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Souhrn

Za profylakticka antidota jsou povaZzovana farmdkara zabrani intoxikaci organismu nebo zlepsi jeji
prognozu, jsou-li podanaipd expozici toxickou latkou. V terapii pouzivanyofytaktickym antidotem, které
chrani organismus/ed intoxikaci organofosforovymi sk&ninami, je pyridostigmin chlorid jako reverzibil-
ni inhibitor acetylcholinesterasy (AChE). Pracezgnerena na hledani novych inhibiAChE, které by
mely uplatreni v profylaxi intoxikaci OP. Bylofpraveno 15 symetrickych biskvarternich inhibit@r byla
testovana jejich inhildhi schopnost standardni in vitro metodou. Jako hmagwejSi inhibitor AChE byl na
zakladt hodnoty G, vybran but-(2E)-en-1,4-diyl-1,1’-bis(4-(4-nitroke)-pyridinium)-dibromid.

Kli ¢éova slova:Acetylcholinesterasa; Inhibitory; Nervoparalytické latky; Profylaxe.

New Bisquaternary Inhibitors of Acetylcholinesterag Used as a Profylactics
in Organophosphorus Poisoning

Summary

The prophylactic antidotes are pharmaceutics widah prevent the intoxication of the human body or
may improve its prognosis if administered befoeedkposure to a toxic substance. Pyridostigminericd,
a reversible acetylcholinesterase(AChE) inhibiisrused as a prophylactic antidote which may preves
organism from organophosphorus poisoning (OP). Plaiger is focused on searching new AChE inhibitors
that might be used in prophylactic treatment of i@Bxications. The aim of this study was to prepHsesym-
metric bisquaternary inhibitors and to evaluateithehibition ability (ICsq) via a standard in vitro method.
The but-(2E)-en-1,4-diyl-1,1'-bis(4-(4-nitrobenzplridinium) dibromide was selected, on the basikCg,

value, the most potent AChE inhibitor.

Key words: Acetylcholinesterase; Inhibitors; Nerve agent&tiatment.

Uvod

Organofosforové inhibitory (OP) acetylcholineste-
rasy (AChE, EC 3.1.1.7) jsou zkoumany od 30. let
20. stoleti (5). Bvodre tyto sloweniny byly vyuzi-
vany jako insekticidy, ale diky vysoké toxichyly
posléze pouzity jako bojové chemické latky (BCHL)
(15). Nebezp#ou skupinu organofosforovych slou-
¢enin gedstavuji nervoy paralytické latky (NPL).
Vyznauji se vyrazg vysSi toxicitou wéi savaim
(13). Do organismu pronikaji vSemi moznymi ces-
tami vstupu, i pes neporuSenouiki, nastup Ginku
je rychly (15). Jejich pouzivani je zakazano umlu-
vou o zakazu chemickych zbrani, ktera byla v roce
1997 ratifikovana 65 staty &a (13). Syntéza je re-
lativné snadna, proto tyto latky mohou byt zneuzity
jako zbra® hromadného ®deni a nastroje teroris-
tickych Utoki. O moZnosti zneuZiti NPL &ui tero-
risticky utok v tokijském metru z 90. let minulého
stoleti (12).

Pti kontaktu OP s organismem je blokovan seri-

novy hydroxyl aktivnhiho mista enzymu. Inhibovany

enzym neni schopen hydrolyzovat zvySené mnoz-
stvi acetylcholinu (ACh) v perifernich efektorech,

vegetativnich gangliich a v nervosvalovém spojeni
(). DalSi starnuti komplexu enzym—inhibitor vede

k nezvratné (ireverzibilni) inhibici (10).

Podle lokalizace nahrom&di ACh na pislus-
nych receptorech popisujeméizmaky muskarino-
vé, nikotinové a centralni (13). U jedince zasaZzené
ho OP se vyskytuje napporucha akomodacmc-
ky, zvySené fekrveni sliznic s edémem, zvySena
sekrece slinnych, slznych, potnich a bronchialnich
Zldzek, zvySenaigvni peristaltika az kolikovité bo-
lesti, poruchy srdmiho rytmu a zaSkuby jednotli-
vych skupin picné pruhovaného svalstva. Nebez-
petnost gchto latek tkvi v kombinackit fakton, a
to bronchokonstrikce, paralyzy dychacich éval
Gtlumu dychaciho centra v prodlouzené miSe, které
spole&né vedou k udu3eni intoxikovaného jedince.

