Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Cholinesterasy inhibované novicoky —
vypocetni studie moznosti reaktivace

DIPLOMOVA PRACE

Autor: Zbynék Vecera
Vedouci préace: doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Mgr. Tomas Kucera, Ph.D.

Hradec Krélové 2022



Prohlaseni

Prohlasuji, Zze jsem tuto diplomovou praci vypracoval samostatné a vyhradné
s pouzitim citovanych prament, literatury a dalsich odbornych zdrojt. Tato prace
nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové dne ......... ...
Podpis autora



Podékovani

Dékuji kpt. PharmDr. Mgr. Tomasi Kucerovi, Ph.D. za odbornou pomoc, kte-
rou mi poskytoval pri feseni dané problematiky a za cas, ktery mi vénoval. Dale
dékuji doc. PharmDr. Jaroslavu Rohovi, Ph.D. za odborné vedeni mé préce.
Dékuji Katedre toxikologie a vojenské farmacie za umoznéni vypracovani mé
diplomové prace na jeji pudeé.
Dékuji rodi¢im za podporu béhem celého studia. A také dékuji mé kamaradce
por. PharmDr. Andree Monteiro za vyznamnou pomoc pfi psani této prace.



Abstrakt

Nazev prace: Cholinesterasy inhibované novicoky — vypocetni studie moznosti
reaktivace

Autor: Zbynék Vecera

Katedra: Katedra organické a bioorganické chemie

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Mgr. Tomas Kucera, Ph.D.

Abstrakt: Latky zvané novicoky jsou zakazané bojové chemické latky, které byly
vyvinuty v Sovétském svazu v 70. a 80. letech 20. stoleti. Do sirsiho povédomi
se dostaly nedavno — v roce 2018 pri otravé dvojitého agenta Skripala a v roce
2020 otravou ruského politika Navalného. Jedna se o 4. generaci nervové para-
lytickych latek (NPL), které ireverzibilni inhibici acetylcholinesterdzy (AChE)
navozuji cholinergni syndrom, ktery se manifestuje predevsim zizenim dychacich
cest, kfecemi az paralyzou dychacich svaltil a atlumem dychaciho centra v mozku.
Zasazeny tedy umird udusenim, pokud mu nejsou v co nejkratsim c¢ase podana
antidota.

Lécba otravy zapricinéna NPL je zalozena na oximovych reaktivatorech AChE,
které na sebe navazou toxickou latku pomoci nukleofilniho ataku na elektropozi-
tivni misto dané NPL, a tim uvolni AChE, ktera opét mtze hydrolyzovat acetyl-
cholin. Cilem préce bylo vybrat potencidlni reaktivitory (ligandy) AChE a u da-
nych ligandu: i) zjistit, zda se dany ligand stericky dostane dostatecné blizko
k novicoku navazaného v aktivnim misté AChE; ii) stanovit ligandy s nejvetsi
afinitou k danému mistu.

Ke studii byly vyuzity vypocetni metody, které nam pomohly vizualizovat ak-
tivni/zablokované misto AChE a predikovat hodnoty afinity. Konkrétné jsme po-
uzili molekulové dokovani (rychlejsi metoda, méné presnd) pro hrubé sito vybra-
nych ligandi, na které navazovala sofistikovanéjsi metoda — molekulova dynamika,
ktera predpovida pohyb atomii a molekul v case.

Pomoci modernich vypocetnich metod jsme vybrali ligandy, které by mohly re-
aktivovat novicoky inhibovanou acetylcholinesterazu. Vybrané ligandy (s nejveétsi
afinitou) budou déle testovany in vitro.

Klicova slova: novicoky, nervovée paralytické latky, acetylcholin, acetylcholineste-
raza, reaktivatory, molekulové dokovani, molekulova dynamika
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Title: Cholinesterases inhibited by novichok agents — in silico study of reacti-
vation possibilities
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Abstract: Substances known as Novichok agents are banned chemical warfare
agents, which were developed in Soviet Union between the 1970s and the 1980s.
They were brought to the public attention very recently — they were used to po-
ison a double agent named Skripal in 2018 and again in 2020 to poison Russian
politician Navalny. It is the 4th generation of nerve agents which cause cholinergic
syndrome by irreversible inhibition of acetylcholinesterase (AChE), manifesting
symptoms such as depression of bronchial tubes, cramps or even paralysis of re-
spiratory muscles and depression of the respiratory control centre in the brain.
Victim then dies of asphyxiation unless antidotes are administered as soon as
possible.

Treatment of nerve agents induced poisoning is based on reactivating AChE
by oxime compounds which bind themselves with the toxic substance by nucle-
ophilic attack on electropositive point of the nerve agent, releasing acetylcholi-
nesterase that can continue with function of acetylcholine hydrolysis. The task
was to choose potential reactivators (ligands) of AChE and using them to: i) find
out if the ligand can sterically reach close enough to the novichok agent bound
in the active site of AChE; ii) to determine ligands with the highest affinity to that
specific position.

Study was done using computational methods which helped us to visualise active
or blocked site of AChE and to determine affinity values. Specifically we used
molecular docking (faster method but less accurate) for rough sieve of chosen
ligands which was followed by more sophistic method — molecular dynamics which
predicts the movement of atoms and molecules in time.

Using modern computational methods we chose ligands which could be able
to reactivate acetylcholinesterase inhibited by novichoks. The chosen ligands
(with the highest affinity) will continue to be tested in vitro.

Keywords: Novichok agents, nerve agents, acetylcholine, acetylcholinesterase,
reactivators, molecular docking, molecular dynamics
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Seznam pouzitych zkratek

2-PAM pralidoxim

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

AMK aminokyselina

Coul-SR coulombic short-range

CVX ¢insky izomer VX

GA tabun

GAFF Vseobecné silové pole Amber
GB sarin

GD soman

GF cyklosarin

LD letalni davka

LJ-SR Lennard-Jones short-range
MD molekulova dynamika
NATO North Atlantic Treaty Organization
NPL nervoveé paralytickd latka

OPCW Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons
PDB Protein Data Bank

RVX rusky izomer VX

SUJB Statni urad pro jadernou bezpecnost
vdW van der Waalstv polomeér

VMD Visual Molecular Dynamics



Uvod a cil

Latky ze skupiny novic¢oki jsou 4. generaci nervové paralytickych latek (NPL),
jejichz vyvoj probihal v Sovétském svazu v druhé poloviné minulého stoleti. Do
sirstho povédomi se dostaly teprve v roce 2018 pti otravé byvalého ruského dvo-
jitého agenta Sergeje Skripala a jeho dcery ve mésté Salisbury a v roce 2020 pri
otraveé ruského opozi¢niho aktivisty Alexeje Navalného. Novicoky jsou povazovany
VX, a tedy by se mélo jednat o nejvice toxické latky syntetizované clovékem. [11, 2]

Chemicky se jedna o organické slouceniny fosforu velmi rozdilnych struktur.
Tyto slouceniny (stejné jako starsi NPL) se vazou do aktivniho mista acetylcho-
linesterazy (AChE), a tim dany enzym zablokuji. V dusledku toho se kumuluje
acetylcholin (ACh) v synaptickych stérbinach. Novicoky tedy pusobi nepiimo
cholinomimeticky. [3]

Kauzalni lécbou pti intoxikaci NPL jsou tzv. reaktivatory, které dany organo-
fosfat na sebe navazou, a tim uvolni aktivni misto enzymu. K tspésné reaktivaci
enzymu je zapotfebi splnit t¥i podminky. Za prvé je nutné, aby se dany reak-
tivator priblizil na dostatecnou vzdalenost k fosforu NPL. Za druhé, struktura
reaktivatoru musi vykazovat vysokou afinitu k danému mistu v enzymu za po-
moci nevazebnych interakci s okolnimi aminokyselinami. A za treti, reaktivator
musi byt silnym nukleofilem, aby mohl vyvolat nukleofilni atak na fosfor, a tim
na sebe danou NPL navédzal a reaktivoval aktivni misto enzymu. [3]

