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SOUHRN

Teoretickacast je zamrena na organofosforové pesticidy a jejich vliv ndsky
organismus, moznost diagnostiky a zachazeni s yakiostravami.

Experimentalni ¢ast obsahuje syntézu a in vitro testovani novycaktieator

acetylcholinesterazy.

KLi COVA SLOVA

Organofosforové pesticidy, acetylcholinesteraza,agadostika, terapie otrav

organofosfaty, reaktivatory.



TITLE

Synthesis of novel reactivators of pesticide-inteithiacetylcholinesterase

ABSTRACT

The theoretical part is focused on the organophmsshpesticides and their influence
on human organism, the possibility of diagnostiog sieatment of such intoxications.
The experimental part contains the synthesisiandro testing of novel acetylcholinesterase

reactivators.

KEYWORDS

Organophosphorus pesticides, acetylcholinestedgsgnostics, treatment, reactivators
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SEZNAM ZKRATEK

AChE - acetylcholinesteraza

ACh — acetylcholin

BCHL — bojové chemické latky
BuChE — butyrylcholinesteraza
BuOH — butanol

CNS - centralni nervovy systém
DDT - dichlordifenyltrichlorethan
DMF — N,N-dimethylformamid

EA — elementarni analyza

ESI-MS — hmotnostni spektrometrie (electrosprayziaion)
GABA — y-aminomaselna kyselina
HEB — hemato-encefalicka bariéra
ChE — cholinesteraza

l.t. — laboratorni teplota

MeCN — acetonitril

NMR — nuklearni magnetick& rezonance
OF — organofosfat

OFS — organofosforové sléeniny
OFI — organofosforové inhibitory
OL — otravnd latka

OP - organofosforové pesticidy
NMP — neuromuskularni ploténka
NPL — nervo¥-paralytické latky

NS — nervova soustava

TL — toxicka latka

t.t. — teplota tani

VNS - vegetativni nervovy systém
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1 UVOD PRACE

Od paéatku civilizace se jedinec snazil zlepSovat svénpio#ty na zachovani urody,
ktera pro & méla nesmirg velkou cenu a znamenala moZno#Aiti pro lidstvo. Jiz fed
mnoha lety znamé osobnosti (hapakladatel botaniky Theofrastus) popisovali napdad
arody jednotlivymi nemoceméi Skadci a mnoho &chto nemoci bylo uz v tomto obdobi
pojmenovano. Pesticidnitipravky se vyvijely mnoho desitek let az do dng3odoby.
Jednim z hlavnich pozadavlro jejich pouziti je vyrobit pesticid, ktery bud&inkovat na
Siroké spektrum 3idci, ale zarové bude Setrné jak pro apli&ai zdroj, tak proclovéka
samotného [4].

Pesticidy, je souhrnné oztfemi pro chemické prastdky, utené k potlaeni, ale i
hubeni organisin S jejich vyuZitim se setkhvdme na zhruba 95 % ¢dsiské pidy.
Pesticidy se rozduji dle miznych hledisek. Néastji podle pisobeni na [24]:

= zoocidy —pro boj se ziwisnymi Skidci

= fungicidy — proti plisovym onemoc#énim rostlin

» herbicidy —k néeni plevele v zegdélskych monokulturach
= algicidy —k hubenfas

= arboricidy — pipravky proti nezadoucimrevinam

= antimikrobialni pesticidy - baktericidy

- virucidy

DalSi cleni [24]:

Mezi pesticidy, které nemajrimy toxicky &inek,fadime:

. detergenty — zabtiaji pozZeru, resp. inhibujifjem potravy

. repelenty — latky odpuzujici hmyz

. atraktanty — psobi na bazi feromdna lakaji hmyz do jednoduchych likvigtgch
pasti

. chemosterilanty — jsou &gné ke sterilizaci hmyzich satké

. insekticidni hormonytrstové inhibitory

. preparaty zaloZzené naigku virt, hub, mikrobialnich pesticid
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D¢leni, dle zfaisobu jejich pouziti:

kontaktni (dotykove) pesticidy —¢iinna latka Astava na povrchu a nepronika do
organismu, pouzeékteré z nich maji hluboky efekt a tak pronikaji mstlinnych
pletiv

systémové pesticidy -ipobi nejen na povrchu, ale pronikaji kutikulou dmk a
jsou rozvadny cévnim systémem, jejich nevyhodou je vetastd nachylnost ke
vzniku rezistence a nebezpéytotoxického vlivu na rostliny

kombinované pesticidy — latky se systémovym i kkimtizn (Einkem

kvazi-systém (mezostenické) pesticidy — latkesqbici na povrchu se uklada do
kutikuly, z niz se pomalu odhge

Podle zfisobu aplikace:

postiky, aerosoly
fumiganty

poprase

pevné a tekuté nastrahy
moridla

nagry a impregnace

Podle fivodu:

piirodniho mivodu (nikotin)

syntetické latky (chlorované sléeniny, organofosforové sléaniny a derivaty,
karbamatové stieniny, dithiokarbamaty, latky chinoidniho charaltearomatické
karbamaty aj.)

biopreparaty — biopesticidy — jsou méntoxické wici ¢loveku, kulturnim rostlinam
a uziténého hmyzu a maji kratSi interval pouzivani (hiaskupiny: mikrobialni

pesticidy, biochemické pesticidy, protektanty irg@rované do rostlin)

V diplomové praci jsem se za&iila na jediny typ pesticid ktery setfadi mezi

zoocidy. Jedn& se o insekticidy. Maji za ukol pkaput do organismu hmyzu a inhibovat

jejich zivotre dalezité procesy a to zejména nervovou soustavu.oGesitupu této latky je

negastji jejich zazivaci trakt, do kterého se latka daostdoul’ z povrchu listu (kontaktni

insekticid) nebo je latkaipmo v rostlire (systéemovy insekticid). Jejichcinnost zavisi na

schopnosti inhibicedkterych d&ja probihajicich v hmyzu, na transportu do misiaku a na

12



Mriviw s

diive hojré vyuZivala (nyni je v mnoha zemich jeji pouZziti @z&no, vetns CR) je skupina
insekticidi organickych slogenin obsahujicich chlor. Jejich nejzng&im zastupcem je
DDT, dale také hexachlorcyklohexan (gama-HCH, gamibdan). Mechanismusc¢iku
spaiiva v zasazeni nervoveé soustavy [24].

Inhibitory acetylcholinesterazy gatk dalSi generaci insektidid Jedna se o latky,
které pracuji na principu zasahu do nervové soystakde zpisobuji inhibici
acetylcholinesterazy (dale AChE). Inhibici AChEzsgSuje koncentrace acetylcholinu (dale
ACh) na vSech mistech, kdégobi jako mediator (na perifernich efektorech /Megdory/,
ve vegetativnich gangliichN{ receptory/ a nervo-svalovém spojenily receptory/) [24].
Diky jejich Sirokému vyuziti a mechanizmuigobeni, dochazi &o¢ v mnoha zemich
k intoxikaci osob, kt# s nimi pracuji. Rozdily mezi jednotlivymi inhibity jsou zavislé na
charakteru reakce s AChE [24]. Jednd gsedevSim o organofosforové stmminy a
karbamaty.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 ORGANOFOSFOROVE SLOUCENINY

Mriviw s

které nahradily chlorované uhlovodiky (iiapDT) [23]. Jsou to latky, s kterymi seideme
setkat v zergdélstvi, kde se vyuzivaji jako insekticidy (hubeniym), obect pak o nich
hovaime jako o organofosforovych pesticidech (OP). \h&iemfe se s nimi setkavame
v praimyslu (znék¢ovadla aj.) a ve zdravotnictvi (vyzkum nervovycmKai). Podobnou
strukturu maji také nervev paralytické latky (NPL), fisobici na lidsky organismus
piedevsim svoji mimiadnou toxicitou, rychlym nastupentinku, snadnou pouzitelnosti a
vlivem na nervovou soustavu (NS) [2, 6]. Dikimto vlastnostem byly organofosforové

latky (OF) zneuzivany pro vojenskéely.

2.1.1 FYZIKALN E CHEMICKE VLASTNOSTI ORGANOFOSFOROVYCH
SLOUCENIN

OF tvai raznorodou skupinu latek, vyz&gicich se podobnymi fyzikan
chemickymi vlastnostmi. Jejich pétky sahaji do 19. stoleti, aviak jejich biologiakekt
byl objeven ve 30. letech tohoto stoleti [1].akladny vyzkum syntézy toxickych
organofosforovych slaienin se datuje k obdobirgd druhou sstovou valkou. Cilem byla
piiprava nervo¥ toxickych plyri, které se uplatnily jako bojové chemické latky (B [4].

OF jsou odvozeny od kyseliny fosforové a foséoke Pesticidy jsou odvozeny
pievazre od kyseliny fosforéené, NPL jsou ne€pstji derivaty kyseliny fosforové. Estery
kyseliny fosforové byvaji toxi¢jSi nez analogické estery kyseliny fostré, navic
oxosloweniny (gFimé inhibitory) jsou toxitéjSi nez jejich thio-analoga (n#mé inhibitory),
[7, 8, 22].

Jednu z neptSich skupin OF, pro kterou je charakteristicky agjty biologicky
acinek, Ize znazornit obecnym vzorcem (Obr. 1).

RO, X

=4 X=0,S
RO OR®

Obr. 1 Obecny vzorec organofosforovych siteuin.

R, R = alkoxy, alkyl, substituovana aminokyselina
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Mezi hlavni chemické vlastnosti OF stamin pati alkylacni a fosforyl&ni reakce.
Zejména fosforyléni vlastnosti se projevuji po vstupu do organiskde navic mohou byt
metabolizovany pomodiady katalyzovanych a nekatalyzovanych reakci. Tgtikce pak
toxicky efekt zvysuji, nebo se projevi jako reakietoxikani [1].

Mezi reakce zvySujici toxicky efekt gabxidace, ktera se uphatje zejména u thio-
slowenin, oxidovanych na tosjSi oxo-slodeniny (nap. parathion na paraoxon) [1].

K detoxikanim reakcim pdt redukce (nitroskupina na aminoskupinu), izomeeza
hydrolyza, ktera je &tSinou realizovana enzymatickymi systémy v organisiealkylace
(triester na diester), degradace karboxydeiiyéster nebo amid na kyselinu) a také reakce
konjugani (s kyselinou glukuronovou a dalSimi steninami) [1].

