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SOUHRN
Srovnavani a¢innosti reaktivatoru acetylcholinesterasy inhibované tabunem

Nervoveé paralyticka latka tabun inhibuje enzym acetylcholinesterasu (AChE; EC 3.1.1.7) za vzniku kovalentni
vazby. Diky tomu nemiZe tento enzym plnit v organizmu svou funkci a nasledné dochazi k cholinergni krizi.
Reaktivatory AChE (pralidoxim, obidoxim a HI-6) se uZivaji jakozto kauzélni antidota pfi otravach nervové
paralytickymi latkami. Jejich tkolem je $tépit vzniklou vazbu mezi enzymem a inhibitorem. Bohuzel jejich
schopnost reaktivovat tabunem inhibovanou AChE je nizka. Cilem této prace bylo najit nejucinnéjsi reaktivator
AChE inhibované tabunem. Bylo otestovdno osm reaktivatori AChE — pralidoxim, obidoxim, trimedoxim,
HI-6, methoxim, HI6-7 a nové syntetizované reaktivatory K027 a K048. Vsechny latky byly testovany stan-
dardnim in vitro reaktiva¢nim testem (pH 8, 25 °C, inhibice 30 min, reaktivace 10 min). Z vysledkt vyplyva, zZe
jen trimedoxim dosédhl 50 % reaktivace enzymu. Této pomérné silné reaktivacni schopnosti bylo dosazeno pifi
vysoké koncentraci reaktivatoru (10> M). Pouze &tyfi latky (trimedoxim, obidoxim, K027 a K048) reaktivova-
ly tabunem-inhibovanou AChE pfi niZsi koncentraci 10 M (pravdépodobné dosazitelné in vivo) v rozmezi od
10 do 18 %.
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SUMMARY

A Comparison of the Efficacy of the Reactivators of Acetylcholinesterase Inhibited with Tabun

The nerve agent tabun inhibits acetylcholinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) by the formation of a covalent bond with
the enzyme. Afterwards, AChE is not able to fulfil its role in the organism and subsequently cholinergic crisis
occurs. AChE reactivators (pralidoxime, obidoxime and HI-6) as causal antidotes are used for the cleavage of
the bond between the enzyme and nerve agent. Unfortunately, their potency for reactivation of tabun-inhibited
AChE is poor. The aim of the study was to choose the most potent reactivator of tabun-inhibited AChE. We have
tested eight AChE reactivators — pralidoxime, obidoxime, trimedoxime, HI-6, methoxime, HI6-7 and our newly
synthesized oximes K027 and K048. All reactivators were tested using our standard in vitro reactivation test (pH
8, 25°C, time of inhibition by the nerve agent 30 minutes, time of reactivation by AChE reactivator 10 minutes).
According to our results, only trimedoxime was able to achieve 50% reactivation potency. However, this relati-
vely high potency was achieved at high oxime concentration (10-2 M). At a lower concentration of 10-4 M (the
probably attainable concentration in vivo), four AChE reactivators (trimedoxime, obidoxime, K027, and K048)
were able to reactivate AChE inhibited by tabun reaching from 10 to 18 %.
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Uvod

Nervove paralytické latky (NPL), jako jsou tabun, VX,
soman ¢i sarin, patfi mezi a¢inné inhibitory enzymu ace-
tylcholinesterasy (AChE; EC 3.1.1.7). Interaguji s AChE
za vzniku kovalentni vazby, jejiZ poloCas rozpadu je
fadové hodiny az dny v zavislosti na uzité NPL 2. Pro-
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toZe tato spontanni reaktivace enzymu je pomald, a v pfi-
padé somanu dokonce nenastane diky jinému procesu
zvanému aging (,,starnuti*), hovofime o téchto latkach
jako o ireverzibilnich inhibitorech AChE V.

Pro navraceni plivodni funkce enzymu se uZiva reakti-
vatord AChE. Jako jejich nejznamé;jsi zastupce lze zmi-
nit pralidoxim (2-PAM; 2-hydroxyiminomethyl-1-met-
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hylpyridinium chlorid), obidoxim (Toxogonin®; 1,3-
-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-2-oxa-propan
dichlorid) ¢i latku HI-6 (1-(2-hydroxyiminomethylpyri-
dinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)-2-oxa-propan
dichlorid) ¥. Jejich reaktivacni efekt spociva ve $tépeni
vazby vzniklé pfi inhibici mezi enzymem a nervové
paralytickou latkou.

