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Nervové paralytické latky patfi mezi organické slouceniny fosforu a jsou velmi ¢astou
pri¢inou otrav v disledku zneuziti jako bojovych plynd. Mohou byt absorbovany riznymi
cestami — inhalacné, enterdlné¢ nebo transdermaln€. Problémem je nedostatecna ucinnost
terapie a stale neexistuje Sirokospektré 1é¢ivo proti riznych organofosfatim pronikajici do

CNS.

Cilem této prace bylo stanovit a porovnat U€inek reaktivace nové pfipravenych oximi

K869 a K870 se zavedenymi oximy K160 a HI-6 pfi intoxikaci sarinem.

Pokus probihal na samcich laboratorniho potkana kmene Wistar. Hodnoty byly namétfeny
spektrofotometricky metodou dle FEllmana. Vysledky byly nésledné vyhodnoceny
v procentech reaktivace acetylcholinesterasy inhibované sarinem v krvi, mozku a branici

potkant.

Zjistili jsme, Ze K869 a K870 maji nizsi schopnost reaktivace nez soucasné pouzivany HI-6.
Nove¢ ptipravené oximy proto tedy nejsou vhodnéjsi k terapii otravy sarinem nez jiz zavedeny

standard.
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NPL belongs to compounds of organic phosphorus and they are very common cause of
poisoning as organophosphorus nerve agent. They can be absorbed by various routes -
inhalated, ingest or by transdermal penetration. The problem is ineffective therapy and there is
still no broad-spectrum reactivator able to efficiently restore AChE activity after intoxication

by various organophosphates that will penetrates into CNS.

The main aim of this experiment was to determine and compare the reactivating
efficacy of two newly developed oximes K869 and K870 with commonly used oximes K160

and HI-6 against intoxication of sarin.

The activity of reactivation was determined by standard spectrophotometric Ellman’s method
with using male Wistar laboraty rats. The results were evaluated as percentage of reactivation

acetylcholinesterase inhibited by sarin in rat’s blood, brain and diaphragm.

In conlusion, we find out, that oximes K869 and K870 are less efficient in comparison with
currently used HI-6. Therefore newly synthesized oximes cannot be recommended for the

treatment.
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Uvod

Acetylcholin (ACh) je neuromediator, ktery je Siroce rozsiten v CNS a podili se
na prenosu vzruchll v centrdlnim i perifernim nervovém systému. Je tvotfen z cholinu a
acetylkoenzymu A (acetyl Co-A) v presynaptické c¢asti neuronu. Ovliviluje
membranové nikotinové (nAChR) a muskarinové receptory (mAChR) a po vyplaveni
do synaptické Stérbiny je hydrolyzovan enzymem acetylcholinesterasou (AChE), ¢imz
je ukoncen pifenos nervového vzruchu. Produkty, vzniklé rozpadem ACh jsou cholin,
ktery se vraci zpét do presynaptické Casti a slouzi opét jako vychozi latka pro syntézu
ACh a acetat, ktery je dale metabolizovan.

Latky, které zabranuji spravné funkci AChE a zvySuji mnozstvi ACh
v synaptické Sté€rbin¢, naSly uplatnéni jako pesticidy (paraoxon, parathion) ¢i v 1écbe
onemocnéni jako je Myastenia gravis (MG) - pyridostigmin nebo Alzheimerova
choroba (galantamin). Tyto inhibitory AChE patii mezi inhibitory reverzibilni. Dalsi
skupinou inhibitorit AChE jsou ireverzibilni, které se na AChE vazi kovalentni vazbou.
Mezi ireverzibilni inhibitory AChE patfi skupina latek oznacovana jako
organofosfatové (OFI), které jsou odvozeny od kyseliny fosforecné ¢i fosfonové.
Slouc¢eniny tohoto typu jsou znamé jako bojovné otravné latky (BOL).
latky (NPL). Vyznacuji se specifickym a rychle se patofyziologicky projevujicim
efektem, schopnosti zasahnout vysoky pocet intoxikovanych na pomérné velké plose.
Problém pouziti chemickych zbrani je v mnoha smérech aktualngj$i v soucasnosti nez
pfed mnoha lety. (Patocka J. et al 2004) Naptiklad imyslné otravy organofosforovymi
pesticidy jsou problémem zejména v rozvojovych zemich a jsou ptic¢inou timrti asi 300
000 lidi ro¢né. (Eyer, 2003) Dostupnost cilené 1ékatské péce je obtizna a otravy maji
fatalni disledky. Vyroba chemickych zbrani a jejich uziti jsou dnes striktné regulovany

fadou mezinarodnich imluv, pfesto nelze jejich zneuziti zcela zabranit.

Zakladem 1éCby po zasazeni OFI je antidotni terapie, kterou je nutno zahajit co
nejdiive. Mezi funk¢ni antidota jsou fazena anticholinergika v Cele s atropinem, ktery
antagonizuje ucinek nahromadéného ACh zejména na periferii, hlife pak zmirfiuje

centralni pfiznaky, nebot’ obtizné€ pfechdzi skrz hematoencefalickou bariéru (HEB).



Kauzdlni antidota jakoZzto reaktivatory AChE obnovuji aktivitu inhibované AChE.
Prakticky vyznam maji zejména oximy, coz jsou mono- nebo biskvarterni pyridinové
slouceniny s jednou ¢i vice oximovymi skupinami. Aby oximy byly schopné vytésnit
OFI z AChE, musi mit uritou miru afinity k tomuto enzymu, ktera je vyjadiena
inhibi¢nim potencidlem. Afinitu reaktivatoru k inhibované AChE ovliviiuje nckolik
faktorti: pfitomnost kvarterniho dusiku v molekule reaktivatoru, délka a sila vazby mezi
dv¢ pyridiniovymi kruhy, pfitomnost oximové skupiny, poloha oximové skupiny na
pyridinovém kruhu a také pocet oximovych skupin, které se nachazi v molekule
reaktivatoru.

Prakticky vyznam naSly pfedevS§im oximy s kvartérnim dusikem v molekule, u kterych

je vsak limitovén prostup do CNS a plisobi pfevazné na periferii.

Ackoliv vyvoj reaktivatori zapocal v padesatych letech 20. stoleti, je nutno
podotknout, Ze v soucasnosti neexistuje zadny univerzalni reaktivator schopny
reaktivovat AChE inhibovanou vSemi NPL ¢i OP pesticidy — tzv. Sirokospektry
reaktivator. Dal§im problémem je, Ze fada NPL je vici bézné antidotni terapii pomérné
tabun (ethyl N,N-dimethylfosforamidokyanat) patfi mezi nejstar§i NPL, antidotni
terapie akutnich otrav touto noxou nebyla dosud uspokojivé vyfeSena. Proto se
pristupuje k syntetizovani a testovani fady novych reaktivatort, jejichz struktura byla
modifikovana pro zvySenou reaktivaéni ucinnost. Reaktivaéni schopnost novych

nukleofilil je vyssi ve srovnani se standardy (pralidoxim, obidoxim, methoxim).

Chemické zbrané jsou az piekvapivé snadno dostupné, a pfitom velmi ucinné.
Jednd se tedy o vysoce aktudlni problematiku. Vysledky praci, zaméfenych na
reaktivaci OFI se promitnou do zlepSeni ochrany pied ucinkem téchto latek, které
neustale pfedstavuji riziko zneuZiti teroristy (chemicky terorismus), jak v minulosti
ukézaly teroristick¢é utoky na japonské metro v Tokiu v roce 1995, rok pied tim

v Matsumotu a nebo v roce 2013 v Syrii. (Masuda, 1995)



1. Acetylcholin a cholinergni transmise

Vsechny znamé synapse lze rozc€lenit do urcitych skupin, a to na synapse
interneurondlni, neuroefektorové a neuroreceptorové. U vysSich obratlovel je
synapticky pfenos zprosttedkovan prevazné chemickou cestou skrz medidtor
(neurotransmiter), jedna se v tomto piipad€ o synapse chemické a synapticky kontakt je
uskute¢nén mezi presynaptickou a postsynaptickou ¢asti neuronu, které jsou oddéleny
uzkou synaptickou stérbinou. Do skupiny chemickych synapsi spada také kontakt mezi
motorickym nervovym vldknem a vldknem svalovym, ktery se oznacuje jako
nervosvalova ploténka. Podle typu uvolnéného medidtoru a funkéniho typu synapse lze
predpokladat déje spojené s propustnosti membrany pro sodné ionty ¢i zvySenou
propustnost membrany pro ionty draselné a chloridové. Prvni pfipad otevieni Na®
kanalti vede k depolarizaci a vzniku excita¢niho postsynaptického potencidlu (EPSP),
ktery z funkéniho hlediska predstavuje excitacni synapsi. U ionti chloridovych a
draselnych tento jev vede k hyperpolarizaci a vzniku inhibi¢niho postsynaptického
potencidlu (IPSP). Jedna se o synapsi inhibi¢ni. (Trojan et al., 2003)

Pro naSe ucely je dualezitA chemickd synapse prostiednictvim
nizkomolekularniho neurotransmiteru acetylcholinu (ACh), jednd se o synapsi
cholinergni. ACh je molekula umoziujici ptfenos informace mezi bunkami formou
chemického vedeni vzruchu zneuronu na neuron. Je uvoliovan z
nervového presynaptického zakon€eni do synaptické Stérbiny a jeho odpovéd’ se projevi
bud’ v postsynaptickém zakonceni dal§iho neuronu, anebo na membrané bunék cilového
organu. Mulze také plsobit na receptory v presynaptické ¢asti, kdy vétSinou inhibuje
uvolnovani dalSich neurotransmiteri.

Cholinergni synapse Ize nalézt v organismu piedev§im v gangliich
parasympatiku a postgangliovych perifernich spojenich parasympatiku s ptisluSnym
organem, v gangliich sympatiku, sekrec¢nich vldknech dfen¢ nadledvin, déle také na
nervosvalové ploténce (spojeni mezi somatickym nervem a kosternim svalem) a
dilezité cholinergni synapse lze nalézt i v CNS. (Martinkova, 2007)

Syntéza ACh probiha v cytoplazmé neuront z cholinu a Acetyl-CoA enzymem
cholinacetyltranferasou, ktery je zodpovédny za ptenos acetylu na cholin. Vznikly ACh
je skladovan v synaptickych vezikulech. Mnozstvi ACh v jednom synaptickém vacku se

nazyva kvantum a kolisa od 1 000 do 50 000 ACh molekul. (Amber, 2010)



Jednotlivd kvanta ACh jsou spontdnné vypuzovana a mnozstvi uvolnéného
neurotrasmiteru je umérné mnozstvi kalciovych kanald, které vstoupily do cytoplazmy
nervového zakonceni. (Lincova, 2002)

Uvolnéni ACh probihd na zaklad¢é impulsu Sifictho se po nervovém vlakné.
Vépenaté ionty vstoupi do neuronu kalciovym kanalem, ktery se otevird vlivem
depolarizace nesynaptické membrany. Vzestup koncentrace véapenatych iontd spousti
splynuti vackl s presynaptickou membranou a néasledné dochazi k vyprazdnéni vezikul
s neuropienaSeCem do Stérbiny, ktery se vaze na acetylcholinové receptory (AChR) na
postsynaptické membrané. Kalciovy kandl se uzavira vlivem negativni zpétnovazebné
regulace zprostfedkované poklesem aktivity adenylatcyklasy a tvorby cAMP, spusténé
aktivaci muskarinovych receptori umisténych na presynaptické membrané. Naopak
nikotinovy receptor umistény na presynaptické casti somatického nervového vlakna

urychluje uvoliiovani ACh. (Martinkova, 2007)
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Obr. 1 : Syntéza a uvolnéni AChE pfi cholinergni transmisi