Sloweniny patici ke skupid OF se vyznéuji i silnym lipofilnim &inkem
(rozpustnost v tucich a tukovych rozpagech). Diky lipofilnimu @inku maji schopnost
absorpce a ggniku pres hemato-encefalickou bariéru (HEB) [1].

S ohledem na chemickou strukturu a metabolismustugxrozdily ve vlastnostech
slowenin, ale z hlediska toxickéha@inku jsou tyto rozdily méhdulezité. Jako insekticid
se pouziva vice nez sto organofosfatovych vyidgr].

Organofosforové insekticidy inhibujici AChE jsoudiie roz&ené z dvodi, Ze [20]:

» vykazuji vysokou dinnost jako insekticidy
= diky jejich chemické strukte se rozpadaji t&huplné na neSkodné degrand produkty

béhem rékolika dni, a proto petrvavaji jen kratkodabv Zivotnim prostedi

2.1.2 KINETIKA ORGANOFOSFAT U

Organofosfaty se vyskytujicpvazrt jako kapaliny. Ke kontaminaci dochadzepézre
oralrg a transdermatn Nekteré jsou dofe rozpustné ve veéd v tucich, kde se koncentruji a
odtud jsou pomalu uvabvany zgt do krve, z tohotow/odu jejich toxické tinky recidivuji
nebo jsou prolongované ¢RawjSi organofosfaty (vysoky tlak patigookojoveé teplat) se
dostavaji dodla cestou inhakai nebo pes kizi [20].

Nekteré jsou uclovéka zcela metabolizovany na neéroxické nebo inertni
degradani produkty. Jiné se metabolizuji pouzsté&ne, nebo maji nizkodi zanedbatelnou
toxicitu. DalSi se ini na vyznamétoxicky metabolit (p. parathion) [20].

OF se detoxikuji jaterni mono-oxygenazou s cytoctam P,s,. Nékteri zastupci jsou

nejprve metabolizovani na sl&niny s vyssi toxicitou, jako je tomu u parathioktery se
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metabolizuje na vysoce toxicky paraoxon. Kame metabolity po detoxikaci v jatrech jsou

vylu¢ovany travicim ustrojim [20].

2.1.3 NEXASTEJI VYUZIVANE ORGANOFOSFOROVE PESTICIDY

2.1.3.1 Chlorfenvinphos
0,0-dietyl-0-1-(4,5-dichlorofenyl)-2-chlorovinildietylfosfonag; ,H,,C1;0,P
Stredre rozpustny ve vad dolie rozpustny v alkoholech. K absorpci dochazi demimal

kontaktem a pozitim usty. Je rychle a @pimetabolizovan a vylaien za gkolik dni [20].

2.1.3.2 Demeton -S - metyl

Synonymum: Metasystox

0,0-dimetyl-S-(2-thiopentyl) monothiofosfonat;H,s05PS;

Rozpustnost ve va@d zanedbatelna, rozpustny #kiterych organickych rozpoustiech,
absorbuje se pozitim, inhalaci a transderghaRychle se rozpada wisledku oxidace a

odstragnim metylovych skupin. Vykuje se pevazr moci [20].

2.1.3.3 Dichlorphos

Synonymum: DDVP

0-(2,2-dichlorovinyl)9,0-dimetyl fosfat;c,H,C1,0,P

Rozpustnost ve vadzanedbatelna, déd rozpustny v organickych rozpoédlech, vyuziva
se ve své plynné fazi diky vysokému tlaku par. Kifhjodochazi asty, inhata¢ a

transdermal&, nasleds se rychle a Upkhdegraduje a jeho metabolity jsou Wwdwany mai

[20].

2134 Dimethoate

0,0-dimetyl-S-(2-ox0-3-azabutyl)-dithiofosfat;H,,NOsPS,

Vyznauje se nizkou rozpustnosti ve ¥odrysokou rozpustnosti whkterych organickych
rozpoustdlech. Rychle se absorbuje inhaléa cestou, perkutdgna oralnim pozitim, jeho
metabolity se rychle vytwji mcoci. Jeho toxicita je niZzSi nez toxicita parathionu.
V organismu nevykazuje zadné toxické symptomy pdknuii inhal&ni cestou a

transdermal& Letalni pfibéh je pozorovan po poziti 30 mg/kg [20].

16



2.1.35 Malathion

Dimetyl-S-(1,2-bis-carboethoxy)etylfosfordithioat;H,,0¢PS,

Vyznaiuje se nizkou rozpustnosti ve ¥ode dolie rozpustny v &kterych organickych
rozpoudtdlech, mé&tesnekovy zapach. Spatse absorbujeti, jeho toxicita je sedni, je

meére toxicky nez parathion, vytiuje se mai a stolici, ¥tSinou &hem 4 di [20].

2.1.3.6 Paraoxon

Synonymum: E 600

0,0 dietyl-0-(4-nitrofenyl)fosfat;C,oH,,01sNP
Je hlavnim metabolitem etylparathionu [20].

2.1.3.7 Parathion-etyl

Znamy pod ndzvem: Nitrostigmin, Prathion, E 605
0,0-dietyl-0-(4-nitrofenyl)-monothionofosfat;;,H.,NOsPS

Je zanedbateinrozpustny ve vog zato jeho rozpustnost je dobrd v mnoha organitkyc
rozpoustdlech. Vyznduje se vysokou afinitou ke tkanim bohatym na tukpacha po
¢esneku. Jeho metabolickou konverzi vznika vysoxieky paraoxon. Symptomy otrav jsou
opozd&né a mohou se projevit az poekolika hodinach diky jeho prodlouzenému
chemickému fisobeni [20].

2.1.3.8 Parathion-metyl
0,0-dimetyl-0-(4-nitrofenyl)-monothionofosfatsH,,NOsPS

Zanedbatel& rozpustny ve vod] dobra rozpustnost v mnoha organickych rozpwiléth,
vysokd afinita pro tukovou tkacesnekovy zapach. Toxicita jako takova je @wanizka. Je
metabolizovan na sy vysoce toxicky derivat paraoxon, proto je nassymptond otravy
caso¥ opozany. Je vyldovan mai, prevazre jako metabolicky kongy produkt p-

nitrofenol. Ri masivni intoxikaci nizeme pozorovat letalni konec [20].

2.1.3.9 Trichlorfenol
0,0-dimetyl-(2,2,2-trichloro-1-hydroxyetyl)-fosfonat,HsCl;0,P
Rozpustny ve vatla v rekterych rozpousgtllech. Po poziti se rychle absorbuje, metabolizuje

se \&tSinou hydrolyzou a z organismu odchazi¢imvydechovanym vzduchem [20].
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2.2 CHOLINESTERAZY

Objev cholinesteraz saha naéptek 20. stoleti. Roku 1914 H. Hallet ziskal Nokalo
cenu za objev, ktery potvrdil, Ze krev je schopydrblyzovat cholinové estery. Teprve po 2.
sv. valce byla prokadzana existence deldy dalSich esteraz. V poslednich letech se vyzkum
této problematiky fesunul z oblasti teoretické, na stranu praktickékaqe. Zjistila se wtSi
komplexnost Ginkt enzymi a otviraji se nové moznosti zkoumani. Cholinegge&€hE) se
v lidském ¢€le vyskytuje ve 2 typech. LiSi se rapvoji strukturou, fyziologickou funkci,
afinitou k substrd@im a inhibitofim, rozloZenim v organismu nebo kinetikou [13].

Prvnim typem je acetylcholinesteraza (AChE, ¢mj@ se také jako prava nebo
specificka), kterd se nachazi v nervovych zgkaich, v plicich, v erytrocytech, sleéia ve
vSech ¢astech mozku. Je vidzand membranovym glykoproteiaemxistuje v skolika
molekularnich formach [13].

Butyrylcholinesteraza (BuChE, oznge se jako plazmova, pseudo nebo
nespecifickd) pat k druhému typu ChE. Vyskytuje se v plagzna ma vice nez 11
izoenzymatickych variant. Déle se nachazi v hlagkélovirg, stevech, srdci, pankreatu,
v jatrech a v bilé hmstmozkoveé [5, 13].

2.2.1 BUTYRYLCHOLINESTERAZA

BUuChE je enzym, ktery ma podobnou molekularni $tnukjako AChE. Jejich shoda
je v 65 % sekvenci aminokyselin, majiiuzné molekularni formy a strukturu aktivniho
centra. Aktivni centrum obsahuje aminokyselinursefedna se o hydrolyticky enzym, ktery
sefadi ke karboxylesteraze typu B. Jerarmactyimi identickymi podjednotkami, kde kazda
obsahuje 574 aminokyselin a 9 sacharidouigtézci, postrada anionické centrum &teré
aromatické zbytky [5,17]. Od AChE se liSi ve spiggik nekterym substrdiim (pi. AChE
hydrolyzuje acetyB-methylcholin a nespi benzoylcholin, u BuChE je to op®).
Vyskytuje se ve &Sin¢ burek, krone erytrocyti. Jeji Uloha je na arovni b&né proliferace.
Slouzi k udrzeni spravné funkce myelinu, podilhaepodpee ristu neuribh béchem vyvoje
jedince [8].

Je produkovana jaternimi tkemi (hepatocyty) a vyplavovana do krve, kde v pl&az
katalyzuje hydrolytické 8peni estar cholinu a wkterych dalSich substfat Pokles jeji
syntézy a tim i aktivity v plazénje dan hepatopatiemi (poSkozeni jaternichékumebo
nedostatkem protein (diety). Ireverzibilni inhibice nastava v dbbjejiho ovlivreni
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organofosfatovymi inhibitory, s kterymi se ta$tji setkavame ve forgh pesticidi v
zemedélstvi, pog. inkem BCHL. Experimentath se vyuZivd P |écbé kokainové
zavislosti. Je to specificky marker v diagnosticeh&imerovy demence a v S@snosti

nabyva jeji vyznam jako profylakticky lék otravigmbenych inhibitory ChE [17, 18].

