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IN VITRO POROVNÁNÍ REAKTIVAČNÍ ÚČINNOSTI POTENCIONÁLNÍCH SYMETRICKÝCH
BISKVARTÉRNÍCH REAKTIVÁTORŮ ACETYLCHOLINESTERÁZY LIŠÍCÍCH SE DÉLKOU

SPOJOVACÍHO ŘETĚZCE
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Souhrn
Byla porovnána reaktivační účinnost dvou potenciálních reaktivátorů acetylcholinesterázy inhibované ner-

voveˇ paralytickou látkou VX — I,3-bis(2-hydroxyiminomethypyridinium) propan dibromidu a 1,4-bis(2-hydro-
xyiminomethypyridinium) butan dibromidu. Ukázalo Se, že oxim S delším Spojovacím řetězcem je lepším reak-

, tivátorem VX-inhibovane' acetylcholinesterázy.

Klíčová Slova: Acetylcholinesteráza; Látka VX; Oximy; Reaktivace.

An In Vitro Comparison of the Reactivator Efficacy of Potential Symmetric Bisquaternary
Acetylcholinesterase Reactivators Which Differ in Their Connecting Chain Length

Summary
The reactivation potencies of two potential reactivators of the VX-inhibited acetycholinesterase — I.3-bis(2-

-hydroxyiminomethypyridinium) propane dibromide and 1.4-bis(2-hya'roxyiminomethypyridinium) butane
a'ibromia'e were compared. Oxime with its longer connecting chain seems to be a better reactivator ofVX-inhibited
acetylcholinesterase.
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Úvod

Neurotoxické organofosforové Sloučeniny užíva-
né v Současné době jako nervově paralytické látky
(sarin, Soman, tabun, cyklosarin nebo látka VX) patří
mezi látky, které „nevratně“ inhibují enZym — acetyl-
cholinesterázu (AChE; EC 3.1.1.7). Jejich inhibiční
efekt je Způsoben fosforylací Serinové hydroxy-Sku-
piny V aktivním místě enZymu (l, 2).

Látka VX [O-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-
-methylthiofosfonát] je vysoce toxický organofos-
fonát vyvinutý v 60. letech 20. Století (3, 4).

Mezi běžně užívané reaktivátory organofosfáty -

inhibované AChE patří monopyridiniové (prali-
doxim) či bispyridiniové oximy (obidoxim, metho-
xim, trimedoximči oxim HI-6). Žádný Z dosud Zná-
mých reaktivátorů acetylcholinesterázy nedokáže
efektivně reaktivovat acetylcholinesterázu inhibo-
vanou všemi Známými organofosfáty (5). V této
práci je in vitro testována reaktivační účinnost dvou
potenciálních reaktivátorů AChE 1,3-bis(2-hydro-
xyiminomethypyridinium) propan dibromidu [1] a
l,4-bis(2-hydroxyiminomethypyridinium) butan
dibromidu [2] již dříve syntetiZovaných na našem
pracovišti (obr. 1).
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Obr. 1.' Struktura potenciálních reaktivátorů AChE
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IV)Experimentálnı cast

Chemikálie `
Oximy l,3-biS(2-hydroxyiminomethylpyridinium)

propan dibromid l [bod tání 253-256 °C; pKal =
7,13 a pKa2 = 8,55] a 1,4-biS(2-hydroxyiminomet- '
hypyridinium) butan dibromidu 2 [bod tání 235 °C;
pKal = 7,12 a pKa2 = 8,07] byly již dříve Synteti-
Zovány na našem pracovišti. Jejich čistota byla veri-
fikována pomocí HPLC (Spectra Physics Instrument
vybavená UV 1000 detektorem a PuroSpher RP-
18E kolonou), Hl-NMR (Varian Gemini 300; 300
MHz) a elementární analýzou (Perkin Elmer CHN
Analyzer 2400 Serie II). _

Látka VX (O-ethyl-S-(2-diiSopropylaminoethyl)-
-methylthiofosfonát) byla získána Z VOZ 072
Zemianské Kostolany (Slovenská republika) a její
čistota byla 95 %. Všechny další chemikálie byly
Získány komerční cestou. i

