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Souhrn

we

Vztah mezi strukturou a Wcinnosti potencidlnich reaktivatoru
acetylcholinesterasy

Organofosforové slouceniny (OF) se pouzivaji jako pesticidy v zeméd¢€lstvi a v
prumyslu jako inhibitory hofeni ¢i zmékEovadla. Pro vojenské ucely byly vyvinuty
nervove paralytické latky (NPL, pf. tabun, sarin, soman, VX). Jejich toxicky ucinek je
zaloZen na fosfonylaci resp. fosforylaci aktivniho mista enzymu, kde se kovalentné vazi
na serinovy hydroxyl (Ser200) aktivniho mista acetylcholinesterasy.(AChE) Soucasna
standartni 1écba pfi intoxikacich OF se sklddd z poddni oximovych reaktivitorti ve
spojeni s anticholinergnim 1é¢ivem (pfednostné atropinem). Zadny z dosud zndmych
reaktivatorti vSak neni schopen uspokojivé reaktivovat AChE inhibovanou vSemi typy
OF. Cilem nasi prace byla studie vztahii mezi strukturou a aktivitou novych reaktivatort
AChE proti intoxikaci paraoxonem in vitro a jejich srovnani se sloufeninami
v soucasnosti dostupnymi. Pro vyhodnoceni reaktivace byl zvolen standartni in vitro

test s pouzitim homogenétu potkaniho mozku.
Summary

The realtionship between structure and activity of potencial reactivators of
acetylcholinesterase

Organophosphorus compounds (OPC) are used as agricultural pesticides and in
industry as fire retardants or plastificators. For military use there have been developed
nerv agents (NA, e.g. tabun, sarin, somna, VX). The toxicity of these compounds is
based upon phosphorylation or phosphonylation at the serine hydroxy group (Ser200) of
the active site of the acetylcholinesterase. The current standard treatment consists of
administration oxime reactivators in combination with anticholinergic drug (preferably
atropin). Unfortunately, none from the currently used oximes is sufficiently effective
against all types of the OPCs. The aim of this study is determination of the relationship
between structure and activity of new reactivators against paraoxon inhibited AChE in
vitro and comparison with currently available substances. For evaluation of reactivation

activity has been chosen standard in vitro test using rat brain homogenate.
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Seznam zkratek

ACh- acetylcholin

AChE- acetylcholinesterasa

BuChE- butrylcholinesterasa

CNS- centrélni nervovy systém

VAChT- vesikularni acetylcholinovy transportér
MAChAR- muskarinové acetylcholinové receptory
NAChR- nikotinové acetylcholinové receptory
CAMP- cyklicky adenosinmonofosfat

IP3- inositoltrifosfat

Ser- serin

His- histidin

Glu- glutammova kyselina

Tyr- tyrosin

Trp- tryptofan

Asp- asparagova kyselina

OF- organofosforecné slouceniny

Cys- cystein

NPL- nervové paralytické latky

GA- tabun

GF- cyklosarin

GD- soman

GB- sarin

PNE- pozdni neurologicky efekt

2-PAM- pralidoxim

TMB-4- trimedoxim

MMC-4- metoxim



1 Uvod a cil prace

Jednim z trendli pfi vyvoji novych 1éCiv je snaha o ovlivnéni ¢innosti nervového
systému pomoci zdsahu do syntézy, transportu nebo odbourdvani neurotransmiterd.
Fakt, Ze prenos signdlu mezi jednotlivymi nervovymi bunkami se d€je pfedevSim za
ucasti téchto sloucenin, je divodem, pro¢ tato oblast prochdzi dynamickym vyvojem.

Acetylcholin je jednim z hlavnich neurotransmiterti nervového systému a jeho
role je nejvyznamnéjSi v parasympatické casti vegetativniho nervstva. NaruSeni
rovnovahy mezi pusobenim a odbourdvanim acetylcholinu bylo popsdno u mnoha
riznych onemocnéni. Jako piiklady mohou slouzit napi. Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba nebo Myasthenia gravis. Slouceniny, které ovliviiuji ptisobeni
acetylcholinu, nazyvame cholinolytika v pfipadé, kdy se intenzita plsobeni
acetylcholinu snizuje a cholinomimetika, kdy dochazi ke zvySovéani intenzity
cholinergniho ptsobeni.

Cholinomimetika lze dale rozliSit na pifima, ktera podobné jako acetylcholin
stimuluji pfimo cholinergni receptory. Nepiima cholinomimetika plisobi inhibici
enzyml odbourdvajicich acetylcholin (zejména acetylcholinesterasy) a zvySuji tak
dostupnost neurotransmiteru pro nervova zakonceni. Inhibitory acetylcholinesterasy
mohou kompetitivn€ (stericky) blokovat aktivni misto nebo esterifikovat serin
v aktivnim mist¢ enzymu. Druhd skupina je podstatné rozsdhlejsi a zajimavéjsi.
Alkaloid fyzostigmin jako reversibilni inhibitor pfispél k objasnéni podstaty funkce
nepiimych cholinomimetik a jeho polosyntetické derivaty se pouZzivaji k terapii fady
onemocneéni.

Vedle téchto sloucenin byly ve 30. letech vyvinuty organofosforové inhibitory
acetylcholinesterasy. Vyzkum organofosfatti probihal v oblasti insekticidii a pesticida,
které se pouZzivaji dodnes zejména v rozvojovych statech kviili své nizké cené. Paralelné
s tim byly vyvinuty nervov¢ paralytické latky, které mély slouZit vojenskym uceliim a
jsou vysoce toxické.

S ohledem na nebezpecnost téchto sloucenin vznikla potfeba vyvinout d¢innou
antidotni terapii. V dneSni dobé& se pouzivd kombinace cholinolytik (anticholinergik)
s reaktivatory acetylcholinesterasy. Anticholinergika se oznacuji jako funkéni antidota a

brani nadmérnému drazdéni nahromadénym acetylcholinem. Reaktivatory oznacujeme



jako antidota kauzdlni a jsou schopné do urCit€ miry obnovit funkci
acetylcholinesterasy.

Nicméné se dosud nepodafilo nalézt vhodny reaktivator, ktery by byl schopen
reaktivovat enzym inhibovany vSemi typy organofosfatii. Vzhledem k tomu, Ze v dneSni
dobé pouzivané reaktivatory byly vyvinuty hlavné pro pifipady otravy nervové
paralytickymi l4dtkami, je jejich i¢innost proti pesticidlim a insekticidim velice nizka.

Potieba vyvoje novych reaktivatori AChE je ziejma. SlouCeniny, které se dnes
k tomuto ucelu vyuZivaji nejsou dostatecné efektivni proti vSem typtim organofosfatli a
nebezpeci teroristického utoku nebo zamoteni zdroji pitné vody je stdle aktudlni.

Cilem této prace byl screening reaktivacni Ucinnosti n¢kolika sérii oximovych
reaktivatorti proti paraoxonem inhibované AChE. Reaktivatory byly piipraveny na
Katedie toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany. Nasledovalo
studium zdvislosti mezi strukturou a uc¢innosti. Pfipravené reaktivitory byly srovnavany

s komer¢né dostupnymi reaktivétory.



2 Teoreticka cast

2.1 Acetylcholin

2.1.1 Fyziologicka funkce acetylcholinu

Acetylcholin (Ach) je neurotransmiterem centralntho oddilu vegetativniho
nervového systému, periferntho oddilu parasympatické €éasti vegetativniho nervstva,
motorickych neurontl, a je to také fyziologicky transmiter na nervosvalové ploténce.

Také je bohat& zastoupen v mnoha drahéch centrdlniho nervového systému (CNS).