2.2.2 ACETYLCHOLINESTERAZA
Enzym AChE paf do skupiny serinovych esteraz. Hydrolyzuje aatylin (ACh)

uvolovany z nervovych zakéeni do synaptické &biny pri pifenosu nervového vzruchu a
uvnitt nervovych zakoteni odpovida za rozklad cytoplazmatického acetyicho Je
tvofena demi peptidovymitrettzci a a p [7]. V a-fetzci (aktivni misto enzymu) dochazi
k rozkladu ACh. V blizkosti aktivniho mista se takéchazeji aminokyseliny histidin a
glutamova kyselina. Aktivni misto je uloZzeno v ldkB a uzké prohlubni, na jejimz povrchu
se nachazi &Si mnozstvi aromatickych zbyik Pra¥ tento elektrono¥ bohaty systém
prostednictvim katinax interakci, zajisuje vazbu kvarterniho dusikového atomu substratu
k aktivnimu mistu enzymu [21]. ¥etzci B se nachazi tzvp-anionické misto a oblast
hydrofobnich interakci, tzvy-anionické misto [7]. K hydrolyze ACh,¢inkem AChE
dochézi tak, Ze se molekula substratiblizi k aktivnimu centru enzymu. Dojde kemosu
acetylu na hydroxylovou skupinu serinu. ACh se t&z&a cholin, ktery je na enzym vazan
jen slabymi vazbami, a acetyl, ktery jgepesen z ACh na serinovy hydroxyl esteratického
centra. isledkem toho je vznik acetylované AChE, ktet¢adm rékolika zlomki sekundy
podléha reaktivaci hydrolytickym odgienim kyseliny octové [11].

Hlavni fyziologickou funkci AChE je uka@eni genosu na cholinergnich synapsich
prostednictvim hydrolyzy neurdgnasée ACh [8, 17]. B nedostaténém rozkladu ACh
hrozi jeho kumulace v organismu, ktera se projevi akutni cholinergni krizi. Cholinergni
krize vznika na podkladdlouhodobého nadkmého drazeéhi cholinergnich receptdr Tento
jev se pak projevitznou Skalou muskarinovych, nikotinovych a cent@inklinickych
piiznaki [16].

2.2.3 MECHANISMUS TOXICKEHO U CINKU

OFS maji schopnostipobit na lidsky organismus toxicky. Mohou vyvolakicke
piiznaky Ehem rékolika minut nebo i hodin, maximairdo 24 hodin s ohledem na davku a
zpisob kontaminace [20]. Jejich toxicita je dana dré#di, mutagennimi, teratogennimi,
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karcinogennimi, neurotoxickymi a pneumotoxickyndinky. V CNS misobi excitang, ale i
tlumiveé. Maji vliv i na funkci testes a pankreatické ¥aPodileji se n@adé hormonalnich
zmeén v organismu, ovliiuji pasobeni neurotransmitea mohou zasahovat do energetického
metabolismu [16]Krome jinych maji dalSi toxické dinky - cytotoxické poskozeni v jatrech,
ledvinAch a hematologickém systému, poruchy meisbal aminokyselin, vznik
hyperglykémie [20].

Ovlivnéni CNS speiva v zasahu OFS do nervového systému, Kdel ireverzibilni
inhibici acetylcholinesterazy (AChE), ktera je ngizla pro spravnou funkci cholinergniho
nervového systému. AChE gobuje hydrolyzu (rozklad) neuromediatoru acetylichn
ktery p‘enaSi nervové vzruchy na synaptickyafrlsinach, na cholin a kyselinu octovou [16].

ACh je syntetizovan z exogefirpotravou dodavaneho cholinu, a v organismu je
acetylovan pomoci acetylkoenzymu A. Tato reakce Katalyzovana enzymem
cholinacetyltransferazou. Po syntéze je v synaptickvacich (presynaptickém utvaru)
skladovan ACh. Synaptické && se hromadi u synaptickychégiin, ty se také ozraji
jako aktivni zona synapse. Synaptickékyase i pirenosu nervového vzruchu vypraeg
do synaptické stbiny a ACh reaguje s acetylcholinovym receptorenskarinového nebo
nikotinového typu na postsynaptické membiraleho vazbou na receptor séninprostorové
uspdadani molekuly receptoru a v dosud nepropustné mé@hlyznikne por, kterym se
podle koncentréniho spadu transportuji ionty (kalium ziky a natrium do biiky). Vznikly
elektricky potencial se dalei8ipo nervovém vlakh jako elektricky impuls. Otgeni
membrany trva velmi kratkou dobu, protoze okagnpit navazani ACh na receptor, je ACh
rozkladan AChE. Po rozloZeni ACh se receptor wlagiivodniho stavu [1, 19].

OFS misobi inhibici AChE. K inhibici dochazi mechanismeazby OFS na aktivni
misto AChE. Aktivni povrch je twen tzv. katalytickym centrem, které je slozenowz tz
esteratického mista, tieného karboxylovou skupinou serinu a-anionického mista,
tvofeného karboxylovou skupinou kyseliny glutamové. |Bdleem inhibice AChE je
nadnérné hromadni ACh na receptorech s naslednym dlouhodobym  éréed
cholinergnich receptr Tento @inek se pak projevi zvySenou aktivitou vegetativeivové
soustavy (VNS), podraZdim CNS a zvySenou aktivitou kosterniho svalstvab(Tl) [1, 15,
16, 19].

Inhibitory AChE maji tu schopnost, Ze enzym dwacyluji, nebo neacyluji. Latky,
které pati mezi neacylujici inhibitory se vazi g, B- ay- anionické misto. Tato vazba ma

reverzibilni charakter (znovuobnoveni aktivity AQhHBnhibitory reagujici s esteratickym
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mistem AChE, tento enzym acyluji. Inhibitor tohdypu zpisobi ireverzibilni inhibici. Do
této skupiny inhibitak pati nejen OF, ale i karbamaty [1].

Reaktivaci je mozno urychlit pomocikterych nukleofilnich¢inidel, nag. oximi,
které obnovi aktivitu AChE. U &kterych OF se rizeme setkat s procesem zvanym
dealkylace. Dealkylace #apobi, Ze jedna z alkoxylovych skupin navazanychQ# je
odSgpena dinkem vody. Tento & se také nazyva ,aging“ — starnuti. Nasledkem toho
stavu  je nefistupnost AChE pro dinek reaktivatoi a dealkylovana AChE je
nereaktivovatelna. Rychlost starnuti je zavislaaob: kontaktu enzymu s danou latkou a na
chemické strukte inhibitoru [1,16].

Krom¢ akutniho dinku, je u OF pozorovan tzv. pozdni neurotoxickgktf(delayed
neurotoxicity). Pozdni neurotoxicita byla pozorozam fosfat a fosfonai diky dealkylaci.
Tento jev se nasledrprojevuje poruchou funkce perifernich neurém].

V organismu po vstupu OF latek nastavéyii hlavni faze: resorpce, transport,
metabolizace, vlastni toxicky efekt. Vlastni toxickfekt je uskuténén pouze zlomkem
pusobici latky, zbytek davkyipdstavuji ztraty nejznéjSim zpisobem, mohou se pohybovat
az okolo 99 %. Po expozici toxickou latkou (krbmv. podani), mizeme pozorovatizné
dlouhy interval zpozZghi v nastupu &nku. Ten je dan schopnosti latky proniknout
biologickymi bariérami. V transportim systému pa#aguje OFS s cholinesterdzami a
dalSimi enzymy, hlavhs karboxylesterasou a fosforylfosfatasou v pkaziryto esterasy
pusobi jako , vychytava“ (scavengery) OFS diky tomu, Ze vazba jich samcinna latku
nevyvolava zadné klinickéffznaky intoxikace. Tento proces ziije az zabnsuje rozvoji
piiznaki intoxikace vlivem jejich schopnosti navazast latky, ktera vstoupila do organismu
a tim ji vyfazuje z vlastniho toxickéhcociaku. Proto se pouze 1 — 3 % z celkové davky
toxické latky dostane na misto svéhis@beni. Krevni o¥h (transportni systém) zanese
toxickou latku (TL) na misto metabolického a toxdbk efektu. Metabolizace zahrnuje
detoxik&ni reakci. V gkterych gipadech (hlavéiu organofosforovych insekticid) je vlastni
latka oxidovana a vznikly derivat, ktery je t&§Si, je znovu vyplaven do krve aiie byt

zdrojem nové intoxikace [16].

21



Tab. 1 Reakce efektod na cholinergni impulzy

Efektor Typ adrenergniho receptoru | Cholinergni realkce
Srdce

SA a AV uzel Bl Negativi inotropni
Sirg B1 Negativié chronotropni
Komory Bl Negativié dromotropni
Hladké svaly cév

Koronarni a; B2 Dilatace

Kozni a Dilatace (sympatikus)
Kosternich svai a; B2 Dilatace (sympatikus)
Mozkové a Dilatace

Plicni a; B2 Dilatace

Biidni o, B2

Ledvin a nadledvin a Dilatace

Genital a Dilatace

Slinnych Zlaz a Dilatace

Vén (systémovych) a; B2

Plice

Svaly bronch B2 Kontrakce

Zlazy bronclt ? Stimulace

Travici trakt

Tonus a motilita a; B2 Kontrakce

Swrace a Relaxace

Sekrece Stimulace
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Zlugnik Kontrakce

Mo¢ovy méchyr

Detrusor Kontrakce

Sfinkter Relaxace

Ureter Vzestup motility a tonu

Déloha

Téhotna Variabilni

Netthotna Variabilni

Pohlavni organy

Chémovody, penis Erekce

Klitoris Erekce

Oko

m. dilatator

pupillae

m. sphincter Midza (kontrakce)

pupillae

m. ciliaris Akomodace na blizko
(kontrakce)

Kuaze

m.errectores pilorum

Potni Zlazy Generalizovana sekrece
(sympatikus)

Zlazy

Dren nadledvin Sekrece (adrenalin, nof
adrenalin)

Langerhansovy ostvky

Siginka
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Slinné Zlazy a Serdzni sekrece
p
Slzné Zlazy Sekrece
Nosohltanové Zlazy Sekrece
Slezina
Pouzdro ;B2
Jatra a Syntéza glykogenu
B2 Syntéza glykogenu
Tukové buiky Bl
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2.3 PRIZNAKY INTOXIKACE

Z patofyziologického hlediska Ize intoxikaci ra@fitl do n¢kolika fazi. Do prvni faze
pati vstup OF do organismu,igstup latky pes biologické bariéry do krevnihi@ciste,
transport na misto metabolizace a toxického efekade interakce Fislusnymi enzymy.
Druhu fazi charakterizuje hrom&d ACh na nervovych zakdaenich a tim projevy jeho
zvySené koncentrace &chto mistech. K ietimu stadium pé#t rada biochemickych a
patofyziologickych zrén v disledku @inku ACh na bu&¢nych membranach. Posledni faze,
kterou miZzeme pozorovat jen uékterych OF, je charakterizovana projevy pozdni
neurotoxicity [1].

