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Souhrn

Prrestup reaktivatat acetylcholinesterasyips hematoencefalickou bariéru je v &anosti jednim 2asto
debatovanych probléirsouvisejicich sdinnosti gchto terapeutik. ZvySeni lipofility se jevi jakdnja z moz-
nych cest, které by mohly zvysitipik techto latek do mozku.

V této praci je hodnocena reaktird (cinnost no¥ pripraveného oximu — fluorovaného reaktivatoru
K203, ktery byl fipraven na spolupracujicim pracovisti Researchitat of Chemical Technology (Korea)
a nese ozn@&ni K22836. Fluorace oximu K203 viak vedla k shifgdo terapeutické dinnosti, ktera se
projevila jak sniZzenim reaktivace acetylcholinessgrv krvi, tak i v centradlnim nervovém systémuleple
pisobicim reaktivatoremiwi tabunem inhibované acetylcholinesterase tak iatadistava givodni, nami

pripraveny oxim K203.

Kli ¢ova slova:Reaktivator; AChE; K203; K22836; CNS.

Is Oxime Fluorination the Proper Way to Increase Pretration of These Compounds
in the Central Nervous System?

Summary

The penetration of acetylcholinesterase (AChE) tieators through the blood-brain barrier is hotlyse
cussed question nowadays. The increase of lipgjikibf these compounds is one of the possible ways
to increase their penetration and also their effigén the central nervous system.

The aim of this study is to compare the reactivapotency of newly synthesized oxime — oxime K203 —
after its fluorination. This AChE reactivator wasepared at the Research Institute of Chemical Teldyy
(Korea) and is known as K22836. The fluorinationogfme K203 leads to reduction of its therapeutic
efficacy. The reactivation potency of newly syrilegsoxime K22836 was lower in the whole blood asd
in the central nervous system. In summary, the effishicious reactivator in case of tabun-inhibite@hE
is still oxime K203 originally prepared at our depaent.

Key words: Reactivator; AChE; K203; K22836; CNS.

Uvod

Terapie intoxikaci organofosforovymi inhibitory
(OFI) neni dosud uspokogiwyireSena i festoze je
hlavni mechanismuscinku znam. Je jim inhibice
Zivotreé dulezitétho enzymu acetylcholinesterasy
(AChE, EC 3.1.1.7) (1). V s@asnosti je doporu-
¢ovano podani kombinace atropinu a reaktivatoru
(2). Atropin blokuje muskarinové receptoiimz
shizuje @&inky kumulovaného neurotransmiteru ace-
tylcholinu (ACh) v synapsich vegetativniho nervo-
vého systému a v organech.iB& vSak ficinu in-
toxikace, navySeni hladiny ACh. K tomutgelu
byla vyvinuta jina terapeutickd skupina, oZoa-

na jako reaktivdtory AChE oximového typu. Tyto re-
aktivatory znovuobnovuiji aktivitu inhibované AChE,
ta pak z&ne znovu &fpit ACh a tim sniZzi jeho hla-
dinu na fyziologickou mez (3).

V terapii intoxikace tabunem je standardnim re-
aktivatorem obidoxim, ktery je zaveden v antidotni
vybaw mnoha armad (4). Tato terapie vSak neni do-
stat&né U¢innd, proto jsou na kateel toxikologie
Fakulty vojenského zdravotnictvi UO vyvijeny nové
typy reaktivatob. Nejlepsi, ktery byl pro terapii in-
toxikace zsobené tabunem vyvinut, je oZpaan
jako K203 (5) a je testovan na mnoha kooperuji-
cich zahrarinich pracovistich jako potencialni na-
stupce standardniho reaktivatoru obidoximu.



24

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

R@NIK LXXIX, 2010, &. 1

CH=NOH ‘ @

— €]
HON=HC = | 20 ~ ‘ ° ) Bre
“ON__O0__N2. HON=HC
Obidoxim K203

Obr. 1: Struktury testovanych reaktivagor

Velkym problémem, ktery Gzce souvisi &ni
nosti chto terapeutik, je jejich prostupgs hema-
toencefalickou bariéru (HEB) do centralniho nervo-
vého systému (CNS) (6). Organofosforove inhibi-
tory jsou ve ¥tSirg pripadi lipofilni latky, které do
CNS prostupuji velmi ddle a zvySuji hladinu ACh
a dalSich neurotransmiter jednotlivych struktu-
rach mozku. Hydrofilni terapeutika (reaktivatory
AChE) pres HEB prostupuji velmi obtizna jsou
proto na Urovni CNS té#n ne&inna.

