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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Daniela Hnidkova
Skolitel: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.
Nazev diplomové prace: Sledovani distribuce redktini acetylcholinesterasy

po intraskularnim podani

Nervow paralytické latky (NPL) p&t mezi organofosfatové inhibitory (OFI), které
se ireverzibil@ vazi na acetylcholinesterasu (AChE). Neurotrarematetylcholin (ACh)
neni tedy rozkladdn a jeho zvySena koncentrace ppiSobuje nadrrné drazdni
cholinergnich receptér tzv. akutni cholinergni krizi (Patka et al., 2004). Reaktivatory
AChE, téz nazyvané oximy, jsou kauzalnimi antidptlyterapii intoxikaci OFI a tedy i
nervow paralytickymi latkami. Jejich ukolem je vyvazahibitor z aktivniho mista enzymu
AChE a zabranit tak vzniku kovalentni vazby (Seps@010).

V této studii byla sledovana farmakokinetikatipvybranych reaktivatd@gr AChE
(oxim HI-6, obidoxim, trimedoxim, oxim K203 a oxi#027), konkrétg jejich distribuce
v organismu. K této studii byl pouzit jako modeloeyganismus potkan (samec, kmen
Wistar).

Jako nejvhodjSi separéni metodika ke sledovani jejich farmakokinetiky dyl
zvolena vysoko&innad kapalinovd chromatografie (High Performance quid
Chromatography; HPLC). V ramci studie bylo nezbyBmgrave stanovit mobilni fazi
(slozeni, pH) — jako optimalni se jevila mobilnzdaskladajici se z 24% acetonitrilu a 76%
destilované a deionizované vody obsahujici 5 mivheadsll oktansulfonoveé kyseliny a 5
mM tetramethylamonium chloridu.ridavkem kyseliny fosfokamé bylo upraveno pH na
hodnotu 2,3. Nutné také bylo zvolit vhodné preeifit ¢inidlo k odstragni proteiri ze
vzorka, které by bylo kompatibilni s mobilni fazi, timltacetonitril.

Distribuce jednotlivych reaktivatdr AChE byla stanovena u skupin (n = 7)
vybranych zwviat. Vysledné hodnoty pro jednotlivd stanoveni kom@ee v odpovidajicim
c¢asovem intervalu byly gmérnou hodnotou ze 3 &teni. Vzhledem k rychlosti inhibice
AChE pi intoxikaci NPL je Zadouci, aby distribuceité probihala co nejrychleji. Nejlepsi
vysledky tak vykazoval obidoxim (maximalni koncewe 23,60 + 1,3hg/ml dosahoval jiz
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v 10. minug), za nim nasledovali trimedoxim (maximalni koncecé¢ 16,60 + 2,68g/ml
ve 20. minu), oxim HI-6 (maximalni koncentrace 15,30 *+ 0;&%ml ve 40. minut), oxim
K027 (maximalni koncentrace 17,60 + 0462 ml ve 40. minut) a oxim K203 (maximalni
koncentrace 16,60 + 2,00g/ml v 60. minuk). Nalezené rozdily v distribuci pak byly

hodnoceny a byly vyuZity k pochopeni vztahu strekti&iva — jeji farmakokineticky
profil.
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after intramuscular administration.

Nerve agents belong to the group of OFI that sy binds to
acetylcholinesterase (AChE). Neurotransmitter dckbfine (ACh) cannot be degraded and
its increased concentration causes excessive owatation of cholinergic receptors,
known as acute cholinergic crisis (R#&@a et al., 2004). Reactivators of
acetylcholinesterase, also called oximes, are tas#otes for the treatment of OFI
poisonings and therefore nerve agents. Their mésinaof action is to break bond between
inhibitor and AChE active site and prevent its sgpgent covalent binding (Sepsové, 2010).

In this study pharmacokinetics of five selectedctiwators of AChE (oxime HI-6,
obidoxime, trimedoxime, oxime K203 and oxime KO%&re monitored. Rats were used as
a convenient model organism (male, tribe Wistar)pi@sentedh vivo study.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) wadested as the most
suitable separation method to studied pharmacakmetf oximes. In this study it was
necessary to determine convenient mobile phasec@itsposition, pH). As the optimal
mobile phase was used mobile phase consisting %f &getonitrile and 76% distilled and
deionized water, containing 5 mM sodium octanswferand 5 mM tetramethylammonium
chloride. pH was adjusted to 2.3 by phosphoric adidition.

Distribution of AChE reactivators was determinedgioups (n = 7) of selected
animals. The result for the individual determinataf concentration in the corresponding
@sents. Due to the high rate of AChE
inhibition by nerve agents it is clear that thetrisition of therapeutics should be really

time interval was the average value of three me

quick. The best results were showed after obidoxamgication (maximum concentration
23.60 £ 1.35ug/ml, reached in the 10th minute), followed by &gloxime (the maximum
concentration of 16.60 * 2.68g/ml in the 20th minute), oxime HI-6 (maximum
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concentration of 15.30 = 0.6hg/ml in the 40th minute), oxime K027 (maximum
concentration of 17.60 + 0.6&/ml in the 40th minute) and lastly oxime K203 (nmaxm
concentration of 16.60 + 2.Q@/ml in the 60th minute). Differences in pharmaaoekics
profile of tested oxime should be explained by d®snin their structures. These differences
can help us to understand possible relationshiwd®st oxime structure and its therapeutic

efficacy.
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1. UVOD

Reaktivatory acetylcholinesteras}AChe; EC 3.1.1.7)jsou slogeniny, jejichz
primarni Gkol spéiva v obno¥ zablokovaného enzymu (AChER)imZz mu navraci jeho
funkci degradovat acetylcholin (ACh) na cholin asé&jnu octovou. ACh je idezitym
neurotransmiterem v centrdlnim nervovém systéemu S)CNdale je také hlavnim
neurotransmiterem parasympatiku, ktery uthueE penos nervového vzruchu ve
vegetativnich gangliich a na nervosvalové plotéerREhE se tak vyskytuje ipdevsim
v cholinergnich neuronech a ve velkém mnoZstvigr@anervosvalové ploténce.

Latky, které blokuji funkci tohoto enzymu, jsou geany inhibitory AChE — zad
léCiv se jedna o kratkodobé, reverzibilni inhibitoBy(idostigmin, Physostigmin) a je jich
vyuzito zejména v terapii Alzheimerovy choroby, é&klé myasthenia gravis aj. iad
toxikologicky vyznamnych slaienin jde o reverzibilni inhibitory AChE — v zédglstvi
pouzZivané jako pesticidy, herbicidy a insekticidganathion, malathion aj.) nebo
ireverzibilni inhibitory jako jsou nap chemické bojové latky (sarin, soman, tabun, latka
VX).

V terapii intoxikaci &mito noxami jsou uzivany tzv. reaktivatory AChE.dRosvé
chemické struktury jsou reaktivatory AChE téz namyyw oximy — typicka je itomnost
jednéci vice oximovych skupin, navic ve své molekule ¥8gcobsahuji jeden nebo dva
kvarterni dusiky (jedno nebo &wpyridinova jadra), coz jeffginou toho, Ze prakticky
neprostupuji do CNS afipobi fevazrt na periferii. Tato jadra, pokud jde o biskvarterni
sloweninu, jsou spojendgettzcem — jednotlivé oximy se od sebe liSi jeho délkou
substituenty a déle se liSi i substituci na pyodém jade.

OFI maji k reaktivatarm wtSi afinitu nez k AChE; oximova skupina je vysoce
nukleofilni, reaguje s OFI v ka¥itenzymu, vznika komplex oxim — organofosfat a AChE
se uvohuje. Oximy musi byt podany co néjde po intoxikaci, protoZze jakmile komplex
AChE - organofosfat ,zestarne®, nejsou oximy scliomnzym reaktivovat (Lincova,
Farghali et al., 2007).
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Organofosforové inhibitory

Organofosforove slaieniny jsou latky, které jsou pouzivany v zZekistvi jako
pesticidy (paraoxon, parathion, malathion) nebovegnstvi jako chemické bojové latky
(nervow paralytické latky; NPL).

Podle zpravy OSN z roku 1969 je chemicka #lotaarakterizovand jako ,chemicka
substance,tauz plynna, kapalna nebo pevnd, jejiz jedovaiéky by mohly byt zneuzity
proti ¢lovéku, zviratim nebo rostlinam*. Umluva o zékazu vyvoje, vyrosiladovani a
pouziti chemickych zbrani (CWC, Chemical Weaponsweation) dopiuje, ze chemické
zbraré (CHZ) jsou nejen vlastni jedovaté chemikalie, iataunice a vybaveni pro jejich
rozSkovani (Visingr, Sedkgéek, 2004)Jedna se o prvni multilateralni odzbrojovaci dohodu
poskytujici moznost pro eliminaci jedné kategobeani hromadného ¢eni pod vSeobe¢n
pouzivanou mezinarodni kontroloui@&ta et al., 1999).

Jejich zakladni vlastnosti je vysokd toxicita, z&m novodobych nervév
paralytickych latek, u nichZ se smrtelné davky Howvéka pohybujiradow 10%g (Visingr,
Sedl&ek, 2004) a akutni otravy organofosforovymi pedtickpisobi desitky tisic umrti
ro¢né v rozvojovych zemich (Buckley, 2011).

Nasazeni CHZ serpdpoklada na hromadné cile, a proto jsou bojov&voé latky
kvalifikovany téz jako zbrahhromadného geni (online 30. 3. 2011). CHZ jsou velmi
obavanym progedkem a pedstavuji hrozbu i pro ty nejvy&pjsi armady sita (Visingr,
Sedl&ek, 2004). S nastajici hrozbou terorismu je hrozba intoxikaémito latkami
pomeérné vysoka (Patéka et al., 2004).

Mezi nejznangjSi zastupce NPL p#tsarin (GB;O-isopropylmethylfluorofosfonét),
soman (GD; O-pinakolylmethylfluorofosfonat), tabun (GA; O
ethyldimethylamidokyanofosfat) a latka VX Ofethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-
methylthiofosfonat) (Patika et al., 2004).
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2.2. Historie

2.2.1. Objev latek G

Nervow paralytické latky, byly objeveny v débpied 2. s¥tovou vélkou pi
vyzkumu pesticid (prostedky ugené k nteni Skidca), které mohly hrat @lezitou roli i
ochrart zadsob potravin. Tento vyzkum ved| k objeveni tkyah (Einki organofosfat a
zahy se zjistilo, Ze mnohé z nich jsou jako pedyigiepouZitelné, protoZze kr@nskidci
jsou smrteld nebezpeéné i pro ¢loveka. Toto vSak zaujalo vojenské veleni a jejich
intenzivni vyzkum déle poktaval, tentokrat ovSem uZ jako potencialnich chegtbk
zbrani (Visingr, Sedt&ek, 2004).