Siroka dostupnost OP v oblastiaptyslu, pou-
Zivani OP pesticidnichifpravki a aktuélni hrozba
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teroristického zneuZiti BCHL davaji paftrk vy-
voji UcinngjSi profylaktické i antidotni terapie (9).
V armadéach NATO je pro profylaxiied otravou
NPL pouZzivan pyridostigmin chlorid. Je to reverzi-
bilni inhibitor AChE, po ufité dok¥ dochazi k obno-
veni aktivity, a enzym tak znovu pIni svou fyziolo-
gickou funkci (16). Profylaktickddinnost pyrido-
stigminu (i jinych karbamé) je limitovana podanou
davkou. Se zvySujici se davkou roste profylakticka
acinnost i vyskyt nezadoucicltiaka. Doporigena
davka pro toto profylaktikum u otrav NPL je 30 mg
podavanim spote¢ s anticholinergiky. Nejvhodisi

je kombinace pyridostigminu s benaktyzinem a tri-
hexyfenidilem (4). Pro dely profylaxe NPL bylo
testovdno mnoho latek &anym mechanismentiin-

ku (blokator kalciovych kanalnimodipin, perifer-

ni myorelaxans tubokurarin, antagonista opiovych
receptofi meptazinol). Jejichdinnost vSak nebyla
prokazana jako vyznamna v porovnani s protektiv-
nimi &inky pyridostigminu (2). DalSim moznym
principem profylaxe je podani enzymu, jenZ na sebe
navaze molekuly OP (tzv. stechiometricky scaven-
ger), nebo je roz&i (tzv. katalyticky scavenger) (3).

Material a metody

Testované inhibitory AChE (tab. 1) bylyipra-
veny na kateie toxikologie FVZ UO (6). PouZité
chemikalie analytickéistoty byly zakoupeny od fy
Sigma-Aldrich. Readni snes byla michanaipre-
fluxu acetonitrilu po dobu 8 hodin. K &eni ¢isto-
ty now syntetizovanych latek byla pouZzita tenko-
vrstva chromatografie (7), prov&ith na deskach
DC-Alufolien Celulose-F (Merck) s mobilni fazi
butanol-voda—kyselina octova (5:2:1). &kdzu fi-
tomnosti kvarternich latek bylo pouZzito Dragendor-
ffovo ¢inidlo — zasobni roztok: 850 mg zasaditého
dusinanu vizmutitého + 40 ml destilované vody
+ 10 ml koncentrované kyseliny octové a 8 g jodi-
du draselného + 20 ml destilované vodggny
roztok pro vlastni detekci: 5 ml zasobniho roztoku
+ 10 ml konc. kyseliny octové + 50 ml destilované
vody. Fyzikalg-chemické charakteristiky syntetizo-
vanych biskvarternich sléanin byly popsany iiive
(12).

Jako zdroj AChE byl pouzit 10% homogenat
mozku laboratorniho potkana (kmen Wistar). Stano-
veni inhibEnich aktivit bylo provéaéhoin vitro me-
todou (8) s vyuZitim automatického titratoru RTQ 82
(Metrohm, Svycarsko). Nasyntetizované skeniny

byly rozpusény v 5 ml destilované vody a na pH
statu upraveno pH roztoku na 7,6danim 0,1 M
NaOH. Po ustéleni byl roztok dogh destilova-
nou vodou na celkovy objem 6 ml. Nejprve byla
pomoci titratoru zrérena aktivita AChE. Do titka
ni kadinky s magnetickym michadlem bylo adm
feno 20 ml destilované vody, 2,5 ml NaCl a 0,5 ml
mozkoveho homogenétu.iiPdosazeni pH = 7,9
byly do titratni kadinky gidany 2 ml acetylcholin
jodidu (AChl).

Poté byly postupaiméieny afinity gipravenych
slowtenin k AChE v koncentiai rad (10°-102 M).
Do titratni nadoby s magnetickym michadlem bylo
odmeieno 19,8 ml destilované vody, 200 pl vzorku
dané koncentrace inhibitoru, 2,5 ml NaCl a 0,5 ml
mozkového homogenatu. Po dosaZzeni pH = %8 op
piidano 2 ml AChl.

Princip stanoveni afinity biskvarternich
inhibitor @4 k AChE

AChE 3gpi pridany substrat (AChl) za vzniku
cholinu (Ch) a kyseliny octové (AA) (schéma 1).
Pomoci pH statu je udrzovano pH = 8 dotitrovanim
0,01 M roztokem NaOH. Spetha NaOH je ugr-
nd mnozstvi AA, kterd vznikla rozkladem AChI
enzymem (AChE). # inhibici AChE se sniZuje
aktivita enzymu, snizi se i mnozstvi vzniklé AA a
tim i spoteba NaOH.

Vysledky

Hodnoty 1G, byly vypctitany z namfenych
hodnot poklesu aktivity AChE nelinearni regresi
v programu GraphPad Prism (verze 3.02 pro Win-
dows; vyrobce GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) a byly zjiSény intervaly spolehlivosti (tab. 1).
Odlehlé hodnoty enzymové aktivity byly vyl&er
ny pomoci Dean-Dixonova testu (StatXact 7. Statis-
tical software for exact nonparametric inference.
Cytel Inc., 2005). Latka&islo 15 nebyla shledana
inhibitorem AChE, jelikoZ jeji natfena hodnota
afinity v raiznych koncentracich byla pétpopako-
vanych ntenich stéle rovna nule.

