €. 9) ukazuji aktivity AChE v krvi a v mozku. Z vysledka
vyplyva, Ze obé podané davky byly schopné vyznamné reaktivovat sarinem inhibovanou
AChE v krvi1 v mozku, pfi¢emz v plazmé nebyl mezi obéma davkami patrny vyznamny
rozdil v t¢innosti reaktivace. Naproti tomu v mozku byla reaktivacni G€innost davky

100 % MTD téméf tiikrat vyssi v porovnani s bézné pouzivanou davkou 5 % LDso.
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Tabulka 8 Aktivita AChE v krvi.

1écba aktivita AChE znamky intoxikace
(ukat/L nebo
pkat/kg)
fyziologicky roztok 22,5+29 zadné
fyziologicky roztok + atropin 245+1,9 zadné
sarin 2,55+ 1,41 +++
sarin + atropin 3,54 +0,75 ++
HI-6 100 % MTD 26,8 +3,2 +
HI-6 5 % LDso 26,8 +2,8 zadné
sarin + HI-6 100 % MTD 27,1+ 1,38 ++
sarin + HI-6 5 % LDso 25,5+23% +++
sarin + atropin + HI-6 100 % MTD 27.4+23" 7adné
sarin + atropin + HI-6 5 % LDso 25,5+23" +

Kde: Vysledky jsou uvedeny jako priimer + SD.

LDsg stiredni smrtna davka

MTD maximalni tolerovana davka

+++ pasivni chovani, tonické/klonicke krece, slzeni, slinéni

++ pomala reakce, spontanni vokalizace, hypo/hyper ventilace, tézky ties

+ prerusovany tres, rychlejsi nebo pomalejsi ventilace
Sjednosmerna ANOVA vs. fyziologicky roztok + sarin (P <0,05)
" jednosmérna ANOVA vs. fyziologicky roztok + sarin a atropin (P <0,05)
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Tabulka 9 Aktivita AChE v mozku.

1écba aktivita AChE znamky intoxikace
(ukat/L nebo
pkat/kg)
fyziologicky roztok 98,2+29 zadné
fyziologicky roztok + atropin 97,5+4,2 zadné
sarin 14,0+ 1,7 -+
sarin + atropin 12,1 £2,4 ++
HI-6 100 % MTD 100 +2 +
HI-6 5 % LDso 96,3 +3,1 zadné
sarin + HI-6 100 % MTD 75,3 +7,8% ++
sarin + HI-6 5 % LDso 35,0+ 5,18 +++
sarin + atropin + HI-6 100 % MTD 749 + 42 74dné
sarin + atropin + HI-6 5 % LDsy 33,2+5,1" +

Kde: Vysledky jsou uvedeny jako priimer + SD.

LDsg stiredni smrtna davka

MTD maximalni tolerovana davka

+++ pasivni chovani, tonické/klonické krece, slzeni, slinéni

++ pomala reakce, spontanni vokalizace, hypo/hyper ventilace, tézky ties

+ prerusovany tres, rychlejsi nebo pomalejsi ventilace

Sjednosmerna ANOVA vs. fyziologicky roztok + sarin (P <0,05)

" jednosmeérna ANOVA vs. fyziologicky roztok + sarin a atropin (P <0,05)
Jednosmérna ANOVA vs. sarin + HI-6 5 % LDs
"jednosmérna ANOVA vs. sarin + atropine + HI-6 5 % LDs,
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7 Diskuse

NPL mohou zpisobit, v disledku nadmérné stimulace cholinergnich receptord,
poskozeni CNS nasledované smrti intoxikovaného organismu. Umyslné pouZiti NPL
proti civilnimu obyvatelstvu proto pfedstavuje vyznamnou zdravotni hrozbu, coz
také potvrzuji nedavné ttoky na nevlastniho bratra severokorejského viidce Kim Cong-
una nebo na ruského Spiona Sergeje Skripala [18, 19]. Z tohoto diivodu jsou vyvijeny
latky, obecné feCeno oximy, které jsou schopné inhibici AChE zvréatit a eliminovat

toxické ptiznaky.