Aldoximova skupina reaktivatoru prechéazi pti pH lid-
ské krve na oximatovy aniont, ktery je vlastnim nukleo-
filem napadajicim vazbu mezi enzymem a inhibitorem.
Po odstépeni inhibitoru z enzymu vznika fosforylovany
oxim, ktery je nasledné detoxikovan organizmem, a vol-
ny enzym, jeZ muZze opét plnit svou fyziologickou roli
Vv organizmu.

Tabun (GA; O-ethyl-N,N-dimethyl fosforamidokya-
nidat) je povaZovan za jednu z extrémné toxickych
bojovych latek. Hodnota letdlni davky (LD,;) se pohy-
buje v zavislosti na brané vstupu od 66 pg/kg (i.v.) po
3700 pg/kg (p.o.) 3. Poprvé byl syntetizovan pied
druhou svétovou valkou v Némecku ve firmé IG Farben
jako potencidlni pesticid. A¢koliv nebyl doposud pouZit
ve vale¢ném konfliktu, bylo zji§téno, Ze Irdk mél tuto
latku zaclenénou do vyzbroje béhem 1. vilky v Per-
ském zalivu .

V soucasné dobé je povazovana za nejucinnéjsi reakti-
vétor AChE (za¢lenén i v antidotni vybavé Armady CR)
latka HI-6. Bohuzel jeji dcinnost pfi lécbé intoxikaci
tabunem je nizka 7. Reaktiva¢ni schopnost obidoximu,
jenZ je rovnéZ v antidotni vybavé ACR, rovnéZ neni
dostacujici ”. Diky stdlé moznosti ohroZeni teroristicky-
mi utoky (napf. sarinovy dtok v tokijském metru v roce
1995) se vyzkum v oblasti syntézy a testovani novych
reaktivatora AChE stéale rozviji 819,

V préci jsme se zaméfili na zhodnoceni reaktivaéniho
ucinku osmi reaktivatorit AChE na tabunem-inhibovanou
AChE. V experimentu jsme uzili v soucasnosti prefero-
vanou latku HI-6, dile pak pralidoxim zavedeny arma-
dou USA, latku HI6-7 (1-(2,4-dihydroxyiminomethylpy-
ridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)-2-oxa-propan
dichlorid) testovanou pro potencidlni uZiti némeckou
armadou, obidoxim a methoxim zavedeny v armadé CR,
trimedoxim (dfive zavedeny, pozdéji staZzeny z antidotni
vybavy ACR) a nové syntetizované latky — oximy K027
(1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoyl-
pyridinium)-propan dibromid) a K048 (1-(4-hydroxy-
iminomethylpyridinium)-4-(4-karbamoylpyridinium)-
butan dibromid) (obr. 1).

POKUSNA CAST

Materidl a metody

Testované reaktivatory AChE byly ziskdny z komer¢nich
zdrojiu (pralidoxim a obidoxim — Légiva (CR), respektive
Merck (Némecko)), jako dar (H16-7 — Prof. Szinicz, Institut far-
makologie a toxikologie, Mnichov, Némecko) nebo byly synte-
tizovany jiz diive na naSem pracovisti (methoxim, HI-6, trime-
doxim, K027, K048). Jejich Cistota byla stanovena pomoci
TLC (DC-Alufolien Cellulose F; mobilni faze -
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Obr. 1. Struktury testovanych reaktivatorit AChE

n-butanol:kyselina octova:voda — 5:1:2; Dragendorfovo ¢inid-
lo) a teploty tani (Boetius Block). VSechny dalsi uzité chemi-
kalie analytické Cistoty byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich
(CR).

