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Abstrakt
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Konzultant: mjr. PharmDr. Vendula Hepnarova, PhD.

Nazov diplomovej prace: In vivo hodnotenie u€innosti nového reaktivatoru voci tabunu.

Tato Stidia sa zaoberd problematikou nevratnej inhibicie enzymu acetylcholinesteraza
(AChE). Enzym AChE rozkladé neurotransmiter acetylcholin (ACh), ktory zabezpecuje prenos
nervovych impulzov v centralnej nervovej stistave aj na periférii. Organofosfaty (OP) su prave
tie latky, ktoré sposobuju ireverzibilnii blokadu AChE, ¢o vedie k nahromadeniu ACh na
synapsiach a spdsobuje mnoho centralnych, muskarinovych a nikotinovych priznakov az zivot
ohrozujuci stav. Reaktivatory oximove] povahy preukazali zatial najvacsi potencidl pri

vyviazani OP z vazby na AChE.

KedZe reaktivaéné schopnosti doposial’ syntetizovanych oximov stile nie su
dostacujuce, vyskum stale hl'ada nové reaktivatory. Cielom mojej prace bolo otestovat’

reaktivacny potencial jedného z nich, a to oximu K 870.

Metodou pouzitou pri testovani bola kolorimetrickd Ellmanova metdéda modifikovana
podla Bajgara, kde sa aktivita AChE po reaktivacii merala na zdklade absorbancie namerane;j
vo vzorkach mozgov, branic a krvi modelovych organizmov. Ako modelové organizmy sluZzili

potkany.

Experiment poskytuje moznost porovnania schopnosti reaktivacie testovaného
reaktivatora K 870 s pralidoximom (“zlaty Standard*), s atropinom alebo HI- 6. Potkanom bola
podana davka tabunu LDso=200 pg/kg intramuskuldrne. Vysledky jasne ukazuju, Ze
pralidoxim (davka 179 mg/kg) reaktivoval AChE najslabsie zatial’ co u HI-6 (davka 81 mg/kg)



je viditel'nd vyssia aktivita enzymu. Potencialne antidotum K 870 (davka 100 mg/kg) dosiahlo
najvyssiu reaktivaciu enzymu AChE v krvi spomedzi testovanych oximov. V mozgu sa stupen
reaktivacie podobal na schopnost reaktivacie pralidoximu, ¢o znamenda, ze tato latka
pravdepodobne t'azko prestupuje hematoencefalicki bariéru (HEB) a schopnost’ reaktivacie
v mozgu je tym padom vel'mi nizka az nulova. U branice sa po porovnani da povedat’, ze oxim

K 870 je schopny reaktivacie ale oximu HI-6 sa nevyrovna.



Abstract
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Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Natalia Kuzmiakova
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Title of diploma thesis: In vivo evaluation of the efficacy of the novel reactivator against tabun.

This study tackles the problem of irreversible inhibition of acetylcholinesterase (AChE).
This enzyme degrades neurotransmitter acetylcholine (ACh), wich ensures transmisson of
nerve impulses in central nervous system and in periphery. Organophospates (OP) are
substances that cause irreversible blocade of AChE and that susubsequently leads to
accumulation of AChE in synapses and inducing of muscarinic and nicotinic effects for life
threatening condition. Oximic nature reactivators shown to this day the gratest potencial in

inhibiting OP bond with AChE.

Because reactivation abilities of to date synthesided oxime are not sufficient, new
reactivators are being researched. The doal of my work was to test the potencial to reactivate

AChe one of them (precisely oxime K 870).

The method iused was colorimetric Ellman method modified by Bajgar, where the
activity of AChE after reactivation was measured by absorbance in brain, diaphragm and blood

of modeled orgamisms. The orgamisms used were rats.

This experiment provide the posibility of comparison of reactivation capabilities of
K 870 oxime with pralidoxime (,,golden standart), atropine or HI-6. Rats were administered
wiht a dose of tabun LDso = 200 pg/kg intramusculary. Results cleary shows that pralidoxime
(dose 179 mg/kg) reactivated AChE the weakest, where HI-6 (dose 8 1mg/kg) acomplished
higher activity of the enzyme among those tested. The reactivation level in the brain was
similar to that of pralidoxime, which means this compound potentialy rarely passed trough

HEB and therefore reactiovation potencial headed to zero. In the diphragm the oxime K 870
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is sufficient to reactivate receptors but is not as effective as HI-6. Of all this factors arise that

oxime K 870 can to a point reactivate AChE on peripheries.
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1. Uvod

Reaktivatory enzymu AChE poméhaju lieCit otravy spdsobené organofosfatmi.
Mechanizmus ucinku tychto reaktivatorov spociva v odstraneni vizby medzi AChE
a organofosfatom, ktory spdsobuje jej nevratnu inhibiciu. Téma nervovoparalytickych latok
(NPL), ku ktorym organofosfaty patria je vo svete stdle velmi nalichava a ich vyskum tak
naberd na dolezitosti. NPL odStartovali svoje posobenie ako pesticidy a pouzivaju sa tak
dodnes. Vel'mi rychlo sa prislo na ich toxické ucinky, a preto sa v minulosti nejeden krat stali
predmetom zneuzivania. Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) zaznamenala vel'mi vysoké
mnozstvo (cez milion) neumyselnych otrav a viac nez dva miliébny pokusov o samovrazdu
organofosfatmi obsiahnutymi v pesticidoch. AvSak okrem pokusov o samovrazdu
a neumyselnych otrav su v rozvojovych krajindch NPL dodnes vel’kym problémom. PouZzivaju
sa totizZto na otravy umyselné a kvoli obtaznému pristupu k lekérskej starostlivosti tam

zapricinuju okolo 300 000 umrti rocne.

Pomerne lacnd a jednoducha vyroba organofosfatov viedla k myslienke pouzit’ ich ako
zbrane pre teroristické ucely. O naplnenie tejto mySlienky sa postarali v roku 1995 ¢lenovia
japonského kultu Om Sinrikjé, ktori zneuzili sarin a vypustili ho v Tokijskom metre medzi
civilné obyvatel'stvo. Vyziadal si 12 T'udskych obeti a do historie sa zapisal ako 1. pripad

zneuzitia NPL na teroristické Uicely. Obava z takéhoto zneuZitia NPL stale pretrvava.

Dalsim dokazom, ze NPL rozhodne nie su latkami minulosti je nedavny Gtok na
potencialneho severokorejského vodcu Kim Cong-nama, ktory zomrel na letisku v Kuala
Lumpure v roku 2016. V jeho organizme boli n4jdené stopy po latke VX, ktord nepochybne

spada do skupiny organofosfatov.

V roku 2018 bol rusky Spion Sergej Skripal spolocne s dcérou otrdveny latkou zo
skupiny Novicok. Jedna sa o skupinu latok, ktorych zaklad tvori 5-10 x toxickejsi izomér
substancie VX. U tychto latok moze aj po podani reaktivatora dojst’ k fatdlnym nésledkom

otravy. Prejavuju sa rozsiahlou periférnou neuropatiou.

Okrem vysSie zmienovanych prikladov zneuzitia NPL je nutné v neposlednej rade
spomenut’ zneuzitie organofosfatov na vojenské ucely. Svedci o tom vojensky konflikt Iraku

proti Irdnu, kde boli tieto latky v rokoch 1980 - 1988 pouzité ako chemické zbrane, konkrétne
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sarin a tabun. Tieto priklady jasne poukazuju na nutnost’ dalSicho vyskumu reaktivatorov

AChE.

Organofosfaty su stalym a zdvaznym ohrozenim zdravia Sirokej skupiny nielen vojakov
ale aj civilistov. Terapia otrdv sposobenych NPL pozostava z reaktivatorov AChE ¢o su
Specifické antidotd s oximovou funkénou skupinou, z anticholinergnych latok konkrétne z

atropinu a z diazepamu, ktory plni funkciu antikonvulzivne;j latky.

Reaktivatory AChE presli dlhym procesom vyskumov, kde sa z menej ucinnych
monopyridinovych (pralidoxim) zli€enin postupne prislo na omnoho uc¢innejsie bispyridinove
zliceniny (HI-6, LueH-6, K203 atd’.) vhodné k terapii spominanych otrav. Napriek faktu, ze
Ziadne univerzalne antidotum sa nenaslo, snaha vedcov stdle pokracuje a doposial’ uzivané
antidoté sa d’alej zdokonal'uju, konkrétne ich farmakokinetické vlastnosti. Takisto sa pokracuje
aj vo vyskume novych oximov o ¢om sved¢i aj tato diplomova praca s cielom urcit’” aktivitu

nového reaktivatora K 870 voc¢i tabunu.
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2. Teoreticka ¢ast’

2.1 Acetylcholin

Obrazok 1 Struktiira ACh
Zdroj: ChemDraw

Z chemického hladiska je tdto molekula tvorend esterom kyseliny octovej a cholinom
(Obrazok 2). ACh je neurotransmiter, ktory sa nachadza v dreni nadobliciek, nervovosvalove;j
platnicke, pregangliovych neurénoch parasympatiku a sympatiku, na mnohych autonémne
inervovanych organoch ana synapsidch CNS. Molekula ACh je syntetizovand z cholinu
podavaného potravou, ten je acetylovany enzymom cholinacetyltransferaza (ChAT) za
pritomnosti acetylkoenzymu A (Obrdzok 3). Jeho hlavnou ulohou je sprostredkovanie
nervového impulzu. Syntéza ACh prebieha na presynaptickej ¢asti neurénu pomocou enzymu
ChAT. ACh vzniké z uz mieneného cholinu, ktory sa spétne vstrebava do presynaptickej ¢asti
neuronu po degradacii ACh enzymom AChE a z acetyl-CoA. Po prilive nervového vzruchu do
presynaptickej ¢asti neurénu sa ACh uvol'ni do synaptickej Strbiny a viaZe sa na postsynaptické
receptory alebo na spominani AChE umiestnent taktieZ postsynapticky. AChE rozkladom
ACh zabranuje nadmernej stimulécii receptorov, ¢ize tvorbe nadmerného nervového impulzu
na synapsiach a nervovosvalovej platnicke. Ked’Ze ACh sa nachadza vo svalovych vlaknach,
neprimerand tvorba nervového impulzu vedie k svalovym kfc¢om a poruchy spojene s ACh

mozu byt taktiez pri¢inou d’al§ich vaZnych ochoreni (Martinkova et al., 2007).
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Zdroj: (online 10.4.2020)
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2.2 Cholinesterazy (ChE)

ChE, ako aj ostatne enzymy, si polymérne Struktiry zlozené z retazcov aminokyselin.
Vyskytuji sa v organizme a spdsobuju rozklad (hydrolyzu) esterov cholinu. Radia sa medzi
serinové hydrolazy, pretoze v ich aktivnom mieste sa nachddza serin (Ser), prostrednictvom
ktorého sa na enzym uchyti substrat. Do tejto skupiny patria okrem ChE aj karboxylesterazy

a lipazy (Sultatos, 2006).