2.1.2 Syntéza a transport acetylcholinu

Chemicky je ACh ester bazického alkoholu cholinu a kyseliny octové. Syntéza
ACh probihd v presynaptickych neuronech. Acetylace cholinu acetylcoenzymem-A je
katalyzovdna enzymem cholinacetyltransferasou. Tato syntéza byla pln¢ objasnéna a
popséna a probihd totoZn& u obratlovci i bezobratlych.”
Do vesikul mtize byt syntetizovany ACh transportovdn aktivné pomoci vesikuldrniho
acetylcholinového transportéru (VAChT). VAChHT je transmembrédnovy protein, ktery je
slozen z 12 transmembrianovych domén. Ptipadné se do vesikul transportuje po
gradientu pH, ktery je vytvafen ATP-depedentni protonovou pumpou, kterd acidifikuje
lumen vesikul. Néslednd fze acetylcholinovych vesikul se synaptickou membranou je
vapenatymi ionty stimulovany proces. Po influxu Ca®* do nitra buiiky dojde ke splynuti

vesikul se synaptickou Stérbinou a diftizi ACh do synaptického prostoru.2
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2.2 Receptory acetylcholinu

Receptory ACh se daji rozdélit podle jejich agonismu na nikotinové (nAChR) a

muskarinové receptory (mAChR)."

2.2.1 Nikotinové receptory

NACHhR jsou zédkladni molekulou pro pienos nervového vzruchu v CNS i mimo
n¢j, byly identifikovany jako zdkladni elementy pro udrZeni védomi, uceni, pozornosti,
;paméti a figuruji v fadé mozkovych drah. Jejich nefunkcnost, poSkozeni, nebo zména
muze mit za nésledek poruchy typu Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy choroby,
nebo Schizofrenie. Proto se nAChR staly cilovou strukturou pro celou fadu 16&iv.”
nAChR patii do velké rodiny ligandem fizenych iontovych kandli. nAChR rozliSujeme
na dva zdkladni typy, neurondlni a muskuldrni. Neurondlni nAChR jsou hojné
zastoupeny v CNS a vegetativnich gangliich. Kazdy receptor se skladd z péti
podjednotek (dvéma a, jednou B, & a vy, kterd je v embryondlnim stidiu nahrazena
podjednotkou ¢€), které obklopuji hydrofilni kationicky kanal."*”

Receptor se skldda ze tii domén: extraceluldrni, transmembranové a nejmensi
intracelularni. Vazebnd mista pro ACh jsou soucésti extracelularni domény, kterd tvoii
na povrchu strukturu o velikosti pfiblizné 160 A (1600 nm). Transmembranovy kandl je
soucdsti transmembranové domény. Intraceluldrni doména tvoii branu, kterou usti
kationicky kanal do nitra bur“1ky.3’6

Po navazani agonistii (obvykle jsou dva) na vazebné misto receptoru dojde ke
konforma¢nim zméndm podjednotek, tim k otevieni kationtového kandlu a influxu
kationt do nitra buiiky. Vstup ionti do buriky s ohledem na proporciondlni zastoupeni
kalciovych iontil je ddn typem podjednotek tvoficich receptor. Pro piiklad podjednotka
a7 zastoupend v nAChR znamend, Ze tento iontovy kandl bude propoustét

proporciondlné nejvétsi mnozstvi kalciovych iontd do buiiky.*’
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2.2.2 Muskarinové receptory

Muskarinové acetylcholinové receptory (mAChR) jsou narozdil od nAChR
lokalizovdny zejména na efektorovych organech. Kontroluji ¢innost hladké svaloviny,
sekreci nékterych Zlaz nebo frekvenci a silu srde¢ni Cinnosti. V CNS jsou mAChR
zastoupeny také. Jejich ¢innost je spojena s kontrolou motoriky, termoregulaci, nebo
paméti. Podobné jako je tomu v piipadé nAChR jsou mAChR rovnéz cilovou strukturou
pro fadu 1éCiv zamétujicich se na choroby jako je Alzheimerova choroba nebo
Parkinsonova choroba.'

mAChR maji jiny mechanismus tu¢inku nez nAChR. Jde o pfiklad receptoru
spojeného s G-proteinem. Receptor je peptid, ktery jako helix sedmkrat prochdazi
bunénou membrinou a extraceluldrné vytvari prohluben pro navazani substratu. Po
navazani substritu dojde k dosud nezndmym konformacnim zméndm. Ty vedou
k aktivaci plazma-lamelarné lokalizovaného G-proteinu, z né¢j se odstépi a podjednotka,
jejiz soucasti je i guanosindifosfat, ktery se poté fosforyluje. Odstépena a fosforylovana
adenyldtcyklasa a  fosfolipasa C. Produktem adenyldtcyklasy je  cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP), ktery funguje v cytosolu jako messenger a aktivuje napf.
dalezity enzym proteinkinasu A, ktera fosforyluje fadu dulezitych enzymii a moduluje
tak jejich funkci. Druhy efektorovy enzym je fosfolipasa C. Jejim substratem jsou
fosfatidylinositolové  fosfolipidy bunééné membriany, =ze kterych odStépuje
inositoltrifosfat (IP3). Ten je podobn¢ jako cAMP messengerem v cytosolu buiiky (napf.
mechanismus regulace hladkého svalstva). Po odstépeni IP; zlstivd v membrané
diacylglycerol. Ten aktivuje enzym proteinkinasu C, ktery ma ulohu srovnatelnou
s proteinkinasou Al

V soucasné dob¢ se predpoklada existence 5 typti mAChR (M, M,, M3, My,
Ms). Funkce je doposud do zna¢né miry objasnéna pouze u M;-M3.

M, receptory jsou lokalizovany na vétSiné nervovych bunék a ovliviwji jejich
funkCnost resp. schopnost vést elektromagneticky potencidl. K tomu dochédzi cestou
aktivace fosfolipasy C a tak ovlivnénim nékterych napétim fizenych iontovych kanali
(napf. proteinkinasa C-dependetni chloridové kanély)’

Aktivaci M, receptori dochdzi k inhibici adenylédtcyklasy a otevieni draselnych

(K™) kandld v myocytech a tim se zvétSuje moznost tniku K* z bun&k. Tim dojde ke
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sniZzeni srde¢ni frekvence, sniZeni sily stahu srdecniho svalu a sniZuje se 1 vodivost pro
akéni potencidl (tj. agonisté téchto receptorti piisobi negativné chronotropné, inotropné
a negativné dromotropné).l’9

M3 jsou nejhojnéji zastoupeny na buiikdch hladkych svalii. Obsazenim téchto
receptori dojde k aktivaci fosfolipasy C. Tim se zvysi hladina IP; v cytosolu a ten
mobilizuje Ca** z endoplazmatického retikula. Tim dojde ke zvy3eni tonu hladkého
svalstva.'®

Vasodilatacni ucinek acetylcholinu na nckteré cévy je pravdépodobné
zprostiedkovdvan M, receptory, které jsou spojené s inhibici adenylatcyklasy.
Pravdépodobné se jednd o presynapticky efekt nckterého neadrenergniho
necholinergniho mediétoru (napf. oxid dusnaty)."”

M5 receptory jsou lokalizovany v CNS a bunécné zmény se déji cestou aktivace

fosfolipasy o
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2.3 Cholinesterasy

2.3.1 Fyziologicka funkce cholinesteras

Cholinesterasy jsou skupina enzymdu, zastoupenych v télech obratlovel i
bezobratlych Zivocicht. Patii do skupiny esteras. Jejich zdkladni funkci, je hydrolytické

$t&pent estert cholinu z nichZ nejpodstatn&jii je acetylcholin.'""'

