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REAKTIVACE IZOPROPYL-METYLFOSFONOFLUORIDATEM INHIBOVANE
LIDSKE MOZKOVE ACETYLCHOLINESTERAZY OXIMY IN VITRO*

Jit{i PATOCKA
Vojensky lékaisky vyzkumny a doSkolovaci dstav ]J. E. Purkyné v Hradci Kréalové

Vénovdno k 50. narozenindm plk. doc. MUDr. V. Vondratka, CSc.

* Cast prace byla pfednesena na sedmém zaseddni Fede-
ration of European Biochemical Societies, Varna 1971.

Interakce cholinesterdz s organofosforovymi
slou¢eninami vede ke vzniku inaktivnich enzy-
mu, ve kterych je esteratickd strana aktivniho
centra, tvorena hydroxylovou skupinou serinu,
ireverzibilné fosforylovdna [33]. Sponténni re-
aktivace takto fosforylovanych cholinesteraz
u¢inkem vody je vétSinou velmi pomald [24].
Ucdinkem neékterych sloucenin nukleofiln&j$ich
neZ voda, jako jsou napf. oximy ¢i hydroxamové
kyseliny, probihd defosforylace cholinesteraz
méfitelnymi rychlostmi [32]. Tyto latky oznacu-
jeme jako reaktivatory cholinesterdz. Mezi nej-
Gc¢inné&jsi reaktivatory patfi kvarterni derivaty
2- a 4-pyridinaldoximu [14, 16, 17].

Z velkého poctu zndmych reaktivatorti dozna-
ly jen n8které praktického pouZiti i v humé&nni
mediciné jako antidota p¥i otravach organofos-
forovymi slouc¢eninami. Jsou to 2-pyridinaldoxim
methojodid (pralidoxim, 2-PAM), 1, 3-bis-(4-py-
ridinaldoxim) propan dibromid (trimedoxim,
TMB-4) a 1, 3-bis-(4-pyridinaldoxim)-2-oxa-pro-
pan dichlorid (obidoxim, Toxogonin®, LiiH 6)
(viz napft. 18]).

I kdyZ se zda, Ze vyzkum v této oblasti zatim
nevede k nalezeni novych tGéinnéjSich latek, je
této problematice vénovédna stdle znacna pozor-
nost, jak o tom svéd¢i Fada praci z posledni doby
(viz napk. 2, 7, 8, 12, 19, 25).

Vedle prizkumu novych latek je vyzkum za-
méfen hlavné na hleddni vztahii mezi Géinnosti
reaktivatorii a jejich chemickou strukturou [5
aZ 8, 12]. Vyzkum této problematiky je soustie-
dén do oblasti molekuldrni biochemie a farma-
kologie, tzn., Ze je zkouma&n tc¢inek reaktivatora
na fosforylované cholinesteradzy in vitro. Nejcas-
téji pouZivanymi zdroji enzymu jsou lidska &i
koiiskd plazmovad cholinesterdza (EC 3.1.1.8)
[13, 30] a lidskd nebo hovézi erytrocytarni ace-
tylcholinesterdaza (EC 3.1.1.7) [1, 7, 8, 10—13,
29]. Mal4 pozornost je zatim v&novadna acetyl-
cholinesterdze mozkové [2, 3, 20], kterd je pii
organoiosforové intoxikaci kliovym enzymem,
ponévadZ stupeii jejiho poskozeni je v p¥imé ko-
relaci s klinickym stavem organismu (18).

Tato prdce si v3imé Géinku nd&kolika vybra-
nych reaktivatort na lidskou mozkovou acetyl-
cholinesterdzu inhibovanou izopropyl-metylfos-
fonofluoriddtem. PonévadZ vysledky ziskané na
lidském materidlu jsou diileZité pro prenéaseni
terapeutickych zkuSenosti z laboratornich zvirat

na clovéka a v dostupné literatute zcela chybi,
mé tato prdce za cil doplnit naSe védomosti
v tomto sméru.

