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Abstrakt

Nazev: Pfiprava modulatorti cholinesteras a cholinergnich receptorti
Autor: Jan Roder

Organofosforové slouc¢eniny jsou latky hojné pouzivané jako pesticidy, ale také
jako bojové chemické latky. Dnes jsou k profylaktické terapii intoxikaci
organofosfaty pouzivany latky karbamatového typu. Ty reverzibilné blokuji
funkci acetylcholinesterasy a tim ji chrani pfed plisobenim organofosforovych
latek jako ireverzibilnich inhibitord AChE. Tyto latky vSak maji mnoho
nezédoucich ucinka zptsobenych karbamoylaci AChE a proto se hledaji nové
latky, které by efektivnéji spliiovaly funkci pfi profylaktické terapii intoxikaci

organofosforovymi slouc¢eninami.

V této préaci bylo pfipraveno dvacet modulétora cholinesteras a cholinergnich
receptorti. Pfi testovani in vitro byly prokazany jejich slibné inhibi¢ni vlastnosti
a Ctyfi z téchto latek byly déle vybrany pro molekularni modelovani. V této
préaci byly zohlednény také pfedchozi studie vlastnosti cholinesteras a jejich
receptorti. Vlastnosti nové pripravenych sloucenin byly prodiskutovany. Na
zékladé slibnych vysledkti in vitro testovani byly vybrané slouceniny
doporuceny k dals$imu testovani in vivo, aby se prokdzalo ¢i vyvrétilo jejich
mozné pouziti v  profylaktické 1é¢bé intoxikaci organofosforovymi

sloudeninami.



Abstract

Title: Preparation of modulators of cholinesterases and cholinergic receptors
Author: Jan Roder

Organophosphorus compounds are widely used as pesticides and were also
misused as chemical warfare agents. Up to date, the pre-exposure treatment of
organophosphorus compounds intoxication consists in use of carbamate
cholinesterase inhibitors. Carbamates act as reversible inhibitors of
acetylcholinesterase (AChE) and thus protect it against irreversible inhibition
with organophosphorus compounds. However, carbamates showed severe
undesirable effects caused by carbamylation of AChE, and therefore there is
trend to find novel compounds, which could more effectively act as protection

against intoxication with organophosphorus compounds.

Twenty modulators of cholinesterases and cholinergic receptors were prepared
in this project. These compounds showed promising inhibition ability during in
vitro testing and four of them were chosen for further molecular modelling
studies. The former studies of AChE and its receptors features were also taken
into account. The properties of newly prepared compounds were discussed.
Based on promising results after in vitro evaluation, several compounds were
recommended for further in vivo studies in order to prove or disprove their
effectiveness in pre-exposure treatment with organophosphorus compound

intoxication.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

Asp asparagova kyselina

BuChE butyrylcholinesterasa

CNS centralni nervovy systém

DME N,N-dimethylformamid

DTNB 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzenova kyselina
FyzR tyziologicky roztok

GIT gastrointestindlni trakt

Glu glutamin

His histidin

IAChE inhibitor acetylcholinesterasy

M muskarinovy receptor

mAChR muskarinovy receptor pro acetylcholin
MeCN acetonitril

nAChR nikotinovy receptor pro acetylcholin
NPL nervové paralytické latky

or organofosforové slouceniny

PAS peripheral anionic site (periferni anionické misto)
Phe fenylalanin

Ser serin

SLK stfedni letalni koncentrace

TcAChE Acetylcholinesterdza druhu Torpedo californica
TNB- 5-sulfanyl-2-nitrobenzoovy anion

Trp tryptofan



2. UVOD

Organofosforové slouceniny byly poprvé syntetizovany v devatenactém stoleti.
Nejprve byly zkoumany pro svij pesticidni Gcinek, avSak pro svou cholinergni
aktivitu z nich pozdéji byly vyvinuty bojové chemické latky, takzvané nervoveé
paralytické latky (tabun, sarin, soman). Mechanismem organofosforovych
sloucenin (OP) je ireverzibilni inhibice enzymu acetylcholinesterasy (AChE).
Takto inhibovana AChE ztraci svou biologickou funkci a dochédzi k hromadéni
jejitho substratu acetylcholinu na nervosvalové ploténce. Pravé hrozba pouZziti
OP pro vojenské tcely vedla k vyvoji sloucenin, které by slouzily jako efektivni
terapie pri zdsahu nervoveé paralytickymi latkami. Zkoumény jsou slouceniny
s reaktiva¢nimi schopnostmi vici inhibované AChE. Jako profylaxe intoxikaci
OP jsou pouzivany inhibitory AChE (napt. pyridostigmin-bromid). Ué¢inkuji
blokaci AChE a tim ji chrani proti ireverzibilni inhibici OP. Nicméné aktualné
pouzivané inhibitory AChE maji celou fadu nezadoucich vedlejsich ucink.
Cilem této prace je pfiprava nové skupiny sloucenin s rtznymi spojovacimi
fetézci mezi dvéma terc-butyl pyridiniovymi jadry, které by vykazovaly
efektivnéjsi profylaktické vlastnosti pfi intoxikaci OP, popf. mohly byt pouzity

jako t¢innéjsi 1é¢iva napt. u myastenia gravis.



3. TEORETICKA CAST

3.1. ACETYLCHOLIN

Acetylcholin (ACh) je béZnym neurotransmiterem v centrdlnim i perifernim
nervovém systému. Je fyziologicky vyuZivdn jako hlavni neurotransmiter
v parasympatickych postangliovych vldknech, ale tcastni se pfenosu
nervového vzruchu i ve vegetativnich gangliich a na zakonceni somatickych
motorickych vldken inervujicich pfi¢né pruhované svaly, tedy na nervosvalové
ploténce. Acetylcholinem je také zprostfedkovdno uvolfiovani adrenalinu

z dfené nadledvin (1).

Acetylcholin je syntetizovan v cytoplazmé neuront z acetyl-koenzymu A
a cholinu t¢inkem enzymu cholinacetyltransferasy. Takto syntetizovany ACh je
pak skladovan v cytoplazmé neuronti v zasobnich vezikulech, zkterych je
uvolniovan do synaptické stérbiny na popud vstupu iontt kalcia do cytoplazmy

nervového zakoncenti (1).

Cholin je pfijiman na misto syntézy z plazmy, ale také zpétné ze synaptické

stérbiny, kde vznikd rozlozenim ACh jiz pouzitého na stimulaci receptort (1).

Po uvolnéni do synaptické stérbiny se ACh vaze na acetylcholinové receptory
na postsynaptické membrané. Mimo receptorti postsynaptickych také ¢aste¢né
interaguje s receptory presynaptickymi, ¢imZ reguluje mnozstvi uvolfiovaného

neurotransmiteru.

Jeho ucinek je ukonéen rychlou hydrolyzou (do 1 ms) enzymem AChE a timto

je ukoncen i pfenos nervového impulzu.

Rozeznadvame dva typy cholinergnich receptort: nikotinové a muskarinové.
Tyto receptory byly takto oznaceny diky schopnosti pfirodnich alkaloidii

nikotinu a muskarinu interagovat s témito receptory a takto napodobovat
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a¢inek ACh. Tyto receptory se déle déli na dva podtypy u nikotinovych a pét

podtyptt muskarinovych (1).

3.1.1. Nikotinové receptory (nAChR)

NnAChR hraji hlavni dlohu pfi mezibunééné komunikaci v mozku a na

nervosvalovém spojeni. U¢astni se kognitivnich funkci CNS, jako je stav

védomi, pozornost, uc¢eni a pamét (2).

nAChR jsou receptory prototypu iontového kanélu, jehoZ aktivita je zavisla na

navazani ligandu. Sklddaji se z péti homogennich podjednotek pentamerni

struktury (3).

V organismu byly pomoci selektivnich agonistti i jinych metod identifikovany

dva typy nAChR:

1.

Muskuldrni nAChR zprosttedkovavaji pfenos signdlu mezi burikami
nervu a svalll a jsou lokalizovany predevsim na neuromuskuldrnich
spojenich. Jedna se o ligandem fizené iontové kandly sloZzené z péti
podjednotek, dvé podjednotky ai, a dale podjednotky {31, 6, y popft. e.
Tyto podjednotky jsou usporfadédny do pentamerni struktury obklopujici
transmembranovy por.

Neuronalni nAChR se nachazeji v CNS a na postsynaptické membrané
ve vegetativnich gangliich, kde zprostfedkovavaji pfenos signdlu mezi
neurony. Jedna se také o ligandem fizené iontové kandly, ale skladaji se
zpodjednotek a a P rtzného druhu a farmakologickych vlastnosti.
Utastni se fyziologickych projevi ACh a jsou spojeny s réznymi

neurotransmiterovymi systémy (1,3).

Exprese téchto receptorti je odvisla od stadia vyvoje a stari, ale také se méni

v pribéhu rGznych nemoci, jako jsou Alzheimerova choroba,

parkinsonismus ¢i schizofrenie (4).
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Molekuly ACh se vazi na dvé podjednotky a receptoru (pouze na
podjednotce a se nachdzi vazebné misto pro ACh), ¢imz zptsobi zménu
prostorového uspotfadéni. Tato zména zptlisobi otevieni iontového kanalu

pro Na*, K+ a Ca?*.

3.1.2. Muskarinové receptory (mAChR)

mAChR se nachadzi na postsynaptické membrané efektorovych bunék
parasympatiku a jejich stimulace vede k Sirokému spektru G¢inku. Na periferii
zprostfedkovavaji napt. fizeni ¢innosti srdce, hladkych svald, exokrinnich 714z,

v CNS jsou zahrnuty do regulace teploty, procesu uceni a paméti (1, 5).

Muskarinové receptory patii do skupiny receptora sprazenych s G-proteinem.
Strukturné jsou to glykoproteiny se sedmi transmembranovymi doménami. (6)
Pomoci klonovani a dal$ich metod bylo zjisténo 5 subtyptt mAChR (M1 - Ms)
sriznou lokalizaci a specifitou pro razné tkané. Funkéni vyznam téchto

subtypt byl nejlépe definovan pro M1, Mz a M.

Mi podtyp se nachdzi predevsim v CNS, na perifernich neuronech
a parietalnich butikach Zzaludku. Zprostfedkovavaji predevsim excitacni acinky
acetylcholinu, coz ma za nasledek pomalou stimulaci v CNS a zvyseni sekrece

kyseliny chlorovodikové.

Mz podtyp se vyskytuje pfevdzné na srdecni svaloving, ale i v neurondlnich
tkanich. Jejich Gcinek je pfevazné inhibi¢ni, sniZzuje srde¢ni ¢innost a zptisobuje

presynaptickou inhibici v centralnim i perifernim nervovém systému.

