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SOUHRN

Hodnoceni reaktivaéni tucinnosti vybrannych reaktivatori paraoxonem inhibované
acetylcholinesterasy in vitro

Organofosforové pesticidy (OFP) patii do skupiny vysoce toxickych ireverzibilnich inhibitort
acetylcholinesterasy (AChE). Kauzalnimi 1é¢ivy pii intoxikacich OFP jsou oximové reaktivatory
AChE. Reaktivacni ucinnost péti nové pfipravenych bispyridiniovych reaktivatort
acetylcholinesterasy byla otestovdna na modelu paraoxonem inhibovaného enzymu. Reaktiva¢ni
ucinnost byla testovdna za pomoci standardniho in vitro testu, kde byl jako zdroj
acetylcholinesterasy pouZzit homogenat mozku laboratorniho potkana. Vysledky byly porovndny
s péti komeréné dostupnymi reaktivatory AChE.

Klicova slova: acetylcholinesterasa — organofosforovy pesticid — reaktivator — in vitro — SAR

Ces. slov. Farm., 2010; 59, 18-22

SUMMARY

Evaluation of the reactivating efficacy of selected reactivators of paraoxon-inhibited
acetylcholinesterase in vitro

Organophosphorus pesticides (OPs) are ranked among the group of highly toxic irreversible
inhibitors of acetylcholinesterase (AChE). The causal drugs in OPs intoxications are oxime
reactivators of AChE. The reactivating efficacy of five newly prepared bispyridinium reactivators of
acetylcholinesterase was tested on a model of a paraoxon-inhibited enzyme. The reactivating
efficacy was tested by means of the standard in vitro test, the laboratory rat brain homogenate being
used as the source of acetylcholinesterase. The result were compared with five commercially
available AChE reactivators.
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Uvod

Prvni organofosforové inhibitory acetylcholinesterasy

nervove paralytické latky (NPL), patfi napf. sarin (GB;
O-isopropylmethylfluorofosfonat), soman (GD; O-pina-

(OFI) byly vyvinuty pro vojenské ucely jako bojové che-  amidokyanofosfat), cyklosarin  (GF;
mické latky (BChL) v Némecku ve tficitych letech  xylmethyfluorofosfonat) a latka VX (O-ethyl-S-

20. stoleti. Mezi tyto slouceniny, oznacované také jako
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kolylmethylfluorofosfonat), tabun (GA; O-ethyldiethyl-

cyklohe-

-2-(diisopropylamino)ethyl-methylthiofosfonat). Struk-
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turné velmi podobné latky jsou pouzivany i jako pestici-
dy pro zemédélské ucely, napt. chlorpyrifos (O, O-dimet-
hyl-0-(3,5,6-trichlor-2-pyridyl)-thiofosfat), parathion
(0, O-diethyl-O-(4-nitrofenyl)-thiofosfat) atd. Primyslo-
vé se fada méné toxickych OFI vyuziva jako zmékcova-
del nebo inhibitort hofeni . Metrifonat (O,O-di-
methyl-(2,2,2-trichlor- 1-hydroxyethyl)-fosfondt) nasel
uplatnéni pii 1é¢bé Alzheimerovy nemoci ¥. OFI mohou
byt potencidlnim nebezpecim diky své snadné dostup-
nosti .