POKUSNA CAST
Material

Acetylcholinesterdza: Jako zdroje acetylcho-
linesterdzy bylo pouZito homogenédtu nucleus
caudatus lidského mozku. Asi 5g vzorky tkédné&
zbavené vizudlné& bilé hmoty byly ziskény z pi-
tevniho materidlu (dva muZi, 36 a 40 let, do-
pravni nehoda). Vzorky byly odebrény asi 24
hodin po smrti a pak ihned homogenizovédny ve
veronal-fosfadtovém pufru o pH 8,0 izotonizova-
ném chloridem sodnym (22) na 10 % homogenét
(Ultra-Turrax, Janke a Kunkel].

Reaktivatory — 2-pyridinaldoxim methojodid
(pralidoxim) o b. t. 219°C* (literatura udava
218—219°C, cit. [9]) a 1, 3-bis-(4-pyridinaldo-
xim) propan dibromid (trimedoxim) b. t. 241°C
(literatura udava b. t. 238—241°C, cit. [28])
byly vyrobky n. p. Lé&iva, Praha. 1, 3-bis- (4-pyri-
dinaldoxim]-2-oxa-propan dichlorid (obidoxim)
byl pFipraven postupem popsanym Liittringhau-
sem a Hagedornovou [21] a mé&l b. t. 212°C (li-
teratura [15] udévé b. t. 212 °C). 1, 1-bis-(4-py-
ridinaldoxim) metan dibromid (MMB-4) byl pti-
praven kvarternizaci 4-pyridinaldoximu dibrom-
metanem a mé&él b. t. 235°C. 1-(4-pyridinal-
doxim]-3-dietylmetylamoniumpropan dibromid
(BI-100) byl pfipraven postupem popsanym Bie-
lavskym [4] a mé&l b. t. 209—211°C (literatura
[23] udava b. t. 180—192 °C). 1, 4-bis-(4-pyridi-
naldoxim])-2-trans-buten dibromid (bieloxim)
byl pFipraven postupem popsanym v préci Pa-
toCky a spol. [27] a mé&l b. t. 255—257 °C. Ostat-
ni pouZité chemikélie byly vyrobky n. p. Lache-
ma, Brno.

Metody

Priprava izopropyl-metylfosfonylované acetyl-
cholinesterdzy (25) a jeji reaktivace: 1 ml 10%
mozkového homogendtu byl smisen s 1 ml

* VSechny latky tdly za rozkladu. Body t&4ni nejsou ko-
rigovéany.
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1X 108 M roztokem izopropyl-metylfosfonofluori-
d4tu a tato smés byla inkubovéna p¥i 25 °C 30 mi-
nut. Za tuto dobu bylo dosaZeno asi 90% inhibice.
Potom byl k inkubaéni smési priddn 1 ml rozto-
ku reaktivatoru o vhodné koncentraci a po t mi-
nutdch inkubace pfi 25°C byla smés dofedéna
veronal-fosfatovym pufrem [22] na celkovy ob-
jem 20 ml. Po priddni 1 ml 0,1 M acetylcholin-
jodidu byla zméFena zbytkova aktivita acetyl-
cholinesterdazy. Béhem inhibice i reaktivace bylo
udrZovano pH 8,0. Méfeni aktivity acetylcholin-
esterdzy: Enzymatickd aktivita byla méFena
elektrometrickou metodou [22] na poloautoma-
tickém zafizeni s pFfimym zipisem. Méfeni pro-
bihalo pfi 25°C a jako substratu bylo pouZito
acetylcholin jodidu ve vysledné koncentraci
4,76 X103 M.

Ke kaZdé sérii méteni byla kromé aktivity re-
aktivovaného enzymu (a,) méFena jeSté aktivita
neinhibovaného enzymu (a,), kdy misto roztoku
izopropyl-metylfosfonofluoriddtu byl k enzymu
priddn 1 ml zdkladniho pufru a aktivita inhibo-
vaného enzymu (a;), kdy misto roztoku reakti-
vatoru byl pfiddn 1 ml zdkladniho pufru.

