
ˇ ROČNÍK XLI. č. 2. 1972 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 81

612.82.015.2[:577.153.9.014.04.024]-083

REAKTIVACE IZOPROPYL-METYLFOSFONOFLUORIDĂTEM INHIBOVANÉ
LIDSKÉ MOZKDVÉ ACETYLCHOLINESTERÄZY OXIMY IN VITRO*
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* Část práce byla přednesena na sedmém Zasedání Fede-
ration of European Biochemical Societies, Varna 1971.

Interakce cholinesteráz s organofosforovými
Sloučeninami vede ke vzniku inaktivních ıenzy-
mů, ve kterých je esteratická Strana aktivního
centra, tvořená hydroxylovou Skupinou Serinu,
ireverzibilně fosforylována [33]. Spontánní re-
aktivace takto íosforylovaných cholinesteráz
účinkem vody je většinou velmi pomalá [24].
Účinkem některých sloučenin nukle-oíilnějších
než voda, jako jsou např. oximy či hydroxamové
kyseliny, probíhá defosforylace cholinesteráz
měřitelınými rychlostmi [32]. Tyto látky označu-
jeme jako reaktivátory cholinesteráz. Mezi :nej-
účinnější reaktivátory patří kvarterní deriváty
2- a 4-pyridinaldoxímu [14, 16, 17].

Z velkého počtu Známých reaktivátorů dozna-
ly jen některé praktického použití i v humánní
medicíně jako antidota při otravách organofos-
íorovými sloučeninami. Isou to 2-pyridina1doxim
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, ToxogoninR, LüH 6]
[viz např. 18].

I když Se zdá, že výzkum v této oblasti zatím
nevede k nalezení nových účinnějších látek, je
této problematice věnována Stále značná pozor-
nost, jak 0 tom Svědčí řada prací z poslední doby
[Viz např. 2, 7, 8, 12, 19, 25].

Vedle průzkumu nových látek je výzkum za-
měřen hlavně na hledání vztahů mezi účinností
reaktivátorů a jejich chemickou strukturou [5
až 8, 12]. Výzkum této problematiky je soustře-
děn do oblasti molekulární biochemie a farma-
kologie, tzn., že je zkoumán účinek reaktivátorů
na fosforylo'vané cholinesterázy in vitro. Nejčas-
těji používanými zdroji enzymu jsou lidská či
koňská plazmová cholinesteráza [EC 3.1.1.8]
[13, 30] a lidská nebo hovězí erytrocytární ace-
tylcholinesteráza [EC 3.1.1.7] [1, 7, 8, 10-13,
29]. Malä pozornost je zatím věnována acetyl-
cholinesteráze mozkové [2, 3, 20], která je při
organoíosforové inùoxikaci klíčovým enzymem,
poněvadž Stupeň jejího poškození je V přímé ko-
relaci s klinickým Stavem organismu [18].

Tato práce si všímá účinku několika vybra-
ných reaktivátorů na lidskou mozkovou acetyl-
cholinesterázu inhibovanou izopropyl-metylfos-
fonofluoridátem. Poněvadž výsledky získané na
lidském materiálu jsou důležité pro přenášení
terapeutických zkušeností Z laboratorních zvířat

na člověka a v dostupné literatuře zcela chybí,
má tato práce za cíl doplnit naše vědomosti
v tomto Směru.

PoKUSNÄ cÄST

Materiál

Acetylcholinesteráza: jako Zdroje acetylcho-
linesterázy bylo použito homogenátu nucleus
caudatus lidského mozku. Asi 5g vzorky tkáně
Zbavené vizuálně bílé hmoty byly Získány z pi-
teˇvního materiálu [dva muži, 36 a 40 let, do-
pravní nehoda]. Vzorky byly odebrány asi 24
hodin po smrti a pak ihned homogenizovány ve
veronal-fosfátovém pufru 0 pH 8,0 izotonizova-
ném chloridem sodným ,[22] na ı10 O/0 homogenát
[Ultra-Turrax, Ianke a Kunkel].