Masivni otrava OF je typicka svym klinickym tfs¢hem. Casovy interval mezi
expozici a projeven prvnichipnalki maze byt fizn¢ dlouhy. Je zavisly na céststupu OF
do organismu, jeho mnozstvi a druhu [20].

Muskarinové (charakterizuji vystiipvany &inek nehromaghého acetylcholinu na
synapsich VNS), nikotinové (dany kumulaci ACh na Rotorickych neriy a gangliich) a
centralni piznaky, vznikaji v dsledku nadrérné stimulace cholinergniho nervového
systému, vlivem inhibice AChE. Tomuto stavu se tdk&akutni cholinergni krize [16] .

Takto vznikly stav fi nedostatené rychlé pomoci, v fipact téZkych az smrtelnych
intoxikaci, vede k akutni respimai insuficienci, ktera je dana poruchou dechovyehter a
paralyzou dychacich sval(véetn® branice). Po fekonani akutniho stadia otravy, je
v klinickém obraze dominantni celkovy metabolickyvrat v disledku dlouhodobé hypoxie
a acidozy.Tyto stavy se pak projevigdu nEsiai jako neurologické a neuropsychické
piiznaky [16].

Mezi velmi zavazneé isledky akutni intoxikace piati nespecificky &inek téchto
latek, ktery vede k morfologickému poSkozeni nervovéngkaXicinou tohoto stavu je
pravdpodobré nadnérné vyplaveni glutamatu, vzniklé stimulaci glutaenghich neuroin
tzv. receptal N-methyl-D-aspartatu. Aktivaci é¢thto receptar dochazi k nad#neé
akumulaci vapniku uvritneuror a to vede k nasledné neuralni smrti. Tyto morfickg
zmeny jsou disledkem dlouhodobéhdgirvavani neurologickychifznaki [1, 16].

Specifickou komplikaci otrav je jeji remise, kterd vznikd na podktadyplaveni
otravné latky z depotnich mist (z tukové t®amebo uvoldnim OL z vazby na bilkoviny

krevni plazmy. Specifickd komplikaceude vzniknout i v dsledku letalni syntézy (po

v
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Lehka otrava OF se projevuje zejména centralnimi a muskarinovyitiznaky.
Vznikd az po uité dokE latence (#kolik minut). Ze subjektivnich ifiznaka se objevu;ji
bolesti hlavy, pocit tlaku a bolesti ¥igh, zejména ip akomodaci. Je pogdvana zvySena
Gnavaci drazdivost, Uzkostné stavy, zawatrnuti ¢i bolesti korgetin, pocit tize na hrudi,
ztizené dychani, nevolnost, nuceni nacemd ¢i na stolici, bolesti ticha. K objektivnim
piiznakim pati midza, pekrveni spojivek, zvySené slzeni a sekrece z hordichacich
cest, bledost pokozky. Intoxikovany séatje na dusnost, kterou provazi drazdivy kasel

s vykaSlavanim vazkého hlenu [1].

2.3.1 AKUTNI INTOXIKACE

Muskarinové priznaky vznikaji vlivem stimulace muskarinovych recefitor

autonomniho nervového systému [1, 3, 16, 20]:
. projevy na zornicich — miéza, poruchy akomodaegagneé vidni a

bolesti v @ich), v 20 % pipadi miéza z neznamychiglodi chybi

. zvySene slzeni a poceni

. nadn&rné slireni, rhinitis

. bronchialni hypersekrece kombinovana s bronchosparzesipanim

. nonkardialni plicni edém — klasicky plicni edémvsskytuje pouze vyjimeng, ale

diky excesivni bronchialni sekreci hlenu si&mrozvinout plicni edém

. muaze byt gitomen kaSel &asna cyandza

. abdominalni symptomy — abdominalni d&p kiece, nauzea, zvraceni, upmy,
tenesmy, fekalni inkontinence, polakysurie a&owa inkontinence

. kardiovaskularni symptomy: bradykardie, hypotendiky stimulaci sympatického

nervoveho systému seireme setkat s ventrikularni tachykardii a hypelitenz

Nikotinové priznaky zpisobené stimulaci nikotinovych receptét, 3, 16, 20]:

. deprese nebo paralyza vSech autonomnich gargiélatalniho svalstva

. mimovolné drazéhi svah obliceje a hrudniku diky néetrzité vysoké koncentraci
ACh na nervosvalovych ploténkach pruhovaného txals

. excitace sval hrudniku zhorsuje plicni ventilaci

. svalové zaSkuby a fascikulace mohou byt nasledogmmeralizovanou paralyzou

v disledku permanentni depolarizace
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. tachykardie, bledost, poruchy metabolizmu glycig— hyperglykémie) vznikaji
nasledkem stimulace sympatickych ganglii diky n&dému uvohovani
katecholamin (tento jevéasto gekryva muskarinovy efekt)

. zmeny propustnosti buignych membran - zvySeny unik drasliku z intracehiléo
prostoru — vznik hyperkalémie (diky permanentrpalarizaci koncovych nervovych
plotének)

. metabolicka acid6za

Centralni_p¥iznaky jsou spojeny s permanentnimi vysokymi koncentracA@h
v mozku [1, 3, 16, 20]:

. zavrat, psychicka tenze, uUzkost, nespavost, bolesti hlasjasnaiec, porucha

koncentrace, depresivni stavygnomiry a sini
. generalizovand slabost, koma s areflexiitecd, Cheyne-Stokesovo dychéani,
respir&ni a olthova deprese, paralyza dychani a hypertermie

2.3.2 PRECHODNY SYNDROM

Tento syndrom je spojen s paralyzou proximalnichlisikoncetin, kenich flexoi,
motorickych kranialnich netva dychacich sval Objevuje se zhruba za 24 az 96 hodin po
otraw. Zakladni patofyziologie je dosud nejasna a destilnni. Pravdpodobr je zpisoben
vyloucenim oximi z |&ebného schématu,igukasnou extubaci ar@diasnym ukoteni

podavaného atropinu [20].

2.3.3 POZDNi NEUROTOXICKY EFEKT

Stav, ktery se manifestuje zakolik dni az tydi po expozici a je zisoben pouze
nekterymi typy organofosforovych inhibitbrcholinesteraz. Je charakterizovan motorickymi
a senzorickymi poruchami, degradaci axam naslednou degradaci myelinu, inhibici a
pozdsji dealkylaci tzv. neurotoxické esterazy. Klinickyibéh je u poloviny otrdvenych
charakterizovanifiznaky akutni otravy, ktera vS8ak nemusi byt kligickagnostikovana. Po
tomto obdobi nastava zhruba od 7 dni do¢kioe latentni faze. Po uplynuti tohoto obdobi
muze nastat faze cholinergniho dré&dd s typickymi piznaky jako je zvySena sekrece
z hornich dychacich cest, slzeni, faryngitida, dgrgda. DalSim fidruzenym symptomem
jsou bolesti az parestezie ketin, které se charakterizuji jakizny stupé bolesti v Iytkach
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az jejich kréovymi stavy. Pozgi dominuji obrny volnich pohylb s minimalnim postizeni
senzitivni inervace. Za 1-2asice nastava stadium denervace, po kterém se izqrosth
objevi €zka atrofie svdl na hornich a dolnich keéatinach. Tato faze obvykle trva po dobu
2—6 mesial. Obdobi rekonvalescence, po takto @gdém stavu, byva velmi dlouhé a j&st
po rekolika letech se iizeme setkat se sklony k elasticit abnormalnim Slachovym refiex
[1, 16, 20].

2.3.4 CHRONICKA INTOXIKACE

Po opakované expozici OF o nizkych koncentraciahige objevit chronicka otrava,
kterd vznikd na podkl&d kumulace dinku. Dochazi k postupné inhibici AChE na
cholinergnich nervovych synapsich a k senzibilizacieptot na zvySenou hladinu ACh.
Tento stav mze veést u takto postizenych jedinke smrti i po styku s velmi nizkou davkou
OF, kterd by jinak zdravého neusmrtila. Obdobi nlukeé intoxikace mze byt zcela
bezgiznakové, jindy se u intoxikovaného objevuji nedjpE@ priznaky (poruchy spanku,
emani labilita, zvySend uUnavnost apod.)ii Pejasnostech je nutno provést nezbytné
laboratorni testy a zahajitasnou terapii [1].

Mozné efekty chronickych otrav:

. karcinogenita —schopnost vyvolat vznik zhoubnéddonu

. mutagenita —schopnost vyvolat &mu ve struktie nebo ptadi bazi v DNA,
zmena genetické informace

. teratogenita — schopnosti®obit vznik vrozenych vyvojovych vad, zasahuji do

embryonalniho vyvoje

. onkogenita — indukcdistu nadoi
. posSkozeni jater
. reprodukni poruchy — poruchy vramci funkceschopnosti spieran schopnosti

reprodukce zeny (sterilita, infertilita)

. strumigenni &inky aj.
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2.4 CESTY PRENOSU ORGANOFOSFOROVYCH SLOUCENIN
2.4.1 PERORALNI INTOXIKACE

NejcastjSi zpisob enosu, ktery vznika naho&mebo pi suicidiualnim chovani.
Cely obraz zavisi na davce a toxigiouzitého OF. U intoxikovaného se nejprve objevuji
gastrointestinalni symptomy, které jsou charaktedny bolesti hicha, nevolnosti,
zvracenim atd. Ze subjektivnichiznalka si pacient $2uje na svalovou slabost s bolestmi ve
svalech, ztizené dychani a zhorSenééniid Pacient m& pocit Uzkosti, bolest hlavy,
nesoudednost, Utlum nebo zvySenou excitabilitu. Objekéise projevuje midza, zvySena
strevni peristaltika, nepravidelné dychani s kaSlendal8ich piznaka je dynamicka
hypersekrece z dutiny nosni, zvySené slzeni, berdyk V pokrgilém stadiu rozvoje
intoxikace dochazi ke svalovym fibrilacim, kteréeghazeji v tonicko-klonické ke az
bezwdomi [1]. Res zazZivaci trakt se mohou fetiat latky rozpustné ve vodv travicich
stavach — hydrofilni latky) [23].

2.4.2 INHALACNI INTOXIKACE

Jsou zvyrazény priznaky z dychaciho dstroji  oproti  gastrointestinaln
symptomatologii. Rrbéh otravy je rychlejSi a centrélnitipnaky se rozvijeji podstatn
rychleji diky prestupu latky sihou alveol do krevniho oéhu [1].