Zpracovani vysledki: Ze ziskanych hodnot ak-
tivit bylo vypofteno procento reaktivovaného
enzymu podle vzorce
100 X _8o — & .

o — Qar

Vynesenim procenta reaktivace proti molarni
koncentraci reaktivdtoru v probit-logaritmické
transformaci byly ziskdny primky, z nichZ meto-
dou regresni analyzy byly po¢itdny koncentrace
reaktivatoru dédvajici poZadovany efekt. VSechny
vypoclty byly provedeny na samoc¢inném pocitaci
MINSK-22.

procento reaktivace =

Vysledky

Zdavislost reaktivace na dob& preinkubace in-
hibovaného enzymu s reaktivatorem: Z ¢asového
prib&hu reaktivace je zfejmé, Ze tato reakce je
pomé&rné rychla. Jak je vidét z typické ukéazky
zévislosti procenta reaktivace na dob& preinku-
bace reaktivdtoru s fosfonylovanym enzymem
(obr. 1), je dosaZeno rovnovazného, dile se jiZ
neméniciho stavu, béhem jedné aZ dvou minut
u v8ech sledovanych reaktivatord. Rychlost re-
aktivace izopropyl-metylfosfonylované lidské
mozkové acetylcholinesterdzy je v&t$i neZ u izo-
propyl-metylfosfonylované hovézi erytrocytarni
acetylcholinesterdzy (25) a reaktivace pravdépo-
dobné neprobihd typickou pseudomonomoleku-
larni kinetikou, ponévadZ rychlost reaktivace je
prakticky nezavisld na koncentraci reaktivatoru.
Zavislost reaktivace na koncentraci reaktivato-
ru:. Pro sledovéani zavislosti reaktivace na kon-
centraci pouZitého reaktivdtoru byla volena
u vSech oximd pétiminutovad inkubadni doba re-
aktivatoru s inhibovanym enzymem. Tato doba
je zcela dostate€nd pro dosaZeni maxima&lniho
stupné reaktivace. Zavislosti procenta reaktiva-
-ce na koncentraci reaktivatord jsou symetrické
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Obr. 1

Casovd zdvislost reaktivace izopropyl-metylfosfonylované
lidské mozkové acetylcholinesterdzy oximy.

O — 1.104 M obidoxim, (- — 1.10°> M obidoxim,

® — 4.104 M pralidoxim, O — 1.10-> M trimedoxim,

@ — 1.104 M bieloxim, O — 1.105 M BI-100
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Obr. 2

Reaktivace izopropyl-metylfosfonylované lidské mozkove
acetylcholinesterdzy oximy. Zdvislost na koncentraci p#i
S5min. inkubaci reaktivdtoru s fosfonylovangm enzymem.
O — trimedoxim, O — obidoxim, O — MMB-4, O —
pralidoxim, O — BI-100, @ — bieloxim

sigmoidni kfivky, které se daji linearizovat pfre-
vedenim do probit-logaritmické transformace
(obr. 2). Z t&chto zavislosti byly pocitany kon-
centrace reaktivatoru, které vyvolavaji 10%,
50% a 90% reaktivaci za uvedenych podminek.
Hodnoty téchto konstant oznacené symboly R,
Rso @ Ry jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka 1

Reaktivaéni ucinnost Sesti oximii na izopropyl-metylfosfony-
lované lidské mozkové acetylcholinesterdze

Oxim Rio Rso Rgo

uM uM uM

trimedoxim 0,21 4,0 68,0

obidoxim 0,60 10,0 160,0
MMB-4 3,6 53,0 700
pralidoxim 45 61,0 910
BI-100 5,9 85,0 1200
bieloxim ~ 12,0 165 2000
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Diskuse :
Podle soucasnych predstav je moZno popsat
reaktivacni proces timto schématem:
_k ke
EI+R_ 7 EIR
k_;

-~ E + P,

kde EI je inhibovany enzym, R je reaktivator,
EIR pfechodny komplex, E regenerovany enzym
a P jsou produkty reakce. k;, k_; a k, jsou pri-
sludSné rychlostni konstanty. Rychlost reaktivace
je dana vztahem

V= —gt[Ei]— = k,[EIR].