Ptevzato a upraveno podle Clark et al. (2001)



1.1 Acetylcholinové receptory

ACh ptlisobi na dva zdkladni typy membranovych receptorti, nazyvanych podle
pfirodnich latek, které jsou jejich pfimymi agonisty. Muskarinovy receptor (mAChR) je
aktivovany muskarinem z muchomurek a nikotinovy receptor (nAChR), ktery pienasi

signal mezi motorickym nervem a svalovym vlaknem, je aktivovany nikotinem.

nAChR jsou spfazeny s iontovymi kanaly bunééné membrany, funguji tedy jako
ligandem fizené a fadime je k ionotropnim receptorim. Jejich specifita tkvi v ovlivnéni
toku iontil (zejména kationty Na™ a K") skrz kanaly, kdy po navazani ACh je receptor
aktivovan, dochazi ke zméné konformace, kandl se otevie a nasleduje depolarizace
postsynaptické memrany a proudéni iontdl po koncentracnim gradientu. VSechny
nAChR maji pentamerni strukturu a maji uplatnéni zejména v rychlé sympatické

transmisi. ( Bolis, 2005)
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Obr. 2 : Struktura nikotinového receptoru
Dostupné z: http://docplayer.cz/40728872-Monitorovani-leku-rndr-bohuslava-
trnkova-ukbld-1-1f-uk-Is-1.html
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Rozlisuji se jednotlivé subtypy nAChR receptoru — nAChR neuronalni (Nn),
umistény ve vegetativnich gangliich a sekre¢nich vlaknech difené¢ nadledvin a dale
nAChR muskularni (Nwm), ten se nachdzi na neuromuskularnich spojenich na
nervosvalové ploténce. (viz. Tab. 1)

Oba maji pentamerni strukturu, avSak jednotlivé podjednotky se li§i — u N se

jednd o (a3)2a (B4);auNwmo @l)2, B1, vy ad. (Finkel, 2009; Soukup et al., 2010)

Tab. 1 Piehled nikotinovych uc¢ink

Typ receptoru a lokalizace Efekt

NN — neuronalni (autonomni ganglia, aktivace, ptenos vzruchu
CNS, dieni nadledvin)

Nwm — muskularni Depolarizace postsynaptické membrany
— svalova kontrakce

mAChR jsou spfazeny s G-proteinem, aktivace nebo inhibice G-proteinu moduluje
aktivitu enzymatickych systému pies systém druhych poslti. mAChR existuje 5 subtypt,
které se li§i v umisténi a také v déjich, které miZzeme ocekavat po stimulaci receptoru.
M, M3, Ms jsou zodpoveédné za aktivaci Gq receptoru, ktery aktivuje fosfolipasu C,
dochézi ke $tépeni membranového fosfolipidu na fosfatidylinositol 4,5 -bisfosfat (PIP2)
a vzniku diacylglycerolu (DAG) a inositoltrifosfatu (IP3). IP3 mobilizuje vapenaté ionty
z endoplazmatického retikula (ER) a DAG aktivuje proteinkinazu C (PKC) a nasleduje
dale fosforylace intracelularnich proteinti. Kdezto M, a My jsou sptazeny s G;j
proteinem, coz ma za nasledek pokles cAMP vedouci k otevieni K+ kanala, efluxu K+
a inhibici. (viz Tab. 2) Funguji jako autoreceptory (tlumi vyplavovani ACh na synapsi)

v ktife a hipokampu. (Lincova, 2002)



Tab. 2 Lokalizace a ucinek jednotlivych subtypi M receptorti

Déje
aktivované
Receptor Lokalizace stimulaci Efekt
receptoru
Mi- Nervy, parietalni | 11P3 kaskdda | Skrz Gq protein |permeabilitu
tzv.neuronalni | buiky Zaludku DAG pro K - depolarizace -
ljejich denzity - demence
Ma- Srdce, nervy, ltvorby Skrz Gi protein infix K -
tzv.kardidlni hladké svaly cAMP hyperpolarizace - |srde¢ni
frekvence, sily stahu a vedeni
Exokrinni zlazy, | 11P3 kaskada fintracel.Ca’-
hladké svaly DAG bronchokonstrikce, {sekrece
Ms 714z a motilita,
midza, |nitroo¢niho tlaku,
hypotenze — vyplaveni NO
My CNS - role ltvorby
v dopam.transmisi | cAMP
Funkce zatim neni pfesné
Ms* CNS? 11P3, kaskada znama
DAG

Ptevzato a upraveno z: http://www.cnsonline.cz/?page _1d=1456
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Obr. 2 : Dgje zptisobené aktivaci M receptoru

Prevzato z:
http://www.usdbiology.com/cliff/Courses/Behavioral%20Neuroscience/Transmitters/tra
nsmitterfigs/transmitters.html
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1.2 Cholinesterasy

Cholinesterasy jsou enzymy, které patii do skupiny tzv. serinovych hydrolas,
které hydrolyzuji cholinové estery. U obratlovcii rozliSujeme dva typy cholinesteras a to
AChE a butyrylcholinesterasu (BChE). Tyto dva typy jsou rozliSeny na zakladé
historického déleni podle substratové specifity. (Lincova a Farhali, 2007)

AChE se vyskytuje pfevazné ve svalech, mozku, membranach erytrocytl, zatimco
BChE ma vysokou afinitu v jatrech, srdci, plicich, stieve, ledvinach a $irsi substratovou
specifitu. U nekterych druht jako c¢lovek, kun nebo mysi, BChE vykazuje vyssi
ucinnost v plazm¢, avSak u krys ma vyssi ucéinnost v plazmé AChE. BChE je

syntetizovana v jatrech a odtud sekretovana do plasmy. (Cokugras, 2003)

1.2.1 Acetylcholinesterasa

ACh uvolnény do synaptické Stérbiny je tfeba n¢jakym zpisobem odbourat,
jinak by se hromadil v synaptické Stérbin€ a udrzoval svalovy tonus dlouho poté, co byl
vydan signal ke stimulaci. Tomu je zabranovano diky enzymu zvanému
acetylcholinesterasa (AChE), kterd hydrolyticky rozkldda ACh na cholin a acetat,
pfitom cholin se recykluje zpét do nervovych zakonceni, pomoci vysokoafinitniho
pienosového systému zavislého na Na®, kde se z né&j syntetizuje nova molekula ACh.
Dle mezinarodni biochemické unie (IUB) spada AChE do tfidy EC 3.1.1.7 do skupiny
serinovych hydrolas. (Wiesner J. et al., 2007) AChE jevi vysokou katalytickou aktivitu,
je uvadéno, ze kazdd molekula AChE degraduje az 10° - 10° molekul ACh. Maximalni
rychlost hydrolyzy je pii koncentraci ACh 2,5-3 x 10M. Optimélni rychlost nezavisi

na Cistoté enzymu, ale na pH a zdroji enzymu. (Radic a Taylor, 2006)

Nachézi se pirevazné v nervosvalovych spojenich, cholinergnich synapsich
v CNS, kde ukoncuje cholinergni pienos, a také na membrané Cervenych krvinek, kde
tvoti antigen skupiny Yt (také znamy jako Cartwright). Tento antigen determinuje typ
krevni skupiny u ¢lovéka. Systém Yt ma dvé alely, YT (a) a Yt (b). Protilatky proti
systému Yt miiZzou vést k transfuzni reakci, jako je hemolytickd anémie. Existuje
v n¢kolika molekularnich formdach, lisi se oligomerni strukturou a tim, jak se vaze na

bunécny povrch.



Molekula AChE ma elipsovity tvar. Monomer enzymu AChE je bilkovina
skladajici se z 537 aminokyselin (AK). Jeji struktura je tvofena 12 centralné umisténymi

B-skladanymi listy, které obklopuje 14 a-helixi. (Colovi¢, 2013)

Kazdy monomer obsahuje jedno katalytické centrum, které je slozeno ze dvou
¢asti - esteratické podjednotky obsahujici katalytickou triadu a anionické podjednotky,
slouzici k vytvofeni vazby s kvartérnim dusikem ACh. Esteratickd podjednotka
obsahuje katalyticky aparat enzymu, nazyvany tzv. katalyticka tridda aminokyselin
(CAS) Ser 200, His 440 a Glu 327. Anionicka podjednotka je sloZena z aminokyselin
Ser 84, Phe 330 a Phe 331.( Sussman et al., 1991)

AChE existuje v nékolika molekuldrnich formach, které Ilze rozdé€lit na
globularni (G) a asymetrické (A). G formy existuji v solubilni a membranové vazané
form¢ a obsahuji bud’ jednu (Gl), dvé (G2) nebo ctyii (G4) identické katalytické
podjednotky. Tyto jednotlivé subjednotky maji hmotnost 77 kDa a tvoti dimery, spojené
disulfidickymi mustky. Membranové vazané formy obsahuji nekatalytickou
subjednotku, tzv. kotvu, jejiz funkcei je fixovat enzym v membrané. Asymetrické formy
se skladaji z jednoho (A4), dvou (A8) nebo tii (A12) tetramerd, které jsou navzajem

spojené diky kolagenu podobnych, peptidickych fetézct.

Gl a G4 forma AChE se vyskytuje v lidském mozku, jejich pomér se v mozku
v ruznych ¢astech lisi. V erytrocytech prevlada forma G2, kdezto v lidském mozku jsou
je zastoupena z 80 % G4 forma AChE. V mozkomi$nim moku a plazmé byly
identifikovany formy G4 AChE. Rozdily v zastoupeni molekularnich forem AChE jsou
patrné i na synapsich. G4 formy jsou pfitomny v nesynaptickych ¢astech, zatimco Gl
formy v postsynaptickych. VSechny tyto formy AChE maji stejnou katalytickou
aktivitu. (Patocka et al., 2001)



V organismu pievlada pritomnost AChE ve form¢ tetrametri. Vznik AChEr
(readthrough) podjednotky je podminén pii tvorbé katalytické domény v disledku
nedostatku posttranslaénich modifikaci. Tyto jednotky jsou rozpustné a monomerické.
Ptitomnost AChER byla prokazana v embryonalnich tkénich a bunéénych kulturach, téz
nalezena v mysich, ale nikoli v lidskych erytrocytech. Jeji tvorba miize byt navozena
stresem. AChEy (hydrofobni) podjednotky jsou tvofeny glykofosfatidylinositolem
(GPI) kotvené dimery. V organismu je AChEn tvofena hematopoetickym systémem,
kde se pravdépodobné podili na eliminaci ACh v krevnim fecisti. AChET (tailed —
ocasata) tvofi celou fadu oligomeri — mono, di, tetra vcetné heterotetramert
s kolagenem Q, GPI - kotvené tetramery a tetrametry kotvené ke tkani bohaté na prolin.
AChET se vyskytuje v tkanich vSech obratlovci a jedna se o nejhojnéji zastoupenou
formu v organismu. V jedovych zldzach nékterych hadii rodu Bungarus a Naja byla

identifikovana forma AChE;s (soluble - rozpustnd). (Holas, 2012)

V soucasné dob¢ je aktivita cholinesteras vyjadiovadna v katalech na litr (kat/l), coz
odpovida pfeméné jednoho molu substratu za sekundu na litr, napt. séra ¢i plazmy.