Kedze sa tieto proteiny nachddzaju okrem iného v krvi, asi pred 90 rokmi bolo
odpozorované, ze ChE plazmy sa 1i8§i od ChE erytrocytov. Na zéklade tohto zistenia boli
rozliSene: AChE (pravd, Specifickd hydroldza) vyskytujuca sa na membrane erytrocytov
a butyrylcholinesteraza (BChE) (pseudocholinesteraza, neSpecifickd hydrolaza) vyskytujica sa
v plazme (Kutty, 1980). AChE je v aminokyselinovom retazci na 54% identicka s BChE
(Korabecny et al., 2014). Tieto enzymy sa liSia rychlost’ou Stiepenia réznych substratov a podla
toho boli aj nazvané. Zatial' co AChE hydrolyzuje prednostne ACh a acetyl beta metylcholin,
BChE je menej Specificka a stiepi ACh, butyrylcholin (BCh), benzylcholin a propionylcholin.
Je to z dovodu usporiadania bo¢nych retazcov aminokyselin v aktivnom mieste enzymu.
Aktivne miesto BChE je priestorovo uspdsobene na vécsie substraty. Zasadny rozdiel medzi
tymito dvoma proteinmi je takisto v ich funkcii. Kdezto hlavna funkcia AChE je zastavenie
nervového impulzu sposobeného ACh, funkcia BChE nie je Gplne znama, predpoklada sa, ze

hra rolu v metabolizme lipidov (Sultatos, 2006).
2.2.1 Acetylcholinesteraza

AChE je protein s molekulovou hmotnostou asi 80 000 Da (Kutty, 1980). Patri medzi
najefektivnejSie enzymy u l'udi. Vyskytuje sa v svaloch a nervoch, motorickych aj senzorickych
nervovych bunkéach centrdlnom a periférnom nervovom systéme, a taktiez v membranach
erytrocytov. 'V motorickych neurénoch je pozorovany vacsi vyskyt AChE nez
v senzorickych (Sussman et al., 1991). Enzym AChE je zndmy svojou schopnostou rozkladat
ACh na cholin a kyselinu octovu a zastavit’ tak Sirenie priliSnych nervovych vzruchov. Protein
je schopny rozstiepit’ az 25 000 molekal ACh za sekundu (Colovi¢, 2013). Miestom vyskytu
tohto enzymu je postsynapticka cCast neurdnu, obaluje ho siet kolagénnych vlaken

a glykosaminoglykanov (Ledvina, 2009).
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2.2.2 Struktiira AChE a proces hydrolyzy ACh

Enzym AChE sa skladd z o/ monomérov. Jednotlivé monoméry obsahuju 537
aminokyselin a pozostavaju zo 14 a- helixovych zavitnic, obklopujucich 12 B-skladanych
listov (Obrazok 1) (Acheampong et al., 2012). Molekula obsahuje obzvlast’ napadnu tzku,
v zéklade sa rozSirujucu aromaticku Strbinu priblizne 18-20 A hlboku, ktora siaha do polovice
tohto enzymu. Nachédza sa tu aktivne miesto vzdialene asi 4 A od dna Strbiny. Okrem
aromatickej Strbiny, sa na bielkovine nachddza aj periférne anionické miesto, ktoré¢ sa uplne
1i8i od Struktary aktivneho miesta. Toto miesto taktieZ interaguje s AChE (Sussman et al.,

1991).

Obrdzok 3 Struktiira AChE
Zdroj: (Hay, 2010)

Kinetické stidie nasvedCuji tomu, Ze aktivne miesto sa skladd z esterovej a anionickej Casti.
Obsahuje vSak aj oxyanionovu cast tvoreni NH peptidickymi skupinami aminokyselin
gylcin'?! (Gly), Gly'?? a alanin®** (Ala). Naprie¢ spominanou aromatickou $trbinou sa tiahne
14 aromatickych kruhov veducich k anionickej €asti aktivneho miesta AChE. Anionicka Cast’
obsahuje bo¢né retazce aromatickych aminokyselin fenylalanin®*> (Phe), Phe?®” a tyrozin®’
(Tyr). Predpoklada sa, ze uvedené aromatické kruhy zodpovedaji za naorientovanie molekuly
substratu ¢ize ACh, do Strbiny k aktivhemu miestu tak, aby bola mozna jeho hydrolyza.

Lokalizaciu ACh sprostredkuju © elektrony aromatickych jadier, ktoré pritahuji kvartérny
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amoniovy kation cholinu a interaguji s nim. Zaroven tak priblizia esterova vazbu k Ser, ktory

203 je sucdastou katalytickej triady spolu s His*’ a Glu*** a ide

zahajuje Stiepenie ACh. Ser
o estericki Cast AChE, kde Ser pdsobi ako nukleofil, histidin (His) ako baza a kyselina
glutamova (Glu) ako kyselina (Zrinka Kovarik, 2003). AChE sa li8i od Ser hydrolaz vyskytom

Glu v katalytickej tridde namiesto aspartatu (Asp) (Sussman et al, 1991).

Cely proces iniciuje Ser, ktory sa sprava ako nukleofil a pomocou kyslika hydroxylovej
skupiny atakuje karboxylovy uhlik ACh, ¢o vedie k rozstiepeniu esterovej vézby za
vzniku acyl-serinu. Vodik uvedenej hydroxylovej skupiny Ser putuje ku His, ktory ho ako baza
prijme a vytvori kation. His katién odovzda vodik zdporne nabitému kysliku Ch. Ch, ktory
vznikol stiepenim ACh sa vracia z postsynaptickej ¢asti neuronu (miesta posobenia AChE) do
presynaptickej Casti neurénu. Nasleduje proces deacylacie acyl-enzymu, v tomto pripade Ser.
Voda pomocou His ako nukleofil, napadne estetickii vdzbu acyl-Ser a procesom podobnym
predchadzajicemu vznikne kyselina octova a enzym v pévodnom stave (Schéma 1) (Wymore,

2014).

(0]
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s Hisgq7
ero3 ~ O Hisyg7

() CH,4 ) o
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® )}\ Hisg47 O St )J\ Hisqs7
R @ Serap3
~
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Schéma 1 Proces hydrolyzy ACh pomocou AChE
Zdroj: ChemDraw

2.2.3 Butyrylcholinesteraza

BChE je glykoprotein s tetramérnou Struktarou a kazda jeho podjednotka je zloZena
z 574 aminokyselin. Okrem Struktarnej podobnosti s AChE ma 28% podobnost’ s hoviddzim
tyroglobulinom. BChE ma takisto $irSie aktivne miesto v porovnani s AChE, ¢o sa vyuZiva aj
pri dokazoch na rozliSenie BChE od AChE (Lockridge, 1987).

Vznik BChE v organizme je pozorovany predovSetkym v peceni a ked’Ze chemicka

aktivita BChE pri poskodeni pecene klesa, analyza aktivity BChE v plazme tak moze byt



smerodajna pri testovani pecenovych funkcii. Nevyhodou tohto testovania vSak moze byt
nizka senzitivita BChE (Saxena, 2006).

Napriek tomu, Ze sa tento enzym zapaja do metabolizmu mnohych latok (prokain,
sukcinylcholin, kokain, heroin...) fyziologickd funkcia BChE nie je tplne znama (Sultatos,
2006). Organizmy s deficitom tohto enzymu dokonca nevykazuji ziadne zndmky nejakych
ochoreni, ¢o je manifestované aj mySami s tzv. knock-outovanym génom pre BChE
(Manoharan, 2007; Li, 2008). Jediné o sa preukazalo bola vicsia citlivost’ na myorelaxancia
prejavujuca sa pretrvavajucou dychovou insuficienciou po ich podani (Yen, 2003).

Specificky fenotyp spdsobeny pritomnostou tzv. alely K sa taktiez javi ako deficit
BChE. Bolo to odpozorované na zéklade nizSej plazmatickej aktivity anizSej afinity
k sukcinylcholinu. Oblast'ou s vysokym percentom vyskytu alely K vo fenotype je oblast
Kavkazu. Od klasickej BChE sa K typ BChE 1isi v nachylnosti na inhibiciu dibukainom. Zatial’
¢o klasicka BChE je na inhibiciu dibukainom nachylna K typ BChE na tato inhibiciu nachylny
nie je (Holmes, 2005; Kallow, 1957).
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2.3 Organofosfaty

Organofostaty (OP) obsahuju vo svojej molekuldrnej Strukture fosfor a po chemickej
stranke sa radia medzi estery ¢i tioly kyseliny fosfore¢nej, amidofosforecnej, fosfonove;j alebo
fosfinovej (Jokanovi¢, 2009). Molekuly OP mézu mat’ staly alebo nestaly charakter. Stale OP
moézu pretrvavat’ v priestore hodiny, dni ¢i roky, zatial' ¢o nestdle sa v prostredi drzia len
niekol’ko sekind alebo minut a potom sa vyparuju do ovzdusia (Pitschmann, 20014). Tieto
latky st znacne toxické a vysoko lipofilné, ¢o im dava moznost' rychlo a Gc¢inne prejst’
bariérami organizmu po¢nic neporusenou koznou bariérou. Vynimkou nie je ani
hematoencefalicka bariéra, ktora taktiez prepusta tieto nebezpecne toxické latky na miesto ich
posobenia, ktoré je okrem iného aj centrdlna nervova sustava (CNS) v mozgu. Cesta vstupu OP
moze byt rdzna, mozu byt vstrebané zmienenou neporusenou koznou bariérou, taktiez mézu
byt vdychnuté alebo perordlne podané. Centrum ich pdsobenia sa nachddza v nervovych
tkanivach, kde sa zhromazd'uju a viazu sa kovalentnou vézbou na zmieneny enzym AChE, ¢im
spdsobia jeho inhibiciu. Ak neddjde k okamzitej hydrolyze tejto vznika toxicky stav pretoze
AChE po inhibicii nie je schopna nad’alej spifiat’ svoju fyziologicki funkciu a to vedie k tzv.

cholinergnému syndrému (Bajgar, 2004).
2.3.1 Historia OP

Latky tohto typu boli objavene a popisane prave vd’aka ich insekticidnym tc¢inkom, no
neskor sa v8ak priSlo aj na ich iné vlastnosti a to toxické. Po tomto zisteni bolo jasne, Ze nie
vSetky OP st vhodne na ochranu potravin pred Skodcami kvoli spominanym toxickym t¢inkom
na ¢loveka. AvSak OP naSli svoje uplatnenie vo vojenskom priemysle ako chemické zbrane
(ChZ) hromadného niCenia. Samozrejme tie stale (menej tekavé) aby zabranili nepriatel'skym

jednotkdm v potupe k d’alSiemu tzemiu (Pitschmann, 20014).

Cely vyskum OP zacal v Nemecku, v 30. rokoch 20. storo¢ia, konkrétne v laboratoriu
IG Farben pod vedenim chemika Gerharda Schridera. Tento vyskum sa vSak zaoberal
pripravou novych insekticidov z radov organickych zluc¢enin fosforu a fluorofosforu. Ako je uz
vyssie vylicené, po zisteni toxickych uc¢inkov OP na ¢loveka sa z povodne insekticidnych latok
stali ChZ to aj z dovodu bliziacej sa 2. svetovej vojny (Cabal, 1999). Datum 23.12.1936 sa
povazuje za datum pripravy prvého OP so zamerom vojenského vyuzitia. Zmienenou
zlaCeninou bola tzv. G latka skdédom GA asnazvom tabun. V rokoch 1942-1945,

¢ize pocas 2. svetovej vojny bolo v Nemecku preukazanych 30 000 ton vyrobeného tabunu.
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Tento tabun vsak nebol vo vojne vyuzity. V syntéze latok tejto povahy sa pokracovalo, ¢o
dokazuje vznik sarinu. Tento ndzov vyplyva z mien jeho tvorcov. Vyskum tabunu a sarinu
viedol k vynajdeniu analdgiu sarinu ato k somanu. ZvySend syntéza tohto analdégu bola
odpozorovana takisto pocas 2. svetovej vojny opit’ Nemeckom (Bajgar, 2006; Pitschmann,

2003; Klement, 2011) .

Napriek vel'kym zasobam sa pocas 2. svetovej vojny tieto latky vo vojnovom konflikte
neuplatnili. Svoje uplatnenie vSak nasli neskor v konflikte medzi Iranom a Irakom (80. roky
20. storoc¢ia), menovite sarin a tabun (Marrs et al., 2007). Neskor boli expozicii vystaveni
cestujuci v metre pocas teroristické¢ho utoku v Japonskom meste Tokio (90. roky 20. storocia).
K utokom bol pouzity sarin a vyziadal si 12 'udskych obeti a 5 500 zranenych (Pletcher, 2010).
Jednym z d’alSich z pouziti OP bola obcianska vojna v Syrii. Tieto latky, konkrétne sarin, boli
nezakonne zneuzité a vyziadali si 1729 l'udskych zivotov (Enserink, 2013; Rosman et al.,
2014). Napriek prisnym legislativnym zdkazom zneuzivania tychto latok, sa vo svete nad’alej
vyskytuju udalosti spojené¢ s OP, comu nasved¢uju aj mnohé dalSie nezmienené zavazné

pripady z minulosti.
2.3.2 Struktiira OP

Zakladnou kostrou OP je organicka Struktura ktora tvori ester alebo thiol fosfinovej,
fosfonovej alebo amidofosforenej kyseliny a rozvetveny alkylovy/arylovy uhlovodikovy

retazec (Obrazok 4).
Zaklad struktary OP: fosfaty — alkylova/arylova skupina je naviazana cez atom kyslika
fosfonaty — alkyl/aryl je viazany rovno atomom fosforu

fosfoamidy - amin je mono alebo disubtituovany alkylom/arylom alebo

molekula obsahuje -NH> skupinu

Opis skupin na molekule OP: atom viazany dvojitou vdzbou moze byt kyslik alebo sira.

Oznacenie X patri odstupujucej skupine, to je nazov pre skupinu, ktora sa pocas hydrolyzy OP
naviaze na AChE. Mdze to byt alifaticky, aromaticky, heterocyklicky zvySok, tioskupina alebo
kyanidova skupina ci halogén (Jokanovi¢, 2009).

