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Souhrn

In vitro reaktivace cholinesteras inhibovanych pesticidy

Organofosforové pesticidy jsou toxické latky komeréné dodavané jako
insekticida pro ochranu zemédélskych komodit, protiepidemickych opatieni
atd. Pouziti pesticidii je v Ceské republice regulovano zakonem, a v ramci celé
Evropské unie je trendem sledovat a regulovat pouzivani piipravka s obsahem
pesticidii. V diplomové praci jsem hodnotila uinnost nové piipravenych
oximovych reaktivatorli acetylcholinesterasy (AChE) za pouziti standardni
spektrofotometrické metody a multikandlového spektrofotometru. Po
experimentalnim testovani schopnosti inhibovat AChE jsem vybrala tfi
pesticidy schopné vazby na AChE bez metabolické aktivace: paraoxon ethyl,
paraoxon methyl a DFP. Nasledn¢ jsem experimentéalné sledovala schopnost 78
vybranych oximovych reaktivatori in vitro obnovit aktivitu AChE po piedchozi
inhibici. Podafilo se dokazat, ze DFP inhibovanou AChE Ize reaktivovat
s vysokou uc€innosti za pomoci monokvartérnich reaktivatort, ale 1 biskvartérni
reaktivatory jsou rovnéz ucinné. Naproti tomu se paraoxon ethyl a stejné tak 1
paraoxon methyl ve vét§i mife daly reaktivovat pouze biskvartérnimi
reaktivatory. Pocet oximovych skupin se nezda byt dilezitym faktorem
predurcujicim ucinnost téchto reaktivatori pro paraoxon methyl a ethyl
Zavérem lze fici, ze vramci experimentii jsem vybrala a do in vivo testi

doporucila vhodné a vysoce u¢inné oximove reaktivatory.



Summary

In vitro reactivation of choliesterases after pesticides inhibition

Organophosphate pesticides are toxic substances supplied commercially
as insecticides in order to protect agricultural commodities, for suppression of
epidemic events etc. The use of pesticides in the Czech Republic is strongly
regulated by law similarly as in the whole EU. The regulation is aimed at
monitoring and regulating the use of products containing toxic pesticides. In
this diploma work, I measured the efficacy of previously synthesized oxime
reactivators using the standard spectrophotometric method and multi-channel
spectrophotometer. After experimental testing, the ability of selected pesticides
to inhibit acetylcholinesterase (AChE) was assessed. I choose tree pesticides
that are capable of binding to AChE without any metabolic activation. It was
paraoxon ethyl, paraoxon methyl, and DFP. Subsequently, I experimentally
observed the ability of 78 selected oximes reactivators to restore AChE activity
in vitro. | proved that the DFP inhibited AChE can be reactivated with high
efficacy using monopyridinium reactivators but bispyridinium reactivators are
also suitable. In contrast to DFP, paraoxon ethyl as well as paraoxon methyl
inhibited AChE was reactivated with only bispyridinium reactivators. Number
of oxime groups isn not significantly important factor in the efficacy of these
reactivators for recovery of AChE activity after paraoxon methyl and ethyl
mhibition. In a conclusions, the most suitable oxime reactivators were chosen

and recommended for the future in vivo tests.
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1. Uvod acil prace

Tato diplomova priace je zaméfena na in vitro vybér nové
ptipravovanych oximovych reaktivatorti acetylcholinesterasy (AChE) vhodnych
k obnové enzymové aktivity po piedchozi inhibici organofosforovymi
pesticidy. Pro vlastni vykonani prace je tfeba provést nejen fadnou reserSné
kompilaéni Cinnost a optimalizovat méfeni zapouziti multikanalové
spektrofotometrie, ale 1 nasledné¢ experimentalné hodnotit ti¢innost testovanych

latek reaktivovat AChE inhibovanou vybranymi organofosforovymi pesticidy.

Pokud mluvime o pesticidech, mdme na mysli Sirokou skupinu latek
hubicich Skidce. Pokud jsou latky schvalen¢ k uziti Ministerstvem zemédélstvi
na zakladé¢ posudku vypracovaného odbornou komisi Ministerstva
zdravotnictvi, mohou byt komeréné¢ dostupné ve specializovanych castech
obchodnich fetézcli zabyvajicich se otdzkou ochrany rostlin pfed hmyzem,
plevelnymi rostlinami, houbami a hlodavci. Z divodu moznych nahodnych
otrav témito latkami je velmi dileZzité informovat o nebezpecnosti téchto

ptipravkd.

V zemich Evropské unie a jinych vyspélych zemich je jejich pouziti
ptisn€ kontrolovano, ale v nékterych chudych africkych a asijskych zemich je
nekontrolované pouzivani dodnes casté. U nds je pouzivani pesticidi
regulovano §39 zakona C¢.326/2004 Sb. a doprovodnou vyhlaskou Stétni
rostlinolékarské zpravy. Obecné intence jsou nafizeny Evropskou unii a to
smérnici 91/41/EHS. Nicméné 1 pfisna regulativa nezabrani vSem ndhodnym
otravam pramenicim zchybné manipulace s toxickymi piipravky a jejich
nevhodnou aplikaci. Lécba otravenych jedinc neni dostatecné zvladnuta, a

proto stale probihd intenzivni vyzkum v oblasti ptipravy novych G€innych latek.

Cilem této prace bude nejen vybér vhodnych oximovych reaktivatort
pro paraoxon methylem, paraoxon ethylem a DFP inhibovanou AChE, ale 1
mapovani strukturnich poZadavkl ovliviiujicich schopnost reaktivatori obnovit

aktivitu inhibovaného enzymu. Nasledn¢ budou, pro potiebu Katedry



toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, navrzeny

nékteré perspektivni reaktivatory k in vivo testovani.
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2. Teoreticka cast

2.1. Enzymy - CHOLINESTERASY

Cholinesterasy jsou enzymy pattici do skupiny hydrolas (EC 3.)
Stépicich esterovou vazbu (podskupina esteras EC 3.1.). Rychleji hydrolyzuji
estery cholinu nez jiné alifatické ¢i aromatické estery. Jsou citlivé vii¢i riznym
inhibitorim, napt. organofosforovym inhibitortim (OFI) a fysostigminu (eserinu
— indolovému alkaloidu ze semen lidny Physostigma venenosum). Tyto enzymy

katalyzuji reakci:
R-COO-R’" + H,0 —*“ 5 R-COOH + R’-OH

2.1.1 Acetylcholinesterasa ( AChE)

AChE je enzym ptitomny pfedev§im v nervové tkani, svalu a cervenych
krvinkach. Katalyzuje hydrolyzu acetylcholinu (ACh) na cholin a kyselinu
octovou [1]. Rozkladem ACh se snizuje jeho plisobeni na synapsi. Hydrolyza
substratu probihd katalyticky ve vice stupnich. ACh se nejprve navaze svym
kvartérnim dusikem na a-aniontovou ¢ast enzymu a karboxylem na esterové

misto molekuly.

acetylcholin

cholin

; =
(=] ] ]

komplex substrat-enzym acetylovany enzym

H20

Obr. 1: Schéma odbouravani acetylcholinu AChE.
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2.1.1.1. Struktura AChE

Enzym je tvofen dvéma polypeptidovymi fetézci a a B, které jsou
spojeny disulfidovymi mustky. Primarni struktura vldkna se skldda z 537
aminokyselin s Asp-1 na N-konci a Cys-537 na C-konci. Molekulovd hmotnost
purifikované AChE se odhaduje na 250 kDa [2]. Aktivni misto AChE je ryha
hluboka asi 200 nm, jenZ byla prostudovana pomoci metody navazani ligandu a
krystalograficky. Aktivni misto se déli na dvé Ccasti: C€ast katalytickou
ptedstavovanou hydroxylovou skupinou serinu a periferni ¢ast s a-aniontovym
mistem tvofenym parcidlnim zapornym nabojem aniontu kyseliny glutamové.
Ligandy véazané na a-aniontovou ¢ast mohou vzhledem k aktivnimu centru
pusobit jako sterické inhibitory, nebo allosterické induktory. Napiiklad vysoka
koncentrace substratu v periferni ¢asti mize vést k niz8i rychlosti hydrolyzy
v aktivnim centru [3]. Molekula AChE obsahuje jesté jedno dilezité seskupeni,
tzv. B-aniontové. Je to akceleracni misto, nebot’ navazanim nékterych efektor,

napf. vapniku, je urychlena hydrolyza ACh v synaptické Stérbiné.