(Bajgar, 1972)

CHCH Acetylcholine Ho-ﬁ-ﬂceiic Acid

3

5\ ]/CHs O
+N-CH,CH;0-C-CH; &  +

Electrosialic %a#frecﬁon 0 CHE H3 C H3

::l:ne B \'qlil{ Choline
“Esteric Site” CH2 CHEOH

Acetylcholinesterase

Figure 1. Breakdown of acetylcholine.

Obr. 3: Hydrolyza AChE enzymem AChE

Dostupné z: https://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5
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1.2.2 Butyrylcholinesterasa

Lidskd& BChE ma uplatnéni jako bioscavanger, coz je molekula schopna
neutralizovat neurotoxické organofosfatové slouceniny. Jedna molekula enzymu je
schopna navazat jednu molekulu organofosfatu. Jeji vyznam vSak neni Uplné jasné
definovany jako v ptipadé¢ AChE. V minulosti se nazyvala plazmaticka cholinesterasa
diky tomu, ze AChE se nachazi na povrchu erytrocytii a po centrifugaci krve zlstava

v plazmé¢ jen BChE. (Radic a Taylor, 2006)

Substraty BChE jsou estery jako produkty metabolismu, 1épe hydrolyzuje butyrylcholin
¢i benzoylcholin. Obecnym faktem je, ze BChE vaze predevsim objemné ligandy.
(Soukup, 2010). Mezi tyto exogenni substraty lze zafadit heroin, kokain, tetrakain,

aspirin apod. BChE také hydrolyzuje ACh, avSak vyrazn€ pomaleji. (Gannong, 1995)

Na molekularni Urovni maji AChE a BChE spole¢nou sekvenéni homologii
aminokyselin z 65 % a jsou kddovany riznymi geny na lidskych chromozomech — 7 pro
AChE a 3 pro BChE. O vzniku molekularnich forem AChE a BChE rozhoduje vzdy jen
jediny gen, v ditllecku alternativniho sestiihu kddovaci oblasti piivodniho transkriptu. To
ma za nasledek sérii AChE a BChE, které maji podobné katalytické vlastnosti, ale
odliSnou bunéfnou a mimobunéénou distribuci a nekatalytické aktivity. Strukturni
vlastnosti obou cholinesteras urcuji rozdily v jejich substratové specifité. (Brunovsky,

2007)
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2. Inhibitory AChE

Inhibitory AChE blokuji funkci enzymu zodpovédného za ACh rozklad, coz
vede k akumulaci acetylcholinu v nervovych synapsich. ZvySené mnozstvi ACh ve
Stérbin¢ zpusobuje nervosvalovou paralyzu (trvaly svalovy tonus) v celém téle. Stazeno
je 1 dychaci svalstvo a s tim spojené riziko smrti z uduseni.

RozliSuji se inhibitory neacylujici a acylujici. Neacylujici inhibitory vyvolavaji
reverzibilni a kratkodobou blokadu uvedené¢ho enzymu. Kompetitivni inhibici brani,
aby se ACh navazal na enzym, avSak nemaji schopnost esterifikace hydroxylu
aminokyseliny (AK) serinu. Do této skupiny je fazen antagonista kurareformnich
myorelaxancii edrofonium, ktery ma uplatnéni v diagnostice Myasthenia gravis. U
zastupctl acylujicich inhibitorti probihd podobna reakce jako ACh s AChE. V piipadé
karbamatovych inhibitori vznikéd karbamoylovana AChE, ktera v organismu spontanné
hydrolyzuje, ale zna¢n¢ pomaleji neZ AChE acetylovana. Inhibice navozena témito

inhibitory trva minuty az hodiny.

Mezi inhibitory karbamatového typu tadime fyzostigmin, ktery se pouziva
pfedevSim v o€nim lékafstvi jako miotikum a pro sniZeni nitroo¢niho tlaku a dale
neostigmin, ktery ptsobi 3-6 hodin ¢i pyridostigmin, ktery ma prolongovany ucinek 6
hodin a minimalni vedlej$i u¢inky, oba vyuZivané k terapii maysthenia gravis. (Dolezal
M. etal., 2011)

S ireverzibilnim charakterem blokace se mizeme setkat u OFI, kdy hydroxyl
aktivniho centra AChE je blokovan zbytkem kyseliny fosfore¢né ¢i fosfonové. Takovy
komplex inhibitoru vazaného na enzymu hydrolyzuje v organismu velmi pomalu
v fadech stovek hodin a navic podléha tzv. starnuti (dealkylace), coZ je chemicka
reakce, pi1 které je inhibovanda AChE zménéna tak, Ze je ucinku reaktivatori
nepiistupnd a je v tzv. nereaktivovatelné formé. Inhibice ma tedy ireverzibilni charakter.

Celkovy ucinek inhibitortt AChE zavisi na fyzikalné-chemickych, chemickych
vlastnostech a taktéz na jejich distribuci v organismu. Inhibitory s karbamatovou
funkéni skupinou obsahuji tercidrni dusik, dobie se vstfebavaji, pronikaji HEB a maji
periferni 1 centrdln¢ cholinergni UC€inky. Inhibitory s kvartérnim dusikem ptlisobi
pfedevSim na periferii, tedy Spatné piestupuji pfes HEB. Navic maji pfimé nikotinové
ucinky na nervosvalovou ploténku a jsou vhodné pii 1é€bé MG jak bylo uvedeno u

neacylujiciho inhibitoru edrofonia. (Patocka et al., 2004)
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K ptirodnim inhibitorim AChE je fazen galantamin a dalsi latky rostlin z ¢eledi
Amarillydaceae. Tento alkaloid byl jednou zprvnich latek pouZzivanych k terapii
myasthenia gravis a paralytické poliomyelitidy. Vyhoda galantaminu v porovnani
s ostatnimi inhibitory AChE spociva v jeho schopnosti alostericky modulovat nAChR,
coz zaroven zvySuje produkci ACh. Galantamin je jiz delsi dobu pouzivan k terapii
Alzheimerovy choroby. V soucasné dob¢ je ve védeckych studiich pouzivan jako
standard inhibi¢ni aktivity AChE a ostatni potencidlni 1éCiva jsou s nim srovnavana.

(Martin et al., 2011)

2.1 Nervové paralytické latky

Nervové paralytické latky (NPL) patii mezi organické slouceniny fosforu a jsou
vysoké toxicité. Jsou charakterizovany rychlym nastupem u¢inku a pronikaji do
organismu vSemi vstupnimi bariérami. Byly vyvinuté tésn¢ pted druhou svétovou
valkou (tabun — r. 1936), béhem ni ( sarin - r. 1943 a soman — r. 1945) ¢i az po druhé
svétove valce (VX latky — 60. 1éta 20. stoleti). Jedna se o latky pomérné ,,staré®, jejichz
pouzivéni je zakazano Umluvou o zakazu chemickych zbrani a jejich vysoka toxicita a
snadna syntéza z nich Cini lehce zneuZitelné zbran€ hromadného niceni a teroristickych
utokd, coz se prokazalo jiz v historii, kdy byly pouZity ve vojenském konfliktu
v pribéhu Irdnsko-Iracké valky. Vroce 1988 byly pouzity proti kurdskému
obyvatelstvu ve mésté Halajbla, rezimem Sadddma Husajna. A v poslednich letech se
jednalo o jejich zneuZiti ndbozenskou sektou Aum Shinrikyo pfi teroristické utoku na
japonské metro v Tokiu v roce 1995, které si vyzadalo 12 obéti a 5500 zranénych ¢i rok

pted tim v Matsumotu a nebo v roce 2013 v Syrii. (Masuda et al., 1995)

Rozdé&luji se na 2 vétsi skupiny, obecné oznacovany jako G latky a V latky.
Zastupci  ze skupiny G latek, mezi néZ patii tabun (GA - O-
ethyldimethylamidokyanofostat), sarin (GB — O-isopropylmethylfluorofosfat) a soman
(GD — O-pinakolylmethylfluorofosfonat), jsou bezbarvé kapaliny, bez vyrazngjsiho

zapachu, relativné rozpustné ve vodé a dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech.
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Déle jsou vysoce tékavé, tudiz nejcastejsi branou vstupu téchto latek do organismu jsou
dychaci cesty. V terénu vydrzi 12-24 hodin bez ztraty toxicity. Toxicita NPL je tedy
zéavisla na ptivodnich cestach noxy do organismu, rychlosti u organismu, prostiedi a na

dalsSich faktorech jako je vitr, dést” a teplota. (PatocCka et al., 2004)

vvvvvv

Spatné rozpustné ve vodé, zato velmi dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech a
tucich. Typicka je pro n¢ nizka tékavost, takze vydrzi ve vod¢ a v terénu velmi dlouho
dobu (tydny aZ mésice). Nejvetsiho vojenského vyznamu dosahla latka VX (O-ethyl.S-
(2-diisopropyl-aminoethyl)-methylthiofosfonat).

Zakladnim mechanismem ucinku NPL je zasah do cholinergniho nervového
systému ireverzibilni cestou inhibice AChE. Ireverzibilni inhibice AChE cestou acylace
esteratického mista aktivniho centra enzymu (ICso = 10® az 107! M) s naslednou
kumulaci neuromediatoru acetylcholinu na cholinergnich synapsich, zplsobujici
naruseni cholinergniho pfenosu nervového vzruchu (endogenni intoxikace

acetylcholinem). (obr. 5)

HiC,_ 0O
/P\ N\\
H3C\ //O O F \C\ //O
/P\ /P\
F OCH(CHs), (H3C)oN  OC,Hs
Sarin Cyklosarin Tabun
CH
HiC, O 3
HsC, O P J~ch
P CoHsO' ST ~N 3
F~ 'OCHC(CH,); }—(:H3
|
CH, HsC
Soman VX

Obr. 4 : Chemické struktury nejzndméjsich nervove paralytickych latek.
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Tab. 3 Toxicita NPL

Stfedni smrtelna

davka pro
Toxicita a priinik do LCtso v
y zamoreni
téla nechranéné kuze
Nejzavaznéjsi cestou
G-ltky Jsvou Vzhl.edc’am k szoke 0,0.3-_?,08_3 0.7-7 mg kg’
tékavosti dychaci cesty gmin .m
Jsou toxictejsi nez G-
V-litky latky, zv}aste pvl‘l otraveé 0,01 .5-_(3,045) 0,07 mg ke
ptes kiizi gmin ~.m

Latka se stiredni
tékavosti

Nebezpecna z hlediska

vSech cest priniku do i cca 1,36 mg kg

organismu

LCltso — stfedni letalni koncentrace v ovzdusi vedouci po 1 minutové expozici ke smrti

50% exponovanych nechranénych osob

Vztah mezi strukturou a ¢inkem ve skupiné OFI Ize stru¢né shrnout takto:

AChE-OH

Enzym

Estery fosfonové kyselin byvaji toxictéjs$i nez analogické estery kyseliny
fosforecné
dvéma vazbami tohoto typu

Toxicita klesa v fadé F, I, CN

vvvvvv

. Inhibice HaC, g
N_7, P/
P — -
+ e AChE-O b‘<
Sarin Inhibovany
Enzym

Obr. 5 : Proces sarinem inhibované AChE
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2.1.1 Farmakokinetika NPL

Po vstupu NPL do organismu probihaji 4 hlavni faze jejich ucinku a to resorpce,
transport, metabolizace a vlastni toxicky efekt. Vlastni toxicky efekt tvoii pouze ¢ast
podané davky, zbytek pfedstavuji ztraty, které vznikaji rGznymi zplsoby. V krevnim
ob¢hu reaguji NPL s cholinesterasami a jinymi dalS§imi enzymy. Jedna se predevsim o
BChE, karboxylesterasy a fosforylfosfatasy v plazmé. Vazba NPL na esterasy
nevyvolava zadny klinicky pfiznak intoxikace, ba pravé naopak, slouzi jako
vychytavaci (scavengery) NPL. Esterasy na sebe vazou cast davky a vyradi ji
se, ze ztraty mohou dosdhnout podle druhu NPL az 99 %. Predpoklada se tedy, ze pouze
1-3 % z celkové davky se dostane na misto toxického ucinku, zbytek je vyvazan a
detoxikovan. (Patocka et al., 2004)

Metabolizace  pfedstavuje  detoxikacni reakce, vSak u  néckterych
organofosforovych insekticidli bylo zaznamenéno, Ze vlastni latka se oxidovala, vznikly
organofosforovych insekticid). Zejména pak soman miiZze tvofit depa v tukové tkéani a
z ni je postupné vyplavovan.