Reaktivátory - 2-pyridinaldoxim methojodid
[pralidoxim] o b. t. 219 °C* [literatura udává
218-219 °C, cit. [9]] a 1, 3-bis-[4-pyridinaldo-
xim] propan dibromid [trimedoxim] b. t. 241 °C
[literatura udává b. t. 238-241 °C, cit. [28]]
byly Výrobky n. p. Léčiva, Praha. 1, 3-bis-[4-pyri-
dinaldoxim]-2-oxa-propan dichlorid [obidoxim]
byl připraven postupem popsaným Lüttringhau-
sem a Hagedornovou [21] a měl b. t. 212 °C [li-
teratura [15] udává b. t. 212 °C]. 1, 1-bis-[4-py-
ridinaldoxim] metan dibromid [MMB-4] byl při-
praven kvarternizací 4-pyridinaldoximu dibrom-
metanem a měl b. t. 235 °C. 1-[4-pyridina1-
doxim ] -3-diety1metylamoniumpropan dibnomid
[BI-100] byl připraven postupem popsaným Bie-
lavským [4] a měl b. t. 209-211 °C [literatura
[23] udává b. t. 180-192 °C]. 1, 4-bis-[4-pyridi-
naldoxim]-2-trans-buten dibromid [bieloxim]
byl připraven postupem popsaným v práci Pa-
točky a spol. [27] a měl b. t. 255-257 °C. Ostat-
ní použité chemikálie byly výrobky n. p. Lache-
ma, Brno.

Metody

Příprava izopropyl-metylfosfonylované acetyl-
cholinesterázy [25] a jeji reaktivace: 1m1100/0
mozkového homogenátu byl smísen s 1 ml

* Všechny látky tály za rozkladu. Body tání nejsou ko-
rigovány.
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1 X 10-8 M roztokem izopropyl-metylfosfonofluori-
dátu a tato Směs byla inkubována při 25 °C 30 mi-
nut. Za tuto dobu bylo dosaženo asi 900/0 inhibice.
Potom byl k inkubační Směsi přidán 1 m1 rozto-
ku reaktivátoru o vhodné koncentraci a po t mi-
nutách inkubace při 25°C byla směs doředěna
veronal-fostátovým pufrˇem [22] na celkový ob-
jem 20 ml. Po přidání 1 ml 0,1 M acetylcholin—
jodidu byla změřena Zbytková aktivita acetyl-
cholinesterázy. Během inhibice i reaktivace bylo
udržováno pH 8,0. Měření aktivity acetylcholin-
esterázy: Enzymatická aktivita byla měřena
elektrometrickou metodou [22] na poloautoma-
tickěm Zařízení s přímým zápisem. Měření pro-
bíhalo při 25°C a jako substrátu bylo použito
acetylcholin jodidu ve výsledné koncentraci
4,76X10'3 M.

Ke každé Sérii měření byla kromě aktivity re-
aktivovaného enzymu [ar] měřena ještě aktivita
nˇeinhibovaného enzymu (ao), kdy místo roztoku
izopropyl-metylfosfonofluoridátu byl k enzymu
přidán 1 ml Základního pufru a aktivita inhibo-
vaného enzymu (ai), kdy místo roztoku reakti-
vátoru byl přidán 1 ml základního pufru.

Zpracování výsledků: Ze získaných hodnot ak-
tivit bylo vypočteno procento reaktivovaného
enzymu podle vzorce

100 X __a_°__a'__ _
o '_' ar

Vynesením procenta reaktivace proti molární
koncentraci reaktivátoru v probit-logaritmické
transformaci byly získány přímky, z nichž meto-
dou regresní analýzy byly počítány koncentrace
reaktivátoru dávající požadovaný efekt. Všechny
výpočty byly provedeny na samočinném počítači
MINSK-22.