Je znamo, ze kvartérni oximy mohou indukovat cholinergni toxické ptiznaky
jako jsou napft. slinéni, dusnost nebo zaSkuby [90]. Ve vétsi koncentraci mohou

vyvinutych reaktivator velmi dilezité pro jeho dalsi preklinicky a klinicky vyvoj.

Akutni toxicita dané slouceniny je obvykle vyjadiena jako davka LDso a z tohoto
parametru byva nasledné casto odvozena davka terapeutickd (Casto uzivané hodnoty
jsou 5 % LDso nebo 20 % LDso). Posledni dobou je vSak snaha nahradit hodnoty LDso
jinymi parametry akutni toxicity. Dtvodl, pro¢ tomu tak je, je spousta. V prvé fadé
je snaha podpofit zasadu 3R (z angl. restriction, replacement, refinement) pro eticté;si
pouziti zvifat pifi jejich testovani. Cilem je nahradit metody vyuZivajici zvifata
ve vyzkumu, snizit pocet vyuzivanych zvifat a vyuzivat metody, které zmiriuji
nebo minimalizuji potenciondlni bolest a utrpéni zvifete. Dalsim divodem je fakt,
Ze bézn€ uzivany parametr LDso by mohl vyrazné podcenit terapeutickou davku
vzhledem k sigmoidalni povaze kiivky davka — odezva. Z vySe zminénych divodi
byl zaveden parametr MTD jako neletalni metoda, kterd pfipousti mirné az stfedné

toxické ucinky, ale zaroven snizuje pocet testovanych zvifat.

Cil této prace byl zaméfen na pozorovani schopnosti dvou riznych davek rutinné
uzivaného oximu HI-6 (100 % MTD -160 mg/kg a 5 % LDso — 33,5 mg/kg) reaktivovat
sarinem inhibovanou AChE v krvi a v mozku u BALB/c outbrednich mysi. Oxim HI-6
je dobfe znamym reaktivatorem, ktery prokdzal Zivot zachranujici ucinek [91].
ze vSech doposud nasyntetizovanych sloucenin Avsak i pies jeho Siroké spektrum

vyuziti neni schopen reaktivovat AChE inhibovanou tabunem a organofosfatovymi
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pesticidy [92]. Divodem vysoké terapeutické ucinnosti HI-6 je také, kromé tspésné
reaktivace somanem inhibované AChE, jeho pfimy antimuskarinovy a antinikotinovy

ucinek, kterym eliminuje nadmérnou stimulaci cholinergnich receptorti [93].

V mnoha experimentech in vivo se reaktivatory aplikuji v ddvce LDso, a to nejcastéji
ve frakcich 5 % LDso nebo 20 % LDso [94, 95]. Zatimco v této praci bylo zkoumano,
zda by zvySeni davky oximu, pouzitim davky 100 % MTD, mohlo vést k lepSim
vysledkim reaktivace AChE a ke snizeni znamek intoxikace. Také byla ovéfena
aktualni koncentrace oximu HI-6 ve zvifeci plazmé¢ a mozku po aplikaci dvou riznych
davek 100 % MTD (160 mg/kg) a 5 % LDso (33,5 mg/kg). Po i.m. podavani 160 mg/kg
HI-6, dosahla koncentrace v plazmé ~ 500 uM/ml za 20 minut a 10x nizsi koncentrace
za 60 minut. U mysiho mozku dosahla koncentrace 12 uM/kg za 20 minut a snizila
sena25 % pifi 60 minutdich. Za Casovy interval, kdy by koncentrace HI-6 m¢la
dosédhnout maxima, podle pfedchozich vysledki, byl stanoven ¢asovy tsek 20 minut
[74]. Ziskané vysledky ukdzaly, Ze permeace oximu HI-6 pies HEB je pii této dévce
priblizn¢ 2 %, zatimco Karasova a spol. uvadéli pouze 0,7 % HI-6 v mozku krysy
po podani 39 mg/kg [96]. Vyssi koncentrace v CNS je nésledovana i vyssi reaktivaci
AChE. Vyse zminéné vysledky, tykajici se hladin HI-6 v plazm¢ a v mozku, budou
teprve publikovany ve studii pod zastitou KTOX FVZ UO. Studie bude zpracovana

skupinou Hepnarova a spol.