2.3.2 Butyrylcholinesterasa

U savcll rozezndvame dva nejvyznamngj$i zdstupce. Butyrylcholinesterasa
(BuChE E.C. 3.1.1.8.) je syntetizovdna v jatrech a je hojnd v krevni plazm¢. Funkce
BuChE je méné specifickd. Krom¢ fundamentdlni funkce, kterou je hydrolyza
hydrofilnich i hydrofobnich esterti cholinu funguje i jako bioscavanger fady xenobiotik

jako jsou organofosfatové nebo karbamatové inhibitory cholinesteras.'> '*

2.3.3 Acetylcholinesterasa

2.3.3.1 Fyziologicka funkce acetylcholinesterasy

Acetylcholinesterasa (AChE E.C. 3.1.1.7) je lokalizovana v synapsich nervi
periferniho i centrdlniho nervového systému. Je pfitomna i v erytrocytech nebo na
nervosvalové ploténce.15 Fyziologickou funkci AChE je rychlé rozstépeni acetycholinu,
kriatce po jeho navazdni na receptorovy protein. Kontroluje tak cholinergni pfenos
signdlu v synaptické Stérbin€ resp. spravnou dobu jeho trvani. Toho je dosaZeno tak, Ze
acetylcholin je rozstépen kratce po navazani na receptorovy protein a tim je zabranéno
hyperstimulaci cilové struktury. Proto mé jakékoliv naruSeni spravné funkce AChE

IV 16
vazné nasledky.
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2.3.3.2 Molekularni struktura acetylcholinesterasy

Enzym v neporuseném stavu je monomer, ktery ma primarni strukturu skladajici
se z 537 aminokyselin s Asp-1 na N-konci a Cys-537 na C-konci. Molekulovd hmotnost
je kolem 60 000 daltond. Monomer enzymu obsahuje a i 3 uspofaida’lni.17
Jednotlivé molekuly podjednotek se mohou disulfidickymi mustky spojovat do
katalytickych dimerd. Dimery se mohou hydrofobnimi interakcemi spojovat do
tetramerti. Tyto tetramery mohou navdzat hydrofobni podjednotku bez katalytické
aktivity, kterd zatim nebyla pfesné popsdna. Byl popsdn zna¢ny polymorphysmus téchto
amfifilnich struktur. Maji stejnou aktivitu, ale 1i§i se hydrofilnimi vlastnostmi. Dimery
se mohou zakotvit na bunécné membriany pomoci fosfatidylinositolu nebo
polypeptidickym fetézcem.'®

Aktivni misto AChE je predstavovano prohlubni hlubokou pfiblizné 20 A
(200 nm) hlubokou, kterd byla prostudovana u raznych zivocisSnych druhti pomoci
metody navdzani ligandt a krystalograficky. Aktivni misto je moZné rozdé¢lit na dvé
Casti: A-katalytickou, kterd obsahuje katalytickou triddu Ser-203, His-447, Glu-334; na
druhé strané zde byla popsdna P-periferni, anionickd Cast na okraji aktivniho mista
obsahujici zbytky aminokyselin Tyr-72, Tyr-124, Trp-286, Tyr-341 a Asp-74. Posledni
vyzkumy ukazuji, Ze tato periferni ¢ast ma vétsi vyznam pro funkci enzymu, nez se
dosud predpokladalo. Ligandy navdzané k P-¢asti mohou vzhledem k A-Casti plisobit
jako sterické inhibitory nebo alosterické induktory. Napiiklad vysoka koncentrace

substrdtu v P-&dsti miZe vést k nizsi rychlosti hydrolyzy v A-&asti."
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Obrazek 1. Strukturni model acetylcholinesterasy a detail aktivniho centra
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2.4 Inhibitory acetylcholinesterasy

Inhibitory AChE jsou slou¢eniny, které maji potencidl zablokovat aktivni misto
molekuly AChE a zabranit tak ve St€peni ACh. Dochdzi k hromadéni neuromedidtoru
v prostoru synapse a hyperstimulaci cilové struktury. V nékterych piipadech to miize
byt piinosem, napi. pfi terapii Alzheimerovi, Parkinsonovi choroby nebo Myasthenia
gravis. V druhém piipadé dojde k pfiliSné inhibici funkce AChE a tim dochazi k celé

v 1v qx:o 2 e zo . . 20
fad¢ déju, které mohou vyustit v zanik organismu.

2.4.1 Reverzibilni inhibitory

Reverzibilni inhibitory jsou slouceniny, které vytvareji s AChE komplex
s omezenou Zivotnosti, inhibuji ji pouze docCasné. Jednd se zejména o slouceniny
s kvarternim amoniovym dusikem ve své molekule. Jako ptiklad l1ze uvést napt. prirodni
alkaloid fyzostigmin a syntetické slouceniny neostigmin nebo pyridostigmin. Tyto
slouceniny maji povahu falesSného substratu, proto se vazi na aktivni misto a esterifikuji
aktivni misto karbamovou kyselinou. Jejich pouziti je napt. v terapii glaukomu, pii
otravach parasympatolytiky, pfi atonii stfev nebo mocového méchyie. Tyto latky se
pouzivaji 1 jako profylaxe otrav ireversibilnimi inhibitory AChE (galantamin).

Galantamin patif do skupiny tzv. neacylujicich inhibitord.'?'

OH
CHz CHj CHj4
. N O.~-N<
0 NN C”"“CHg
I
Q I o}
H,CO O CHsy H CHy N(CHg); ~ 2Br
galantamin fyzostigmin neostigmin

Obrazek 2. Ptiklady struktury reverzibilnich inhibitort AChE

2.4.2 Ireverzibilni inhibitory

Dtlezitymi zastupci této skupiny jsou organofosforové (OF) slouceniny. OF jsou

22,23

derivéty kyselin fosfonové a fosforecné nebo jejich thio-analoga. Latky obsahujici
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ve své molekule skupinu P=S nemaji tak vyrazny inhibi¢ni potencidl a vyzaduji
desulfuraci na analogicky oxo-derivat.”> Tato konverze se oznaluje jako letalni

syntéza.24

2.4.2.1 Nervove¢ paralytické latky

Prvni ztéchto slouCenin byly pfipraveny ve 30. letech minulého stoleti
v Némecku. Byly to nervové paralytické latky (NPL) vyvinuté pro vilecné ucely (napf.
tabun, soman, sarin; Obr. 2). Nebyly pouzity béhem druhé svétové valky, ale irdckym
rezimem v priab¢hu 80. let 20. stoleti a pfi teroristickych utocich v Tokijském metru
v roce 1995.%
OF jsou dnes rozS§ifené po celém svété. Latky jako sarin (GB; O-
isopropylmethylfluorofosfonét) soman (GD; O-pinakolylmethylfluorofosfonit),
cyclosarin (GF; O-cyclohexylmethylfluorofosfonat), tabun (GA; O-
ethyldimethylamidocyanofosfat) a liatka VX (O-ethyl-S-(2-diisopropylaminoethyl)-
vlastnosti téchto latek jsou si velmi podobné s vyjimkou liatky VX. Jsou bezbarvé

tékavé kapaliny bez zdpachu dobte rozpustné v organickych rozpoustédlech. Latka VX

je bezbarvi kapalina bez zépachu, pro kterou je charakteristickd nizkd t&kavost.”®

2.4.2.2 Organofosfatové pesticidy a insekticidy

Mnoho OF se vSak pouziva v jinych oblastech lidské Cinnosti zejména jako
insekticidy, zmékcovadla nebo zpomalovace hotfeni. K Castym otravdim dochézi
v zemeédé€lstvi pii pouziti pesticidi jako jsou chlorpyrifos (O,O-dimethyl-O-(3,5,6-
trichlor-2-pyridyl)-thiofosfat), parathion (O,O-diethyl-O-(4-nitrofenyl)-thiofosfat) a
jeho oxo-derivdt paraoxon. Tyto latky jsou nebezpecné zejména pro svoji snadnou

