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SOUHRN

Syntéza reaktivatord fosforylované acetylcholinesterasy bis-pyridiniumdialdoximového typu s 3-oxapen-
tanovym spojovacim ietézcem a jejich testovani in vitro na modelu enzymu inhibovaného chlorpyrifosem
a methylchlorpyrifosem

Pesticidy (napf. parathion, chlorpyrifos, methylchlorpyrifos) stejné jako nervové paralytické latky (napf. soman,
sarin, tabun, VX) patii do skupiny organofosforovych sloucenin. Tyto latky ireverzibilné inhibuji enzym acetyl-
cholinesterasu (AChE). Byly pfipraveny tfi nové reaktivatory AChE s 3-oxapentanovym spojovacim fetézcem.
Byla srovnana schopnost téchto novych potencidlnich reaktivatorit AChE se soucasné uZivanymi slou¢eninami
(pralidoxim, methoxim, trimedoxim, obidoxim, HI-6) reaktivovat AChE inhibovanou pesticidy. Vysledky uka-
zaly, Ze nové pripravené reaktivatory AChE prevySuji reaktivatory v soucasnosti pouZivané v piipadé methyl-
chlorpyrifosem inhibované AChE pfi koncentraci 10 M, ktera vSak neni pouZitelna pro in vivo experimenty. Pfi
koncentraci (10° M) jsou vSechny testované slouceniny pro methylchlorpyrifosem inhibovanou AChE praktic-
ky neucinné. Naopak reaktivatory v soucasnosti pouzivané prevySuji nové pfipravené latky v pripadé chlorpyri-
fosem inhibované AChE pfi obou koncentracich.
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SUMMARY

Synthesis of Reactivators of Phosphorylated Acetylcholinesterase of bis-Pyridiniumdialdoxime Type
with a 3-Oxapentane Connecting Chain and Their Testing in vitro on a Model of the Enzyme Inhibited
by Chlorpyrifos and Methylchlorpyrifos

Insecticides (e.g., parathion, chlorpyrifos, methylchlorpyrifos) and nerve agents (e.g., soman, sarin, tabun, VX)
belong to the group of organophosphates. They are able to irreversibly inhibit the enzyme acetylcholinesterase
(AChE). Three new reactivators with a 3-oxapentane connecting chain were prepared. The ability of the new
compounds to reactivate AChE inhibited by pesticides was tested in vitro and compared to known oximes
(pralidoxime, methoxime, trimedoxime, obidoxime, HI-6). The results show that the new substances are
superior to known reactivators in the case of methylchlorpyrifos-inhibited AChE at a concentration of 10° M
which is unfortunately not applicable to in vivo experiments. All tested compounds are practically ineffective for
methylchlorpyrifos-inhibited AChE at the physiological concentration (10° M). On the other hand, the known
reactivators surpass new substances in the case of chlorpyrifos-inhibited AChE at both concentrations.
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Uvod
Organofosforové slouceniny (OF) se pouZivaji

v zemédelstvi jako pesticidy, v mediciné jako potencidl-
ni 1é¢iva ¢i pro vojenské ucely jako bojové chemické 14t-
ky (nervové-paralytické latky, NPL, napf. tabun, sarin,
soman, VX) ', Hrozba intoxikaci témito latkami neu-
stale stoupa v souvislosti s rostouci hrozbou teroristic-
kych dtokf. Casté jsou také intoxikace pracovniki
v zemédelstvi, ktefi jsou v pfimém kontaktu s té€mito
jedy #. Mezi nejrozsifendjsi latky pouZivané pro zemé-
délské ucely patii parathion (O,O-diethyl-O-(4-nitrofe-
nyl)-thiofosfat), chlorpyrifos (O,O-diethyl-O-(3,5,6-tri-
chlor-2-pyridyl)-thiofosfat) nebo methylchlorpyrifos
(0,0-dimethyl-O-(3,5,6-trichlor-2-pyridyl)-thiofosfat)