Efekt inhibice AChE v misté toxického plsobeni NPL (centralni i periferni
nervovy systém, nervosvalova ploténka) se projevi nahromadénim ACh na receptorech
s naslednym dlouhodobym drazdénim cholinergnich receptort, ktery se klinicky projevi
thned po zasazeni. Déle byly pozorovany i ucinky nespecifické neboli necholinergni,
které se manifestuji pozdé€ji a fadime k nim obecnou stresogenni reakci, zasah do
metabolismu nukleovych kyselin (NK) a bilkovin vedouci az k mutagennimu efektu,
zasah do imunity a hepatotoxicky efekt. Nespecifické ucinky NPL maji za nasledek i1
vyznamné poskozeni nervové tkang, patfici k zadvaznym duasledkiim akutni intoxikace
NPL. Podle poslednich vyzkumt pfi¢ina tkvi v nadmérné stimulaci glutamatergnich
receptori N-methyl-D-asparagové kyseliny (NMDA) a nasledné nadmérnému
vyplaveni glutamatu. Aktivované NMDA receptory akumuluji vapnik uvnitt neuront a
dochdzi k neuronalni smrti a s tim souvisejici dlouhodobé neurologické nasledky patrné

1 n€kolik let po expozici NPL.
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3. Antidota AChE

AChE je ptisobenim inhibitorii vyfazena z funkce a spontanni znovuobnoveni
aktivity (reaktivace) probihd velmi pomalu. Aktivita AChE se obnovi az po syntéze
enzymu de novo. Plna regenerace enzymu v mozku trva piiblizn¢ 50 dnt. Jelikoz
bezjaderné erytrocyty nejsou schopny syntézy bilkovin, jejich enzymova aktivita se
zotavi az za 100 dnl, tedy po nahradé otravenych bunék novymi erytrocyty.
Nebezpecné priznaky otravy vymizi vSak v ten moment, kdy se obnovi pouhy zlomek
normalni enzymov¢ aktivity. (Liillman et al., 2004)

Vzhledem k vysoké toxicité¢ OFI a jejich rychlému nastupu G¢inku, musi byt

terapie dostate¢né rychld, radikalni a komplexni. (Voprsalova, 1996)

3.1 Profylakticka lécba

K profylaxi otrav se pfistupuje v pfipadech, kdy se predpokladd zvysené riziko
kontaktu stémito slouceninami (napf. ve vojenstvi, pifi pohybu vojakl
v kontaminovaném terénu ¢i pfi likvidaci zivelnych katastrof). Latkami volby pfi
profylaxi jsou reverzibilni inhibitory AChE. Nejc¢astéji uzivan karbamat pyridostigmin
jako soucasnad profylaxe u vétSiny armad NATO. Tyto reverzibilni inhibitory jsou
schopné doc¢asné ochranit molekulu AChE pfed ireverzibilni inhibici. V praxi se Casto
pouzivaji inhibitory v kombinaci s anticholinergiky, jejichz funkci je ochrana pacienta

pfed nezadoucimi u€inky inhibitoru.

Prostiedky farmakologické profylaxe otrav NPL — ACR:

e ACR - PANPAL (&eské origindlni sm&sné profylaktické antidotum pro zvyseni
odolnosti zivé sily vici u€inkim NPL a zvySeni ucinnosti nasledné antidotni
terapie otravy NPL)

Slozeni — pyridostigmin bromid (35 mg tableta) a dvé anticholinergni latky
(benaktyzin chlorid -8 mg a trihexyfenidyl chlorid - 6 mg v 1 tablet¢).
- TRANSANT - originélni ¢eské transdermalni profylaktické antidotum

SloZeni: dvé& adhezivni naplasti (70 cm?), mal4 lahvicka s lyofilizovanou HI-6,

ampulka s pufrem, jehla s injekéni stiikackou

e Armady NATO — pouze pyridostigmin bromid (NAPS) — 30 mg pyridostigminu
v 1 tableté
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3.2 Lécba po zasazeni NPL

Zakladni terapie otrav pii intoxikaci NPL se sklada ze tii zakladnich slozek:
funkcniho antidota s anticholergnim uc¢inkem, kauzalniho antidota (reaktivatoru AChE)
a terapie byva jesté doplnéna o antikonvulzivum. Mezi konvulzivy dominuje pouziti
diazepamu v davce 10 mg i.v. a dale také alprazolamu ¢i clonazepamu.

Anticholinergika (funk¢ni antidota) zabranuji navazani nahromadéného ACh na
cholinergni receptory. Jako 1ék volby v této skupiné je na celém svété fazen atropin.
Atropin antagonizuje u¢inek nahromadéného ACh, predevsim na perifernich mAChR.
Centralni pfiznaky intoxikace ovliviluje méné, jelikoz obtizné¢ prochazi ptes HEB.
Podéava se i.m. nebo i.v. v davce 2-4 mg opakované v 10-30 minutovych intervalech.
Jako vyhodné se jevi i podavani atropinu v infuzi. (Patocka et al., 2004) Atropin se
podava do té doby, nez se objevi prvi pfiznaky atropinizace a to jsou: mydriaza,
z¢ervenani klize, suchost sliznic, tachykardie. V ptipadé tézkych intoxikaci je mozné
doplnit atropinizaci podédvanim anticholinergik s ptevladajicim centralnim uc¢inkem. Na
zakladé experimentalnich vysledkdi se mezi vhodna anticholinergika s centralnim
piisobenim fadi biperiden, skopolamin a benactyzin, ktery je v ACR zaveden jako druhé

anticholinergikum po atropinu. benactyzin, biperiden a skopolamin.

,LCHjs
N
/CHjs
C~COO-CH,CH, N
Benaktyzin O OH
o]
Atropin
OH
N
/
Biperiden

Obr. 6: Chemicka struktura vybranych anticholnergik.
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Prostiedky ACR proti NPL pii zasaZeni:
- Prvni pomoc:
e Combo-Pen (obidoxim 220 mg, atropin 2 mg) a Diazepam (10 mg)
e Budoucnost: tfikomorovy autoinjektor s lyofilizatem HI-6 750 mg, roztok

atropinu 2 mg a diazepamu 10 mg

- Prvni I€katska pomoc:
e Chonol I (atropin, 4 mg v 1 ampuli)
e Chonol II (benaktyzin, 10 mg v 1 ampuli)
e Renol (1g methoxim chloridu)

e Antiva (0,8 g HI-6)

3.2.1 Reaktivatory

Reaktivaci inhibovan¢ AChE je moZno urychlit latkami, nazyvanymi
reaktivatory (kauzalni antidota). Jejich tkolem je vyvazani inhibitoru z aktivniho mista
AChE a tim dojde k zabranéni vzniku kovalentni vazby. Uginek viak zavisi na procesu
starnuti (dealkylace), kdy je inhibovand AChE tcinku reaktivatord nepfistupna.
Rychlost starnuti inhibované AChE zavisi na dobé kontaktu enzymu s NPL a na
chemické struktufe inhibitoru. Za nejhire l1é€itelnou otravu se fadi intoxikace somanem,
jelikoz dealkylace komplexu AChE-inhibitor probiha velmi rychle, zatimco
nejpomalejsi dealkylace je charakteristickd pro Gcinek latky VX, polocas dealkylace je

fadove dny, patrné z Obr. 7. (Patocka et al., 2004)

Inhibitor AChE Tim
soman 2-10 min
sarin 3-10h
tabun 13h
cyklosarin 40h

Obr. 7: Polocasy starnuti jednotlivych NPL
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Mezi nejznamé;jsi zastupce v praxi uzivané patfi:
e Pralidoxim — 2-PAM; 2-hydroxyiminomethyl-1-methylpyridinium chlorid)
e Obidoxim — Toxogonin ®; 1,3,-bis-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-2-oxa-
propan dichlorid
e Trimedoxim — 1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)propan dibromid
e HI-6 - 1-(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)-2-

oxapropan dichlorid

Z4dny zdosud znamych reaktivatori neni schopen uspokojivé reaktivovat AChE

inhibovanou vSemi typy OFI. (Musilek, 2005; Mercey G. et al., 2012)

Reaktivatory jsou taktéz oznaCovany jako oximy, protoze obsahuji ve své
molekule funkéni oximovou skupinu ( R-CH=NOH), ktera je pii fyziologickém pH
lidského téla castecné disociovana na nukleofilni oximatovy anion. (Kuca, 2003)
Prakticky vyznam maji pfedev§im oximy s kvartérnim dusikem ve své molekule, které
mohou reagovat jak s esteratickym, tak anionickym mistem AChE. (Dolezal et al.,
2011)

Reaktivatory jsou podavany vétSinou ve formé soli (bromidy, chloridy,
methylsulfonaty atd.) Typicky zpiisob podani je intramuskularnim bolusem a néasledné
pokracovani v kontinudlni infuzi. Terapeuticka davka je Ucinna, pokud je aplikovana
v mnozstvi pohybujici se v mg/kg zasazené¢ho jedince (pralidoxim 15-30 mg/kg,

max12g/24 hod, obidoxim 3 mg/kg, max 750 mg/24 hod. (Sevela, 2002)

Podle poctu kvartérnich dusiki v molekule, které zajistuji afinitu k enzymu,
rozliSujeme reaktivdtory na monokvartérni (monopyridinové) a biskvartérni
(bispyridinovée). Pralidoxim je zastupcem monokvartérnich oximu a reaktivuje ¢astecné
1 AChE v mozku. I pfesto, ze z celkové podané davky pouze asi 10 % pronika skrz
HEB. Biskvartérni pyridinaldoximy, kde se fadi obidoxim, pronikaji do CNS jesté haf
nez 2-PAM, reaktivuji AChE zejména na nervosvalové ploténce. Obecné lze fici, ze
reaktivacni schopnost vyse uvedenych oximi je pomérné omezena z diivodu rychlosti

starnuti inhibované¢ho enzymu. (Patocka et al., 2004)
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Dtlezitou roli v G€innosti a rychlosti reaktivace hraje struktura daného oximu,
kdy poloha a pocet oximovych skupin navazanych na pyridinovych jadrech vyrazné
ovlivituje vznik kovalentni vazby.