OFI inhibuji ireverzibilné enzym acetycholinesterasu
(AChE, E.C. 3.1.1.7). Toxicita OFI je zaloZena na ire-
verzibilni fosforylaci, resp. fosfonylaci aktivniho mista
enzymu (Ser 203) ?. Inhibovany enzym neni schopny
Stépit neuromediator acetylcholin, ktery se hromadi
v centrdlnim i perifernim nervovém sytému a dochazi
k hyperstimulaci nervovych receptord. Od lokalizace
a druhu receptorti se odvijeji akutni ucinky zasaZeni
OFI, jedna se o pfiznaky nikotinové, muskarinové
a centralni. Muskarinové ptiznaky se projevuji midzou,
zhor§enim akomodace ¢ocky, zvySenym slzenim a sliné-
nim, ziZenim bronchd, hypersekreci bronchidlnich Zla-
zek, zvySenou motilitou stfev, poklesem krevniho tlaku,
bradykardii atd. Nikotinovymi pfiznaky jsou svalova
slabost a svalové fascikulace, které postupné prechazeji
v tonicko-klonické kifece nebo az v celkovou paralyzu
pricné pruhovaného svalstva. Pfiznaky centralni se pro-
jevuji bolesti hlavy, uzkosti, neklidem, zdvratémi, zma-
tenosti atd. Bezprostiedni riziko pro osobu zasaZenou
OFI predstavuje akutni respiracni insuficience dana
utlumem dychaciho centra v prodlouZené mise a nasled-
nou paralyzou dychacich svali. Pokud zasaZena osoba
prekona cholinergni krizi, nastupuje tézka chronicka
intoxikace zpusobend metabolickym rozvratem
v disledku hypoxie a aciddzy. Tento stav je charakteri-
zovan zvySenou Unavou, poruchami spanku, emocni
labilitou a depresemi. Pfi akutni intoxikaci se mohou
organofosfaty (zejména pesticidy) ukladat do depotnich
tukovych tkani. Pfi odbouravani téchto dep hrozi opé-
tovné vyplaveni organofosfatd do systémového obeé-
hu 7-®. Nékteré OFI odvozené od kyseliny thiofosfore¢-
né jsou méné toxické nez jejich kyslikaté analogy. Jejich
preména na toxicCtéj§i oxoderivaty (s vétsi afinitou
k AChE) probihd v krevni plazmé a jaterni tkdni, jedna
o tzv. letdlni syntézu (napt. metabolickd aktivace para-
thionu na paraoxon) ° ',

K 1é¢bé intoxikaci OFI se pouziva fada prostredkd.
Osobam potencidlné ohrozenym zasazenim OFI (napf.
vojaci) se podavaji reverzibilni inhibitory AChE (napf.
pyridostigmin) slouzici k blokovani aktivniho mista
AChE 'V, Standardni 1é¢ba se sklada z podani anticho-
linergniho 1é¢iva (prednostné se pouZivd atropin), které
antagonizuje pusobeni nahromadéného ACh na recep-
torech, reaktivatoru AChE a diazepamu i.m. jako anti-
konvulziva. Reaktiviatory AChE jsou slou¢eniny schop-
né nukleofilné Stépit kovalentni vazbu mezi OFI
a aktivnim mistem enzymu a obnovit jeho fyziologic-
kou funkci 2 9. Ve své molekule nesou obvykle 1-2
nukleofilni oximové skupiny '?. Ke komeréné dostup-
nym reaktivatorim patii pralidoxim (1. 2-PAM, 2-hyd-
roxyiminomethyl-1-methylpyridinium-chlorid), trime-

—¢—

doxim (2. bis-1,3-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-
propan-dibromid), obidoxim (3. 1,3-bis(4-hydroxyimi-
nomethylpyridinium)-2-oxapropan-dichlorid), HI-6
(4. 1-(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karba-
moylpyridinium)-2-oxapropan-dichlorid) a methoxim
(5. bis-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-methan-
dichlorid) ™.

Vzhledem k velké variabilit¢ OFI neexistuje jeden
univerzalni reaktivator schopny uspokojivé reaktivovat
AChE inhibovanou v8emi typy OFI 4. Navic po expozi-
ci OFI dochézi k dealkylaci, popf. deaminaci komplexu
AChE-OFI. Takto zménény komplex jiZ neni reaktivova-
telny. Tento proces se nazyva stirnuti enzymu (tzv.
,»aging®) 519, Uginnost reaktivatord je mimo jiné dana
i rychlosti, s jakou dochazi ke starnuti enzymu. Starnuti
NPL probiha nejrychleji u somanu, u OF pesticidi
dochazi ke starnuti v fddu hodin 7.

CIL PRACE

V soucasné dobé pouzivané reaktivatory byly vyvinu-
ty jako prostfedky antidotni terapie pro pripady zasazZeni
NPL. Navzdory stejnému mechanismu inhibice (fosfory-
lace Ser 203) nejsou tyto reaktivatory vétSinou vhodné
pro terapii osob zasaZzenych OF pesticidy. Cilem této pra-
ce je nalezeni u¢innych reaktivatorti pro OF insekticidy
cestou porovnani reaktiva¢ni ucinnosti péti komercné
uzivanych reaktivatori a péti nové pfipravenych slouce-
nin, jejichZ reaktivacni u¢innost byla dosud ovétrena pou-
ze na modelu tabunem inhibované AChE. Za modelovy
pesticid byl zvolen insekticid paraoxon pro svoji vyso-
kou inhibi¢ni schopnost. Jeho pouZiti v praxi je jiZ néko-
lik desitek let zakdzano, nicméné jeho prekurzor para-
thion je stale celosvétové pouZivan.