2.4.3 TRANSDERMALNI INTOXIKACE

Otrava probiha v prolongované formwcetre doby latence, ktera ime byt az
nékolika hodinova. Zasazeny ma spiSe gastrointesiindbtize. Dechova a centralni
symptomatologie je ménvyrazna. Rozsah intoxikace zavisi na schopnotiy laroniknout
pies Kizi,na jeji rozpustnosti v tucich a v potlim vice je KZe prokrvena, tim snazsi je

vstiebani [1].

2.4.4 INTOXIKACE CESTOU OCNI

Projevuje se velmi intenzivnimi mistnimiipnaky, jako je mi6za a nasledn& porucha

akomodace. Dale je pozorovano ztizené dycharizagky gastrointestinalni [1].
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2.5 DIAGNOSTIKA OTRAV ORGANOFOSFOROVYMI
SLOUCENINAMI

Stanoveni diagnozy u otrav OFS musi byt velmi igch diferencialni diagnostice je
nutno odlisit otravu OF od stavtetanie, epileptickych prolongovanych staa otrav
kyanovodikemc¢i jinymi latkami. Dulezité jsou klinické fiznaky jedince a laboratorni
stanoveni hladin aktivity erytrocytarni AChE, ktesé@ hodnoti oproti normalni 100 %
hodnot, dale se vyuziva stanoveni hladiny plazmatické lEICPodle poklesu aktivity
AChE lIze akutni intoxikaci rozdit do tti kategorii (Tab. 2).

60-40 % mirna intoxikace
40-20 % stredni intoxikace
20-0%  zivot ohroZzujici intoxikace

Tab. 2 Hodnoceni intoxikace organofosforovymi steminami podle poklesu aktivity acetylcholinesterazy

Na stanoveni aktivity erytrocytarni AChE neni v rhaogipadechéas vzhledem
k rychlé progresy stavuCastji je dostupnd a #fitelna aktivita AChE v plaz (tzv.
pseudocholinesterdza). Ta je mnoha autory zpawwina, protoZze hladiny AChE v plagm
regeneruji rychleji nez v erytrocytech. Pokud jedgmeni na otravu zjsobenou OFI, je
nutné zajistit terapii ihned a bez jakéhokoliv @dil [1, 2, 20, 23]. Z dalSich nespecifickych
piiznalki pii  laboratornim vySdéeni je leukocytbza a zvySena aktivita jaternich
aminotransferaz [16]. Ué&hkterych intoxikaci OF rizeme detekovat metabolit dané latky
v madi (pi. parathion - p-nitrofenol), [1].

Aktivita enzymi za normalnich okolnosti je ovligna pohlavim (u Zen je aktivita
nizsi nez u mu), vékem (do dosglosti aktivita enzyni stoupa, po patém decenniu klesa) a
vyzivou. K faktofim, které se také podileji na jeji hodhptaki hormonalni gsobeni, stres,
gravidita, rtktera neurologicka onemogmi, farmakologické preparaty a geneticka dispozice
[1].

Z klinického hlediska je mozno vyuZzit i k diagnaestihladinu plazmatické nebo
sérové BUChE. Jeji hodnota vSakza byt ovliviena mnoha faktory @etrg téch, které jsou
popsany vyse). Aktivita je snizena u rozsahlychpleeni jater, pi akutnim posSkozeni jater
organickymi rozpougtlly a houbovymi toxiny; takétppopaleninach, diabetu a proteinurii.
Zvlastnim stavem, ktery je provazen jejim snizepémhereditarni nedostatek BuChE.
ZvySeni jeji aktivity je typické hlavn v patateenich stadiich intoxikaci organickymi
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rozpoustdly, u rekterych vzacnych onemoéni, u dcti s nefrotickym syndromem a u
schizofrenik [1].

Vv s

Ke stanoveni aktivity cholinesteraz se vyuziva nmotetod, k nejroz&ntjSim pati

[1]:

. elektrometrické — ip nichZz je méfena znéna potencidl, zpisobena protony,
uvolovanymi @i hydrolyze substratu ve slalpufrovaném prosedi

. titrani — vyuZivaji neutralizace tip hydrolyze vznikajici kyseliny louhem fip
zachovani konstantniho pH

. manometrické — zaloZeny nafani objemuco, uvolnéného z bikarbonéatu kyselinou
vznikajici i hydrolyze substratu

. kolorimetrické — wfuji zménu pH pomoci indikatoru, dale the byt stanoven i
nerozlozeny substrat

. radiometrické metody

. jiné metody, nap kalorimetrickéi enzymatické
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2.6 PRVNi POMOC

TéZké otravy jsou provazeny velmi dramatickym obrazewohrozenim zékladnich
Zivotnich funkci. Vzhledem k této zavaznosti jenguzahdjit co nejive poskytovani prvni
pomoci a specifickou terapii. Obecné zasady prorh@ci jsou spokné pro jakoukoliv
latku a speivaji v [1, 20, 23]:

Zamezeni dalSiho pronikani jedu do organismu

. opusEni zamdeneho prostoru, u jedince v bédemi jeho bezpmé vyneseni

. pii pronikani latky Kizi, odstragni kontaminovaného @gu a odmoeni exponované
pokozky

. pii zamdeni @i nasleduje vyplach spojivkovych vgkbud’ vodou (v nemocinim

zaizenim fyziologickym roztokem) a naslednym vkapmutl% roztoku atropinu,
nebo 2% bikarbonatu sodného

. u perorélnich otrav jetteZité mechanicky vyvolat zvraceni a ve zdravotpotk
podminkéch provad vyplachy Zaludku s adsorbenciem (Zimé uhli, 50 g a vice),
pred tim je nutno zajistit otravenéhted aspiraci (intubace)

. adsorgni uhli je nejdinngjSi, protoZe na sebe vaze latky v GITu, s shiZuje
hladinu rekterych toxiri v krvi vytvoienim negativniho diftzniho gradientu mezi
strevnim luminem a krvi, princip tzv. gastrointestimaialyzy

. adsorbens nepodavame u padiestporuchou &omi a kecemi, pokud nemaji
zavedenou Zaludei sondu a nejsou zaintubovani

. z pesticidi se Spattadsorbuje na adsampi uhli malathion, DDT a karbamaty

Zabezpdeni zakladnich zivotnich funkci

. Rautekova zotavovaci poloha
. pii dechové nedostateosti, se zahaji po odrreni kKiZe oblteje, unglé dychani
. pii srde&ni zasta¥ provadime nefdmou srdéni masaz

Protik Fecova terapie

. aplikujeme antikonvulzivum (diazepam, alprazolafanazepam) dle pteby
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Antidotni terapie v prvni pomoci
. v prvni pomoci se uZiva autoinjektor Combopéheslatropinem a obidoximem,
Combopone i s diazepamem, lyofilizat pro i.v. AntiVa (HI-6) v kombinaci

atropinem nebo biperidenem

Zajisténi véasného odvozu do zdravotnického ZFézeni
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2.7 LECBA INTOXIKACE ORGANOFOSFOROVYMI
SLOUCENINAMI

Terapie intoxikaci zahrnuje dBu bronchopulmonalnich projgv podavani
anticholinergik jako antidotni terapie v kombinaaieaktivatory cholinesteraz [1, 2, 3, 20].

Prvnim krokem v l&¢ bronchopulmonalnich projévje ¢asné odsati sekretu u
pacienti s nazotrachealni nebo endotrachealni intubacindstitje dokonala ventilace plic
k zachovani adekvatniho okysni [20].

2.7.1 ANTICHOLINERGNI TERAPIE

Z anticholinergik je podavan atropin. Atropin jakompetitivni antagonista zablokuje
acinek nahromaghého ACh hlavé na perifernich, ale i centralnich (ménz divodu
obtizného pichodu ges HEB) muskarinovych receptorech. Aplikuje siekpzdé intoxikaci
organofosfaty a je nutné je podae@ aplikaci specifickych antidot, jako jsou prakao
nebo obidoxim. Antagonizuje zejména muskarinov&inky ACh, nereaktivuje
cholinesterdzu, neni oviievan hladinami AChE, neblokuje OF. Jehfinkem je sniZzovani
bronchialni sekrece. Celkova davka atropinizendosahnout az 100mg za 24 hod.#dd€
tézkych a ¢zkych otrav je mozné &u doplnit i podavanim benaktyzinu (anticholinkgn
s centralnim &inkem), ktery d@inkuje na CNS afifiznivé ovliviiuje kie¢ové stavy [1, 2, 20].
Na zéklad experimentalnich vysledkje moZzno podévat i anticholinergika i®pahou
centralniho tinku jako je skopolamin nebo biperiden [1, 16]. eppo podani atropinu

nasleduje podavani tzv. reaktivataholinesterazy [20].

2.7.2 REAKTIVATORY ACETYLCHOLINESTERAZY

Reaktivatory AChE jsou s@asti antidotnichifjpravki vyuzivajicich pi terapii otrav
OFIl. Jako oximy jsou ozwavany z divodi, Ze obsahuji v molekule futiki oximovou
skupinu, ktera jeippH lidské krvecaste&né disociovana na nukleofilni oximatovy anion [10,
12, 22].

Reaktivace je proces, kde je inhibované serinoe¢epse navracena jeji katalyticka
funkce. To znamen4, Ze jejich ukolem jépgt kovalentni vazbu vzniklouipireverzibilni
inhibici enzymu AChE [12].
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Struktura reaktivatdr zahrnuje Bkolik znaki, které ovlivauji rychlost a dinnost

reaktivace:

. piitomnost kvarterniho dusiku v molekule reaktivatemzajisti afinitu k enzymu

. piitomnost oximové skupiny — vlastni nukleofiici ireverzibilni vazbu mezi OFI
a enzymem

. tvar a délka spojovacih@zce mezi obma kvarternimi dusiky — u biskvarternich
reaktivatoti

Ucinek reaktivatol zavisi také na rychlosti dealkylace (starnuti), kterém je
inhibovand AChE zmnéna tak, Ze je d&inku reaktivadtoiih negistupna, je v tzv.
nereaktivovatelné fortn Rychlost starnuti inhibované AChE zavisi na ddmntaktu
enzymu s NPL a na chemické struiunhibitoru [16]. Tento proces ma zasadni vyznam p
terapii otrav. Reaktivator musi byt podan co tegl v dostaténé koncentraci a aplikovan
po dostatéené dlouhou dobu [22].