—o—

dechového centra v prodlouzené mise a smrti '©. Jako
ucinna antidota se pri téchto intoxikacich uZivaji oximo-
vé reaktivatory AChE ve spojeni s atropinem ?. K nejcas-
téji pouzivanym reaktivatorim AChE lze zatadit pralido-
xim (1; 2-PAM, 2-hydroxyiminomethyl-1-methyl-
pyridiniumchlorid), trimedoxim (2; TMB-4, 1,3-bis(4-
-hydroxyiminomethylpyridinium)propan-dibromid), obi-
doxim (3; Toxogonin®, 1,3-bis(4-hydroxyiminomethyl
-pyridinium)-2-oxapropan-dichlorid), HI-6 (4; 1-(2-
-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridi-
nium)-2-oxapropan-dichlorid) a methoxim (5; MMC,
bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)methan-dichlorid)
(schéma 3) 109 Zadny z dosud zndmych reaktivatort
vSak neni schopen uspokojivé reaktivovat AChE inhibo-
vanou vSemi typy OF 9. VSechny uvedené slouceniny

(schéma 1). byly vyvinuty k pouZiti pfi intoxikacich NPL. V dne$nich
CH3CH S Cl cl
3 2O\P// CH3O\P//S CH3CHYO_ .S
AN - P — P —
CHiCH0T 0—X ,)»—NO3 CH30 ok/ Cl CH3CH0  0— ,—al
N N-
Cl Cl
parathion methylchl omp yrifos chlorpyrifos

Schéma 1. Organofosforové pesticidy

Tyto latky stejné jako nervové-paralytické latky (NPL)
inhibuji ireverzibilné enzym acetylcholinesterasu (AChE,
EC 3.1.1.7) 9. Jejich toxicky ucinek je podobné jako
u NPL zaloZen na fosforylaci aktivniho mista enzymu, kde
se kovalentné vazi na serinovy hydroxyl (schéma 2) 7.

OH 7 N—o— P OCH2CH3
—N OCH2CH3

Cl
il
O*]‘)*OCH2CH3 + Cl 7 N OH
OCHCH3 N

Cl

Schéma 2. Inhibice AChE pesticidem chlorpyrifosem resp.
chlorpyrifosoxonem

Derivity OF odvozené od kyseliny thiofosfonové,
resp. thiofosfore¢né jsou méné toxické neZz derivaty
odvozené od jejich kyslikatych analog. Po vstupu thio-
fosfonati a thiofosfatd do organizmu probiha jejich
metabolizace na odpovidajici oxoderivaty pomoci enzy-
md, zejména v krevni plazmé a jaterni tkani. Jednd se
tedy o tzv. ,letdlni syntézu* latky s vétsi afinitou k AChE
a toxicitou 3.

Inhibici AChE dochézi k hyperstimulaci muskarino-
vych a nikotinovych receptori nadbytkem acetylcholinu,
poté k cholinergni krizi a u t€Zkych intoxikaci k dtlumu
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podminkdch vSak stoupa nebezpeci pouZziti ne tak toxic-
kych, ale snadnéji dostupnych latek (roz§ifenych v zemé-
délstvi), u kterych jsou tyto reaktivatory méné ucinné
nebo nedcinné 1617,

Vzhledem k uvedenym skute¢nostem je vyvoj a vybér

HON=HC CH=NOH
‘ ~ ‘ ~ S
®— o | ‘ ®—

HON=HC N° I N N > BP
CH3 CHCH>CH»>

pralidoxim (1) trimedoxim (2)

HON=HC CH=NOH CONHp
0D 1) e
&~ [©F ®~ @
<] =
| | 2Cl I\\] I\\I CH=NOH
CHyOCH» CHOCH»
obidoxim (3) HI-6 (4)
HON:HC@NfCHfN@CH:NOH
201°

methoxim (5)

Schéma 3. Nejéastéji pouZivané reaktivdatory AChE

dostatecné ucinnych reaktivatordt AChE jako antidot OF
velmi potfebny a dilezity. Cilem nasi prace byla pfipra-
va tfi novych reaktivitori AChE s 3-oxapentanovym
spojovacim fetézcem a testovani jejich reaktivacni Gcin-
nosti vici chlorpyrifosem a methylchlorpyrifosem inhi-
bované AChE in vitro.
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POKUSNA CAST
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Chemickd Cdst

Rozpoustédla (aceton, DMF, ethanol) a chemikdlie byly
dodény od firem Fluka a Sigma-Aldrich a pouZity bez dal§iho
precisténi. Reakce byly monitorovany pomoci TLC (DC-Alu-
folien Cellulose F, Merck, Némecko) s pouZitim soustavy
BuOH-CH,COOH-H,0 5:1:2 a detekovany Dragendorfovym
¢inidlem '®. Teploty tani byly méfeny na bodotdvku PHMK 05
(VEB Kombinat Nagema, Radebeul) a nejsou korigovany.