Ms podtyp se vyskytuje pfedevsim v hladkych svalech a exokrinnich Zlazach.
Jsou odpovédné za excita¢ni tcinky acetylcholinu a cholinergni stimulaci, coz
zpusobuje zvySeni svalového tonu a zvysSeni sekrece zldz. Zajimavosti je, Ze

v hladké svaloviné cév zptusobuji naopak jeji relaxaci, coz vede k vazodilataci.
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Funkéni vyznam receptortt M4 a Ms zatim nebyl dostatecné definovan, vi se
pouze, ze typ Ma vykazuje jistou podobnost s M: a je lokalizovan v Zlazach

a CNS. Receptor Ms je podobny M a jeho lokalizace neni pfesné znama (1).
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3.2. CHOLINESTERASY

Cholinesterasy patfi do velké skupiny proteint sdilejicich a/p hydrolasovou
fasu. Tato velkd rodina enzyma zahrnuje také napi. lipasy, peptidasy,
lis1 svou substratovou specifitou, tkafiovym vyskytem a biologickou funkci, ale
také afinitou k rznym inhibitordm. Enzymy této skupiny jsou charakteristické
svou zvysenou afinitou k esterim cholinu a hydrolyzuji jej podstatné rychleji
nez ostatni esterasy za optimélnich podminek, ale ptisobi také na rtzné druhy

karboxylovych estert (7).

Enzym, ktery ma zvySenou afinitu kmalym substratim a prednostné
hydrolyzuje estery octové kyseliny, jako acetylcholin, se nazyva
acetylcholinesterasa nebo také acetylcholin hydrolasa (EC 3.1.1.7). Nach&zi se
v nervovém systému, mozku a také, podle novéjsich poznatkli, na membrané
cervenych krvinek. Enzym, ktery hydrolyzuje i vétsi substraty a jeho specifita
neni natolik vysokd, tudiz hydrolyzuje mimo acetylcholin i butyrylcholin a jiné
substraty, se nazyva butyrylcholinesterasa, acylcholin hydrolasa (BuChE, EC
3.1.1.8), ale je zndm také jako pseudocholinesterasa ¢i nespecificka
cholinesterasa. Tento enzym se nachdzi v plazmeé, jatrech, cerebrospindlnim

moku a gliovych burikdch. Nicméné AChE a BuChE jsou si natolik strukturné

blizké, Ze je nemyslitelné popisovat jednu bez odkazovani se na druhou (10).
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3.3. ACETYLCHOLINESTERASA

AChE, kterd se nachdzi u savcid, ale také u ostatnich druhti jako napi.
v bakteriich a nékterych rostlinach, je enzymem, ktery hraje vyznamnou tlohu
v cholinergnim ptenosu. Stépi neuromedidtor acetylcholin na perifernich
a centralnich cholinergnich synapsich v nervovém systému. AChE se vyskytuje
v nadbytku vriznych tkanich a organech, a v téchto strukturach ma také
raznou aktivitu. Naptiklad v mozku je jeji aktivita mnohonasobné vyssi, nez je

nutné pro mozkovou fyziologickou funkci (8).

3.3.1. Struktura acetylcholinesterasy

Aktivni misto AChE se skldda ze dvou podjednotek: zdporné nabité, tzv.
anionické podjednotky, kde se vaze kladné nabity kvartérni dusik molekuly
substratu a je odpovédna za sprdvnou orientaci molekuly substratu k druhé
podjednotce, tzv. acyla¢ni (esteratické) podjednotce. Tato podjednotka obsahuje
vlastni katalytické zbytky, pravdépodobné nukleofilniho i elektrofilniho
charakteru a zastava vlastni katalytickou alohu. Déle byla na zakladé vaznosti
biskvartérnich molekul definovana druhd anionicka podjednotka, tzv. periferni
anionickd jednotka, neboli , peripheral anionic site” (PAS), vzdalena 14A od

aktivniho mista (9).

Predpoklada se, ze jako nukleofilni slozka AChE slouzi serinovy zbytek spolu
s histidinovym, ktery zvysuje jeho nukleofilni vlastnosti. V minulosti se rovnéz
mélo za to, ze za hydrolyzu v aktivnim misté u AChE je odpovédna tridda Asp-
His-Ser, a tak byla AChE klasifikovana jako serinovad hydrolasa. Diky vysoké
katalytické efektivité cholinesteras se pfedpokladala lokalizace tzv. katalytické

triddy na povrchu proteinu enzymu (10).

Velky krok vpred v pochopeni struktury, katalytického mechanismu AChE

a mechanismu ac¢inku inhibitord byl u¢inén v roce 1991 a to diky stanoveni
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trojrozmérné struktury dimerni AChE z Torpedo californica (TcAChE) skupinou

Joela Sussmana (11).

Tato studie odhalila, ze katalytickd tridda obsahuje glutamat (Glu), namisto
predpokladaného aspartatu (Asp). Aktivni misto enzymu bylo objeveno na dné
tzké $térbiny nachazejici se 20 A od povrchu a tato $térbina je lemovana
14 aromatickymi zbytky AK, které se zdaji hrat ddlezitou roli ve vedeni

substratu k aktivnimu mistu enzymu (10).

Podle poslednich studii byla zpochybnéna tloha anionické podjednotky jako
vazebného mista pro ¢ast molekuly substratu nesouci kladny ndaboj. Bylo
dokazano, Ze v pfipadé cholinu se trimethylamoniovéd skupina vaze interakci
s elektrony Trp84. Proto bylo toto misto prehodnoceno jako kation-m
interaktivni podjednotka. Navic pfi pokusech sinhibici AChE navéazdnim
inhibitortt jako napf. dekamethonia ¢i edrofonia se tyto inhibitory vézaly
v aktivnim misté také pomoci interakce st elektrony, ale v tomto pfipadé

Trp279 (9).

Studie mysi, ale pozdéji i lidské AChE, nalezly shodu s TcAChE a tuto
hypotézu potvrdily (10).

3.3.2. Hydrolyza acetylcholinu

Dtlezitou hlavni vlastnosti AChE je rychla hydrolyza neurotransmiteru ACh na
cholinergnich synapsich. Hydrolyza zacind nukleofilnim atakem hydroxylové
skupiny serinu v aktivnim misté AChE na karbonylovy uhlik . Nasleduje tvorba
docasné kovalentni vazby mezi substratem a enzymem. Déle nukleofilni reakci
miize také podporovat vodikova vazba tvofend mezi imidazolovym dusikem
histidinu a hydroxylovou skupinou serinu (12). Nésleduje uvolnéni cholinu,
pficemz enzym zlstava po velice kratkou dobu acetylovdn. Tento déj je
ukon¢en rychlou hydrolyzou acetylovaného enzymu a znovuobnovenim

esteratického mista (Schéma 1) (9).
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Schéma 1 Acylace acetylcholinesterasy (13)

Charakteristickou vlastnosti AChE je jeji inhibice v pfitomnosti vysoké
koncentrace substratu. Tato skutecnost je pfipisovana PAS. Predpoklada se, ze
PAS plni funkci reguldtoru vaznosti v aktivhim misté, tedy jakéhosi
stabilizatoru enzymu. Pfi vysoké koncentraci substratu, jeho molekula
interaguje s PAS a pusobi jistou konformaéni zménu enzymu a tim ovliviiuje
jeho Kkatalytickou aktivitu (10). Jedna zteorii hovoii také o tom, Ze tato
konformacni zména zamezuje vstup vody do aktivniho mista a tim zamezuje
jeho deacetylaci (14). Je nutno podotknout, Ze Zadna z téchto teorii nebyla plné
prokdzdna, a tak zastidvd mechanismus substratové inhibice AChE zatim

nedofesen.
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34. BUTYRYLCHOLINESTERASA

Plazmatickd cholinesterasa, oznacovand také jako BuChE, je glykoprotein
tvofeny v jatrech a cirkulujici v plazmé. BuChE je serinovd hydrolasa, ktera
patii do rodiny esteras katalyzujici hydrolyzu esterti jako je cholin. Struktura

BuChE vykazuje 64% podobnost s AChE v sekvenci aminokyselin (15).

BuChE je schopna hydrolyzovat stejné substraty jako AChE a v nékterych
pfipadech je schopna nahradit funkci AChE. Ve svétle téchto faktti vime, Ze
nékteré inhibitory AChE inhibuji rovnéZ BuChE a ta hraje roli ve vychytavani
molekul nervové paralytickych latek a pesticidd z krevniho obéhu (16).
Charakteristickou vlastnosti BuChE je také jeji aktivace pifi nadbytku substratu
na rozdil od AChE (17).

Rozdily v katalytické aktivité, afinité a schopnosti hydrolyzovat urcité substraty
je oproti AChE dana u BuChE rozdily ve struktufe obou enzymi. Afinita AChE
mista (vazebné GZlabiny), kdeZto u BuChE je toto misto vétsi, a proto BuChE
hydrolyzuje i objemnéjsi substraty a jeji substratova specifita je $irsi. Rozdily
v katalytické aktivité obou enzymt, mimo rozméra aktivniho mista, zap¥icitiuji
také rozdily ve struktufe v okoli aktivniho mista. Zatimco u AChE jsou
aromatické zbytky nesubstituované, u BuChE, 6 ze 14 téchto zbytk( jsou
substituovdny mensimi aromatickymi, nebo dokonce polarnimi substituenty

(10).

V porovnani s AChE nebyla fyziologicka funkce BuChE zatim zjisténa, nicméné
se predpoklada jeji podil na procesech cholinergni transmise,
neurodegenerativnich poruch a jinych systémovych funkci jako napft.

proliferace bunék a riist axontt pfi vyvoji nervové soustavy (18-19).
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3.5. INHIBICE ACETYLCHOLINESTERASY

Inhibice AChE je dé&j vyznamny z terapeutického i toxikologického hlediska.
Inhibitory tohoto enzymu ptlisobi jako nepfima parasympatomimetika.
Blokddou tohoto enzymu a znemozZnéni jeho fyziologického tucinku na ACh,
zvysuji koncentraci ACh v systémech, kde je neuromediatorem, tj. na efektorech
parasympatiku, vegetativnich gangliich a na nervosvalovém spojeni. Je tfeba
poznamenat, Ze inhibitory ACh (IACh) svou aktivitou ve svém dtsledku

vykazuji cholinomimetické tc¢inky (1).

Rtizné IAChE se 1isi svou chemickou strukturou a svymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Mohou se délit do skupin podle mista svého tc¢inku na zdkladée
téchto vlastnosti. Tedy latky s tercidlnim dusikem maji schopnost pronikat pres
hematoencefalickou bariéru do CNS a ptisobit centralné. Naproti tomu latky
majici ve své struktute dusik kvartérni, tzn. maji kladny naboj, tuto schopnost

postradaji a vykazuji periferni ac¢inky.

