ROCNIK LXXII, 2003, &. 3

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY 129

615.784.5:615.9:356.33

IN VITRO POROVNAN{ REAKTIVACNI UCINNOSTI POTENCIONALNICH SYMETRICKYCH
BISKVARTERNICH REAKTIVATORU ACETYLCHOLINESTERAZY LISICICH SE DELKOU
SPOJOVACIHO RETEZCE
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Souhrn

Byla porovndna reaktivacni ii¢innost dvou potencidinich reaktivdtorii acetylcholinesterdzy inhibované ner-
vové paralytickou ldtkou VX — 1,3-bis(2-hydroxyiminomethypyridinium) propan dibromidu a 1,4-bis(2-hydro-
xyiminomethypyridinium) butan dibromidu. Ukdzalo se, Ze oxim s del$im spojovacim Fetézcem je lepSim reak-

tivatorem VX-inhibované acetylcholinesterdzy.
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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 — 1.3-bis(2-
-hydroxyiminomethypyridinium) propane dibromide and 1.4-bis(2-hydroxyiminomethypyridinium) butane
dibromide were compared. Oxime with its longer connecting chain seems to be a better reactivator of VX-inhibited

acetylcholinesterase.

Key words: Acetylcholinesterase; VX agent; Oximes; Reactivation.

Uvod

Neurotoxické organofosforové sloueniny uZiva-
né v soucasné dobé jako nervové paralytické latky
(sarin, soman, tabun, cyklosarin nebo litka VX) patii
mezi latky, které ,,nevratné* inhibuji enzym — acetyl-
cholinesterazu (AChE; EC 3.1.1.7). Jejich inhibi¢ni
efekt je zplsoben fosforylaci serinové hydroxy-sku-
piny v aktivnim misté enzymu (1, 2).

Létka VX [O-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-
-methylthiofosfonét] je vysoce toxicky organofos-
fonat vyvinuty v 60. letech 20. stoleti (3, 4).

Mezi béZné uZivané reaktivitory organofosfaty —

inhibované AChE patii monopyridiniové (prali-
doxim) ¢i bispyridiniové oximy (obidoxim, metho-
xim, trimedoxim ¢&i oxim HI-6). Zadny z dosud zn4-
mych reaktivitori acetylcholinesterizy nedokize
efektivné reaktivovat acetylcholinesterdzu inhibo-
vanou viemi znamymi organofosfaty (5). V této
préici je in vitro testovana reaktivaéni u¢innost dvou
potencidlnich reaktivatorit AChE 1,3-bis(2-hydro-
xyiminomethypyridinium) propan dibromidu [1] a
1,4-bis(2-hydroxyiminomethypyridinium) butan
dibromidu [2] jiZ dfive syntetizovanych na naSem
pracovisti (obr. 1).
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Obr.1: Struktura potencidlnich reaktivdtori AChE
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Experimentalni ¢ast

Chemikdlie

Oximy 1,3-bis(2-hydroxyiminomethylpyridinium)
propan dibromid 1 [bod tani 253-256 °C; pKal =
7,13 a pKa2 = 8,55] a 1,4-bis(2-hydroxyiminomet-
hypyridinium) butan dibromidu 2 [bod tani 235 °C;
pKal = 7,12 a pKa2 = 8,07] byly jiZ diive synteti-
zovany na naSem pracovisti. Jejich Cistota byla veri-
fikovana pomoci HPLC (Spectra Physics Instrument
vybavend UV 1000 detektorem a Purospher RP-
18E kolonou), HI-NMR (Varian Gemini 300; 300
MHz) a elementarni analyzou (Perkin Elmer CHN
Analyzer 2400 Serie II).

Litka VX (O-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-
-methylthiofosfonat) byla ziskdna z VOZ 072
Zemianské Kostolany (Slovenska republika) a jeji
Cistota byla 95 %. V3echny dalSi chemikalie byly
ziskany komer¢ni cestou.