Jelikoz struktury NPL jsou rozdilné, tak neexistuje jeden univerzalni reakti-
vator. Také doposud neni znamy reaktivator, ktery by byl tispésny pti reaktivaci
AChE inhibované novic¢oky. Navic struktury novicokt jsou oproti starsim NPL
ze neni mozné reaktivovat acetylcholinesterazu inhibovanou novicoky z divodu
sterického branéni fosforu novicoku, a tedy neni mozné priblizeni reaktivatoru na
dostatecnou vzdalenost, aby mohl provést nukleofilni atak. Moznosti reaktivace
a potencialni reaktivatory pii otravach novicoky jsou predmétem této prace. Na
obr. [If je znazornéno vetsi sterické branéni fosforu novicoku oproti starsi NPL.
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Obrazek 1: AChE s navdzanymi NPL na serin-203; a) AChE inhibovana novi-
cokem A242; b) AChE inhibovand prostorové méné naro¢nym tabunem



Prace si klade za cil potvrdit nebo vyvratit tuto hypotézu za prispéni vy-
pocetnich metod, pomoci kterych budeme moci studovat prvni dvé podminky
reaktivace, tedy mozné priblizeni reaktivatoru k fosforu novicoku a jeho afinitu
k danému mistu. A dale, bude-li to mozné, tak urcit struktury reaktivatort s nej-
vétsi pravdépodobnosti na reaktivaci inhibovaného enzymu, které budou testo-
vany na aktivitu in vitro. K dosazeni hlavnich cili je stanoveno pét dil¢ich cili:
1. vybrat a pripravit modely potencialnich reaktivatort AChE, pripravit modely
proteint inhibovanych novic¢oky;

2. vypocitat chemické parametry adukttt novicokt na serin, vysledky vyuzit pri
molekulové dynamice;

3. pomoci molekulového dokovani vybrat vhodné pozy potencialnich reaktivatort;
4. vyuzit sofistikovanéjsi metodu — molekulovou dynamiku pro popis chovani re-
aktivatori v enzymech;

5. vyhodnotit vysledky.



1. Teoreticka cast

1.1 Nervové paralytické latky

1.1.1 Historie NPL

Nervové paralytické latky (NPL) jsou nejvice toxické latky syntetizované clo-
vékem (LDsg pro latku VX je 0,14 mg/kg) a jsou vyuzivany jako bojové chemické
zbrané. [2] Chemicky se jednd o organické slouceniny fosforu (organofosfaty a or-
ganofosfondty). NPL se déli do dvou velkych skupin. Prvni skupina latek se znaci
jako G-latky (odvozené od slova German) a byly objevené ve 30. letech 20. sto-
leti v Némecku. Do této skupiny patii tabun (GA), sarin (GB), soman (GD)
a cyklosarin (GF). Druha skupina latek se oznacuje jako V-latky (odvozené od
slova Venomous). Tyto latky vznikly po druhé svétové vélce a jednd se o latky:
VX (objevena ve Velké Britanii), RVX (rusky izomer) a CVX (¢insky izomer).
rénu. Struktury jsou zndzornéné na obr. [L.1] [4H6]

NPL byly zneuzity v irdcko-iranské valce (1980-1988), kdy ozbrojené sily Iraku
pouzily sarin pti naletech proti civilistiim. [7] Sarin byl také pouzit radikdlni nabo-
zenskou sektou Om Sinrikjé pii teroristickych ttocich v Japonsku. Dne 27. 6. 1994
ve mésté Matsumoto zemrtelo 8 lidi pti itoku sarinem, stovky dalsich byly zra-
nény pii kontaktu s plynem. O devét mésicu pozdéji (20. 3. 1995) sekta vypustila
tento plyn v tokijském metru. Pti utoku zemrtelo 13 lidi a u dalsich nékolika tisic
se projevily ruzné vazné problémy. [8HI0] V tnoru 2017 byl Kim Jong-Nam, ne-
vlastni bratr severokorejského viidce, zavrazdén na letisti v Kuala Lumpur, kdyz
mu dvé zeny vetTely neznamé chemikalie do obliceje. Pozdéji pitva identifikovala,
ze byl otraven NPL znamou pod oznacenim VX. [II] Nervové paralytické latky
byly také pouzity v obéanské vélce v Syrii (v letech 2013-2017). [12]
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Obrazek 1.1: Struktury NPL [6]



1.1.2 Organizace pro zakaz chemickych zbrani

Organizace pro zakaz chemickych zbrani (anglicky Organisation for the Prohi-
bition of Chemical Weapons, zkracovano OPCW) monitoruje dodrzovani Umluvy
o chemickych zbrani. K organizaci se pfipojilo 193 statt. Za Ceskou republiku
s organizaci spolupracuje Statni urad pro jadernou bezpecnost (SUJB), ktery
zodpovidé za nesiteni jadernych, chemickych a biologickych zbrani. [I3] [14]

Umluva o zdkazu pouziti chemickych zbrani (celym nazvem Umluva o zdkazu
vyvoje, vyroby, skladovani a pouziti chemickych zbrani a jejich niceni) vstoupila
v platnost 29. dubna 1997 a zavazuje smluvni strany mj. k zdkazu vyvijeni a vy-
rabéni chemickych zbrani, k zdkazu pouzivani chemickych zbrani a ke znic¢eni
chemickych zbrani, které vlastni nebo ma v drzeni. Smluvni strany ovSem mohou
pouzivat tyto zakazané chemické latky pro vyzkumné, lékarské, farmaceutické
nebo ochranné tucely. Konkrétni zakdzané chemické zbrané a jejich prekurzory
jsou uvedeny v seznamech v Priloze o chemickych latkach. [13] [15]

1.1.3 Novicoky

Latky prezdivané novicoky jsou nejnovéjsi skupinou NPL, které byly vyvinuté
v 70. a 80. letech 20. stoleti v Sovétském svazu v rameci tajného programu FOLI-
ANT. Vétsina informaci, které jsou o téchto novych sloucenindch znamy, pochazi
ze svédectvi a memoaru dr. V. S. Mirzajanova, ktery odhalil tajné experimenty
s chemickymi zbranémi v Rusku. Podle dr. Mirzajanova byly nasyntetizovany
stovky novicoku s rozdilnymi strukturami a ozna¢enim (v prubéhu let bylo publi-
kovano mnoho struktur, a proto se mizeme setkat s nékolika raznymi strukturami,
které jsou oznacené stejnym kédem). Na obr. [1.2] je zndzornéna organofosfatova
kostra novicokt a dvé rozdilné struktury novicoku A-234. [I6-18]

Novicoky jsou extrémné toxické. Uvadi se, Ze nékteré novicoky jsou jesté
V pripadé A-234 se uvadi, ze prekurzory jsou acetonitril a mélo ic¢inny organofos-
fat. Binarni latky maji nékolik vyhod. Jednotlivé prekurzory nemusi odporovat
Umluvé o zdkazu pouziti chemickych zbrani, a tedy jsou ,legdlni“. Jednotlivé
komponenty jsou méné toxické a velmi stabilni, tim se zvySuje bezpecnost skla-
dovani a prepravy. [1]

a)

Obrazek 1.2: a) Organofosfatova kostra novicoku. R = alkyl, alkoxy, alkylamino,
fluro; X = halogen (F, Cl, Br) nebo CN.

b) Struktura A-234 popsdna Mirzajanovem.

c¢) Struktura A-234 popsana Hoenigem a Ellisonem. [19, 20]



Otravy zpisobené novicoky

Dne 4. brezna roku 2018 rusky byvaly dvojity agent Sergej Skripal a jeho
dcera zkolabovali na lavi¢ce v parku v anglickém mésté Salisbury. Skripalovi byli
okamzité prevezeni do nemocnice, kde jim byla poskytnuta lé¢ba pro predpokla-
danou otravu nervoveé paralytickou latkou. Do nemocnice byl prijat také zasahujici
policista, u kterého se také objevily priznaky otravy. O mésic pozdéji védci z Or-
ganizace pro zdkaz chemickych zbrani (OPCW) potvrdili pfitomnost novi¢okt
v biologickych vzorcich Skripalovych (konkrétné A-234, struktura zndzornéna na
obr. b). S. Skripal byl propustén z nemocnice 18. kvétna (jeho dcera o mésic
diive). [I, 21]