Obr. 2: Acetylcholinesterasa (pfevzano =z databaze proteinovych struktur

www.rcsb.org/pdb ).
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2.1.2  Butylcholinesterasa (BuChE)

Je enzym velmi podobny AChE, shoduji se v 65 % sekvence
aminokyselin. BuChE ale tvofi jen jeden polypeptidicky ftetézec s 25 %
sacharida. Katalytické centrum je slozeno (obdobn¢ jako u AChE) z esterového
a a-aniontového mista, na aktivnim povrchu BuChE se vSak nevyskytuje [-
aniontové akceleraCni misto [4]. Vtéle se nachazi piedevSim v télnich
tekutinach, jatrech, krevni plazmé a endotelu kapilar v mozku. Funkce BuChE
byla dlouho nejasnd a na rozdil od AChE nevede pravdépodobné jeji inhibice
k akutnimu riziku otravy. V dneSni dob& se ji ptisuzuje tloha v cholinergni
neurotransmisi, bunécné proliferaci a udrzovani spravné funkce myelinu, riistu
neuriti béhem vyvoje nervové soustavy a taky u neurodegenerativnich
onemocnéni [5]. Z farmakologického hlediska je dilezita pfi metabolismu
nekterych  1é¢iv  (napf. suxamethonia, lokalnich anestetik, kyseliny
acetylsalicylove€), pfiodstraiovani zavislosti na kokainu, pii diagnostice

Alzheimerovy choroby a pfi odbouravani inhibitortt ChE.

Obr. 3: Butyrylcholinesterasa (pfevzané z databdze proteinovych struktur

www.rcsb.org/pdb ).

13



2.2. Substrat — ACETYLCHOLIN (ACh)

Acetylcholin je ptirozené se vyskytujici ester kvartérniho amononiového
alkoholu cholinu s kyselinou octovou. Zaujima vyznamné misto v pfenosu

nervoveého vzruchu u mnoha organismil, nejen u ¢loveka.

Acetylcholin

2.2.1 Funkce ACh v organismu

Malé organické molekuly acetylcholinu jsou ve vysoké koncentraci
shromazd’ovany ve vezikulach, husté zastoupenych v axoplazmé nervovych
pregangliovych vlaken obou vegetativnich nervovych systémii a v
postgangliovych  zakonCenich  parasympatiku. Déle se  uplatiiuje
pfinervosvalovém pienosu na neuromuskularni ploténce a na cetnych
synapsich v mozku [6]. V téle ovliviiuje kardiovaskuldrni systém (snizuje
srdecni frekvenci, silu kontrakce a rozSifuje cévy), travici ustroji (zvySuje
peristaltiku zaludku a amplitudu sttevnich kontrakci), mofového méchyte
(snizuje kapacitu a zvySuje tlak ve sténé¢ méchyie), a také ma vliv na dychaci
systém a stimulaci sekrece vSech zlaz. Acetylcholin je dalezity pfi budovani

dlouhodobé paméti, stejné tak 1 v procesu uceni.

2.2.2  Syntéza a pfenos v organismu

Acetylcholin vznika spojenim cholinu (dodavaného exogenné potravou)
a acetylkoenzymu A (ten pienasi zbytek kyseliny octové — acetat) reakci, kterou

zprostiedkovava enzym cholinacetyltransferasa (EC 2.3.6.1) nachdzejici se
14



v téle neuronu. Takto nové vytvoteny ACh je do vezikuldrni axoplazmy
transportovan aktivné pomoci vezikuldrniho acetylcholinového transportéru
(VAChHT) nebo po pH gradientu vytvoieného ATP-dependentni protonovou
pumpou. Vezikuly jsou prostfednictvim proteinu synapsinu zakotveny
v sitovité struktufe bunécného skeletu, coZ umoZznuje shlukovani vezikul
v blizkosti  presynaptické membrany, zabrafiuje vSak jejich splyvani
s membranou [7]. Po influxu Ca*" do nitra buiiky dojde ke splynuti vezikul se
synaptickou S§térbinou (stimulace proteinkinasy a fosforylace synapsinu)
ak difizi ACh do synaptického prostoru [8]. ACh pronika synaptickou
Stérbinou adostdva se na postsynaptickou membranu, kde reaguje
s acetylcholinovym receptorem. Uvolnény ACh se rychle inaktivuje
acetylcholinesterasou uloZenou v bazdlni membrané svalovych vlaken nebo
méné¢ specifickou sérovou butyrylcholinesterasou vséru a intersticialni
tekutin€. Inaktivace tedy spoc¢iva v rozkladu ACh na kyselinu octovou a cholin,
ktery se diky svému kladnému néboji na dusiku vraci aktivnim transportem zpét

do axonu, kde se opét pomoci cholinacetyltransferasy vytvoti novy ACh.

2.3. Receptory ACh

Existuji dva hlavni typy receptort ACh (acetylcholinové receptory):

e muskarinové receptory (mAChR) jsou stimulovany, pro Clovéka vSak
nefyziologicky, muskarinem pochazejicim z muchomirky cervené
(Amanita muscaria), patii do skupiny receptorti spiazenych s G-
proteinem (G-protein-coupled receptors). Nalézaji se hlavné na

membrané druhého neuronu (napf. fasnaté téleso)

e nikotinové receptory (nAChR) stimuluje nikotin a ACh, maji povahu
ligandem ftizenych receptorovych kandli (ligand-gated receptors) a

nachazi se v pficn¢ pruhovaném svalstvu (napi. okohybné svaly) [9]
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2.3.1 Muskarinové receptory

Tyto receptory se nachdzi v efektorovych organech inervovanych
parasympatikem (cévy, srdce, zlazy a wvnitini organy) a taky v CNS. M-
receptory se daji rozdélit na 5 podtypt, z toho M;, M,, M3 uz maji objasnénou
svou funkci. Muskarinové receptory jsou receptory sprazené¢ s G-proteinem.
Receptor je tedy peptid, ktery svou strukturou sedmkrat prostupuje bunécnou
membranou a vytvari extracelularné vazebné misto pro substrat. Po navazani
substratu dojde ke zméné konformace receptoru v intraceluldrni ¢asti a umozni
mu interagovat s G-proteinem [10]. G-protein je sloZen ze tii podjednotek, po
kontaktu s intracelularni casti receptoru se nejvétsi podjednotka o oddéli.
Soucasti podjednotky o je guanosindifosfat, ktery se fosforyluje na
guanosintrifosfadt a spousti tak celou kaskadu reakci s efektorovymi proteiny
adenylatcyklasou a fosfolipasou C. Adenylatcyklasa dale méni ATP na cAMP,
ten funguje v cytosolu jako druhy posel a aktivuje napt. proteinkinasu A. Ta
fosforyluje dal§i enzymy, a tim ovliviiuje jejich funkci. Fosfolipasa C odStépuje
z fosfolipidi inositoltrifostat (IP3), jenz funguje jako dals§i druhy posel
(reguluje tonus hladké svaloviny). Po uvolnéni IP3 z bunééné membrany zbude
diacylglycerol, ten aktivuje proteinkinasu C (funguje podobné jako
proteinkinasa A).

Tab 1. Podtypy muskarinovych receptorti: Suhrn funkce a mechanismu podtypu

muskarinovych receptorti [11]

typ receptoru lokalizace reakce na ACh antagonista
M;-aktivace nervove bunky, | aktivace atropin,
fosfolipasy C enterochromafinni pirenzepin

buiiky zaludku
M;-otevieni K- | srdce neg. chronotropné | atropin
kanaldi, inhibice neg. dromotropné
adenylatcyklasy neg. ionotropné

(Jen v sinich)
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M;-aktivace hladké svaly, zlazy zvyseni tonu atropin
fosfolipasy C zvySeni zlazové

sekrece

2.3.2 Nikotinové receptory (nAChR)

Receptory jsou umistény piedev§im v neuromuskularni ploténce,
ve vegetativnim nervovém systému a v mozku. Jejich funkce udrzuje védomi,
pomaha uceni, podporuje pozornost a pamét’, figuruje i v fadé mozkovych drah.
PoruSeni nebo poskozeni téchto drah muze mit na svédomi poruchy jako
Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba a schizofrenie. Nikotinovy
receptor je ligandem fizeny iontovy kanal v plasmatické membrané. Iontovy
kanal se sklada z 5 transmembranovych proteinovych podjednotek (por je tedy
tvofen péti a-Sroubovicemi). Zaporné nabité postranni fetézce aminokyselin
zajistuji, ze kanalem mohou prochazet pouze ionty s kladnym nabojem (Na',
K"). Kdyz se kandl nachazi ve své uzaviené konformaci, je por v zizené &asti
obklopen hydrofobnimi postrannimi fetézci aminokyselin. Po navazani ACh na
vazebné misto, dojde ke zméné¢ na podjednotkdch, a tim k otevieni
kationtového kanalu a prostupu kationtu po elektrochemickém spadu do buniky.