Dilezitéjsim kritériem klasifikace IAChE je délka jejich ptisobeni na AChE, tedy
doby, po kterou trvad hydrolyza a deacylace enzymu. Determinantou délky

a¢inku IAChE je jejich chemickd struktura a schopnost tvofit interakce/vazby

s AChE. Podle t¢inku se déli do dvou zékladnich skupin:

* Reverzibilni inhibitory AChE - hydrolyza trva v zavislosti na strukture
inhibitoru 0,5 - 6 hodin
* [Ireversibilni inhibitory AChE - organofosforové slouceniny, hydrolyza

trva az stovky hodin (5)
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3.6. REVERZIBILNI INHIBITORY
ACETYLCHOLINESTERASY

Jsou to slouceniny svou strukturou podobné ACh. Vazou se na aktivni misto
enzymu kovalentni vazbou, a tim zamezi pfistupu ACh ktomuto mistu.
Chemicky se jednd o karbamaéty, tedy estery kyseliny methylkarbamové nebo
dimethylkarbamové s bazicky substituovanym fenolem. Tyto latky obsahuji

tercialni nebo kvartérni dusik (Obr. 1) (1, 20).

CHj3
OCONHCHS
N OCONHCH, N~ OCON(CHa),
HyC” o | o
Br o DBr
N N
® |
HaC N(CHa)s CHs
fysostigmin neostigmin-bromid pyridostigmin-bromid

Obrazek 1 Vybrané reverzibilni inhibitory acetylcholinesterasy.

Mechanismus reakce reverzibilnich IAChE je podobny ACh, taktéz podstupuiji
dvoustupniovou hydrolyzu. Kysela skupina esteru téchto inhibitort se vaze na
enzym stejné jak je tomu v pripadé ACh, nicméné jsou vazany pevnéjsi vazbou.
Spontanni hydrolyza této vazby na volny enzym pak trva 0,5 - 6 hodin

v zavislosti na pouzitém karbamatovém derivatu (5).

Vyjimku mezi touto skupinou IAChE tvofi latka edrofonium-chlorid (Obr. 2).
Ve své struktute sice obsahuje kvartérni dusik, ale postradd karbamatovou
skupinu, tudiZ se vaze na enzym pouze pomoci kation-mm interakce. Tato
interakce je v porovnani s kovalentni vazbou v pfedchozim pfipadé o mnoho

slabsi, a tak je inhibi¢ni tc¢inek edrofonia velmi kratky, cca. 2 -10 min (7).
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edrofonium-chlorid

Obrazek 2 edrofonium-chlorid

3.6.1. Vyuziti reverzibilnich inhibitora acetylcholinesterasy

Jak jiz bylo zminéno, IAChE maji cholinomimeticky acinek, ¢ehoz se vyuziva
v terapii rtiznych chorob nebo také v diagnostice. Ve spravné zvolenych
terapeutickych davkach zesiluji ptsobeni ACh na nervosvalovém spojeni
a projevuji se také M-acinky v GIT, urogenitalnim systému, ale i v oku a CNS.
Reverzibilni IAChE se pouZivaji v terapii rtiznych onemocnéni, jako je
autoimunitni onemocnéni myastenia gravis, v symptomatické terapii
Alzheimerovy choroby, glaukomu oka a v neposledni fadé atoniich GIT
a urogenitalniho traktu. Diky jejich ac¢inku se vyuzivaji také jako antidota
myorelaxancii ptisobicich na periferii (1). Velmi dtleZitou tlohu hraji pfi
tarmakologické profylaxi proti intoxikaci organofosforovymi

slouceninami/nervové paralytickymi latkami (21).
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3.7 ORGANOFOSFOROVE SLOUCENINY

Mezi ireverzibilni inhibitory ACh se fadi nékteré organické slouceniny, které
obsahuji ve své molekule fosfor substituovany rtznymi substituenty (Obr. 3).
Organofosforové slouceniny (OP) jsou kapaliny sriznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi a r@izni se také ve své toxicité. Tato skupina obsahuje
jak prakticky netoxické slouceniny (malathion), tak i slouceniny s vysokou
toxicitou (21). Expozice organismu jiZ malym ddvkam OP miiZe byt smrtelnd
(19). Casté ptipady otrav OP jsou u pracovnikt v zemédélstvi, kteii jsou p¥imo
ve styku s témito slouceninami (22). Podle Svétové zdravotnické organizace se
ve svétovém meéfitku kazdy rok stane vice neZ milion ndhodnych a dva miliony
sebevrazednych piripadti otrav OP. Ztéchto ptipadt je kolem 200000

smrtelnych, vétsinou v rozvojovych zemich (23).

R2

R'—pP—R?®

)

Obrazek 3 Obecna struktura OP.

Nejdtilezitéjsi skupinou majici signifikantni biologicky efekt je skupina této
obecné struktury, kde R! a R? jsou alkyl-, alkoxy-, alkylsulfanyl- nebo amidové
skupiny. R3 mohou byt napt. halogen-, kyano- , S-R nebo, O-R skupiny (21).

OP byly ptivodné vyvinuty a i dnes se hlavné vyuZivaji jako latky hubici hmyz,
tedy insekticidy. Slouceniny téchto struktur jsou také pro své vlastnosti
vyuzivany v pramyslu, a to jako zmékcéovadla ¢i hydraulické kapaliny, ale také
ve veterinarni a humanni mediciné jako lé¢iva nebo slouceniny pro vyzkum
nervovych funkci. Neékteré OP byly diky své toxicité zneuZivany jako
vyznamnd a nebezpecnd skupina bojovych chemickych latek, zndmych také

jako nervové paralytické latky (NPL) (24).
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3.7.1. Mechanismus tcinku organofosforovych latek

OP se dostavaji do téla velmi snadno diky své vysoké lipofilité. Na misto
a¢inku jsou transportovany pomoci krevniho fecisté. Po vstupu do organismu
se ale vazou i na jiné bilkoviny jako je BuChE, karboxylesterasy
a fosforylfosfatasy v plazmé, ¢imz dochazi ke zna¢nym ztratdam. Predpoklada
se, Ze na misto uc¢inku se dostane pouze 1 - 3 % z celkového mnozstvi OP, které
vstoupi do organismu. Interakce s témito enzymy nevyvoldva zadné klinické
pfiznaky intoxikace, takZe tyto esterasy vlastné funguji jako tzv. ,scavengery”
(vychytavaci) OP. Tohoto jevu vyuzivaji nové pristupy k profylaktické terapii a
terapii akutni intoxikace OP (26).

Reaktivita OP z&avisi na jejich chemické strukture. Pro biologicky tcinek OP je
vyznamna elektrofilita atomu fosforu. OP nesouci dvojnou vazbu mezi atomem
fosforu a kysliku maji atom fosforu vysoce elektrofilni, a tudiz jsou i vysoce
reaktivni. Kyano-, halogen-, karbonyl- a esterovy substituent jsou funkéni
skupiny, které reaktivitu jesté vice podporuji. Naopak skupiny reaktivitu

oslabujici jsou hydroxylova a karboxylova skupina (25).

Mechanismus tc¢inku OP se zaklada na inhibici serinovych esteras, tedy hlavné
AChE a BuChE (schéma 2). OP jsou elektrofilni molekuly se schopnosti
fosforylovat nebo fosfonylovat hydroxylovou skupinu serinu nachézejici se
v aktivnim misté AChE. Dochézi k vytvofeni kovalentni vazby mezi enzymem
a OP za odstépeni casti molekuly OP (odstupujici je skupina R3 obecné
struktury OP, Obr. 4). Takto inhibovand AChE je obecné velmi stabilni
aregeneruje se spontdnni hydrolyzou esteru jen velmi pomalu. Ve svém
disledku tato hydrolyza trva déle neZ syntéza enzymu de novo, proto tuto

inhibici povaZujeme za ireverzibilni (27).

R2 2

R
OH + R3—|||=|—R1 — o—|||°—R1 + HR?
0

o

Schéma 2 Inhibice acetylcholinesterasy.
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3.7.2. Biotransformace organofosforovych latek

Faze I metabolické transformace OP se sklada ze Sesti hlavnich reakci, z nichz

vétsina slouzi jako cesty aktivace, coz ¢ini produkty této transformace toxic¢té;jsi:

oxidativni desulfurace - pfeména thiofosfatu na toxic¢téjsi oxonovou

formu (napf. parathion, fenitrothion, malathion, dimethoat, fonofos

a dalsi)

* oxidativni N-dealkylace (naptf. monokrotofos, dikrotofos, fosfamidon,
dimethoét)

* oxidativni O-dealkylace (napt. chlorfenvinfos)

* thioetherové oxidace (napf. fenthion, disulfoton, demethon-S-methyl
a dalsi)

* oxidace postranniho fetézce (napt. diazinon, fenitrothion)

* rizné neoxidativni transformace (napft. trichlorfon, naled)

V druhé fazi, tzv. detoxifika¢ni fazi, OP podstupuji konjugaci s endogennimi

substraty, jako jsou glukorunidy a sulfaty. Detoxikovany jsou pomoci:

* karboxylesteras (malathion, soman, sarin, tabun)
» fosforylfosfatas (diazinon, paraoxon, soman, sarin, tabun)

* redoxniho systému glutationu (fenitrothion, diazinon, chlorfenvinfos,

atd.) (5)

OP jsou aktivovany systémem cytochromu P450, tedy NADPH-cytochromu

P450 reduktasy a monooxygenasy obsahujici flavin.

NejbéZnéjsi cesta metabolismu OP je skrze hydrolyzu, kterd vede k odstépeni
¢asti molekuly. Tento produkt je pak vylucovan moci a slouZi jako biomarker
expozici OP/NPL. Tyto c¢asti obsahuji dimethylfosfat, dimethylthiofosfonat,
dimethyldithiofosfat, ~dimethylfosfothionat, diethylfosfat, diethylfosfonat,
diethyldithiofosfat a  diethylfosforthionat.  Fosforylfosfatasy, enzymy
odpovédné za hydrolyzu a deaktivaci OP, jsou pfitomny v mnoha tkanich,

vz

nicméné nejaktivnéjsi jsou predevsim v jatrech, ve stfevé a plasmé. Jednotlivé
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OP maji rtzné odstupujici skupiny (odstépené casti molekul hydrolyzou)
a mira jejich hydrolyzy se lisi latka od latky i pfes podobnost jejich kone¢nych

metabolitd v moci (25).
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3.8.

NERVOVE PARALYTICKE LATKY

NPL jsou charakteristické svou vysokou toxicitou vici savelim, rychlym nastupem

a¢inku a vstupem do organismu vSemi branami. Jejich levna a snadna vyroba

ajednoduchd pouzitelnost znich déla vojensky snadno pouzitelné latky, a také

predstavuje vysoké riziko jejich zneuZiti pfi teroristickych ttocich, jako tomu bylo

béhem teroristického utoku v mésté Matsumoto v Japonsku vroce 1994

a tokijském metru o rok pozdéji sektou Om &inrikjo (24,25). NPL se podle svych

tyzikalné-chemickych vlastnosti déli na dvé velké skupiny, G-latky a V-latky.