Podmienky fungujiuceho OP: terminalny atom kyslik viazany dvojitou vdzbou na atom

fosforu, dve lipofilné skupiny R!, R? viazané priamo na fosfor alebo cez kyslik a odstupujtica

skupina X s priamou vézbou na fosfore (Greene, 2005).
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Obrazok 4 Zakladne Struktury OP/ fosfatov/ fosfondatov , kde X je odstupujuca skupina a R1, R2 je
alkyl alebo aryl
Zdroj: ChemDraw

2.3.3 Clenenie OP

OP sa delia na latky typu V, latky typu G, latky typu A a ¢inidlo IVA, ktoré svojim

chemickym zlozenim pripomina obe skupiny (Gorecki et al., 2016).

Co sa tyka G latok oznacenie G pochadza zo slova Germany ¢ize Nemecko. Patria tu uz
vyssie uvedené latky ako tabun, sarin, soman. ale aj cyklosarin skratene cyklosin. Spominané
¢inidla su bezfarebné, bez zapachu, pripadne maju jemne kvetinovy nadych (Mercey et al.,
2012). Su schopné udrzat’ sa v priestore aj niekol’ko hodin zavisle na podmienkach priestoru

(Pitschmann, 20014). Ich Struktary st zndzornené v tabulkéach 1-4.

Nazvom V ¢inidla sa oznacuju OP nasyntetizované po 2. svetove] vojne, kde VX
oznacuje Velklu Britaniu, a VRX Rusko podl'a povodu vzniku tychto latok. V latky maja
jantarovu farbu a mimo iné sa od G latok odliSuji vyrazne nizSou tekavostou ¢o im umoziuje
dlhSiu expoziciu v priestore (tyzdne aZ mesiace). Zaroven oproti G latkam rapidne stapa ich
toxicita. Toxicita V latok je 100x vacsia v porovnani so sarinom (Pitschmann, 20014; Mercey

et al., 2012). V ¢inidla znazoriiuju tabulky 5 a 6.

Okrem vys$Sie vymenovanych skupin existuje eSte jedna skupina NPL: c¢inidla
podskupiny A (Novicok). V porovnani s V ¢inidlami su tieto latky 5-10x toxickejSie. Ich presne
zlozenie zatial’ nie je plne objasnené avSak maju OP zdklad. Mechanizmus U¢inku sa lisi od
ostatnych OP v tom, ze latky skupiny Novic¢ok postihuju aj periférne senzorické nervove vldkna
¢o sa prejavuje preukdzatel'nymi periférnymi neuropatiami (Kloske, 2019; Chai, 2018). Vyroba
tychto latok je relativne bezpecna pretoze Novicok sa da vyrobit’ z dvoch nezavislych, mélo

toxickych latok, ktoré po zliceni davaji NPL (Nepovimova, 2018).
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Latky typu G

Nazov latky tabun
Systémovy nazov latky ethyl-dimethylfosforamidokyanidat

Kéd latky GA

Tabulka 1 Zdkladné informdcie o tabune
Zdroj: (Pitschmann, 2003)

(0]
Il
O/ \F

Nazov latky cyklosarin
Systémovy nazov latky cyklohexyl-methylfosfonofluoridat

Kod latky GF

Tabulka 2 Zakladné informacie o cyklosarine
Zdroj: (Pitschmann, 2003)

)
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F

Nazov latky sarin
Systémovy nazov latky isopropyl-methylfosfonofluoridat

Kéd litky GB

Tabulka 3 Zdkladné informdcie o sarine
Zdroj: (Pitschmann, 2003)
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Nazov latky soman
Systémovy nazov latky  (3,3-dimethyl-2-butyl)methylfosfonofluoridat

Kod latky GD
Tabulka 4 Zakladné informdcie o somane

Zdroj: (Pitschmann , 2003)

Latky typu V

Y o
N\/\S/ 'T\O
T L

Nazov latky VX
Systémovy nazov latky  S-(2-(diisopropylamino)etyl)-Oetylmetylfosfonotiat

Kéd latky VX

Tabulka 5 Zdkladné informdcie o latke VX
Zdroj: (Pitschmann, 2003)

O
\l I
\/N\/\S/T\O)\

Nazov latky Ruska VRX
Systémovy nazov latky S-(2-(dietylamino)ethyl)-Oisopropylmethylfosfonothiat

Koad latky VRX

Tabulka 6 Zakladné informdacie o VRX
Zdroj: (Pitschmann, 2003)
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2.3.4 Mechanizmus inhibicie AChE OP

Ako bolo uz par krat zmienené, hlavnou tllohou AChE je rozstiepenie ACh, aby nedoslo
ku svalovym kr¢om a naslednej cholinergnej krize vplyvom nadmerného nervového impulzu.
ACh posobi svojim u¢inkom a inervuje zl'azy, srdce, hladké svaly. Proces je v niecom podobny
procesu hydrolyzy ACh. Takisto OP mieria k aktivnemu miestu enzymu AChE, kde Ser za
pomoci His ako nukleofil napadne atom fosforu a medzi OP a Ser sa tak vytvori kovalentna
vizba (Schéma 2). Vznika tak pevny kovalentny konjugat, ktory je vel'mi stabilny a ten moze
byt nasledne bud’ hydrolyzovany spontdnne alebo dealkylovany tzv. ostareny (Bartosova,
2006). Starnutie enzymu je stav vyjadrujici trvalé zablokovanie enzymu bez moZnosti
reaktivacie v tomto pripade AChE. Pojem ireverzibilné inhibitory AChE si OP vysluzili kvoli
starnutiu. Starnutie (dealkyldcia) prebieha velmi rychlo, zatial’ ¢o ich hydrolyza je velmi
pomala a pri rychlosti starnutia takmer nepozorovatelnd (Patocka et al., 2004). Sila OP sa
posudzuje podl'a rychlosti prechodu komplexu enzym — inhibitor na inhibovany enzym. Ked’ze
spominand hydrolyza tohto komplexu prebieha velmi pomaly AChE nie je schopné d’alej si
spifiat’ svoju beznu funkciu v organizme, ¢o predchadza kumulacii nervového impulzu na

cholinergnych synapsiach (Bajgar, 1991).

R/|\O/ o) R

1/(x e x° R1\||/° N ® (|)| ®

OH N f T Hcltl)//\ Ra R1—p—o@----HN/ NH
— fosforylacia [o] = #»

\

esterové miesto
inhibovanej AChE

dealkylacia

esterové miesto AChE zostarnutd AChE

Schéma 2 Proces inhibicie AChE
Zdroj: ChemDraw
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2.3.5 Intoxikacia OP

OP sposobuju toxicitu blokom enzymu AChE. Vysledkom tohto bloku je nadmerna
koncentracia ACh na cholinergnych synapsiach. Je to pre organizmus nepriaznivy stav, ktory
moze vyustit’ do Zivot ohrozujucej cholinergnej krizy. Okrem tejto krizy rozliSujeme aj d’alSie
priznaky otravy OP ato prechodny cholinergny syndrom a periférnu neuropatiu (Tattersall,

2018).

Za zmienenymi zdravotnymi stavmi stoji zlozity proces pdsobenia OP v organizme.
V oblasti patofyzioldgie sa tento proces charakterizuje niekol’kymi fazami. Zaciatkom prvej
fazy je vniknutie OP do krvného rieciska a jeho prechod ku enzymu ¢ize na miesto jeho
posobenia. V poradi druhou fazou je zvySeny vyskyt neurotransmiteru ACh na nervovych
zakonceniach. Tieto dve fazy charakterizujii muskarinové priznaky, ktoré sa prejavia vplyvom
zvySenej koncentracie ACh na synapsiach vegetativneho systému. VysSie mnoZstvo ACh na
neuromuskuldrnych platnickéch vedie k excitacii nikotinovych receptorov a tym aj k vyvolaniu
nikotinovych priznakov. Vplyvom nahromadenia ACh a mnohonéasobnou stimuldciou jeho
receptorov vznikne v CNS nerovnovédha a ta vedie k priznakom centralnym. Predposlednou
tretou fazou sa oznacuje subor biochemickych, patofyziologickych odchyliek zapricineny
posobenim ACh na receptoroch. Za Stvrti fazu sa povazuju prejavy neskorej neurotoxicity

(Bajgar, 1991).
Ako uzZ bolo vysSie naznacené priznaky sa delia na muskarinové, nikotinové a centralne.

Medzi muskarinové priznaky patria: ocné prejavy (midza, poruchy akomodacie),
napadne potenie, slinenie a slzenie, bohaté prekrvend nosna sliznica, zvySene vyluovanie
hlienu v dychacom trakte, stah bronchov, poruchy mocenia a vyprazdnovania (pozorovana

zvysena peristaltika traviaceho a mocového taktu), bradykardia, nizsi tlak (Bajgar, 1991).

Medzi nikotinové priznaky patria: fibrilacia, ochabnutie svalov neskor klonicko —
tonické kfc¢e svalov az postupne paralyza svalov. NajvaznejSie dosledky sa spéjaja so svalmi
dychacich ciest, ktoré postupne mieria k aplnému ochrnutiu. Vzhl'adom k tomu, ze okrem
paralyzy dychacich svalov znemoziuje dychanie aj nadmernd sekrécia hlienu

a bronchokonstrikcia dychanie je postupne takmer nemozné.
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Medzi centralne priznaky patria: depresie, zmitenost, bezvedomie, emocna labilita
tizkost’, nekl'ud, bolesti hlavy, depresia kardiovaskularneho a dychacicho centra v prediZene;

mieche (Bajgar, 1991).

Akittny cholinergny stav zacina miézou a naslednou poruchou akomodécie, bolest'ou
o¢i a neskor aj hlavy. Zl'azy zaginaju vyluéovat’ nadmerne mnoZstvo sekrétu. Cholinergna kriza
pokracuje svalovymi zasklbmi, stuhnutim, kf¢ami az ochabnutim svalstva. Kone¢nou fazou
tejto krizy su tonicko — klonické ki¢e az ochrnutie svalstva. K tejto faze patri aj k smrti vedaca
pl'icna insuficiencia spdsobena ochrnutim dychacich svalov (Mika, 2011; Prymula et al., 2002;

Lorke, 2019).

Bohuzial’ cholinergné kriza nekon¢i uplnym vylieCenim behom 1 az 4 dni bezprostredne
po nej sa objavuje prechodny cholinergny syndrom. Prejavuje a svalovou slabostou,
hypoflexiou, ochrnutim branice a dychacich svalov abnormality kranidlnych nervov (Ganesan,

2010).

Priznaky otravy sa vyvijaju v zavislosti od spdsobu vniku OP do organizmu a od dizky
expozicie. Priama inhalacia sposobuje rychlejsi priebeh intoxikécie a prejavy st najméa plicne
problémy a problémy s akomodaciou spolu s mi6zou. TaktieZ centralne prejavy su tu vel'mi
vyrazné. Pri peroralnom podani st zreteI'nejSie gastrointestinalne prejavy. Podanim koZou trva
otrava najdlhSie, zvlast dobre pozorovatelné su tu centrdlne a gastrointestinalne prejavy.

Naopak midza a dychové problémy zretel'ne nie su (Bajgar, 1985).

Po zasiahnuti organizmu OP sa behom par dni objavuju dalSie komplikacie.
Nespecifické komplikacie zahfiiaja poruchy homeostazy, srde¢ného rytmu, dychania, funkcie
obli¢iek . Ked'Ze u OP sa preukézali aj Gi¢inky hepatotoxické, ich vyskyt v organizme potvrdil
zvysene aktivity alaninaminotransferdzy a aspartataminotransferazy naopak zniZzene mnozstva
sa preukazali u albuminu. V désledku oslabenia imunity su taktiez pozorovatel'né sekundarne

infekcie.

Remisie otrav patria medzi Specifické komplikacie a vznikaju v dosledku vyplavenia
OP z tukovych dep alebo sa uvol'fiuju z vézieb na krvne bielkoviny. Je v§ak mozné, Ze sa menej
toxicky OP v organizme procesom letalnej syntézy zmeni na mnohondsobne toxickejsi. Tento

dej sa prejavuje stavom podobnym cholinergnej krize (Bajgar, 1985).
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2.3.6 Inhibitory AChE ako predmet terapie

Podla dizky trvania vizby sa reaktivatory delia na reverzibilne a ireverzibilne. Ako
bolo uz vyssie naznacené OP su ireverzibilne inhibitory AChE. Reverzibilne inhibitory AChE
sa pouzivaju v terapii Alzheimerovej choroby, Parkinsonovej choroby, niektorych demencii,

Myastenia gravis, su takisto sucast’ou profylaxie NPL (Singh, 2013).