Historie €chto latek se zmla pséat v zavodech koncernu IG FarbBétaboratdich
této firmy pracovala skupina vedend Gerhardem $ehein. Jejim prvotnim cilem bylo
nalezeni tinnych insekticid mezi estery kyselin fosforu. Po @Spé syntézéady vysoce
toxickych latek, nejen pro hmyz, projevili o tentgzkum z4jem vojensti odbornici, kie
pozctji zmenili cilen¢ jeho orientaci (Cabal, Bajgar, 1999). Tym G. Sdbra v roce 1936
pripravil prvni slogeninu z tzv. skupiny latek G (,klasické* nervoyaralytické latky).
Dostala nazev tabun (k6d GA) a mezi roky 1942 a5184 ji udaja vyrobilo 30 000 tun
(Visingr, Sedléek, 2004).

Jako v psadi druha latka G (1938) byl objeven sarin (kod GBhozZ nazev je
zkratkou jmen jeho twct (Schrader, Ambros,Ritter a Linde). Je jedinou NPL, kteréa byla
skute&né prokazateld pouzita v boji; od roku 1985 jej zneuzival Irdloprdranu (Visingr,
Sedlg&ek, 2004).

2.2.2. Objev latek V

Vojensko-politicky vyvoj v povaléené Evrog pral dalSimu vyzkumu na poli novych
otravnych latek, a tak k latkhm objevenym Schradgrotymem pibyvaly dalSi. Byla to
napikladfada tzv. Tammelinovych estefiejichz vyvoj zavrsSily USA zavedenim latky VX
do vyzbroje a jestpozdji zavedenim latky IVA (intermediate volatility age- latka se
stredni tkavosti) (Cabal, Bajgar, 199%llavnim predstavitelem skupiny V je tedy latka
VX. Jde o jednu z nejjedovg$ich nervoé paralytickych latek (je fiblizné stokrat
chemickych zbrani v Porton Down a Udaje o ni bysdany Spojenym st&h vyménou za
tajemstvi termonuklearni bomby. Latka VX se poizstala zakladem chemického arzenélu
USA. Ale ani poté vyzkum NPL neska&h ptikladem je dosud tajemny paralyticky plyn
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Novicok, ktery byl udaja vynalezen v byvalém SSSR a ktery bylroyt az osmkréat
acinngjsi nez VX (Visingr, Sedig&k, 2004).

2.2.3. Dédictvi minulosti

Historie OFI se z&ala pséat fed vice neZz 150 lety. Za tuto dobu byly objeveny
jejich insekticidni vlastnosti, objasm mechanismus toxickéhatioku, ale zejména byly
objeveny latky s vojenskym vyuZitim jako chemickyabrani, které rozhodujicim
zpasobem zminily pohled na vedeni valk§Patd@ka, 2010).

Valetnym konfliktem, v 8mz byly chemické latky poprvé pouzity k vojenskym
acelim jako CHZ, byla 1. sttova valka.Na bojistich byly pouZity latky smrtici a wané
mite latky drazdivé. Nejnebezg®@jSimi z nich byly chlor, fosgen, kyanovodik a yperi
(Bajgar, Fusek, 2006).

Faktem ovSem je, Ze vojensky vyznam chemickyclardbr sodasnosti klesa.
Naopak stale &Si obavy vzbuzuje pouziti chemickych zbrani testyr{Visingr, Sedléek,
2004).

DalSim nebezpgm jsou existujici zasoby chemickych zbranted®oze USA
doufaly, Ze své zasoby zlikvidujilbem 90. let, proces stale neni u koribalSi hrozbu
piedstavuji zasoby zbrani, které byly po druhé&mxe valce uloZzeny na dno Baltského
more. Podle odhadjde o desitky aZz stovky tisic tun nadrzi a muribsahujicich yperit,
tabun a nechvanznamy Cyklon B (Visingr, Sediék, 2004).

Likvidace chemickych zbrani stéle pokuge. Vysglé zent totiz chapou, jaké
nebezpeéi chemické zbrah predstavuji v rukou terorigt diktatorskych reZi nebo
nestabilnich vladretiho s¥ta (Visingr, Sedléek, 2004).
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2.3. Klasifikace bojovych chemickych latek

Otravné latky (OL) tvé zakladni dinnou sloZzku chemickych zbrani. Do
organismu pronikaji dychacimi organy, neposkozepouozkou, ranami Zisobenymi
strepinami chemické munice, sliznici nosohltantin@ nebo poZitim kontaminované vody
a potravin (online 6. 4. 2011a).

Pri bojovém pouziti se n&asgji pouzivaji ve formd par, aerosdl nebo kapek. OL
ve form¢ par a vysoce disperznich aerds&bntaminuji vzduch agsobi na Zivou silu
inhalatn¢ (pres dychaci organy). OL ve foérhrube disperznich aerosblnebo kapek
kontaminuji terén, bojovou techniku, vyzbroj a vggt prostedky ochrany i vodni zdroje
(online 6. 4. 2011a).

2.3.1. V3eobecH jedovate latky

Kyanovodik (AC), Chlorkyan (CK)

Jedna se o velmékave latky s nizkou stalosti v terénu. Tyto latkgkioji tkénové

dychéani a v tisledku centralni obrny dychani mohouiggbit i smrt (online 30. 3. 2011).
Hlavnimi ptiznaky otravy jsou bolesti hlavy,tgchodné poruchy zraku, ztizené
dychani a zrychlena sr&i@ ¢innost. Ri vysoké koncentraci par mé otrava velmi rychly

pribéh - smrt nastava do dvou &# minut (online 30. 3. 2011).

2.3.2. Dusivé latky

Fosgen (CG); Difosgen (DP); Chlorpikrin (PS, KLOP)

Fosgen je bezbarvy plyn, difosgen a chlorpikrirujd®zbarvé olejovité kapaliny.
Drazdi hlave respir&ni trakt (zmisobuji toxicky otok plic, coz znamené napin plic
kapalinou), ¢i a ve vysSich koncentracichi (online 30. 3. 2011).

Ptiznaky zasaZeni dusivymi latkami jsou pocit Skrabakrku a drazdivy kaSel,
bolest hlavy, nevolnost az zvracenti Pelmi vysoké koncentraci dochézi k superakutni
otraw, coz znamena okamzitou smrt zasazenéhasledku reflexni zastavy dechu (online
30. 3. 2011).
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2.3.3. Zpuchyiujici latky

Sulfidicky yperit (HD); Dusikaty yperit (HN-3); laisit (L, M-1); Sns yperit —
lewisit (HL)

Jedna se o olejovité nazloutlé kapaliny stélé érter Do organizmu pronikaji vSemi

branami a na mist kontaktu vyvolavaji morfologické zfny ve tkanich, obvykle
ireverzibilniho charakteru - naiki je to ¢ervené zbarveni, otok a do 24 hodin od zasazeni
prvni puchye. Ri praniku aéni spojivkou vyvolavaji paleni, slzenitazani v ¢ich a i

vétSi koncentraci i zam rohovky. V dychacich cestachigobi tyto latky pocit sucha a
Skrabani v krku, drdzdivy kaSel, chrapot az zthdaisu (online 30. 3. 2011).

2.3.4. Drazdivé latky

chloracetofenon (CN); Latka CS (CS); Latka CR (CR)
Jedna se o bilé nebo nazloutlé krystalické latky b@pachu, nebo s drazdivym

zapachem po pép(online 30. 3. 2011). Eelem jejich pouZiti je snizit bojeschopnost
protivnika, pgipadré ztizit protivnikovi pouzZivani ochranné masky (Bajg 2007).
Bezprostedre po jejich zasazeni dochazi k prudkému podfidzdocnich spojivek
doprovazené slzenim, nebo sliznice hornich ceshatich, zpsobujici neovladatelny
zachvat kaSle (online 30. 3. 2011).

2.3.5. Psychoaktivni latky

Latka BZ (BZ); LSD (LSD-25)

Jednéa se o bilé pevné latky bez zapachu. SlouZepkuozvraceni organizované

¢innosti lidi. U zdravéhailovéka vyvolavaji bez &Si poruchy ¥domi zneény ve sfée
emani a ve sfée vnimani. PostiZzeni jsou neklidni, maji sniZzenoor#inaci pohyb,
zavrat a bolesti hlavy. Po ode&ni této faze pak nastupuje stadium letargie, ospald

spanek, strnulost a Unava (online 30. 3. 2011).

2.3.6. Nervow — paralyticke latky

Sarin (GB, T-144): Soman (GD, VR-55): Latka VX (VXJabun (GA): Latka
IVA(GV); Cyklosarin(GF)

Jedna se o bezbarvé aZz natié kapaliny velmi (sarin), nebo mélo (VXdkavé.

Maji nepatrny ovocny, thiolovy nebdilvec zadny zapach. Svoji toxicitotepysuji ostatni
znamé OL. V organizmu se projevujfedevSim v oblasti CNS. VSe kiinobrnou az

ochrnutim dychacich svala kardiovaskularnim selhanim (online 30. 3. 2011)ava,
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podrazénost, nervozita a poruchy p&tn mohou getrvavat i 6 tydf po zotaveni z
expozice NPL (online 3. 4. 2011).

Po zasazeni nervéwaralytickymi latkami je nutné ihned ¥nout do svalu na
predni strat stehna (i pes odv) antidotum (autoinjektory GAI, Combopen, Multipaj).
Vstiiknuti antidota je mozné v prvnich hodinach po ikaci opakovat. Déle je nutné
provest ihned dekontaminaaiZe a odvu (online 30. 3. 2011).

2.3.6.1. Struktury NPL

Z chemického hlediska jsou nergoyaralytické latky estery fosfonovych nebo
fosforeinych kyselin. Roz#luji se na d¥ skupiny, které jsou obe&noznaovany jako G
latky a V latky.

Mezi zastupce G latek gattabun (GA;O-ethyldimethylamidokyanofosfat),
sarin (GB; O-isopropylmethylfluorofosfonat), cyklosarin (GF; O-
cyklohexylmethylfluorofosfonéat) a soman (GO;pinakolylmethylfluorofosfonat).

Mezi latky V pati latka VX O-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-
methylthiofosfonat, kterd dosahla n&giho vojenského vyznamu, a jeji izomery jako je
ruska VX,cinska VX (obr. 1) (Newmark, 2007).

o i
I Q 9 \N,P’O\/
p-0O P p-O \
R o7y 7N | \\
F F F N
Sarin Cyclosarin Soman Tabun

Nervowvé - paralytické latky — G latky

Latka VX Ruska VX

Nervové - paralytické latky — V latky
Obr. 1: Struktury NPL
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2.3.6.2. Mechanismus gsobeni NPL

NPL, nejsmrteljsi z klasickych chemickych bojovych latek, fungpfedevsim
jako inhibitory AChE a zfisobuji tak rychle postupujici cholinergni krizi (Naark, 2004).
Ovlivauji cholinergni penos nervového vzruchu visledku inhibéniho pisobeni na
cholinesterasy (Bajgar et al., 1991).