3.8.1. Rozdéleni nervové paralytickych latek

G-latky, jsou bezbarvé, pohyblivé kapaliny podobné vodé. Relativné
dobfe se rozpousti ve vodé a jsou dobfe rozpustné v organickych
rozpoustédlech. Jsou bez zapachu a vysoce tékavé, takze
nejpravdépodobnéjsi cesta vstupu do organismu je skrze dychaci cesty.
V prosttedi vydrzi 12 - 24 hodin bez ztraty toxicity. Jejich toxicita, ktera
je obecné vysoka, je relativni v zavislosti na cesté vstupu do organismu.
Stfedni letdlni koncentrace (SLK) v ovzdusi se je 0,003 - 0,008 mg/1.
SLK pfi zamoteni nechranéné kiize je 0,7 - 7 mg/kg. Tyto koncentrace
vedou po Iminutové expozici ke smrti poloviny zasaZenych. (24) Mezi
zastupce G-latek patii tabun (Obr. 4.1), sarin (Obr. 4.2), soman (Obr. 4.3)
a cyklosin (Obr. 4.4).

CHj, CoHs
o o F C(CHy
HsC HyC
H C/N\F|> ’ \P// CH(CH;) 3 \P/\
3 C/ \O / \O/ 32 // 0 CHs
— o)
NZ F
tabun sarin soman
Obrazek 4.1 tabun Obrazek 4.2 sarin Obrazek 4.3 soman
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H3C\P//
/ o
F
cyklosin
Obrazek 4.4 cyklosin
+ V-latky, jsou bezbarvé, vazké kapaliny. Spatné se rozpousti ve vodé
ajsou velice dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech. Jsou bez
zapachu. Jsou charakteristické velmi nizkou tékavosti, takZe v prosttedi
vydrZi velmi dlouhou dobu, tydny aZz mésice. Pfi intoxikaci pfes kazi
jsou daleko toxic¢téjsi nez G-latky. Jejich SLK v ovzdusi je 0,036 mg/1
a pfi zamoreni nechranéné kiize 0,07 mg/kg. Mezi zastupce V-latek patii

VX (Obr. 5.1), ruska VX (Obr. 5.2) a ¢inskd VX (Obr. 5.3) (24).

(o} CH(CHa),
HaC_ P// |
/ \s/\/ \CH(CH3)2

CzH5_O
VX

Obrazek 5.1 VX

o C2Hs
ot ]

/ \S/\/ \Csz
0]

(H3C),HC ruskd VX

Obrazek 5.2 ruska VX
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éinska VX

Obrazek 5.3 ¢inska VX
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3.9. KLINICKY OBRAZ INTOXIKACE
ORGANOFOSFOROVYMI LATKAMI

Po navazani OP na serinovy hydroxyl aktivniho mista je AChE blokovéna
a ztraci svou enzymatickou aktivitu. To vede k hromadéni ACh v synaptickych
stérbindch svali a nervi, ¢imZz dochédzi k nadmérné stimulaci cholinergnich
receptortt vedouci aZ kcholinergni krizi. OP maji navic i pfimy vliv na

cholinergni receptory a zptisobuiji jejich poskozeni (28).

Nadmeérné a dlouhodobé drazdéni receptorti se podle lokalizace klinicky
manifestuje muskarinovymi, nikotinovymi a centralnimi ucinky akutni

cholinergni krize. Celkovy priibéh intoxikace pak rozdélujeme na tfi faze.

3.9.1. Akutni faze

Muskarinové piiznaky v akutni fazi se projevuji ztiZenim zornic (miéza), na
cilidirnim svalu poruchou akomodace oka, pfekrvenim a otokem na spojivkach
a nosni sliznici, zvySenou ¢innosti slinnych, slznych a potnich Zlaz, na hladké
svaloviné dychacich cest zvysenim bronchidlni sekrece a ztizenim broncht.
Dale na hladké svaloviné GIT a mocového méchyfe zvySenou strevni
peristaltikou a bolestmi az kolikovitého razu. Muskarinové piiznaky se projevi
také na srdecni svaloviné zvySenym tonem, coz vede k bradykardii a poklesu

krevniho tlaku.

Nikotinové piiznaky jsou charakterizovany svalovou ochablosti, tfesem
a zaskuby pficné pruhovanych svalt postupné se rozsitujicimi na celé télo. Tyto
tascikulace postupné pirechazeji v tonicko-klonické kfece vedouci az k celkové
paralyze kosterniho svalstva. Prdvé paralyza dychacitho svalstva je hlavni

pfi¢inou amrti v disledku otravy OP/NPL.
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Centrélni pfiznaky se manifestuji depresemi dechovych a kardiovaskularnich
center v oblasti prodlouzené michy. Doprovéazi je bolesti hlavy a emocni

nestabilita, neklid, napéti, zmatenost a depresivni stavy (24,29).

3.9.2. Prfechodny syndrom

Prechodny syndrom se objevuje 1. az 4. den po intoxikaci OP/NPL. Manifestuje
se svalovou slabosti a obrnou hlavovych nervt. Tato faze muaZe vyustit az
v respiracni selhdni zplisobené obrnou dychacich svald. Predpoklada se, Ze
pfechodny syndrom je zptisoben pozménénou funkci nikotinovych receptor,

nicméné piesna patogeneze tohoto syndromu zlistdva zatim neobjasnéna (30).

3.9.3. Opozdéna polyneuropatie

Opozdéna polyneuropatie se dostavuje v7. - 21. den po intoxikaci OP/NL.
Postihuje nervy periferntho nervového systému, s pfiznaky slabosti svala
hornich a dolnich koncetin a poruchou jejich senzorickych funkci. Tato
polyneuropatie je zplisobena histologickymi zménami v perifernich neuronech,
coz md za nasledek demyelinizaci nervii a degeneraci axonti. Manifestuje se
bolesti a parestezii koncetin. Denervace svalti koncetin mtize v nékterych
pfipadech vést aZz k jejich tézké atrofii. Pfedpoklada se, Ze opozdéna
polyneuropatie je zptsobend fosforylaci a naslednou dealkylaci tzv.

neurotoxické esterasy, ktera je pfirozenou soucésti nervové tkané (31-32).

Navic mtize byt klinicky stav intoxikovaného jedince komplikovan poruchou
rovnovazného stavu organismu zpisobenou celkovym rozvratem metabolismu
v dtisledku dlouhodobé hypoxie a acidézy. Jesté meésice po intoxikaci mohou
pfetrvavat neurologické a neuropsychické piiznaky jako depresivni stavy,
poruchy spanku, emocni labilita, zvySena tnava a pfedevsim poruchy paméti,

koncentrace a uceni (24,26).
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Komplikaci otravy OP/NPL také mfize byt remise otravy zptisobend
uvolnénim OP/NPL z depotnich mist nebo jejich uvolnénim zvazby na

bilkoviny krevni plazmy (24).
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3.10. DIAGNOSTIKA INTOXIKACI
ORGANOFOSFOROVYMI LATKAMI

Ke spravné, ale predevsim vcasné diagnostice akutnich intoxikaci prispiva

anamnéza spolecné s vysetfenim klinického stavu a laboratorni vysetieni krve.

Mezi klinické piiznaky intoxikace, které upozoriiuji na moZznou souvislost
s OP/NPL jsou predevsim poruchy zraku zptisobené miézou a porusené
akomodace, zvySené poceni, slinéni a slzeni. Dale dechova tiseri, nevolnost

a zvraceni a abdomindlni bolesti spojené s defekaci (24).

N

Nejvyznamnéjsim laboratornim vySetfenim pii podezieni na intoxikaci
OP/NPL je stanoveni aktivity cholinesteras, tedy konkrétné erytrocytarni AChE
¢i plazmatické BuChE. Vyraznd inhibice téchto esteras prokazuje piimou
souvislost s intoxikaci OP/NPL, i kdyZ je nutné brat v tvahu také moZznou
intoxikaci karbamaty. MuZeme dokéazat i pritomnost metabolitt OP/NPL
v krvi nebo moc¢i, ¢imz se da odlisit pravé intoxikace karbamaty od OP/NPL,
nicméné k tomuto vysetfeni je nutné pouziti modernich pfistrojii s vysokou
citlivosti detekce, tedy plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem.
Knespecifickym laboratornim markerim také patfi aktivita jaternich

aminotransferas ¢i leukocytéza (19,24).
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3.11. FARMAKOLOGICKA PROFYLAXE INTOXIKACE
ORGANOFOSFOROVYMI LATKAMI

Termin profylaxe proti OP znamena uziti 1é¢ebného opatteni v relativné kratké
dobé pred expozici OP/NPL za tucelem ochrany organismu proti témto
toxickym slouc¢enindm, a to bez potieby jakékoli nasledné terapie. Tento pfistup

1ze také charakterizovat jinymi slovy jako ,preventivni lé¢ba”.

Z mechanismu toxikologického uc¢inku OP/NPL vyplyvda, Zze preventivni

opatfeni mohou byt dosazena nasledujicimi pfistupy:

* Ochrana AChE proti ireverzibilni inhibici - k tomuto tc¢elu mohou byt
pouzity latky ze skupiny reverzibilnich inhibitort AChE a latky snizujici
koncentraci OP/NPL v organismu, neboli enzymy hydrolyzujici ¢i
vazajici tyto latky, ptsobici tedy jako tzv. ,scavengery”

* Antagonizace nahromadéného ACh v dasledku inhibované AChE -

k tomuto tcelu slouzi hlavné latky ze skupiny anticholinergik.

Jako dalsi pristup, ktery v posledni dobé podléha intenzivnimu vyzkumu je
moznost pouziti reaktivatort AChE pred expozici toxické OP. Tedy pouZiti jako

tzv. ,1é¢by v predstihu”.

3.11.1. Proteiny-scavengery

Zachovani funkéni AChE mitize byt zajisténo eliminaci OP/NPL jejich eliminaci
dfive, nez dorazi na misto svého tcinku, tedy do tkani kde se vyskytuje praveé
AChE. Toho miize byt dosazeno poddnim enzymt, které tyto toxické latky
rozkladaji nebo enzymi, které je jej vdZou. Enzymy, které hydrolyzuji OP/NPL
se nazyvaji katalytické scavengery, a enzymy, které OP vazi, se nazyvaji

steichiometrické scavengery.
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Katalytické scavengery maji velky potencial v rychlé a efektivni ochrané AChE,
jsou vsak stile predmétem vyzkumu. Velmi slibné se jevi enzym paraoxonasa

a enzymy ji podobné.

Na druhou stranu steichiometrické enzymy ze skupiny cholinesteras jiz
prodélaly intenzivni vyzkum jako potenciondlni scavengery. AChE byla
pouzita jako ochrana proti intoxikaci OP u mysi a vykazala souvislost mezi
protekci a jeji hladinou v krvi. BuChE a AChE se jevi jako velmi efektivni pro
profylaxi proti OP/NPL (21). Tyto enzymy ucinkuji od prvni chvile intoxikace
OP/NPL, bez jakékoli interakce s cilovymi tkanémi a bez vedlejsich acinki

(21,33-34).

Efektivita cholinesteras jako scavengertt by mohla byt podpofena podanim
v kombinaci s reaktivatory cholinesteras. Reaktivovany enzym by totiz mohl

slouzit jako novy scavenger (21).