Pozdgji byl pro ACR byl vyvinut oxim s podobnou strukturou pralidoximu
methoxim (N, N'-trimethylen bis-(4pyridiniumaldoxim/dichlorid)), ktery se jevil z fady
reaktivatori  AChE jako ucinn¢jSi. Pomérné nizkd reaktivacni schopnost vyse
uvedenych reaktivatorit vede k patrani po novych, uUc¢inn€jSich oximech, znichz
zastupce biskvartérnich pyridinaldoximi oznacovany jako HI-6 se dockal zavedeni po
1é¢ebné praxe. ACR ma tedy k dispozici 1ékovou formu oximu HI-6 piipravenou
k pouziti pti zasazeni NPL, jako jedna z mala armad na svété v davee 0,8-1,0 mg pii
intramuskuldrnim 1 intravendznim podani. (Patocka J. et al., 2004). Oxim HI-6 neboli

asoxim, je povazovan za optimalni 1ék volby v ptipad¢ zasazeni G latkami.

Vsechny soucasné¢ dostupné reaktivatory jsou fazeny mezi kvartérni oximy.
V minulosti byl vyzkum zaméfen zejména na syntézu reaktivatori odvozenych od
pyridinu a byla vyhodnocena jejich reaktivacni u¢innost proti OPL. (Musilek K. et al.,
2011) Zjistilo se, Ze prostup téchto reaktivatorti skrz HEB je zna¢né omezeny a tudiz
nejsou schopny snadno a dostatecné reaktivovat AChE inhibovanou OPI v mozku.
Zatimco nervove paralytické latky mohou snadno difundovat skrz HEB a rychle

inhibovat centralni AChE.

V poslednich letech probihd vyzkum zabyvajici se vlivem struktury oximu na
reaktivacni proces na Katedfe toxikologie FVZ v HK a dalSich spolupracujicich
pracovistich, kde byla také syntetizovdna fada novych struktur reaktivatorii jako
potenciondlni feSeni v hledani novych a univerzalnéjsich. Oznacuji se jako K-substance

a v soucasné dob¢ probiha jejich in vitro a in vivo testovani.
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Obr. 8: Struktura vybranych oximu

K piekonani vyse zminénych problému byla navrzena a nésledné syntetizovana
fada reaktivatort s nekvartérni strukturou (nekvartérni reaktivatory). ZvySenim lipofility
bylo docileno, Ze mohou penetrovat skrz HEB, ¢imZ je zarucena vys$i terapeuticka
koncentrace v mozku v porovnani se standartni pouZivanou terapii. Svymi
zvyhodnénymi vlastnosti ukazuji znacnou pfevahu nad kvartérnim a ¢asto pouzivanym
reaktivatorem 2-PAM jako antidota pfi centralni otravé. AvSak z praktického hlediska
jsou doprovazeny i1 tfadou nevyhod jak z farmakologického, tak toxikologického
hlediska. Jejich vyssi lipofilita vede ke snizené rozpustnosti v hydrofilnim médiu a tedy
zékladni fakt, ze nekvartérni reaktivatory prostupuji HEB je ovlivhén mnoha
strukturnimi rysy, které¢ tuto vlastnost ovliviiuji, naptiklad velikost molekuly nebo
polarita funkénich skupin. Také parenteralni aplikace, klicova cesta podani z divodu

rychlého néstupu otravy, je nemozna ¢i piinejmensim problematicka.

Lipofilni charakter molekul miize ménit farmakokineticky profil a zmény se
mohou projevit v rozdilné absorpci, prodlouzenému kontaktu v organismu, zvysSené
interakci s plazmatickymi bilkovinami a rozdilné distribuci. Mimoto maji nevyhody i z
hlediska toxikologického. Je brana skutecnost, Ze vSechny dostupné inhibitory AChE
jsou znamy jako slabé inhibitory. (Kovarik Z. et al., 2008)
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Nicméné pokud se v mozku vyskytne vysokd koncentrace reaktivatord, lze
ocekavat toxicky efekt pfisuzovany reaktivatorim AChE. V neposledni fad¢ produkuji
toxické metabolity na rozdil od kvartérnich oximi, které toxické metabolity nemaji
vzhledem k jejich hydrofilni povaze.

Jednou skupinou z fad nekvartérnich reaktivatori syntetizovanou in vitro jsou
amidin-oximové reaktivatory, které ve své molekule obsahuji jak amidinovou skupinu,
tak oximovou, neobsahuji tedy kvartérni dusik. (Obr. 13) Ve srovnani s neucinnéjSim
reaktivatorem 2-PAM se ukazal jako nejslibné;si zastupce této skupiny cyklicky amidin
oxim, ktery mél srovnatelné ¢i prokazatelné vyssi antidotni schopnosti OPI inhibované
AChE. Podle dostupnych zdroji se jedna o prvni latku z fad nekvartérnich oximi, ktera

ma srovnatelny u€inek s 2-PAM na sarinem blokovanou AChE. (Kalisiak J. et al., 2012)

Nedavno bylo zjisténo, ze i1 skupina ortho-hydroxybenzaldoximi ukazuje
schopnost ucinné a selektivné §tépit P-S vazbu v OFI a tim vyvazovat inhibovanou
AChE. Dalsi vysledky vyzkumu poukazuji na potenciadlni zastupce s vylepSenymi
antidotnimi vlastnostmi, kam se fadi a keto thiohydroximaty, monoisonitrosoaceton

(MINA), pro-2-PAM, RS194B. (Kalisiak J. et al., 2012)

oAy S

N N. N~ Na _N. Na _N.
HO N “ ~ X
N N h

OH OH OH

Amidine-Oxime Reactivators

Obr. 9:  Strukura nekvartérnich amidin-oximovych reaktivatora
Ptevzato z : Kalisiak J. et al. (2012)

Laboratofe v Mississippi State University zaméfily svllj vyzkum na vyvoj dalSich
novych struktur oximt, ucinnych na AChE inhibovanou sarinem a VX, které maji
alkylovy fetézec s 3 az 5 atomy uhliku, s riznymi substitucemi na fenoxyskupiné.
Hypotézou je, Ze fenoxyalkylovad skupina zvySuje lipofilitu a mé tedy tendenci
vyvazovat pozitivni naboj z kvartérniho amoniaku, coZ umoziuje proniknuti do mozku.

(Chambers et al., 2016)
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4. Cil

Cilem této diplomové prace bylo stanovit reaktivacni uc¢innost noveé
nasyntetizovanych kvartérnich reaktivatori (K870 a K869) in vivo a tuto Uc¢innost
porovnat s doposud pouzivanymi komerén¢ dostupnymi reaktivatory — K160 a HI-6.
Byla stanovena aktivita AChE zji§téna pii méfeni v krvi, mozku a bréanici potkani.
Testovani bylo zaméfeno na AChE inhibovanou sarinem ze skupiny OFI a probihalo na

katedfe toxikologie a vojenské farmacie FVZ v Hradci Kréalové.

Ziskané vysledky by mély poskytnout informace o tom, zda jsou novée
syntetizované reaktivatory U€innéjsi a univerzalnéjsi volbou a ptipadné, jaky vliv na

reaktivaci mé druh podaného NPL a struktura zkouseného reaktivatoru.
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5. Metodika

5.1 Princip metody

Pro urceni ucinnosti jednotlivych kvartérnich reaktivatora byla pouzita
standartni Ellmanova metoda. Méfeni se provadéla na spektrofotometru Helios Alpha

pti vinové délce 436 nm, z divodu spektralniho posunu pfi reakei s hemoglobinem.

Princip Ellmanovy metody spociva v reakci 5,5°-dithiobis (2-nitrobenzoové kyseliny)
(DTNB) s acetylthiocholinem (ATCh) za vzniku produktu, ktery je nejlépe
detekovatelny pii vinové délce 412 nm. Prib¢eh celé reakce probihd v nékolika krocich.
Prvné dochdzi k rozStépeni substratu ATCh jodidu na kyselinu octovou a thiocholin.
Ten déle reaguje s DTNB, dochazi k rozstépeni disulfidického mistku a sdm se navaze
na vzniklou thiolovou skupinu jedné ¢asti DTNB. V druhé c¢asti molekuly DTNB
kyseliny 5- merkapto-2-nitrobenzoové dochazi ke konjugaci dvojnych vazeb za vzniku

stanovovaného produktu — 5-merkapto-2- nitrobenzenového aniontu. (TNB")

1. Rozstépeni ATCh AChE za vzniku pfislusné kyseliny a thiocholinu

NS acetylcholinesteraza o
A S

acetylthiocholin kyselina octova

_l_
\\-Il\_l/\/s_
VRN

thiocholin
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2. Rozstépeni disulfidickych miistkli a vazba thiocholinu na DTNB

B 0N~ _~_NO,
“\F:I/\\/S + HO ﬁ m| OH
7N

thiOChOlin DTNB

0N~ _~_NO,
HO |O\ N+ L H OH
N R S AN s N

O O

3. Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 5- merkapto-2-nitrobenzoové

_ | NO, _ _NO,

— N OH _ OH

Ackoliv je Ellmanova metoda jednoducha na provedeni, pomérné rychla a levna, jeji
nevyhodou pfi stanoveni aktivit cholinesteras v krvi je interference s hemoglobinem,
jehoz absorpéni maximum je shodné se vznikajicim barevnym aniontem. Tuto
interferenci jsme se v experimentu snazili omezit pfipravou hemolyzatu plné krve, kdy
krev byla nafedéna v poméru 1:20 a modifikaci vinové délky na hodnotu 436 nm.

( Zdarova — Karasova, 2010)
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5.2 Chemikalie

Vsechny pouzivané chemikalie a standardy byly zakoupeny u firmy Sigma

Aldridge (Ceska republika).

Tris pufr 0,1 M; pH 7,6 — obsahuje tris(hydroxymethyl)aminometan o
koncentraci 10 mM a EDTA (ethylendiaminotetraoctova kyselina) o koncentraci

1 mM. Uchovavan v lednici.

Tris pufr 0,2 M; pH 7,6 — obsahuje tris(hydroxymethyl)aminometan o
koncentraci 10 mM a EDTA (ethylendiaminotetraoctova kyselina) o koncentraci

2 mM. Uchovavan v lednici.

ATChI — specificky substrat pro stanoveni aktivity AChE. Zasobni roztok byl
pfipraven rozpusténim 0,029 g ATChI v 10 ml destilované vody., vysledna
koncentrace je tedy 10 mM. Tento roztok se napipetuje po 1 ml a uchovava se
v mrazni¢ce pii teploté -12°C. V dobé potieby byl pouZzit rozmrazeny 1 ml
obsah zkumavky a zasobni roztok nafedén s destilovanou vodou v poméru 1:10 (

rotok ATChI: destilovana voda).

DTNB — zésobni roztok DTNB byl pfipraven tak, Ze 0,1 g 5,5°-dithiobis-2-
nitrobenzoové kyseliny se rozpusti za stdlého michani v 100,0 ml 0,1 M tris
pufru. Koncentrace roztoku pouZzivan¢ho k méfeni je tedy 2,5 mM. Roztok je
nestaly na svétle, proto je uchovavan béhem pokusu v bafice obalené alobalem a
pfipravovan vzdy v €ase potieby. Diky sluneénim paprskim by mohlo dojit
k rozs§tépeni DTNB a vzniku TNB", ¢imz by se mohla zanést chyba do dalSiho

spektrofotometrického stanoveni.