Podobna otrava dvou britskych obc¢anti byla hlasena 30. ¢ervna 2018 ve mésté
Amesbury, které lezi 11 km severné od Salisbury. Charlie Rowley nasel lahvicku
s parfémem, o které se pozdéji zjistilo, ze obsahuje stejnou latku jak pri otravée
Skripalovych, v odpadkovém kosi v Salisbury. Nasledné lahvicku dal Dawn Stur-
gessoveé, kterd si ji nastiikala na zapésti. Sturgessova zemfela 8. cervence na na-
sledky otravy. [22, 23]

Poté, co britské urady oznacily otravu Skripalovych jako teroristicky utok za
pouziti novych NPL, OPCW v ¢ervnu 2020 pridala struktury zalozené na organo-
fosfatové kostfe novicokl na seznamy zakazanych chemickych zbrani. Noveé pii-
dané struktury na seznam 1 amluvy (cely seznam viz [24]) jsou popsany v tab.[1.1]
[25, 26]

Rusky opozic¢ni aktivista Alexej Navalnyj byl otraven novicoky 20. srpna 2020.
Béhem letu z Tomsku do Moskvy se u ného projevily priznaky otravy. Po nou-
zovém pristani v Omsku byl v tamni nemocnici uveden do komatu. O dva dny
pozdéji byl Navalnyj evakuovan do berlinské nemocnice. Po mésici hospitalizace
byl Navalnyj z nemocnice propustén. V tijnu 2020 OPCW vydala zpravu, kdy na
zakladé vysledkt analyzy odebranych biomedicinskych vzorkta potvrdila, ze v Na-
valného krvi, moci, vzorcich kiize a jeho lahvi byla pritomnost latek strukturné
podobnych novicokim o struktuie (14) a (15) v seznamu 1 amluvy. [27, 28]

(13) P-Alkyl (H nebo C10, véetné cykloalkyli)-N-(1-dialkyl (C10, véetné
cykloalkylii)amino))alkyliden (H nebo C10 vcetné cykloalkylt)
fluoridofosfonamidy a odpovidajici protonované soli
Registracni ¢islo CAS: (CR0004

(14) O-Alkyl (H nebo C10, véetné cykloalkylu)-N-(1-dialkyl (C10, véetné
cykloalkylii)amino))alkyliden (H nebo C10 véetné cykloalkyli)
fluoridofosfonamidy a odpovidajici protonované soli
Registracni ¢islo CAS: (CR0005

(15)  N-[bis(diethylamino)methylen]amido(P-methyl)fluoridofosfonat
Registracni ¢islo CAS: 2387496-14-0

(16) Karbamaty (kvarterni a biskvarterni slouc¢eniny) odvozené od
dimethylkarbamoyloxypyridinu
Registracni ¢islo CAS: (CR0006, CR0007

Tabulka 1.1: Nové latky pfidané na Umluvu o zdkazu pouZiti chemickych zbran:
(pozn. registracni ¢isla CAS jsou zarovenl odkazy na dané struktury) [14]
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1.2 Mechanismus uc¢inku

Vsechny NPL ptisobi na zédkladé ireverzibilni inhibice enzymu acetylcholineste-
razy (AChE).

1.2.1 Acetylcholinesteraza

AChE je enzym, ktery se primarné nachazi na postsynaptickych neuromusku-
larnich spojenich, zejména ve svalech a nervech. AChE hydrolyzuje neurotransmi-
ter acetylcholin (ACh) na kyselinu octovou a cholin. Primarni tilohou AChE je
ukon¢it neurondlni pfenos a signalizaci mezi synapsemi. [29]

Acetylcholin

Acetylcholin (struktura na obr. ucinkuje jako neurotransmiter v periferni
i centralni nervové soustavé. Acetylcholin, po vyplaveni do synaptické Stérbiny
nervosvalové ploténky, se vaze na nikotinové receptory, coz ma za nasledek svalo-
vou kontrakci. ACh pusobi jako mediator v parasympatickém nervovém systému
vazbou na muskarinové receptory. Dusledkem aktivace parasympatiku je zpoma-
leni srde¢ni ¢innosti, zmenseni zornicek, stimulace gastrointestinalniho traktu,
kontrakce trachey a bronchi, zvysena sekrece zlaz bronchi, silna sekrece slznych
a slinnych 714z a dalsi. [30]
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Obrazek 1.3: Struktura acetylcholinu

Hydrolyza ACh

Hydrolyza ACh (na obr. probiha v aktivnim misté AChE, které je tvo-
feno tzv. katalytickou triddou tii aminokyselin (AMK): serin-203, histidin-447
a glutamat-334 (znaceni pro lidskou AChE), model AChE s detailem na kataly-
tickou triddu na obr. [1.5. Hydroxylova skupina serinu nukleofilné napadne uhlik
karbonylové skupiny ACh za vytvoreni prechodného stavu acetyl-enzym (a uvol-
néni cholinu). Poté molekula vody za prispéni histidinu-447 nukleofilnim atakem
na acetyl-enzym uvolni kyselinu octovou a regeneruje volny enzym. [31]
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Obrazek 1.4: Mechanismus hydrolyzy acetylcholinu [6]



Obrazek 1.5: Model lidské AChE s detailem na katalytickou triadu; krystalicka
struktura 3LII ziskdna z RCSB-PDB [32]

1.2.2 Inhibice AChE

Prvotni krok inhibice AChE je podobny pocatecnimu kroku hydrolyzy ACh.
Hydroxylova skupina serinu nukleofilné napadne fosfor NPL za vytvoreni pre-
chodného stavu (a uvolnéni odstoupivsi skupiny, vétsinou halogenidovy ion, u ta-
bunu kyanidovy ion). Ve druhém kroku nemuze histidinovy zbytek aktivovat vodu
(z diivodu tvorby nevhodné konformace), a proto je spontanni hydrolyza extrémné
pomald v rozmezi hodin az dnii.

Kromé spontanni hydrolyzy se zde objevuje casové zavisla intramolekularni
reakce. Tento proces zahrnuje dealkylaci substituentu z atomu fosforu za vzniku
fosfonatovych adukt, ktery je dale stabilizovan interakci s protonovanym histi-
dinem. Tento proces se nazyva jako ,starnuti“ AChE. Takto ,zestarly“ enzym je
velmi odolny vi¢i hydrolyze i proti reaktivaci oximovymi reaktivatory. Rychlost
tohoto procesu zavisi na typu NPL, pro soman to trva 2-4 minuty, 5 hodin pro
sarin, 46 hodin pro tabun a 48 hodin pro VX. Inhibice AChE je znazornéna na
obr. na obr. [1.7] je zndzornéna ,zestarla“ inhibovand AChE tabunem a inter-
akce tabunu s histidinem. [6]

_WZNH

Obrazek 1.6: Mechanismus inhibice AChE nervové paralytickou latkou [6]



Obrazek 1.7: Model lidské ,zestarlé“ AChE inhibované tabunem; interakce
s histidinem znazornéna zlutou carkovanou c¢arou; krystalicka struktura 2X8B
ziskana z RCSB-PDB [33]

1.3 Intoxikace NPL

1.3.1 Toxicita

Bez ohledu na cestu vstupu je latka VX nejac¢innéjsi mezi NPL (jestlize nebu-
deme brat v tivahu novicoky, o kterych vime zatim mélo informaci) s hodnotou
LDsy = 0,14 mg/kg. [2] Latka VX je méné tékava a lépe pronikd kuzi oproti
G-latkam, proto je VX oznacovana jako kontaktni latka a obecné ma mensi ri-
ziko otravy inhalaci. G-latky jsou tékavéjsi, a proto je zde vétsi riziko otravy
inhalaci (ale i zde zustava riziko otravy kontaktem, nicméné rychlost absorpce
kuzi je mnohem mensi nez inhalaéni formou). Na zakladé studii na zviratech
maji G-latky inhala¢ni letalni davku okolo 1 mg u lidi. Celkova relativni letalita
NPL ve studiich na zvifatech je: VX > soman > sarin > tabun. [34] Toxicita
novicoku by méla byt jesté vyssi nez u latky VX. [1§]

1.3.2 Projevy intoxikace

Pri inhibici AChE nedochéazi ke stépeni ACh a to vede k jeho kumulaci v syna-
ptické stérbiné, tim dochazi k nadmérné aktivaci nikotinovych a muskarinovych
receptort. Podle aktivace receptorii se klinické ptriznaky otravy déli na tii typy:
Priznaky nikotinového typu: zaskuby, kiece az paralyza kosterniho svalstva.
Priznaky muskarinového typu: mioza, slzeni, porucha akomodace, broncho-
konstrikce, zvySend bronchialni sekrece, nauzea, zvraceni, prijem, zvysené poceni,
slinéni, bradykardie a pokles krevniho tlaku.