Prvnim prakticky vyuZzitym reaktivatorem byl praliddm, ktery byl syntetizovan
vroce 1955 Wilsonem v AngliiPralidoxim (2-hydroxyiminomethyl-1-methylpyridium
chlorid, 2-PAM) pati k nejEzngji uzivanym reaktivatarm. Dale naSel své vyuZziti i
obidoxim [1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-2-oxaprap dichlorid], HI-6 [1-(2-
hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridium)-2-oxapropan-dichlorid],
trimedoxim [1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)propan ddmid] amethoxim [1,1-
bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)methan dichloyidObr. 2)], [9]. Zadny z dosud
znamych reaktivatérnevykazuje schopnostigobit na vSechny typy NPL.

°

| X cl /N —\ NOH
®J_ _NOH 7K _@N-CHy NG/ o
N HON 2 Cl

CHj
pralidoxim methoxim
@
CH2CH2CH2 CHZOCHZ CHZOCHZ
trimedoxim HI-6 obidoxim

Obr. 2 Komekné dostupné reaktivatory acetylcholinesterazy.
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Pokud nemZeme jasé uriit typ OFI, ktery otravu zjsobil, je &elné provést
reaktivani test.Ten spova v odkéru krve a v aplikaci reaktivatbra ve stanoveni, ktery je
schopen nejvice obnovit aktivitu AChE. HI-6 je w&asné dob ozna&ovan jako nejvice
Sirokospektry reaktivator [10, 12].

Pralidoxim je jedinym z&stupcem monokvarternich okirde dostupny jako chlorid
(Contrathion), iodid (2-PAMI), mesylat (P2S).ule byt zpdatku podavan intravendzni
injekci pomalu v davce 15-30 mg/kg jak u dégph, tak u dti. Doporiena aplikace je po
dobu 15-30 minut. Rychlé davkovani by mohlaigpbit ospalost, tachykardii, laryngealni
spazmus, svalovou rigiditu argchodnou neuromuskularni blokadu.iM byt podavan
intravendzg v infuzi v 100 ml fyziologického roztoku nebo suié&nnici intramuskularni
injekci. Déale pralidoxim podavame kazdych 3-8 hodimaximalni davka je 12 g/24 hodin.
Existuje i v oralni formy, které se vyuzivaipmeére zavaznych otravach bez vyznamnych
gastrointestinalnich symptanfi20].

Obidoxim _ pafi k biskvarternim oxirim. Je dostupny jako chlorid (Toxogonihe
Muze byt zpdatku podavan pomalu intraven@&zm davce 3 mg/kg. Davka u dasgch
dosahuje hladiny 250 mg.é2m by nendlo byt podano ghem 24 hodin vice jak 5 mg/kg
[20].

Tato antidota se pouzivaji po dobu 48 hodin poxik&ci. Nejsou Ginna na otravy,
které jsou zpsobené — metylorganofosfatovymi estery jako medyldion, dimethoat,
endothion, fenthion, formothion, malathion, trictitm ad. [20].

K nevhodnym vlastnostem reaktivlloAChE pati Spatny piinik do CNS. Jsou
rychle vylwovany mai, casténé¢ nezménéne, castén¢ jako metabolity, za 1-3 hodiny.

Pokud se u pacieinbbjevi poruchy ledvin, je nutné davky redukovatg;720].

DalSim krokem je dkledné monitorovani saturace krve kyslikem aretepte
monitorovani kardiovaskularnich funkci. Mezté®né postupy, které se pro¢fdv ramci
respir&ni insuficience je resuscitace a navazujtcdené dychani s farmakologickou

podporou dychani [1, 20].

2.7.3 OSTRANENI TOXINU Z KREVNIHO KOMPARTMENTU

Forsirova diuréza pro renalni eliminaci ma sporny vyznam, vzhledertoiku, Ze

vétSina organofosfétje degradovéna v jatrech a teprve potom je Wdoa meai. Muze byt
uginné u akutnich otrav latkami, které nejsou vazaakrevni bilkoviny. UsgBnost diurézy
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nemizeme @ekavat u hemodynamicky nestabilnich padiekide neni dostatay krevni
pritok ledvinami. NejasgjSimi komplikacemi této terapie jsou pneumotorax Kamylaci
velkych zil (mgfeni CVT), hemothorax, pokles krevniho tlaku a matmra dysbalance.
Kontraindikaci jsou renalni insuficience, stde selhani, hypotenze nereagujici na podani
tekutin nitrozilré, maligni hypertenze nereagujici na antihypertetergpii a hypokalemie
[20].

Mimotélni_elimina¢ni_metody jsou dalsi moznosti. Hemoperfuze j&nin¢jSi nez

hemodialyza, ale mnozstvi odstéag latky se pohybuje v rozsahikolika miligrami,
nékdy grami. Hemoperfuze je dinna tehdy, je-li zahajena co n&pk po vniknuti OF do
organismu (ve fazi absorpce OF). Tehd§ze byt odstra¢no nejvice toxid. Principem je
pratok krve perfundovanou kolonou, ktera je vyjrla adsorgnim materidlem, na jehoz
povrchu jsou vychytavany toxické latkygetrg latek vazanych na krevni bilkoviny. Je
mozno kombinovat hemoperfuzi s hemodialyzou. Korabéntchto metod umozni zvysit
eliminaci latek (nap paraoxon — rozpustny ve vdzlepsit acidézu (hydrogenkarbonatova
hemodialyza) a pofize odstranit nadbytaou tekutinu (ultrafiltrace). Vifpad rozvinuti

zavazné intoxikace jsou min#ri metody zbytené [20].

2.7.4 JINE LECEBNE POSTUPY

Rizené sniZzeni objemu tekutin (hemodialyza ultraiiif) se uZiva, pokud vysoké
davky atropinu dostate¢ neovlivni hypersekreci plicni. Vygnna transfuze se pouziva u

pacienti, kde getrvavaji projevy zavazné intoxikace [20].
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3

3.

EXPERIMENTALNI CAST
1 SYNTETICKA CAST

3.1.1 Obecné syntetick&ast

Rozpou&tdla (aceton, DMF, MeCN) a chemikalie byly dodany fag@m Fluka a
Sigma-Aldrich a pouzity bez dalSiheepisteni. Reakce byly monitorovany pomoci TLC (DC-
Alufolien Cellulose F, Merck, Bmecko) s pouzitim soustavy BUOH-@EOOH-H,0 5:1:2 a
detekovany Dragendorfovyréinidlem. Teploty tani byly k¥eny na bodotavku PHMK 05
(VEB Kombinat Nagema, Radebeul) a nejsou korigovany

NMR spektra byla ffena na Varian Gemini 30H(300 MHz,"®*C 75 MHz, Palo Alto
CA, USA). Chemické posuny prtd i *°C spektra jsou uvedeny v pp) ¢ porreru k signalu
rozpouskdla DMSO 6 2.50 pro'H; & 39.43 pra-*C). Signaly jsou uvedeny jako s (singlet), d
(dublet), t (triplet) a m (multiplet).

Elementarni analyza byla provedena réstpji EA 1110 CHNS instrument (CE
Instruments, Milano, Italy).

ESI-MS spektra byla #fena s pouZitim vysokotlaké kapalinové chromatograi
hmotnostni spektrometrie. HP1100 HPLC systéem byHado z Agilent Technologies
(Waldbronn, Nmecko). Sklada se z vakuového zplynmvaG1322A, kvarterni pumpy
G1311A, autosampleru G1313A a kvadrupdlového hnstiribo spektrometru MSD1456 VL
vybaveného zdrojem elektrospray-ionizace. Dusik pmmotnostni spektrometr byl ziskan z
dusikového generatoru Whatman 75-720. Data bylé&texa v pozitivnim iontovém maodu s
ESI sondou o nagi 4000 V. Tlak rozpraSovaného plynu byl ustaven3bapsig. Teplota
susSiciho plynu byla 335 DC atpok 13 I/min.
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3.1.2 FRiprava monokvarterni soli

4-hydroxyiminomethylpyridinX; 45.0 g; 32.8 mmol) byl rozpu&t v acetonu (30 ml)
a byl pidan 1,4-dibromobutan (19.32 ml; 163.8 mmol). &Snibyla zakivana i refluxu
acetonu po dobu 9 hodin a poté ochlazena na rov8yrodukt byl odfiltrovan za snizeného

tlaku a rekrystalovan v MeCN (Schéma 1).

/ N\ Br(CH2)4Br / A\
HO N:HC4<:/\N > HON=HC ®N—(CH,),Br
- aceton — )

Br

A
Schéma 1Priprava 1-(4-bromobutyl)-4-hydroxyiminomethylpyridiimn bromidu.

1-(4-bromobutyl)-4-hydroxyiminomethylpyridinium hbrod (1) Vytézek 70%. T.t. 146-
149°C.*"H NMR (300 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 9.08 (d, 2HJ = 5.9 Hz, H-2,6), 8.44 (s,
1H, -CH=NOH), 8.25 (d, 2H,) = 5.9 Hz, H-3,4), 4.64 (t, 2H, = 7.0 Hz, NCHy-), 3.57 t,
2H,J = 6.3 Hz, BrCHy-), 2.11-1.96 (m, 2H, N-CHCH,-), 1.89-1.76 2.11-1.96 (m, 2H, Br-
CH,-CH,-). *3C NMR (75 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 148.33, 145.05, 124.07, 59.25, 33.98,
29.34, 28.58. EA: vypsitano 35.51% C, 4.33% H, 8.43% N; nalezeno 35.53%.T7% H,
8.29% N. ESI-MS: m/z 256.9 [M]vypositano [GoH14BrN,O]" 257.03).