POKUSNA CAST

Chemikadlie

Pouzité chemikalie byly dodany od firem Fluka a Sig-
ma-Aldrich a pouZity bez dals§iho preci$téni. Komercné
dostupné i nové reaktivatory byly dfive pfipraveny na
pracovisti Katedry toxikologie Fakulty vojenského zdra-
votnictvi v Hradci Krélové. Jejich Cistota byla ovéfena
pomoci spektridlnich metod (NMR, HPLC-MS).

Metodika

Homogenat z mozki laboratorniho potkana (0,5 ml)
byl smichan s 20 ul isopropylalkoholového roztoku para-
oxonu (10" M) a inkubovan za teploty 25 °C po dobu 30
minut (pH 7,6). Poté bylo ke smési pfidano 2,5 ml rozto-
ku chloridu sodného (3 M) a doplnéno na celkovy objem
23 ml destilovanou vodou. Nakonec byly pfidany 2 ml
roztoku acetylcholin-jodidu (0,02 M). Enzymova aktivi-
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ta byla méfena pii pH 7,6 a teploté 25 °C na autotitrato-
ru RTS 822 (Radiometer, Dansko). Aktivity intaktniho
(a,) a inhibovaného enzymu (a,) byly odeCteny ze zavis-
losti spotieby roztoku NaOH (0,01 M) na case. Po inku-
baci paraoxonem inhibované AChE (30 min) byl k rozto-
ku pfidan reaktivator (koncentrace 10 M nebo 10° M)
a celd smés byla inkubovéana po dobu 10 minut. Aktivita
reaktivované AChE (a) byla opét odectena ze zdvislosti
spotieby NaOH na case.

Z naméfenych hodnot aktivit bylo vypocitano mnoz-
stvi reaktivované AChE (%) podle vzorce:

(13
X = 1—a_

o

) . 100 (%)

a
T

a.
i

—¢—

centraci 105 M, vyjimku tvoii trimedoxim a obido-
xim 2%. Pro reaktivatory ze skupiny komeréné dostup-
nych sloucenin bylo proti paraoxonem inhibované AChE
nejlepsich vysledkti dosaZeno s obidoximem (3) a meto-
ximem (5) pfi koncentraci 10~ M, pfi koncentraci 10° M
méli nejlepsi vysledky reaktivace trimedoxim (2) a obi-
doxim (4). Vys§i toxicita trimedoximu i obidoximu
vzhledem dalSim komerénim reaktivatordm (napf. HI-6)
byla v8ak diive dokdzana 2V.

Ve skupiné nové pripravenych sloucenin dosahly nej-
lepsi in vitro reaktivace pii koncentraci 10° M slouceni-
ny 8 a 9. Kromé latky 7 bylo pfi této koncentraci u vSech
novych slouc¢enin dosaZeno reaktivace vyssi nez 10 %.
To je zékladni pfedpoklad pro postoupeni téchto slouce-
nin dal§imu testovani. Pro koncentraci 10° M bylo

Tab. 1. Struktura a reaktivacni ucinnost pouzitych reaktivdtoru proti paraoxonem inhibované AChE

// A\ /= CH=NOH
Reaktivator \_ ®N—(A)—N® /> paraoxon (% reaktivace)
HON=HC\—/ \ S
2 Br
poloha oximu spojovaci Fetézec c(103 M) c(10° M)

pralidoxim (1) 2 42 +1 0
trimedoxim (2) 4.4 -CH,CH,CH,- 46 £ 1 504
obidoxim (3) 4.4 -CH,0CH - 76 £2 37+2
HL-6 (4) 2 -CH,0CH.- 352 0
methoxim (5) 4.4 -CH,- T1+£3 0
K027 (6) 4 -CH,CH,CH,- 5944 2+l
K048 (7) 4 -(CH,),- S7T+4 5+2
K074 (8) 44° -(CH,),- 56+2 46+ 1
K075 (9) 44° -CH,CH=CHCH - 60+ 1 4642
K203 (10) 4 -CH,CH=CHCH,- 64+3 23+ 1