» 11,22
piipravu a dostupnost.”
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N P AN CHs
HaC O{ HaC \OO HC" O
HG CHa
sarin cyclosarin soman
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N:C\P//O HaCHACO ‘5 O M \]/CH HzCH,CO_ O
, P
HgCH,CO \;\rCHs HaC’ S/\/N\]/CH3 HaCH,CO’ \OON%
HsC
HsC
tabun VX paraoxon

Obrazek 3. Ptiklady struktury organofosfitovych slou¢enin

2.4.2.3 Mechanismus inhibice

OF inhibuji AChE kovalentni fosfonylaci resp. fosforylaci volného hydroxylu
Ser-203 v aktivnim misté enzymu. (Schéma 1) Vznikly komplex enzymu
s inhibitorem je velice stabilni a rozpadd se velmi pomalu. Inhibice je oznacovéna jako
ireverzibilni piesto, Ze se o ireverzibilni inhibici v pravém smyslu nejednd.' Posledni
vyzkumy ukazuji, Ze do interakce s inhibitorem je zapojena 1 P-strana aktivniho mista

enzymu, kde dochdzi ke konformaénim zmé&nam (Trp-86 a Tyr-133)."

HsCHCO__O o
AChE—OH + ):¢ —» AChE—0-P-OCH,CH; + HOONOZ

H3CH,CO’ OONOZ OCH,CHy

Schéma 1. Mechanismus inhibice AChE paraoxonem

Dale dochézi k procesu, ktery zavisi na druhu OF a je oznaCovén jako ,,aging* nebo-li
starnuti enzymu. Z molekuly inhibitoru se odstépi ¢ast jeho molekuly (dealkylace,
deaminace) a je nahrazena hydroxylovou skupinou (Schéma 2). Enzym se stdva po
procesu starnuti nereaktivovatelnym. Poloc¢as starnuti enzymu miZe byt v fddu minut

v piipadé somanu aZ po n&kolik hodin v piipadé daliich NPL.>*’

0 CHs CHg
o OH- O HO CHs
AChE—O=F OJ}fHS —>»  AChE—O0-P-O"  + J}LCH
CH3 CH3 (I:H 3

HSC 3 ch

Schéma 2. Aging AChE inhibované somanem
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2.4.2.4 Klinicky obraz akutni otravy OF

VySe popsanym mechanismem dochdzi k inhibici AChE, kterd neni schopna
plnit svou funkci. Hromadici se ACh ma4 za nésledek celou fadu piiznakd. Ty jsou dany
typem receptorti, které jsou hyperstimulovany, dobou expozice a ddvkou OF. Podle
zasazenych casti nervového systému délime pfiznaky na nikotinové, muskarinové a
centrdlni.

Nikotinové ucinky jsou zpusobeny nadmérnou stimulaci nikotinovych receptort,
které se vyskytuji zejména na synapsich vegetativnich ganglii a nervosvalovych
plotének. To se projevuje tachykardii zplisobenou drazdénim sympatiku, hypertenzi,
svalovou slabosti a fascikulacemi, které mohou vydustit v tonicko-klonické kiece a
paralyzu svalstva 22028

Muskarinové iicinky jsou charakterizovdny napf. midzou, poruchami
akomodace cocky, nadmérnou sekreci bronchidlnich Zl4z, kontrakci bronchidlni
svaloviny, salivaci, slzenim. Na srdci se nadmérna stimulace muskarinovych receptorti
projevi bradykardif a s tim spojenym poklesem krevniho ob&hu.”

Centrdlni iucdinky jsou  charakterizovany  udtlumem  dechového a
kardiovaskuldrniho centra v prodlouzené miSe. S tim je spojeno nebezpeci dechové
nedostateCnosti a smrti udusenim. Nadmérnym drazdénim receptorti v centrdlnim
nervovém systému dochdzi k bolestem hlavy, neklidu, zmatenosti, nevolnosti nebo
zévratim.*>*

K smrti po zasaZzeni OF dochdazi nejcastéji kvtli akutni dechové insuficienci. Ta
nastava jak z davodii perifernich (ochrnuti dychacich svalli vcetné¢ brénice), tak z
divodu centrdlnich (inhibice dechového centra v prodlouZené mise).**°
Po 1-4 dnech po intoxikaci nastupuje proximdln€ postupujici paralyza koncetin. Tento
proces je nezavisly na podani anticholinergik i reaktivitort a je nutnd asistovana plicni

ventilace. Stav pacienta byvd oznaovén jako ,,intermediate syndrom*.”

2.4.2.5 Pozdni neurologicky efekt

Pozdni neurologicky efekt (PNE) ziejmé neni spojen s anticholinesterasovou
aktivitou OF.** N&které OF, které maji velmi slabou afinitu k AChE, vykazuji velkou

tendenci vyvoldvat tento syndrom. Jejich nejdalezitéjSim zdstupcem je tri-O-
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kresylfosfat. PNE nastupuje tydny aZz mésice po intoxikaci OF a to 1 v pfipadech, kdy
davka OF byla nizsi, nez aby se manifestovaly ptiznaky akutni intoxikace.*®
Na bunécné turovni dochédzi k fosforylaci, dealkylaci a denaturaci proteinti axonu a
pozdé&ji k jejich demyelinizaci a ke kumulaci makrofagli. Charakteristickd je inhibice a
naslednd dealkylace AChE. Takové zmeény probihaji na perifernich nervech i
v CNS.>*?¢

Klinicky se PNE manifestuje zvySenou spasticitou pti¢n¢ pruhovanych svala
postupujici proximélné od distdlnich ¢asti koncetin. ZvySené cholinergni drazdéni se
projevi zvySenou sekreci bronchidlni sliznice, spasmem bronchti, laryngitidou a

fauryngitidou.26 Rekonvalescence je pomald, PNE miiZe trvat mésice i roky.
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2.5 Profylaxe otrav OF

Pyl

Podéavani latek slouZicich k profylaxi otrav OF je b&éZnd u osob u nichZ se
pfedpoklada, Ze by se mohli pohybovat v zamofeném prostfedi napf. vojici. Jako
profylaktika slouZzi reversibilni inhibitory AChE, nejcastéji pyridostigmin. Molekula
pyridostigminu nese ndboj na kvarternim dusiku a to ji limituje v prostupu
hematoencefalickou bariérou. Pyridostigmin se v praxi uzivd jako piipravek PANPAL,
kde je kombinovidn sdvéma anticholinergnimi ufinnymi latkami benactyzinem a
trihexyfenidylem. Bylo vyvinuto nové Ceské transdermdlni profylaktické antidotum
proti nervoveé paralytickym latkim, TRANSANT doplnény o reaktivator HI-6, ktery
dopliiuje PANPAL. U¢inek obou antidot v kombinaci pfevysuje Géinky dosud ve svété
zavedenych profylaktickych antidot.

Podobné vlastnosti maji také huperzin nebo takrin, které jsou podbné jako
galantamin neacylujicimi inhibitory. Galantamin je nejen 1é¢iva latka pouzivana
k terapii Alzheimerovy choroby, ale také reverzibilni inhibitor AChE, ktery prostupuje
hematoencefalickou bariérou. Profylaktika ochrdni molekulu enzymu pfed navazani OF.
Dalsi skupinou pouZitelnou k profylaxi jsou cholinesterasy napi. lidskd& BChE nebo
fosfotiesterasa, které funguji jako bioscavengery. Limitujicimi faktory jsou velikost

molekuly a imunologické komplikace p¥i podédni enzymovych piipravki. 2’2

,CHz NH
O. N 2
\ NAT N
| G "CHs “
(O o)
N ] P
CHs 2Br N
pyridostigmin huperzin A takrin

Obrazek 4. Ptiklady struktury latek pouzivanych k profylaxi
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2.6 Terapie otrav OF

Terapeuticky se pii otravich OF pouzivd kombinace reaktivatoru AChE se
slouceninou s anticholinergnim piisobenim (pfednostn¢ atropin) a diazepamem.