27



e Cystein chlorid — Iml zdsobniho roztoku cystein chloridu se pouziva pred
zaCatkem jednotlivych meétfeni ke kalibraci. Zasobni roztok je pfipraven
rozpu$ténim 0,03152 g cystein chloridu ve 200 ml destilované vody. Vytvofi se
koncentra¢ni fada v zavislosti na zvysujici se koncentraci cystein chloridu a je
zméfena a vyhodnocena koncentracni kiivka. Zasobni roztok je rozdélen na
davky 1 ml do mikrozkumavek a je skladovan pfi teploté¢ -12°C az do doby, kdy

je pouzit ke kalibraci.

e AChE — pouzita potkani AChE z jednotlivych organti zvifete - mozku, branice a
krve. M¢éfila se aktivita roztoku AChE. AChE byla nafedéna pufrem v zavislosti
na hmotnosti jednotlivych vzorka (véha x tris pufr 0,02M). Pfipraveny enzym
byl uchovéavan v mrazaku a pfi jednotlivych pokusech byl pomalu rozmrazen a

ihned pouzit k méteni.

5.3 Zvirata

Pokusy probihaly na samcich potkanii kmene Wistar. Potkani piebyvali
v klimatizované mistnosti, krmeni byli klasickou peletovou dietou a vodou ad
libitum.

Zvitata byla rozdélena do 6 skupin po 8 jedincich. Experiment probihal ve 2
métenich, pii kterych byla testovana aktivita AChE v jednotlivych vzorcich potkani
tkan¢ a to v krvi, mozku a branici. Cely experiment probihal pod zastitou Etické
komise Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové a
personal manipulujici s pokusnymi zvifaty byl fadné proskolen a ziskal osvédceni o
zpusobilosti pracovat s laboratornimi zvifaty podle § 17odst. 1 zakona ¢. 207/2004

Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvitat.
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5.4 Kalibraéni fada

Ptred vlastni kalibraci je piipravena cysteinova kalibra¢ni fada. Zakladni
roztok cysteinu je ftedén vzdy vpoméru 1:1 (koncentrovangj$i roztok
cysteinu:destilovand voda). Takto vznikne fada o 4 sestupnych koncentraci, pfic¢emz

zékladni roztok je 0,2 uM.

Kalibra¢ni fada:
02uyM  —-01uyM —0,05pM — 0,025 uM

Pti kalibraci se do kyvety misto daného vzorku ( hemolyzat krve, mozek, branice)
nepipetuje stejny objem (0,2 ml) roztoku cysteinu z pfipravené kalibracni tfady.
Ptida se roztok DTNB v Tris pufru a reakce se odstartuje pfidanim substratu
ATChI. M¢fi se proti slepému vzorku, v kterém je ATChI nahrazen vodou. (Obr.
15)

5.5 Postup stanoveni méteni

- v krvi

Odebrany vzorek heparinizované krve se nejdiive promichal, poté se z néj
odebralo do zkumavky 100 pl a nasledné se smichalo s 1,9 ml 0,02 M Tris pufru.
Zkumavka se nechala urcitou dobu stat, nez doSlo k hemolyze, pozorovatelné
mirnym projasnénim roztoku. Poté se do 2,5 ml jednordzové kyvety pfidalo 1,7 ml
DTNB, 100 pl ptfipraveného hemolyzatu a cela reakce byla zahdjena pfidanim
substratu 200 pl ATChl. Kyveta se dukladné¢ promichala a po vlozeni do
spektrofotometru Helios Alpha byla métena ptislusnd absorbance pti vinové délce
436 nm po dobu 5Sminut (4 min stoji a 1 min mé&fi) pii teploté 25°C. VInova délka
byla modifikovana na hodnotu 436 nm z divodu vzniku vyraznych indiferenci

s hemoglobinem pfi standartni vinové délce 412 nm. (Obr. 10)
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- v mozku

Prvnim krokem meéfeni bylo stanoveni hmotnosti jednotlivych vzorkl
mozki. Ty byly nafedény v poméru 1:9 0,02 M Tris pufrem a pak se vse
zhomogenizovalo homogenizatorem (DI-25 Basic, IKA Werke, Némecko). Déle byl
postup méfeni identicky s méfenim v krvi, tedy do kyvety se napipetovalo 1,7 ml
DTNB, 100 pl ptipraveného homogenizatu a nakonec 200 ul ATChI. Kyveta se
dikladn¢ promichala a po vlozeni do spektrofotometru Helios Alpha byla méfena
prislusna absorbance pfi standartni vinové délce 412 nm po dobu 3 minut (2 min

stoji a 1 min mé&fi) pfi teplote 25°C. (Obr. 11)
- v bréanici

Postup byl obdobny jako pii méteni v mozku, méfeni vSak probihalo 10 minut

(8 min stoji a 2 min méfi) pii teploté 25°C. (Obr. 12)

K869 K870
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Struktura testovanych reaktivatori
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5.6 Usporadani pokust

Vlastni prace byla rozdélena do dvou fazi. V prvni fazi byly testu podrobeny
4 skupiny po 6 laboratornich potkanech. Prvni skupina byla skupinou kontrolni (K),
které byl podavéan fyziologicky roztok misto dané NPLP a za 1 min atropin (10
mg/kg), jakozto funk¢ni antidotum AChE. Dalsi skupiné byla jiz poddvana NPLP
a to konkrétné sarin ( LDso= 70 pg/kg) a za 1 min atropin (10 mg/kg). Tteti skupiné
byl podavan sarin ( LDso= 70 pg/kg), za 1 min atropin (10 mg/kg) a kvartérni
reaktivator pralidoxim methansulfonat K160 (197mg/kg). Posledni skupiné byl
podavan sarin (LDso= 70 pg/kg), za 1 min atropin (10 mg/kg) a nasledné testovany
reaktivator AChE - K869 (81 mg/kg).

V druhé fazi probihalo méfeni obdobné, bylo pouzito pét skupin o 6
jedincich. Prvni skupina byla kontrolni (K), dalsi skupiné byla jiz podavan sarin
(LDso= 70 pg/kg) a za 1 min atropin (10 mg/kg). Tteti skuping byl podavan sarin
(LDso= 70 pg/kg), za 1 min atropin (10 mg/kg) a kvartérni reaktivator HI-6 dichlorid
K323 (81 mg/kg). Ctvrté skupiné byl podavan sarin ( LDso= 70 pg/kg), za 1 min
atropin (10 mg/kg) a kvartérni reaktivator pralidoxim methansulfonat K160 (197
mg/kg) a posledni patd skupina dostavala sarin ( LDso= 70 pug/kg), za 1 min atropin
(10 mg/kg) a testovany reaktivator K870 (100 mg/kg). VSechny davky reaktivatort
byly podany v ekvitoxickych davkéach odpovidajicich 5% jejich diive zminénych
hodnot LDso. (Kassa et al., 2008)

5.7 Zpracovani vysledkt

Aktivita AChE byla odvozena z hodnot absorbanci pomoci kalibraéni kiivky
cysteinu a vyjadiena jako ukat/ml (1pmol hydrolyzovaného substratu/ml tkén€, krve
za sekundu). Procenta reaktivace byly vyjadieny pomoci aktivit AChE dle (rov. 1).
Viz Tab. 4-9

V pocitaovém programu Microsoft Excel byly vytvofeny grafy znazorfujici
aktivitu AChE (v ukat/ml) po podani reaktivatoru v porovnani s kontrolnim
roztokem K, ktery neobsahuje reaktivator, jedna se pouze o vzorek s pfidanym

fyziologickym roztokem. Viz Obr. 16-21
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Obr. 12: Vzorky potkani branice
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Obr. 13 : Spektrofotometr Helios alpha

Obr. 14 : Kfivka méfené aktivity AChE

Obr. 15 : Ktivka kalibrac¢ni fady
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6. Vysledky

Meéieni kazdého vzorku se opakovalo dvakrat. Naméfené hodnoty absorbance
byly piepocitany na procenta aktivity AChE, z ¢ehoz lze urcit G¢innost testovanych
reaktivatorti.V grafech je vyznacend aktivita enzymu AChE v ukat/l a jednotlivé

smérodatné odchylky méteni (SD).

Cim vys3i je hodnota aktivity AChE v ukat/ml v porovnani s kontrolnim

roztokem K, tim vyS$i a€innost reaktivatort Ize pozorovat.

R=[1—M]x100 [%] (Rov. 1)
Ad, —AA

0 i

AAp vyjadiuje zmény absorbance neinhibované AChE (fyziologicky roztok byl pouzit

misto roztoku inhibitoru)
AA4; vyjadiuje zmény absorbance inhibované AChE

AA; vyjadiuje zmény absorbance reaktivované AChE.
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Krev

aktivita AChE (ukat/ml)

Obr. 16: Aktivita sarinem inhibované AChE v plné krvi potkana v pfitomnosti

testovanych latek

Tab. 4 Aktivita AChE v krvi

Aktivita AChE vyjadiena v ukat/ml

Procenta zvySené aktivity

(%)
1. Atropin 6,84
2. Atropin + K160 9,46 16
3. Atropin + K869 12,23 33

Aktivita neinhibované AChE v krvi byla 23,13 ukat/ml. ZkouSeny reaktivator K869 mél

hodnotu aktivity 12,12 ukat/ml a vykdzal zlepSeni o 33 % oproti intoxikované skuping¢.

Standard K 160 mél zlepSeni o 16 % oproti intoxikované skupiné a jevi se jako o

polovinu G¢inng&;jsi v krvi nez pouzivany komeréné dostupny pralidoxim.
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Obr. 17: Aktivita sarinem inhibované AChE v potkanim mozku v pfitomnosti
testovanych latek

Tab. 5 Aktivita AChE v mozku

Aktivita AChE vyjadrena v ukat/ml Procenta zvySené aktivity
(o)
1. Atropin 13,76
2. Atropin + K160 23,12 8
3. Atropin + K869 22,47 8

U mozku je hodnota neinhibované AChE 126,6 ukat/ml. Testované latky K160 a K869
doséahly srovnatelného zlepSeni o 8 % oproti hodnoté intoxikované skupiny. Vysledky
jsou podstatné niz8i nez hodnoty reaktivace v krvi. Reaktivator K869 je témér 4x

ucinngjsi v krvi nez v mozku podle naSich vysledk.
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Obr. 18: Aktivita sarinem inhibované AChE v brénici potkana v pfitomnosti
testovanych latek

Tab. 6 Aktivita AChE v branici

Aktivita AChE vyjadfena v ukat/ml Procenta zvySené aktivity
(%)
1. Atropin 9,16
2. Atropin + K160 10,41 13
3. Atropin + K869 10,35 13

Zjisténa hodnota neinhibované AChE v branici je 18,51 ukat/ml. U latek K160 i K869
nastalo zlepSeni o 13 % oproti intoxikované skupiné. Vysledky reaktivace jsou vyssi,
nez ty, které byly u reaktivatorti K 869 a K 160 naméteny v mozku. Oba vykazujio 5 %

vys8i schopnost reaktivace na periferii nez v CNS.