procento reaktivace =

Výsledky

Závislost reaktivace na době preinkubace in-
hibovaněho enzymu S reaktivátorem: Z časového
.průběhu reaktivace je Zřejmě, že tato reakce je
poměrně rychlá. Iak je vidět Z typické ukázky
Závislosti procenta reaktivace na době preinku-
bace reaktivátoru s fosfonylovaným enzymem
(obr. 1), je dosaženo rovnovážného, dále se již
neměnícího Stavu, během jedné až dvou minut
u všech sledovaných reaktivátorů. Rychlost re-
aktivace izopropyl-metylfosfonylovaně lidské
mozkové acetylcholinesterázy je větší než u izo-
propyl-metylfosfonylovaně hovězí erytrocytární
acetylcholinesterázy [25] a reaktivace pravděpo-
dobně neprobíhá typickou pseudomonomoleku-
lární kinetikou, poněvadž rychlost reaktivace je
prakticky nezávislá na koncentraci reaktivátoru.
Závislost reaktivace na koncentraci reaktiváto-
ru:,Pro sledování Závislosti reaktivace na kon-
centraci použitého reaktivátoru byla volena
u všech oximů pětiminutová inkubační doba re-
aktivátoru S inhibovaným enzymem. Tato doba
je Zcela dostatečná pro dosažení maximálního
stupně reaktivace. Závislosti procenta reaktiva-

.ce na koncentraci reaktivátorů jsou Symetrické
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Obr. 1
Časová Závislost reaktivace Z'Zopropyl-metylfosfonylované
lidské mozkové acetylcholz'nesterázy oxżmy.
O —- 1.10'4 M obidoxı'm, C —— 1.10“5 M obz’doxim,
69 —- 4.10-4 M pralidoxim, O —— 1.10~5 M trimedoxim,
. —— 1.10'4 M bieloxim, O —— 1.10.5 M BI—100
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Obr. 2
Reaktivace žZopropyl-metylfosfonylované lidské mozkove
acetylcholżnesterázy oxímy. Závislost na koncentraci při
5mı'n. inkubacı' reaktivátoru s Íosfonylovaným enzymem.
O —— trimedoxim, O —— obidoxim, O —— MMB-4, O ——
pralidoxz‘m, O —— Bl-100, Q —— bieloxim

sigmoidní křivky, které se dají linearizovat pře-
vedením do probit-logaritmické transformace
(obr. 2). Z těchto závislostí byly počítány kon-
centrace reaktivátoru, které vyvolávají 100/0,
50% a 90% reaktivaci Za uvedených podmínek.
Hodnoty těchto konstant označené Symboly Rm,
R50 a R90 jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I
Reaktívační účinnost šesti oximů na ı'ZoprOpyZ-metylfosfony-
lovaně lidské mozkové acetylcholinesteráze

R90
yM

R50
HM

R10
yM

Oxim

trimedoxim
obidoxim
MMB-4
pralidoxim
BI-100
bieloxim °

0,21
0,60
3,6
4,5
5,9

12,0

4,0
10,0
53,0
61,0
85,0

165

68,0
160,0
700
910

1200
2000
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Diskuse _

Podle současných představ je možno popsat
reaktivační proces tímto schématem:

__1_<1___. k2
EI+R1w ’ EIR --- E+P,

k-ı

kde EI je inhibovaný enzym, R je reaktivátor,
EIR přechodný komplex, E regenerovaný enzym
a P jsou produkty reakce. k1, k_1 a k2 jsou pří-
slušné rychlostní konstanty. Rychlost reaktivace
je dána vztahem

v z -ĚĚÉL =.1<2[EIR].