3.11.2. Reversibilni inhibitory

Reverzibilni inhibitory slouZzi zatim jako jedina schvélend skupina latek k uziti
v huménni mediciné k profylaktické terapii proti OP/NPL (21). Slouceniny
karbamatového typu reverzibilné blokuji aktivni misto AChE a tim jej chrani
proti uc¢inku OP/NPL. Navic prochdzi spontdnni dekarbamylaci se

znovuobnovenim normalni funkce AChE.

Jako ptiklad latky ze skupiny reverzibilnich IAChE pouzivanych k profylaxi
proti intoxikaci OP/NPL je fysostigmin (Obr. 1) Tato latka je pro své ucinky jiz
dlouho zndma a byla jiz pfedmétem mnoha studii (35). V rdmci téchto studii byl
prokdzan priznivy efekt na ochranu AChE proti OP/NPL a to nejen
u fysostigminu, ale i aminostigminu (Obr. 6), pyridostigminu (Obr. 1) a dal$ich.
Zvlasté vyhodné vlastnosti prokdzal aminostigmin diky svému centralnimu

ucinku (21).
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Z vysledkti studii se jako neslibnéjsi latka ze skupiny reverzibilnich IAChE
ukéazal pyridostigmin. Je rychle absorbovan po oralnim podéni a hladina jeho
maximalni inhibice je dosaZena za 2 - 3 hodiny a trva vice jak 8 hodin (36).
Nicméné,  pyridostigmin ma  kladny naboj, takZe  neprochazi
hematoencefalickou bariérou (21). Z tohoto davodu se pouziva v kombinaci
s 1é¢ivy s centralni anticholinergni aktivitou (napf. benaktyzin) k snizeni efektu
OP/NPL v CNS. Tato léc¢iva navic zmirnuji nezddouci ac¢inky pyridostigminu.
Diky témto vysledkéim byl pyridostigmin zaveden k pouzivani k profylaktické
terapii intoxikaci OP/NPL do nékterych armad NATO (21).

I pfesto, ze jsou IAChE karbamétového typu Siroce pouzivany, vykazuji velmi
Casté a vazné vedlejsi ucinky (37). Tyto nezddouci acinky jsou pii pouziti
vyssich davek zpuasobeny karbamylaci aktivniho mista AChE a projevuji se
zvysenou salivaci, bronchialni sekreci, GIT motilitou, kardidlni arytmii a mazou
vést az krozvoji cholinergni krize (37). Tyto nezddouci ucinky vedou
k vyzkumu potencidlnich reverzibilnich IAChE se strukturou odliSnou od
karbamatti. Jedna zlatek s velice slibnymi vysledky se zda byt huperzin A
(21,38).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. SYNTETICKA CAST

4.1.1. Obecna synteticka cast

Rozpoustédla a chemikalie (reagencie) byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich
(Ceskd Republika) a pouzity bez predchoziho precisténi. Reakce byly
monitorovany pomoci TLC (DC-Alufolien Cellulose F, Merck, Némecko) za
pouziti mobilni faze butanol-CH;COOH-HO 5:1:2 a  detekovany
Dragendorfovym c¢inidlem (roztok obsahujici 10 ml CH3COOH, 50 ml H.O
a5 ml zakladniho roztoku pfipraveného smichdnim dvou frakci - frakce A:
850 mg Bi(NOs)s, 40 ml H20O, 10 ml CH3COOH; frakce B: 8 g KI, 20 ml H2O)
Teploty tani byly zméfeny na mikrobodotavku PHMK 05 (VEB Kombinat
Nagema, Radebeul, Némecko) a nebyly korigovany.

NMR spektra byla zméfena na ptistroji Varian Mercury-VxBB 300 (*H 300 MHz,
13C 75 MHz, Palo Alto CA, USA). Hodnoty chemickych posunti jsou ve vSech
pfipadech uvedeny v ppm (8) vzhledem k poméru signalu rozpoustédla
(DMSO - 6 2.50 pro 'H; 6 39.43 pro 13C; D20 s ptidavkem acetonu - 6 2.219 pro
H; 6 30.89 pro 13C). Signaly jsou uvedeny jako s (singlet), d (dublet), t (triplet) a
m (multiplet).

ESI-MS spektra byla méfena s pouzitim HP1100 HPLC/MS systému dodaného
z Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko). Skldda se z vakuového
zplynovace G1322A, kvartérni pumpy GI1311A, autosampleru GI1313A a
kvadrupélového hmotnostniho spektrometru MSD1456 VL vybaveného
zdrojem elektrospray-ionizace. Dusik pro hmotnostni spektrometr byl ziskan z
dusikového generdtoru Whatman 75-720. Data byla odectena v pozitivhim
iontovém modu s ESI sondou o napéti 4000 V. Tlak rozprasovaného plynu byl

ustaven na 35 psig. Teplota susiciho plynu byla 335 DC a pratok 13 1/min.
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Hodnoty logP byly spocitany za pomoci programu ACDLabs PhysChem Suite
12.0.2. (39).

4.1.2. Pfiprava biskvarternich soli

Pri pfipravé novych sloucenin byla pouzita standardni strategie syntézy (40).
4-terc-butylpyridin (6.8 mmol) a odpovidajici mnoZstvi dihalogenované
slouc¢eniny (3.1 mmol) byly rozpustény v DMF (10 ml). Smés byla zahtivdna pti
70 °C po 14 - 98 hodin (Schéma 3). Nésledné byla reakéni smés ochlazena na
laboratorni teplotu a k reakéni smési byl pfiddn v nadbytku aceton (80 ml)
a byla uchovéna pres noc v lednici (5°C). Surovy krystalicky produkt byl
odfiltrovan. Amorfni surovy produkt byl dekantovan, kapalnd ¢ast reakéni
smési odlita a zbytek rozpoustédla byl odpaten. Nasledné byl surovy produkt
vycistén povarenim s ethyl-acetdtem (50 ml). K urceni charakteru a cistoty

pfipravenych latek byly provedeny NMR, ESI-MS a elementérni analyza.

N, _xen N\ N\ /N

N——@®)

DMF: 70°C /
2x®

Schéma 3 Obecné piiprava biskvarternich soli.
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1,1’-bis(4-terc-butylpyridinium)-meth-1,1-diyl-dibromid

(1)

Vytézek 33 %.

T.t. 268 - 270 °C.

H NMR (300 MHz, D20) 6 ppm 9.11 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.28 (d, 4H,
J=5.9Hz, H-3,3,5,5),7.27 (s, 2H, CH), 1.41 (s, 18H, CHs).

1BC NMR (75 MHz, D20) 6 ppm 144.49, 127.34, 77.13, 37.41, 30.89, 29.52.

ESI-MS: m/z 142.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CioH2sN22*/2] 142.11)

EA: vypocteno 51.37 % C, 6.35 % H, 6.31 % N; nalezeno 51.16 % C, 6.65 % H,
6.25 % N.
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1,2’-bis(4-terc-butylpyridinium)-eth-1,2-diyl-dibromid

(2)

Vytézek 48 %.

T.t. 147 - 149 °C.

1H NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.64 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.11 (d, 4H,
] =5.9 Hz, H-3,3',5,5"), 5.28 - 5.21 (m, 4H, CH>), 1.39 (s, 18H, CH3).

BBC NMR (75 MHz, D20O) 6 ppm 144.28, 126.88, 59.91, 36.98, 30.88, 29.62.

ESI-MS: m/z 149.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CaoHsoN22*/2] 149.12).

EA: vypocteno 52.42 % C, 6.60 % H, 6.11 % N; nalezeno 52.62 % C, 6.52 % H,
5.71 % N.
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1,3’-bis(4-terc-butylpyridinium)-prop-1,3-diyl-dibromid

(3)

Vytézek 76 %.

T.t. 176 - 178 °C.

H NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.74 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.09 (d, 4H,
J=59Hz H-3,3'55),4.72 (t, 4H, ] = 7.7 Hz, N-CH>), 2.81 - 2.69 (m, 2H, N-CH>-
CH>), 1.39 (s, 18H, CH5).

1BC NMR (75 MHz, D20) 6 ppm 144.07, 126.40, 57.75, 36.71, 32.25, 30.89, 29.67.
ESI-MS: m/z 156.0 [M2*/2] (vypocteno pro [C21H32N22*/2] 156.13).

EA: vypocteno 53.40 % C, 6.83 % H, 5.93 % N; nalezeno 52.99 % C, 7.32 % H,
5.57 % N.
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1,4’-bis(4-terc-butylpyridinium)-but-1,4-diyl-dibromid

(4)

Br |

OGN

| Br

Vytézek 22 %.

T.t. 241 - 243 °C.

1H NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.70 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.08 (d, 4H,
] = 59 Hz, H-3,3',5,5), 4.65 - 458 (m, 4H, N-CH), 2.13-2.04 (m, 4H, N-CH>-
CH»), 1.41 (s, 18H, CH5).

1BBC NMR (75 MHz, D20) 6 ppm 142.75, 124.97, 59.16, 35.43, 29.70, 28.50, 26.63.
ESI-MS: m/z 163.0 [M2*/2] (vypocteno pro [C2HzaN22*/2] 163.14).

EA: vypocteno 54.33 % C, 7.05 % H, 5.76 % N; nalezeno 54.09 % C, 7.40 % H,
5.40 % N.
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1,5’-bis(4-terc-butylpyridinium)-pent-1,5-diyl-dibromid

(5)

Vytezek 98 %.

T.t. neméfena (amorfni)

1H NMR (300 MHz, D;0) & ppm 8.67 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.05 (d, 4H,
J=59Hz H-3,3,55), 453 (t, 4H, ] = 7.4 Hz, N-CH.), 2.10 - 1.96 (m, 4H, N-CH,-

CH>), 1.46 - 1.28 (m, 20H, N-(CH,)2-CH,; CHa).

13C NMR (75 MHz, D;O) & ppm 144.00, 126.10, 61.01, 36.66, 35.22, 30.58, 29.80,

27.86.

ESI-MS: m/z 170.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CasHseN22*/2] 170.15).

EA: neméfena (amorfni)
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1,6’-bis(4-terc-butylpyridinium)-hex-1,6-diyl-dibromid

(6)

=
o
X NN "N
\
G

Vytézek 33 %.

T.t. 281 - 282 °C.

TH NMR (300 MHz, D20O) 6 ppm 8.71 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.08 (d, 4H,
] =59 Hz, H-3,3",5,5),4.56 (t, 4H, ] = 7.4 Hz, N-CH>), 2.09 - 1.95 (m, 4H, N-CH>-
CH2), 1.51 - 1.34 (m, 22H, N-(CH2)2-CH>; CH3).

13C NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 142.82, 124.87, 60.12, 35.46, 29.80, 29.73, 28.62,
24 .31.

ESI-MS: m/z 177.0 [M?*/2] (vypocteno pro [CasHssN22* /2] 177.15).

EA: vypocteno 56.04 % C, 7.45 % H, 5.45 % N; nalezeno 56.27 % C, 7.91 % H,
5.38 % N.
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1,7’-bis(4-terc-butylpyridinium)-hept-1,7-diyl-dibromid

(7)

Vytézek 45 %.