Priznaky centralniho typu: deprese respirac¢nich a kardiovaskularnich center,
zévraté, tuzkost, nespavost, emoc¢ni labilita a zmatenost. [35]

Tézka expozice NPL je v akutni fazi fatdlni. Dochazi ke ztraté kontroly téla
nad dychacimi svaly, dochazi ke zuzeni prudusek a k utlumu dychaciho centra.
Hypoxie mize vést k edému mozku. Pti intoxikaci smrt mtize nasledovat béhem
nékolika minut (v zavislosti na dévce) v disledku uduseni ¢i zéstavy srdce. [34]
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1.4 Terapie otravy

Prvni pomoc pti otravé NPL zahrnuje podani antidot, zamezeni dalsiho pro-
nikdni jedu do organismu (opusténi zamoteného prostoru, nasazeni prostredki in-
dividudlni ochrany, ...) a zabezpeceni zékladnich zivotnich funkei. Uspésnd prvni
pomoc muze zachranit zivot a zdsadné ovlivnit i dalsi prabéh otravy.

Zakladem terapie otravy NPL je antidotni terapie, kterou je nutno zahajit co
nejdiive. Terapie je zaloZena na podavani anticholinergik (symptomatické 1é¢ba)
spole¢né s tzv. reaktivatory AChE (kauzdlni 1écba). [3]

1.4.1 Symptomaticka terapie

K dtlumu projevi otravy se vyuzivaji anticholinergika. Jedna se o antago-
nisty ACh na jeho receptorech, tim jsou schopna zabranovat nadmérné stimulaci
cholinergnich receptorti a mirnit priznaky otravy. Nejcastéji pouzivanym anti-
cholinergikem je atropin, ktery ptisobi jako periferni muskarinovy antagonista.
Z divodu nizsi prostupnosti hematoencefalickou bariérou ovliviiuje méné cent-
ralni priznaky intoxikace. PTi tézkych otravach je mozné vyuzit anticholinergika
s centralnimi Uc¢inky (benaktyzin, biperiden). Zvlasté u intoxikaci NPL s preva-
hou centralniho t¢inku (soman, sarin) je kombinovani atropinu s anticholinergiky
s prevahou centralniho u¢inku uzitecné. [3]

Jelikoz nikotinové priznaky nejsou atropinem ovlivnény, tak k prevenci
a utlumu kieci se vyuzivaji antikonvulzivni léc¢iva ze skupiny benzodiazepint.
V praxi se nejvice pouziva diazepam.

Do symptomatické terapie patii i protiSokova terapie (analgetika, sedativa),
déle 1é¢ba nasledku akutni respiracni insuficience (oxygenoterapie a terapie re-
spira¢ni acidézy) ¢i antiedematozni terapie. [3, 35] Struktury lé¢iv pouzivanych
k symptomatické terapii jsou zndzornény na obr. [1.8|

N O
\C3

H3C/\N/\/O oH
(0]
H3C
atropin benaktyzin
"o
HO " O N\§
O e
O O
biperiden benzodiazepin

Obrazek 1.8: Struktury léc¢iv vyuzivanych pri symptomatické 1é¢bé intoxikaci
nervoveé paralytickymi latkami
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1.4.2 Kauzalni lé¢ba
Mechanismus reaktivace

Ke kauzalni 1écbé se pouzivaji reaktivatory AChE, které na sebe navazou NPL,
a tim uvolni (reaktivuji) aktivni misto enzymu, ktery muze opét hydrolyzovat
ACh. V soucasné dobé se pouzivaji reaktivatory, které maji ve své strukture
oximovou skupinu (resp. ve fyziologickém pH oximétovou skupinu).

Oximatovy anion pristupuje ke kovalentni vazbé P—O mezi NPL a hydroxy-
lem serinu-203 v aktivnim misté a tvori reverzibilni oxim-fosfyl-AChE-konjugat.
Nésledné dochazi k vytésnéni fosfylového zbytku z prechodného stavu za vzniku
fosfyloximu a reaktivace enzymu. [6] Mechanismus zndzornén na obr. [1.9, model

inhibované AChE v komplexu s HI-6 na obr. [I.11]

fyziologické pH )
RSO ——— ga @
oxim oximatovy anion
R3
’Jr fosfyloxim
9o N R® 1‘;)//0
g o s R-"o-R?

I 1 ¢ " F
—_—

inhibovana inhibovana reaktivovana
AChE AChE AChE

Obrazek 1.9: Mechanismus reaktivace inhibované AChE pomoci oximovych re-
aktivatoru [6]

Reaktivatory

Vsechny komercné dostupné reaktivatory jsou nabité oximy s jednim nebo
dvéma pyridinovymi kruhy spojenymi riznymi linkery (struktury na obr. .
Prvni G¢inny oximovy reaktivator, pralidoxim (2-PAM), byl popsan v USA v roce
1955 a jeho charakteristickym strukturalnim rysem je monopyridinovy kruh a oxi-
mova skupina v poloze 2. Je uc¢inny pri reaktivaci AChE inhibované sarinem ¢i
VX, ale jiz hire reaktivuje AChE inhibovanou somanem nebo tabunem. Prv-
nim bis-pyridinovym reaktivatorem uvedenym na trh byl methoxim, ktery pro-
kazal lepsi uc¢innost proti AChE inhibované tabunem, sarinem i VX ve srovnani
s 2-PAM a 4-PAM. Pti otravé somanem je vsak stale netc¢inny. Trimedoxim, obi-
doxim a HLO-7 jsou povazovany za nejuc¢innéjsi v pripadé intoxikace tabunem.
Naopak pfi intoxikaci VX jsou méné ucinné. Asoxim (HI-6) je jednim z neji-
¢innéjsich reaktivatorti pro 1é¢bu intoxikace somanem, je vSak neefektivni proti
tabunu. Zadny z téchto dostupnych reaktivatort vSak nepfedstavuje univerzalni
reaktivator pii otravach vSemi NPL. [6]

Terapeuticka hodnota oximovych reaktivatoru je stale nedostacujici a to ze tii
hlavnich davodi. Za prvé, neexistuje univerzalni sSirokospektralni reaktivator,
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ktery by dokazal reaktivovat AChE pii intoxikaci riznymi typy NPL. Za druhé,
vsechny dostupné reaktivatory jsou nabité, a proto je jejich prestup hematoence-
falickou bariérou velmi omezeny. Nejsou tedy schopny reaktivavovat inhibované
AChE v mozku. Za treti, mezi znamymi reaktivatory neexistuje zadny, ktery by
byl schopen reaktivovat ,zestarlou* AChE. VSechny tyto nevyhody jsou duvo-
dem vyzkumu a vyvijeni novych reaktivatori, které by byly schopny slouzit jako
univerzalni antidota ve vSech ptipadech intoxikaci NPL. [0]

OH
|
N
e~

A 2xX° 2x°

\ﬁ)/ Ny B HO . N OH HO\NA©® ®©/§N,OH
o

e v e T A

2-PAM 4-PAM Methoxim Trimedoxim
2x°
2 )@ / X /
X ©)
| @ 5 @N | N N
ZUN TN X N
(,J\)‘H/ HI6 Obidoxim HL6-7

Obrazek 1.10: Komer¢né dostupné reaktivatory AChE [6]

Obrazek 1.11: Model lidské AChE inhibované tabunem v komplexu s HI-6;
krystalickd struktura 6WUY ziskdna z RCSB-PDB [30]
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2. Experimentalni cast

Prvnim krokem pro in silico studii potencialnich reaktivatort bylo vytvoreni
modelu vybranych ligandi a proteint (v¢. parametrizace adukti serinu s novi-
¢oky). Nésledujicim krokem bylo dokovéani ligandi do proteinti. Nejlepsi ligandy
byly dale podrobeny sofistikovanéjsi metodé — molekulové dynamice.