Fyziologickou funkci AChE na cholinergnich synapsie S¢peni neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) na cholin a kyselinu octovouCk pisobi jako penasé nervovych
vzruchi na cholinergnich synapsich (inervace, zlaz, srdleelkého svalstva), gangliovych
buikach, deni nadledvin, nervosvalovych ploténkach a syndp€iblS (Bartosova et al.,
2006). ACh je syntetizovan z exogeémntodavaneho cholinu (potravou), ktery je acetylovan
pomoci acetylkoenzymu A. Tuto reakci katalyzujeyamzholinacetyltransferasa (ChAT,
EC 2.3.1.6) (Bajgar et al., 1991).

Enzymaticka hydrolyza ACh se uskéieje na aktivnim centru AChE. Toto
nejdilezitéjSi misto AChE také ozkdavané jako tzv. katalytické centrum je teno
hydroxylovou skupinou serinu (tze. - anionické misto). Déale se na aktivhim povrchu
AChE nachéazi je&t jedno anionické misto, oztmvané jakop — anionické misto a
v blizkosti esteratického mista jedrv. oblast hydrofobnich interakci¢kudy ozn&ovana
jakoy — anionické misto (Bajgar et al., 1991).

OFI (NPL) jsou latky, které fosforylugi fosfonyluji hydroxylovou skupinu serinu
v esteratickécasti enzymu. Stabilni kovalentni konjugaty vznikiéibici mohou byt
nasledd hydrolyzovany (spontanni reaktivace) nebo dealkyhy (starnuti enzymu;
aging). Protoze spontanni reaktivace inhibovanéizgrau je pomala a vifpad rychlého
starnuti k ni dokonce prakticky nedochazi, kawe o &chto latkach jako o ireverzibilnich
inhibitorech AChE (Wiesner et al., 2005). Mezi tintypem inhibitoru a enzymu se vytva
pevna kovalentni vazba. OFI je tim gjBim inhibitorem AChE¢im je nizSi disociéni
konstanta K, tzn.¢im je WwtSi rychlost pemeny prechodného komplexu enzym — inhibitor
na fosforylovany (inhibovany) enzym. Tento kompf@kl a AChE (fosforylovany enzym)
se vodou hydrolyzuje velmi pomalu, a proto je AGi&R normalni funkci zablokovana. Na
cholinergnich synapsich, kde je vzrudemasen ACh, dojde k jeho nahroriaida tedy
v podstat k endogenni intoxikaci timto neurotransmiterenr (@) (Bajgar et al., 1991).
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Obr. 2: Mechanismus pisobeni NPL

2.3.6.3. Priznaky otrav NPL

V pripact akutni otravy NPL jsou typick&fznaky zgisobené nadsmnou stimulaci
cholinergnich receptér vegetativniho nervového systému na postsynaptiokénbrag
(tento stav je ozmavan také jako akutni cholinergni krize) (online 4. 2011).
Schematicky je mozno symptomy intoxikace rdizcha priznaky muskarinové, nikotinove
a centralni. V zavislosti na stupni intoxikace mehiyt tyto giznaky vyjadeny v fizné
mite (Bajgar et al., 1991).

Z patofyziologického hlediska je mozndi pntoxikaci OFI rozliSit rekolik fazi.
Prvni zahrnuje vstup OFI do organismujrpk do krevniho oéhu a naslednbiologickymi
bariérami, transport noxy na misto metabolizaceoxického efektu a zde interakci
s pislusnymi enzymatickymi systémy. Druha faze je aktarizovana hroma&dim ACh na
nervovych zakogenich a projevy jeho zvySené koncentracéchito mistech. fieti stadium
je charakterizovandadou biochemickych a patofyziologickych &mv disledku gimého
acinku ACh na receptorech, b&édnych membranach. Posledni faze, ktera je pozorgedna
u nekterych OFI, je charakterizovana projevy pozdnirotaxicky (Bajgar, 1985).

Klinickym projevem prvnich dvou fazi jsoutipnaky muskarinového typu, dané
akumulaci ACh na synapsich vegetativniho systémtizngky nikotinové, dané
hromaanim ACh na neuromuskularnich ploténkdch a motodbkyend, a centralni, dané
nerovnovahou mezi cholinergnim fgmosem nervového vzruchu a ostatnimi

neuromediatorovymi systémy v CNS (Bajgar, 1985).
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a) Muskarinové piznaky se projevuji na zornicich — mibza, ciliarnim svaiu
poruchy akomodace, spojivkach a nosni slizniciekgveni, na slinnych, slznych
a potnich zldzach — zvySené shin slzeni a poceni, v dychacich cestach —
zvySena sekrece, bronchokonstrikce, na hladké @wglotravicino traktu a
mocoveého nchyre — zvySena peristaltika, poruchy mikce a defekbleesrdci je
pozorovana bradykardie, krevni tlak klesa (Baj3885).

b) Nikotinové piznaky jsou charakterizovanysvalovou ochablosti, fibrilacemi,
nejprve jednotlivych sval pak i skupin, které ipchazeji v tonicko — klonické
kiece a pozdji v parézu az paralyzu svalstva. Tyttizmaky vedou ke zgaému
omezeni ventilace tkée a pozdji paralyza dychacich svgl, kterd je
prohlubovana bronchokonstrikci a zvySenou bronohggkreci (Bajgar, 1985).

c) Centralni piznaky jsou charakterizovany bolestmi hlavy, Uzkosti, énmio
labilitou, nagtim, neklidem, nesnadnou koncentraci, z&mat depresivnimi

stavy, zmatenosti, ataxii a bédemim (Bajgar 1985).

Podle davky a v zavislosti na toxicipouzitého OFI se ip peroralni intoxikaci
vétSinou nejprve vyvijeji gastrointestinalnitiznaky (1 — 2 hodiny po poZiti),
charakterizované jako bolestiidha kolikovitého charakteru, s nevolnosti, kter@&erejit
ve zvraceni. DalSim subjektivninitipnakem je svalova slabost, ztizené dychani a ehérs
vidéni. Objektivré je pozorovana midza, zvySenéesni peristaltika, nepravidelné dychani,
poceni, zvySena slzni a nosni sekrece, bradykazdigeny svalovy tonus az tonicko —
klonické Kece a bezedomi (Bajgar, 1985).

U inhal&ni formy intoxikace jsou v porovnani s intoxikaciop zvyrazgny
ptiznaky ztizeného dychani, vice vyiéda midza, a travici obtize nejsou tak vyraznééTak
pribeéh otravy je rychlejSi. Vyrazné jsodtipnaky centréini (Bajgar, 1985).

U perkutanniho zasazeni je naopakbph otravy prodlouzen,detre doby latence,
ktera mize byt 1 — 12 hodin. Miéza byva nevyraznfd®&vaji se gastrointestinalni, n&én
dechové potiZe. Centralniipnaky nejsou v tomtoifpact vyrazné (Bajgar, 1985).

2.3.6.4. Komplikace otravy NPL

Komplikace otravy OFI je mozno rodd na nespecifické a specificke.

Nespecifické komplikaceyplivaji z poruSeni homeostazy organismu a jsou do
uréité miry totozné s opozdou fazi otravy. Jde o patologické poruchy &nileo rytmu a
respirace. Mohou se manifestovat i v obdatkatika dni po expozici. Z dalSich komplikaci
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to miZze byt v disledku hepatotoxickéhotpobeni ®kterych OFI zvySeni aktivit AST,
ALT, sniZzeni koncentrace albuminu apod. ZavaZznaugikaci jsou i sekundarni infekce,
které se mohou u intoxikovaného organismu (zvy3moachosekrece, snizena ventilace)
vyvinout jiz druhy den po intoxikaci (Bajgar, 1985)

Specifickou komplikacbtravy OFI je tzv. remise otravy, ktera je danad’bu
vyplavenim OFI z tukového depa, uvetim z vazby na bilkoviny krevni plazmy, nebo
vznika v disledku letalni syntézy (po metabolizaci étoxického OFI v toxitesi).
Manifestuje se zhorSenim klinického stavu jako idet®linergni krize. V této fazi je nutno
pokratovat v intenzivnim antidotni terapii. Laboratdrje mozno prokazat zvySenou
inhibici krevnich cholinesteras; pokud je k dispbznetoda stanoveni OFI, prokaze se i

zvySeni jeho hladiny v krvi (Bajgar, 1985).

2.3.6.5. Terapie intoxikaci

Pro kazdou zava#zisi intoxikaci NPL je charakteristicky poé&kolikaminutové
latenci dramaticky kafici pribéh provazeny vaznym naruSenim zakladnich Zivotnich
funkci. Bez podani adekvatni terapie dochazi k ilmtdxikovaného organismuhem 20
— 30 minut. Vzhledem k bezprostinimu ohrozeni zivota wipadt zavaznych intoxikaci
musi byt terapie podana co nigye. Proto ma zasadni vyznam &&péa prvni pomoc, ktera
muze @i véasném a spravném poskytnuti zachranit Zivot otéivera zasadnovlivnit i
dalSi pfibeh otravy, wetré jeji progndzy. Prvni pomociipotraw NPL by tedy ndla
zahrnovat:

- zamezeni dalSimu pronikani jedu do organismu - tdpuZamdeného
prostoru, nasazeni prostki individualni ochrany a odnieni
zasazenych mist, ¥ipadt peroralni otravy vyplach Zaludku sgadou
Zivocisného uhli

- podani latek specificky zahmajicich toxickému dinku NPL —antidot

- zabezpéeni zékladnich Zivotnich funkci ifpzasta¥ srde&ni ¢innosti
negima srdéni masaz, stabilizovana polohé pezwdomi) (Prymula et
al., 2002).

Zakladem terapie otravy NPL je antidotni terapigerdu je nutno zahdjit co
nejdive. Sowdasné terapie otrav OFI sk®ninami obvykle sptiva v kombinovaném
podani anticholinergni latky (nigsgji atropin) a oximu (obvykle pralidoxim, obidoxim
nebo oxim HI-6). Anticholinergni latky blokuji ¢inky nahromadného ACh na
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muskarinovych cholinergnich receptorech, zatimcoimgx latky s nukleofilnimi
vlastnostmi, obnovuji aktivitu inhibované AChE defflanylaci enzymu (Bielavska, Kassa,
2003) a tim uma#lji jeji normalni funkci.