Obé¢ aplikované davky byly schopné vyznamné reaktivovat sarinem inhibovanou
AChE v krvi 1 v mozku. Podle o€ekavani, byla reaktivacni ti€¢innost oximu HI-6 vyssi
v plazmé, kde ob¢ davky zcela obnovily aktivitu sarinem inhibované AChE. V plazmé¢
nebyl signifikantni rozdil v i€innosti reaktivace mezi davkami 5 % LDsp a 100 % MTD.
Naopak v mozku byl rozdil v aktivit¢ AChE mezi skupinou lé¢enou 100 % MTD a 5 %

LDso témét 50 %. Ziskana data jsou uvedena v tabulkach €. 8. a €. 9.

Kromé toho byly mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami pozorovany
vyznamné rozdily ve znadmkach intoxikace. Zvifata v obou kontrolnich skupinich
(fyziologicky roztok/ fyziologicky roztok + atropin) a zvifata, kterd dostavala 5 % LDso
HI-6, nevykazovala Zadné znamky intoxikace. Naopak skupina, které byl aplikovan
znamky intoxikace byly zjiStény (kromé kontrolni skupiny se sarinem) ve skupiné

1é¢ené pouze 5 % LDso HI-6. Zajimavé je, Ze sarinova skupina 1éCena atropinem
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vykazovala pouze snizené znamky intoxikace. Mysi lé€ené atropinem a 5 % LDso HI-6
vykazovaly pferusovany ties, zatimco u skupiny lécené atropinem a 100 % MTD HI-6
zcela zmizely cholinergni zndmky intoxikace. Sarinovéa skupina 1é¢ena 100 % MTD HI-
6, ale bez atropinu, byla charakterizovana tézkymi tiesy, pomalou reakci a spontanni
vokalizaci. Z vysledkt je tedy patrné, ze pro ziskdni vyssi Gc¢innosti 1éCby sarinem
intoxikovaného organismu, je zapotiebi pouzit vyssi davky oximu HI-6. Na druhé
strané, pro snizeni zndmek intoxikace je nezbytnd kombinace dané¢ho oximu

s atropinem, diky kterému jsou udrzeny zékladni zivotni funkce.

Doposud nebyla publikovana z4dnd studie podobného designu, kterd by rovnéz
pristupovala k reaktivatoru jako k jakémukoliv jinému lé¢ivu a zkoumala jeho MTD
ve srovnani s LDso. Z tohoto diivodu neni mozné ziskané vysledky porovnat s zadnym
dal$im komer¢né dostupnym reaktivatorem. V soucasnosti vSak na KTOX FVZ UO
v Hradci Krélové probihd studie zaméfend na zkoumdni Gc¢innosti i dalSich zndmych

oximl (LueH-4 a TMD-4) v davkach 100 % MTD a 5 % LDso.