/\
HON=HC ®N—(CH,),Br
= ©

Br
A
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3.1.3 FRiprava biskvarternich soli

1-(4-bromobutyl)-4-hydroxyiminomethylpyridinium bmad (A; 0.5 g; 1.5 mmol) byl
rozpusén v DMF (10 ml) nebo MeCN (30 ml) spél@ s odpovidajicim pyridinovym
derivatem (3.0 mmol). S&s byla zakivana @i 70-100°C po dobu 2.5-23 hodin a poté
ochlazena na l.t.. KreaRi snesi byl pridan nadbytek acetonu (50 ml) a byla uchovana
v chladicim boxu fes noc. Surovy pevny produkt byl dekantovan, kapéhst reakni
smesi odlita, surovy produktipvrstven MeCN (50 ml) a ponechék pt. pies noc. Surovy

produkt byl filtrovan za snizeného tlaku a rekristan z MeCN (Schéma 2).

a

A N\ /—R
HON=HC / ®N—(CH,)4Br HON=HC / ® N—(CHp),—N@® />
— &) DMF, MeCN — ° \
Br 2Br
A 1-9

Schéma 20becna fiprava biskvarternich reaktivafoacetylcholinesterasy.
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3.1.3.1 1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-pyridinium-butan dibromid (1)

Reakce probihala v DMKip100°C a byla ukotena po 7 h. Vyek 48%. T.t. 243-
244°C."H NMR (300 MHz, DMSO ¢): § (ppm) 9.18 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-2,6), 9.12 (d, 2H,
J=6.2 Hz, H-2",6"), 8.67-8.59 (m, 1H, H-4’), 8.46, 1H, CH=NOH), 8.25 (d, 2HJ = 6.2
Hz, H-3,5), 8.22-8.15 (m, 2H, H-3",5"), 4.80-4.6&1,(4H, N-CH,-), 1.97 (m, 4H, N-Ch
CHy-). **C NMR (75 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 148.30, 145.53, 145.01, 144.98, 144.75,
128.05, 124.00, 59.63, 59.19, 27.06, 26.95. EAovitpno 43.19% C, 4.59% H, 10.07% N;
nalezeno 43.29% C, 4.75% H, 10.08% N. ESI-MS: m28.@ [M/2}" (vypaitano
[C15H1oN3O/27* 128.58).

\ —
HON=HC / @N—(CH2)4—N\® />
= o
2Br

1
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3.1.3.2 1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-pyridazinium-butan dibromid
2)

Reakce probihala v DMFKipl00°C a byla ukotena po 2 h. Vyek 71%. T.t. 222-
224°C.*H NMR (300 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 10.05 (d, 1HJ) = 5.8 Hz, H-6"), 9.65 (d,
1H, J = 4.8 Hz, H-3"), 9.11 (d, 2H) = 6.0 Hz, H-2,6), 8.80-8.73 (m, 1H, H-4), 8.6%8.
(m, 1H, H-5"), 8.45 (s, 1H,GH=NOH), 8.26 (d, 2H,) = 6.0 Hz, H-3,5), 4.91 (t, 2H,= 6.3
Hz, N'-CH.-), 4.68 (t, 2HJ = 6.3 Hz, NCH,-), 2.10-1.96 (m, 4H, N-CHCH,-). **C NMR
(75 MHz, DMSO d): & (ppm) 154.47, 150.12, 148.34, 145.03, 136.58, (1136124.00,
63.44, 59.23, 26.98, 25.73. EA: vyiino 40.21% C, 4.34% H, 13.40% N; nalezeno
40.09% C, 4.49% H, 13.27% N. ESI-MS: m/z 129.1 [¥/Zvypositano [G4H1gN4O/2F
129.08).

J N N=
HON=HC ®N—(CH2)4-N\@ /
= )

2 Br
2
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3.1.3.3 1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-chinolinium-butan dibromid (3)

Reakce probihala v DMFip70°C a byla uko#ena po 31 h. Vy¥ek 21%. T.t. 177-
179°C.*H NMR (300 MHz, DMSO ¢): § (ppm) 9.68 (d, 1HJ = 5.8 Hz, H-2'), 9.34 (d, 1H,
J = 8.4 Hz, H-8), 9.12 (d, 2H] = 6.2 Hz, H-2,6), 8.71 (d, 1H,= 8.8 Hz, H-4’), 8.53 (d,
1H, J = 8.1 Hz, H-5'), 8.45 (s, 1HGH=NOH), 8.33-8.17 (m, 4H, H-3,3',5,7’), 8.11-8.02
(m, 1H, H-6"), 5.17 (t, 2HJ = 7.0 Hz, N'CHy-), 4.71 (t, 2HJ = 7.0 Hz, NCH,-), 2.20-1.93
(m, 4H, N-CH-CH,-). ®*C NMR (75 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 149.71, 148.29, 47.41,
145.01, 137.33, 135.58, 130.70, 129.81, 129.66,982322.16, 119.00, 59.33, 58.35, 27.36,
25.88. EA: vypgeitano 48.85% C, 4.53% H, 8.99% N; nalezeno 47.41%.€3% H, 9.06%
N. ESI-MS: m/z 153.6 [M/Z] (vypciitano [GigH2:1NsO/2F+ 153.59).

cve— ON—(CH.)~N®
HON=HC ON—(CH )4 N\ /
= ©)
2 Br
3
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3.1.3.4 1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-isochnolinium-butan dibromid
(4)

Reakce probihala v DMFip70°C a byla uko#ena po 11 h. Vy#ek 26%. T.t. 205-
206°C."H NMR (300 MHz, DMSO ¢): § (ppm) 10.26 (s, 1H, H-1'), 9.12 (d, 2Bi= 6.2 Hz,
H-2,6), 8.87 (d, 1H,) = 6.7 Hz, H-3"), 8.64 (d, 1H] = 6.7 Hz, H-4’), 8.51 (d, 1H] = 8.2
Hz, H-8"), 8.44 (s, 1H,GH=NOH), 8.38 (d, 1H, = 8.2 Hz, H-5'), 8.32-8.21 (m, 3H, H-
3,5,7"), 8.12-8.04 (m, 1H, 6’), 4.83 (t, 2H= 6.7 Hz, NCH,-), 4.70 (t, 2HJ = 6.7 Hz, N'-
CH,-), 2.18-1.94 (m, 4H, N-CHCH,-). *C NMR (75 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 150.08,
148.30, 145.02, 136.92, 136.82, 134.85, 131.09,3B30127.19, 127.13, 125.80, 124.99,
59.67, 59.29, 27.03, 26.81. EA: vyidino 48.85% C, 4.53% H, 8.99% N; nalezeno 48.13%
C, 4.75% H, 8.78% N. ESI-MS: m/z 153.6 []vypasitano [GeH1N3OJ** 153.59).

_ A\ e
HON=HC ON—(CH )4 N\ /
= )
2 Br
4
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3.1.3.5 1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-karboxypyridinium)-butan
dibromid (5)

Reakce probihala v DMFiip70°C a byla ukotena po 31.75 h. VyEek 51%. T.t.
rozklad i 230°C.*"H NMR (300 MHz, DMSO ¢): 5 (ppm) 9.33 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-2,6),
9.12 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-2,6’), 8.48 (d, 2H] = 6.0 Hz, H-3,5), 8.45 (s, 1HCH=NOH),
8.25 (d, 2HJ = 6.0 Hz, H-3',5"), 4.88-4.62 (m, 4H, N-GH N’-CH,-), 2.06-1.90 (m, 4H, N-
CH,-CH,-). *C NMR (75 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 163.53, 148.33, 146.15, 145.37, 145.02,
127.28, 124.00, 60.00, 59.19, 27.08, 26.89. EA0vitpno 41.67% C, 4.15% H, 9.11% N;
nalezeno 42.34% C, 4.40% H, 9.24% N. ESI-MS: m/D.@5[M/2]** (vypasitano
[C16H1oN304/2)?* 150.57).
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3.1.3.6 1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-karbonitrilpyridinium) butan

dibromid (6)

Reakce probihala v DMKip70°C a byla ukotena po 15.5 h. Vy#ek 21%. T.t. 247-
249°C.*H NMR (300 MHz, DMSO ¢): & (ppm) 9.50 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-2,6), 9.12 (d, 2H,
J=6.2 Hz, H-2',6"), 8.76 (d, 2H] = 6.2 Hz, H-3,5), 8.45 (s, LHCH=NOH), 8.25 (d, 2H,
= 6.0 Hz, H-3',5’), 4.89-4.59 (m, 4H, N-GH N’-CH,-), 2.10-1.88 (m, 4H, N-CHCH,-).
3C NMR (75 MHz, DMSO ¢): 5 (ppm) 148.32, 146.23, 145.00, 130.96, 126.79, GR4.
114.76, 60.60, 59.11, 26.90, 26.78. EA: wijpano 43.46% C, 4.10% H, 12.67% N; nalezeno
43.16% C, 4.26% H, 12.51% N. ESI-MS: m/z 141.1 [M7qvypositano [GeHigN4O/21%
141.08).

\ —
HO N:HC@N—(CH2)4-N@CN
— e

2 Br
6

46



3.1.3.7 1-[4-(1-aminohydroxyiminomethyl)-pyridinium]-4-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-butan dibromid (7)

Reakce probihala v DMF#ip100°C a byla ukotena po 7 h. Vy¥ek 51%. T.t.
258°C.*H NMR (300 MHz, DMSO ¢): 5 (ppm) 9.15-9.07 (m, 4H, H-2, 2°,6,6’), 8.45 (s, ,1H
-CH=NOH), 8.33 (d, 2H,J = 6.2 Hz, H-3,5), 8.25 (d, 2H,= 6.0 Hz, H-3',5"), 6.46 (s, 2H, -
NH,), 4.72-4.61 (m, 4H, N-CH, N'-CHy-), 2.02-1.91 (m, 4H, N-CHCH,-). *C NMR (75
MHz, DMSO @&): & (ppm) 148.31, 147.77, 146.92, 145.03, 144.99,5614124.01, 122.71,
59.23, 59.09, 26.94, 26.88. EA: vyjidno 40.44% C, 4.45% H, 14.74% N; nalezeno
40.57% C, 4.62% H, 14.63% N. ESI-MS: m/z 157.6 [¥/Zvypoiitano [GeH21NsO2/2]%*
157.59).

/1 —  NOH
HON=HC ®N—(CHp)4— N@—{
_ NH,

S)
2Br

7
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3.1.3.8 1-(4-fenylpyridinium)-4-(4-hydroxyiminomettylpyridinium)-butan
dibromid (8)

Reakce probihala v DMF#ip70°C a byla ukotena po 14.5 h. Vy¥ek 45%. T.t.
rozklad g 236-238°C.™H NMR (300 MHz, DMSO ¢): 5 (ppm) 9.19 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-
2,6), 9.12 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-2",6"), 8.56 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-3,5), 8.46 (s, 1H, -
CH=NOH), 8.26 (d, 2H,J = 6.2 Hz, H-3',5"), 8.14-8.07 (m, 2H, Ph), 7.6%Z.(m, 3H, Ph),
4.79-4.61 (m, 4H, N-CH, N’-CH,-), 2.10-1.94 (m, 4H, N-CHCH,-). *C NMR (75 MHz,
DMSO &): 6 (ppm) 154.61, 148.32, 145.03, 144.79, 133.43,A82129.63, 128.07, 124.45,
124.02, 59.27, 58.81, 27.01, 26.98. EA: Wijtdno 51.14% C, 4.70% H, 8.52% N; nalezeno
50.92% C, 4.96% H, 8.08% N. ESI-MS: m/z 166.6 [M/2Qvypcitano [GiH2sNzO/2]%
166.59).