Alzheimerovda choroba (AD) patri medzi neurodegenerativne ochorenia. Hlavné
priznaky tejto choroby st zhorSené poznavanie, paméit, pozorovanie, Casté zmeny nalad
a neschopnost’ ucit’ sa (Singh, 2013). U pacientov s AD bol spozorovany znizeny vyskyt
cholinergnych neurénov a taktiez znizend funkcia ChAT v urcitych oblastiach mozgu.
Predpokladalo sa, ze tieto javy sposobuji poruchu pamiti a poruchy kognitivnych funkcii. Na

tento popud zacal vyskum inhibitorov AChE, ktoré preukazali istii u€innost’ (Pinto, 2011).

Parkinsonova choroba (PD) je podobne ako AD neurodegenerativne ochorenie.
Prejavuje sa poruchou hybnosti: porucha rovnovahy, tras, svalova stuhlost, porucha jemne;j
motoriky atd. Okrem hybnosti st pozorovatel'né aj poruchy kognitivnych funkcii (Giacobini,
2004). Napriek faktu, Ze tato choroba postihuje najmi dopaminergné receptory bol zisteny
vyznamny cholinergny deficit. Predmetom zaujmu sa tak stali inhibitory AChE. Vysledky tejto
terapie boli vel'mi r6znorodé dokonca viedli k zisteniu, ze po aplikacii inhibitorov AChE sa
mierne zhor$ili motorické funkcie. Niektori autori c¢lankov sa vSak stymto zistenim

nestotoziiuju (Karlson, 1981).

Mpyasthenia gravis (MG) je neurologické ochorenie prejavujiice sa neprimeranou
unavou svalov po ndmahe. Je to z dovodu poruchy spojov nervosvalovych platnic¢iek. MG je
autoimunitné ochorenie, protilatky sa tvoria proti svalovym nikotinovym receptorom prave na
nervosvalovych platnickach. Tento proces vedie k znizeniu poctu ACh receptorov, vplyvom
¢oho v organizme vznika cholinergnd nerovnovéha. Terapia sa snazi o znovu nastolenie
cholinovej rovnovahy prave pomocou inhibitorov AChE. MG mozno diagnostikovat’ pomocou

kratkodobych inhibitorov AChE (Brenner, 2008).

Okrem tychto ochoreni sa inhibitory AChE vyuzivaju aj pri inych zavaznych
ochoreniach ako napriklad pri miernych kognitivnych poruchéch, demencii s Lewyho
telieskami, vaskuldrnej demencii, Downovom syndrome, Wernickeovom — Korsakovom

syndrome, deliridch i migrénach atd. V tychto pripadoch sa inhibitory pouzivaji z vacsej Casti
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ako aditivne lieCiva, CiZe nie su to lieCiva prvej vol'by (Karlson, 1981). Medzi konkrétne latky
pouzivané v terapii sa radi donepezil, rivastridostigmin ktory je lieckom vol'by u pacientov s AD
(Pinto, 2011). Ako naznacuji predchadzajuce kapitoly inhibitory AChE sa stali vel'mi

prinosnou skupinou latok v zdravotnictve.
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2.4 Reaktivatory AChE

Reaktivatory AChE, nazyvané aj kauzalne antidotd napomahaju urychleniu vyviazania
OP z enzymu AChE, zamedzuji tym vzniku kovalentnej vizby medzi enzymom
a inhibitorom a zabezpecuju tak fyziologické chovanie tohto enzymu. Ich ucinok je vSak
¢asovo obmedzeny. Pokial’ jedincovi antidotum nie je podané dostatocne rychlo nastava tzv.
»starnutie enzymu®, ¢ize stav, ktory nemozno zvratit’ dodatocnym podanim reaktivatora. Ide
o proces dealkylacie kedy sa vizba AChE - OP stava trvalou. Napriek neschopnosti
kauzalnych antidot reaktivovat’ ,,zostarnut vizbu* st lickom vol'by u otrav sposobenych OP

spolu s antikonvulzivnou a anticholinergnou terapiou (Patocka et al., 2004).
2.4.1 Historia reaktivatorov AChE

Vroku 1950 Wilson preukazal, ze hydroxylamin a nikotinhydroxaminova kyselina
dokézu reaktivovat’ dietylfosforylovani AChE. To viedlo k objavu, ze oximy su silné

reaktivatory tohto enzymu (Mercey et al., 2012).

Asi 5 rokov po tomto objave sa Wilsonovi podaril nasyntetizovat’ prvy monokvartérny
reaktivator AChE. Bol nim tzv pralidoxim (2-PAM), avSak nezavisle na Wilsonovi sa vo Velkej
Britanii Albertovi Lawrence Greenovi a Danielovi Richard Daviesovi podaril uskutoc¢nit’ ten

isty vyskum.(Petroianu, 2013; Petroianu, 2012).

Po syntéze pralidoximu sa hlavnym cielom stala snaha o zlepSenie reaktivaénych
schopnosti, ¢o viedlo k vzniku bispyridinovych reaktivatorov (DoleZal, 2016). V 60. rokoch 20.
storoc¢ia sa podarilo popisat’ bispyridinovy reaktivator metoxim a ked’Ze bol u€inny pri liecbe
mnohych otrav (sarin, cyklosarin a VX), na jeho zdklade boli neskor syntetizované tzv. H-
reaktivatory (HI-6, H16-7) (Musilek, 2011; Bajgar, 2016; Mercey et al., 2012). HI-6 bol prva
latka, ktora dokéazala reaktivovat’ AChE blokovanu somanom, ak bola podana bezprostredne po
otraveni (Malinak, 2018; Bajgar, 2007). Po objave H-reaktivatorov sa na prelome 20. a 21.
zaCala na KTOX FVZ UO syntéza novych bispyridinovych reaktivatorov. Oznacovala sa
»K“(Kassa, 2008). Tieto tzv. ,,K* oximy su zatial’ najnov§imi latkami uzivanymi pri terapii OP

otrav a stale prebieha ich vyskum.
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2.4.2 Struktara reaktiviatorov AChE

Z chemickej stranky tieto latky zahfniaju oximova skupinu (R-CH=NOH), ktora sa viaze
na kvartérny dusikovy pyridinovy kruh. Struktura reaktivatorov tizko savisi s efektivitou
arychlostou hydrolyzy konjugdtu inhibovaného enzymu. Aby latka mohla pdsobit’ ako
reaktivator AChE je nutne aby spiiala niekol’ko podmienok. Prvou podmienkou je pritomnost
kvartérneho dusika, pomocou ktorého molekula ziska afinitu k AChE (Patocka et al., 2004).
Nenahradite'nou podmienkou je pritomnost’ oximovej skupiny resp. oximatoveho aniénu (R-
CH=NO-). Této skupina poskytuje silny nukleofil a tym padom celu hydrolyzu uskutocnuje.
Dolezita je poloha tejto oximovej skupiny. Ak sa nachadza v polohe 3 pyridinoveho kruhu
nevzniké oximatovy anidn a navyse eSte stéricky brani reaktivacii (Musilek et al., 2011; Bajgar
etal., 2007; Worek, 2013). Polohy 2 a 4 st na reaktivaciu vhodné dokonca bola zistena Specifita
prave v zavislosti na tychto polohach. Poloha 2 zabezpecuje I'ah$iu inhibiciu somanu zatial’ ¢o

4. poloha napomé4ha inhibicii tabunu (De Jong et al., 1989).
2.4.3 Clenenie reaktivatorov AChE

Podl'a mnoZstva kvartérnych dusikov v molekule reaktivatora AChE sa tieto latky delia

na monopyridinove a bispyridinove (Balali-Mood, 2012).
Monopyridinové reaktivdtory

U vysSie spominaného prvého nasyntetizovaného a popisaného pralidoximu (2-PAM)
bol pozorovany znaény reaktivacny potencidl voc¢i inhibovane; AChE. Latka s oximovou
funkénou skupinou v meta polohe (4-PAM) takisto reaktivovala spominany enzym ale menej
¢inne (Sepsova, 2013). Tieto latky boli sice prvé preskiimané, no neprejavuju ani zd’aleka tak
vyznamné reaktivacné schopnosti v porovnani s bispyridinovymi reaktivaitormi AChE
(Musilek et al., 2011). Ba naopak st najmenej u¢inné spomedzi komerénych oximov napriek
tomu, ze 2-PAM dostal pomenovanie “zlaty Standard* reaktivatorov (Bajgar, 2010). Tieto
molekuly st takisto znevyhodnené neschopnostou prechadzat’ cez HEB, ¢o im umozZiuje

pOsobit’ najmi v periférnom nervovom systéme (Eddleston, 2002).
Bispyridinové reaktivatory

Molekuly bispyridinovych reaktivatorov obsahuju dva atomy dusika, ¢o je do istej miery
vyhoda aj nevyhoda. Vyhodou je, ze atomy dusika viac pritahuji inhibovanu AChE ale zato je
vd’aka nim molekula poldrnejsia, Co znemoznuje ich prechod cez HEB (Mercey et al., 2012).

Pomocou spominanych dusikov je mozné reagovat s dvoma anionickymi ¢astami AChE
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sucasne (Dolezal, 2016). Nazornu ukazku Struktury mono- aj bispyridinovych oximov ponuka

obrazok 5.
o 2X9
X HO OH
Ej\/ \N 7~ X = \N -~
N
(;i?/ ~ o Z %vo\/g A
CH;z 2-PAM LueH-6
o)
o
“ 20 _ 2x9
‘ NH, HO\N = AN F N,
/gvo\/g\ AN OB
N HI-6 N Hlo-7
(|3H (|)H

Obrazok 5 Najvyznamnejsie mono- a biskvartérne reaktivatory AChE
2-PAM (pralidoxim), LueH-6 (obidoxim), HI-6 (asoxim), HLG-7
Zdroj: ChemDraw

Najnovsou skupinou bispyridinovyyh oximov st K-oximy. Tieto oximy sa delia
na viacero generacii. Medzi prva generaciu patria oximy K027 a K048 zname hlavne pre ich
nizku toxicitu, ¢o im dava schopnost’ lie€it’ mnohé pesticidmi zapri¢inené otravy (Kassa, 2017).
Druha generacia tychto latok ma dlhy ucinok reaktivacie ale st znacne toxické. Patri do nej
oxim s oznacenim K074 a KO75. Tretia generacia je vyznamna najma zli¢eninou K203, ktora
vznikla kombindciou latok druhej generacie, mé& nizku toxicitu kvoli pritomnosti
karbamoylovej skupiny (Kuca et al., 2015). Je velmi G€inny a dokazZe vyviazat' z vizby na
ACHhE aj tabun ¢o ukazuje na jeho vel’ky potencial a redlnu Sancu na uvedenie do beznej praxe

(Kassa, 2008). Struktiiry spominanych K oximov sil znizornené na obrazku ¢. 6.

ZBre \ \N/OH
26 |
€] /\/\/N
NO NG | Y &NF

HaN G K027 PN HoN P

OH K048

29



2B - O

NENN X
HO/ N\ F K074

K203

HoN /

Cl

B2
— 0

HO—N/ \ ?NH "
Cl K870 Né \

Obrazok 6 Zakladné struktury niektorych K-oximov
Zdroj: ChemDraw

2.4.4 Mechanizmus reaktivacie AChE

Ako je zndzornené na schéme 3 oxim sa reaktivacie UCastni vo forme zmienené¢ho
oximatoveho anionu. Oximatovy anidn sa svojim zaporne nabitym kyslikom naviaZe na atom
fosforu v inhibovanom kojugate a vyviaze ho z aktivneho miesta enzymu, pri ¢om vznikne
funkény enzym a fosforylovany oxim. Ak by proces reaktivacie neprebehol alebo nebol
dostato¢ne rychly, zacal by samovol'ny proces dealkylacie fosforylovej skupiny viazanej na Ser
v aktivnom mieste enzymu. Tento proces je bohuzial nendvratny a takyto enzym uz nie je
mozné reaktivovat ziadnym oximom (Karasova, 2010). Jedind stratégia reaktivacie
zostarnutého konjugéatu je realkyldcia in situ pomocou S$pecifickych alkylujucich €inidiel

(Mercey et al., 2012).
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fyziologické pH
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esterové miesto
reaktivovanej AChE

Schéma 3 Proces reaktivicie AChE
Zdroj: ChemDraw

2.4.5 Chemické vlastnosti reaktivatorov AChE

Reaktivatory AChE patria medzi hlavné molekuly pouzivane v terapii otrdv OP
a cholinergnych kriz. K terapii sa pouziva hlavne pyridinium aldoximova skupina (pralidoxim,
obidoxim, trimedoxim, HI-6, HL6-7). Vd’aka vysokej nukleofilite oximy dokdzu nahradit’
vazbu Ser na fosfor v zliCenine OP a tak navratit’ AChE jej pdvodnu funkciu. Pocas 50 rokov
vyskumu chemici nasyntetizovali a otestovali vel’ké mnoZstvo obmenenych Struktir
monopyridinovych a bispyridinovych oximov. V poslednych desatrociach bol vyskum
smerovany k bispyridinovym oximom ale vSetky mali niekol’ko nevyhod. Jednou z nich je
neschopnost’ prejst HEB kvoli pozitivnemu nédboju, ktory nesu vo svojej molekule. Z toho
dovodu nemdzu Uc€inne reaktivovat AChE v CNS. Niektoré z oximov tejto skupiny zase

nedokézu ucinne vyviazat’ Siroku skupinu OP (Mercey et al., 2012).