Diazepam je antikonvuzivni sloZkou terapie.

Atropin byl izolovén z fady rostlin ¢eledi Solanaceae. Z chemického hlediska je
to ester kyseliny tropové. V rostlindich se vyskytuje jako (+)-hyoscyamin, ktery
v roztoku spontdnn& piesmykuje na (+)-hyosciamin (atropin)'. Atropin je kompetitvni
antagonista muskarinovych receptori a ma také afinitu k nikotinovym receptoriim.
Blokddou téchto receptori dochdzi komezeni jejich nadmérného drazdéni
nahromadénym ACh. Ddvka atropinu je titrovdna do nejvyssi mozné davky dokud neni

dosazeno pozadovaného t¢inku nebo dokud nedojde k vyskytu nezddoucich G&inka.**

HON=CH  CH=NOH HON=CH CH=NOH
XX Xy 2CI XX Cl- N Xy 2Br
|®/ |®/ |®/ |@/ |@/
N l}l N CH=NOH f}l fl\l
CH2'O_CH2 CH3 CH2'CH2'CH2
obidoxim pralidoxim trimedoxim
H,NOC CH=NOH CONH,
| @/ | @/ | @/ | @/
N N~ “CH=NOH N N “CH=NOH
éHz'O_éHz CHZ-O_CHZ
HL6-7 HI-6
CONH, CH=NOH
oCr X Xy 2Br

— — | @ | @
HON=HC \ @'/)N—CHZ'N(? / CH=NOH N N

| |
CH2'CH2'CH2'CH2
metoxim K048

Obrazek 5. Priklady struktury reaktivitord AChE
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2.6.1 Reaktivatory acetylcholinesterasy

Reaktivitory AChE jsou kvarterni pyridiniové soli (monokvarterni a
biskvarterni), které maji ve své molekule nukleofilni skupinu. Nejlepsich vysledkii bylo
dosaZeno pouZzitim oximové (hydroxyiminomethylové) skupiny (v disociované podobé
oximdatového aniontu) jako nukleofilu.?>*’ Oximétovy iont nukleofilng §t&pi vazbu mezi

enzymem a inhibitorem a obnovuje tak fyziologickou funkci enzymu (Schéma 3)."!

0
AChE—O- P OCH,CH3 + HON= HC@N% —» AChE—OH + HaCH,CO- P—NO CH-< %

OCH,CH, OCH,CH,

Schéma 3. Mechanismus reaktivace AChE aldoximovym reaktivatorem

Zatim nebyl nalezen dostate¢né Sirokospektry reaktivator, ktery by byl schopen
reaktivovat AChE inhibovanou vSemi typy OF. VétSina dnes pouZivanych reaktivatora
AChE byla vyvinuta pro otravy NPL a OF pesticidim byla vénovadna mald nebo Zadna
pozornost.

V sou€asnosti v praxi pouzivané slouCeniny pralidoxim (2-PAM; 2-
hydroxyiminomethyl-1-methylpyridinium chlorid), obidoxim (Toxogonine®; 1,3-bis(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-2-oxapropan dichlorid) a H-oxim HI-6 (1-(2-
hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-carbamoylpyridinium)-2-oxapropan  dichlorid)
jsou povazovdny za nejpodstatnéjSi pii terapii otrav OF. Dalsi reaktivitory se
v soucasné dob¢ JiZ nepouZzivaji: methoxim (MMC-4; 1,1-bis(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-methan dichlorid), trimedoxim (TMB-4; 1,3-bis(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-propan dibromid). Dals$i nové latky jsou v soucasné
dobé v riznych fazich vyvoje: HL6-7 (1-(2,4-bis(hydroxyiminomethylpyridinium))-3-
(4-karbamoylpyridinium)-2-oxa-propan dichlorid), a K048 (1-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)—propan dibromid)
(Obrézek 5.). %%
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody

Bylo testovano nékolik sérii reaktivatori. Jako inhibitor byl pouZzit pesticid

paraoxon.

3.1.1 Princip testovani

Pro potieby testovani byl pouzit biologicky substrit s vysokym obsahem
cilového enzymu (AChE). AChE byla ve vzorku inhibovana zvolenym inhibitorem o
presn¢ stanovené koncentraci (Rovnice 1). Takto inhibovand AChE byla schopna Stépit
piirozeny substrat s aktivitou asi 5% aktivity intaktni AChE.

Po uplynuti zvoleného casu pro inhibici byl ke smési OF-AChE ptidan
reaktiviator a probchla reaktivace (Rovnice 3). Diky tomuto zdsahu je AChE opét
schopna plnit svoji fyziologickou funkci, kterou je St€peni acetylcholinu.

Vznikajici acetét je v roztoku titrovan odmérnym roztokem NaOH (Rovnice 4).

@ O.__CH \@ OH HO.__CH,
AChE—OH + /N\/\/ \ﬂ/ 3 /N\/\/ . \ﬂ/
I I
0] 0]
HO CH >
\n/ 3 + NaOH 3 Na O\H/CHS + HQO
O O

Schéma 4. Princip stanoveni reaktivacni G¢innosti

3.1.2 Chemikalie a pristroje

Pouzité chemikdlie byly doddny od firem Fluka a Aldrich a pouzity bez dalSiho
precisténi. Komer¢né dostupné i nové reaktivatory byly diive pfipraveny na pracovisti
Katedry toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové. Jejich Cistota
byla ovéfena pomoci spektrdlnich metod (NMR, HPLC-MS). Zdrojem AChE byl 10%
vodny homogendt (w/v) zmozku laboratorniho potkana (Whistar). Pro méfeni

reaktivace byl pouzit automaticky titrator RTS 822 (Radiometr, Kodaii, Dansko).
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3.1.3 Metoda méreni

Provadény byly tfi typy potenciostatickych in vitro méteni - aktivita intaktniho
enzymu, aktivita inhibovaného enzymu a reaktivovaného enzymu. Méfeni se provadéla
pii teploté 25°C a pH 7.6. U kazdého testovaného reaktivatoru bylo dvakrat provedeno

méfeni pii dvou koncentracich- 10°M a 10°M.

Méreni intaktni AChE: Do méftici nddoby bylo odméfeno destilované H,0
(20ml) a 3 M NaCl (2,5 ml). Byl pfidin mozkovy homogenét (0,5ml) a pH bylo
upraveno na hodnotu 8,0. K takto vzniklému roztoku byl pfidan 0,02 M acetylcholin
jodid (2 ml) a vznikajici acetdt byl pfistrojem titrovdn odmérnym roztokem 0,1 M

NaOH. Ze spotieby NaOH byla vypoctena hodnota reaktivace.

Meéieni inhibice: Do zkumavky byl odméfen mozkovy homogenétu (0,5 ml) a
isopropanolového roztoku paraoxonu (20ul). Tato smés byla inkubovdna po dobu
30 min. Po uplynuti tohoto ¢asu byla smés ptenesena do métici nddoby s destilovanou
H,0 (18,5ml) a 3 M NaCl (2,5 ml) a zkumavka byla vyplachnuta destilovanou H,0
(1 ml). Aktivita enzymu byla zmétena stejn¢ jako v piipad¢ intaktni AChE. Je velice
dalezité, aby koncentrace paraoxonu byla zvolena tak aby aktivita po inhibici byla

v rozmezi 5-10% aktivity intaktni AChE.