In vitro experiment
In vitro testování bylo provedeno Standardním

postupem (6, 7). Jako Zdroje enzymu AChE bylo
užito 10% homogenátu Z krysích mozků. Homoge-
nát byl 30 minut inkubován S látkou VX. Po inhibi-
ci byl k reakční Směsi přidán oxim o Známé kon-
centraci. Aktivita AChE byla měřena potenciosta-
tickou metodou titrátorem RTS 822 (Radiometer, ›
Dánsko) (8). DiSociační konstanta charakterizující
komplex enzym-reaktivátor (Kdis) a disociační kon-
Stanta charakterizující komplex rektivátor-inhibova-
ný enzym (KR) Společně S rychlostní konstantou
prvního řádu (kR) byly Získány Z rychlostí enzymo-
vé reakce. Bimolekulární konstanta reaktivace (kr),
která charakterizuje celkovou reaktivační účinnost
reaktivátoru, byla vypočtena Z rovnice (kr = kR/KR)
(9). Schopnost -oximů reaktivovat AChE inhibova-
nou látkou VX byla vyjádřena jako procentuální
vzrůst aktivity reaktivovaného- enzymu v reakční
smeSı.

Výsledky a diskuse

Při celkovém porovnání výsledků reaktivace
AChE inhibované látkou VX Se jeví jako lepší reakè
tivátor oxim l,4-biS(2-hydroxyiminomethypyridini-4
um) butan dibromid (látka 2). Ovšem dílčí výsled-
ky již tak jednoznačné nejsou. Ze srovnání hodnot
konstanty KDIS, která charakterizuje vznik komple-
xu reaktivátor-enzym, vyplývá vyšší afinita pro
látku 2, Zatímco konstanta KR, která popisuje kom-
plex reaktivátor-inhibovaný enzym [EIR], favori-
Zuje látku 1. Rychlostní konstanta prvního řádu kR
látky 1 je třikrát vyšší než pro látku 2. Protože tato
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rychlostní konstanta charakterizuje pouze dílčí
reakci celé reaktivace — rozpad komplexu reaktivá-
tor-inhibovaný enzym (viz Schéma 1) a opětovný
vznik reaktivovaného enzymu [E], není její hodno-
ta Směrodatná pro rychlost celé reaktivace.

E+I-_›E|

K__Î__ EIR

EIR______> E+|R

Schéma I: Kinetika reaktivace inhibovaného enzymu

Ukazatelem charakterizujicim celou reaktivaci
je bimolekulární konstanta reaktivace (kr) (9). Ze
Srovnání hodnot této konstanty vyplývá, že reakti-
vace zprostředkovaná látkou 2 probíhá 25krát rych-
leji než reaktivace Zprostředkovaná látkou 1.

Tabulka 1

Kinetické hodnoty charakterizující reaktivační Schopnost
testovaných oximů ~

Lâtka K ['M] KR['M] k,[min"] k,[min"-M"]DIS

l 3,5 1350 0,131 98

2 100 16 0,040 2469

Ze Srovnání maximálního dosaženého procenta
reaktivace Se jeví Stejně jako při porovnáních bimo-
lekulárních konstant reaktivace (kr) účinnější látka
2 (graf 1). Obě látky mají reaktivační maximum [%]
při koncentraci oximu 10“4 M. Látka 2 ovšem při
této koncentraci Způsobuje 4,5krát vyšší reaktivaci
'VX-inhibované AChE než látka 1.

Diky téměř Stejné chemické Struktuře obou tes-
tovaných Sloučenin lišících Se pouze délkou Spojo-
vacího řetězce můžeme závěrem říci, že délka Spo-
jovacího můstku mezi dvěma kvartemími dusíky
Zásadně ovlivňuje reaktivovatelnost AChE inhibo-
vané látkou VX. Tyto výsledky korespondují S
výsledky prací, které již dříve byly věnovány
podobné tematice (10, 11).
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