2.1 Priprava modelt ligandt

Z odbornych ¢lankt bylo vybrano 60 potencidlnich reaktivatori (struktury na
obr. 2.1} 2.2/a2.3), mezi nimiZ jsou struktury komeréné dostupnych reaktivatori,
které jsou zavedené v armadach NATO (napf. obidoxim, pralidoxim, HI-6), ale
také nové experimentélni reaktivitory s pracovnim oznacenim Z01-7Z54. [6], 37, [38]
Jejich 2D struktury byly vytvoreny softwarem ChemSketch (v. 2021.2.0). [39]
Déle byly pripraveny 3D struktury, které byly optimalizované podle silového pole
GAFF softwarem Avogadro (v. 1.2.0). [40] Nésledné byly prevedeny do formétu
pdbgt (formét vhodny k dokovani) softwarem AutoDock Tools (v. 1.5.6). [41]

2.2 Priprava modelt proteint

Z literatury bylo vybrano 5 struktur novi¢okt s oznacenim A230, A232, A234,
A242 a A262 (struktury na obr.[2.4). Z databdze RCSB-Protein Data Bank (PDB)
byla zvolena krystalicka struktura lidské acetylcholinesterazy inhibované parao-
xonem (ID 5HF9) s rozlisenim 2,20 A (v dobé experimentalni ¢4sti studie nebyla
v databazi RCSB-PDB zadna struktura AChE inhibované novi¢okem, proto byla
vybrand struktura déle modifikovandna). [42] Modely cilovych proteini inhibova-
nych jednotlivymi novic¢oky byly vytvoreny modifikacemi pomoci softwaru UCSF
Chimera (v. 1.14). [43] V témze softwaru byly dané modely upraveny pro doko-
vani (nastrojem DockPrep) a prevedeny do pdbgt formétu softwarem AutoDock
Tools. [41] Néasledné byly provedeny energetické minimalizace modelt softwarem
Gromacs (v. 2020.4). [44]

Timto zptsobem bylo pripraveno pét modell acetylcholinesterazy inhibované
vybranymi novi¢oky. Vytvorené modely byly na zavér odeslany na server Verify
3D (https://saves.mbi.ucla.edu/)), ktery urcéuje kompatibilitu 3D struktury
modelu s jeho sekvenci aminokyselin (1D) a vysledky porovnava vuci dobrym
strukturam. Timto jsme dané modely validovali a urcili, ze jsou vhodné k mole-
kulovému dokovani a molekulové dynamice. [45), [46]
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Obrazek 2.1: Vybrané struktury potencidlnich reaktivatora AChE (1. ¢ést)
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Obrazek 2.2: Vybrané struktury potencidlnich reaktivitort AChE (2. ¢ast)
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Obrazek 2.3: Vybrané struktury potencidlnich reaktivitort AChE (3. ¢ast)

17

OH



2.3 Parametrizace

Ke spusténi molekulové dynamiky na modelech AChE inhibované novicoky
bylo nejdiive nutné popsat chemické parametry (vypocitat délky vazeb mezi jed-
notlivymi atomy, vazebné thly, dihedralni uhly a silové konstanty) adukti no-
vicokl na aminokyselinu serin. Dané struktury byly oznaceny SXO (pro adukt
Serin-A230), SX2 (Ser-A232), SX4 (Ser-A234), SN4 (Ser-A242) a SN6 (Ser-A262).
Jejich struktury, nazvy atomu a atomové typy jsou znazornény na obr.
alZTl

Vytvoreni 2D struktury, 3D struktury aduktii a jejich optimalizace byly pro-
vedeny obdobné jako pfi pripravé modell ligandt za prispéni softwarti Chem-
Sketch, Avogadro a AutoDock Tools. [39-41] Internetové stranky R.E.D. Server
Development [47], 48], které slouzi ke generovéni silovych poli s vyuzitim softwaro-
vého baliku Gaussianl6 (revision B.01) [49], byly vyuzity na vypocet parametru
modelt adukti serinu s novi¢oky ab initio metodou HF /6-31G*. Poté bylo manu-
alné upravené a doplnéné silové pole Amber14SB novymi parametry a dané pole
bylo vyuzito pti molekulové dynamice.

Vseobecné silové pole Amber druhé generace (GAFF2) ndm poskytlo parame-
try malych molekul (ligandi). [50] K parametrizaci ligandi byl vyuzit software
Antechamber (v. 19.0). [51]
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Obrazek 2.4: Struktury novicokt
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Obrazek 2.6: Nazvy atomu novicoku navazanych na zbytek AMK
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Obrazek 2.7: Typy atomi novi¢oku navdzanych na zbytek AMK (jejich popis
viz tabulka [2.1])

typ popis

C  sp2 uhlik karbonylové skupiny

CT sp3 alifaticky uhlik

CX alfa-uhlik v aminokyseliné

2C  beta-uhlik v aminokyseliné

CF sp2 alifaticky uhlik v konjugovaném systému

CZ sp2 alifaticky uhlik

H  vodik vazany na dusikovy atom

HC vodik vazany na alifaticky uhlik bez elektronegativnich atomi
H1 vodik vazany na uhlik s jednim elektronegativnim atomem
N  sp2 dusik v amidové skupiné

NF sp2 alifaticky dusik v konjugovaném systému

N4 nenabity dusik se tfemi pripojenymi atomy

O  kyslik amidové skupiny

OS  kyslik esterové nebo etherové skupiny

02 kyslik karbonylové nebo fosfatové skupiny

P fosfor ve fosfatové skupiné

PY fosfor se ¢tyfmi pripojenymi atomy v konjugovaném systému
Cl  chlor kovalentné vazany

F  fluor kovalentné vazany

Tabulka 2.1: Popis atomovych typi
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2.4 Molekulové dokovani

Pripravené modely ligand a proteint v pdbqt formatu byly vyuzity k pro-
vedeni dokovaci studie. Nejdiive byl v softwaru AutoDock Tools definovan tzv.
grid box (soufadnice mista v receptoru, kam chceme dané ligandy nadokovat).
[41] Samotné semiflexibilni dokovani (protein rigidni, ligandy flexibilni — volna
rotovatelnost vazeb) bylo provedeno softwarem AutoDock Vina (v. 1.1.2) s hod-
notou tplnosti hleddni (exhaustiveness) 8. [52] Kazdy ligand (60) byl nadokovan
do vSech modelu proteini (5), celkem tedy bylo provedeno 300 vypoctu, poté
byl vybran nejlepsi vysledek. K vizualizaci vysledkt byl vyuzit software PyMOL
(v. 2.3.2). [53]

2.5 Priprava komplexi

Nejvhodnéjsi pézy nejlepsich ligandii, vybrané pomoci molekulového doko-
vani, byly pouzity jako startovaci poézy pro spusténi simulaci molekulové dyna-
miky. K tomu bylo pottfeba pfipravit komplex receptoru (AChE inhibovana no-
vi¢okem) spolecné s ligandem. Ze 60 ligandu bylo vybrano 32 molekul pro MD,
tedy bylo pripraveno celkem 160 komplex.

Nejdrive softwarem PyMOL byla vizualni inspekei vybrana nejlepsi péza kaz-
dého ligandu [53], uloZzena ve formatu pdb a upravena (ptidany atomy vodiku)
softwarem Avogadro. [40] Déle probéhla parametrizace ligandi (popséano v od-
dile . Poté mohl byt pripraven topologicky soubor, ktery obsahuje paramet-
rické idaje daného ligandu.