T.t. 208 - 210 °C.

TH NMR (300 MHz, D20O) 6 ppm 8.68 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.05 (d, 4H,
J=5.9Hz H-3,3,55),4.52 (t,4H, ] = 7.4 Hz, N-CH>), 2.04 - 1.90 (m, 4H, N-CH>-
CH,), 1.47 - 1.22 (m, 24H, N-(CH>)2-(CHz)3; CH3).

13C NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 142.81, 124.85, 60.24, 35.46, 29.80, 28.64, 27.00,
24.50.

ESI-MS: m/z 184.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CasHaoN22* /2] 184.16).

EA: vypocteno 56.83 % C, 7.63 % H, 5.30 % N; nalezeno 56.49 % C, 8.03 % H,
5.08 % N.
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1,8’-bis(4-terc-butylpyridinium)-okt-1,8-diyl-dibromid

()

Vytézek 36 %.

T.t. 228 - 230 °C.

TH NMR (300 MHz, D20O) 6 ppm 8.67 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.05 (d, 4H,
J=59Hz H-3,3",55),4.52 (t, 4H, ] = 7.4 Hz, N-CH>), 2.04 - 1.89 (m, 4H, N-CH>-
CH2), 1.39 (s, 18H, CHs), 1.35 - 1.26 (m, 8H, N-(CH2)2-(CH2)4).

13C NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 142.75, 124.77, 60.28, 35.40, 29.80, 28.59, 27.31,
24.59.

ESI-MS: m/z 191.0 [M?*/2] (vypocteno pro [CasHi2N22*/2] 191.17).

EA: vypoéteno 57.57 % C, 7.80 % H, 5.16 % N; nalezeno 57.20 % C, 8.23 % H,
5.02 % N.
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1,9’-bis(4-terc-butylpyridinium)-non-1,9-diyl-dibromid

©)

Vytézek 57 %.

T.t. neméfena (amorfni)

H NMR (300 MHz, D20) & ppm 8.67 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.05 (d, 4H,
J=59Hz H-3,3,5,5),4.52 (t,4H, ] = 7.4 Hz, N-CH>), 2.03 - 1.89 (m, 4H, N-CH>-
CH>), 1.39 (s, 18H, CH3), 1.34 - 1.20 (m, 10H, N-(CH2)2-(CH2)s).

13C NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 142.82, 124.83, 60.37, 35.46, 29.88, 28.65, 27.64,
27.39, 24.62.

ESI-MS: m/z 198.0 [M2*/2] (vypocteno pro [Co7HaN22* /2] 198.18).

EA: neméfena (amorfni)
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1,10’-bis(4-terc-butylpyridinium)-dek-1,10-diyl-dibromid

(10)

Vytézek 63 %.

T.t. 105 - 107 °C.

H NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.67 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6"), 8.05 (d, 4H,
] =59 Hz, H-3,35,5), 452 (t, 4H, | = 7.4 Hz, N-CH>), 2.04 - 1.89 (m, 4H, N-
CH»>-CH>), 1.39 (s, 18H, CHs), 1.34 - 1.18 (m, 12H, N-(CH>2)2-(CH2)s).

13C NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 142.83, 124.83, 60.40, 35.47, 29.87, 28.66, 27.79,
27.48, 24.68.

ESI-MS: m/z 205.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CasHaeN22*/2] 205.19).

EA: vypocteno 58.95 % C, 8.13 % H, 4.91 % N; nalezeno 59.01 % C, 8.32 % H,
4.70% N.
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1,11’-bis(4-terc-butylpyridinium)-undek-1,11-diyl-dibromid

(11)

Vytézek 89 %.

T.t. neméfena (amorfni)

H NMR (300 MHz, D20) & ppm 8.67 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.05 (d, 4H,
J=5.9Hz H-3,3,55),4.52 (t,4H, ] = 7.4 Hz, N-CH>), 2.04 - 1.89 (m, 4H, N-CH>-
CH>»), 1.39 (s, 18H, CH3), 1.35 - 1.13 (m, 14H, N-(CH2)2>-(CH2)7).

13C NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 142.83, 124.83, 60.40, 35.47, 29.87, 28.67, 27.87,
27.54,24.67.

ESI-MS: m/z 212.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CaoHisN22*/2] 212.19).

EA: neméfena (amorfni)
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1,12’-bis(4-terc-butylpyridinium)-dodek-1,12-diyl-dibromid

(12)

Vytézek 82 %.

T.t.172 - 174 °C.

TH NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.67 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.04 (d, 4H,
] =59 Hz, H-3,35,5), 451 (t, 4H, | = 7.4 Hz, N-CH>), 2.02 - 1.88 (m, 4H, N-
CH»2-CH>), 1.38 (s, 18H, CH3), 1.33 - 1.13 (m, 16H, N-(CH2)2-(CH)s).

1BC NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 143.85, 125.85, 61.42, 36.49, 29.68, 29.02, 28.96,
28.53, 25.66.

ESI-MS: m/z 219.0 [M?*/2] (vypocteno pro [CaoHs0N22*/2] 219.20).

EA: vypocteno 60.20 % C, 8.42 % H, 4.68 % N; nalezeno 59.82 % C, 8.75 % H,
472 % N.
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1,3’-bis(4-terc-butylpyridinium)-2-oxaprop-1,3-diyl-dichlorid

(13)

= ‘ =
NN
Cr Cr

Vytszek 56 %.

T.t. rozklad pti 231 °C.

TH NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.85 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.13 (d, 4H,
J=59Hz H-3,3,55), 6.17 (s, 4H, N-CH>), 1.39 (s, 18H, CH3).

BBC NMR (75 MHz, D20O) 6 ppm 143.18, 126.37, 87.46, 37.13, 29.65.

ESI-MS: m/z 157.0 [M?*/2] (vypocteno pro [CaoH30N202* /2] 157.12).

EA: vypocteno 62.33 % C, 7.85 % H, 7.27 % N; nalezeno 61.88 % C, 7.68 % H,
7.59 % N.
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1,5’-bis(4-terc-butylpyridinium)-3-oxapent-1,5-diyl-dibromid

(14)

j\é ©)<
NN ™
Br Br

Vytézek 61 %.

T.t. 219 - 221 °C.

TH NMR (300 MHz, D20O) 6 ppm 8.65 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6"), 8.04 (d, 4H,
J =59 Hz, H-3,3',5,5),4.71 (t, 4H, | = 4.7 Hz, N-CH), 3.97 (t, 4H, | = 4.7 Hz, N-
CH2), 1.40 (s, 18H, CHas).

BBC NMR (75 MHz, D20O) 6 ppm 144.38, 125.72, 69.51, 60.70, 36.69, 29.78.

ESI-MS: m/z 171.0 [M?*/2] (vypocteno pro [C2H3aN202* /2] 171.14).

EA: vypocteno 52.60 % C, 6.82 % H, 5.58 % N; nalezeno 52.81 % C, 7.02 % H,
5.35% N.
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1,4’-bis(4-terc-butylpyridinium)-but-(2E)-en-1,4-diyl-dibromid

(15)

Br ‘

"
X AN XY

| Br

Vytézek 99 %.

T.t. 242 - 244 °C.

1H NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.67 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.08 (d, 4H,
] =5.9 Hz, H-3,3',5,5), 6.23-6.18 (m, 2H, CH>=CH), 5.27 - 5.22 (m, 4H, N-CH>),
1.39 (s, 18H, CHs).

1BC NMR (75 MHz, D20) 6 ppm 144.04, 130.55, 126.23, 61.33, 36.70, 29.68.
ESI-MS: m/z 162.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CoHs2N22*/2] 162.13).

EA: vypocteno 54.56 % C, 6.66 % H, 5.78 % N; nalezeno 54.12 % C, 7.05 % H,
5.59 % N.
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1,4’-bis(4-terc-butylpyridinium)-but-(2I)-en-1,4-diyl-dibromid

(16)
/ N\~ <—%§
_/ .\ /

Vytezek 68 %.

T.t. neméfena (amorfni)

H NMR (300 MHz, D20O) 8 ppm 8.73 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6'), 8.11 (d, 4H,
] =59 Hz, H-3,3',5,5), 6.20 - 6.15 (m, 2H, CH>=CH), 5.46 (d, 4H, | = 44 Hz, N-
CH>), 1.40 (s, 18H, CH3).

13C NMR (75 MHz, D20) 6 ppm 144.02, 129.03, 126.28, 57.38, 36.71, 29.69.
ESI-MS: m/z 162.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CoHs2N22*/2] 162.13).

EA: neméfena (amorfni)
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1,1°-bis(4-terc-butylpyridinium)-1,2-fenyldimethylenyl-dibromid

(7)

Vytézek 85 %.

T.t. 263 - 265 °C.

TH NMR (300 MHz, D20O) 6 ppm 8.65 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2',6,6), 8.07 (d, 4H,
J=59Hz, H-3,3,5,5),7.61 -7.57 (m, 2H, Ph), 7.31 - 7.25 (m, 2H, Ph), 5.93 (s, 4H,
N-CH2), 1.38 (s, 18H, CHz).

13C NMR (75 MHz, D20) & ppm 144.15, 131.90, 131.65, 131.37, 126.39, 60.72,
36.79,29.71.

ESI-MS: m/z 187.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CasH3aN22*/2] 187.14).

EA: vypocteno 58.44 % C, 6.41 % H, 5.24 % N; nalezeno 57.92 % C, 6.78 % H,
5.26 % N.
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1,1°-bis(4-terc-butylpyridinium)-1,3-fenyldimethylenyl-dibromid

(18)

Br Br
ORoR®
G G

Vytezek 89 %.

T.t. 250 - 252 °C.

H NMR (300 MHz, D20) & ppm 8.73 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-2,2,6,6"), 8.05 (d, 4H,
] =5.9 Hz, H-3,3',5,5"), 7.58 - 7.44 (m, 4H, Ph), 5.76 (s, 4H, N-CH>), 1.37 (s, 18H,
CHa).

13C NMR (75 MHz, D>O) & ppm 144.14, 135.01, 131.28, 130.59, 129.57, 126.24,
63.58, 36.69, 29.69.

ESI-MS: m/z 187.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CasH3aN22*/2] 187.14).

EA: vypocteno 58.44 % C, 6.41 % H, 5.24 % N; nalezeno 58.08 % C, 6.80 % H,
516 % N.
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1,1°-bis(4-terc-butylpyridinium)-1,4-fenyldimethylenyl-dibromid

(19)

Vytézek 96 %.

T.t. rozklad pti 313 °C.

TH NMR (300 MHz, D20O) 6 ppm 8.73 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6), 8.05 (d, 4H,
] =5.9 Hz, H-3,3',5,5), 7.51 - 7.47 (m, 4H, Ph), 5.76 (s, 4H, N-CH>), 1.37 (s, 18H,
CHa).