NMR spektra byla méfena na Varian Gemini 300 ('H
300 MHz, '3C 75 MHz, Palo Alto CA, USA). Chemické posu-
ny pro 'H i 1*C spektra jsou uvedeny v ppm (8) v poméru k sig-
nalu rozpoustédla DMSO (8 2,50 pro 'H; 6 39,43 pro '*C). Sig-
ndly jsou uvedeny jako s (singlet), d (dublet), t (triplet) a m
(multiplet).

ESI-MS spektra byla méfena s pouzitim vysokotlaké kapali-
nové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. HP1100
HPLC systém byl dodan z Agilent Technologies (Waldbronn,
Némecko). Sklada se z vakuového zplynovace G1322A, kvar-
terni pumpy G1311A, autosampleru G1313A a kvadrupélové-
ho hmotnostniho spektrometru MSD1456 VL vybaveného
zdrojem elektrospray-ionizace. Dusik pro hmotnostni spektro-
metr byl ziskdn z dusikového generatoru Whatman 75-720.
Data byla odectena v pozitivaim iontovém moédu s ESI sondou
o napéti 4000 V. Tlak rozprasovaného plynu byl ustaven na
35 psig. Teplota susiciho plynu byla 335 °C a pritok 13 I/min.

Nové reaktivatory AChE byly ziskany alkylaci hydroxyimi-
nomethylovych derivati pyridinu pomoci optimalizace zna-
mych syntetickych postupti (schéma 4) 1.

—o—

(6b) 1,5-bis(3-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-oxapentan-
dibromid

Vytézek 58 %. TLC R, 0,15. T.t. 216-220 °C. 'H NMR
spektrum (300 MHz, DMSO d): 6 12.25 (s, 2H; -CH=NOH),
9.23 (s, 2H; aryl), 8.98 (d, 2H, J = 6.0 Hz; aryl), 8.71 (d, 2H, J
= 8.0 Hz; aryl), 8.33 (s, 2H; -CH=NOH), 8.16-8.06 (m, 2H;
aryl), 4.82 (t, 2H, J = 3.8 Hz; -CH,-), 3.96 (t, 2H, J = 4.18 Hz;
-CH,-). C NMR spektrum (75 MHz, DMSO d,): § 144.83,
143.18, 142.64, 141.61, 133.03, 127.70, 68.24, 60.30. EA:
vypocitino 40,36 % C, 4,23 % H, 11,77 % N; nalezeno
40,54 % C, 4,19 % H, 11,96 % N. ESI-MS: m/z 315.1 [M-H*]*
(kalkulovéno pro [C H /N,O,]* 315.05).
(6¢) 1,5-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-oxapentan-
dibromid

Vytézek 46 %. TLC R, 0,15. T.t. 192-196 °C (publikovino
v lit. 19: 195-198 °C)". 'TH NMR spektrum totozné s lit. 19. 3C
NMR spektrum (75 MHz, DMSO dﬁ): 0 148.42, 145.38,
144.97, 123.63, 68.41, 59.60. EA: vypocitano 40,36 % C, 4,23
% H, 11,77 % N, nalezeno 39,99 % C, 4,44 % H, 11,66 %
N. ESI-MS: m/z 315.1 [M-H*]* (kalkulovano pro
[C,;H,,N,O,]** 315.05).

167719

s v .

Biochemickd cédst

Homogenat z mozk laboratorniho potkana (0,5 ml) byl smi-
chan s 20 ul isopropylalkoholového roztoku chlorpyrifosu nebo
methylchlorpyrifosu a inkubovan za teploty 25 °C po dobu 30
minut (pH 7,6). Poté bylo ke smési ptidano 2,5 ml roztoku chlo-
ridu sodného (3 M) a doplnéno na celkovy objem 23 ml desti-
lovanou vodou. Nakonec byly pfidany 2 ml roztoku acetylcho-
lin-jodidu (0,02 M). Enzymova aktivita byla méfena pti pH 8,0
a teploté 25 °C na autotitratoru RTS 822 (Radiometer, Dansko).
Aktivity intaktniho (a)) a inhibovaného enzymu (a,) byly odec-