K ptipravé topologie receptort a prevedeni jejich modela do formatu gro (for-
méat nutny pro MD) byl vyuzit software Gromacs. [44]

Jakmile jsme méli pripravené topologie ligandii a receptorti, tak jsme nade-
finovali topologii jednotlivych komplextu (dané soubory odkazovaly na topologii
ligandui a receptort) a vytvorili jsme dané komplexy (celkem 160) ve formétu gro.

2.6 Molekulova dynamika

K optimalizaci systému a samotné simulaci MD jsme vyuzili software Gro-
macs. [44] Komplexy byly vycentrovany a umistény do ,,boxu“ o objemu 966 nm?
obsahujici okolo 29 000 TIP3P molekul vody jako solventu. Poté jsme nabity sys-
tém neutralizovali zdménou nékterych molekul rozpoustédla za proti-ionty (Na™
a Cl7), abychom doséhli elektroneutralniho systému a nasledné jsme cely systém
minimalizovali. Teplota a tlak systému byly poté ekvilibrovany na referenc¢nich
310 K a 1 bar.

Po ptipravé systému jsme spustili 160 simulaci, kazdé o délce 50 ns. Vypocty
probihaly na grafickych procesorech NVIDIA Tesla V100 32GB. Vysledky byly
analyzované softwarem Visual Molecular Dynamics (VMD, v. 1.9.3). [54]
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3. Vysledky

3.1 Parametrizace

Pro studii bylo nutné definovat novy atomovy typ CZ (popis tab. 3.1).

typ Mr popis
CZ 12,01 alifaticky uhlik, sp2

Tabulka 3.1: Nové definovany atomovy typ

Nové vypoctené parametry vazeb, vazebnych thli a dihedralnich thla mezi
jednotlivymi atomy jsou zobrazeny v tabulkach a3.4

V tabulkéach [3.5] 3.7, B-8 a[3.9 jsou zobrazeny adukty serinu s novi¢oky —
jejich usporadani atomi (atoms), atomové typy (types), ¢astecné nédboje (char-
ges), vaznost (bonds) a nepravé dihedralni ihly (impropers).

i j func b0 [nm] kb [kJ-mol~!-nm~?]
OS CZ 1 0,13600 310703,8
CzZz CZ 1 0,13340 403170,2
CZ Cl 1 017310 1612514
CZ F 1 0,13390 308026,1
CZ H1 1 0.10870 329866.6

Tabulka 3.2: Nové definované parametry vazeb [bondtypes]
i, j — atomy; func — oznaceni funkce; b0 — optimalni délka; kb — silova konstanta

i k  func thO[?]  cth [kJ-mol~trad—?]

0OSs CZ CZ 1 121,870 742,242
CzZz CZ (] 1 123,110 605,006
Ccz CzZ F 1 122,870 755,630
cl CZ F 1 114,340 694,544
2C CT (C 1 110,410 598,312
OSs CZ H1 1 113,730 535,552
H1 CZ C(C%Z 1 122,670 417,563
2C CT H1 1 109,560 392,459
cr 2 CT 1 111,510 543,083
2 CT CT 1 111,510 543,083
N4 CF N4 1 119,710 908,765
P OS CZ 1 126,370 688,686
P OS 2C 1 119,540 697,054

Tabulka 3.3: Nové definované parametry vazeb [angletypes]
i, j, k — atomy; func — oznaceni funkce; thO — optimalni iihel; cth — silova konstanta
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i j k 1 func  ph  kd [kJ-mol™!] mult

OS P OS 2C 0,0 10,92024
oS P OS 20 0,0 0,00000
Os CZ CzZ ([l 180,0 27,82360
OS CZ CZ F 180,0 27,82360
P OS CZ CZ 180,0 4,39320
P OS5 2C CT 180,0 16,52680

Ne)
[\)

P 0S 20 CT 0,0 1,60247
CZ 0S P 02 180,0  3,34720
02 P 0S8 2C 0,0 3,34720
02 P 0S8 2C 0,0 2,30120
CZ 0S P OS 0,0 3,34720
0S 2C CT Cl 0,0 0,65084
P OS CZ HI 180,0  4,39320
P OS 2C HI 0,0 0,90793
0S 2C CT HI 0,0 1,04600
0S 2C CT HI 0,0 0,00000

H1 CzZ Cz Cl
Hl CZ CZ F

180,0 27,82360
180,0 27,82360

H1 2C CT HI 0,0 0,65084
H1 2C CT Cl 0,0 1,04600
H1 2C CT Cl 0,0 0,00000
P 0S 20 CX 180,0  16,52680
P 0S 20 CX 0,0 1,60247
Cl CT 20 CT 0,0 0,65084
0S 2C CT HC 0,0 1,04600
0S 2C CT HC 0,0 0,00000
H1 2C CT HC 0,0 0,65084
CT 2C CT HC 0,0 0,33472
H1 CT 2C CT 0,0 0,65084
0S 2C CT CT 0,0 0,65084
CT 2C CT CT 0,0 0,46024
CT 2C CT CT 180,0  1,21336
CT 2C CT CT 0,0 0,54392
2C CT CT HC 0,0 0,33472
H1 2C CT CT 0,0 0,65084
Hl CT CT HC 0,0 0,65084
CT PY NF CF 0,0 6,02496
CT PY NF CF 0,0 2,55224
N4 CF N4 CT 180,0  1,25520
N4 CT CT HC 0,0 0,41840

czZz Cl CZ F

OS CZ H1 CZ
OS Cz CZ H1
a r CZ CZ
N4 N4 CF NF

180,0 4,60240
180,0 4,60240
180,0 4,60240
180,0 4,60240
180,0 4,60240

L = S S N« e BN« N BiNe SiNe BN« e BiNe BiNe BiNe Ve BiNe B Ne BiNe BiNe BiNe BN« BiNe BN BiNe BiNe BiNe BiNe BiNe BiNe iNe BiNe e BiNe e BiNe BiNe BiNe BN BiNe BiNe BiNe BiNe}
NN WNWF WWWWEhNHF WWWWWHFWWHEFWFFWNNDWF WhN WND WNDNWFDNDDNDDNDW

Tabulka 3.4: Nové definované parametry vazeb [dihedraltypes]
i, j, k, I — atomy; func — ozn. fce; ph — faze; kd — sil. konst.; mult — nasobnost fce
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[SX0]; Ser-A230

ATOMS TYPES CHARGES

N

H
CA
HA
C

O
CB
HB1
HB2
oG

OP1
OP2
C1
HI11
H12
C2
H21
H22
CL1
OP3
C3
H31
C4
CL2
F

N
H
CcX
H1
C
O
2C
H1
H1
OS

02
(O}
CT
H1
H1
CT
H1
H1
Cl
OS
CZ
H1
CZ
Cl
F

—0.621888
0.295486
0.091010
0.153343
0.505495

—0.555338

—0.086937
0.143858
0.143858

—0.276236
0.823670

—0.563697

—0.359143
0.310692
0.017294
0.017294

—0.100994
0.121344
0.121344

—0.192977

—0.309091
0.055662
0.139835
0.103890

—0.047324

—0.087659

O 1O Ui Wi+

Ne}

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

BONDS
N H
N CA
CA HA
CA CB
CA C
CB HB1
CB HB2
CB OG
oG P
P OP1
P OP2
OP2 C1
Cl HI11
Cl HI2
c1  C2
C2 H21
C2 H22
C2 CL1
P OP3
OP3 C3
C3 H31
c3 4
C4 CL2
C4 F
C O
—C N

IMPROPERS

—-C CA N
CA +N C
OrP3 H31 C3
CL2 F C4

C4
C3

Tabulka 3.5: Struktura aduktu serinu a A230
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[SX2]; Ser-A232