In vitro experiment

In vitro testovani bylo provedeno standardnim
postupem (6, 7). Jako zdroje enzymu AChE bylo
uZito 10% homogenétu z krysich mozki. Homoge-
nét byl 30 minut inkubovan s latkou VX. Po inhibi-
ci byl k reakéni smési pfidian oxim o znimé kon-
centraci. Aktivita AChE byla méfena potenciosta-
tickou metodou titratorem RTS 822 (Radiometer,
Dansko) (8). Disociaéni konstanta charakterizujici
komplex enzym-reaktivator (K;s) a disociaéni kon-
stanta charakterizujici komplex rektivator—inhibova-
ny enzym (Kg) spole¢né s rychlostni konstantou
prvniho fadu (kr) byly ziskédny z rychlosti enzymo-
vé reakce. Bimolekuldrni konstanta reaktivace (kp,
ktera charakterizuje celkovou reaktivacni d¢innost
reaktivitoru, byla vypoé&tena z rovnice (k, = kr/Kg)
(9). Schopnost -oximi reaktivovat AChE inhibova-
nou latkou VX byla vyjadiena jako procentuélni
vzrust aktivity reaktivovaného enzymu v reakéni
smési.

Vysledky a diskuse

Pii celkovém porovnédni vysledki reaktivace
ACHE inhibované litkou VX se jevi jako lepsi reak-
tivitor oxim 1,4-bis(2-hydroxyiminomethypyridini-
um) butan dibromid (latka 2). OvSem diléi vysled-
ky jiZ tak jednozna¢né nejsou. Ze srovnani hodnot
konstanty Kpys, kterd charakterizuje vznik komple-
xu reaktivitor—enzym, vyplyva vy3§i afinita pro
latku 2, zatimco konstanta Kg, ktera popisuje kom-
plex reaktivator—inhibovany enzym [EIR], favori-
zuje latku 1. Rychlostni konstanta prvniho fadu kg
latky 1 je tiikrat vy33i neZ pro latku 2. ProtoZe tato

rychlostni konstanta charakterizuje pouze dil¢i
reakci celé reaktivace — rozpad komplexu reaktiva-
tor-inhibovany enzym (viz schéma 1) a opétovny
vznik reaktivovaného enzymu [E], neni jeji hodno-
ta smérodatna pro rychlost celé reaktivace.
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Schéma 1: Kinetika reaktivace inhibovaného enzymu

Ukazatelem charakterizujicim celou reaktivaci
je bimolekularni konstanta reaktivace (k;) (9). Ze
srovndni hodnot této konstanty vyplyva, Ze reakti-
vace zprostfedkovana latkou 2 probiha 25krat rych-
leji neZ reaktivace zprostifedkovana latkou 1.

Tabulka 1

Kinetické hodnoty charakterizujici reaktivaéni schopnost
testovanych oximi

Litka | K, [M] | K,[M] | k,[min"] |k [min'M"]

1 35 1350 0,131 98

2 100 16 0,040 2469

Ze srovnini maximdlniho dosaZeného procenta
reaktivace se jevi stejné jako pfi porovnanich bimo-
lekularnich konstant reaktivace (k) u¢inné&;3i latka
2 (graf 1). Obé latky maji reaktiva¢ni maximum [%]
pii koncentraci oximu 104 M. Latka 2 ovSem pfi
této koncentraci zpusobuje 4,5krat vyssi reaktivaci
VX-inhibované AChE ne? latka 1.

Diky téméf stejné chemické struktuie obou tes-
tovanych sloucenin lificich se pouze délkou spojo-
vaciho fetézce miZeme zivérem fici, Ze délka spo-
jovaciho mistku mezi dvéma kvarternimi dusiky
zasadné ovliviiuje reaktivovatelnost AChE inhibo-
vané latkou VX. Tyto vysledky koresponduji s
vysledky praci, které jiz diive byly vénoviny
podobné tematice (10, 11).
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