Proto byl vyvinut novy reaktivator se zvySenou
lipofilitou oxim K22836. Jedna se o derivat oximu
K203, do jehoz struktury byl zaveden atom fluoru.
Tato fluorovani K203 byla navrZzena a syntetizovana
na spolupracujicim pracovisti Research Institute of
Chemical Technology, Medicinal Science Division
(Korea). ZvySenim lipofility by se #h zvysit pro-
stup ges HEB.

Cilem této prace bylo zhodnotit reakiimd (&in-
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lované vody, z tohoto roztoku bylo odebrano 250 ml
a doplno na objem 950 ml destilovanou vodou,
v tomto objemu bylo ustaleno pH na 7,6 pomoci
kyseliny chlorovodikové (HCI) a dopina destilo-
vana voda na koray objem 1000 ml.

Zasobni roztok Tritonu X-100 bykipraven tak,
Ze k 1000 g destilované vody byldigano 0,12 g
Tritonu X-100.

0,02M Tris-pufr — k 100 ml 0,1M Tris-pufru bylo
ptidano 370 ml zasobniho roztoku Tritonu X-100,
v tomto objemu bylo ustaleno pH na 7j6danim
prislusného mnozZstvi zasobniho roztoku pié p
pravu Tris-pufru, poté byl doptn zasobni roztok
Tritonu X-100 na kongy objem 500 ml. Timto
postupem byl ziskan 0,02M Tris-pufr, ktery je za-
roven priblizné 0,01% roztokem Tritonu X-100.

Z4sobni roztok DTNB bylifipraven tak, ze 0,1 g
DTNB bylo rozpu&tno za stalého michani v 100 ml
0,1M Tris-pufru o pH 7,6. Tento roztok Ize ke sta-

nost standardniho terapeutika obidoximu a srovnat noveni pouZzivat jen 3 dny, pokud je uchovavan

ji s K203 a také navnavrzenou strukturou K22836.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Organofosforovy inhibitor, tabun,dstott ~ 98 %
byl ziskan z institutu VTUO Brno. Roztok tabunu
pouzitého ve studii bylijpraven €sné pred pouzi-
tim, davka 1 LI, byla stanovena standardnim tes-
tem toxicity. Oximy obidoxim a K203 bylyip
praveny na katéd toxikologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Krélové
(5). Oxim K22836 byl fipraven v Research Insti-
tute of Chemical Technology, Medicinal Science
Division (Daejon, Korea). Ostatni chemikatis-
toty p. a. byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Nmecko).

Roztoky pro biochemické stanoveni

0,1M Tris-pufr — zasobni roztok praipravu Tris-
-pufru, byl gipraven rozpugnim 24,2 g 1,1,1-tris-
-(dihydroxymetyl)-aminometanu ve 1000 ml desti-

v lednici gi teplo& +4 °C a je chr&n pred swét-

lem. V dol& poteby je gipravena sms zasobniho
roztoku DTNB a 0,1M Tris-pufru v po¥ru 135:40
(DTNB/Tris-pufr). Takto pipraveny roztok raze

byt pouzivan pouze v derfipravy, Ehem stano-
veni jej chranime iied slunénimi paprsky (jejich
vlivem dochazi ke 8peni DTNB a vzniku barevné-
ho TNB-, coz zanaSi chybu do nasledného spektro-
fotometrického stanoveni).

Substrat

Pro stanoveni aktivity AChE je pouZivan speci-
ficky substréat, acetylthiocholin jodid (ATCh). Z&-
sobni roztok ATCh jefifpraven rozpughim 29 mg
ATCh v 10 ml destilované vody. Taktdgipraveny
zasobni roztok je uchovavan v davkach 1 il p
teplog —12 °C. V dob poteby je obsah mikrozku-
mavky roztaven a zasobni roztok jedn v po-
meéru 1:10 (roztok ATCh:destilovana voda).

Kalibra¢ni roztok
Biochemické stanoveni aktivit cholinesteras je
kalibrovano pomoci cystein chloridu. Zasobni roztok
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cystein chloridu je fipraven rozpugnim gesného
mnoZstvi této latky (0,03152 g) v 200 ml destilo-
vané vody. Zasobni roztok je ratein na davky po

1 ml do mikrozkumavek a je skladovat feplog
—-12 °C az do doby, kdy je pouzit ke kalibraci.