BC NMR (75 MHz, D2O) 6 ppm 144.15, 135.21, 130.34, 126.25, 63.53, 36.67, 29.68.
ESI-MS: m/z 187.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CasH3aN22* /2] 187.14).

EA: vypocteno 58.44 % C, 6.41 % H, 5.24 % N; nalezeno 58.43 % C, 6.78 % H,
522 % N.
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1,1°-bis(4-terc-butylpyridinium)-3,6-naftyldimethylenyl-dibromid

(20)

Br Br
OO
Z Z

Vytezek 99 %.

T.t. 209 - 211 °C.

TH NMR (300 MHz, D2O) 6 ppm 8.78 (d, 4H, ] = 5.9 Hz, H-2,2,6,6"), 8.05 (s, 2H,
Nph), 7.99 (d, 4H, | = 5.9 Hz, H-3,3',5,5), 7.91 (d, 2H, | = 8.5 Hz, Nph), 7.46 (d,
2H, | = 8.5 Hz, Nph), 5.86 (s, 4H, N-CH>), 1.27 (s, 18H, CH3).

13C NMR (75 MHz, D>O) & ppm 144.12, 133.85, 133.44, 132.44, 130.05, 129.57,
127.34,126.22, 64.11, 36.64, 29.66.

ESI-MS: m/z 212.0 [M2*/2] (vypocteno pro [CaoHseN22*/2] 212.15).

EA: vypocteno 61.65 % C, 6.21 % H, 4.79 % N; nalezeno 61.21 % C, 6.54 % H,
459 % N
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4.2. STANOVENI INHIBICNIiCH PARAMETRU
ELLMANOVOU METODOU IN VITRO

4.2.1. Princip metody

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity nové pfipravenych latek byla vybrana
fotometrickd metoda, znama jako metoda Ellmanova. Tato spektrofotometricka
metoda je velice citlivd a mfize byt pouzita na méfeni i velmi malych

koncentraci enzymu.

Pro tuto metodu jsme pouzili jako substrat lidskou rekombinantni AChE
a lidskou plasmatickou BuChE, jako pfirozené enzymy, na které by méla byt
zaméiena profylaktickd terapie intoxikace OP/NPL nové pripravenymi

slou¢eninami.

Principem této metody je méfeni stupné hydrolyzy acetylthiocholinu jako
substratu pro AChE a butyrylthiocholinu jako substratu pro BuChE. Po
enzymové hydrolyze substrdtu prislusnym enzymem se uvolnuje thiocholin

a zbytek pfislusné kyseliny (Schéma 4).

o e
Mo~ _° AChE Mo~ _° o
N — N -
He” | H,0 Hoe” |
CHs o} CHa o}

Schéma 4 Hydrolyza acetylthiocholinu na thiocholin a acetat.

Thiocholin  obsahujici -SH skupinu pak reaguje s 5,5 -dithiobis-2-
nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) a dochdzi kuvolnéni 5-sulfanyl-2-
nitrobenzoového aniontu (TNB-) nesouciho v roztoku Zluté zabarveni (Schéma
5). Barevny produkt je pak spektrofotometricky stanoven pfi vlnové délce 412
nm (41).
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O,N
(6]
SH
\ﬁ/\/ + H,O /S
/’ S OH
(0]
NO,

thiocholin DTNB

9 O,N
S——s
@ /\/
\N OH + HO
pd | o
S

NO, o

TNB-
Schéma 5 Reakce vzniku TNB-.

4.2.2. Postup méfeni inhibic¢ni aktivity

Inhibi¢ni aktivita pfipravenych latek byla meéfena pomoci vicekomorového
spektrofotometru Sunrise (Tecan, Salzburg, Rakousko). Jako reakéni kyvety
byly zvoleny standardni polystyrenové desticky s96 komirkami (Nunc,
Rochlide, Dénsko). Métfeni probéhlo za standartni teploty a tlaku (25 °C, 100
kPa).

Lidska rekombinantni AChE nebo lidska plasmatickd BuChE (Aldrich;
komerc¢né cistény pomoci afinitni chromatografie) byly rozpoustény ve
fosfatovém pufru (pH 7.4) aZ k dosaZeni jejich aktivity 0.002 U/pl. Poté byl
roztok pfislusné cholinesterasy ve fosfatovém pufru (5pl) rozpustén
v komtrkéach kyvety v jesté vétsim mnozstvi fosfatového pufru (20 ul) a byl
pfidan cerstvé namichany roztok 0.4 mg/ml DTNB. Do komftrek byl nasledné
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pfidan pfipraveny testovany inhibitor (100 mM - 1nM; 5 ul) a celd smés se
ponechala k inkubaci po dobu 5 minut. Poté byl do kazdé komtrky pfidan
acetylthiocholin-chlorid v koncentraci 1 mM ve fosfatovém pufru (20 pl). Po
dalsich 5 minutach inkubace byla smés protfepana za pomoci automatického

systému a zmétena absorbance pii vinové délce 412 nm.

Procento inhibice (I) bylo vypo¢itano z naméfenych hodnot podle nasledujictho

vzorce:
| = (1 - ﬂj x100
AA,

AA; zna¢i zménu absorbance zptsobenou cholinesterasou vystavenou

pusobeni anticholinergni latky.

AAo znadi zménu  absorbance  zplisobenou neinhibovanou
cholinesterasou, kde misto anticholinergni latky byl pfiddn pouze fosfatovy

pufr.

ICs0 byla urcena za pouziti programu Origin 6.1 (Northampton, MA, USA)
Procento inhibice bylo vypocitdano pomoci metody Hillova odhadu (n = 1). Jiné
metody odhadu se ukédzaly jako méné optimalni a korela¢ni koeficient se ukazal

niz$i v porovndni s pouzitou metodou.

4.2.3. Postup méfeni kinetiky enzymu

Béhem méfeni byla pouzita lidskd rekombinantni AChE (Aldrich). Pro méfeni
jeji aktivity byla opét pouZita Ellmanova fotometrickd metoda. Do
polystyrenové kyvety bylo pfeneseno DTNB (0.4 ml) v koncentraci 0.4 mg/ml,
roztok AChE scelkovou aktivitou 0.5 pkat ve fyziologickém roztoku
upravenym fosfatovym pufrem (FyzR; 25 ul), testovany inhibitor (25 ul) a FyzR
(450 pl). Tato smés byla jemné protfepdna. Reakce byla nastartovédna pridanim

acetylthiocholinu v rtiznych koncentracich (0.1 mM - 1 M) ve FyzR (100 pl).

60



Tvotici se TNB- v roztoku, ktery mu proptjc¢uje zluté zabarveni, pak byl
fotometricky meéfen pifi vinové délce 412 nm proti slepému pokusu (smés
DTNB a acetylthiocholinu v pfislusnych koncentracich). Vylou¢ena byla
spontanni reakce mezi testovanym inhibitorem a DTNB po inkubaci reakéni
smési bez AChE, nahrazenou FyzR (25 pl). Inhibice byla vyhodnocena pomoci
Lineweaver-Burkovy metody nastavené pro piislusnou koncentraci inhibitoru
(108 -102 mol/1) a koncentraci acetylthiocholinu (10°-101 M). VSechna
méfeni byla provedena tfikrat a pro metodické stanoveni byla pouZita jejich

prameérna hodnota.

Ziskana data byla zpracovana za pouZiti programu Origin 8.0 (Northampton,
MA, USA). Konstanty byly vypocteny zenzymové kinetiky Lineweaver-
Burkovy metody (dvojité reciproéni metoda). Nakonec byla dle néasledujiciho
vzorce vypoctena disocia¢ni konstanta AChE pro komplex enzym-inhibitor

(Ki1) a disocia¢ni konstanta pro komplex enzym-inhibitor-substrat (Ki):

Kilz% KiZZ%

4.2.4. Postup molekularniho modelovani

Vypocéty molekularnich modeld byly provedeny za pomoci programu
Autodock 4.0.1. (42). Modely molekul byly vytvofeny a zmenseny pomoci
UCSF Chimera 1.3. (43). Struktury AChE druhu Mus musculus a lidské BuChE
byly pfipraveny za pouziti Pymol 1.1 z jejich krystalickych struktur (kody pdb:
1b41, 2jez, 2jf0 a 1p0i) (44,45).

Vybrané molekuly inhibitortt spole¢né s AChE a BuChE byly pfipraveny
v nabitych formach za pouziti Autodock Tools 1.5.2. (42). Byla vytvorena 3D
afinitni m¥izka, kterd zahrnovala cela aktivni a periferni mista enzym@ AChE
a BuChE. Pocet bod@t mfizky byl nastaven na hodnoty 110, 110 a 110 pro osy x-,
y- a z- sjednotlivymi body vzdalenymi 0.253 A. Vypocty modeltt byly
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nastaveny na 50 sérii. Na konci vypoctli, program Autodock provedl analyzu

ziskanych hodnot.

4.2.5. Vysledky méfeni

Nové pfipravené slouceniny a jiz zndmé inhibitory vybrané jako standardy pro
porovnani byly testovany in vitro. Hodnoty vysledkd pro vSechny slouceniny

jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 1).

fal a1 SI') BChE
Molekula  AChE ICs; +SD (M) BuChE ICs £5D (uM)*! %} BERE 1./, (uM)  logP

pralidoxim 878+171 -l - - -2.46
obidoxim 577+113 1910+311 33 --- -2.42
BW284c51 0.030£0.006 354458 11800 0.01/0.05 -6.19
ethopropazin 1020+199 1.610.3 0.002 24.7/12100 5.11
1 204 3416 1.7 2.29

2 17+3 2013 1.2 1.35

3 1413 5319 3.8 0.95

4 3.70.7 5.5£0.9 1.5 --- 0.68

5 2445 5.1+0.8 0.2 0.56

6 0.03210.006 0.6£0.1 19 0.67

7 0.016+0.003 0.7+0.1 44 0.87

8 0.005+0.0009 0.016+0.003 3.2 0.09/0.20 1.08

9 0.037+0.007 0.15+0.02 4.1 1.37

10 0.012+0.002 0.06+0.01 5.0 1.66

11 0.026+0.005 0.11+0.02 4.2 2.01
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

0.007+0.001

10+2

0.7+0.1

0.30+0.06

0.024+0.005

0.019+0.003

7512

241+40

1943

4.4+0.7

2.4+0.5

1.9+0.3

1.3+0.2

0.12+0.02

6.2

13

5.6

2.2

0.2

2.7

4.3

5

0.10/0.10

2.33

1.73

0.11

0.92

0.92

1.42

1.42

1.42

2.54

ahodnota tfi na sobé nezavislych méreni
bzadnd inhibice v uréené koncentra¢ni stupnici
< Index selektivity

Tabulka 1 Vysledky in vitro méteni

Pro studium modelt molekul v aktivnim misté enzymu byly vybrany ctyfi

perspektivni molekuly (8, 10, 12 a 20) na zakladé vysledkii testovani jejich

inhibi¢nich vlastnosti. Tento vypocet byl provadén kvtli potvrzeni a vysvétleni

jejich moznych interakci s enzymy. Vysledky molekulového modelovéni jsou

ukazany na nasledujicich obrazcich (Obr. 7-8).
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Obrazek 7 Vysledny model vybranych molekul inhibitorti pro inhibici AChE rodu
Mus musculus. Slou¢enina 8 - modr4, 10 - fialova, 12 - zlutd a 20 - oranzova.