K dostani jsou ale data, kterd umozinuji alespoii orientané porovnat reaktivacni
ucinek oximu HI-6 s jinym standardnim reaktivatorem. Kassa a spol. ve své studii
srovnava ucinnost reaktivace sarinem inhibované AChE in vivo u vybranych
bispyrimidinovych oximi, vcetné oximu HI-6. Mezi aplikovanymi reaktivatory
byl rovnéz LueH-4, podany v ddvce 5 % LDso, ktery je v kombinaci s atropinem jeden
z nejucinngjSich oximua k 1é¢bé intoxikaci zplisobenych organofosfatovymi pesticidy
[97]. Vysledkem studie bylo zvySeni aktivity sarinem inhibované AChE v mozku
orovnych 4,6 %, naproti tomu davka 5 % LDso HI-6, demonstrovand v tomto
experimentu, byla schopna zvysit aktivitu sarinem inhibované AChE v CNS o témét
25 %. Na druhou stranu, vysledky reaktivace sarinem inhibované AChE u 5 % LDso
LueH-4 a 5 % LDso HI-6 v krvi nemohou byt vzajemné porovnany. Diivodem je vyssi
aktivita AChE namétend u skupiny zvifat tohoto pokusu, kterym byl podan HI-6 v davce
5 % LDso s atropinem, nez aktivita AChE kontrolni skupiny (fyziologicky roztok).
Proto nemlze byt vypocteno procento reaktivace pro tuto skupinu, a tudiZz nelze
procenta reaktivace AChE po podani LueH-4 a HI-6 mezi sebou porovnat, jak tomu
bylo u mozku. Vysvétlenim, pro¢ tomu tak je, mize byt fakt, Ze zvife je Zivy material
a obCas reaguje jinak, nez se piredpoklada. Zatimco v této diplomové praci pripada
na jednu experimentalni skupinu 6 zvitat, Kassa a spol, pracoval s vétSim poctem zvifat,

aby se t¢émto odchylkdm vyvaroval [94]. Pokud se tedy vezme v potaz reaktivacni
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uc¢innost obou zminénych reaktivatorit pouze v mozku, lze oxim HI-6 povazovat
za siln¢jsi reaktivator sarinem inhibované AChE nez LueH-4. Tento fakt také potvrzuje
studie zroku 2015, zabyvajici se srovnanim reaktivacni ucinnosti K-oximi

s reaktivatory LueH-4 a HI-6 [98].

Pro 1écbu NPL intoxikaci hraje podstatnou roli spravné a v€asné podani ptislusného
reaktivatoru, stejné tak jako davka, ve které je reaktivator do téla aplikovan. Vyssi davky
téchto sloucenin mohou totiz negativné ptsobit na PNS i CNS a zputsobit tak zdvazné
vedlejsi ucinky 1é¢by. Snahou mnoha védeckych laboratofi je najit takovou slou¢eninu,
ktera bude uspésn¢ reaktivovat vSemi typy NPL inhibovanou AChE a zaroven nebude

pro cloveéka vykazovat vysoky toxicky ucinek.
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8 Zavér
Tato diplomova prace demonstruje experiment, jehoz cilem je porovnani u¢inki

standardniho reaktivatoru HI-6 v davce 100 % MTD a v davce 5 % LDs.

Ob¢ davky oximu HI-6 byly schopné reaktivovat inhibovanou AChE v krvi
1 v mozku. Zatimco v krvi nebyl pfili§ vyrazny rozdil v a¢innosti reaktivace mezi obéma
davkami, tak v mozku byl rozdil v aktivit¢ AChE mezi skupinou lécenou 100 % MTD
a5 % LDso témét 50 %. Z vysledkt je proto patrné, ze pro ziskani vyssi reaktivacni

ucinnosti je zapotrebi aplikovat vyssi davky oximu HI-6.

V nékterych experimentalnich skupinach byl zcela vyloucen atropin, aby se zjistil
vliv HI-6 pii vysSich davkach na cholinergni receptory in vivo. Skupiny zvifat, kterym
byl aplikovan atropin v kombinaci s ddvkou 100 % MTD nebo 5 % LDso HI-6
vykazovaly daleko lepsi ochranu pied intoxikaci sarinem nez skupiny, kterym byl podan
samotny HI-6 bez ohledu na jeho davku. Pro snizeni zndmek intoxikace a pro samotné

pteziti je tedy nezbytné kombinovat pfislusny oxim s atropinem.
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