Vzhledem k tomu, Ze byla nalezena jen mal4
zdvislost rychlosti reaktivace na koncentraci re-
aktivatoru, je pravdépodobné koncentrace prte-
chodného komplexu EIR zanedbatelnd ve srov-
ndni s velikosti k, a 1ze se tedy domnivat, Ze
v = k,. Rychlost reaktivace je tedy témér neza-
visla na koncentraci reaktivatoru a na jeho kon-
centraci zdvisi jen stupeil reaktivace dany po-
mérem mezi inhibovanym a reaktivovanym en-
zymem. Koncentrace reaktivdtoru, pfi které do-
chazi k 50% reaktivaci (Rsy) a kdy je tedy polo-
vina enzymu ve formé& EI a polovina enzymu ve
formé& E (koncentrace EIR je zanedbatelnd),
pfedstavuje kinetickou konstantu reakce. Vzhle-
dem k tomu, Ze k, > k_;, je tato konstanta dédna
vztahem

ks

K=Ryo= — —
Za téchto podminek je velikost Ry, nejen mirou
afinity reaktivdtoru k inhibovanému enzymu, ale
i mirou jeho reaktivaéni dcinnosti.

Ucinnost reaktivatorfi vyjad¥end velikosti Rs
klesa v fadé: trimedoxim, obidoxim, MMB-4, pra-
lidoxim, BI-100 a bieloxim. PF¥ekvapujici je po-
mérné mald uGcdinnost obou poslednich oximil
(BI-100 a bieloxim), které pii pokusech s hové-
zi erytrocytdrni acetylcholinesterdzou inhibo-
vanou izopropylmetylfosfonofluoriddtem vykazo-
valy vyS8i ac€innost neZ trimedoxim (25, 27).

Z rovnobé&Znosti pfimek zavislosti procenta
reaktivace na koncentraci reaktivatoru v probit-
-logaritmické transformaci (obr. 2) lze usuzovat
na stejny mechanismus reakce u vSech studova-
nych latek. Velikost empirického Hillova koefi-
cientu (n) poc€itané z rovnice

(Roo/Ryo)" = 81

se u vSech reaktivatortii pohybuje kolem 0,8.
Mohutnd reaktivaéni ucinnost trimedoximu
neni omezena jen na lidskou mozkovou acetyl-
cholinesterdzu inhibovanou izopropyl-methyl-
fosfonofluoriddtem. Podobné vysledky byly zis-
kény i pfi reaktivaci izopropyl-methylfosfonylo-

vané krysi mozkové acetylcholinesterazy (26). Ze
Ctyl studovanych reaktivdtord byl trimedoxim
nejucinnéjsi. Ddle pak nésledovaly reaktivatory
v poradi BI-100, obidoxim a pralidoxim (26).

Ze ziskanych vysledkl vyplyvé4, Ze lidskd moz-
kova acetylcholinesterdza inhibovana izopropyl-
-methylfosfonofluoriddtem je in vitro rychle a
dobfe reaktivovatelnd oximy. O 1é¢ebném efektu
téchto latek bude tedy rozhodovat predevSim
rychlost s jakou budou pronikat do mist s po-
Skozenym enzymem (predev§im do CNS) a ja-
kou zde vytvofi koncentraci.

Souhrn

Byla zkouSena reaktivacni ucinnost Sesti oximil
na lidské mozkové acetylcholinesterdze (homogenat
nucleus caudatus) inhibované izopropyl-methylfosfo-
nofluoriddtem. U kaZdého oximu byla méfena zé-
vislost procenta reaktivace na moldrni koncentraci
oximu (doba reaktivace = 5 min.) a z téchto za-
vislosti byly pocitdny koncentrace reaktivatoru vy-
voldvajici 50% reaktivaci (Rs0). Byly naméfeny tyto
hodnoty Rso: 4 yM pro 1,3-bis-(4-pyridinaldoxim]-
propan dibromid, 10 yM pro 1,3-bis-(4-pyridinaldo-
xim)-2-oxapropan dichlorid, 53 yM pro 1,1-bis-(4-py-
ridinaldoxim)-metan dibromid, 61 yM pro 2-pyridi-
naldoxim methojodid, 85 yM pro 1-(4-pyridinaldo-
xim)-3-dietylmetylamoniumpropan dibromid a 165 uM
pro 1,4-bis-(4-pyridinaldoxim])-2-trans-buten dibro-
mid. VSechny pokusy byly konany p¥i 25°C a pH 8,0.

Autor dékuje O. Ochrymovicovi za technickou spolupréaci.
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