Obrazek 8 Vysledny model vybranych molekul inhibitor pro lidskou BuChE.
Slouc¢enina 8 - modr4, 10 - fialov4, 12 - zluta a 20 - oranzova.
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5. DISKUSE

Diive pfipravené a nové pripravené slouceniny byly vybrany pro jejich
pfedpokladanou inhibi¢ni aktivitu pro testovani in wvitro, kdy byl pouZzit
standardni inhibi¢ni test pouzivajici lidskou rekombinantni AChE a lidskou
plazmatickou BuChE. Lidska AChE byla vybrédna jakozto hlavni cil
profylaktické terapie, kdeZzto BuChE byla vybrana jako c¢len rodiny
cholinesteras, ktery reaguje s podobnymi molekulami jako AChE. Komer¢né
vyrabéné oximy (pralidoxim, obidoxim) byly zvoleny jako standardy, jelikoZ by
mohly slouzit k profylaktické terapii. Latky BW284c51 a ethopropazin byly
zvoleny pro svou schopnost selektivni inhibice a byly dobrym porovnanim pro
selektivitu nové pfipravenych molekul. Komeréni oximy pouZité jako
referencni latky ukazaly slabou schopnost inhibice AChE v koncentra¢nim
rozmezi mM a nezdaji se byt relevantnimi lé¢ivy pro profylaktické pouziti pti
intoxikaci OP/NPL (46). Dalsi standardy, vybrané kvili své selektivité,
prokazaly predpokladané vysledky pro AChE, zatimco BW284c51 se ukézala
jako nadéjny inhibitor AChE v rozmezi nM, ethopropazin byl inhibitorem
velmi slabym (37).

Nové pripravené slouceniny pfi testovani dosahly raznych vysledki.
Slouceniny 1 - 5 a 13 - 19 se ukazaly jako inhibitory AChE v uM koncentra¢nim
rozmezi. Slouceniny 6-12 a 20 se projevily jako inhibitory AChE jiz
v koncentracich v nM fadu. Nékteré z ptipravenych sloucenin (7, 8, 10, 11, 12,
20) ptevysovaly ve své inhibi¢ni aktivité pro AChE vybrany komer¢ni standard
BW284c51 (30 nM). Z nich slouceniny 8 (5 nM), 10 (12nM) a 16 (7 nM) jsou
perspektivnimi inhibitory AChE s alifatickym typem spojovaciho fetézce a latka
20 (24 nM) je perspektivni inhibitor AChE s jinym, nealifatickym spojovacim
fetézcem.

Pro BuChE, komerc¢ni reaktivatory opét neprokazaly dobrou inhibici, kdy
pralidoxim neprokazal inhibici zddnou. Pro nami vybrané selektivni standardy,

ethopropazin projevil pfedpokladanou inhibi¢ni schopnost pfi koncentracich
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v uM fadu, zatimco latka BW284c51 se ukazala jako velmi Spatny inhibitor
BuChE (37).

Stejné jako u vysledkd inhibice AChE, nékteré pfipravené slouc¢eniny (1 -5, 13 -
19) prokazaly inhibici BuChE v koncentracich pM. Dale latky 6-7, 9, 11 a 20
prokazaly inhibici BuChE v sub-uM koncentracich, znichz 6-12 a 20
pfevysovaly komerc¢ni standardy. Nejzajimavéjsi vysledky pfi inhibici BuChE
mély slouceniny 8, 10 a 12, které BuChE inhibuji jiz v koncentracich nM.
Vzhledem k vypocitané selektivité, ukazal pralidoxim jistou selektivitu pro
AChE a obidoxim neukazal selektivitu Zadnou. Z vybranych standardd Zadny
neukéazal prekvapivé vysledky, slou¢enina BW284c51 méla vysokou selektivitu
pro AChE a ethopropazin pro BuChE v souladu s dostupnou literaturou. Nami
pfipravené slouceniny neprokazali vyssi selektivitu viici jednomu z enzymt

proti standardam (37).

Z vysledka testovani miizeme vyvodit urcité zavéry ke vztahu struktury
vzhledem k aktivité nové ptipravenych molekul.

Bylo zjisténo, Ze pyridiniova ¢ast molekuly je velmi efektivni v tvorbé silné
kation-m1 interakce, namisto slabsi n-m interakce, kterou tvori napt. benzenovy
kruh (47). Navic, molekuly bis-pyridiniového a bis-isochinoliniového typu jiz
dfive prokéazaly svou inhibi¢ni aktivitu ve vztahu k AChE a BuChE (40, 48)
a jejich naslednd substituce riznymi funkénimi skupinami by mohla byt dalsim
faktorem v ovlivnéni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti (napf. zména
lipofility). Zvolena terc-butylova struktura méla zvysit lipofilitu nami
pfipravenych molekul. Byly ocekdvany interakce mezi cholinesterasami
a 4-terc-butylovou ¢asti molekul a tato hypotéza byla potvrzena ndlezem CH-ni1
nebo CH-CH interakci béhem molekuldarniho modelovani sloucenin 8, 10, 12 a
24 u AChE a BuChE (49). Ztohoto dévodu je mozné tvrdit, ze terc-
butylpyridiniovd c¢ast molekuly je vhodnd pro zvySeni slabych interakci

s molekulami cholinesteras (37).

Zatimco terc-butylpyridiniovd ¢ast molekul byla soucédsti vSech nami

pfipravenych sloucenin, spojovaci fetézec se liSil. Tento fetézec nejen
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ovliviioval interakce s cholinesterasami, ale také mél vliv na vyslednou
lipofilitu molekul. Na zakladé dat ziskanych in vitro testovanim jsme zjistili, ze
latky s kratsim alifatickym spojovacim fetézcem Ci-Cs (1 -5), s alifatickym
fetézcem nesoucim heteroatom (13 -14), fetézce s dvojnou vazbou (15 -16)
nebo fetézce nesouci xylenovy zbytek (17-19) jsou efektivnimi inhibitory
lidské AChE pouze pfi koncentraci v pM. Naproti tomu latky majici delsi
alifaticky fetézec C¢- C12 (6 -12) a naftylenovy fetézec (20) jsou slibnymi
inhibitory AChE v nM koncentracich.

Zvysenou schopnost inhibice u latek 6 - 12 a 20 Ize vysvétlit jejich schopnosti
snadngji pronikat do aktivniho mista AChE a BuChE a véazat se zde na
esencialni aromatické zbytky (Trp, Tyr, Phe, His). Zajimavosti je, Ze slouceniny
nesouci spojovaci fetézec se sudym poctem uhlikit Cs- Cio- C12 (8, 10, 12) jsou
lepsimi inhibitory nez ty s lichym poctem uhlikt v fetézci (7, 9, 11). Sloucenina
s naftylenovym fetézcem (20) se ukazala mirné slabsim inhibitorem
v porovndni se slou¢eninami nesoucimi alifaticky spojovaci fetézec (7, 8, 10, 12).
Toto zjisténi vede k zavéru, Ze sloucenina 20 ma prostorové méné ohebnou
molekulu somezenou volnou rotaci, a proto ukédzala odlisné interakce

molekuly ve srovnani se slouceninami s alifatickym fetézcem (37).

Vypoctené hodnoty logP pro nové piipravené slouceniny ukazaly velmi
zajimavé vysledky. U molekuly s nejkratsim C; fetézcem (1; logP 2.29) bylo
zjisténo, Ze hodnota jeji logP se blizi latce sCi2z (12; logP 2.33) nebo
naftylenovym (20; logP 2.54) fetézcem, i pfes to, Ze by méla mit nejnizsi logP
ztady sloucenin s alifatickym fetézcem. Stejné tak lipofilita slouceniny s Cz
spojovacim fetézcem (2; logP 1.35) je podobna molekule s Co (9; logP 1.37)
fetézcem. Tento fenomén Ize hypoteticky vysvétlit prostorovym clonénim
kvartérniho dusiku pyridiniovymi kruhy, které jsou u sloucenin s krat$im
fetézcem (1-4) blizko u sebe. U molekul s del$im alifatickym spojovacim
fetézcem (5 -12) se hodnoty logP zvySuji s nartstajici délkou fetézce, jak by
bylo mozné ocekavat. Navic u slouceniny 15 (15; logP 1.73) je hodnota logP

vyssi, nez u molekuly s analogickym alifatickym spojovacim fetézcem (5; logP
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0.95) a mnohem vy$si nez u delsiho analogu (14; logP 0.11). V tomto piipadé se
uplatiiuje stejny fenomén, ktery byl popsan vyse. Je také mozné, Ze zde hraje
roli i dalsi faktor, a to konjugace volnych partt atomu kysliku s aromatickym
kruhem, coZ by mohlo vést ke zvySeni lipofility u slouceniny 17. Na zakladé
vysledkt in vitro testovani molekuldrniho modelovani a hodnot lipofility,
slouceninys delsim alifatickym fetézcem (8, 10, 12) a s naftylenovym fetézcem

(20) byly doporuceny k dalsimu vyzkumu in vivo (37).

U slouceniny 17 (SAD-128) byla jiz dfive zjisténa jeji schopnost ptisobit jako
inhibitor cholinergnich receptorti. Konkrétné byla tato latka popsédna jako
reverzibilni inhibitor mAChR a nAChR spole¢né se svymi analogy (2-10) (50).
Bohuzel data zinhibice receptorti nebyla vztaZena k inhibici cholinesteras.
U nejlepsiho inhibitoru lidské AChE zfady testovanych latek (8) byl zjistén
potencial inhibovat také mAChR (ICso 37 uM) a nAChR (ICso 30 pM) (50).
Podobna data jsou k dispozici pro latky 6-10, které by mohly také fungovat jako
antagonisté receptortt (50). Z téchto davoda by nové pripravené slouceniny
(napt. 8, 20) mély byt podrobeny dalsimu testovani in vivo, aby se potvrdil nebo
vyvrétil jejich in vitro potencidl pro profylaktickou terapii pfi intoxikaci

OP/NPL (37).
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6. ZAVER

Bylo pfipraveno 20 potencidlnich modulatort cholinesteras a cholinergnich
receptorti. Vysledky testi ukazaly slibnou inhibi¢ni schopnost nékterych
sloucenin (8, 10, 12, 20). Tyto molekuly projevily lepsi inhibi¢ni vlastnosti nez
pouzité standardy (obidoxim, pralidoxim, BW284c51, ethopropazin). Ctyfi
slou¢eniny byly vybrany pro nasledné studie molekularniho modelovani, které
potvrdily vyznamné interakce s molekulami cholinesteras. Vybrané slouceniny
byly dale doporuceny pro testovani in vivo za Gcelem profylaxe intoxikaci

OP/NPL.
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