V rédmci prvniho méfeni prokazal zkouSeny reaktivator K869 vyrazné zlepSeni
reaktivace oproti intoxikované skupin€ v krvi (zlepSeni o 33 %) a v branici (zlepSeni o
13 %). V mozku nastalo zlepSeni o 8 %, coz je vsak terapeuticky méné vyznamné,

jelikoz hledame reaktivator zmiriiujici zejména centralni piiznaky.
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Druhé méteni probihalo obdobné a zkouSeny reaktivator K870 byl porovnéavan s dal$imi

2 kvartérnimi reaktivatory HI-6 a pralidoxim methansulfonatem (K160).
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Obr. 19: Aktivita sarinem inhibované AChE v plné krvi potkana v pfitomnosti
testovanych latek

Tab. 7 Aktivita AChE v krvi

Aktivita AChE vyjadrend v ukat/ml Procenta zvySené aktivity
(%)
1. Atropin 4,56
2. Atropin + HI-6 16,89 96
3. Atropin + K160 7,86 26
4. Atropin + K870 7,59 24

Hodnota aktivity neinhibované AChE je 17,43 ukat/ml. Vyrazné zlepSeni aktivity
nastalo u latky HI-6, a to o 96 %, ktera je jiz bézné pouzivana jako optimalni 1€k pfi
zasahnuti G-latkami. U latek K 160 a K 870 byla zjiSténa hodnota reaktivace o 25 %

vy$$i nez hodnota intoxikované skupiny.
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Obr. 20 : Aktivita sarinem inhibované AChE v mozku potkana v pfitomnosti
testovanych latek

Tab. 8 Aktivita AChE v mozku

Aktivita AChE vyjadrena v ukat/ml Procenta zlepseni aktivity
(o)
1. Atropin 17,24
2. Atropin + HI-6 62,36 41
3. Atropin + K160 25,32 7
4. Atropin + K870 26,36 8

Hodnota aktivity neinhibované AChE byla 127,9 ukat/ml. Z této tabulky vyplyva, ze v
mozku bylo zjisténo zlepSeni u K 160 a K 870 o témét 8 %, coz je vysledek obdobny
jako pfi méfeni v mozku v ramci piedchoziho pokusu u latky K 869. Nejvyznamnéjsi
obnoveni uc¢innosti AChE Ize zaznamenat zejména u reaktivatoru HI-6 v koncentraci 81
mg/kg jiz zavedeného do 1écebné praxe, kdy hodnota aktivity AChE dosahla zlepSeni o

41% oproti intoxikované skuping, coz je terapeuticky nejvyznamnéjsi vysledek.
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Branice

Obr. 21 : Aktivita sarinem inhibované AChE v branici potkana v pfitomnosti

testovanych latek

Tab. 9 Aktivita AChE v branici

Aktivita AChE vyjadfena v ukat/ml

Procenta zvySené aktivity

(o)
1. Atropin 6,25
2. Atropin + HI-6 13,59 80
3. Atropin + K160 8,14 21
4. Atropin + K870 10,82 50

Aktivita neinhibované AChE byla 15,44 ukat/ml. Naméfend hodnota reaktivace u

bréanice byla pro latku K870 o 50 % vyssi oproti intoxikované skupiné, coz je skoro 2x

vyssi vysledek nez pfi méteni v krvi. Pii porovnani vysledkil reaktivaéniho ucinku

standardli na periferii doséhl nejvyssiho zlepSeni standard HI-6 a to o 80 % a druhy

standard K160 zlepsil aktivitu AChE obdobné jako v krvi o 21 %.
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7. Diskuze

Vysoce toxické sloucCeniny organického fosforu jsou povazovany za
sarin, soman, cyklosarin a VX. Predstavuji potencidlni neurotoxickou hrozbu pro
vojenské 1 civilni obyvatelstvo, jak dokazuji teroristické utoky spachané v minulych
letech. Naptiklad zneuziti sarinu na japonské civilisty v metru v roce 1995, zahrnujici
tisice intoxikovanych osob, avSak diky vyuziti adekvatni 1écby pralidoximem, mnoho
lidi bylo zachranéno. (Jun et al., 2008) Dalsim ptikladem zneuziti sarinu byl utok z roku
2013 v Syrii ve mésté Ghuta, kdy zemtelo vice nez 1400 civilisti. K poslednimu a
pomérné aktualnimu utoku NPL doslo taktéz v Syrii. Utok byl spachan v dubnu 2017
v provincii Ibdid a byl namifen proti civilistim, ale zasahl i zdravotnické zatizeni. Jako

NPL byl pouzit opét sarin spolecné s chlorem.

Jejich akutni toxické ucinky jsou zalozeny na fosforylaci AChE, coz vede k
nevratné inhibici tohoto enzymu a nasledné nadmérné stimulaci postsynaptickych
cholinergnich receptorti v disledku akumulace neurotransmiteru ACh v synapsich

centralniho a periferniho nervového systému. (Kassa et al., 2007)

Pro zékladni terapii otrav se pouZzivaji anticholinergika v Cele s atropinem,
antikonvulziva a reaktivatory. Hlavnim mechanismem ucinku reaktivatori AChE je
vytésnéni OFI z vazby enzymu a tim obnoveni jeho funkce. Tato 1é¢ba je vhodna jen v
pocatku otravy, nez dojde k fosforylaci a vytvofeni kovalentni vazby mezi OFI a
esterasou. Jako 1ékem volby pfi akutni otravé je atropin, ktery byl pouzit i v nasi studii.
Antagonizuje Uc¢inek nahromadéného ACh na perifernich muskarinovych receptorech.
(Bajgar, 1972) Nevaze se vSak na receptory nikotinové a nezabrani tak piiznakim
otravy jako je svalovy tfes ¢i ochrnuti svalstva. Jen v malé mife ovliviiuje centralni
pfiznaky intoxikace, jelikoz Spatné prostupuje pres HEB. Tato tvrzeni jsou patrna i
z nasi studie, nebot’ inhibovand AChE méla po podani atropinu jen pfiblizné 10 % své
puvodni aktivity pii méfeni v mozku, coz by v takovém ptipad¢ bez nasledné terapie

reaktivatorem vedlo ke smrti dané skupiny zvitat. (Karasova et al., 2009)

Pfi nasem pokusu byl pouzit sarin a to i presto, zZe 1écba otravy sarinem se jevi
jako snadnéj$i ve srovnani s l1écbou intoxikace somanem a tabunem. (Kuca, 2005)

V minulosti byl vyvoj zamétfen predev§im na soman, protoZze u n¢j probiha proces
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dealkylace komplexu AChE-inhibitor velmi rychle, fddové v nékolika minutach a proto
je 1écba otravy povazovana za obtiznou. VSak z diivodu stale castéjSich a aktudlnéjsich
teroristickych utokti za pouziti sarinu se hledaji vhodna antidota pravé pii otravé touto
noxou a zaroven soucasna problematika NPL zahrnuje dalsi fakt, ze stidle neexistuje
Sirokospektry reaktivator AChE vic¢i vSem typu OFI, ktery by navic prostupoval do
CNS, a proto je potieba hledat a testovat stale nové struktury reaktivatorii jako feSeni

k ptekonani téchto problému. (Kuca et al., 2004)

Cilem této prace bylo vyhodnotit tu¢innost reaktivace dvou novée
nasyntetizovanych latek K869 a K870. Vysledky testovanych latek, zjisténé pti méteni
v krvi, branici a mozcich potkanti, byly srovnavany se standardy HI-6 dichloridem a s
latkou K 160 (pralidoximem). Jelikoz pokus probihal na zivych potkanich jedincich,
kdy kazdy znich miize reagovat na podanou latku odliSnym zplsobem a méfeni
vysledki danych skupin se konalo v rliznych dnech, byly vzdy u kazdého pokusu
méteny kontroly. Urcitd odchylka miiZze byt pfisuzovana outbredni populaci zvifat a
variabilit¢ podminek meéfeni. Sarin existuje navic ve formé optického izomeru a je
mozné, ze jednotlivé stereoizomery maji rizné toxikologické vlastnosti a mohou
reagovat s AChE riizné. I navzdory tomuto, jsme vSak ziskali kvantitativné hodnotitelné

vysledky reaktivacni u€innosti.

Nameétené vysledky reaktivace jsou pozitivni v pfipad€, kdyz dojde ke zvySeni
reaktivace oproti intoxikované skupiné o vice nez 10 % a diky tomu muZe dojit
k zachran¢ intoxikovaného organismu a sniZeni toxickych ptiznaki danou NPL.
(Karasova J., 2009) Podle (Bajgar, 2004) je pro pfeziti intoxikovanych jedinct potkanii
nezbytna 5% reaktivacni ucinnost. Z naSich vysledkl je patrné, Ze latky K869 a K870
vykazuji vyznamnou terapeutickou Gc€innost v krvi, kdy zvySuji u¢innost reaktivace o
33 % pro K869 a o 24 % pro K870. Substance K870 se projevila také na periferii, kde
zvysila Uc¢innosti reaktivace o 30 % oproti K160. Ze studie Kassa et al., 2014
zaméfenou obdobné na meéfeni ucinnosti biskvartérnich reaktivatorti, lze potvrdit
vysokou reaktiva¢ni u¢innost standardu HI-6, kdy prokdzal zlepSeni u¢innosti v mozku
nejvyssi ucinnost ze vSech doposud nasyntetizovanych reaktivatori. Bohuzel nemiize
byt povazovan za Sirokospektry, protoZe neni schopen reaktivovat AChE inhibovanou
tabunem a nékterymi pesticidy. (Kuca et al., 2006)
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Podle publikovanych zdroju je divodem vysoké terapeutické ucinnosti HI-6 také
pfimy antimuskarinovy a anitinikotinovy tc¢inek, obnoveni neuromuskulérniho pfenosu,
zpomaleni procesu dealkylace inhibitor-enzym a inhibice uvoliiovani ACh. (Kassa,
2006; Rousseaux, 1989) Tato tvrzeni nelze nasimi vysledky prokazat, protoze zkoumani

projevi intoxikace nebylo pfedmétem této prace.

Pfi testovani miry reaktivace v potkanich mozcich se ob¢ testované latky
ptiblizily k 10 %, podmitnujicich zachranu intoxikovaného organismu. Diky chloraci
zvySené lipofiln€ jsme ptedpoklédali u obou testovanych latek vyssi stupen reaktivace
na trovni CNS. Ob¢ testované latky dosdhly srovnatelného vysledku jako standard
K160 a nase o¢ekavani se potvrdila. Pozitivni vliv substituci molekulami chloru miize
byt diky udrZeni nekoplanarniho uspotfadani oximu a pisobeni elektrostatickych a

hydrofobnich interakci pii vazbé na enzym. (Bieger, 1967)

Pti hledani novych struktur oximi se v soucasnosti vyzkum zamétuje na modifikaci
funkénich skupin u biskvartérnich sloucenin s jednou oximovou a druhou neoximovou
skupinou. Této modifikace bylo pouzito i pfi syntéze naSich K substanci. Velmi
vyznamnych vysledkd tohoto 1sili dosahuje oxim K203, ucinny na AChE
intoxikovanou tabunem. (Kassa et al., 2011) Posléze byla testovana i jeho ti€innosti vici
sarinu, kde se prokézal jako slaby reaktivator. V krvi byl schopen zvySovat aktivitu
AChHE inhibovanou sarinem o 6,3 % a v mozku o pouze 3,1 %. NaSe testované latky
zlepsovaly aktivitu AChE vmozku o 8 % a vkrvi o cca 30 %. Vysledky jsou
v porovnani s K203 10x vyssi v krvi a 0 5 % vyS$si v mozcich a to 1 presto, Ze strukturné

se jedna o podobné analogy.