Anticholinergika (funk éni antidota) zabraiuji nadnérné stimulaci cholinergnich
receptoti tim, Ze brani navazani nahromsaého ACh na tyto receptory. Za lék volby ve
skupirg anticholinergik je na celém &¢ povazovaratropin, ktery antagonizuje vdinych
davkach pedevsim periferni muskarinové receptory. Mévliviiuje centralni fiznaky
intoxikace, neb obtiZzré prochazi pes hematoencefalickou bariéru. Nikotinovézpaky
intoxikace nejsou atropinem prakticky ovlény. Podavéa se i.m. nebo i.v. v davce 2 - 4mg
opakovag v 10 - 30minutovych intervalech. Tolerance orgamisotraveného NPL jeiéi
atropinu tak vysoka, Ze prakticky neni mozné irkoxaného jedince ipdavkovat.
Podavani atropinu poktaje do prvnich fiznaki atropinizace (rozEBné zornice —
mydridza, Zervenani kZe, suchost sliznic, tachykardie). EFkych intoxikaci je mozné
doplnit atropinizaci podavanim jinych anticholinkrg prevahou centréalnihocinku. Do
vyzbroje ACR je zaveden jako druhé anticholinergikutvenaktyzin pro r&jz je
charakteristicky vysSi centralni antimuskarino¥inék (Prymula et al., 2002).

Reaktivatory AChE (kauzalni antidota) umo#iuji navrat k normalnimuignosu
cholinergniho nervového vzruchu cestou reaktivageibbvané AChE. NepzneSimi
dosud pouzivanymi reaktivatory ve égv jsou pralidoxim (2-pyridinium-aldoxim-N-
methyljodid) znamy jako 2-PAM (podava se v davce &8 1000 mg i.m.) a obidoxim (bis-
/4-pyridiniumaldoxim-N-methyl/ether dichlorid), \v§bny pod ndzvem Toxogonin, ktery
se podava v davce 200 - 250mg i.m. OBeplati, Ze reaktivéni (€innost je ponirné
omezena, ficemz zakladni ficinou tohoto omezeni je, vedle vlastni toxicity rztoru a
u rekterych i Spatné rozpustnosti, rychlost starnutibnvaného enzymu (Prymula et al.,
2002). Proto akutni intoxikace somanem.¢ho? byla pozorovana nejrychlejSi dealkylace,
je povazovana za ndjre I&itelnou otravu NPL, zatimco akutni intoxikace laiky'X
(NPL s nejvyssi toxicitou), pro niz je charaktaoké velmi pomala dealkylace, je vipact

preZiti organizmu relativhdolre I&itelnd (Prymula et al., 2002).

Ponmerné nizka terapeutickacinnost reaktivatar AChE vedla k patrani po novych,
acinngjSich oximech, z nichz oxim HI-6 se d@l na z&klad experimentalnich vysledk
také klinickych zkousek a zavedeni dédiéné praxe. &R jako jedna z méala arméad na
swt¢ mé k dispozici Iékovou formu oximu HI-6rfipravenou k pouZiti ip zasazeni NPL
(prostedek ANTIVA) (Prymula et al., 2002).
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Na rozdil od anticholinergik, jejichz opakované @weéini az do fiznaki
atropinizace je velmi ieZzité, opakované podavani reaktivatohChE byva zvlas u
otravy NPL s rychlou dealkylaci inhibované AChEkditabilni. Idealnim testem k &keni
opravrénosti opakované terapie reaktivatory AChE je latmré provedeny test
reaktivovatelnosti erytrocytarni AChE z krevnihmrka zasazeného (Bajgar, 2004).

Zakladni antidotni terapie skladajici se z anticteobika a reaktivatoru AChE je
obvykle doplgna antikonvulzivni terapii z divodu poteby zabranit zachwain v CNS
vedoucim k tonicko-klonickym generalizovanyifeddm a naslednému poskozewrkterych
struktur CNS. ZvIast pri pouziti periferg pasobiciho anticholinergika atropinu je dogiin
antidotni terapie o antikonvulzivum povazovano eémi dilezité. Za Iék volby je stale
povaZovardiazepanv davce 10 mg i.m. UvaZuje se sasré o pouziti alprazolamu nebo

klonazepamu (Prymula et al., 2002).

V pripact z&vazné intoxikace vedouci k akutni respifainsuficienci je iteba
pccitat s artificialni  ventilaci spojenou s oxygenafsf, farmakologickou podporou
dychani (Syntophyllin 240 mg i.v. po 4 hodindchyegulaci acidézy (pomoci infuze
s bikarbonatem sodnym) (Prymula et al., 2002).

Vyvoj terapie akutnich otrav NPL se v sasné dob zantiuje na pipravu
prirozenych nebo geneticky upravenych detoikeh latek, které wte zachyti NPL ped
spusénim vlastniho toxického dinku (tedy ped inhibici AChE ve vegetativningi
centralnim nervovém systémii na nervosvalové ploténce). Z latek, které se imatot
Ucelem experimentatn zkoumaji, dominuje butyrylcholinesterasa, acetylctesterasa,
karboxylesterasa @zné typy paraoxonasy (Prymula et al., 2002).

V ACR se v oblasti antidotni terapie akutnich intoxiKdPL pouZziva kombinace 2
autoinjektofi obsahujicich atropin s obidoximem jako zakladnidatum a diazepam jako
antikonvulzivni latku. Vedle obidoximu se v sagnosti pouZiva i oxim HI-6, jenZ vSak
vyzaduje specialni typ autoinjektoru (mokro — sychyeba je nestabilni v roztoku
(Prymula et al., 2002). Navic je obsaZen pro tramedini podani vigpravku
TRANSANT, jako profylaktické antidotum (Bajgar, 220

V souwasné dob existuji i dalSi antidota, ktera mohou byt podavdmeventivis
(online 6. 4. 2011b). Jsou uzivany v poddhblet. KaZzda tableta obsahuje jakiénaou
latku karbamat - pyridostigmin. Ten je tzv. revbilniim inhibitorem AChE, zablokuje jeji
nativni funkci a tim prakticky brani jeji aktivnieotrum ged naslednou ireverzibilni
inhibici OFI (Musilek et al., 2011). Davka by ¢ byt nastavena tak, aby byla
zainhibovana pouzetast AChE véle, optimalg 25 %. Takto vznikly komplex
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pyridostigmin — AChE se pak postupifv fadech hodin) rozpada na aktivni enzym a
pyridostigmin. TakZe i viipad intoxikace NPL je moZno zachovat alespbazalni
aktivitu AChE nutnou k feziti organismu. Tento efekt je omezen na periferrivovy
systém, nehd pyridostigmin nefestupuje fes hematoencefalickou bariéru do mozku
(online 6. 4. 2011Db).

2.4. Farmakokinetika reaktivator i AChE

Standardni cestou podani oximovych reaktivaChE je aplikace intramuskularni
(i.m.). Pro @&inek takto podanych &v je charakteristicky rychly nastup, ktery je sgpoj
s rychlou distribucidchto terapeutik do krevniho &fiu a nasledné pak do dalSieémich
kompartmenit (Zdarova Karasovéa, 2010).

Reaktivatory jsou obvykle podavany ve farmsoli (bromidy, chloridy, jodidy,
methylsulfonaty apod.). Praipomnost kvarterniho dusiku v molekule, ktery je ptinek
reaktivatofi nezbytny, tyto latky prakticky neprostupujep HEB.

Zakladni farmakokinetické parametry, které se gledukteré jsou tlezité pro
vlastni farmakologicky &inek, jsou maximalni koncentracenf a ¢as, kdy je této
koncentrace dosazen@4d.

Vyluéovani oxima probihd 99 % md (Sidell, Groff, 1971) a rychlost eliminace

neni u vSech terapeutik stejna.

2.5. Mechanismus &inku reaktivator a AChE

Z chemického hlediska jsou reaktivatory AChE, @ované podle funini skupiny
téz jako oximy, monokvarterni¢i biskvarterni pyridiniové slaieniny s funkni
aldoximovou skupinou. Mezi nejzndjgi zastupce této skupiny latek fanonokvarterni
pralidoxim (2-PAM; 2-(hydroxyiminomethyl)-1-methypdiniumchlorid) nebo
biskvarterni  obidoxim  (Toxogonin®; 1,3-bis(4-hydyaminomethylpyridinium)-2-
oxapropan dichlorid) a HI-6 (1-(4-hydroxyiminomelyridinium)-3-(4-karbamoyl-
pyridinium)-2-oxapropan dichlorid) (Wiesner et &005).

Mechanismus &inku oximovych reaktivatd@r spaivd v substituci serinu

v molekule organofosfatem inhibované AChE oximenvzaiku volné AChE a komplexu
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oxim-organofosfat (Obr. 3) (Bajgar, 2004). Tim dojdd plnému obnoveni fyziologické
funkce AChE a naslednému sniZzeni mnoZstvi neusatraeru ACh na fyziologické
hladiny; nasled& se obnovi fenos nervového vzruchu na cholinergnich spojiafatdva
Karasova, 2010).

Pokud nedojde kreaktivaci enzymu, ¢@a postup& dochazet k samovolné
dealkylaci alkylfosforylové skupiny, ktera je vazama esteratické centrum AChE.
Dealkylaci se enzym stava nereaktivovatelnym a fghmlogicka funkce jiz nerive byt
obnovena (Bajgar, 2004). Reaktivatory jsou v téoi fiz ne&inné. V anglické iceské

terminologii se pro tento proces uziva nazev agingtarnuti) (darova Karasova, 2010).

o

il
ACHE =0 =P =R’
oo
RI BCHE po rastarmudl
R‘
4 H [} of R® F‘EI) 0
OH Oiilime = . =pE=
ACHE N R'0~P-X wct o ACHE-—O-B_g? ~ —————= ACRE—OH !

o)

Regararivand ACKE |
) e e &1 W Oxime

2 1y
K infibeans ache O

Hak

o
1} y
ACHE —0OH + F-}CI—F'—R‘
Ragenarovand ACHE OR’

Obr. 3: Schéma interakci AChE-NPL - reaktivator AChE

2.6. Sledovani distribuce reaktivatomms AChE

Ke sledovani distribuce reaktivaboAChE neni mozné vyuzit metodik rfépého
stanoveni, jenZ jsou zaloZeny na sledovanirzraktivit cholinesteras v jednotlivych
kompartmentech organismu. Reaktivatory AChE jsote sschopny interagovat (slaba
inhibice cholineseteras), vazou se vSak pouze zéikw, takZze pi piipraw vzorka, kdy
dochazi Kedsni, mize dojit u¢asti oximi k jejich uvolréni z kavity enzymu (darova
Karasova, 2010).

Pro stanovené hladiny oximv biologickych vzorcich je proto vhodsi vyuzit
piimou separni metodiku. Vzhledem k n&foosti a dostupnémuiigtrojovému vybaveni

byla jako nejvhod§Si separéni metodika vybrana vysokéinina kapalinova
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chromatografie (High Performance Liquid Chromatptsg HPLC) (4'arova Karasova,
2010).