Nervové paralytickd latka tabun (Cistota 89 %) byla ziskdna
z Vojenského technického ustavu ochrany (Brno). Jako zdroje
AChE bylo uzito homogenétu z mozkt laboratorniho potkana.
Reaktivacni d¢innost byla testovana in vitro na AChE inhibo-
vané tabunem uzitim standardniho reaktivacniho testu (Kuca
a Kassa, 2003) '),

Homogenat z mozki laboratorniho potkana (0,5 ml) byl
smichén s 20 pl isopropylakoholového roztoku tabunu (106 M)
a inkubovén za teploty 25 °C po dobu 30 min. Poté bylo ke
smési pridano 2,5 ml roztoku chloridu sodného (3 M) a dopl-
néno na celkovy objem 23 ml. Nakonec byly pfiddny 2 ml roz-
toku acetylcholin jodidu (0,02 M). Enzymova aktivita byla
méfena pii pH 8,0 a teploté 25 °C na autotitratoru RTS 822
(Radiometer; Dansko). Aktivity intaktniho (a ) a tabunem-inhi-
bovaného (a,) enzymu byly odecteny ze zavislosti spotieby roz-
toku hydroxidu sodného (0,01 M) na ¢ase. K roztoku tabunem-
inhibované AChE byl pfiddn roztok reaktiviatoru dané
koncentrace a celd smés byla inkubovana po dobu 10 minut.
Aktivita reaktivované AChE (a) byla opét odeCtena ze zédvis-
losti spotfeby roztoku hydroxidu sodného na case.

Hodnoty pocate¢nich rychlosti ziskané z aktivit intaktniho,
inhibovaného a reaktivovaného enzymu (a; a, a) umoZnily
vypocet rychlostnich (ky; k) a disocia¢nich konstant (Kpyss K)
charakterizujicich cely reaktlvacm proces. Disocia¢ni konstan-
ty K a K, charakterizuji afinitu reaktivatort k neinhibované
respektive inhibované AChE. Rychlostni konstanta k, je rych-
lostni konstanta prvniho fadu charakterizujici rozpad komplexu
enzym-inhibitor. Rychlostni konstanta k_je rychlostni konstan-
tou druhého fadu charakterizujici rychlost celého reaktiva¢niho
procesu.
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Tab. 1. Kinetické parametry reaktivace tabunem inhibované AChE

Reaktivétor acetylcholinesterasy Ko

(mM)
methoxim 2000
Hlo-7 7
pralidoxim 210
trimedoxim 21 000
K027 5888
K048 228
HI-6 24
obidoxim 280

K, K, k
(mM) (min™") (min'.M™")

* * *
* * *
575 0,006 10
460 0,079 172
54 0,015 273
93 0,032 348
6 0,007 1111

3 0,020 6667

* Z naméfenych hodnot nebylo mozné vypocitat kinetické konstanty charakterizujici reaktivacni proces.
K, — disociacni konstanta komplexu enzym-reaktivétor, K, — disociatni konstanta komplexu inhibovany enzym-reaktivitor, k, — rychlostni

konstanta prvniho fadu, k — rychlostni konstanta druhého fadu
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Obr. 2. Zdvislost reaktivace (%) na koncentraci oximu (M)

VYSLEDKY

Vysledky charakterizujici reaktivac¢ni proces, rych-
lostni konstanty k, Ci k_a rovnovazné konstanty K¢ €i
K, jsou zndzornény v tabulce 1. NejniZsi hodnota kon-
stanty K charakterizujici afinitu reaktivatoru k int-
aktnimu enzymu byla dosaZena u latky H16-7. To zna-
mend, Ze tento reaktivitor AChE ma nejvyssi afinitu
k enzymu. Nejvyssi afinitu (nejniz$i hodnoty konstan-
ty K;) k inhibovanému enzymu ma obidoxim. Rych-
lostni konstanta k, charakterizujici rozpad komplexu
enzym-inhibitor je nejvyssi pro trimedoxim. Rychlost-
ni konstanta k_charakterizujici rychlost celého reakti-
vaCniho procesu, vypocitand ze vztahu k = k, / K,
favorizuje obidoxim.