Druhym standardem pouzitym pro srovndni G¢innosti nasich testovanych latek
byl pralidoxim. Tento reaktivator je pouZitelny pii otravé sarinem ¢i VX, ale v dalSich
ptipadech intoxikace neni tak efektivni jako H-oximy (HI-6, H16-7). ( Kassa, 2002)
Na druhou stranu, nékteré zdroje povazuji pouzivani pralidoximu za kontroverzni. Je
sice jednim z prvnich antidot zavedenych do klinické praxe, ale vyznacuje se nizkou

toxicitou a nadale ziistdva soucasti antidot proti NPL v armad¢ USA-NATO.

Podle (Kassa, 2002) je schopnost pralidoximu reaktivovat sarinem inhibovanou AChE
v potkani branici a mozku je relativné nizka. V branici dosahl zlepSeni reaktivace o

pouh¢ 1 % a vmozku o 7,2 %. Podle naSich vysledki je ucinnost reaktivace
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pralidoximu v potkani branici a mozku vys$i o 9 %, cehoz mohlo byt dosahnuto
pouzitim jiné soli - pralidoxim methansulfonatu, jiné koncentrace, méfenim v jiném

¢ase ¢i chybou méfeni.

V procesu reaktivace hraje vyznamnou roli struktura danych reaktivatort,
limitujici prostup pfes HEB a zmirnéni centrdlnich ptiznak. HEB je pro vysoce
hydrofilni struktury, jako jsou reaktivatory, kvtli jejich kvartérni struktuie a pfitomnosti
hydrofilni oximové skupiny relativné neprostupna. (Zd’arova-Karasova, 2010) Viechny
na trhu dostupné reaktivatory jsou v krvi z velké ¢asti disociované, proto je prostup pies
HEB nedostate¢ny. Pro uspéSnou reaktivaci je podstatné znat i hodnotu pKa, ktera
zabezpecuje afinitu k inhibované AChE a pohybuje od 7,04 pro H-oximy do 8,2 pro
trimedoxim. (Gorecki, 2016) Tyto hodnoty byly zvoleny tak, nebot pro vlastni
reaktivaci je potieba disociované¢ho oximatového aniontu, kdezto pro piestup bariérami
a zejména HEB, je potfeba molekula nedisociovand. Diky tomu, jsou oximy schopny
vstoupit do CNS, i pfesto Ze jsou siln¢ hydrofilni. Koncentraci v mozku ale odpovida
jen asi na 4-10 % plasmatické hladiny, pokud jsou podany vysoké (neterapeutické)

davky dané¢ho oximu. (Lorke, 2008)

Nami testované latky nemaji zmétenou hodnotu pKa, zabezpecujici afinitu k inhibované
AChE. Bylo by dobré tuto hodnotu zndt a zjistit, zda nehraje roli v zjiSténych

vysledcich reaktivace a neovliviluje proces disociace oximatové aniontu.

Obecnym faktem je, ze slouceniny biskvartérni (obidoxim) prostupuji do CNS v
maximu z 6 %, kdezto zastupci monokvartérnich oximi jako je pralidoxim, které jsou
v porovnani s biskvartérnimi lipofilnéjsi, prostupuji pasivni difuzi z 10 %. (Lorke, 2008,
Sakurda et al., 2003) V soucasnosti je diskutovano, Ze monokvartérni reaktivatory maji
v HEB aktivni transportér prostfednictvim sodikovych pump. (Sakurada, 2003) U

biskvartérnich nebyl doposud objeven zadny transportni systém.

Nami testované slouceniny byly vybrany a nesyntetizovany na zaklad¢ znalosti nejvice
ucinnych chemickych struktur. Jednd se o zastupce biskvartérnich reaktivatorti s jednou
oximovou a jednou neoximovou skupinou, umisténymi v poloze para na pyridinech.
Neoximova funkéni skupina miize mit schopnost tvofit vodikové vazby a tim zvySovat
afinitu reaktivatoru k AChE. (Musilek et al., 2007) Spojovaci fetézec mezi pyridiny je
tvofen 4C a u latky K 870 se lisi v pfitomnosti dvojné vazby. Spojujici fetézec ma vliv
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na reaktivaci, 1 kdyz tato ¢ast molekuly nehraje zddnou roli v procesu defosfonylace.
Zda se, ze tti nebo ctytruhlikovy fetézec je nejvhodnéjsi pro dostateCnou ucinnost oximil

k reaktivaci inhibované AChE. (Worek et al., 1996)

Ob¢ nase latky maji 4C dlouhy spojujici fetézec zabezpecujici dobrou ucinnost.
Zavedenim dvojné vazby u K870 se nepatrné zvysila reaktivacni schopnost na periferii,
v CNS se jevi srovnatelna s K869. Zavedenim dvojné vazby do fetézce neni umoznéna
rotace kolem dvojné vazby, jak je tomu v pfipadé vazby jednoduché a ftetézec
neumoziiuje prostorovou flexibilitu ve S$térbiné anionického mista enzymu. Dvojna
vazba by tedy méla zaruCovat urcitou rigiditu struktury pfi interakci s vnittkem kavity
enzymu. Taktéz zminovana latka K203 ma ve spojovacim fetézci dvojnou vazbu, vSak
jeji vyssi reaktivacni ucinnost se neprokazala u AChE inhibované sarinem nejspise
z diivodu nedokonalé¢ flexibility. Podle studie (Kassa et al., 2007) zaméfenou na
reaktivaci AChE inhibovanou tabunem a cyklosarinem substancemi K075 a K074, liSici
se dvojnou vazbou ve spojovacim fetézci, ptitomnost dvojné vazby nehrala vyznamnou
roli v procesu reaktivace. Tato hypotéza by méla byt ovéfena pomoci metod
molekuldrniho designu, kterym je mozno simulovat proces reaktivace na molekularni

urovni. (Kuca et al., 2006)

Reaktivacni efekt je spjat zejména s pozici oximové skupiny na aromatu. Nejsilngjsi
reaktivaci by mély vykazovat molekuly, ve kterych je oximova skupina vzdalend od
kvartérniho dusiku stejné jako je vzdalenost mezi anionickych a esteratickym mistem
enzymu, tedy v pozici 2 a 4. V obou testovanych latkach je oxim umistén v poloze 4 od
pyridinového dusiku, zabezpecujici dobrou afinitu k AChE. Zminéné tvrzeni je
vsouladu 1 s vysledky (Kassa et Cabal, 1999) povazujici oximy, které maji ve své
struktufe pouze jednu oximovou skupinu za vyznamné U¢inn¢j$i v reaktivaci somanem,
sarinem a cyclosarinem inhibované AChE neZ se dvéma oximovymi skupinami jako

obidoxim, methoxim a trimedoxim.

Struktura nam tedy vyznamné vyjadiuje Gc¢innost daného reaktivatoru, ktera je zavisla

na afinit¢ k inhibované AChE. (Shih, 1993)

Pro zvySeni ochrany CNS pied ni¢ivymi G¢inky OPI a s tim spojené zlepSeni
prognézy zasazenych, je potieba se v budoucnu zaméfit na postupy a metody, které

poslouzi ke zvySeni jejich pruniku z periferniho ob¢hu do CNS. Jednou z moznosti je
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syntéza nové fady reaktivatord s nekvartérni strukturou, diky které by mohly
prostupovat ptes HEB a zajistit tak vyssi terapeutickou koncentraci v mozku. Jako dalsi
slibna cesta je technologicka uprava reaktivatoru do mikrokapicky v fadech 1-2 um
v obalu s lipidovou nebo proteolipidovou povahou- tzv. mikroenkapsulace. Nebo Ize ke
zvySeni ucinnosti reaktivatoru v CNS pouzit urychlovace praniku latek pies biologické
membrany — tzv. penentration enhancers, které¢ zajisti zvySenou dodavku 1éku k cilovym

organiim. (Jurczyk, 2010)

Kombinace dvou oximu s odlisnym spektrem jejich reaktivac¢ni t¢innosti se zda byt
také moznym ptistupem ke zvySeni GCinnosti antidotni 1écby akutni otravy nervovymi

¢inidly bez ohledu na jejich chemickou strukturu. ( Kassa, 2011)

Vsechny vySe uvedené body by meély byt brany v uvahu, zda tyto nové moznosti
strategie jsou opravdu slibnym pfistupem, nebo jen dal§i slepd cesta pii hledani

univerzalni, Sirokospektré a dostate¢n¢ ucinné antidotni 1éCby.
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8. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit G¢innost nové nasyntetizovanych
reaktivatori. K869 a K870 a porovnat jejich reaktivaéni ucinnost s komercné
dostupnymi reaktivatory pralidoximem (K160) a HI-6. Méfeni probihalo in vivo. Byla

stanovena mira reaktivacni ucinnosti v krvi, mozcich a branicich potkant.

Na reaktiva¢ni ucinnost ma vliv nejen struktura daného reaktivatoru, ale také jeho
schopnost pronikat ptes HEB. Testované reaktivatory patii mezi biskvartérni
reaktivatory s jednou oximovou skupinou, umisténou v poloze para na pyridinu. Tyto
strukturni znaky maji za nasledek, Ze dané reaktivatory diky kvartérni struktuie a
hydrofilni oximové skupiné pomérné uspésné potlacuji pfiznaky intoxikace na periferii,

coz ovSem neplati pro CNS.

Oba testované reaktivatory lze povazovat za ucinné pii 1écbé v AChE inhibované
sarinem. Je znamo, Ze aby byl reaktivator povazovan za ucinny pii intoxikaci inhibitory
AChE, musi reaktivovat enzym minimalné z 10-20 %, cehoZ bylo ve vSech métenich

dosahnuto.

Nami zjisténé vysledky prokazaly vyssi reaktivacni schopnost pro obé& testované latky
v porovnani s pralidoximem na periferii. AvSak nepfevazuji nad efektivitou oximu HI-6.
Ten doséahl zlepSeni miry reaktivace oproti intoxikované skupiné o 41 % v mozku a o
80 % v branici. Latky K869 a K870 nejsou tedy vhodné pro nahradu bé&zné

pouzivaného oximu pfi [écbé akutni otravy sarinem.

HI-6 proto nadéle zistava nejslibnéjsim oximem v antidotni 1é€be€ pii akutni intoxikaci

sarinem.
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Seznam pouzitych zkratek

Acetyl Co-A
ACh

AChE
AChR

ATChI

AK
BChE
BOL
cAMP
CNS
DAG
DTNB
EPSP
ER
FVZ
HEB
IP3
IPSP

LDso

acetylkoenzym A

acetylcholin

acetylcholinesterasa
acetylcholinovy receptor
acetylthiocholinjodid

Armada Ceské republiky
aminokyselina
butyrylcholinesterasa

bojovné otravné latky

cyklicky adenosinmonofosfat
centralni nervovy systém
diacylglycerol

5,5 dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
excitacni postsynapticky potencial
endoplazmatickeé retikulum
fakulta vojenského zdravotnictvi
hematoencefalickd bariéra
inositoltrifosfat

inhibi¢ni postsynapticky potencial

davka latky, ktera zptsobuje smrt u 50 % testované
populace

48



mAChR

MG

nAChR

NMDA

NPL

OFI

op

PIP-2

PKC

SD

muskarinovy receptor
Myaestenia gravis

muskarinové receptory typu 1-5
nikotinovy receptor
N-methyl-D-asparagova kyselina
nervove paralytické latky
organofosfatové inhibitory
organofosfat

fosfatidylinositol 4,5 -bisfosfat
proteinkinaza C

smérodatnd odchylka méfeni
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