2.6.1. Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoko&innd kapalinova chromatografie — High performanceuid
chromatography (HPLC) pa&t vdneSni dob mezi jednu z nejmodegjsich,
nejprogresivijSich a nejvice pouZzivanych separigh metod. Rednostmi kapalinove
chromatografie jsou jeji citlivost, selektivita,chjlost analyzy, minimalni mnozstvi vzorku
pottebného k ufité analyze, moznost kvalitativniho a gasré i kvantitativnino hodnoceni
z jednoho chromatografického zaznamu a moZnosgélgitomatizace (Polova, 2005a).

D¢leni latek nastdva mezi stacionarni fazi napbu v kolorg a mobilni fazi
prochazejici kolonou za vysokeho tlaku. Protozetlerd latek Ize fitom vyuzit vSech
vratnych dvoufazovych mechanigje mozné nalézt selektivni &idny chromatograficky
systém k dleni sngsi prakticky vSech organickych latek rozpustnychveek, zredénych
kyselinach nebo organickych rozpatdiech (Polovéa, 2005a).

2.6.1.1. Instrumentace HPLC

Kapalinovy chromatograf se v zakladni sestassklada =zasti, které zajidji
transport mobilni faze (zasobniky mobilni faze,okatlakécerpadlo, systémy pro tvorbu
gradientu v mobilni fazi), davkovani vzorku (mamiéti automatické), separaci latek
(chromatograficka kolona), detekci latek, registrasignadlu a vyhodnoceni
chromatografického zaznamu ( X-Y zapisé¥aislicove integratory, potace s tiskarnou)
(obr. 4) (Polova, 2005a).

2 4®—| } 5 7

1 - zasobnik(y) mobilni faze; 2 - vysokotlaterpadlo; 3 - davkovaci #aeni;
4 - kolona; 5 - detektor; 6, 7 - registnd a vyhodnocovaci taeni

Obr. 4: Blokové schéma kapalinového chromatografu
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2.6.1.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza HPLC chromatogfu

Ke kvalitativni a kvantitativni analyze slouzi chratograficka kivka. Zakladni
kvalitativni charakteristikou v HPLC je retari (elwni) ¢as &k, coZ jecéas od nasiku
vzorku na kolonu k maximu chromatografického pilliikazem totoznosti je shoda
retertnich dat g chromatografického pikudésa v analyzovaném vzorku s reteim casem
piku standardu eluovanéhai gtejnych chromatografickych podminkach. Stanovégiv
metodou HPLC je vack Iékopisnychilanki spojeno se zkouSkami kestotu. Plocha piku,
pripadreé vySka piku je kvantitativnim Udajem a je tedy&ind koncentraci separované
latky. Na zaklad zjisttnych ploch pik se obsah latky ve vzorkuduje pomoci standardu.
Pouziva se hil metoda vnitniho nebo viSiho standardu (Polova, 2005a).

V systému HPLC jsou pouZivany typy separénich modei — gelo¥ permedni
(size exclusion), rozdovaci (partition) a ionto¥ vyménna (ion exchange) chromatografie
(McMaster, 2007).

2.6.2. Gelow permea@ni chromatografie

Tento nejjednodussi chromatograficky systém sepdatky na zéklagl velikosti
molekul (Philo, 2006). Stacionarni faze je ugmtana do podoby kdkk obsahujicich
zuzujici se pory. Mobilni faze transportuje vzorekiémto potm. Pokud je velikost
molekul rozpudiné latky dostatené mala, prochazeji skrz (McMaster, 2007). Jestlstmi |
molekuly \&t3i nez pory, jsou vymyvany z kolonygalinosts (Zd'arova Karasové, 2010).

2.6.3. Roz@lovaci chromatografie

ZjednoduSe# se jedna o typ sepa&rdho modelu, jenz je typicky pro separace
v dlici nélevce B extrakci kapalina-kapalina. Pokud existuji dostat fyzikalne-
chemické rozdily mezi jednotlivymi separovanymk&ini, budou mit tendenci separovat se
v roztoku s podobnou polaritoudZrova Karasova, 2010).

Stejnym zpisobem dochézi k separaci na HPLC keélodde je polarni bdi
mobilni faze nebo stacionarni faze itghuje vice polargjsi sloweniny ve smisi, ktera
byla nanesena na kolonu. Pokud je stacionarnigéi#ni a budou naneseny na kolonu ve
smesi dw latky s rozdilnou polaritou, pak m&molarni latka bude z kolony vymyvana

rychleji (Zd&arova Karasova, 2010).

2.6.4. lontové vyménna chromatografie

Pri tomto typu separace latek na kaloneplati pravidlo, ze podobné se misi

s podobnym, ale naopak. Latky s &man nabojem, neZz je naboj kolony, budou
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ptitahovany a zadrzovany na kotorkluce je pak zajfovana vygsninim nadbytkem iontu,
ktery mé& stejny naboj jako navazana sknina (McMaster, 2007).

Pri ptipraw iontow vymeénné kolony (stacionarni faze) se pouziva dalda
materiali zahrnujicich silikagel nebo organické polymery Wéster, 2007). Na tyto
materialy jsou navazany organické substance, kt#yéahuji funkni skupiny bd’
s permanentnim nabojem nebo s moznosti indukcgeab®nou pH (4arova Karasova,
2010).

Stacionérni fazi jsou iontamice (katexy nebo anexy) &ld je mozné pouze
elektrolyty schopné existence v iontové férnontomenice jsou nerozpustné latky, které ve
styku s vodnymi roztoky bobtnaji a uviali elektrolytickou disociaci ionty. Tyto uvainé
ionty pak mohou byt nahrazeny iontyitomnymi v roztoku, které maji k&nici vétsi
afinitu. lonexy jsou fevazre tuhé latky, které se pouzivaji ve farmarnek nebo perel
(Polova, 2005b).

2.7. Modifikace separaniho modelu pro stanoveni oxind
v biologickém vzorku

Oximové reaktivatory AChE jsou hydrofilni latky, diZ je jejich separace
z nastikoveho piku dosti problematicka, prakticky dochi@a#luci, aniz by byly na kolan
zadrzovany. Jako vhodréSeni se jevi vyuziti reverzni iontovyménné chromatografie
scasteénym ovlivréenim mobilni faze dle klasického modelu rélmvaci chromatografie
(Spohrer et al., 1994).

Jedna se o Upravu mobilni faze tak, Ze do klasiaké sloZzené z acetonitrilu a
deionizované a destilované vody jEdana sl kyseliny oktansulfonové. Anion této soli
(obsahujici skupinu SBI") se vaZze na C18 alkyly jimiZ je kolona vypha, tyto zaporé
nabité ionty pak zadrzuji oximové reaktivatory rékladt interakci s kvarternimi dusiky
(McMaster, 2007).

ZvySenim¢i snizenim mnozstvi soli kyseliny oktansulfonovénebilni fazi lze
efektivne ovlivnit reter®ni ¢as stanovovaného oximu, tak aby nedochéazelo kaiktén
s proteiny nebo dalSimi latkami, které jsou v bjdém vzorku obsaZzeny. CoZ lze
povazovat za velikou vyhodu ¢Arova Karasova, 2010).

Nevyhodou tohoto typu chromatografie je ro@gani piki, nekdy ozn&ovano také

jako chvostovani nebo tailing; tim dochazi ke smizestrosti a vysky pik nasleda ke
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snizeni citlivosti metodiky. K snizeni tohoto cHaeaistického efektu se do mobilni faze
pridavaji op&né nabité organické latky nez jsou ty, jenZz se zaorgji na povrchu kolony
(vnaSem fipact tedy latky s kladnym nabojem). Tyto latky fungtgiké jako ionto¥
parova cinidla. Jeden z moZnych vykladmechanismu jejich gsobeni v koloa je
maskovani néboje stanovované latky. Tetrametylanmoni pouzivané v naSich
experimentech, se naopak vaze na aniontyHS@ zeslabuje tak jejich zaporny naboj, tim
urychli pasaz oxin pres kolonu, které se projevi zlepSenim kvality piiddarova
Karasov4, 2010).

Princip této metodiky, by sc¢ast€nymi zmenami, je pouzivan pro stanoveni
reaktivatofi AChE na mnoha pracovistich (Spohrer et al., 19%94kurada et al., 2003;
Tekes et al., 2006).
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo hodnotit oximové reaktivaté&x€hE, konkréts sledovat
rozdily v jejich distribuci v organismu. Tyto latkge v praxi pouZivaji ipvazié jako
funkeni antidota p terapiich intoxikaci zfisobenych organofosforovymi inhibitory AChE.
Jejich hlavni kol tedy sgiva v obno¥ aktivity tohoto enzymu, mechanismem substituce
serinu inhibované AChE, za vzniku volného enzynkorplexu organofosfat — reaktivator
AChE.

Tato prace ma za cil jednak vyvinout vhodnou metodiku iirpému stanoveni
oximu v plazng, jednak zavést a vyuzit metodiku kontinualnichén&tikrve ve spolupréci
s Lékdskou fakultou UK v Hradci Kralové aig@devSim hledani strukturnich zavislosti,
které by mohly ovlivnit distribuci jednotlivych axii v plasng.
predevSim na strukia reaktivatoru, na @tu a poloze oximovych skupin a na délce
spojovacihorettzce mezi pyridinovymi jadry, eventu€lma substituci tohotdetézce.

TaktéZ farmakokinetika fize byt ¢tmito strukturdlnimi zriénami vyrazg ovlivnéna.
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4. METODIKA

Sledovani oximovych reaktivatorAChE v plasmi bylo v minulosti studovano
Hladina oxint v plasng i v pifipact podani terapeutické davky je natolik vysoka, Ze je
mozno Kk stanoveni vyuzit standardni UV/VIS detektbimit detekce pro tento typ

detektoru je 10molarni koncentrace oximu na ml plasmy’éfova Karasovéa, 2010).

4.1. Reagencie a chemikélie

Stanovované reaktivatory AChE byly syntetizovduaykatede toxikologie v Hradci
Kralové standardnimi metodamistota gipravenych oximi odpovidala 96 — 99%,
ovéiena byla standardnimi analytickymi metodami. Ostaltremikalie byly nakoupeny od
spol&nosti Merck (Darmstadt, &ecko) a Sigma-Aldrich (Steinheim,éiecko). Dale
byla pro analyzy pouZzita destilovana a deionizovarda.

4.2. HPLC systém

HPLC systém, ktery byl v této studii vyuZzit se sidéz P200 gradientové pumpy
(Spectra-Physics Analytical, Fremont, USA), 7125tikoveho ventilu o objemu 1Ql
(Rheodyne, Cotati, USA) a UV1000 (Spectra-Physicslical, Fremont, USA). Pro
hodnoceni chromatogranbyl vyuZzit software CSW Clarity 2.6.5.517 (Datakpéraha,
Ceska republika)(@arova Karasova, 2010).