Po uvolnéni ACh se kanal znovu uzavre.

Tab. 2 Souhrn funkce a mechanismu podtypu nikotinovych receptorti [11]

Typ

Lokalizace Reakce na ACh antagonista
receptoru

CNS a  vegetativni
neuronalni aktivace trimetafan

ganglia

o depolarizace, vznik '
muskularni nervosvalova ploténka _ d-tubokurarin
ak¢niho potencialu
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2.4. Pesticidy

Pesticidy jsou jednou skupinou nezbytnych latek pouzivanych
v zemé&délstvi. Mluvime-li o pesticidech, mame na mysli Sirokou skupinu latek
hubicich  Skidce [12]. Zaroven  pfedstavuji  vyznamny  nastroj
v protiepidemickych opatfenich, kdyZ hmyz figuruje jako vektor. Pokud jsou
latky schvéalené kuziti Ministerstvem zemédé€lstvi na zakladé posudku
vypracovaného odbornou komisi Ministerstva zdravotnictvi, mohou byt
komeréné dostupné ve specializovanych ¢astech obchodnich fetézci
zabyvajicich se ochranou rostlin pfed hmyzem, plevelnymi rostlinami, houbami
a hlodavci. V Ceské republice je pouzivani pesticidii regulovano §39 zékona
¢. 326/2004 Sb. a doprovodnou vyhlaSkou Statni rostlinolékaiské zpravy [13].
Obecné intence jsou nafizeny Evropskou unii a to smérnici 91/41/EHS [14].
Tyto latky jsou vetejnosti volné dostupné ve formé praska, granuli, aerosoli a
roztokd. Z diivodu moznych ndhodnych otrav t€émito latkami je velmi dulezité
informovat o nebezpecnosti téchto pripravki. V zemich Evropské unie a jinych
vyspélych zemich je jejich pouziti pfisné kontrolovano, ale v nékterych
chudych africkych a asijskych zemich je nekontrolované pouzivani dodnes

Casté.

2.4.1 Historie organofosforovych pesticidii

Poprvé byly syntetizovany v Némecku, zpocatku v ramci vyzkumu latek
chranicich plodiny pfed napadenim Skidci, pfedevS§im hmyzem. Jako
insekticida (latky hubici hmyz) se pouzivaji stdle, proto je vhodna znalost
vtomto sméru 1 v mirové dobé. Brzy se vSak ukdzala mimotadna toxicita
nékterych derivati pro savce, a v nacistickém Némecku byl cely vyzkum ptisné
utajen a preorientovan na vyzkum bojovych latek pod krycim ndzvem Triton.
Byly to nervové paralytické latky soman, sarin a tabun. Spojenctim se dostavaly
jen utrzky z vyzkumu. Vzhledem k tomu Ze prace na vyvoji novych bojovych
chemickych latek probihaly tajné, podafilo se spojenciim pfipravit jen
diisopropylfluorofosfat (DFP). S hledanim téchto otravnych latek bylo
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pokracovano po 2. svétove valce tzv. fadou ,,V* a s vyzkumem zabyvajicim se
nervove paralytickymi latkami (dnes uz spiSe hledanim uc¢inné farmakoterapie
otrav neZ vyvojem novych latek) se pokracuje ve specializovanych armadnich
vyzkumnych stfediscich [15]. Pouzivani chemickych zbrani a jeho ndsledky
vedly ke zvySeni aktivit na mezinarodnim poli. To pfispélo k jednani a
dokonéeni textu budouci CWC (Chemical Weapons Convention — Umluvé o
zékazu vyvoje, vyroby, hromadéni zdsob a pouziti chemickych zbrani a jejich
zniceni). V roce 1993 byla tato umluva podepsana v Patizi a 29. dubna 1997
vesla v platnost. Soucasné zahdjila Organizace pro zdkaz chemickych zbrani
(OPCW — Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons) v Haagu
svou praci na kontrole nieni zdsob chemickych zbrani a monitorovani

svétoveho chemického primyslu, aby se zabranilo jeho zneuziti v budoucnu

[16].

2.4.2  Mechanismus u¢inku vybranych pesticidii (OFI a karbamati)

Utinek t&chto pesticidli spoéiva v inhibici cholinesterasy, piedevsim
AChE. OFI obsahuji fosfatovou nebo fosfonatovou skupinu, kterd se
kovalentné navaze na hydroxylovou skupinu molekuly serinu v katalytickém
misté enzymu. Této reakci se fika fosforylace (ptipadné fosfonylace) a jejim
vysledkem je ireverzibilni zablokovani ¢innosti AChE. Aktivni misto zistava
obsazené, neni volné pro hydrolyzu ACh [17]. Substrat se tedy hromadi
v synaptické S§térbin¢ a dochédzi k nadmérnému drazdéni, které ma za nésledek

zesileni cholinergnich u¢inkti (muskarinové, nikotinové a centralni, viz tab.)

Tab. 3 Cholinergni G€inky [18]

Muskarinové - zGzeni zornic

ucinky - porucha akomodace

- ptekrveni a otok ve spojivkach a nosni sliznici
- zvysené slinéni, slzeni a pocent

- zvySena sekrece bronchialnich zlazek, ziZzeni bronchi
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- zvySena stfevni peristaltika, bolesti az kolikovitého
charakteru

- bradykardie a pokles krevniho tlaku

Nikotinové ucinky | - svalova ochablost

- tfes a zaSkuby jednotlivych pti¢né pruhovanych svalt

- zaSkuby se postupné rozsifuji na vSechny kosterni svaly
az vznikaji tonicko-klonické kiece

- smrtelné paralyza dychaciho svalu

Centralni c¢inky |- deprese dechového a kardiovaskularniho centra
v oblasti prodlouzené michy

- bolesti hlavy

- uzkosti, nadmérna emocni labilita, deprese, neklidnost

- zavraté a zmatenost

- poruchy hybnosti a mozna je i ztrata védomi

- téZzkd dechova insuficience vede postupné k zastavé

dechu s naslednou zastavou srdce

2.4.3 Organofosforové pesticidy (irevezibilni inhibitory AChE)

Z chemického hlediska jsou to dialkylfosfaty, dialkylfosfonaty a jejich
thioanaloga. Jednd se o synteticky vyrdbéné derivaty kyseliny fosfore¢né nebo
fosfonové. Rozpousti se v tucich a nepolarnich rozpoustédlech, méalo ve vodé.
Za béznych teplot jsou to velmi tékavé kapaliny. Rozkladdaji se ufinkem
zéasaditych latek (NaOH, NaHCO3). Fyzikalné-chemické vlastnosti téchto latek
se moc nelisi, dalezit¢ rozdily ale vykazuji v intenzité¢ svého toxického
pusobeni. Jsou jedovatéj$i nez strychnin [19]. Do organismu pronikaji vSemi
cestami, tj. pozitim, vdechovanim 1 vstfebavanim pies neporuSenou pokozku a
sliznice. Ptfiznaky otravy se neobjevuji bezprostiedné po styku s jedem, pfii
otravé vdechovanim nastupuji asi po pilhoding, po poZiti asi po hodiné a pfi
potiisnéni kize asi po 2 hodinach. Casy jsou pouze orienta¢ni, zalezi na druhu

OFI, toxicité a vstiebaném mnozstvi.
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Tab. 4 Piehled registrovanych organofosforovych pesticidti v Ceské republice:

Nazev Molekulova hmotnost | LDso (mg/kg) po p.o. u krys
chlorpyriphos 350,59 135-163*

fenitrothion 277,23 500%*

pirimiphos methyl | 305,33 2050*

dimethoat 229,26 215-267*

Fosalon 367,81 120-180*

*Bajgar J., Intoxikace organofosforovymi inhibitory cholinesterdz: uc¢inek,

diagnodza a terapie, Avicenum 1985, str. 38-39
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Tab. 5 Registrované organofosforové pesticidy
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2.4.4 Karbamaty (reverzibilni inhibitory AChE)

Tyto latky patii mezi estery kyselin alkylkarbamovych s bazickymi
fenoly. Nejdéle pouzivanym karbamatovym inhibitorem AChE je alkaloid
fysostigmin z rostliny Physostigma venenosum a jeho syntetickd obdoba
neostigmin. Karbamaty jsou dobife absorbovany plicemi, GIT 1 kazi [20].
Ptiznaky akutni otravy jsou podobné jako u OFI, jejich ucinek je diky jejich
labilité kratkodobé€jsi [21]. Rozkladaji se stejné jako OFI za pouziti zasaditych
latek (sody a louhu). Nekteré karbamaty se vyuzivaji jako prevence pred
otravou OFI. Aktivni centrum cholinesteras je tak chranéno pied ireverzibilnimi

OFI, kter¢ se zatim v organismu detoxikuji, aniz by zpusobily intoxikaci [22].

Tab. 6 Registrované karbamaty

Nazev Molekulova LDsg po | Chemicky nazev
hmotnost p-o.
(mg/kg)
pirimikarb 238,29 150 (2-dimethylamino-5,6-

dimethylpyrimidin-4-yl)- N,N-
dimethyl karbamat

karbofuran 221,25 8-14 2,2-dimethyl-2,3-dihydro-1-

(po 13.12.2008 nelze benzofuran-7-yl- methyl karbamat

pouZzivat)

karbosulfan 380,54 250

(po 13.12.2008 nelze

pouZzivat)

methiokarb 225,31 20 3,5-dimethyl-4-(methylthio)fenyl-
methyl karbamat

fenoxykarb 301,34 10000 ethyl N-[2-(4-fenoxyfenoxy)ethyl]

karbamat
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2.5. Akutni otrava organofosforovymi pesticidy

Pesticidy jsou na nasem trhu volné dostupné v fad€¢ obchodnich fetézct,
a proto pii nedostatecné ochrané pracovnikli, Spatné manipulaci anebo také
kontaminaci potravin muze dojit k akutni otravé. Na otravy vyvolané pesticidy
ptipadaji celosvétove piiblizné 4 % ze vSech moZnych otrav, a je odhadovano,
ze 15 pacientl rocné své otravé podlehne (to je asi 0,02 % vSech hlaSenych

otrav zpusobenych pesticidy) [23].

Akutni otrava pesticidy se projevuje disledkem blokady AChE. Je tedy
zpusobena snizenou degradaci ACh v synaptické S$térbiné a jeho silnéjSim
plusobenim na muskarinové a nikotinové receptory. Stimulace téchto receptor

se projevuje cholinergnimi G¢inky uvedenymi v tab. 3.

Nekdy vSak nebyvaji ptiznaky zcela odpovidajici otravé OFI, nebo neni
intoxikace rozpoznana vibec. V mnohych piipadech dochazi k pozdéjSimu
projevu intoxikace, tzv. pozdnimu neurotoxickému efektu. Tento efekt je
charakterizovdn pohybovymi a rozpoznavacimi poruchami projevujicimi se za
delsi dobu (v fadech tydnii) po expozici. Po bezptiznakové latenci se objevuji
¢astecnou anamnézou akutni otravy. Charakteristické jsou bolesti az kieCe v
Iytkach, nasleduje zhorSeni Sifici se od prstd nohou do stiedu téla, horni
koncetiny jsou postizeny béhem 1 az 2 tydnl. Vyslednym stavem je tézka
atrofie svalli nohou 1 rukou trvajici 2 — 6 mésicti [24]. Obdobi rekonvalescence
byva velmi dlouhé, jesté po nékolika letech je mozno se setkat se zvySenym

napétim a abnormalnimi reflexy ve svalech.

2.6. Chronicka otrava OFI

MiiZe se objevit po opakované expozici nizkym davkam OFI v dlouhém
casovém useku. AChE se tedy inhibuje postupné a receptory se stavaji citlivejsi
na vys$i hladinu ACh. Takto senzibilizovany jedinec mize zemfit i po styku

s velmi malym mnoZzstvi OFI, které by jinak zdravému clovéku neubliZilo.
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Obdobi chronické intoxikace mulZe byt bezpiiznakové anebo se objevuji
piiznaky v podob& nespavosti, emocni lability, zvySené unavnosti apod. Pfi

podezieni je nezbytné provést laboratorni testy a zahajit v€asnou terapii.

2.7. Profylaxe

Akutni otravé OFI je nutné piedchazet, a to pomoci ochrannych
pomiicek (odév, gumové rukavice, plynovd maska), potiisnénou kizi
dekontaminovat piipravkem Desprach, nebo provést aktivni profylaktickou

terapii. V dnes$ni dobé zname tfi rizné cesty terapie, které piipadaji v avahu:

1. Pouziti pyridostigminu jako profylaktick¢ho antidota. Podéani vyssi
davky znamend vyssi profylaktickou Uc€innost, ale také siln€jsi vedlejsi €inky.
Tato moznost byla zavedena jako u€innd profylaxe v armadach. Vyskyt vyssSich
nezadoucich u¢inkli se da uspéSné eliminovat pfidanim dvou anticholinergik
s ptevahou centralniho U¢inku (benaktyzin a trihexyfenidyl). Doporucené
davkovani je tableta A (35 mg pyridostigminu) a tableta B (benaktyzin 8 mg,

trihexyfenidyl 6 mg v tableté s fizenym uvolinovanim) po 8 hodinach [25].

2. Druhym zptisobem je nova lécba v predstihu. To znamena podavani
bézné pouzivanych antidot, ale je tfeba mit v krvi vysokou a hladinu téchto
1é¢iv pretrvavajici po delsi dobu. Do ACR byla tato 1é¢ba uvedena ve dvou
ptipravcich PANPAL (autoinjektor) a TRANSANT (néplast dodavajici u¢innou
latku transdermaln¢). Oba tyto preparaty obsahuji reaktivator inhibované AChE
asoxim (HI 6). Kombinace téchto dvou ptipravka patii k vysoce ucinné

farmakologické profylaxi pted intoxikaci OFI.

3. Posledni moznosti je vychytavani NPL (OFI) vkrvi, jesté pied
dosaZenim cilového a vazebného mista, realizované podanim latek s vysokou
afinitou k NPL, tj. preparata cholinesteras a jinych enzymi (tzv. scavengert)

[26]. Tato moZnost je zkoumana v USA a podili se i Ceska republika.
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2.8. Terapie

Reakci organismu na otravu OFI lze jen tézko odhadovat, proto se

doporucuje jakkoliv vaZzné€ intoxikovaného jedince hospitalizovat na ptislusSném

nemocni¢nim oddéleni a pacienta 24 hodin monitorovat. Za¢ina se zjiSténim

stavu otraven¢ho a ndsledné se zajistuji jeho zakladni zivotni funkce jako je

dychani a fungovani kardiovaskularniho systému. Po téchto opatfenich by se

mélo prejit k dekontaminaci postizeného:

= Kize

nejprve musi dojit k odstranéni potiisnén¢ho odévu, otfit kizi 5 —
10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a pak misto umyt
mydlem a vodou (OFI podl€¢haji hydrolyze), pitipadné provést
vyvazani OFI do matrice sorbentu jakym je napiiklad vySe zminény
Desprach

oSettujici pracuje zdsadné v gumovych rukavicich, popf. 1 gumové

zastére

= QOko

pies oko OFI vyborné ptestupuji do organismu, proto je tieba, co
nejrychleji po vniknuti vyplachnout oko 3% roztokem uhli¢itanu,
vodou, nebo fyziologickym roztokem (a to nckolikrat za sebou) a
vkapnout 1% roztok atropinu [27]

pi1 bolestivé otravé se mize vkapavat 1 mesokain, a to do vymizeni

bolesti

= GIT

- pii poziti OFI co nejrychleji pfinutit postizen¢ho ke zvraceni (do 30

minut), pak provést lavaz Zaludku roztokem hydrogenuhli¢itanu

sodného

- podavani aktivniho uhli je vhodné i n¢kolik dni po otravé
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2.9. Antidota

2.9.1 Atropin

Atropin funguje jako kompetitivni antagonista ACh. Je dostatené
distribuovan pies hematoencefalickou barieru (HEB). Blokuje pouze
muskarinové receptory. Neovliviiuje tedy slabost nebo kieCovité zachvaty

kosterniho svalstva. Tyto symptomy je nutné zvladnout napt. diazepamem.