Vzhledem k tomu, že byla nalezena jen malá
Závislost rychlosti reaktivace na koncentraci re-
aktivátoru, je pravděpodobně koncentrace pře-
chodného komplexu EIR zanedbatelná ve srov-
nání S velikostí k2 a lze se tedy domnívat, že
vzkz. Rychlost reaktivace je tedy téměř nezá-
vislá na koncentraci reaktivátoru a na jeho kon-
centraci Závisí jen Stupeň reaktivace daný po-
měrem mezi inhibovaným a reaktivovaným en-
Zymem. Koncentrace reaktivátoru, při které do-
chází k 500/0 reaktivaci [R50] a kdy je tedy polo-
vina enzymu ve formě EI a polovina enzymu ve
formě E [koncentrace EIR je Zanedbatelná],
představuje kinetickou konstantu reakce. Vzhle-
dem k tıomu, že k2 > k-1, je tato konstanta dána
vztahem

k2K=R50= -kl

Za těchto-podmínek 'je velikost R50 nejen mírou
afinity reaktivátoru k inhibovaněmu enzymu, ale
i mírou jeho reaktivační účinnosti.

Účinnost reaktivátorů vyjádřená velikostí R50
klesá v řadě: trimedoxim, obidoxim, MMB-4, pra-
lidoxim, BI-100 a bieloxim'. Překvapující je po-
měrně malá účinnost obou posledních oximů
[BI-100 a bieloxim], které při pokusech s hově-
zí erytrocytární acetylcholinesterázou inhibo-
vanou izopropylmetylfosfonofluoridátem vykazo-
valy vyšší účinnost než trimedoxim [25, 27].

Z rovnoběžnosti přímek Závislosti procenta
reaktivace na koncentraci reaktivátoru v probit-

§ -logaritmické transformaci (obr. 2] lze usuzovat
na Stejný mechanismus reakce u všech studova-
ných látek. Velikost empirického Hillova koefi-
cientu [n] počítaná z rovnice

[Røø/Rıøln = 81

se u všech reaktivátorů pohybuje kolem 0,8.
Mohutná reaktivační účinnost trimedoximu

není omezena jen na lidskou mozkovou acetyl-
cholinesterázu inhibovanou izopropyl-methyl-
fosfonofluoridátem. Podobné výsledky byly Zís-
kány i při reaktivaci izopropyl-methylfosfonylo-

vané krysí mozkové acetylcholinesterázy [26]. Ze
čtyř studovaných reaktivátorů byl trimedoxim
nejúčinnější. Dále pak následovaly reaktivátory
v pořadí BI-100, obidoxim a pralidoxim [26].

Ze získaných výsledků vyplývá, že lidská moz-
ková acetylcholinesteráza inhibovaná izopropyl-
-methylfosfonofluoridátem je in vitro rychle a
dobře reaktivovatelná oXimy. O léčˇebném efektu
těchto látek bude tedy rozhodovat především
rychlost S jakou budou pronikat do míst S po-
škozeným enzymem [především do CNS] a ja—
kou zde vytvoří koncentraci.

Souhrn

Byla zkoušena reaktivační účinnost šesti oximů
na lidské mozkové acetylcholinesteráze [homogenát
nucleus caudatus] inhibované izopropyI-methylfosfo-
nofluoridátem. U každého oximu byla měřena Zá-
vislost procenta reaktivace na molární koncentraci
oximu [doba reaktivace = 5 min.) a Z těchto Zá-
vislosti byly počítány koncentrace reaktivátoru vy-
volávající 500/0 reaktivaci [R50]. Byly naměřeny tyto
hodnoty R50: 4 „M pro 1,3-bis-[4-pyridinaldoxim]-
propan dibromid, 10 MM pro 1,3-bis-[4-pyridinaldo-
Xim]-2-oXapropan dichlorid, 53 „M pro 1,1-biS-[4-py-
ridinaldoximI-metan dibromid, 61 „M pro 2-pyridi-
naldoxim methojodid, 8511M pro 1-[4-pyridinaldo-
xim]-3-dietylmetylamoniumpropan dibromid a 165 MM
pro 1,4-bis-[4-pyridinaldoxim]-2-tranS-buten dibro-
mid. Všechny pokusy byly konány při 25 °C a pH 8,0.

Autor děkuje O. Ochrymovičovi Za technickou Spolupráci.
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