(CeH5)3PBro

HOCH2CH20CH2CHOH

BrCHoCH2OCH2CHBr 66%

CH3CN; 0-60°C, 2h

N
= BrCH2CH20CHCHoBr
[ :—CH=NOH 2222

DMF; 100°C; 20h

Schéma 4. Pfiprava novych reaktivatorii AChE

Spojovaci fetézec byl pfipraven z komercné dostupnych
sloucenin. Roztok hydroxyiminomethylpyridinu (1 g;
8,2 mmol) v DMF (5 ml) byl zahtivan po dobu 20 hodin s 1,5-
dibrom-3-oxapentanem (0,43 ml; 3,7 mmol). Reak¢ni smés
byla ochlazena na laboratorni teplotu a byl pfidan aceton (50
ml). Precipitéat byl filtrovan za sniZeného tlaku, promyt aceto-
nem (3x20 ml) a rekrystalizovan z CH,CN.

(6a) 1,5-bis(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-oxapentan-
dibromid

Vytezek 5 %. TLC R, 0,15. T.t. 212-216 °C (publikovéino
v lit. 19: 210-212 °C). 'H NMR spektrum totozné s lit. 19. C
NMR spektrum (75 MHz, DMSO d,): 8 147.05, 146.38,
145.33, 141.57, 127.01, 125.45, 68.26, 57.14. EA: vypocitano
40,36 % C, 4,23 % H, 11,77 % N; nalezeno 38,51 % C, 4,37 %
H, 10,60 % N. ESI-MS: m/z 315.1 [M-H*]** (kalkulovéano pro
[C,;H,,N,O,]** 315.05).

167719

= HON=HC—©

= N/\/O\/\Na/\l\_ - NOH
2 Br =

6a 2,2-CH=NOH 5%
6b 3,3'-CH=NOH 58%
6¢c 4,4-CH=NOH 46%

teny ze zavislosti spotfeby roztoku NaOH (0,01 M) na case. Po
inkubaci chlorpyrifosem inhibované AChE (30 min) byl k roz-
toku pridan reaktivator a celd smés byla inkubovéana po dobu 10
minut. Aktivita reaktivované AChE (a) byla opét odectena ze
zavislosti spotfeby NaOH na case.

Z naméfenych hodnot aktivit bylo vypocitdno mnoZstvi
reaktivované AChE (%) podle vzorce:

X :[1_MJ. 100 [%]

a,—a

1
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VYSLEDKY A DISKUZE

Vypocitané hodnoty (%) reaktivace chlorpyrifosem
a methylchlorpyrifosem inhibované AChE pro dvé roz-
dilné koncentrace reaktivatoru (10 a 10 M) jsou uve-
deny v tabulce 1, vznikly aproximaci tfi nezavislych
méfeni. Vztah mezi koncentraci a reaktivacni G¢innosti
vSech studovanych reaktivatora vyjadiuje obrazek 1 a 2.

—o—

oxim HI-6 a nové pfipravené slouceniny jsou pfi kon-
centraci 10 M schopny t¢inné reaktivovat methylchlor-
pyrifosem inhibovanou AChE. Oximy 6a a 6c¢ prevysuji
pfi této koncentraci pouZivané reaktivatory AChE. Pfi
koncentraci pouzitelné in vivo (10 M) se vSak testované
reaktivatory jevi jako neucinné pro methylchlorpyrifo-
sem inhibovanou AChE. V pfipad¢ inhibitoru methyl-
chlorpyrifosu jsou reaktivacni aktivity studovanych oxi-
mu nizké a zavislost mezi strukturou a aktivitou je
problematické vysledovat 2®. Otazkou zlstava, pro¢ rela-
tivné mald zména molekuly inhibitoru (zkraceni ethylo-

Tab. 1. Reaktivacéni ucdinnost pouZitych reaktivdtori vii¢i chlorpyrifosem a methylchlorpyrifosem inhibované AChE

Inhibitor chlorpyrifos methylchlorpyrifos
reaktivator % (107 M) % (10° M) % (107 M) % (10° M)
2-PAM (1) 38 4 0 0
TMB-4 (2) 66 38 5 3
obidoxim (3) 63 35 3 0
HI-6 (4) 20 11 13 0
MMC (5) 45 10 3 0
6a 41 0 25 0
6b 0 0 13 0
6c 21 0 18 0
_ 100 g 100 T0,001M
;i, 80 56 3 :8:838541»4‘ g 80 (8 0,00001M]
g 60 M 45 21 g *0
€ a0 38 38 las 5 ¥ g 40 . ] 13 18
Lo oL 2 “1 50 =3 30 o 30 [lo Fo [
0 = - - - | |o ° 1 I 2 I 3 I 4 I 5 I 6a I 6b I 6c
1 2 3 4 5 6a 6b 6¢