4.3. Podminky separace

Jako nejoptimalkgsSi stacionarni faze pro tento typ latek byla vylard& 18 kolona
LiChrospher® 60. 250 x 4.6 (bm), v kombinaci se stejnym typeniegkolony 4 x 4
(Merck, Darmstadt, Bmecko) a ionto¥ parova mobilni faze @arova Karasova, 2010).
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Tato mobilni faze se skladala z 24 % acetonitghadient grade) — organickéa faze a
76 % destilované a deionizované vody — vodna.f&zemu, aby dochazelo ke spravné
separaci oximovych reaktivatorod plasmatickych protein bylo gidano ionto¢ parow
pusobici¢inidlo: sodné 8l oktansulfonové kyseliny ve finalni koncentraci® (Zdarova
Karasov4, 2010).

Oktansulfonova kyselina se vaze na nepoléasiti na C18 alkyly vySe uvedené
kolony a volna, zapornnabité, sulfonova skupina umage interakci s kladnym nabojem
v pyridiniovém zbytku oximového reaktivatoru. Prento typ chromatografie je
charakteristicky ,tailing”, neboli tzv. chvostovagi ocaseni pik, coz zhorSuje jejich
odetet a snizuje validitu metody. K snizeni tohoto jese do mobilni faze ifmlava
tetramethylamonium chlorid v koncentraci 5mM, ktegyazreé zvySuje kvalitu oximoveho
piku (Zdarova Karasové, 2010).

DalSi moznosti jak zvySit separaci pikximovych reaktivatar od plasmatickych
proteini a zarové zrychlit analyzu snizenim retéiho ¢asu sledovaného piku je zvoleni
vhodného pH mobilni faze. Jako nejvhé@dh pH pro stanoveni oxitn bylo ukeno
rozmezi pH od 2,1 — 2,7. Hodnota pH byla upravaigipim kyseliny fosforéné (HPQy),
gradient grade. Pro oximy je charakteristické vikéwd syn a anti izomér Tato
izomerizace se na HPLC projevuje r@p&nim piki, tim se sniZuje figsnost od&u a
zarovai i validita zavadné metodiky. Nalezenim vhodného pH mobilni fazejpdmotlivé
oximové reaktivatory AChE Ize zabranit vzniku izanéZd’arova Karasova, 2010).

Po celou dobu separace bykifmk mobilni faze isokraticky, 1 ml/min. Separace
byla provadna i teplog 22°C (Karasova et al., 2010). Plasmatické hladixiynt byly
méieny @i vinovych délkach odpovidajicich jejich maxim absorbance (Tab. 1)d{Arova
Karasova, 2010).

Tab. 1: Pfehled lokalnich maxim absorbance oxima a vybrané vinové délky

Reaktivator AChE Maximum absorbance Vybrana vinova délka
nm nm
HI -6 298 -308- 319 310
Obidoxim 287 —296- 306 296
Trimedoxim 282 —292- 302 290
oxim K027 275 -285- 295 285
oxim K203 282 —292- 302 290
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4.4. Invivo studie

Pro tento typ farmakokinetickych studii jsme se hafli vyuZit techniku
kontinualnich naéra krve a to z dvodu uziti menSiho @tu zviat, jez byly do tohoto
pokusu zahrnuty. Do skupiny, ve které byly sledgvdistribuce jednotlivych oxiiin bylo
zarazeno vzdy pouze sedm i (Zdarova Karasova, 2010).

Jako modelova ziata byli vybrani samci laboratorniho potkana (kmvistar) o
pramérné vaze 330 + 20 g. Zwta byla zakoupena od spétesti Anlab s.r.o. (Praha,
Ceska republika). Zvata byla ustadjena v centralnim vivariu Fakulty wsjeého
zdravotnictvi (Hradec Krélové,eska republika) za standardnich podminek (tepldta 2
°C a relativni vzdusna vihkost 55 * 6 %) #ddni 12-ti hodinového cyklu den/noc atek
swtla v 7:00). Standardni dieta a voda byly dostupddibitum.Po dosazeni poZzadované
vahy byla zwata evezena do vivaria Lékské fakulty Univerzity Karlovy (Hradec
Kralové, Ceska republika), po tydenni aklimatizaci ptoly na tomto pracovisti
kontinualni odbry. Experiment proéhl pod dohledem Etické komise Lé&kké fakulty
Univerzity Karlovy (Hradec Kralové eska republika) (@arova Karasova, 2010).

Pro kazdé zwe byl gipravencerstvy roztok oxind rozpus&nim ve fyziologickém
roztoku. Zvfatim pak byla tato terapeutika aplikovana i.m. v elolfnnich davkach do
pravého zadniho stehna (0,1 ml/ 100g vahyete). Tyto davky byly blizké davkam
terapeutickym, tedy davkam odpovidajicim 5 %s4jBdnotlivych oxint (Tab. 2) (&arova
Karasova, 2010).
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Tab. 2: Prehled struktur a podanych davek jednotlivych oxim

AChE Molekularni hmotnost  Aplikovana davka
Kiiva Struktura

NH,
o}\@ 2 ¢ = ‘
HI— 6 N O N 288,30 2223
\N
/
HO

o HOL 7 N, 20~ O
Obidoxim | . o 288,30 22,23
N O Ny

Trimedoxim Ho. o 286,33 22,07
N

K027 ~ _OH 286,33 22,07
o] Xy 2Br & N~
aeSdse

K203 | 298,34 23,00

Pred vlastnimi odéry byly provedeny kanylace arteria carotis a vergularis (obr.
5) pod pentobarbitalovou nark6zou (5 mg/100g vabiyere, intraperitonealni aplikace).
PIna krev byla odebirana z arteria carotis. Tagvhki ztrata byla kontinu&ndophovana
fyziologickym roztokem fes venu jugularis. Prvni o&bvzorku krve probhl pred aplikaci
AChE reaktivatoru (kontrolni vzorek, minuta 0), pplikaci pak nasledovaly odty
v ¢asovych intervalech: 3, 5, 10, 20, 40, 60, 90, 82@80 minut (300ul pIné krve)
(Zdarova Karasova, 2010).

Odebrana krev (300l) byla heparizovana (heparin 1666 m.j./ml#davano 6ul).
Plasma byla separovana centrifugaitigtéckach 1600g, po dobu 10 min a tepko#é°C
(Universal 320R, Hettich, &necko). Vzorky plasmy byly ihned po zpracovani elof do
mraziciho boxu a uchovavanyi peplot -80 °C aZ do HPLC analyzy ¢Arova Karasova,
2010).
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V prabéhu odigra nedosSlo u zadného zete k gfedtasnému umrti a zarokvaebyly

pozorovany nezadoucéiiky po podani terapeutik @&arova Karasova, 2010).

I
BLOUDIVY
NERV

Obr. 5: Kanylace arteria carotis a vena jugularis

4.5. Uprava vzorki

Jednim z dalSich problémktery bylfeSen v ramci zavédi této nové metodiky,
byla precipitace protetn Standardnim precipitaim prostedkem pouZivanym v tomto
typu studii zabyvajicich se farmakokinetikou oximclv reaktivatol, uzivanym i na
zahranénich odbornych pracovistich, je perchloroctova kgse(také oznéovana jako
trichloroctova kyselina, TCA) (Tekes et al., 2006hto precipiténi ¢inidlo vSak nebylo
kompatibilni s mobilni fazi pouzitou vtomto expeentu. Dochazelo k rozteni piku
oximového standardu. Jako nejvhegn deproteinani ¢inidlo, které neovlivni &peni piku,
byl vyhodnocen acetonitril (Farova Karasova, 2010).

Po deproteinaci (60l acetonitrilu a 6Qul odebrané plasmy) byly vzorky 1 minutu
protrepavany narepace Lab Dancer (IKA-WERKE, Bmecko) a poté centrifugovanyip
12000>g po dobu 12 minut v centrifuze Micro 200 (Hettidd¢mecko). Po odgeni
proteini byl odebran supernatant, ktery byl jiz bez dalSighrav analyzovan HPLC

systémem (Larova Karasova, 2010).
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4.6. Kalibrace

Pro gesné uweni koncentrace jednotlivych AChE reaktivdtov plasng bylo
potreba pro kazdy oximijpravit kalibraci. Kalibrace bylaifpravena metodou standardnich
pridavki oxima do cerstvé krve. Pro vypet jednotlivych koncenttamich bodi na
kalibracni kiivce byl vyuZit nasledujici postup vychazejici Zeypopsané Upravy vzorku
(Zdarovéa Karasova, 2010).

Byla odebrana plna krev laboratorniho potkana,aktgia nasledh heparizovana
(heparin 1666 m.j./ml —flavano 6ul na 300ul krve). Poté bylo odebrano pro kazdy bod
kalibracni kiivky 250 pl krve, ktéto krvi bylo pidano 50 pul roztoku stanovovaného
reaktivatoru v koncentraci 120@y/ml (tak bylo ziskano 30Ql spikované krve o finalni
koncentraci 20Qug/ml). Takto spikovana krev byla centrifugovara 3600>g po dobu 10
minut, @i teplo€ 4°C v centrifuze Universal 320R (Hettich,éiNecko). Po oddeni
erytrocytarni masy a plasmy bytguipokladan aplny fiechod reaktivatory do plasmy. Po
odebrani 6Qul této plasmy bylo fidano stejné mnozstvi (6@) acetonitrilu, tim doslo
k precipitaci proteifi. Snes plasmy a acetonitrilu byla 1 minutu gepgavan narepace
Lab Dancer (IKA-WERKE, Nmecko) a poté centrifugovana 12 0g0po dobu 12 minut
v centrifuze Micro 200 (Hettich, &necko). Po odtleni proteirii byl odebran supernatant,
ktery byl jiz bez dalSich Uprav n#éigavan do HPLC systému. Finalni koncentrace
reaktivatoru AChE v tomto supernatantu pak odpdeid@)0 pug/ml (Zdarova Karasova,
2010).

4.7. Kalibra éni k¥ivky

VSechny body kalibrani kiivky pak byly gipraveny obdobnym Zsobem, finalni
koncentrace oxiiin pak odpovidaly hodnotam: @/ml, 1ug/ml, 6,25ug/ml, 12,5ug/ml, 25
ug/ml, 50 ug/ml, 75ug/ml a 100ug/ml. VSechny body kalibeaich Kivek jednotlivych
AChE reaktivatol byly meteny ftikrat. V grafech byly vyneseny {mérné hodnoty
zmetenych ploch pik odpovidajici jednotlivym koncentracimd#rova Karasové, 2010).
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Obr. 8: Kalibraéni krivka trimedoximu
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Obr. 9: Kalibra éni kfivka oximu K027
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Obr. 10: Kalibra éni kfivka oximu K203

4.8. Limity kvantifikace a Limity detekce

Pro kazdou navzavedenou HPLC metodiku je nezbytné stanovit lknéntifikace
(Limit of quantification, LOQ) a limit detekce (Limof detection, LOD) prorrovanych

v v

s presnosti 20 %, tedy s relativni chybou mensi ne@ %2Hodnota LOD je poté odvozena

podle niZe uvedené rovnice (Tab. 3)éfova Karasova, 2010).