Kvoli faktu, Ze AChE ma vyznamné pdsobisko prave v CNS sa snaha vedcov upriamila na latky
prechadzajuce HEB a na spdsoby transportu latok do CNS. Medzi ucinne spdsoby transportu
AChE reaktivatorov cez HEB patri nanocasticovy transport a inhibicia P-glykoproteinovej
efluxnej pumpy. Chemické modifikacie zvysujuce lipofilitu pyridinium aldoximov konkrétne
pridanie atdému fluéru a nahradenie pyridinoveho kruhu dihydropyridinovym podporuje
permeabilitu cez HEB taktiez. Glykozylacia tychto oximov zase umoZziiuje priepustnost
GLUT- 1 transportnym systémom transportujucim glukézu (Mercey et al., 2012). Okrem
Struktary molekuly je k reaktivacii potrebna aj stabilita vodnych roztokov oximov. Tejto
podmienke nevyhovuja prave tzv. H-latky (HI-6 HI6-7...). Tieto oximy sa vyrabaju vo forme

lyofilizatov (Kassa, 2002).
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Schopnost’ efektivne reaktivovat’ AChE zavisi aj na rychlosti akl je oxim schopny
vyvinuat pri tomto deji. Doposial’ ziaden oxim nie je dostato¢ne efektivny proti vSetkym druhom
OP. Vseobecne ponaté LiiH-6 je najlepsi pesticid, HI-6 najlepsie reaktivuje AChE postihnuta
sarinom a latkou VX avsak jeho nevyhoda je neschopnost’ reaktivovat AChE inhibovant
tabunom. Komplex AChE — tabun dokaze reaktivovat’ latka TMB-4 zatial' najucinnejSie
(Mercey et al., 2012). HI5-7 je potencialny reaktivator, ktory ma schopnost’ reaktivovat’ soman,

sarin aj tabun (Psotka et al., 2017).
2.4.6 Farmakokinetika reaktivatorov AChE

Reaktivatory su podavané do organizmu intramuskuldrne (i.m.). Zarucuje to rychlu
distribuciu a tym padom rychly nastup G¢inku (Karasové, 2010).

Utinok tychto molektl sa sleduje na zaklade farmakokinetickych parametrov:
maximalnej koncentracie (cmax) a ¢asu, za ktory je tato koncentracia dosiahnutd (tmax). Co sa
tyka elimindcie jej rychlost’ nie je rovnaka u vSetkych oximov a z 99% prebieha vylucovanie

mocom (Sidell, 1971).
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2.5 Terapia intoxikacie OP

Tieto intoxikacie patria medzi vel'mi zavazné a dolezité je skratit’ Cas expozicie OP na
organizmus C¢ize Co najrychlejSie opustit’ priestor zamoreny spominanymi latkami. Po
bezprostrednom opusteni zamorenych miest je treba tieto priestory dokladne odmorit’. Zaroven
je potrebné, aby bola okamzite zahajena prva pomoc. V pripade uzitia OP peroralne (p.o.) je
nutny vyplach zaludka za pritomnosti aktivneho uhlia. Rozsah poskodenia organizmu zavisi aj
od rychlosti podania S$pecifického antidota v pripade OP oximu a atropinu. Po opusteni
zamorenych miest a po podani antidota sa postupuje klasickou prvou pomocou, podla stavu
pacienta (stabilizovand poloha v pripade bezvedomia, nepriama masaz hrudnika v pripade

zastavy srdca a pod.) (Prymula R. et al., 2002).

Spominané antidotum je potrebné podat’ rychlo, kvoli starnutiu enzymu AChE, ktora
OP inhibovali a sposobili tym intoxikaciu. Antidotum pozostdva z anticholinergnej latky
a z reaktivatora AChE. Je totiZto nutné okrem obnovenia funkcie AChE takisto zmiernit’ G¢inky

ACh, ktory sa nahromadil v synaptickej $trbine (Kovarik, 2006).

Zastupcom anticholinergnej liecby je atropin. Snazi sa zabranit ACh obsadzovat
receptory napriek jeho nadmernému mnozstvu v ich okoli. Pésobi najméd na muskarinovych
receptoroch a tym padom znizuje svalové prejavy otravy. Kvoli neschopnosti prejst’ cez HEB
na centralne priznaky nemé takmer Ziadny vplyv. Atropin je pacientom podavany az do prvych

priznakov atropinizacie (bezne priznaky zdravého organizmu pozorované pri podani atropinu).

Uz z predoslych kapitol je zndme, Ze medzi reaktivatory enzymu AChE patria oximy.
Znéama je aj ich funkcia a to vyviazat’ latky typu OP, ktoré posobia ako inhibitory tohto enzymu.
Konkrétne sa v terapii uziva 2-PAM a obidoxim aj ked” vyskum umoznil syntézu mnoho
ucinnejsich reaktivatorov pripravenych na pouzitie (HI-6). Terapia pomocou tychto latok je sice
ucinna ale ma aj svoje nevyhody. Nevyhodou je vlastna toxicita oximov a taktiezZ neschopnost’
rozpustat’ sa. Vol'ba spravneho reaktivatora zavisi od konkrétneho OP, ktory otravu spdsobil
v pripade somanu, kde prebieha dealkylécia ¢iZe starnutie enzymu vel'mi rychlo je liecba vel'mi
narocna a takéto pripady st len tazko liecitelné. Latky s najvysSou toxicitou Cize latky typu
VX sa vyznacuju pomalou dealkylaciou preto je ich lie€enie omnoho ucinnejSie (Prymula et
al., 2002). Ked’ze opakované podavanie oximov v pripade otrdv NPL je vel'mi rizikové, je nutné
vykonat’ laboratorne testy. Konkrétne test reaktivovatel'nosti erytrocytalnej AChE zo vzorky

krvi organizmu postihnutého OP (Bajgar, 2004).
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Ako doplnkova terapia k terapii antidotami sa vyuziva antikonvulzivna liecba
diazepamom, zameriavajica sa na CNS. Konkrétne brani nadmernej nervovej aktivite v mozgu
¢o by mohlo viest k naruSeniu mozgovych Struktur. Tieto zachvaty sa prejavuju tonicko —

klonickymi generalizovanymi kf¢mi.

Dalsia lie¢ba zavisi na priznakoch a spdsobe vniknutia OP do organizmu. V pripade
vdychnutia sa objavi plicna insuficiencia ¢o si vyzaduje oxygenoterapiu a podporu dychania

v podobe Syntophillinu. Ddlezité je taktiez regulovat’ acidozu sodnou sol'ou bikarbonatu.

Co sa tyka podania, antidota st vpravované do organizmu pomocou autoinjektorov.
Bezne sa podavaju dva autoinjektory ato obidoxim spolu s atropinom k tomu spominand
antikonvulzivna latka diazepam. Na uzitie oximu HI-6 bol usposobeny $pecidlny mokro — suchy

typ autoinjektoru prave kvoli jeho nestabilite v roztoku (Prymula et al., 2002).
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3. Ciel’ prace

Cielom tejto diplomovej prace je pomocou modifikovanej Ellmanove] metody
vyhodnotit’ schopnost’ nového oximu K 870 vyviazat’ tabun z enzymu AChE a obnovit’ tak jeho
fyziologické posobenie v organizme. Aktivita oximu bola merand pomocou absorbancie vo
vzorkach tkaniv modelovych organizmov, konkrétne v krvi, mozgoch a braniciach potkanov.

Vysledne hodnoty boli nasledne porovnavané so Standardmi.
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4. Experimentalna Cast’

4.1 Priprava roztokov
o Acetyltiocholin jodid (ATChJ)

m e ox o, , C .
Podl'a vzorca ¢ = v bolo vypocitané, ze vyslednd koncentracia zasobného

roztoku ATChJ sa ma rovnat 0,01 mol/l. Tento roztok bol rozdeleny do 1 ml
ependorfiek, ktoré boli uchovavane v mraznicke pri -12°C. Pred pouzitim bol obsah

ependorfky zahriaty na izbovu teplotu a zriedeny na objem 10 ml destilovanou vodou.
o Cystein chlorid

Zasobny roztok cystein chloridu mal vyslednu koncentraciu 1 mmol/l. Tento
roztok, podobne ako ATCh bol uchovéavany v chlade, pri teplote -12 °C a pred pouzitim

ohriaty na izbovu teplotu.
. Tris 0,1 M tlmivy roztok

Tlmivy roztok bol pripraveny za vyuZitia slabej zasady, ktorti predstavoval
1,1,1- trishydroxymethyl-aminomethan. Je zrejmé, Ze jeho pH bolo nutné upravit' na 7,6
pomocou kyseliny chlorovodikovej (HCI). Tento zasobny roztok bol uchovéavany

v sklenenej nadobe pri 4°C.
. Tris 0,02 M tlmivy roztok

Tento roztok bol pripraveny z Tris 0,1 M tlmivého roztoku. Rovnako ako u
predchadzajiceho timivého roztoku aj tento roztok bol uchovavany v sklenenej nddobe

pri teplote 4 °C.
. 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB)

K uskuto¢neniu experimentu bola potrebné vysledna koncentracia DTNB 2,52
mmol/l. Roztok je svetlo citlivy. Nakol’ko roztok na svetle 'ahko straca svoju Struktaru,
je nutné pripravovat’ ho tesne pred zahdjenim reakcie a po dobu tejto reakcie skladovat’

v nadobe zakrytej alobalom.
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4.2 Vybrané zvierata

Ako laboratérne zvieratd v ramci tohto pokusu sluzili potkany kmena Wistar
s vahou 330 + 20 g. Zaktpene boli od dodavatela Velaz (Praha, Ceska republika). Miestom
chovu bolo centralne vivarium Fakulty vojenského zdravotnictva (Hradec Kralové, Ceska
republika). K dispozicii mali Standardny pokrm pre hlodavce (Cerea Corp., Praha) a vodu ad
libitum. Chovali sa za Standardnych podmienok a to pri teplote 22 + 2 °C a relativnej vzdus$ne;j
vlhkosti 5546 %o. Po tyZzdennej aklimatizacii boli tymto potkanom odobraté vzorky. Tento dej
prebiehal po schvaleni projektu pokusov Etickou komisiou Fakulty vojenského zdravotnictva
CR. (Hradec Kralové, Ceska republika). Vsetky odbery a manipuldciu so zvieratami
sprostredkoval persondl Fakulty s osvedéenim o spdsobilosti pracovat’ s laboratérnymi
zvieratami podl'a § 17odst. 1zédkona €. 207/2004 Zb., o ochrane, chove a vyuziti pokusnych

zvierat.