ATOMS TYPES CHARGES

N

H
CA
HA
C

O
CB
HB1
HB2
oG

OP1
OP2
C1
HI11
C11
HC1
HC2
HC3
C2
H21
H22
CL1
OP3
C3
H31
C4
CL2
F

N
H
CcX
H1
C
O
2C
H1
H1
OS

02
(O}
CT
H1
CT
HC
HC
HC
CT
H1
H1
Cl
OS
CZ
H1
CZ
Cl
F

—0.313047
0.263077
0.091383
0.108091
0.358766

—0.520847

—0.144048
0.166079
0.166079

—0.304228
0.935816

—0.613050

—0.349164
0.160460
0.125128

—0.163343
0.074618
0.074618
0.074618

—0.306806
0.182247
0.182247

—0.147834

—0.329907
0.047774
0.168267
0.125645

—0.032192

—0.133512

O 1O Ui Wi+

Ne}

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

BONDS
N H
N CA
CA HA
CA CB
CA C
CB HB1
CB HB2
CB OG
oG P
P OP1
P OP2
OP2 C1
Cl HI11
Cc1 (11
Cl11 HC1
Cl11 HC2
C11 HC3
c1 2
C2 H21
C2 H22
C2 CL1
P OP3
OopP3 C3
C3 H31
Cc3 (4
C4 CL2
C4 F
C O
—C N

IMPROPERS

—-C CA N
CA +N C
OrP3 H31 C3
CL2 F C4

C4
C3

Tabulka 3.6: Struktura aduktu serinu a A232
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[SX4]; Ser-A234

ATOMS TYPES CHARGES

N

H
CA
HA
C

O
CB
HB1
HB2
oG
P
OP1
OP2
C1
HI11
C11
HC1
HC2
HC3
C2
H21
CL1
€22
HD1
HD2
HD3
OP3
C3
H31
C4
CL2
F

N
H
CcX
H1
C
O
2C
H1
H1
OS
P
02
OS
CT
H1
CT
HC
HC
HC
CT
H1
Cl
CT
HC
HC
HC
0OS
CZ
H1
CZ
Cl
F

—0.510081
0.309891
0.082009
0.067923
0.533206

—0.511090

—0.009201
0.108480
0.108480

—0.341509
0.966890

—0.614173

—0.345470
0.122122
0.082920

—0.175170
0.077484
0.077484
0.077484

—0.026673
0.142861

—0.198490

—0.111475
0.055828
0.055828
0.055828

—0.275050
0.000912
0.153117
0.123042

—0.053567

—0.109621

O 1 O Ui W N

Ne}

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

BONDS

N

CA
CA
CA
CB
CB
CB
OG

OP2
C1
C1
C11
C11
C11
C1
C2
C2
C2
22
€22
C22
P
OP3
C3
C3
C4
C4
C
—C

H

CA
HA
CB

HB1
HB2
oG
P
OP1
OP2
C1
H11
C11
HC1
HC2
HC3
C2
H21
CL1
C22
HD1
HD2
HD3
OP3
C3
H31
C4
CL2
F

O

N

IMPROPERS

—-C CA N
CA +N C
OP3 H31 C3

CL2 F

C4

H
O
C4
C3

Tabulka 3.7: Struktura aduktu serinu a A234
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[SN4]; Ser-A242

ATOMS TYPES CHARGES

N

H
CA
HA
C

O
CB
HB1
HB2
oG
P
OoP
CP
HP1
HP2
HP3
NP
CN
NC1
C1
H11
H12
C2
H21
H22
H23
C3
H31
H32
C4
H41
H42
H43
NC2
Ch
H51
H52
C6
H61
H62
H63
C7
H71
H72
C8
HS81
H82
H83

N
H
CX
H1
C
O
2C
H1
H1
(O8]
PY
02
cT
HC
HC
HC
NF
CF
N4
cT
H1
H1
cT
HC
HC
HC
cT
H1
H1
cT
HC
HC
HC
N4
cT
H1
H1
cT
HC
HC
HC
CT
H1
H1
cT
HC
HC
HC

—0.480733
0.263435
—0.013098
0.153075
0.493438
—0.532849
—0.172077
0.177760
0.177760
—0.377665
0.788218
—0.696416
—0.073882
0.018192
0.018192
0.018192
—0.469774
0.172827
—0.055018
—0.073227
0.072881
0.072881
—0.051155
0.024743
0.024743
0.024743
—0.073227
0.072881
0.072881
—0.051155
0.024743
0.024743
0.024743
—0.055018
—0.073227
0.072881
0.072881
—0.051155
0.024743
0.024743
0.024743
—0.073227
0.072881
0.072881
—0.051155
0.024743
0.024743
0.024743

CO O UL i W N+

NeJ

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

BONDS
N H
N CA
CA HA
CA CB
CA C
CB HBI1
CB  HB2
CcB  OG
oG P
P 0)
P CP
CP  HP1
CpP  HP2
Cp  HP3
P NP
NP CN
CN NC1
NC1 C1
C1 H11
C1 Hi12
C1 C2
C2 H21
C2 H22
C2 H23
NC1 C3
C3 H31
C3 H32
C3 C4
C4 H41
C4 H42
C4 H43
CN NC2
NC2 G5
Ch Hb51
Ch H52
Ch C6
C6 C61
C6 C62
C6 C63
NC2 C7
c7 H71
C7 H72
c7 C8
C8 HS81
C8 H82
C8 HS83
C 0]
—C N

—C
CA
NC1
P

IMPROPERS

CA
+N

N
C

NC2 CN

NP

CN

H

O
NP
NC1

Tabulka 3.8: Struktura aduktu serinu a A242
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[SN6]; Ser-A262

ATOMS TYPES CHARGES

N

H
CA
HA
C

O
CB
HB1
HB2
oG
P
OP1
OP2
CO
HO1
HO2
HO3
NP
CN
NC1
C1
Hi11
H12
C2
H21
H22
H23
C3
H31
H32
C4
H41
H42
H43
NC2
Ch
H51
H52
C6
H61
H62
H63
c7
H71
H72
C8
HS81
H82
H83

N
H
CX
H1
C
O
2C
H1
H1
0S
PY
02
(O]
cT
H1
H1
H1
NF
CF
N4
cT
H1
H1
CT
HC
HC
HC
cT
H1
H1
cT
HC
HC
HC
N4
cT
H1
H1
CcT
HC
HC
HC
cT
H1
H1
cT
HC
HC
HC

—0.422298
0.240928
—0.027936
0.162109
0.430998
—0.534170
0.169532
0.014185
0.014185
—0.229975
0.755287
—0.633472
—0.330481
—0.009154
0.084927
0.084927
0.084927
—0.519998
0.322346
—0.067340
—0.029622
0.061405
0.061405
—0.039652
0.013476
0.013476
0.013476
—0.029622
0.061405
0.061405
—0.039652
0.013476
0.013476
0.013476
—0.067340
—0.029622
0.061405
0.061405
—0.039652
0.013476
0.013476
0.013476
—0.029622
0.061405
0.061405
—0.039652
0.013476
0.013476
0.013476

OO U W N+

BONDS
N H
N CA
CA HA
CA CB
CA C
CB HBI1
CB HB2
CB OG
oG P
P OP1
P OP2
OoP2 CO
CO HO1
CO  HO2
CO HO2
P NP
NP CN
CN NC1
NC1 C1
C1 H11
C1 Hi12
C1 C2
C2 H21
C2 H22
C2 H23
NC1 C3
C3 H31
C3 H32
C3 C4
C4 H41
C4 H42
C4 H43
CN NC2
NC2 G5
C5 H51
Ch H52
Ch C6
C6 C61
C6 C62
C6 C63
NC2 C7
c7 H71
c7 H72
c7 C8
C8 H81
C8 H82
C8 HS83
C 0O
—C N

—C
CA
NC1
P

IMPROPERS

CA
+N

N
C

NC2 CN

NP

CN

H

0]
NP
NC1

Tabulka 3.9: Struktura aduktu serinu a A262
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3.2 Molekulové dokovani