Zvirata

Samci potkafh kmene Wistar o hmotnosti 180 az
200 g (BioTest; Konarovic€R). Zvitata byla ustaje-
na v klimatizované mistnosti (stala teplota 22°€2
vlhkost 50 + 10 %, s\elny cyklus 12 h sstlo/tma),
krmena byla standardni peletovou dietou a vodou
ad libitum Experiment byl pod dohledem Etické ko-
mise Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity
obrany (Hradec Krélové).

In vivo experiment

Atropin v terapeutické davce (21 mg/kg) byl i. m.
aplikovan v kombinaci s reaktivatorem (obidoxim,
K203, K22836) 5 minutied vlastni intoxikaci tabu-
nem. Otravné latky v davkach odpovidajicich k4D
byly aplikovany do svalu pravého zadniho stehna
zvirete. Kontrolni skupi&byl podan atropin v tera-
peutické davce a za 5 min byl i. m. aplikovan fy-
ziologicky roztok.

Zvitata byla usmrcena dekapitaci 30 min po in-
toxikaci nervo¥ paralytickou latkou, jako anestézie
byl pouzit CQ. Po dekapitaci byla odebrana hrdel-
ni krev do zkumavek s heparinem a mozek.

Biochemické stanoveni

Biochemické stanoveni aktivity cholinesteras bylo
provedeno ihned po né&lol piné krve. Krev byla nej-
prve hemolyzovana v 0,02 M Tris-pufru (pH 7,6)
v poneru 1:20 (pln& krev/pufr) po dobu 5 minut.
Hemolyzét byl poté vyuZit pro stanoveni aktivit\kre
nich cholinesteras. Do kyvety byl napipetovan roz-
tok DTNB v 0,1 M Tris-pufru o pH 7,6 (1,7 ml),
pak byla pidana hemolyzovana krev (0,1 ml)/plazma
(0,2 ml) a reakce byla odstartovanapanim sub-
stratu specifického pro AChE, ATCh (0,2 ml).

Pro stanoveni aktivity cholinesteras v mozkové
tkani byl gipraven z odebraného mozku homoge-
nat s 0,02 M Tris-pufru (pH 7,6) v pénu 1:10
(mozek/pufr). Homogenat byl poté uZzit pro stanove-
ni cholinesteras stajnjak bylo popsano vySe u he-
molyzované krve.

Aktivita cholinesteras byla &iena standardni
spektrofotometrickou metodikou podle Ellmana, by-
la modifikovdna vinova délka na 436 nm, tak aby
nedochazelo k vyraznym interferencim s hemoglobi-

nem. Pro stanoveni absorbance byl pouZzit Spektro-

fotometr Helios Alpha (Elektron Corporation, Oxfprd
Velk& Britanie). Vysledky byly vyhodnoceny v jed-
notkach pkat/ml.

Kalibrace

Pred vlastni kalibraci jefjpravena cysteinova
koncentrani fada. Zakladni roztok cystein chloridu
je feddn vzdy v pondru 1:1 (koncentrovaijSi roz-
tok cystein chloridu/destilovana voda). Takto vk
fada octytech fiznych koncentracich figemz za-
kladni roztok je 0,2 M.

Kalibragni fada:
0,2 uM-> 0,1 pM-> 0,05 uM-> 0,025 pM

Pro kalibraci se do kyvety misto krevniho he-
molyzatu napipetuje stejny objem (0,1 ml) roztoku
cystein chloridu z fipravené kalibréni fady. Rida
se roztok DTNB v pufru a reakce se odstartifje p
danim gisluSného substratu (ATCh).& se proti
sleg pripravenému vzorku, vém je hemolyzat (roz-
tok cystein chloridu) nahrazen destilovanou vodou.

Statistické hodnoceni

Paset zviat ve skupin byl Sest. Aktivity enzymu
v krevnim hemolyzéatu byly vyj&dny jako péméer
a sn¢rodatna odchylka, pro zjiti statisticky vy-
znamné zreny mezi jednotlivymi skupinami byl
pouZit t-test.

Vysledky

Z vysledki vyplyva, Ze po podani davky 1 kP
tabunu do3lo k vyraznému poklesu aktivit cholin-
esteras, a to nejen na periférii (krev), ale takiN\s.