Ucinky atropinu jsou bronchodilatace, snizeni bronchidlni sekrece,
zvySeni srdecni frekvence a AV pienosu, sucho v ustech, zvySeny vydej tepla

Vv

tvorba travicich stav.

Dévkovani atropinu u otrav OFI vzdycky vychdzi ze zavaznosti stavu
pacienta, u dosp€lych je indikovana davka 2 — 5 mg 1. v. a u déti je to 0,02 — 0,1
mg/kg 1.v., ale maximaln¢ 2 mg. Dalsi davky lze indikovat s pfihlédnutim
k aktualnimu stavu, u dospélych je to 1 — 4mg i.v. a u déti 0,015 — 0,05 mg/kg
1.v. Tyto davky se opakuji podle odpovéedi na terapii kazdych 20 minut, a pokud
se nedostavuje efekt, ddvka se zdvojndsobi. Indikatorem pro urceni velikosti a

Castosti davky je suchost sliznic, ustup bronchidlni sekrece a poceni.

Pti nahodném piedavkovani atropinu se podava fyzostigmin-salicylat.

2.9.2 Oximy

Tyto sloucCeniny lze strukturné charakterizovat jako mono- ¢&i
biskvakvartérni symetrické ¢i asymetrické pyridinové derivaty s nukleofilni
oximovou (hydroxyiminomethylovou) skupinou [28]. Oximy jsou rtizné¢ u¢inné
reaktivatory AChE. To znamend, Ze jsou to chemickd individua schopna
uvoliovat OFI z vazby na AChE, a tim se obnovuje jeji €innost. Prvnim
klinicky zkouSenym oximem byl pralidoxim, ktery se ukdzal jako UCinny