Meéieni reaktivace: Do zkumavky byl odméfen mozkovy homogenatu (0,5 ml) a
isopropanolového roztoku paraoxonu (20ul). Po 30 min inkubace pii 25°C byl do
zkumavky pfiddn reaktivator (0.2 ml) a objem byl doplnén pomoci destilované H,0 (0.8
ml) na 2 ml. Tato smés byla inkubovdna 10 min. Po této dobé byla smés stejné jako
v predchozim piipad¢ kvantitativné pfenesena do méfici nddoby, do které byla predtim
predloZena destilovand H,0 (17,5 ml) a 3 M NaCl (2,5 ml) a byla zmétfena aktivita
reaktivované AChE.

Z namétenych aktivit byly po dosazeni do nasledujiciho vzorce vypocitany

reaktivacni uc¢innosti jednotlivych reaktivatort a jejich smérodatné odchylky.
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3.2 Vysledky

Po dosazeni naméfenych aktivit do vySe uvedeného vzorce bylo dosaZeno

nasledujicich hodnot reaktivace (Tabulka 1).

Reaktivétor R @N —(A)— N@Rz ° Para07.<0n
1 X (% reaktivace)
R, R, A X | c(10°M) | c(10°M)
Pralidoxim 2-CH=NOH - CH, r 42 +1 0
Obidoxim 4-CH=NOH 4-CH=NOH CH,OCH, 2Cr 76 +£2 37+2
HI-6 4-CONH, 2-CH=NOH CH,OCH, 2Cr 35+£2 0
Metoxim 4-CH=NOH 4-CH=NOH CH, 2Br 71+3 0
Trimedoxim 4-CH=NOH 4-CH=NOH (CH,); 2Br 46 + 1 50+4
K027 4-CH=NOH 4-CONH, (CH,); 2Br 59+4 21+1
K048 4-CH=NOH 4-CONH, butylen 2Br 57+4 5+2
K180 2-CH=NOH 3-CH=NOH p-fenylen 2Br 0 46 £ 1
K181 2-CH=NOH 4-CH=NOH p-fenylen 2Br 0 53+6
K182 3-CH=NOH 4-CH=NOH p-fenylen 2Br 0 0
K183 2-CH=NOH 3-CH=NOH m-fenylen 2Br 0 49 +4
K184 2-CH=NOH 4-CH=NOH m-fenylen 2Br 0 53+3
K185 3-CH=NOH 4-CH=NOH m-fenylen 2Br 0 0
K186 2-CH=NOH 3-CH=NOH o-fenylen 2Br 0 0
K187 2-CH=NOH 4-CH=NOH o-fenylen 2Br 0 0
K188 3-CH=NOH 4-CH=NOH o-fenylen 2Br 0 0
K005 2-CH=NOH 2-CH=NOH (CH,); 2Br 162 0
KO18 4-CH=NOH 4-CH=NOH (CH,); 2Br 461 50+4
K099 3-CH=NOH 3-CH=NOH (CHy); 2Br 9+0 0
K207 2-CH=NOH 3-CH=NOH (CHy); 2Br 33+1 12+0
K208 2-CH=NOH 4-CH=NOH (CHy); 2Br 250 38+0
K209 3-CH=NOH 4-CH=NOH (CHy); 2Br 41+1 4342
K189 3-CH=NOH 4-CN (CH,); 2Br 40 2540
K190 2-CH=NOH 4-CN (CHy); 2Br 0 0
KO011 4-CH=NOH 4-CN (CHy); 2Br 3243 3+1
K201 2-CH=NOH 4-CONH, (E)-but-2-enylen | 2Br 44+1 3943
K202 3-CH=NOH 4-CONH, (E)-but-2-enylen | 2Br 160 0
K203 4-CH=NOH 4-CONH, (E)-but-2-enylen | 2Br 64+3 23+1




K204 2-CH=NOH 3-CONH, (E)-but-2-enylen | 2Br 18+1 3344
K205 3-CH=NOH 3-CONH, (E)-but-2-enylen | 2Br 0 2540
K206 4-CH=NOH 3-CONH, (E)-but-2-enylen | 2Br 54+0 49+0
K280 2-CH=NOH 2-CH=NOH | (2)-but-2-enylen | 2Br 261 130
K281 3-CH=NOH 3-CH=NOH | (2)-but-2-enylen | 2Br 5+1 8+1
K282 4-CH=NOH 4-CH=NOH | (2)-but-2-enylen | 2Br 40+6 461
K283 2-CH=NOH 2-CH=NOH | (Z)-but-2-enylen | 2Br 0 14+0
K284 2-CH=NOH 4-CH=NOH | (2)-but-2-enylen | 2Br 1942 29+1
K285 3-CH=NOH 4-CH=NOH | (2)-but-2-enylen | 2Br 3+0 18+1
K250 4-CH=NOH 4-COOH (E)-but-2-enylen | 2Br 63+1 1545
K251 4-CH=NOH 4-COOCH; (E)-but-2-enylen | 2Br 68+2 36+2
K252 4-CH=NOH 4-COOEt (E)-but-2-enylen | 2Br 68+2 30+2
K253 4-CH=NOH 4-fenyl (E)-but-2-enylen | 2Br 130 22+0
K254 4-CH=NOH 4-benzyl (E)-but-2-enylen | 2Br 0 14+1
K255 4-CH=NOH - (E)-but-2-enylen | 2Br 57+0 2242
K256 4-CH=NOH 4-CN (E)-but-2-enylen | 2Br 28+2 20+0
K258 4-CH=NOH 4-CH,0OH (E)-but-2-enylen | 2Br 50+0 4240
K260 4-CH=NOH 4-C,H,SOsH | (E)-but-2-enylen | 2Br 672 64
K261 4-CH=NOH | 4-SCH,COOH | (E)-but-2-enylen | 2Br 13+1 6+0
K262 4-CH=NOH 4-CH; (E)-but-2-enylen | 2Br 611 262
K263 4-CH=NOH 4-tercbutyl (E)-but-2-enylen | 2Br 52+1 14+1
K264 4-CH=NOH 4-N(CH,), (E)-but-2-enylen | 2Br 0 8+1
K269 4-CH=NOH | 4-(NH,)NOH | (E)-but-2-enylen 5242 32+1
1-KM-2.1 3-CH=NOH - -CH; I 1243 110
1-KM-3.1 4-CH=NOH - -CH; I 40+0 0
K033 2-CH=NOH 2-CH=NOH butylen 2Br 32+3 33+2
K075 4-CH=NOH 4-CH=NOH | (E)-but-2-enylen | 2Br 601 46+2
K068 2-CH=NOH 2-CH=NOH | (E)-but-2-enylen | 2Br 0 8+2
K069 2-CH=NOH 3-CH=NOH | (E)-but-2-enylen | 2Br 28+2 34+
o | 28
K161 - N\/\/\’\I&Nj 356 23+0
Z
@ 287
K162 HON=HC~ % N\/\/\'\féN\ 3420 0
=
o ]
K265 | @N/\/\/NQ 0 1541
= 2Br
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> |
N

K266 /@1/\/\/ 430 48+4
HON=HG™ % 2Br
\@O
N 1441 3041

K270 SN
HON=H G 2br

Tabulkal. Hodnoty reaktivace métfenych sloucenin.
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3.3 Diskuse

V soucasné dobé¢ existuje jen omezené mnozstvi informaci o vztahu struktury a
ucinnosti reaktivatort AChE. Nékteii autofi pouzivaji pocitacové vypocty k definovani
nejvhodngjii struktury pro tyto slouceniny.’’ Cilem této price je sledovat zavislost
reaktivacni ucCinnosti ve vztahu ke struktufe nové pfipravenych sloucenin proti
paraoxonem inhibované AChE. Reaktivace OFI inhibované AChE je do zna¢né miry
specificky d¢j, ktery klade na strukturu reaktivatoru jisté naroky, které jsou diskutovany
nize.