VYSLEDKY A DISKUZE

Vypocitané hodnoty reaktivace jsou primérem ze dvou
nezéavislych méreni. Vysledky komeréné dostupnych
a nove pripravenych reaktivatorti pro paraoxonem inhibo-
vanou AChE jsou uvedeny v tabulce 1 a na obrdzcich 1, 2
a 3. Maximdlni dosaZitelnd koncentrace reaktivatoru
v plazmé je 10* M '®. Proto o moZnostech dal§iho vyuzi-
ti vice vypovidaji vysledky naméfené pii koncentraci
reaktivatoru 10-° M. Schopnost oximt reaktivovat OF inhi-
bovanou AChE pii této koncentraci by méla byt alespoil
10%, aby mohla byt ovéiena i jejich tinnost in vivo ')

Obecné se da konstatovat, Ze v soucasné dobé pouzi-
vané reaktivatory maji nizkou reaktivacni Gcinnost proti
paraoxonem inhibované AChE, a to zejména pfi kon-

u vSech novych reaktivator dosaZeno reaktivace prekra-
Cujici 50 %.

Pfi srovnani obou skupin je patrné, Ze nové pripravené
reaktivatory maji lepsi reaktivacni Gi¢innost ve srovnani
s dnes pouzivanymi standardy. Slouceniny 8 a 9 se svou
reaktivacni u€innosti vyrovnaly trimedoximu (2) a pre-
konali obidoxim (3). Reaktivatory 6 a 10 predcily prali-
doxim (1) HI-6 (4) a methoxim (5), avSak svou reakti-
vaéni uclinnosti se nevyrovnaly obidoximu (2)
a trimedoximu (3). Svétové nejpouzivanéjsi reaktivator
pralidoxim je pro reaktivaci paraoxonem inhibované
AChE nevhodny %29,

Reaktiva¢ni u¢innost oximovych reaktivatord je zavis-
14 na n€kolika strukturnich motivech. Je to pocet kvarter-
nich pyridinovych dusikd, pocet a poloha oximovych
skupin, délka spojovaciho fetézce a pfitomnost wt elek-
tronll ve spojovacim fetézci '?.
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Obr. 1. Priklady organofosforovych inhibitorti acetylcholinesterasy

HON=HC CH=NOH HON=HC CH=NOH
®2 @2 ® ®- ®
HON=HC™ "N ¢P N ’T‘/ e N~ N7 S of
CHs CH,CH,CH, CH,OCH,
pralidoxim (1) trimedoxim (2) obidoxim (3)
CONH,
N 2 cP
®~ [OF — p—
N l}l CH=NOH HON=HC \ @N—CHZ—N@CH=NOH
CH,OCH, 5 Cle
HI-6 (4) methoxim (5)

Obr. 2. Testované komercéné dostupné reaktivdtory acetylcholinesterasy

CONH, CH=NOH CONH, CH=NOH CH=NOH  CH=NOH
| X | X 2Br AN ~y 2Br AN 2Br-
®- ®- | ® | ® | | '
N N N N N
CH2CH2CH2 CH2CH2CH2CH2 CH2CH2CH2CH2
K027 (6) K048 (7) K074 (8)
HON=HC H,NOC
| g 2Br 2 | g 2Br
N
Z \/\/\Nl@\ Z N\/\/\Nler)\
= _ = _
K075 (9) CH=NOH K203 (10) CH=NCH

Obr. 3. Struktury nové testovanych reaktivdtoric

v8ak omezeny 227, Pro ucinnost reaktivatoru je dale
zasadni alespoti jedna oximova skupina v poloze 2 nebo
4 na pyridiniovém jadru 2. Optimum pro délku uhlika-

Pfi srovnani monokvarternich a biskvarternich reakti-
vatorti dosahuji lep$ich vysledkt biskvarterni reaktivato-
ry 2. Jejich prichod pres hematoencefalickou bariéru je
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tého spojovaciho fetézce lezi v rozmezi 3—4 methyleno-
vych jednotek. Zavedenim jiného strukturniho motivu
nesouciho volné elektronové pary (napf. heteroatom)
nebo m elektrony (napt. dvojnd vazba) dochazi ke zmé-
nam vlastnosti reaktivatoru '». Tyto zmény mohou byt
zpisobeny interakci elektront se zbytky aminokyselin
v aktivnim misté¢ AChE 2.

ZAVER

Pii porovnani vysledki reaktivacni G¢innosti proti para-
oxonem inhibované AChE se komercné dostupné reakti-
vatory jevi jako méné vhodné ve srovnani s reaktivatory
testovanymi v této praci. S vyjimkou trimedoximu pievy-
Suji nové reaktivatory komeréné dostupné slouceniny
zejména pii koncentraci 10 M, ktera je dosaZitelna také
mn vivo.
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