piedevSim u pacientl s otravou parathionem. Pralidoxim existuje ve formé soli

~~~~~
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jodid pralidoximu [29]. Zadny z dosud znamych reaktivatori viak neni schopen
reaktivovat vSechny OFI, a proto vtomto sméru stale probih4d snaha vytvofit

vysoce u¢inny Sirokospektry reaktivator.

K nejcastéji pouZzivanym reaktivatorim AChE lze zaradit:

e pralidoxim (2-PAM, 2-hydroxyiminomethyl-1-methylpyridinium-chlorid)

e trimedoxim (TMB-4, 1,3-bis(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)propandibromid)

e obidoxim (Toxogonin®, 1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-2-oxa-
propan-dibromid)

e asoxim (HI-6, 1-(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoyl-
pyridinium)-2-oxapropan-dichlorid)

e methoxim (MMC, bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)methan-dibromid)

Terapie oximy vyZaduje kombinaci s atropinem, ktery plisobi
synergicky. Délka terapie se odhaduje na nejméné 24 — 48 hodin. U OFI se
silnou afinitou k lipofilni fazi se reaktivatory podavaji 1 nékolik dni. Davkovani
oximli se urcuje podle piibalové informace jednotlivych vyrobcli. Obvykla
davka pralidoxim-chloridu je 30 mg/kg i. v. nebo 8 mg/kg/hod pii podavani

infazi.

2.9.3 Sérova cholinesterasa (piesnéji pseudocholinesterasa, EC 3.1.1.8.)

Jedna se pouze o podplrnou terapii pii otravé OFI. Enzym je
produkovan jatry, volné pfestupuje do krve, odkud se nasledné ziskava.
Aktivita substance pouzivané v terapii otrav by méla odpovidat aktivité ChE,
kterd je métitelna v 500 ml Cerstvé normalni lidské plazmy, proto se musi volit
individualni ddvkovani pro kazdého pacienta. VéEtSinou se v terapii pokracuje az

do stanoveni normalni aktivity AChE v krvi pacienta [30].
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Experimentalni ¢ast
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Seznam chemikalii

Elmannovo ¢inidlo (DTBN — 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina ) od
firmy Sigma-Aldrich, Inc.

Acetylcholinesterasa ( AChE ) z lidskych erytrocytu (Sigma-Aldrich, Inc.)
Acetylthiocholin chlorid ( ACTChCl) 0,01M ve fosfatovém pufru
Fostatovy pufr 0,01M pH 7,4

Isopropylalkohol (Sigma-Aldrich, Inc.)

Pro feSeni experimentu byly pouzity ndsledujici pesticidy od vyrobce Dr.

Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Germany):

= paraoxon methyl

= paraoxon ethyl

= DFP

= dichlorvos

= dimethoat

= fosalon

= chlorpyrifos

= chlorpyrifos methyl

= fenitrothion
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3.2. Metodika pribéhu stanoveni reaktivace

3.2.1. Ellmanova metoda

Pro biochemické sledovani aktivity AChE byla pouzita Ellmanova
metoda. Mechanizmus reakce je tento: substrat acetylthiocholin je
hydrolyzovan na octovou kyselinu a thiocholin. Thiocholin reaguje s 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoovou) kyselinou (ddle DTNB) za vzniku 2-nitro-5-
sulfanylbenzoové kyseliny. Reakce se projevuje vznikem zlutého zbarveni
spektrofotometricky méfitelného pii 412 nm bez jakékoliv dal§i Casoveé
prodlevy nebo dalSich fyzikalnich zasahi. Tato reakce je blokovana v
pfitomnosti nervové paralytické latky inhibici acetylcholinesterasy. Princip

metody je zndzornén na nasledujicim schématu:
| 9 AChE .
N* J\ N

~ ‘ \AS e \ \ASH + CH3COOH

HOOC COOH
o 53 o,

31



3.2.1 Chemikalie a vybaveni

Enzym AChE z lidskych erytrocytii, acetylthiocholin-chlorid (ATChCI),
Ellmanovo c¢inidlo, pfipadné latka modulujici aktivitu AChE (inhibitor).
Roztoky byly pripravovany ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku
(PBS), nebo deionizované vodg¢, je-li to uvedeno. Aktivita enzymu je upravena
na 5x107® kat/pl.

Pro méfeni byly pouzity 96-jamkové titra¢ni desticky z PS a s rovnym
dnem. Méfeni bylo provadéno na spektrofotometru nebo multikanalové étecee

96-jamkovych desticek s nastavenou vinovou délkou na 412 nm.

3.2.1.1 Charakterizace ELISA readeru

K méfeni absorbance byl pouzit TECAN Sunrise Absorbance Reader ,
jehoz vyrobcem je Tecan Austria GMbH ( Grodig/Salzburg, Austria).

Byly pouzity mikrotitracni desticky délené, Polysorp Elisa 96 well plate
od firmy GAMA GROUP a.s. (Trhové Sviny, Ceska republika).

Obr. 4: ELISA reader.
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3.2.2 Schéma méfeni

Do jedné jamky bylo postupné piidano:
e 20 ul DTNB —4 mg/ml
e 15 plroztoku AChE
e 5 pul testované¢ho roztoku inhibitoru (koncentrace odpovidajici 95%
inhibici)
e 10 plroztoku reaktivatoru, nebo PBS (kontrola)
e 30 ulPBS
e Reakce byla spusténa pridanim 20 pl 10 mM ATChCI
e Celkova doba méfeni jednoho vzorku byla 20 minut, kazdy vzorek byl

meéfen trikrat pro ucely statistického zpracovani

Pro odhad oximolyzy byl pouzit roztok obsahujici vSe jak vySe uvedeno se
zdménou roztoku AChE za PBS.

Byla zméfena prvotni absorbance a pak absorbance po 1 minuté. Rozdil
absorbanci byl tmérny enzymové aktivité. Pokud byla aktivita nizka, byl cas

odectu prodlouzen.

3.2.3 Vypocet reaktivace

Procento reaktivace bylo vypocteno dle nasledujiciho vzorce:

R(%)z%xlOO

0 i

Kde A, je absorbance po reaktivaci, Ao je absorbance vznikld diky oximolyze,
Ao je absorbance vyvolana intaktnim enzymem a A; je absorbance vyvolana

inhibovanym enzymem.
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3.3. Vysledky experimentalni ¢asti

3.3.1 Inhibice vlivem rozpoustédla

Pouzivané pesticidy se Spatné rozpousti a maji kratkou trvanlivost ve
vod¢ a Cistych pufrech, proto bylo nutné vybrat vhodné rozpoustédlo pro
uchovavani testovanych pesticidi. Rozpoustédlo musi mit dobrou kompatibilitu
s vybranymi OF pesticidy a zaroveil by mélo minimalné¢ zmenSovat aktivitu
AChHE uzité v experimentu. Inhibice se prométfovala u acetonitrilu, propan-2-
olu, DMF, THF, propan-1-olu, n-butanolu a pentanolu, a to v koncentracich
(v/v) 20, 10 a 5 %. Tyto koncentrace jsou snadno dosazitelné v reakéni cele
(resp. titracnich jamkéch) fedénim zdsobniho roztoku pesticidu. Pro toto
upotiebeni byl stanoven jako nejvhodnéjsi propan-2-ol v 5% koncentraci (tab.

7).

Tab. 7 Schopnost rozpoustédel snizovat aktivitu AChE, ¢islo udava procento

inhibice AChE z lidskych erytrocyti.

20% 10% 5%

acetonitril 79,3 56,5 37,4
propan-2-ol 74,6 58,2 24,3
DMF 80,4 77,4 62,2
THF 72,2 67,9 48,2
propan-1-ol 76,9 69,8 40,7
n-butanol 75,3 78,5 60,9
pentanol 57,2 63,4 64,0

3.3.2  Vybér OF inhibitordt AChE

Pro testovani bylo vybrano jedenact pesticidi v p.a. kvalité. Pro tcely
testovani ¢innosti oximovych reaktivatorii byly vybrany pesticidy na zakladé
schopnosti inhibovat AChE. Proméfovany byly jednotlivé fady pesticida

v koncentraénim rozmezi od 4x10° a7z po 4x10" M s ptidavkem
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isopropylalkoholu 5% (v/v). Po 20 minutdch inhibice byla reakce spusténa
piidanim ATChCI a zméfena absorbance jednotlivych jamek. V ramci regrese
byly rozpozndny ¢tyfi pesticidy, které signifikantné inhibovaly AChE (Obr ¢.
5). Pro samotny experiment byly pouZity jen tf1 z nich: paraoxon methyl,
paraoxon ethyl a DFP. Dichlorvos inhiboval AChE jen ve velmi vysokych
koncentracich a tato inhibice mohla byt zaloZena na nespecifickém poskozeni
molekuly AChE. Ostatni pesticidy jsou typické inhibitory AChE