4.3 Pristroje a pomocky
Homogenizator DI-25 Basic (IKA Werke, Nemecko)
Véahy Mettler Toledo AB204-S (Mettler Toledo International, USA)
Vortex Lab Dancer (IKA Staufen, Nemecko)
Spektrofotometer Helios Alpha (Thermofisher Scientific, USA)
Zkumavky Safe-Lock (Eppendorf)
Spicky (Brand Wertheim)
Pipeta krokovacia Handy Step electronic (Brand Wertheim)
Microsoft Excel software (Redmont, WA, USA)
ChemDraw 19.0 (PerkinElmer, Massachusetts, USA)

GraphPad Prism 6.0 (USA)
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4.4 Chemikalie

Tabun — Cistota 98 % zakupeny z Vojenského technického tistavu v Brne (Ceska republika)

Obrazok 7 tabun
Zdroj: ChemDraw

Oximy: 2-pyridinaldoximmetyl metansulfonat (pralidoxim metansulfonat),
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|
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Obrazok 8 2-PAM (pralidoxim)
Zdroj: ChemDraw

4-karbamoyl-1-[({2-[(E)-(hydroxyimino)methyl]pyridinium-1-
yl}metoxy)metyl|pyridinium dichlorid (HI-6 dichlorid),
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Obrazok 9 HI-6 (asoxim)
Zdroj: ChemDraw
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1-((E)-4-(3-carbamoylpyridin-1-ium-1-yl)but-2-en-1-yl)-3,5-dichloro-4-((E)-
(hydroxyimino)metyl)pyridin-1-ium (K 870)

Cl

HO——N

Cl K870 N é \

Obrdzok 10 Struktiira oximu K 870
Zdroj ChemDraw

- reaktivaitory AChE boli syntetizované na katedre toxikologie

a vojenskej

farmacie Fakulty vojenského zdravotnictva v Hradci Kralové (Ceska republika)

- Cistota 96-99% bola overena Standardnymi analytickymi metédami a to pomocou HPLC

techniky, detegovana bola UV ziarenim a na vyhodnotenie chromatogramov bol

pouzity software CSW Clarity 2.6.5.517 (DataApex, Praha, Ceska republika)

Ostatné chemikalie — naktipené od firmy Merck, (USA)

Na tento experiment bola taktiez vyuzitd destilovana voda ziskana destilaciou na

uz spomenutej katedre Toxikologie a vojenskej farmdcie Fakulty vojenského zdravotnictva.
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4.5 Kalibrovanie pristroja

Pre pripadne vylucenie nepresnosti je nutné spektrofotometer kalibrovat’ pred

stanovovanim aktivity AChE.

Kalibracia pomocou zasobného roztoku cysteinu mala nasledovny priebeh: 5 pl
zasobného roztoku cysteinu o koncentracii Immol/l bolo zriedenych 995 pl destilovanej vody
v ependorfke. Nasledne bolo odobranych 500 pl takto pripraveného roztoku a pridanych 500 pl
destilovanej vody. Toto riedenie bolo uskutocnené celkovo 3-krit za vzniku 4 rdznych
koncentracii (1 mmol/l; 0,5 mmol/l; 0,25 mmol/l; 0,125 mmol/l). Po kazdom riedeni bolo nutné
ependorfky riadne pretrepat’ v trepacke aked’Zze sa koncentracia jednotlivych roztokov

znizovala bolo nutne menit’ $picky pipiet.

Destilovana voda Roztok cysteinu Vysledna Kkoncentracis

Riedenie [nl] [nl] roztoku [mmol/l]
995 5 zasobného roztoku 1
500 500 z predoslého roztoku 0,5
500 500 z predoglého roztoku 0,25
_ 500 500 z predoslého roztoku 0,125
Tabulka 7 Riedenie kalibracnych roztokov cysteinu
Pred zaciatkom samotnej kalibracie bola okrem riedenia cysteinu taktiez pripravena

zmes DTNB a 0,1 M Tris timivého roztoku v pomere 1:4.

Na zéklade jednotlivych koncentricii cysteinu bola zostrojend kalibracna krivka
(zavislost’ absorbancie na koncentracii). Graf kalibra¢nej krivky zac¢inal bodom [0,0] kedy bolo
do oboch kyviet napipetovanych 1,7 ml uz spominanej zmesi DTNB a 0,1 M Tris tlmivého
roztoku a 300 pl destilovanej vody. Ostdvajuce body grafu vznikli nameranim hodnot
absorbancie zmesi v tomto zlozeni :1,7 ml zmes DTNB a 0,1 Tris tlmiveho roztoku, 100 pl
destilovanej vody a 200 pl daného predpripravené¢ho roztoku cysteinu. Tento proces bol
prevedeny so vSetkymi roztokmi cysteinu. Postupovalo sa od najnizSej koncentracie po
najvyssiu. Pred vloZzenim kyviet do spektrofotometra bol ich obsah poriadne premiesSany.

Hodnoty absorbancie boli merane pri vinovej dizke 436 nm.

Konecna kalibracna krivka bola vysledkom priemernych hodnét absorbancii z dvoch

merani jednotlivych kalibracnych roztokov.
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4.6 Ellmanova metoda

Podstatou tejto metody je meranie cholinesterazovej aktivity pomocou
acetylthiocholinu. Tato metéda ma Siroké vyuzitie v mnohych oblastiach. Okrem iného je
vyuzivand k stanoveniu miery reaktivacie enzymov cholinesterdz po ich blokacii inhibitormi.
Takisto je wuzitocna v polnohospodarstve, kde sa sjej pomocou uruje miera
intoxikacie insekticidmi karbamatovej a organofosfatovej povahy. Jednym z d’alSich vyuziti je
uréenie efektivity lieCby u pacientov s Alzheimerovou chorobou ainymi ochoreniami
cholinergnej povahy napriklad Myasthenia gravis, familidrna amyotroficka lateralna skler6za

(fALS). Metoda je takisto znama prijatelnou cenou, nenaro¢nost’ou a presnostou.
4.6.1 Princip metody

Princip tejto metddy spociva v hodnoteni reaktivovanej acetylcholinesterazy v tkani
zvierata ato pomocou acetyltiocholinu. Tato latka je Struktirne podobnd acetylcholinu.
Acetyltiocholin je rozkladany vysSie zmienenym enzymom acetylcholinesterazou za vzniku
kyseliny octovej a tiocholinu — latky s volnou tiolovou skupinou. Cinidlom pre detekciu
tiolovych skupin je tzv. Ellmanovo ¢inidlo, alebo kyselina 55-ditiobis-2-nitrobenzoova. DTNB
reaguje s tiocholinom nésledkom ¢oho dojde k rozstiepeniu disulfidickej vdzby, priCom
vznikaju dva produkty, z ktorych jeden, 2-nitro-5-tiobenzoat, absorbuje elektromagnetické
Ziarenie o dizke 412 nm, je teda detekovatelny spektrofotometricky. Intenzita signalu detektoru

je tmernd koncentracii reaktivovanej AChE vo vychodzom vzorci.

\@ /\/S acetylcholinesteraza O@
(@]

kyselina octova

acetyltiocholin
+
\®/\/ @
N
/
tiocholin

Schéma 4 Rozstiepenie acetyltiocholinu AChE na kyselinu octovi a tiocholin.
Zdroj: ChemDraw
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Schéma 5 Stiepene S-S mostikov a vizba tiocholinu na DTNB
Zdroj: ChemDraw
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Schéma 6 Konjugdacia dvojitych vizieb kyseliny 2-merkapto-2-nitrobenzoové.
Zdroj: ChemDraw
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4.7 Postup stanovenia miery reaktivacie AChE oximom

Predmetom tohto experimentu bolo stanovenie miery reaktivacie AChE v krvi, mozgu

a branici modelovych organizmov, v tomto pripade potkanov, na zaklade ich absorbancii.
4.7.1 KRV

V deit merania bola zvieratdm odobrand krv. T4 bola nasledne napipetovana do
ependorfiek. Ependorfky boli oznafene cCislami, ktoré predstavovali 5 testovacich skupin

(tabul’ka 8). Kazd4 skupina obsahovala 8 vzoriek odobratych 8 r6znym potkanom.

Do pripravenej skimavky bolo k 1,9 ml 0,02 M Tris timivého roztoku pridanych 100 pl
vysSie zmienenej heparinizovanej krvi z ependorfky. Obsah skimavky bol ddkladne
premiesany v trepacke a néasledne ponechany k rozjasneniu. Takto bola pripravena testovacia
vzorka krvného hemolyzatu. Reakcia zacala v kyvete pridanim roztoku DTNB, krvného
hemolyzatu a ATCh. K odmeraniu presnej hodnoty absorbancie bolo nutné obsah kyvety
premiesat’. Po umiestneni kyvety do spektrofotometra bola pri vinovej dizke 436 nm a teplote
25 °C premerana prislu§na hodnota absorbancie vzorku. Cely proces prebiehal po dobu 5 mintt.

Vzorky bolo nutné merat’ 2-krat a v pripade potreby viac krat.

fyziologicky roztok, po 1 mintte atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs50o=200 pug/kg), po minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LD5s0=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), HI-6 dichlorid
(81mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minate atropin (10 mg/kg), pralidoxim
metansulfat (197 mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po mindte atropin (10 mg/kg), K 870
(100mg/kg)

Tabulka 8 Latky podané jednotlivym skupinam vzoriek krvi
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4.7.2 BRANICA

Po odobrati boli jednotlivé branice uchovavané pri teplote -20 °C. Zmrazen¢ branice,
ulozené v Petriho miskach, boli oznacCené cCislami, ktoré predstavovali 5 testovacich skupin
(tabulka 9). Kazdé skupina obsahovala 8 vzoriek odobratych prave tym 8 potkanom, ktorym
bola predtym odoberand krv.

Aby riedenie vzoriek odpovedalo pomeru 1:9 bolo nutne zvazit’ hmotnost’ jednotlivych
bréanic. Vzorky boli zriedené¢ 0,02 M Tris tlmivym roztokom. Vzniknutd zmes bola nésledne
dokladne zhomogenizovana na rovnorodu kvapalinu. Dalsi postup bol analogicky ako u krvi:
kyveta sa naplnila roztokom DTNB, homogenizitom branice a ATCh. Obsah kyvety bol
premieSany a vlozeny do spektrofotometra. Merand bola hodnota absorbancii jednotlivych
vzoriek pri vinovej dizke 436 nm a teplote 25 °C po dobu 10 mindt. Aj v tomto pripade bolo

nutné uskutocnit’ 2, pripadne viac merani.

fyziologicky roztok, po 1 minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LD5s0=200 pg/kg), po mintte atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs0=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), HI-6 dichlorid
(81mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), pralidoxim
metansulfat (197 mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po mindte atropin (10 mg/kg), K 870
(100mg/kg)

Tabulka 9 Latky podané jednotlivym skupinam vzoriek krvi
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4.7.3 MOZOG

Na experiment boli pouzité odobrané zvieracie mozgy ulozené v Petriho miskach,
skladované pri teplote -20 °C. Petriho misky boli takisto oznacené ¢islami 5 testovacich skupin
(tabul’ka 10). Kazda skupina obsahovala 8 vzoriek ziskanych z 8 potkanov, o ktorych

pojednavaju predchadzajuce kapitoly.

Analogicky s branicou boli jednotlivé mozgy zvazené a zriedené 0,02 M Tris timivym
roztokom v pomere 1:9. Po predchddzajicej homogenizacii bola kyveta naplnend roztokom
DTNB, homogenizitom a ATCh. Po premieSani anaslednom vlozeni kyvety do
spektrofotometra bola premerana hodnota absorbancie pri vinovej dizke 412 nm. Vzorky boli

merane 3 minuty. Ako v ostatnych pripadoch aj tu sa vzorky merali 2, popripade viac krat.

fyziologicky roztok, po 1 mintte atropin (10 mg/kg)

tabun (LD50o=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LD3s0=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), HI-6 dichlorid
(81mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minuate atropin (10 mg/kg), pralidoxim
metansulfat (197 mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minate atropin (10 mg/kg), K 870
(100mg/kg)

Tabulka 10 Latky podané jednotlivym skupindm vzoriek krvi
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5. Vysledky

Oxim K 870 (Obrazok 7) s molekulovou hmotnostou 367,23 bol syntetizovany na
katedre toxikologie a vojenskej farméacie Fakulty vojenského zdravotnictva v Hradci Kralové,
ako nadejné antidotum pri otrave NPL. Ked'ze vplyvom NPL je AChE inhibovand, ulohou
antidota je tato inhibiciu ukoncit’ a enzym reaktivovat. Ukazovatel'om schopnosti reaktivacie
sa stala v tomto pripade hodnota absorbancie, od ktorej bola odvodena aktivita AChE v pkat/L
a pkat/kg. Vysledky boli spracované v programe Microsoft Excel (Redmont, WA, USA) a st
znazornené pomocou percenta reaktivacie, aby sa dali patri¢ne vyhodnotit’. Percento reaktivacie

bolo vypocitané pomocou vzorca zndzornené¢ho Rovnicou 1.