~ (33xLOQ)

LOD
10
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Tab. 3: LOQ a LOD pro jednotlivé stanovované oximy

Limit kvantifikace (LOQ)

Limit detekce (LOD)

Reaktivator AChE
pug/ml ug/ml
HI-6 5,00 1,50
Obidoxim 2,00 0,61
Trimedoxim 2,50 0,75
oxim K027 3,50 1,10
oxim K203 3,50 1,10
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5. VYSLEDKY

V této ¢asti prace jsou shrnuty dosazené vysledky. Plazk#&tiladiny oximovych
reaktivatofi byly stanovovany iimo, pomoci metody HPLC. Jednotlivé oximy byly
aplikovany v ekvimolarnich davkach tak, aby bylo 2am® hodnotit rozdily v jejich
distribuci (Zrarova Karasova, 2010). Tyto hodnoty byly vyhodngcanzpracovany do
grafi.

Ze ziskanych #vek je mozno pomoci vhodného softwaru V§ipat dalSi, dlezité
farmakokinetické parametry, jako jsou plocha pdéiyKou, distribini objem, pofipadt

clearance latky atd. (Frova Karasové, 2010).
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5.1. Oxim HI-6

Oxim HI-6 byl aplikovan v ekvimolarni davce 22,23g#kg. Distribuce tohoto
oximu je znazoréna v obrazku 11. Je vyj&ha ptimérnymi hodnotami zrié¥enych

koncentraci u sedmi zit.

HI-6 (pg/ml )
s
1
| |
[

T T 1
0 30 60 90 120 150 180
Time/min

Obr. 11: Distribuce oximu HI-6 v plasmgé

Maximalni koncentrace tohoto reaktivatoru AChE odgala hodnat 15,30 + 0,65

ug/ml a bylo ji dosazeno ve 40. midydo i.m. podani.
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5.2. Obidoxim

Obidoxim byl aplikovan v ekvimolarni davce 22,23/kyy Distribuce tohoto oximu
je zaznamenana v obrazku 12. Je vigadd ptiimérnymi hodnotami zrérenych koncentraci

u sedmi zvat.
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Obr. 12: Distribuce obidoximu v plasmg

Maximalni koncentrace tohoto reaktivatoru AChE odgala hodnat 23,60 + 1,35

ug/ml a bylo ji dosazeno v 10. migyto i.m. podani.
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5.3. Trimedoxim

Trimedoxim byl aplikovdn v ekvimolarni davce 22,87g/kg. Distribuce tohoto

oximu je znazoréna v obrazku 13. Je vyj&ha ptimérnymi hodnotami zréenych
koncentraci u sedmi Ztit.

)
%

15-#{}5§ -

Trimedoxim (ug/ml
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0 30 60 90 120 150 180
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Obr. 13: Distribuce trimedoximu v plasmeé

Maximalni koncentrace tohoto reaktivatoru AChE odgala hodnat 16,60 + 2,68
a 1,61ug/ml a bylo ji dosazeno ve 20. migydo i.m. podani.
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5.4. Oxim K027

Oxim K027 by aplikovan v ekvimolarni davce 22,07 /kgg Distribuce tohoto
oximu je znazoréna v obrazku 14. Je vyjiha ptimérnymi hodnotami zrié¥enych

koncentraci u sedmi zit.
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Obr. 14: Distribuce oximu K027 v plasné

Maximalni koncentrace tohoto reaktivatoru AChE odgala hodnat 17,60 * 0,62

ug/ml a bylo ji dosazeno ve 40. mitytto i.m. podani.
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5.5. Oxim K203

Oxim K203 byl aplikovan v ekvimolarni ddvce 23,0Qy/ky. Distribuce tohoto
oximu je znazoréna v obrazku 15. Je vyj&ha ptimérnymi hodnotami zrié¥enych

koncentraci u sedmi zit.
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Obr. 15: Distribuce oximu K203 v plasné

Maximalni koncentrace tohoto reaktivatoru AChE odgala hodnat 16,60 + 2,00
ug/ml a bylo ji dosazeno v 60. migyto i.m. podani.
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6. DISKUZE

Aktualni pohled na bu otrav OFI zahrnujeitstrategie: podani anticholinergnich
léciv (nap. atropin), reaktivatory AChE (oximy) a antikonvivia (benzodiazepiny). Vyvoj
lécby téchto otrav z&al srozpoznanim dinnosti atropinu jako antidota pro jeho
parasympatolytické dinky. Atropin, alkaloid izolovany v roce 1835, bgbprvé uspsns
pouZit Robertsonem a Fraserem v roce 186Zhlénhibované cholinesterasy. Prokézali
acinek atropinu (lokala podaného do oka) jako antagonisty fysostigminuypmaér pupily
a akomodaci. Poz{l byl Fraserem popsan i antagonismus systémovyy,(Héorrison,
1988). Od té doby se stal atropin zakladnim ,staimbkamenem* v terapii intoxikaci OFI
(Antonijevic, Stojiljkovic, 2007).

Co se chemickych bojovych latekég; navrhl Eberhard Gross po zist ze
toxicky mechanismusdinku OFI mize probihat podobnym #pobem jako u karbamét
(véetrs fysostigminu), pouziti atropinu vdbe téchto otrav. Prvni experimenty provedené
po druhé sitové valce vSak prokazaly, Ze atropin je mnohemédadektivni v I&€bé OFI
intoxikaci neZ v gipad otrav karbaméty. To je apobeno fedevsim tim, Ze atropiripobi
jako antimuskarinikum (Antonijevic, Stojiljkovic,0D7), coz znamena, Ze kompetitiva
reverzibilre antagonizuje &inek podrazéni parasympatiku a cholinomimetik na
muskarinovych receptorech (Lincova, Farghali et28107). Podani atropinu ma vSak pouze
symptomaticky dopad, to znamen4, Zze pomaha organekonat akutni cholinergni krizi
bez zasahu do aktivity AChE. Po intoxikaci karbanmdtichazi na rozdil od intoxikace NPL
k samovolné reaktivaci enzymu po uplynuttitého ¢asového obdobfadow hodin. Toto
vyswtluje rozdil v &innosti v I&b¢ intoxikaci karbamdit a ireverzibilnich inhibitak
AChE. Atropin neni také schopen neutralizovatinky vyvolané nikotinovou
hyperstimulaci, ke které wipad otrav OFI taktéZ dochazi.dithky ACh na nikotinovych
neuronalnich receptorech blokuji ganglioplegika.

Diazepam je finosem pro organofosfatem otravené pacienty tiny dieh snizuje Gzkost,
neklid, svalové ke¢e a v kombinaci s atropinem moznost umrti, protébenbinace
atropinu a diazepamu je mnohem efek§jgh nez samostatnpodany atropin. Klinicky
acinek se dostavuje jiz za 15 minut (Lincova, Farglelal., 2007), coz je vzhledem
k rychlosti, kterou intoxikace OFI probiha, dalSwelkym pinosem.Benzodiazepiny
v podstat potencuji inhibini &inek kyseliny y- aminomaselné na jejim receptoru.

Hlavnim disledkem jisobeni benzodiazegirv CNS je hyperpolarizace neufgrktera je
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¢ini podstatd mére nachylné k cholinergn vyvolané depolarizaci (Antonijevic,
Stojilikovic, 2007).

Rozvoj specifickych antidot, vhodnych k regeneratiibované AChE NPL, byl
zalozen na fedpokladu, ze Us$Bné regenerace inhibovanych ensyriy mohlo byt
dosaZzeno nukleofilnim atakem steminy strukturald podobné ACh, coZz znamena
ptitomnosti kvarterni amoniové skupiny v molekulekte@@toru. V roce 1956 bylipotraw
parathionem v Japonsku odbornéiejrosti edstaven prvni ffjpraveny a do praxe
zavedeny oxim pralidoxim (2-PAM) (Antonijevic, Silfj§ovic, 2007). Stal se tak na dlouh&
léta jedinym funknim antidotem P terapii otrav OFI.

DalSi zkoumani v této oblasti vyustilo v syntézgdyiridiniovych oxind.. Pravidlem
byla pitomnost dvou kvarternich (pyridiniovych) dugjk minimélrg triuhlikatého
spojovacihaetézce a pitomnost jedné nebo vice oximovych skupigmilto latkami byly:
trimedoxim (TMB-4) - [1,3-Bis (4-hydroxyiminomethyll-pyridinio) propan dichlorid],
obidoxim (LUH-6) - 1,3-Bis(4-hydroxyiminomethyl-lypdinio) -2-oxapropan dichlorid,
oxim HI-6 - [1-(2-hydroxyiminomethyl-1-pyridinio)-84-karbamoyl-1-pyridinio)-2-
oxapropan dichlorid] a oxim HLO-7 - 1-(((4-(aminakanyl)pyridinio)methoxy)methyl)-
2,4-bis ((hydroxyimino)methyl) pyridinium dijodidTyto oximy byly syntetizovany a
predstaveny jako antidota v letech 1957, 1964, 1961086 (Antonijevic, Stojiljkovic,
2007).

Oximy byly pripraveny ve formd raiznych soli (nap chlorid, jodid, bromid, laktat,
methylsulfat, methansulfonat), které s¢Sinou liSi v jejich stabilit a rozpustnosti. Obeén
plati, Ze pralidoxim, trimedoxim a obidoxim jsoalsiini ve vodnych roztocich a mohou byt
v tekuté forng, v ampulich. Naproti tomu, HI-6 a HLO-7 nejsoubslta ve vodnych
roztocich, a proto mohou byt uchovavany po del&iudpouze jako lyofilizovany prach,
ktery se rozpusti bezprastiré pred pouZitim (Antonijevic, Stojiljkovic, 2007). LiSe také
v U¢inku na organismus — zatimco 2-PAM jakozto zastupomokvarternich reaktivator
dokazecastene reaktivovat AChE i v mozku,ipstoze ho f&s hematoencefalickou bariéru
pronikd pouze asi 10%. Biskvarterni pyridinaldoxirmpgonikaji do CNS jest hat nez
pralidoxim, pouze asi z 1 %. Mohou ale reagovath\ggna anionickymi centry enzymu a
lépe reaktivuji AChE na nervosvalové ploténce (Ralet al., 2009).