po metabolické aktivaci a tento proces nebylo mozno navodit in vitro

pouzivanymi technikami.

chlorpyrifos ethyl
chlorpyrifos methyl
DFP

dichlorvos
dimethoate
fenthion

paraoxon ethyl
paraoxon methyl
phosalone
pirimiphos methyl
pirimiphos ethyl

60-

40-
I (%)

P HOCODPAOOAY

20+

log [OP]

Obr. 5: Stanoveni schopnosti pesticidii inhibovat AChE (zavislost koncentrace

pesticidu na inhibici).
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3.3.3 Reaktivace inhibované AChE paraoxon methylem, paraoxon ethylem a

DFP

Tab. 8. Schopnost reaktivace in vitro inhibované AChE vybranymi
organfosforovymi pesticidy (DPF, paraoxon methyl, paraoxon ethyl). V tabulce
jsou udané hodnoty reaktivace pro dvé stanovované koncentrace reaktivatoru

(4x10™a 4x10° M).

Reati- R(%)1c R(%)lc R(%) 17c R(%) [c R(%) R(%)

vitor DFP DFP PM PM tcPE  |cPE
K005 37,2 8,6 55,4 2,9 36,6 4.3
K006 56,1 13,0 35,8 8,5 21,2 6,3
K011 69,7 11,4 39,0 0,0 4,9 0,0
K018 42,3 26,6 63,1 10,3 88,2 8,4
K027 50,9 9,7 45,5 5,4 24,2 2,6
K033 35,5 5,8 63,2 10,2 17,5 5,9
K048 45,0 17,9 17,6 0,0 15,6 8,0
K053 64,8 4.8 0,6 0,0 68,9 0,0
K064 61,6 12,5 63,5 1,8 49,1 0,0
K071 16,6 1,4 44,5 1,3 8,7 0,0
K075 40,9 9,3 36,2 2,3 29,0 5,4
K088 18,7 4,1 18,7 4.2 83,6 0,0
K100 36,6 13,9 37,5 3,0 24,6 7,5
K104 33,7 10,9 21,8 7,6 18,6 4.5
K107 52,7 35,4 10,9 1,5 28,7 0,0
K108 57,9 28,0 97.4 11,4 28,9 10,6
K116 21,2 9,1 59,3 1,6 20,8 11,5
K117 23,4 5,7 15,3 5,2 1,3 6,2
K120 38,2 11,3 11,8 0,8 24,2 7,4
K121 29,2 10,7 9,2 1,0 16,3 5,8
K127 27,2 14,3 16,3 2,8 25,3 5,9
K129 67,9 32,4 71,0 5,2 42,9 7,7
K131 26,3 6,0 31,8 2,2 37,4 9,5
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K142
K169
K180
K183
K184
K185
K186
K187
K188
K191
K197
K201
(BI-6)
K202
K203
K204
K205
K207
K208
K209
K226
K245
K246
K250
K251
K252
K253
K254
K255
K256
K257
K258
K260
K262
K263

25,6
30,6
48,9
58,1
83,4
66,2
24,5
40,0
46,3
40,9
43,0

63,5
15,4
39,4
50,3
42,6
39,1
61,2
50,0
53,9
29,7
81,3
23,1
35,4
41,9
33,9
49,0
41,6
16,5
37,0
73,1
24,8
46,3
59,5

10,8
13,7
16,9
23,4
15,1
9,0

12,2
9,0

6,0

14,5
13,4

4.8

1,2

1,4

13,7
7.8

10,7
18,3
5.2

26,5
10,6
21,6
10,8
14,2
13,1
10,9
11,3
10,5
14,0
6,5

10,5
10,1
11,0
30,6

40,5
9,0

41,8
31,0
52,9
22,2
43,2
31,8
36,5
36,5
23,7

58,5
16,6
33,9
34,8
16,7
15,4
52,3
0,0

23,8
55,7
83,6
33,5
36,2
50,9
30,5
10,6
40,8
42,8
3,7

24,9
0,0

37,5
62,8

4.8
2,2
0,0
7,3
35,4
7,2
7,1
0,0
3,7
0,2
2,8

9,7
6,9
4.8
1,4
0,0
0,0
8,8
0,0
5,7
42
8,9
7.3
3,7
11,6
4.6
5,8
9,7
2,5
2,5
2,9
0,0
2,1

b

19,9

24,4
66,7
58,0
39,1
19,7
56,4
29,3
32,2
41,6
46,2
56,7

60,2
39,8
28,5
47,1
25,9
34,4
48,4
14,4
24,1
52,1
96,8
18,8
54,3
41,9
44,0
50,9
35,4
57,1
5,7

44,0
18,2
48,7
31,1

7,0
3,2
0,0
7,0
7,0
3,0
3,5
6,8
3,4
3,6
4.4

14,3
2,5
2.3
5.2
4,5
7.8
1,6
4,6
11,8
10,3
3,6
2,9
4,7
5.9
4,7
6,6
4.4
6,5
2,4
2,8
3,5
4.8
4.4
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K265 98,0 61,0 66,1 13,5 30,3 4.4
K281 52,8 17,3 29,5 2,7 69,1 10,2
K283 29,1 32 68,3 2,2 20,6 19,2
K284 40,1 4.4 54,8 55 24,4 4,7
K285 89,5 22,9 43,7 4,5 38,8 17,7
K289 98,8 13,7 71,1 7,4 66,5 5,9
K309 32,2 14,9 30,4 1,6 68,9 7,7
K318 39,9 20,2 38,8 0,0 83,1 22,7
K335 49,7 41,8 57,6 0,0 43,7 0,0
K336 84,6 432 10,4 0,0 5,0 0,0
K348 88,2 43,4 2,7 0,0 12,1 0,0
K349 86,2 39,3 5,6 0,0 3,1 0,0
K370 95,1 42,3 27,5 0,0 19,1 0,0
K372 81,2 41,1 12,6 0,0 39,4 0,0
K374 72,3 45,4 99,8 0,0 29,8 0,0
K380 9,3 0,0 33,9 55 34,9 9,9
K381 31,7 0,0 55,9 7,6 29,7 14,9
K382 3,5 0,0 13,2 2,7 38,5 21,3
K385 80,6 16,8 52,7 14,9 46,7 16,4
K386 12,7 0,0 55,1 19,4 31,0 36,7
Vysvétlivky: R(%)...... procento reaktivace vypocitané podle vzorce (viz vyse)
lc.........niz81 koncentrace pouzitého reaktivatoru 4x10™*M
TCoviininnn. vy&§i koncentrace pouzitého reaktivatoru 4x10°M

DFP (diisopropylfluorfostat),
(paraoxon ethyl)

PM (paraoxon methyl),

PE
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3.4. Strukturni vzorce pouzitych reaktivatoru

Tab. 9 Udava pojmenovani, strukturni vzorec a molekulovou hmotnost

pouzivanych reaktivatorti v experimentalni ¢asti.

Molekulova
Reaktivator | Struktura
hmotnost
> o & 446.14
2Br
K005 @“\/\/@
CH=NOH CH=NOH
= ~ o 324.01
K006 | ol B
N A Br
NC_ o A\ -CHNOH 428.12
2Br :
Ko011 | @N\/\/N@ |
446.14
K018 HON=H CH=NOH
C\GN\/\/N@/
K027 Ho CH=NOH 446.14
QN\/\/NQ
| ; 2B CHENOH 460.16
K033 AN NS
CH=NOH L
WNOC\@ opd 460.16
K048 ZINES
& CH=NOH
| ; ZBr@ 456.15
~NOH CH=NOH
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415.12

K064
|@
G
- . 471.23
2Br CH=NOH
K071 | AN
l G
HON= | N og° 458.15
K075 NSNS
|
Z > CH=NOH
| x = ‘ 341.15
K088 ® = <y~ BT
CHs NOH
K100 e 20400
CH=NOH
@ 55 458.15
K104 HON=HC /N\/\/\N®\ CH=NOH
l G
m a 508.21
K107 SN N
CHENOH 2BY  CH=NOH
GRENCH 508.21
X AN
N
K108 @ﬁ| P
CH=NOH 2B°
476.16
K116 c/@N N@
HON=H & \/\o/\/ CH=NOH
HON= N o P CHENOH 476.16
K117 | 9“\/\0/\/”@\ |
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— NOH
oo ) e 340.16
K120 \
—. NOH ¢ 279.08
K121 H3c—N€>—{ !
\ / NH»
FEN CHENGH 476.16
e
N 28 ) 476.16
K129 SN~ N
CH=NOH CH=NOH
HONE
N e 467.20
K131 AV
l F
HON=|
S o5 467.20
K142 AN N
l F
— 307.09
—N® —
K169 NIV AR
=HC I
PHNeH 508.21
K180 ™ N o
HON-=! = - 25
K183 HON=HE N N
CH=NOH
HON=H | N 7 | 508.21
K184 SN NS
CH=NOH
508.21
K185
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HON=HC CH=NOH 508.21
O/ )
\_ 7 N/ 28
CH=NOH 508.21
K187 — —
HON=HC@ Ne ) g
K188 - @
HC]\I=HC@ N\ / ZBre
FDN:HC@ 432.11
K191 9N\/\@ 28°
> CH=NOH
”B° 516.27
K197 HON= HC—< ON—(CHa)s- >—CH NOH
CH=NOH Z | CONH; 458.15
K201 SN
| - 2BF
CrCONHz 458.15
K202 *’C\@N/\/\/N@
ZBr
@CONH? 458.15
K203 \@N/\/\/N\
HON=HG ~° 2B
CH=NOH @\ 458.15
K204 \eN/\/\/'\P\ CONH;
| - 2BF
CL 458.15
ZBr
K207 CHENOH 446.14

< N—(CH2)3 N® /> ZBr
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CH=NOH B o g 446.14
K208 / $N7(0H2)37N@—CH=NOH
HOREFC T 446.14
K209 /jw(%)yNi@ /) CH=NOH
— = 362,06
® -No © ’
K226 N ON-CHasNe N,
@ 458,15
K245 HON=HC\/§N/\/\/N®\
| - 2B  CONH,
— ‘ 458,15
@
K246 ‘ SN
HONSHG” 2B  CONH,
_ COOH 459,13
@
K250 /@N/\/\/Q/
S
HON=HC™ >~ 2Br
rij/cocm, 473,16
@
K251 /@\l/\/\/N\
S
HOoN=HC™ > 2Br
_~__COOEt 487,19
@
©
HON=HC™ >~ 28
491,22
=
K253 o |

HON=HC™ >~  2Br
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7
/\/\/N(g\ |

505,23

K254 /@N
S
HON=HC™ >~  2Br
@ 415,22
K255 @N/\/\/N(g\
/‘\/ 2 Bre
HON=HC
Kf\/CN 440,13
K256 /@N/\/\/N@\J
S
HON=HC™ >~ 28I
_~_OH 431,12
K257 /@N/\/\/’\@/
)
HON=HC™ >~~~ 2FBr
_~_CH,0H 445,15
K258 /@N/\/\/@/
Q@
HON=HC™ >~ 2Br
K\/(CHz)zsosH 523,24
K260 ‘ BN/\/\/ND
S
HON=HC™ >~  2Br
fij/Me 429,15
K262 /@N/\/\/N?
S)
HON=HC™ >~ 2Br
471,23
=
K263 e~ N

K
- 2B
HON=HC
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=4 | 465,18
K265 C/@N/\/\/N@\
€]
HON=HC 2B
HON=HC CH=NOH 458,15
K281 <\/ @\:Nﬂ'\‘:@_ >
_ o \_/
2 B¢
CH=NOH CH=NOH 458,15
K283 ) on—"" “—Ne /;
_ e\
CH=NOH 458,15
K284 % @}:N—/=¥N@ )—Cr=NOH
_ ee
HON=HC 458,15
K285 <\/ @\:Nﬂ,\@ )—areNoH
— 2BF
CH=NOCH CONH, 446,14
K289 { EN-CrsNe )
2BF
HON=HC4<\:®/\N—(CH2)7—N@ )—CHENOH 502,24
K309 / \
2B°
HON=HC™ Z ™ CH=NCH
| N o 243,10
B
K335 N~
CH=NOH
N o 243,10
K336 | Br

45




N ° 293,16
K348 | oy Br
HON=HC™ 7
s A~ - CH=NOH 293.16
K349
O\/N@\ | Bre
HON=HC 245,12
K370 —
CsH7=N® ) BY
- e 245,12
K372 C3H7~N@  )—CH=NOH  Br
\
CH=NOH 307,19
465,18
HON=HC
K380 é —
) ® )
\ /N 2Br@ N\ /
465,18
K381 C =
HON=HC ON NO
\ 7" ,g° :\ />
K382 N NS
CH=NOH 2Br