V krvi do3lo k poklesu na 37 % a v CNS na 12 %
pavodni aktivity enzymu. U skupin, kterym byla po-
dana kombinovand terapie, doSlo nejen k zlepSeni
klinického stavu jeding ale také k signifikantnimu
zvySeni aktivity inhibovanych cholinesteras (ze-
jména v krvi). Nejlep3i dinek vykazal oxim K203,
ktery reaktivoval inhibovany enzym na hodnotu 61 %
v krvi vzhledem k fivodni aktivi€ enzymu. Terape-
uticka Einnost no¥ syntetizované latky K22836,
fluorovaného oximu K203, byla srovnatelnacae
nosti standardnuzivaného obidoximu (viz graf 1).

V CNS doslo také k mirnému navySeni aktivity
AChE — nejlepsi reaktivai (kinnost byla zazna-
menana oft po podani K203 (22 %). Reaktivatory
K22836 a obidoxim na urovni CNS nevykéazaly
Zadny terapeuticky efekt (viz graf 2).
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Graf 1: Terapeuticka dinnost oxind v krvi

Diskuse

Jak jiz bylote¢eno v Uvodu, g¥ejni otdzkou
v terapii otrav OFI, tedy i nerveévparalytickych
latek, je prostup terapeutik do CNS. Atropin, ktery
je také pevazr periferré pasobici, je mozno na-
hradit analogy, jako jsou skopolamén benakty-
zin, u nichz byl prokazan lepsi centralni terapeu-
ticky efekt. Pro dinnost reaktivatar je dilezite,
aby Zistala ve strukite zachovana oximova skupi-
na, ktera je zodp@dna za vlastni reaktivaci. AvSak
jeji pitomnost zarovie zvySuje hydrofilitu. DalSim
faktorem, jenz je néfznivy pro pinik oximi pres
HEB, je gitomnost kvarterniho dusiku (7).

Moznosti jak zvysit pmik latek do CNS je &
kolik. Jednou z cest je zavedeni p&to tprirozené
¢asti do struktury oximu, uvazuje se o zavedeni ana-
logi aminokyselin, steroid pog. modifikované cu-
kernécasti. Tato zrdna ve struktte umozni vyuzit
fyziologické genas&ové systemy zabudované v HEB.
U takto pozminénych reaktivatat je viak pedpo-
klddan vyrazny ndist toxicity (8).

DalSi moznosti je vyuZziti tzv. prodrug neboli
terapeutik, kterd se n&iana terapeutika zémi az
v misg pasobeni pomoci mistniho fyziologického
enzymatického systému. U reaktivdige poteba
LUkryt“ naboj na dusiku nebo hydrofilni oximovou
skupinu do doby, neZ prostougep HEB.

Také zvysSeni lipofility nize g@iznivé ovlivnit
zvySeni koncentrace terapeutika v CNS. Princip zvy-
Seni lipofility je zaloZen na zmenSenicpo hydro-
filnich skupin nebo zavedeni novych skupin lipo-
filnich do struktury léiva. Tento princip byl vyuZzit
také v gipac fluorace oximu K203. Po zavedeni
fluoru doSlo u tohoto oximu k sniZeni reaktinéa
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(einnosti, coz se iedpokladalo. Terapeuticky efekt
po zavedeni fluoru byl srovnatelny s terapeutickou
Gcinnosti standardnuzivaného reaktivatoru obid-
oximu. BohuZel viak nebyla prokadzana ani vyssi
ginnost na urovni CNS, aktivita cholinesteras v CNS
byla po podani K22836 signifikarimizsi nez po
podéani obidoximu. Nasiedpoklad moznosti zvy-
Seni pfiniku pres HEB tak nebyl prokazan.

Zavér

Sledovani zrén aktivit cholinesteras v biologic-
kych vzorcich prokazalo zvySeni aktivity sledova-
nych enzymi po podani oximovych reaktivator
Nejlepsi terapeuticky efekt jak v krvi, tak v CN§ b
pozorovan po podani oximu K203. Tento reaktiva-
tor prokazal lepSi reaktigai schopnost &i ta-
bunu nez v terapii standarimavedeny reaktivator
obidoxim a no¥ pripraveny oxim K22836.

Uvedena prace byla vypracovana diky paépgrantu
Ministerstva obrany eské republiky OPUOFVZ200503.
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