Podle studie provedené skupinou odbaiknigdenou docentem Kau a zvéejnéné
v roce 2010 nefize byt pralidoxim ozngen za univerzalni reaktivator. Protoze po podani
terapeutické davky dosahuje koncentrace 2-PAM wamiggnu hodnot I® M, coZ je
koncentrace nizka k tomu, aby reaktivoval orgarféfesn inhibovanou AChE.iPpodani

vySsich davek (IHM) pralidoxim sice inhibovanou AChE reaktivuje, akSpouze u
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nékterych testovanych inhibitdr Tato koncentrace 2-PAM je ale tak vysoka, Zeatayn
reaktivator se sam o sblstava slabym inhibitorem AChE (Kuca et al., 2011&dna se o
monokvarterni oxim, jehoz farmakodynamika i farmiiketika byly v minulosti podrokin
studovany (Green et al., 1986; Stemler et al., 198iuzé et al., 2010). Tyto informace
v minulosti vedly k syntézadm novych odijnodvozenych struktur tzv. biskvarternich
reaktivatofi AChE (obidoxim, trimedoxim, metoxim), které bylyediouho po té taktéz
zavedeny do praxe. Jejich terapeutickdnmost byla sice lepSi, ale problémem byla
relativie vysokd toxicita (Bartosova et al., 2006). To veddaalSim snaham nalézt
reaktivatory se stejnoltiinnosti, avsak nizsi toxicitou.

Nasledovalarada studii hodnoticich farmakokinetické parametyma HI-6 na
raiznych animalnich modelech (Simons, Briggs, 198%&t3Rrzin, 1986). V satasné dob
je vedle obidoximu zaveden VIR pro I&bu otrav NPL. Diky svédinnosti a nizsi toxicit
(mozné aplikace vysSi davky) je povaZzovan wasnosti za optimalni 1€k volby Vipact
zasazeni neznamou NPL. Podava se v davce 800 mg antoinjektoru (Prymula et al.,
2002).

DalSimi kroky bylo zavedeni oximu K027 a oximu I20Tyto latky jsou
VvV souwtasnosti celosttové testovany pro svou vybornou antidotininost jako potencialni
kandidati misto stavajicich latek v terapiich ot@wl (online 10. 4. 2011). Oxim K203 je
momentald povaZzovan za nejlepsi reaktivator AChE inhiboviid - tabunem (Karasova
et al., 2008; Kassa et al., 2008). Oxim K027 by himh efektivrejSi alternativou oximu
HI-6 v terapii otrav zpsobenych pesticidy, jelikoz je schopen reaktivovaChE
inhibovanou Sirokym spektrersdhto latek (Lorke et al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze v sdasnosti neexistuje univerzalni Sirokospektry realker
schopny obnovit aktivitu AChE inhibovanou vSemi gratialnimi NPL, vyvoj novych
acinngjSich reaktivatal stale pokréuje. Za timto @elem je nutné znét, jak jednotlivé
strukturni faktory reaktivatér ovliviwuji jejich reaktiv&ni schopnosti. Mezi nejvice
diskutované faktory pé#t pritomnost a peéet oximovych skupin, fitomnost a pé&et
kvarternich dusik délka a substituce spojovaciliettzce (Kwa et al., 2006). Vedle
strukturnich znak je to i rozpustnost, ktera jéilézitym parametrem ve sledovarinnosti
lécby. V pripact zmirtného oximu HI-6 je jistou komplikaci jeho nestalest vodném
prostedi. V praxi existuje ve fortndvou soli — chloridu a dimethylsulfonétu, kdy p¥av
vySSi rozpuspustnost a stélost dimethylsulfonatozinmje zvySit davku a tedy icinnost
v antidotni I€bé akutni otravy NPL (Kassa et al., 2007).

Z predkladané prace a téZz z mnoliadehozich (Zdarova Karasova et al., 2010a;

Zdarova Karasova et al., 2010b) je evidentni, B&iduce reaktivatdgr probiha v zavislosti
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na jejich chemické struktea. Do této studie byly vybrany ,klasické” reaktivat -
obidoxim, trimedoxim, oxim HI-6 a relati¢nnow syntetizované oximy — oxim K027 a
K203.

Nejdalezit¢jSimi parametry, které byly sledovany, jsgixta Ghax — tedycas, kdy
bylo dosazeno maximalni koncentrace a hodnota korame samotné. ProtoZze vSechna
terapeutika byla aplikovana v ekvimolarnich davkdeh zavislost distribuce na strukeu
objektivre zhodnotit.

Distribuce u obidoximu nafklad probihalastyiikrat rychleji nez u trimedoximu —
jedinym rozdilnym strukturalnim znakem je nahradatytenové skupiny kyslikem ve
spojovacimretézci obidoximu. Oxim HI-6 obsahuje ve své molekutejrsy spojovaci
fettzec jako obidoxim, avSak jedna oximova skupina bylahrazena skupinou
karbamoylovou a poloha oximové skupiny na druhémdpyovém jade byla znénéna
z polohy para do polohy ortho. Tnax bylo dosaZzeno ifblizn¢ ve ¢tyricaté minug¢ od
aplikace.

DalSimi z no¥ pripravenych a ndmi hodnocenych reaktivatbyly oximy K203 a
K027. Strukturala jsou to latky velice podobné — na jednom pyridiéilovjade se v poloze
para nachazi karbamoylovd skupina a na druhém skupkimova (t€Z polohagpara).
Rozdil je ten, ze do spojovaciltettzce molekuly K203 byla zavedena dvojna vazba
v konfiguraci trans,¢imz doSlo k prodlouZzeni doby, kdy bylo dosaZzeno imadni
koncentrace a k jejimu poklesu. Bez ohledu na hoydj,.x jednotlivych oximi, u vSech
stanovovanych oxifnbyly prvni terapeuticky &inné koncentrace v plasnmalezeny jiz ve
treti minug po aplikaci.

Jako je u ¥tSiny I&iv Zadouci, aby &inkovala co nejrychleji, je u reaktivator
AChE tento pozZadavek t&in nutnosti, vzhledem k rychlosti, kterou probihdansk do
organismu a inhibice AChE organofosforovymi sleminami.Cim rychleji je podany oxim
schopny inhibovany enzym reaktivovat, tim vice @k tzabrasno vaznym dginkam
organofosfatu na nervovy systém a na organismusud®enzym neni das zreaktivovan,
dochazi ke starnuti tohoto komplexu enzym — orgasfaf a potom uz podany reaktivator
neni @inny. Tento proces dealkylace probihadznych NPL odliSnou rychlosti (n&ap
polotas dealkylace u somanu — 5 min, VX — dnyJ'éfova Karasova, 2010).

Z tohoto divodu hraje rychlost dasného zasahu, podani antidota a zejména pak
distribuce nezastupitelnou roli v zach¢didského zdravi a zivota. Vysledky, kterych jsme
dosahli v této studii, jen potvrzuji, Ze distribue®rganismu strukturou do zfr@ miry
ovlivnéna je. Z nami ziskanych hodnot jasvyplyva, Ze &koliv je molekula obidoximu

jedna z prvnich syntetizovanych struktur reaktiviatAChE, esto dosahuje jednozitg
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nejlepSihoc¢asu, kdy bylo dosazeno maximalni koncentracet pyridinova jadra jsou u
vSech hodnocenych oximsamozejmosti. Je zjevné, Ze za nejrychlejSi distribudiciy
obidoxim gFitomnosti dvou oximovych skupin a spojovacittzci, jez ma podobu 2 -
oxopropanu. ProdlouZeniyg u trimedoximu na dvojnasobek oproti obidoximu je
zpasobeno by jen jedinou zrmnou ve spojovaciniettzci — kterym je propan. Se stejnym
spojovacimiettzcem jako ma obidoxim, pouze s jednou oximovou siayy druhou
karbamoylovou, oxim HI-6.4.x dosahovaktytikrat déle nez obidoxim, z toho jednoZn&
vyplyv4, Ze vliv na rychlost distribuce maiifpmnost a také poloha oximovych skupin. O
tomto Ize diskutovat v porovnani s oximem K027 pktdosahoval tégt stejnych vysledk
jako oxim HI-6. Ve své molekule sice neobsahujex@pmopanovy spojovadetzec, ale
poloha by pouze jedné oximové skupiny je stejna jako u okiida, coZ niize na dosazeny
tmaxjiSty vliv mit. Posledni hodnocenou strukturou byim K203 — do studie byl ¥azen
pro gitomnost dvojné vazby ve spojovacietezci. Jak vyplynulo z vysledk takovéato
zmena zpisobi jen dalSi oddaleni .

V priabéhu této studie byly odhaleny zavislosti distribueaktivatoti AChE na
jejich struktde. Tyto poznatky by dale mohly slouzit jako zdsagrd syntézu novych

reaktivatoti, vhodnych k terapii OF intoxikacemi.
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7. ZAVER

Tématem této prace je hodnoceni distribuce reaktivaAChE v organismu.
Reaktivatory AChE, podle struktury téZ nazyvanénoxijsou kauzalni antidota v terapii
intoxikaci OFI. Mezi tyto latky, ohroZujici lidskédravi a Zivot, pdt jednak pesticidy
pouzivané v zewuglstvi (paraoxon, parathion), ale také chemické djtatky (sarin,
soman, tabun, latka VX), kteréguistavuji v dnesni débhrozbu zejména v podslzneuziti
nejen teroristickymi skupinami, ale i v lokalniclorliktech. Vyzkumu zamrenému na
terapii intoxikaci &mito latkami je proto pkladan nemaly vyznam.

V kontextu gedkladané prace byla také shrnuta problematikaxikeaoi OFI a
moznosti soudobé terapie.

Zawrem lze tedy shrnout, ze distribuce do studie uyypech reaktivatar AChE
probihala velice rychle. Jiz véeti minut po i.m. aplikaci byly v plasthzaznamenany
relativre vysoké hladiny &chto I€iv. Maximalnich koncentraci vSechny dosahovaly do
Sedesété minuty od aplikace. Distribuce neprobibalednocenych v stejrg, a to na
zaklad odliSnosti v jejich chemické struk®y coz bylo pedpokladem této pracéaktéz
byla zavedena nova analytickd metodika, diky nithggné sledovat distribuci oximovych

reaktivatoti v plasng.
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8. SEZNAM ZKRATEK

ACR ArmadaCeské republiky

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartataminotransferasa
CNS centralni nervovy systém
HEB hematoencefalick& bariéra
HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie
ChAT cholinacetyltransferasa

CHz chemické zbran

i.m. intramuskularni podani

AY intravendzni podani

NPL nervo¥ paralytické latky

OFlI organofosforové inhibitory
oL otravné latky

OSN Organizace spojenych natod
p.o. perorélni podani

2 - PAM pralidoxim
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