Cl

HO——N

Cl K870 N é \

Obrdzok 10 Struktiira oximu K 870
Zdroj ChemDraw

Vo —
0/ p=(1-22_Tr).
/OR—(l VO_V) 100

Rovnica 1 percento reaktivicie AChE inhibovanej tabunom
Vo povodna vzorka (kontrola)
Vr reaktivovana vzorka
Vi inhibovana vzorka (tabun)
Zdroj: (Kassa, 2008)

Grafy 1-3 zndzorniujii porovnanie aktivit AChE v skupinach vzoriek branic, krvi
a mozgov modelovych organizmov (potkanov) po podani latok, ktoré znazoriuju tabulky 7-9.

Kazda skupina obsahuje 8 vzoriek.
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Krv - aktivita AChE

o

aktivita AChE [pkat/mg]
H

: 1. 2. 3. 4. 5.

Rady 1| 19,51 +2,68 4,73 # 0,60 5,79%0,71 5,54 30,82 8,05 +1,01

poradie skupin vzoriek
Rady 1: hodnoty aktivity AChE [ukat/mg]

Graf 1 Hodnoty aktivit AChE jednotlivych skupin vzoriek krvi
Zdroj: Microsoft Excel

fyziologicky roztok, po 1 mintte atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs5o=200 pug/kg), po minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs0=200 pg/kg), po mintte atropin (10 mg/kg), HI-6 dichlorid
(81mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), pralidoxim
metansulfat (197 mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minate atropin (10 mg/kg), K 870
(100mg/kg)

Tabulka 8 Latky podané jednotlivym skupinam vzoriek krvi

Aktivita AChE pri podani fyziologického roztoku dosiahla hodnotu 19,51 + 2,68
pkat/mg. Graf 2 ukazuje, ze novy, testovany oxim K 870 reaktivoval AChE najuspesnejSie
spomedzi oximov, jeho percento reaktivacie bolo 29% c¢o odpoveda aktivite 8,95 + 1,01
pkat/mg. Reaktivaciou oximom HI-6 dosiahla AChE aktivitu 5,79 £+ 0,71 pkat/mg a reaktiva¢né

percento 7%. Pralidoxim reaktivoval AChE najmenej (5,54 + 0,82), v prepocte na percento

aktivacie dosiahol 6%.
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Branica - aktivita AChE

? T
£ 1
‘D- -4 ¥
]
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i
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< L
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£ )
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s
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1 2 3 “ 5
Rady 1 15,44 £ 0,97 6,25+195 13,5+3,47 865+2,88 10,82 + 1,66

poradie skupin vzoriek
Rady 1: hodnoty aktivity AChE [pkat/mg]

Graf 2 Hodnoty aktivit AChE jednotlivych skupin vzoriek branic
Zdroj: Microsoft Excel

fyziologicky roztok, po 1 minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs5o=200 pug/kg), po minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs0=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), HI-6 dichlorid
(81mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), pralidoxim
metansulfat (197 mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minate atropin (10 mg/kg), K 870
(100mg/kg)

Tabulka 9 Latky podané jednotlivym skupinam vzoriek branic

Fyziologicka aktivita AChE je 15,44 + 0,97 pkat/mg. Graf 1 jasne znazoriiuje, zZe
AChE najucinnejsie reaktivoval oxim HI-6 dichlorid (13,5 + 3,47 pkat/mg) ¢o odpoveda
percentu reaktivacie 79 % a najmenej ucinny bol pralidoxim metansulfat (8,65 + 2,88
pkat/mg) s percentom reaktivacie 26 %. Aktivita testovaného oximu K 870 s percentom
reaktivacie 50 % bola 10,82 + 1,61 pkat/mg. Znamena to, Ze tento oxim je schopny

reaktivacie nie vSak do takej miery ako HI-6.
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Mozog - aktivita AChE

aktivita AChE [ukat/mg]

1, 2. 3. 4. 5.
Rady 1 108,70 £7,27 1364£368 | 178421281  1323+430 13721620

poradie skupin vzoriek

Rady 1: hodnoty aktivity AChE [pkat/mg]

Graf 3 Hodnoty aktivit AChE jednotlivych skupin vzoriek mozgov
Zdroj: Microsoft Excel

fyziologicky roztok, po 1 minute atropin (10 mg/kg)

tabun (LD5s0=200 pg/kg), po mintte atropin (10 mg/kg)

tabun (LDs0=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), HI-6 dichlorid
(81mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minute atropin (10 mg/kg), pralidoxim
metansulfat (197 mg/kg)

tabun (LDso=200 pg/kg), po minate atropin (10 mg/kg), K 870
(100mg/kg)

Tabulka 10 Latky podané jednotlivym skupindm vzoriek mozgov
Je zreymé, Ze aktivita AChE v mozgu je vel'mi vysoka (108,70 + 7,27 pkat/mg), ked’ze
prave mozog je hlavnym miestom jej posobenia. Z grafu je vSak ocividné, Ze oximy nie su
schopné riadne enzym reaktivovat’. Je to z dovodu ich priliSnej polarity a tym padom
neschopnosti prejst HEB. Aktivita AChE dosiahla pri reaktivacii oximom HI-6 hodnotu 17,84
+ 12,81 pkat/mg, ¢ize 4 % v prepocte na reaktivacné percento. Schopnosti reaktivacie AChE
pralidoximu boli 13,23 + 4,30 ukat/mg o je reaktivacné percento - 0,04 % a oxim K 870

(13,72 + 6,20 pkat/mg) s reaktivaénym percentom 0,08 % sa az tak vyrazne nelisili.
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6. Diskusia

Enzym AChE hra dolezita ulohu v centralnej aj periférnej nervovej siistave a preto je
jeho ireverzibilna blokacia za fyziologického stavu nebezpetna a neziadica. Ked'ze latky
akymi su OP tito blokaciu spdsobuju, je nutné zabranit’ ich uzivaniu (Patocka et al., 2004).
Napriek preukazanému nebezpecenstvu OP, mnohé pripady z minulosti nasvedCuji ich
zneuzivaniu a to na vojenské, Ci teroristické ucely (Marrs et al., 2007; Pletcher, 2010). Z tohto
dovodu vyskum smeroval k syntéze latok, ktoré by ucinok OP zvréatili. Ked’ze doteraz nebolo
nasyntetizované Sirokospektralne antidotum s uspokojivymi vysledkami reaktivacie,

pozorujeme stalu snahu vedcov o syntézu novych reaktivatorov AChE ( Kuca et al., 2004).

K terapii intoxikacii OP, ktoré sposobuju blokaciu AChE, patri okrem S$pecifickych
antidot (oximov) aj antikonvulzivna lieCba v podani diazepamu a anticholinergna liecba
prezentovana atropinom. Atropin ako zéstupca anticholinergnej lie€by pomdha zvratit’ i€inky
nahromadeného ACh na muskarinovych receptoroch po blokécii AChE a diazepam ma za
ulohu zmiernit’ kice, ked’ze atropin na nikotinové receptory neposobi. (Prymula R. etal., 2002).
Reaktivatory (Specifické antidotd) sa pouzivaju kvoli vyviazaniu OP z vizby na enzym AChE
ale ich U¢inok je obmedzeny. Velmi vyznamné, zd’aleka nie jediné obmedzenie spociva vo
vysokej vnutornej toxicite oximovych reaktivatorov. Dal§im obmedzenim je uz zo $truktiry
patrna vysoka polarita tychto latok a tak nikoho neprekvapi nedostato¢na schopnost’ prieniku
cez HEB do mozgu. Problém sposobuje fakt, ze prave tam koncentracia AChE dosahuje
najvysSie hodnoty. Jednym z d’alS§ich nevyhod tejto skupiny je Specifita antidot k typu
inhibitoru. Zatial’ sa nepodarilo najst’ Ziadne Sirokospektralne antidotum, ktoré by pdsobilo na
vSetky inhibitory suCasne. Nevyhodou je aj proces starnutia vizby medzi AChE a OP, kedy nie
je mozné nereverzibilny inhibitor viac z vizby vyviazat'. Rychlost’ starnutia enzymu zavisi na

chemickej Struktare OP a z toho dovodu tu hlavnt ulohu zohrava cas,

Medzi latky prvej vol'by teda jednoznac¢ne patria oximy. Jednym z najstar§ich oximov
je pralidoxim s kodom K 160. Jeho ucinky st v porovnani s oximom HI-6 vel'mi malé aj
z dovodu jeho chemickej Struktiary. Podl'a nej patri medzi monopyridinové zliceniny, €o jasne
naznacuje nizsiu afinitu k AChE, kvo6li pritomnosti jediného kvarterného dusika (Mercey et al.,
2012). Najlepsie vysledky doposial’ podava oxim HI-6 zo skupiny bispyridinovych zla¢enin no

nedostatkom tejto skupiny je ako bolo uz vysSie uvedené vysoka polarita a tym padom aj
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znizeny prechod cez HEB. Slabé miesto oximu HI-6 je taktiez tabun a niektoré d’alSie pesticidy

ktorych blokaciu nedokaze dobre reaktivovat’ (Bajgar, 2004).

Kvoli doterajsSej marnej snahe o syntézu vysokoucinného antidota vo¢i AChE
inhibovanej tabunom, bol na KTVF nasyntetizovany oxim K 870, do ktorého boli vkladané
nemalé nadeje. Dovod, preco vedci vkladali nddeje prave do molekuly K 870 je jasny. Zaklad
molekuly je inSpirovany doposial’ najacinnejsimi ,,K* oximami s jednou neoximovou a jednou
oximovou skupinou v polohe para na pyridinoch. Neoximova skupina tvori vodikové mostiky
ale nie je priamou reaktivacnou skupinou. Zvysuje afinitu oximu k enzymu (Musilek et al.,
2007). Takisto ma testovany oxim so skupinou ,,K* oximov podobnost’ v 4C ret’azci spajajucom
pyridiny (Woreket al., 1996). Na struktire molekuly oximu K 870 je jasne badatel'na dvojita
vézba, ktori1 obsahuje substancia K 203. Prave tato substancia sa vyznacuje schopnost'ou dobre
reaktivovat inhibiciu tabunom. Dvojita vézba dava Struktire schopnost’ rigidity pri interakcii
s aktivny miestom enzymu (Kuca et al., 2006). Niektoré stadie (Kassa et al., 2007) vyznamnost’
dvojitej vizby pri reaktivacii v8ak naopak zamietaj. Cim sa na§ oxim od substancie
K 203népadne lisi, su dva atomy chléru na jednom z pyridinoych jadier. O prinose chloridacii
oximov pojedndva $tadia Zorbaz, 2018. Predpokladalo sa, Ze vd’aka dvom lipofilnym atdémom
chloru, ktoré su substituované na jednom z pyridinovych jadier oximu K 870 bude spominany

oxim schopny prechodu cez HEB. Vysledky tejto Stadie vSak tvrdia opak.

Ked’Ze hodnotenia nasyntetizovaného oximu K 870 sa javili prinajmenSom velmi
sl'ubne, podnietilo to in vivo testovanie, ktorého vysledkom je tato praca. Ako modelové
organizmy boli pri tomto experimente pouzité potkany. Pri §tidiu G€innosti oximov byvaju
porovnavané hodnoty reaktivacie AChE v krvi tychto zvierat, ktord je pri intoxikacii prvym
zasiahnutym organom. Dal3im délezitym organom je branica a to z toho dovodu, Ze tento sval
je jednym z dychacich svalov a jej paralyza, ktort OP sposobuju je zivotu nebezpecnd. Je tym
padom jasné, Ze prebieha snaha zistit’ mieru reaktivacie antidot aj v tomto orgdne. Aby sme
zistili, €i je testovany reaktivator schopny prestupu HEB, je potkanom odoberany aj mozog

(Bajgar, 1991).

Ako Standardy vhodné na porovnanie sluzili dichlorid oximu HI-6 a pralidoxim
metansulfat. Pri merani takisto nutné pocitat’ s ur¢itymi odchylkami sposobenymi genetickym
zakladom potkanov. Aby sme tieto genetické odchylky vylucili, pouzili sme skupinu s vac¢Sim

poctom zvierat.
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Ako bolo uz spomenuté, zatial’ nebol najdeny ziaden oxim, ktory by fungoval na vSetky
typy otrav spdsobenych NPL. Problémovou substanciou je prave testovany tabun, ktory je
reaktivovatelny len malou skupinou latok oximovej povahy. Jednym zo $tandardnych oximov
patriacich do vybavy mnohych arméad ako antidotum proti tabunu je obidoxim. Zial’ jeho t¢inky
nie su dostato¢né, co podnecuje snahu nachadzat’ nové reaktivatory AChE inhibovanej tabunom
(Kassa, 2002). Dal$ou latkou uspdsobenou na tento ucel je oxim K 203. Tento oxim sice
dosahuje pri inhibicii tabunom vel'mi dobré vysledky, (Karasova et al. , 2009) avsak ako
antidotum pri otrave sarinom percento reaktivacie poukazuje na nedostatocni mieru reaktivacie

(Kassa et al., 2011).