| x \/O/\[\@ 465,18
K385 N -
o
CH=NoH  2PBr
O N\ NN 465,18
HON=HC™
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4. Diskuze

Cilem této prace bylo in vitro testovani schopnosti fady reaktivatora
syntetizovanych na Katedfe toxikologie FVZ UO reaktivovat AChE
inhibovanou OF pesticidy a nasledné doporuceni perspektivnich sloucenin

k testovani in vivo.

Pted vlastnim zacatkem experimentalniho ovéteni reaktivacni u€innosti
bylo nutné vybrat vhodné chemikélie k rozpuSténi inhibitorli a samotny
inhibitor k tomu, aby podminky pro reaktivaci byly co nejvhodné;si. Nejprve
jsem musela vybrat a charakterizovat vliv rozpoustédla na AchE. Vlastnim
vyznamem rozpoustédla bylo rozpousténi a uchovavani organofosforového
pesticidu. ZkouSend rozpoustédla byla vybirana na zakladé¢ ptedchozich
zkuSenosti a ve shod¢ snalezenou odbornou literaturou, tak aby byla
kompatibilni s organofosforovymi sloueninami a zaroven AChE: acetonitril,
propan-2-ol, DMF, THF, propan-1-ol, n-butanol a pentanol (v koncentracich
(v/v) 20, 10 a 5 %). Koncentrace 5 % (v/v) se u vSech méfenych rozpoustédel
ukazala jako nejvhodnégjsi, ale pouze propan-2-ol v nejmensi mitfe ovliviioval
aktivitu enzymu, a proto byl v experimentu pouzit jako rozpoustédlo pesticidu.
Toto rozpoustédlo bylo jiz dfive vybrano k toxikologickému sledovani OFI v in

vivo experimentech.

Dalsim krokem byl vybér pesticidu, ktery inhibuje AChE bez pfedchozi
metabolické aktivace. Pfi vybéru pesticidii byl zarovenn zohlednén prakticky
vyznam ve smyslu, Ze pesticid je komeréné pouzivan bud’ vramci Ceské
republiky, nebo v jinych svétovych lokalitaich. Pro stanoveni pesticidu, ktery
nejlépe inhibuje enzym v koncentraci pouZitelné pro dalsi in vivo zkouSeni, byla
vyuzita kalibrace vzhledem ke koncentraci dané¢ho pesticidu. Jak je mozné
vyCist z obrazku ¢&islo 6., pro testovani uc€innosti reaktivace byly vybrany
nasledujici pesticidy: paraoxon methyl, paraoxon ethyl a DFP. Podle
experimentalnich dat se jevi jako caste¢né ucinny inhibitor bez metabolické

aktivace dichlorvos. To mize byt ale zplisobeno nespecifickou reakci vzhledem
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k vysoké koncentraci. Z tohoto diivodu nebyl dichlorvos zatfazen do dalSiho

testovani.

Pro vlastni sledovani reaktiva¢ni Gi€¢innosti bylo vybrano 110 oximovych
reaktivatorii piipravenych na Katedfe toxikologie. Z tohoto poctu bylo na
zékladé¢ nize zminénych divoda vyrazeno 32. Ke sledovani reaktivaéni

uc¢innosti na multikandlovém spektrofotometru pouzito 78 reaktivatort.

NejmarkantnéjSim problémem byla nizkd rozpustnost nékterych
testovanych reaktivatorl. Zejména se jen velmi Spatné rozpoustély (K065,
K066, K067, KO089, K182, K261). U n¢ckterych reaktivatori uzitych
v experimentu byl problémem vznik barevného komplexu v pfitomnosti (K064,
K266, K376, K377) spojeny se vznikem srazeniny. Z vySe uvedenych divodi
jsem se rozhodla slou¢eniny nepouzit pro dal$i charakterizaci reaktivacni

uéinnosti.

Pro navrh struktury oximového reaktivatoru se hodnoti vliv poctu
pyridinovych kruhi (mono a bis kvartérni reaktivatory), délky spojovaciho
fetézce, poctu a umisténi oximovych skupin [31]. V této praci byla na zéklad¢
naméfenych experimentéalnich dat potvrzovdna vhodna struktura reaktivatoru.
Bylo potvrzeno, Ze jedna az dvé oximové skupiny jsou dostate¢né pro dosazeni
vysoké reaktivacni Uc¢innosti, dal$i oximova skupina jiZz nezvySuje uinnost
reaktivace (K027, K048, K265). Je to pravdépodobné zplisobeno pomalejSim
prunikem reaktividtoru do aktivniho centra enzymu. Pfitomnost oximové
(hydroxyiminomethylové) skupiny je tedy nutnosti, in vivo se preméni na
oximatovy aniont, ktery nukleofiln¢ atakuje kovalentni vazbu E+I, aktivatory

bez oximové skupiny jsou jen velmi malo G€inné [32].

Z hlediska umisténi oximové skupiny v molekule reaktivatoru se
setkavdme s dalSim strukturnim faktorem, ktery se podili na schopnosti
reaktivovat inhibovanou AChE. Reaktivatory byvaji nejcastéji substituované na
pyridinovém jadie ato v polohdch 2, 3, 4, nicméné se mulZeme setkat 1
s oximovou skupinou mimo heterocyklus, a to na spojovacim fetézci mezi
dvéma jadry (K120, K121). Z experimentalnich dat se da fici, Ze nejvyhodné;jsi
poloha pro substituci na jadie vrdmci reaktivace je poloha 4 u
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monosubstituovanych reaktivatort (K027, K201, K385) a u disubstituovanych
latek pak kombinace poloh (2,2 — K184 ), (2,4 — K208) a (3,4 — 285), naopak
jako nevyhodna se jevi kombinace (2,3 — K183, K283). Skupina latek s
oximovou skupinou mimo pyridinové jadro, tedy na spojovacim fetézci,

nepattila mezi nejlepsi reaktivatory (K120, K121).

Dalsim dualezitym strukturnim prvkem reaktivatora je kvartérni dusik. Je
nutny pro vazbu reaktivatoru ve vazebném misté inhibovaného enzymu. Mono 1
biskvartérni reativatory Spatné prochdzeji pres HEB, ale je potvrzeno mnohymi
experimenty, ze biskvartérni reaktivatory (K018, K180, K208, K285) jsou lepsi,
1 kdyZ ptechazeji pfes HEB o vice nez polovinu méné oproti monokvartérnim

reaktivatoram (K169, K121, K006).

Ve struktufe reativatort OFl mlZeme najit 1 zavislost uc€innosti
reaktivace na délce a rigidité spojovaciho fetézce mezi jadry. V piipadé n-
methylenového fetézce ma kiivka vztahu mezi poctem methylenovych jednotek
typicky zvonovity tvar s maximem v oblasti 3 — 4 methylenovych jednotek
[33]. Toto pravidlo plati piedev§im u spojovacich mistkii s nasycenym
uhlikatym fetézcem. Mistky, které bud’ obsahuji nasobnou vazbu, nebo
heteroatom toto pravidlo nepotvrzuji. Tento fakt se mi podafilo prokdzat i
v ramci vlastnich experimentii. Dle povahy spojovaciho muistku mize dojit ke
snizené otacivosti mezi jadry. U téchto latek je spojovacim mustkem piedevsim
but-2-enovy fetézec, a nebo xylenovy spojovaci mistek. Zatim co u but-2-
enovych fetézcl byla naméfena jen mirnad reaktivace (K281, K285, K075), u
xylenovych spojovacich fetézcl bylo procento reaktivace vyssi, a to u vSech tii
inhibitort v obou koncentracich. Literarn¢ je u tohoto typu reaktivatori
popsana vys$i mira inhibice AChE nez v ptipad¢ samotnych inhibitori [34], ale
v ptipad¢ tohoto experimentu a zvolenych koncentracich, se u testovanych latek
tento jev neprojevil. Xylenovy fetézec miize mit vice moZnosti spojeni, a tim je
dan 1 thel, ktery sviraji jednotlivé voln¢ otaciveé vazby [35]. Otacivost vazby je

demonstrovana v obrazku ¢islo 6.
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Obr. 6: Otacivost vazeb mezi xylenovymi jadry.
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5. Zaveér

Z hlediska pouzitych inhibitorti 1ze shrnout, Ze DFP inhibovanou AChE
reaktivuji  biskvartérni  reaktivatory sdvéma oximovymi skupinami
a xylenovym nebo but-2-enovym fetézcem, dale biskvartérni slouceniny
sjednou oximovou skupinou a propanovym spojovacim fetézcem,
monokvartérni s vét§im substituentem na dusiku pyridinového jadra jako je
benzyl (K348, K349). Naproti tomu se AChE inhibovana paraoxon ethylem a
stejné tak 1 paraoxon methylem dala ve vétSi mife reaktivovat pouze
biskvartérnimi reaktivatory. Pocet oximovych skupin se nezdd byt dilezitym
faktorem pfedurcujicim UCinnost téchto reaktivatorll pro paraoxon methyl a

ethyl.
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