Aby reaktivétor spliloval poZadavky pro pouZiti in vivo, musi jeho reaktivacni
ucinnost in vitro byt nejméné 10%.% Navzdory tomu se ukdzalo, Ze nékteré latky, které
in vitro vykazovaly slabou reaktivacni Gc¢innost byly in vivo s tispéchem pouzitelné a
naopak.” Pouzitelnost in vivo je limitovdna nejvyssi dosaZitelnou koncentraci
reaktivatoru 10™*M.** Proto m4 aktivita naméfend pii kocentraci reaktivétoru 10°M vetsi
vypovidaci hodnotu o moZnostech dal§itho vyzkumu. Nékteré slouceniny inhibuji i
reaktivuji AChE soucasné. Tento fenomén byl poprvé popsdn u reaktivatort
s xylenovym spojovacim fetézcem.” NejpouZivan&j§i slouceniny pralidoxim a HI-6
jsou pii koncetraci 10°M v ptipadé paraoxonem inhibované AChE ned&inné. V tomto
piipadé se jako velmi nad€jnd ukazuje sloucenina KO75, kterd je v souCasné dobé
testovand proti tabunem inhibované AChE. Jeji vysledky pfi koncentraci 10°M proti
paraoxonem inhibované AChE pied¢i viechny dosud pouZivané slouceniny.’® Nékteré
noveé otestované slouCeniny vSak dosahuji lepSich vysledkd i nez KO075. Obecné je
znamo, 7Ze pesticidy jsou slabSimi inhibitory AChE neZz NPL. Divodem je pomalejsi
pribéh starnuti inhibovaného enzymu.'’

Na zdklad¢ ziskanych vysledki mohla byt provedena studie vztahu mezi
strukturou a ucinnosti sloucenin s potencidlem reaktivovat paraoxonem inhibovanou
AChE. Sledovédna byla ucinnost v zavislosti téchto strukturnich znacich - pfitomnost
oximové skupiny, pocet oximovych skupin, poloha oximové skupiny na
heteroaromatickém jadie, pfitomnost kvarterniho dusiku, pocet heteroaromatickych
jader, délka spojovaciho fetézce a rigidita spojovaciho fetézce a piitomnost jinych

strukturnich znaku.
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3.3.1 Pritomnost oximové skupiny

Pfitomnost aldoximové (hydroxyiminomethylové) skupiny je u reaktivatori
AChE esencidlni. Oximova skupina in vivo disociuje na oximdtovy anion, ktery
nasledn¢ nukleofiln¢ atakuje kovalentni vazbu mezi enzymem a OFI. Latky bez tohoto
strukturniho motivu jsou velmi mélo G¢inné nebo nedéinné.”’ Difve pouZivané odliiné
funkéni skupiny jako napf. hydroxamové kyseliny, hydroxyiminoaceton nebo ketoximy

s . .o 2838
nedosahuji t¢innosti aldoximt.”

3.3.2 Pocet oximovych skupin

Druhym strukturnim znakem diskutovanym v této préaci je pocet oximovych
skupin ve struktufe reaktivitoru. Z dosazenych vysledkt je patrné, Ze pritomnost jedné
oximové skupiny (té s nejniz§im pK,)je zcela nezbytna, ale dalsi zvySovéni jejich poctu
nevede k dramatickému zvySeni reaktivaCni ucinnosti. Naopak u bisoximovych
sloucenin nevede nahrazeni jedné oximové skupiny k vyznamnému poklesu ucinnosti
(patrné je to napf. na srovnani sloucenin K284 a K201 nebo K075 proti K251 a K252).
Tato fakta je mozné davat do souvislosti se zvétSovanim molekuly a naslednym horSim

pfistupem do kavity enzymu napft. tetroxim (Obrazek 6.). Neoximova substituce mize

vést k jinym druhiim interakef reaktivatoru s aktivnim mistem enzymu >*

HON=CH CH=NOH
X X

|@/ |@/

HON=HC N N CH=NOH
CHz'O_CH2
tetroxim

Obrazek 6. Tetroxim jako piiklad latky s velkym poétem oximovych skupin s nizkou reaktivaéni

ucinnosti
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3.3.3 Poloha oximové skupiny

NejvyhodnéjSimi umisténi aldoximové funkéni skupiny na pyridiniovém cyklu
jsou polohy 2 a 4. NaSe vysledky také ukazuji, Ze lepsSich vysledk reaktivace
paraoxonu dosahuji monooximové reaktivatory s oximovou skupinou v poloze 4.
Nicméné rozdily mezi polohou 2 a 4 nejsou znacné. (Obrizek 7.)*° Reaktivitory
s oximovou skupinou v poloze 3 vykazuji znateln¢ nizsi reaktivacni ucinnost (K201 a
K203 ve srovnani s K203). To je ziejmé disledek rozdilného pK, oximil v polohédch 2 a
4 ve srovndni s polohou 3%

Navzdory tomu je ziejmé, Ze tato zdvislost je zdvisld na pouZzitém inhibitoru.
Pesticidy inhibovand AChE je nejlépe reaktivovatelnd oximy v poloze 4 (Tabulka 2).
Naproti tomu AChE inhibovand né&kterymi nervov€ paralytickymi ldtkami napf.

. . ., . L, . . . . 28.40
cyklosarinem je nejsnaze reaktivovatelnd slou¢eninami s oximem v poloze 2.

| |
| NS Egj/CH—NOH E@Nj\
7 7 Z > CH=NOH
CH=NOH

>
Klesajici reaktivace

Obrazek 7. Rozdil v Géinnosti v zdvislosti na poloze oximu

Reaktivator Poloha oximii Paraoxon 3 Paraoxon 5
Reaktivace 10°M | Reaktivace 10°M

K280 2-CH=NOH | 2-CH=NOH 26+1 1310
K281 3-CH=NOH | 3-CH=NOH 5+1 8+1

K282 4-CH=NOH | 4-CH=NOH 4046 46+1
K283 2-CH=NOH | 2-CH=NOH 0 14+0
K284 2-CH=NOH | 4-CH=NOH 19+£2 29+1
K285 3-CH=NOH | 4-CH=NOH 3+0 18+1
K075 4-CH=NOH | 4-CH=NOH 60+1 4642

Tabulka 2. Reaktiva¢ni G¢innost v zavislosti na poloze oximovych skupin
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3.3.4 Pritomnost kvarterniho dusiku

Je znamo, Ze kvarterni dusik acetylcholinu se vdZe na vazebnou cast aktivniho
centra molekuly AChE. Podobnym mechanismem probihd tento d¢j u molekuly
reaktivatoru. Kvarterni dusik umoZnuje vstup molekuly reaktivitoru do aktivniho mista
enzymu.*' Kvarterni dusik je v&t§inou souédsti pyridiniového cyklu, ale existuji
i vyjimky (K270). Diky pifitomnosti kladn¢ nabitého dusiku maji molekuly reaktivatoru

vyznamné zvySenou afinitu k inhibované i intaktni AChE.*®

3.3.5 Pocet kvarternich dusiku

Pouzité slouCeniny maji jedno (pralidoxim) nebo dvé (vétSina sloucenin, které
jsou v této praci studovany) heteroaromaticka jadra ve své struktufe. Z vysledkl je
pfed monokvarternimi a slou¢eninami bez kvarterniho dusiku. (Obrizek 8).42