Stadia Karasova et al., 2009 preukazala percento reaktivacie oximu K 203 24 % vo
vzorkach krvi. Oxim K 870 testovany naSim vyskumom dosiahol percento reaktivacie v krvi
29 %. Tento fakt naznacuje, Ze oxim K 870 sa preukazal ako dobry inhibitor AChE v krvi. Je
obecne zname ze oxim HI-6 nie vhodnym antidotom pri otrave tabunom preto percento
reaktivacie 7 %, podobné pralidoximu 6 % neprekvapilo. Oxim HI-6 je vSak ve'mi dobrym
reaktivatorom pri otrave sarinom, kde dosahuje percento reaktivacie vo vzorkach krvi 96 %

(Mackurova, 2018).

Zo zmienenej Studie Karasova et al., 2009 vyplyva, Ze oxim K 203 dosiahol v mozgu
percento reaktivacie AChE 10 %, ¢omu sa oxim K 870 vobec nepriblizil ba dokonca u neho
nebola badatel'na Ziadna reaktivacia. Na zéklade toho sa da predpokladat’, Ze sa do mozgu
vobec nezostal. Tento fakt je vSak nutné overit’ d’alSim experimentom. Vd’aka dvom chlérom
v molekule oximu K 870 bol ocakavany lepsi vysledok, kedZze chlor vyznamne zvySuje
lipofilitu molekul. U pralidoximu sa v nami nameranych hodnotach (-0,04 %) neobjavila Ziadna
reaktivacia. Oxim HI-6 reaktivoval AChE vo vzorkadch mozgov najlepSie z nami skimanych
oximov. Aktivita AChE sa po jeho podani zvysila o 4 %. Tento vysledok zial taktiez nie je
uspokojivy a neda sa porovnat’ s reaktivaciou AChE po pouziti sarinu. HI-6 je totiZto schopny

reaktivovat’ AChE v mozgu blokovant sarinom az o 45 % (Kassa, 2014).

Co sa branice tyka, predmet tohto experimentu a to oxim K 870 mal vel'mi uspokojivé
vysledky, az 50 %, zatial’ ¢o oxim K 203 prezentovany stidiou Kassa, 2011b) dosiahol zvysenie
aktivity AChE v branici len 14 %. Oxim HI-6 dosiahol vo vzorke branic vel'mi vysoké percento
reaktivacie az 79 %, ¢o odpoveda jeho schopnosti reaktivovat’ AChE v branici inhibovanu
sarinom (Mackurovd, 2018). Pralidoxim reaktivoval AChE vo vzorkach branic s percentom

reaktivacie 26 %.
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Bajgar, 2004 vo svojom ¢lanku uvadza, ze reaktivacné percento nutné pre zachranu
organizmu po expozicii NPL je 5-10 %. Podrl’a tohto faktu je mozné konstatovat’, ze testovany
oxim K 870 tc¢inkuje proti tabunu ako antidotum len na periférnej urovni avSak v mozgu, kde
je koncentracia enzymu AChE najvyssia nie je dostatocne t¢inny. Potvrdilo sa tvrdenie autorov,
ze oxim HI-6 je selektivny anie je vhodné lieCit nim tabunom spdsobenu otravu. U
pralidoximu sa potvrdila téza, ze bispyridinové derivaty si vhodnejSie na terapiu otrav nez

monopyridinové (Mercey et al., 2012).

Reaktivator K 870 sa uz v minulosti podrobil testovaniu in vivo. Svedcia o tom aj
vysledky prace Mackurova, 2018 kde bol tento oxim vystaveny inhibi¢nému pdsobeniu sarinu.
V tomto pripade si testovana substancia viedla viditeI'ne lepsie. V krvi dokézala zvysit’ aktivitu
AChHE o 24 % oproti inhibovanym vzorkdm, v mozgu o 8 % a vo vzorkach branice o 50 %, ¢o
sa rovna reaktivacii voci tabunu skimanému v nasom experimente. Ako je vidiet’ oxim K 870
vtomto pripade spiia Bajgarov, 2004 limit na preZitie organizmu po otrave NPL.
V spominanej praci (Mackurova, 2018) je badate'né, ze oxim HI-6 znafne percentudlne
prevysuje reaktivaénil schopnost’ substancie K 870 a preto nie je dovod aby ho nahradil.
O reaktivacnych schopnostiach oximu K 870 reaktivovat’ sarin pojednava aj Stidia Kassa,

2018.

Takisto ako AChE aj BChE je predmetom testov a experimentov. Stadia Zorbaz, 2019
sa venovala reaktivacii BChE blokovanej NPL, kde tlohu reaktivatorov zohravaju chlorové
derivaty bispyridinovych oximov, &ize aj oxim K 870,. Studia predklada fakt, Ze najlepsie je
reaktivovatelnd BChE blokované sarinom. Porovnatel'ne dobre reaktivovatel'né boli pripady
blokacie VRX a cyklosarinom. BChE inhibovana tabunom dosahovala najnizsie percento
reaktivacie po posobeni reaktivatorov, kvoli sterickému braneniu vézby tabunu na BChE. Oxim
K 870 dosiahol najvyssie percento reaktivacie u sarinu, ¢o sa zhoduje s vysledkami, ktoré tento
oxim dosahoval u AChE. Dobre si oxim K 870 viedol aj pri reaktivacii BChE blokovane;j
substanciou VRX, zatial’ ¢o tabun nebol schopny reaktivovat’ vobec. Spominand Stidia ukazala,
ze testovany oxim K 870 nebo schopny po inhibicii tabunom reaktivovat’ ako enzym AChE tak

ani enzym BChE (Zorbaz, 2019).

K ciel'u, oktory sa snazi vyskum antidot pre NPL vedie nejedna cesta. Jednou
z moznosti je kombindacia oximov s roznymi spektrami u¢inku. Tym by sa odstranila nevyhoda

priliSnej Specifity oximu na konkrétny inhibitor (Kassa, 2011a).
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Jednou z d’alSich ciest, ktorou sa ubera aj nas experiment je pokracovanie v zatial’

neuspesnej snahe nasyntetizovat’ nové Sirokospektralne antidotum oximovej povahy.

Dalsi nadejny spdsob, ako odstranit’ nevyhody reaktivatorov predstavuji tzv. neidnové
oximové reaktivatory, ktoré zvysSuju lipofilitu molekuly a podnecuji tym jej Sance k prieniku
cez HEB. Po prevedeni viacerych vyskumov sa ukazalo, ze tieto latky su naozaj schopné HEB
prekonat’, avsak prilisna lipofilita sposobuje problém vo vylucovani tychto latok z organizmu,
ked’ze je tu pozorovatel'nd nizka rozpustnost v hydrofilnych roztokoch. Zmiefiovana nizka
rozpustnost’ v hydrofilnych tekutindch znemoznuje aj intramuskularne a intravendzne cesty
podania. Absencia naboja znizuje zase reaktivacné schopnosti tychto oximov. Riesi sa to
napriklad pridanim funkénych skupin. Doposial’ sa v§ak podarilo nasyntetizovat’ len par naozaj
ucinnych latok preto je otazne, ¢i by sa malo v tomto vyskume pokracovat’ (Gorecki, 2016; De

Koning, 2018; Gupta, 2014).

Nové moznosti vyskumu podporili vyuzitie nanoCastic s naviazanymi oximami.
Vyuzity bol prave oxim HI-6 naviazany na nanocastice oxidu kremicitého. Nanocastice boli
pouzit¢ na AChE mysi v mozgu inhibovant sarinom, aby mozog ochranili pred moznym

posSkodenim (Yang, 2016).

Ked’Ze obavou nie je len neschopnost’ vyviazat OP z vdzby na AChE ale takisto
mozZnost’ opdtovného naviazania sa OP na uZ zreaktivovani AChE pozorujeme vznik tzv.
bioscavengerov, ktorych hlavnou funkciou je zachytit’ nezreagované OP uZz v krvi, aby sa
nedostali do CNS ani do periférie. Po vychytani molekl OP nastava ich rozklad (Sharma, 2015;
Rice, 2016).

Z predchadzajuceho vykladu jasne vyplyva, ze ciest, ktorymi sa moéze vyskum

reaktivatorov AChE uberat’ je mnoho, otdzkou vSak zostava, ktora z nich si vybrat’.
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7. Zaver

Z nazvu diplomovej prace je zrejmé, Ze jej ciel'om bolo otestovat reaktiva¢nu schopnost’
novo syntetizované¢ho oximu K 870 voci ireverzibilnému inhibitoru tabunu. Tento oxim mal za
Gilohu z enzymu AChE vyviazat' tabun, aby enzym mohol nadalej spifiat’ svoju funkciu.
Potencialne antidotum K 870 patri medzi bispyridinové K oximy, z ¢oho vyplyva aj jeho
Struktura, ktord sa napadne podoba oximu K 203. Reaktivacné ucinky oximu K 203 na AChE
inhibovanu tabunom st velmi uspokojivé ba dokonca kvoli pritomnosti karbamoylovej
Struktiry vykazuje nizku vnatornu toxicitu. Jedinym jeho nedostatkom je neschopnost’
prestipit HEB. Tento problém mal riesit’ prave nami testovany oxim K 870, ktory sa oproti
oximu K 203 1i§i dvoma atémami chléru substituovanymi na jednom z pyridinovych jadier.
Tato substittcia je vysledkom snahy ziskat’ natol’ko lipofilni molekulu aby bola schopna I'ahko

prechadzat’ cez HEB do mozgu, na miesto s vysokou koncentraciou AChE.

Experiment jednoznacne potvrdil, Ze oxim K 870 je schopny do urcitej miery enzym
periférne reaktivovat’. Testovacie vzorky preukazali najlepSiu Gspesnost’ spominaného oximu
v krvi, kde bola pozorovana najvysSia koncentracia reaktivovaného enzymu AChE po
porovnani so vzorkami Standardov (HI-6 dichlorid, pralidoxim metansulfat). U branice oxim
K 870 manifestoval vyssiu reaktivaciu ako pralidoxim ale reaktivacii oximom HI-6 sa
nevyrovnal. Napriek spominanym chlérom v molekule oximu K 870 vysledky jasne poukazuju
na fakt, Ze sa tento oxim do mozgu vobec nedostavil a nedokézal tak AChE v tychto vzorkach
reaktivovat. Aktivity AChE vo vzorkidch mozgov reaktivovanych Standardmi dosahovali

takisto nizke hodnoty.

Oxim K 870 nedosahuje v mozgu vysoky stupen reaktivicie ajeho schopnost
reaktivacie v ostatnych tkanach (branica a krv) je porovnatelnd s terapeuticky uzivanymi
antidotmi a preto nie je nutné nahradzat’ nim komeréne dostupné antidota. Medzi doposial’
dostupné sposoby prekroc¢enia reaktivatorov cez HEB patri glykozylacia a nasledny transport
cez prenasac¢ pre glukézu (GLUT-1), inhibicia P-glykoproteinu (efluxného transportéru),
prenos pomocou nanocastic... LepSie by vSak bolo najst’ reaktivator, ktory by prestupoval cez

HEB do mozgu a zachoval si svoj reaktivaény potencial v tkanach.
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8. Zoznam skratiek
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AChE
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Cmax
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Gly
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His
Ch
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ChZ

1.m
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acetylcholin
acetylcholinesteraza
alanin
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acetyltiocholinjodid
butylcholin
butylcholinesteraza
maximalna koncentracia
centralny nervovy systém

5,5 -ditiobis-2-

nitrobenzoova kyselina

familiarna amyloidna

lateralna skleroza
kyselina glutdmova
glycin

hematoencefalicka bariéra
asoxim

histidin

cholin
cholinacetyltransferdza
chemické zbrane

intramuskularne podanie



LDso

LueH
MG
MMG-4
NPL
0.p.

OoP

PD

Phe

Ser

tmax

Tyr

VRX

WHO

2-PAM
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Lethal doses 50% stredna

smrtna davka

obidoxim

Myasthenia gravis
metoxim

nervové paralytické latky
peroralne podanie
organofosfaty
Parkinsonova choroba
fenyalanin

serin

as, za ktory je dosiahnuta
maximalna koncentracia

tyrozin

oznacenie pre ruské
nervove paralytické latky

Svetova zdravotnicka

organizacia

pralidoxim metansulfat
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