Nej&kinnéjSim inhibitorem AChE byla na zaklad
hodnoty 1G, shledana slaieninal4 but-(2E)-en-
-1,4-diyl-1,1’-bis(4-(4-nitrobenzyl)-pyridinium)-di
bromid. Uvedend sl@enina mé nejitsSi schopnost
inhibovat potkani AChE.
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Schéma 1: Enzymaticka reakce pro stanoveni akteiyylcholinesterasy
Tabulka 1
Prehled testovanych inhibitoii AChE, molekulovych hmotnosti, hodnot 1Gy a 95% CI
/ R
ve | ICeo o
X N/\/\/ X M, 95 % konfidenéni interval
| @ o [nM]
R 2Br

1 CH; 307,04 0,762 3,735 x 18- 1,554 x 10°
2 CH=NOH 336,04 0,795 6,352 x10- 9,952 x 10
3 CHs 321,06 0,531 3,681 x 1b— 7,661 x 10
4 CH; 335,09 0,197 1,212 x 10- 3,198 x 10
5 C(CHy)3 349,12 0,371 2,684 x 19- 5,132 x 10¢
6 CN 318,02 0,150 1,109 x T9- 2,013 x 10
7 OH 309,01 1,034 7,487 x T0- 1,425 x 10°
8 COCH 335,05 0,610 4,179 x 1B~ 8,904 x 10*
9 fenyl 369,11 0,041 3,389 x Po- 5,064 x 10°
10 benzyl 383,11 0,007 4,411 x'i0 8,640 x 10
11 (CHy);0H 351,09 0,049 4,156 x 10- 5,815 x 10°
12 COOH 336,04 16,768 7,990 x'16 3,519 x 107
13 N(CH), 336,08 0,023 1,788 x 10— 2,900 x 10
14 4-nitrobenzyl 428,13 0,009 5,749 x40 1,274 x 10°
15 3-fenylpropyl 411,19 | - 1 e
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Graf 1: Znazoreni hodnot I1G, syntetizovanych inhibitdrAChE

Vyznamnymi inhibitory jsou také podle grafu 1
sloweniny ¢islo 11 a 13, jejichZz hodnoty 1G, se
od sebe vyraznneliSi. Naopak nejmensi inhdii
schopnost byla zji§ha u slodeniny¢islo 12

Diskuse

V pritbéhu této studie jsme se snazili najit inhi-
bitor AChE, ktery by mohl byt vyuZit jako terape-
utikum intoxikaci zgisobenych OP. Mechanismus
terapeutického dinku reverzibilniho inhibitoru je
charakterizovan vznikem nekovalentni vazishto
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latek na enzym AChE. Timto AChE zablokuji a
chrani ped naslednym navazanim OP, které jsou
schopny vytvéit s timto enzymem kovalentni vaz-
bu. Po uité doke dochazi u reverzibilnich inhibi-
tora k jejich uvolréni z vazby na AChE, k zvySeni
poétu aktivnich molekul enzymu v synaptickych a
nervosvalovych spojenich a nasledné Uprstavu
intoxikovaného pacienta.

Métenim bylo zjis&no, Ze latkal5 but-(2E)-en-
-1,4-diyl-1,1’-bis(4-(3-phenylpropyl)-pyridinium)-
-dibromid enzym neinhibovala. Do dalSiho zpraco-
vani latka jiz nebyla zahrnuta.¢¥8ina biskvarter-
nich latek byla ve vadrozpustna, vyjimku tvi
sloutenina9 but-(2E)-en-1,4-diyl-1,1’-bis(4-phenyl
pyridinium) dibromid, kteréa byla procély ziskani
inhibi¢ni aktivity rozpu&na v dimethylformamidu.
Z vySe uvedenéhoigiodu viak nelze srovnavat jeji
hodnotu IG, s ostatnimi hodnotami.

Zmena struktury pipravené sloteniny ovliv-
nuje jeji inhibeni aktivitu. Jako nejménicinné se
jevi latky obsahujici ve své molekule nukleofilni
skupinu (OH, CH=NOH), ktera pra¥podobr
vyznami ovliviuje aktivitu gchto latek vzhledem
k AChE. DalSi vyznamnou korelaci lze pozorovat
pii nanistani jednoduchého alkylovébetézce, kde
se s nalstajicim pétem uhliki relativrne zvySuje
inhibi¢ni aktivita (methyl<ethyl<propyl). Déle usu-
zujeme, Ze fitomnost aromatického jadra jako sub-
stituentu v poloze 4 (fenyl, benzjil substituovany
benzyl), vyznamé zvysSuje afinitu latky k enzymu
(fenyl<benzyk4-nitrobenzyl).

Z testovaneé skupiny prokazala sieninal4 but-
-(2E)-en-1,4-diyl-1,1’-bis(4-(4-nitrobenzyl)-pyridi
nium)-dibromid nej¥tsi schopnost inhibovat pot-
kani AChE. V dalSiclin vitro experimentech bude
nutné detaild tuto slodeninu porovnat s pouziva-
nymi standardy a potvrdit, papvylowit jeji vhod-
nost pro testovarif vivo.
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