vzorek

Obr. 1. Reaktivaéni tidinnost oximii viiéi chlorpyrifosem
inhibované AChE

Reaktivacni G¢innost testovanych sloucenin zavisi na
struktufe OF inhibitoru 222, Nejucinnéj$imi reaktiva-
tory pro chlorpyrifosem inhibovanou AChE (obr. 1) se
zdaji byt trimedoxim (2) a obidoxim (3) pfi koncentra-
ci 103 M. Z nové pfipravenych slouéenin vykazuje pfi
této koncentraci dobrou reaktivac¢ni ucinnost latka 6a.
Koncentrace 10~ M v8ak neni vhodna pro testovéni in
vivo vzhledem k toxickému t¢inku samotného reaktiva-
toru 229 Z tohoto divodu je dulezit&jsi reaktivacni
aktivita pfi koncentraci 10° M, kde se jevi jako neju-
¢inngjs§i opét trimedoxim (2) a obidoxim (3). Zadny
z nové pripravenych oximi nevykazal pfi této koncent-
raci schopnost reaktivovat chlorpyrifosem inhibovanou
AChE. U reaktivatorit AChE lze vysledovat vztah mezi
strukturou a jejich biologickou aktivitou, ktery zavisi
zejména na pritomnosti a poctu kvarternich dusikovych
atomll v molekule, poloze a po¢tu hydroxyiminomethy-
lovych skupin a struktufe spojovaciho fetézce mezi
dvéma heteroaromatickymi jadry 227,

Reaktivaéni aktivita oximd, tj. jejich schopnost reakti-
vovat OF-inhibovanou AChE, by méla presahovat
10 % V. Z uvedenych dat (obr. 2) je zfejmé, Ze pouze
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vzorek

Obr. 2. Reaktivaéni tdinnost oximi vii¢i methylchlorpyrifo-
sem inhibované AChE.

vého fetézce chlorpyrifosu na methylovy derivat methyl-
chlorpyrifos) vede k odlisnému uc¢inku reaktivatora za
predpokladu, Ze mechanizmus inhibice AChE zistava
stejny (schéma 2). Tato skute¢nost bude podrobena dal-
$imu vyzkumu.

ZAVER

Zavérem lze shrnout, Ze nové pripravené reaktivitory
AChE prevySuji reaktivatory v soucasnosti pouZivané
v piipadé methylchlorpyrifosem inhibované AChE pfti
koncentraci 10 M, kterd vSak neni pouZzitelna pro in
vivo experimenty. Pfi fyziologické koncentraci (10-° M)
jsou vSechny testované slouceniny pro methylchlorpyri-
fosem inhibovanou AChE prakticky netc¢inné. Naopak
reaktivatory v soucasnosti pouZivané prevysuji nove pfi-
pravené latky v piipad€ chlorpyrifosem inhibované
ACHhE pfi obou koncentracich.

NaSe vysledky potvrzuji, Ze reaktivitory AChE

—
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/ Abstrakta z akci CFS v ¢asopisu Cesk4 a slovenska farmacie N

Redakce ¢asopisu Ceskd a slovenské farmacie nabizi moZnost zvefejiiovat limitované mnoZzstvi abstrakt z odbornych akei porddanych
Ceskou farmaceutickou spolec¢nosti, napiiklad sympozii, semindit, pracovnich dnti apod.
Jednotliva abstrakta (pismo Courier New, velikost 12, fddkovani 2), by neméla presahnout 1 rukopisnou stranu formatu A4.
Pocet abstrakt pfedem dohodnou piedsedové prislusnych sekci, které akci poradaji, pripadné osoby zodpovédné za akci
s redakci Casopisu, kterd poskytne i blizsi informace. Souhrny je mozZné po dohodé (sedlarova@ greenplanet.cz)
zvefejnit rovn&Z na internetovych strankach CFS (www.cfs-cls.cz)

Kontakt:
doc. RNDr. Pavel Komarek, PhD., vedouci redaktor, Katedra farmaceutické technologie a kontroly 1é¢iv IPVZ
\ 100 05 Praha 10, Ruskd 85, e-mail: komarek@ipvz.cz, tel.: 271 019 278 /
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