HoneHo— @ N—(CI—|2)4—N@—©

)
2Br

8
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3.1.3.9 1-(3,4-dikarbamoylpyridinium)-4-(4-hydroxyminomethylpyridinium)-
butan dibromid (9)

Reakce probihala v DMFtip70°C a byla ukotena po 31 h. Vy¥ek 59%. T.t.
rozklad g 191-193°CH NMR (300 MHz, DMSO g): § (ppm) 9.50-9.26 (m, 2H, H-2,6"),
9.13 (d, 2HJ = 6.2 Hz, H-2,6), 8.51-8.33 (m, 3HZH=NOH, H-3,5), 8.31-8.03 (m, 5H, -
CONH,, H-5), 4.86-4.61 (m, 4H, N-CiH, N'-CH,-), 2.16-1.88 (m, 4H, N-CHCHS,-).
13C NMR (75 MHz, DMSO ¢@): 5 (ppm) 165.71, 164.01, 150.72, 148.60, 146.41, 435.
144.67, 134.39, 126.33, 124.30, 60.17, 59.48, 2722209. EA: vyp¢itano 40.58% C,
4.21% H, 13.92% N; nalezeno 40.34% C, 4.35% H,6%.4. ESI-MS: m/z 171.6 [M/3]
(vypoitano [G7H2iNsOs/2]* 171.58).

HONzHC@N- (CH)4— Ng_ )~ CONH,
287 CONH,
9
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3.2 STANOVENI REAKTIVA CNICH PARAMETR U POTENCIO-
STATICKOU METODOU IN VITRO

3.2.1 Princip metody

Enzym acetylcholinesteraza (AChEggitsubstrat, acetylcholinjodid (AChl), za vzniku

cholinu (Ch) a kyseliny octové (Schéma 3).

HsQ@/\/O\WCHg AChE HCOA_OH | oo

Schéma 3Enzymaticka penmena acetylcholinu.

Pti reakci AChE s OFI dochazi k ireversibilni inhibRChE (Schéma 4).

AChE-D  + N(:—'FI'>—N(CHg)2 AChE—o—ilr'>—|\|(c:|—|3)2 + oN®
OCoHg OCoHs
tabun

Schéma direverzibilni inhibice acetylcholinesterazy tabome

Reakci inhibované AChE s oximatovym anionem dochizeaktivaci enzymu
(Schéma 5).

e
/
AChE—O—P—N(CH3)2 /—CN—R ACREQ + R—N@—\\ O
=/ "N-O-P-N(CHa);

reaktivator OCHs

Schéma 5Reaktivace acetylcholinesterazy inhibované tabunem

Pfi potenciostatickém gfeni je roztokem NaOH titrovana uveéi@ kyselina octova. Ze
spoteby NaOH je mozné ¢&it aktivitu AChE (&), inhibované AChE (pa reaktivované AChE

(a).
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3.2.2 Postup néreni

Homogenat z mozk laboratorniho potkana (10% ve wd.5 ml) byl smichéan s
isopropylalkoholovym roztokem OFI (2@), destilovanou vodou (0.5 ml) a inkubovan ve
zkumavce za teploty 25 °C po dobu 30 minut (pH .7l8kubovana sis byla gelita do
roztoku chloridu sodného (3 M; 2.5 ml) a destilo¥avody (18.5 ml), zkumavka byla
vyplachnuta destilovanou vodou (1 ml). Nakonecg#idan roztok acetylcholinjodidu (0.02
M; 2 ml). Enzymova aktivita byla &iena @i pH 8.0 a teplat 25 °C na autotitratoru Titrando
842 (Metrohm, Svycarsko). Aktivity intaktniho gfaa inhibovaného enzymu ;Yabyly
ode&teny ze zavislosti spigby roztoku NaOH (0.01 M) n&ase.

V pripact reaktivace inhibované AChE byla &mninkubovana dalSich 10 minut s
roztokem reaktivatoru (IOM nebo 16 M; 0.2 ml ) a destilovanou vodou (0.8 ml). Potéaby
inkubovana srs prelita do roztoku chloridu sodného (3 M; 2.5 ml)estilované vody (17.5
ml), zkumavka byla vyplachnuta destilovanou vodol inl). Byl pidan roztok
acetylcholinjodidu (0.02 M; 2 ml) a aktivita reaktvané AChE (& byla ogt odetena ze
zavislosti spaeby NaOH nacase. Winnost daného reaktivatora vitro byla vypaitana

podle vzorce:

X = (1—Mj [100 [%]
2 -8
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3.2.3 Vysledky néfeni in vitro

V&echny reaktivatory AChE byly testovaity vitro pii dvou koncentracich (1OM
nebo 10 M). Jako OFI byla zvolena NPL tabun a pesticidapapn. Jako srovnavaci
reaktivatory byly zvoleny slaieniny trimedoxim, K074, KO75 a K278 (Obr. 3).0R®rné

vysledky ti na sob nezavislychin vitro méteni pro kazdy reaktivator jsou uvedeny

v Tabulce 2.
\ — \ —
HON:HC@N—(CHZ)g—N@CH:NOH HON:HC@N—(CH2)4—N@0H:NOH
= ©) = S)
2 Br 2 Br
trimedoxim K074
CH=NOH
@/ N 7 — NOH
| @ o HON — o NH2
HON=HC F 2 Br 2 Br

K075 K278

Obr. 3 Znamé reaktivatory acetylcholinesterazy vybrahké grovnavaci slaieniny.

Reaktivace (%)

Inhibitor tabun paraoxon
Reaktivator/Koncentrace 10°M 10° M 10° M 10° M
trimedoxim 41 +1 60 70+£0 56+0
K074 46 £ 1 15+0 53+0 400
K075 42 +1 19+0 54+0 41+0
K278 2+1 1+0 0 0
1 4+£0 1+0 60+1 28+2
2 1+0 0 16+0 1+0
3 0 0 0 14+0
4 0 541 23+2 64+ 0
5 4+£0 0 38+2 79+3
6 0 0 29+2 25+ 2
7 0 6+1 41 +1 25+ 1
8 0 0 15+2 12+2
9 0 0 6+0 0

Tab. 1 Vysledky reaktivace testovanych séenin (%; ptimérna hodnotaif nezavislych réteni).
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3.2.4 Hodnoceni vysledik

Vysledky charakterizuji reakti¢ai proces (%) nay pripravenych oxind (Tab. 2).
Bylo hodnoceno de¥ novych latek ve srovnavani s#tyimi znamymi reaktivatory
acetylcholinesterazy (Obr. 3). Reaktivatory bylydhoceny in vitro ve dvou koncentracich
(10° M nebo 13 M). Pro praktické vyuZiti in vivo je vhodj$i pro reaktivaci koncentrace
10° M. Kazda latka byla hodnocena na NPL tabunu dgestparadoxon.

Z vysledki ziskanych f testovani dinnosti reaktivatar na tabunu lzéici, Ze ani
jedna ze ziskanych latek v testovanych koncentnangni vhodna pro vyuZzitifplécbhé
intoxikaci tabunem ve srovnani sinosti jiz znamych reaktivatoy které maji schopnost

reaktivovat inhibovanou AChE.

v s

Vv s

K074, KO75 a K275, ale méni¢inny nez reaktivator trimedoxim. Z dalSich sienin je
vhodnd latkat. 7 dosahuijici reaktivace'qs 40 %. Jeji dinnost vSak nedosahuje takovych
schopnosti jako maji srovnavaci latky. Ngiho Uspchu bylo dosaZeno v koncentraci®10
M. Latka ¢.5 (79 %) se jevi jako nejvicetiana v reaktivaci . Jeji procentualni reaktinga
schopnost je vySSi nez u srovnavacich latek, kdgicineéjSim reaktivatorem byl
trimedoxim. K dalSim reaktiva¢ Ocinnym latkam, pat slowenina ¢. 4, dosahujici
reaktivani schopnosti v64 %. | ta dosahla lepSihginku neZ trimedoxim. Ostatni
sloweniny nedosahly vySSi schopnosti reaktivovat inbémy enzym nez je hodnota 30 %.
Zawrem lze shrnout, Ze nédwyvinuté oximy, zvlast oxim ¢.4 a 5, pi fyziologické

koncentraci (18 M), jsou &nnymi reaktivatory AChE inhibované paraoxonem. ik
tomuto vysledku bylo dosazeno pozadovaného citetéeb prace.
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ZAVER

Cela prace byla zalozena na prvotni studii danélenaatiky a nasledné praci
v laboratdi na katede toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi UHradci Kralovée
pod odbornym vedenim.

Teoretickacast je zar‘ena na problematiku organofosforovych pesticglkterymi se
nejvice setkavametipejich vyuziti v zen¢délském odetvi. Vzhledem k tomu, Zeckteré OF
pesticidy se vyzralji znanou toxicitou a mohou poskodit lidsky organismesnytné v ramci
prevence a terapiefipravit latky, které budoudinn¢é blokovat jejich fisobeni v organismu.
Latky, které se v terapii OF intoxikaci uZivaji, s&zyvaji reaktivatory acetylcholinesterazy.
Dosud ale nebylifpraven reaktivator AChE, ktery by bytiany pii vSech typech otrav OF.
Prace obsahuje teoretické zpracovani Zmérproblematiky za vyuZziti dostupné literatury.

Experimentélnicast diplomové prace probihala v labofat€Cilem byla piprava
novych reaktivatar (oxima) a jejich hodnoceni v moznosti dalSiho terapeétick vyuZiti.
Vysledkem experimentalnéasti prace byla ipprava deviti novych latek, které se dale
testovaly pi rizné koncentraci a nasletise podrobily dalSi analyze. Ze ziskanych vysiedk
byla vyhodnocena jejich reaktiéai UsgsSnost, kterd je sumarmvedena v tabulc&2. Nové
reaktivatory nebyly €&nné proti NPL tabunu v porovnani s reaktivatorgvsravacimi, ale
dv¢ sloweniny byly schopny igkonat reaktivatory srovnavaciiipinhibici AChE
paraoxonem. ProtoZe by bylo velmi n&wé studovat &innost vSech deviti oxilnna vice
pesticidnich latkach, byl v experimentu pouzit modé pesticid ziady organofosfét
(paraoxon).
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