U nabitych sloucenin vSak existuje problém s jejich penetraci pres
hemato-encefalickou bariéru. In vivo experimenty bylo dokazano, Ze k reaktivaci v CNS
po zasazeni OF inhibitory dochdzi. Pfes hematoencefalickou bariéru penetruji latky

. g . o . 4 « 434445
monokvarterni (max. 10 %) i biskvarterni (max. 3 %) v zavislosti na své strukture.” ™

7 A
N\ Q’}-l)\ 5\ CEI)\
o U 0Od

'

Stoupajici reaktivace

Obrazek 8. Zavislost reaktivaéni G¢innosti v zavislosti na po¢tu kvarternich dusikl ve struktuie
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3.3.6 Délka spojovaciho retézce

Délka spojovaciho fetézce u biskvarternich latek je dalSim strukturnim prvkem
diskutovanym v této praci. V ptipad¢é n-methylenového fetézce ma kiivka vztahu mezi
poctem methylenovych jednotek typicky zvonovity tvar s maximem v oblasti 3-4
methylenovych jednotek (Tabulka 3.)."" T&mto litkdm byla v této préci vénovéna
nejvetsi pozornost.

VySe zminéné pravidlo je vSak aplikovatelné pouze u slou€enin s nenasycenym
uhlikatym fetézcem. Slouceniny s heteroatomem jako soucasti spojovaciho fetézce se
z toto pravidlo nespliiuji. Je to ziejmé dusledek pritomnosti volnych elektronovych part
ve struktufe. Za vyjimku lze povazovat i metoxim, ktery sice pfi koncentraci pouzitelné
in vivo nema uspokojivé vysledky, ale je to nejucinnéj$i reaktivator v piipadé

cyklosarinem inhibované AChE.*?

Paraoxon Paraoxon
Reaktivator | Spojovaci Fetézec 3 s
Reaktivace 10°M Reaktivace 10°M
metoxim CH, 71+3 0
obidoxim CH,OCH, 76 £2 37+£2
trimedoxim CH,CH,CH, 46 + 1 50+4
K027 CH,CH,CH, 5944 21+1
K048 CH,CH,CH,CH, 57+4 542

Tabulka 3. Vztah mezi strukturou spojovactiho fetézce a reaktivacni Gc¢innosti

3.3.7 Piitomnost 7 elektroni ve strukture spojovaciho retézce

Dulezitym faktorem ovliviiujicim potencidl reaktivovat inhibovanou AChE je
rigidita spojovaciho fetézce. Zavedenim dvojné vazby nebo aromatického cyklu do
struktury spojovactho fetézce dojde k omezeni volné otaCivosti vazeb. Volné =
elektrony mohou interagovat s aromatickymi zbytky aminokyselin v aktivnim misté.

Vysledky ukazuji, Ze zavedeni but-2-enového spojovacitho mistku ma za
nasledek zvySeni reaktivatni déinnosti pfi kocentraci 10°M. (K048 v kontrastu ke

K075) To je vyhodné pro dalsi vyzkum téchto latek, protoze pravé tato koncentrace
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reaktivdtoru je vhodnd pro in vivo experimenty. Mezi slou¢eninami liSici se konfiguraci
na dvojné vazbé neni patrny statisticky vyznamny rozdil.*

V piipad¢ xylenovych spojovacich fetézct bylo dosazeno odlisnych vysledk.
Zda se, ze existuje souvislost mezi mirou rigidity spojovacich fetézcli a inhibi¢nim
charakterem biskvarternich reaktivitorti. Tyto rigidni (xylenové) struktury pfi
koncentraci 10°M vykazovaly miru inhibice vyS§i nez bylo pouziti samotného
inhibitoru. Reaktivace bylo dosaZeno aZ pfi niZ§i koncentraci (10°M). Jak jiz bylo
uvedeno vyse, tento fenomén u sloucenin s xylenovym spojovacim fetézcem byl jiz
v minulosti popsa’ln.35 U sloucenin s xylenovymi spojovacimi fetézci je mozné sledovat
vztah mezi uhly, které sviraji voln¢ otaCivé vazby. LepSich vysledkli bylo dosazeno

u sloucenin, které obsahuji ve struktufe vazby svirajici vétsi thly (K180 a K181, K183
a K184) (Obrézek 9.)*

l"’lJ
60° lE{[J
@G

S St @“‘”@@

Obrizek 9. Uhly mezi vazbami xylenovych spojovacich fetézci

3.3.8 Pritomnost jinych strukturnich motivia

V nékterych ptipadech byla jedna z oximovych skupin nahrazena jinym
substituentem nebo byly provedeny i vétsi zadsahy do struktury reaktivatoru.

U sloucenin s propanovym spojovacim fetézcem K011, K189 a K190 byla jedna
z oximovych skupin nahrazena karboxynitrilovou skupinou (-CN). Projevilo se to
poklesem tucinnosti ve srovndni s analogickymi bisoximovymi reaktivitory. Naproti
tomu substituce oximu karbamoylem (-CONH,) se na tc¢innosti neprojevila statisticky
vyznamné (K069 a K075 ve srovnani s K203 a K204).

Slouceniny, u nichZ byl jeden z pyridinovych cykli nahrazen jinou
heteroaromatickou skupinou, bylo nejlepSich vysledkli dosaZeno s reaktivatorem K266,
u kterého byl pyridin substituovan isochinolinem. Ve srovnani s K265 (majici ve své
struktufe chinolin) bylo dosazeno lepSich hodnot reaktivace predevsSim ptfi koncentraci
10°M, pouZitelné pro in vivo experimenty.
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U sloucenin s hydrofobni substituci heteroaromatického cyklu predcily
slouCeniny K253, K255 a K262 (substituenty v poloze 4 jsou fenyl, H a methyl) pfi
koncentraci 10°M slouceniny K254 (benzyl) a K263 (terc.butyl)

Ve skuping slouc¢enin s hydrofilnimi substituenty v poloze 4 ptedcili slouceniny
K251, K252 a K258 ostatni reaktivatory v této skupiné.

Dosud se vSak nepodatilo plné objasnit, jestli ma pritomnost lipofilniho resp.

hydrofilniho substituentu vétsi vliv na G¢innost reaktivatora AChE.
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4 Zaver

Bylo otestovdano vice nez 50 novych monokvarternich a biskvarternich
reaktivdtorti pH kocentracich 10°M a 10°M proti paraoxonem inhibované AChE.
Koncentrace 10°M je pouZzitelnd pro in vivo experimenty.

Vice nez 30 téchto reaktivatort dosdhlo takovych hodnot reaktivace pfi
koncentraci 10°M, Ze mohou byt postoupeny pro dalii experimenty. N&které slouceniny

dosahly lepsich vysledkl nez jakékoliv v souc¢asné dob¢ pouzivané reaktivatory.
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monooxime reactivators of acetylcholinesterase with a (E)-but-2-ene linker were developed in an effort to extend the properties
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Abstract

Six AChE monooxime-monocarbamoyl reactivators with an (E)-but-2-ene linker were synthesized using modification of
currently known synthetic pathways. Their potency to reactivate AChE inhibited by the nerve agent tabun and insecticide
paraoxon was tested i vitro. The reactivation efficacies of pralidoxime, HI-6, obidoxime, K048, K075 and the newly prepared
reactivators were compared. According to the results obtained, one reactivator seems to be promising against tabun-inhibited
AChE and two reactivators against paraoxon-inhibited AChE. The best results were obtained for bisquaternary substances
with at least one oxame group in position four.

Keywords: acerylcholinesterase, reactivation, nerve agent, tabun, pesticide, paraoxon, reactivator, oximte, mhibition
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