Ze zavislosti reaktivacni Gc¢innosti na koncentraci reak-
tivatort AChE (obr. 2) vyplyv4, Ze pouze jeden z testova-
nych reaktivatort je schopen reaktivovat AChE inhibova-
nou tabunem z vice neZ 50 %. Nejucinnéjsi reaktivator
AChE, trimedoxim, dosahl reaktiva¢ni schopnosti 53 %.
Ackoliv tento reaktivator dokazal procentudlné nejlépe
reaktivovat tabunem inhibovanou AChE, této tucinnosti
bylo dosazeno pii koncentraci 102 M. Této koncentrace
vsak nelze v Zivém organizmu dosdhnout, protozZe reakti-
vatory AChE jsou ve vysSich koncentracich toxické V.
Jejich LDy, pro laboratorni mysi se pohybuji od 48 do
671 mg/kg v zéavislosti na uzitém reaktivatoru '2.
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Pokud se uvazuje o podani ¢loveku, realné dosazitelna
koncentrace oximu v lidském organizmu je odhadovana
na 10% M ¥, Pfi této koncentraci jen ¢tyfi reaktivatory
AChE dosahuji reaktivacni ucinnosti nad 10 % — trime-
doxim (18 %), obidoxim (15 %), K048 (15 %) a K027
(11 %).

DISKUZE

Po prvni valce v Perském zélivu se dostala problema-
tika reaktivaci tabunem-inhibované AChE do popredi,
protoZe bylo zjisténo, Ze tuto latku mél Irdk ve své
vyzbroji V.

Tabun je uc¢inny inhibitor AChE. Pfi inhibici AChE
timto organofosfatem vznika kovalentni vazba, jejiz Sté-
peni nukleofilnimi ¢inidly, v naSem piipadé¢ reaktivatory,
je obtizné diky pfitomnosti volného elektronového paru
na dusiku obsaZeném v jeho molekule. Tento volny elek-
tronovy vyrovnava elektronovou vakanci na atomu fos-
foru, a tim sniZuje schopnost nukleofilu tento atom ata-
kovat 1314,

Z4adna z armad NATO nema Gcinny reaktivator schop-
ny uspokojivé reaktivovat tabunem-inhibovanou AChE.
Jako nejucinngjsi se jevi obidoxim zavedeny v Armadé
CR. Nase prace potvrzuje, Ze tato latka je schopna reak-
tivovat tabunem-inhibovany enzym, a zaroveil poukazu-
je na to, Ze existuji i¢innéjsi doposud nezavedené reakti-
vétory — trimedoxim a K048.

NaSe vysledky potvrzuji pravidlo, Ze nejucinnéjsi
reaktivatory tabunem inhibované AChE by mély spliiovat
dva zakladni strukturni poZadavky. Prvnim je pfitomnost
oximové skupiny v poloze ¢tyfi na pyridinovém jadie 1.
Druhym poZadavkem je pfitomnost tfi¢lenného spojova-
ciho fetézce mezi dvéma pyridinovymi jadry, ktery neob-
sahuje elektronegativni atomy ',

Obidoxim se lisi od obou ucinn€jSich reaktivatora
AChE pritomnosti kysliku ve spojovacim fetézci. Volné
elektronové pary atomu kysliku pravdépodobné snizuji
jeho reaktivacni schopnost.

Otazkou zistdva koncentrace oximu v mozku po
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podani in vivo. MoZnost priniku reaktivatora AChE
jakozto kvartérnich latek pres hematoencefalickou barié-
ru (HEB) do mozku byla v minulosti diskutovana '7,
v soucasné dobé byl vsak jak prinik pfes HEB, tak reak-
tivaCni uéinek prokazéan '3 '%19, In vivo byla prokazana
reaktivace mozkové AChE potkand i my$i intoxikova-
nych sarinem a 1é¢enych smési atropinu a riznych reak-
tivatord AChE 1820,

Uvazovana dosazitelna koncentrace v mozku (10 M)
vSak neni limitni pro reaktivacni ucinek oximu in vivo.
Vzhledem k selektivnimu tcinku jak nervové paralytic-
kych latek, tak reaktivatorti v riznych ¢astech mozku je
zfejmé 131 7e aktivita AChE v pontomedularni oblasti
koreluje s pfezivanim pokusnych zvitat. Zvyseni aktivity
AChE o 5-10 % je pro pieziti dostate¢né 19,

Toto zvySeni je mozné dosahnout dokonce jiZ pfi kon-
centracich 10 a 10° M 13, a proto se obé& syntetizované
latky jevi jako velmi ucinné reaktivatory tabunem inhi-
bované AChE.

Otédzka jejich zavedeni do Armady CR jako nového
antidota i pfes nespornou tcinnost je zaleZitosti dal§iho
vyzkumného vyvoje. V soucasné dobé jsou testovany na
nasem pracovisti standardnim in vivo reaktivaénim tes-
tem 2V,
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