V tabulce je zobrazeno 32 vybranych ligandt v¢. vzdélenosti oximové
skupiny ligandu k novicoku (resp. kysliku oximové skupiny k fosforu novicoku)

jejich nejlepsich péz. Dokované pézy jsou znizornéné na obr. [3.1] [3.2] 3.3
a

Ligandy A230 A232 A234 A242 A262

HI6 67 65 66 97 98
PRA 38 36 61 71 72
OBI 78 73 57 87 78
TRI 43 39 57 75 88
MET 37 37 75 88 79
K203 40 41 55 77 87
703 58 36 60 T4 88
705 58 63 61 7,0 7.3
707 69 44 58 7,0 7,1
712 82 83 73 102 83
714 56 73 58 71 73
715 93 94 59 72 84
716 77 36 74 80 86
718 34 58 72 102 85
719 37 37 66 95 94
7.20 55 67 66 71 7,1
721 35 37 73 95 80
7.22 36 44 75 73 72
723 36 59 61 7,0 72
7.24 85 37 54 86 7,1
7.25 3,5 35 123 75 107
727 77 59 57 82 85
730 64 61 125 74 10,7
731 37 38 71 69 71
7.32 87 81 70 87 73
737 63 60 100 73 94
738 85 50 79 72 82
739 3,5 43 70 T4 72
743 42 34 75 T4 79
746 89 75 95 71 72
752 40 39 55 75 82
753 40 39 54 77 79

Tabulka 3.10: Vysledky dokovani; hodnoty zobrazuji vzdalenost [A] kysliku
oximové skupiny ligandu k fosforu novicoku; nejkratsi vzdalenosti zvyraznéné

tuéné; struktury ligandd viz obr. 2.1} a
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Obrazek 3.1: AChE-A230-721; nejlepsi péza ligandu Z21; vzdalenost 3,5 A —
znézornéna fialovou ¢arkovanou ¢arou

Obréazek 3.2: AChE-A232-743; nejlepsi péza ligandu Z43; vzdalenost 3,4 A —
znézornéna fialovou ¢arkovanou ¢arou
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Obrazek 3.3: AChE-A234-724; nejlepsi péza ligandu Z24; vzdalenost 54 A —
znézornéna fialovou ¢arkovanou ¢arou

Obréazek 3.4: AChE-A242-731; nejlepsi péza ligandu Z31; vzdalenost 6,9 A —
znazornéna fialovou ¢arkovanou ¢arou
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Obrazek 3.5: AChE-A262-7Z07; nejlepsi péza ligandu Z07; vzdalenost 7,1 A —
znazornéna fialovou ¢arkovanou ¢arou

3.3 Molekulova dynamika

Vysledky molekulové dynamiky jsou zobrazeny na grafech (obr. , ,
a , které zobrazuji vzdalenost (kysliku oximové skupiny ligandu k fos-
foru novicoku) takové konformace, pii které se ligand v prubéhu simulace dostal
nejblize k novicoku. Na obr. [3.17] [3.13] a [3.15] je zobrazena zména kon-
formace vybranych ligandi v receptorech v pribéhu simulace.

Dalsim vystupem je predikce afinity ligandu v proteinu, kterd se rovna souctu
prumért coulombickych sil vSech konformaci v ¢ase a Lennard-Jonesova potenci-

alu vSech konformaci v ¢ase. Vysledné hodnoty jsou v tabulkdch [3.11] [3.12] a [3.13]
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AChE-A230-ligandy:

Z16 6,97
215 6,85
732 6,65
738 6,48
HI6 6,24
OEI 5,95
Z46 5,51
TRI 55
227 531
Z05 5,29
737 5,26
K203 5,26
212 525
730 4,49
720 4,2
125 4,03
723 3,91
719 3,73
731 3,67
739 3,55
221 3,53
Z14 3,52
753 3,49
252 347
724 3,42
Z07 3,38
PRA 3,38
743 3,3
722 3,3
MET 327
718 322
703 3,14

00 o005 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Obrazek 3.6: Vysledek MD; nejkratsi mozné vzdalenosti [A] mezi oximovou
skupinou ligandti a novicokem A230; struktury ligandu viz obr. a

ZELENA 5ns
MODRA 10ns
RUOZOVA 25ns

Obrazek 3.7: Snimky z MD simulace: AChE-A230-Z03; konformacni zmény
ligandu Z03, v priubéhu simulace (priblizné od 25 ns) se oximova skupina vzdaluje
od fosforu novicoku
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AChE-A232-ligandy:
715

712

8,24

732

7,14

OBI

6,5

737

6,21

730

6,05

722

5,83

HI6

5,73

746

5,73

723

5,53

714

5,45

727

5,34

753

5,12

705

4,64

720

4,63

752

442

K203

4,38

724

4,04

707

3,99

731

3,9

716

3,79

TRI

3,79

739

3,76

719

3,7

738

3,7

PRA

3,63

721

3,63

743

3,6

703

3,42

718

3,4

725

MET

00 05 1,0 15

2,0

2,5

3,0

337
33
3,28
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Obrazek 3.8: Vysledek MD; nejkratsi mozné vzdalenosti [A] mezi oximovou
skupinou ligandti a novicokem A232; struktury ligandu viz obr. a

ZELENA 5ns
MODRA 10ns
RUZOVA 25ns

Obrazek 3.9: Snimky z MD simulace: AChE-A232-MET; konformacni zmény
ligandu MET, v pribéhu simulace se oximova skupina nikterak vyznamné ne-

vzdaluje od fosforu novicoku
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AChE-A234-ligandy:

730
725
722 741
Z16 6,98
737 6,86
OBI 6,81
743 6,51
PRA 6,05
221 6,04
720 5,93
718 5,83
238 5,82
705 5,6
712 5,56
723 5,52
MET 5,46
732 5,32
TRI 5,07
K203 5,02
Z07 4,92
724 4,72
Z46 4,65
Z03 4,53
Z19 4,48
Z15 4,29
714 4,19
753 4,11
739 4,04
727 3,78
752 3,58
Z31 325
HI6 3,17

00 o005 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Obrazek 3.10: Visledek MD; nejkratsi mozné vzdalenosti [A] mezi oximovou
skupinou ligandti a novicokem A234; struktury ligandu viz obr. a

ZELENA  5ns
MODRA 10ns
RUOZOVA 25ns

Obrazek 3.11: Snimky z MD simulace: AChE-A234-HI6; konformacni zmény
ligandu HI6, v pribéhu simulace se oximova skupina nikterak vyznamné ne-
vzdaluje od fosforu novicoku
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AChE-A242-ligandy:

718 7,27
712 7,19
716 7,15
703 7,03
725 6,93
MET 6,92
721 6,76
720 6,48
743 6,43
HI6 6,42
732 6,38
719 6,37
OBI 6,35
723 6,33
705 6,31
PRA 6,28
K203 6,25
737 6,24
746 6,2
730 6,15
752 6,13
727 5,96
738 5,86
731 5,81
722 57
753 55
715 536
707 524
714 523
TRI 5,08
724 4,81
739 3,37
50 o005 10 1,5 20 25 30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75 80 85

Obrazek 3.12: Visledek MD; nejkratsi mozné vzdalenosti [A] mezi oximovou
skupinou ligandti a novicokem A242; struktury ligandu viz obr. a

ZELENA  5ns
MODRA 10ns
RUZOVA 25ns

Obrazek 3.13: Snimky z MD simulace: AChE-A242-739; konformacni zmény
ligandu Z39, v pribéhu simulace (priblizné od 25 ns) se oximova skupina pribli-
zuje k fosforu novicoku
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AChE-A262-ligandy:

725
738
716 8,44
727 7,88
732 7,14
730 7,05
TRI 6,79
MET 6,79
215 6,67
743 6,24
737 6,19
OBl 6,19
712 6,13
719 6,1
707 6,08
753 5,95
HI6 5,76
705 5,74
K203 5,72
718 5,67
746 5,65
721 5.6
723 5,54
703 5,49
731 5,48
739 5,39
752 533
722 5,25
PRA 4,87
714 4,24
724 3,57
720 3,22

00 o005 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Obrazek 3.14: Visledek MD; nejkratsi mozné vzdalenosti [A] mezi oximovou
skupinou ligandti a novicokem A262; struktury ligandu viz obr. a

ZELENA 5ns
MODRA 10ns
RUZOVA 25ns

Obrazek 3.15: Snimky z MD simulace: AChE-A262-720; konformac¢ni zmény
ligandu Z20, v pribéhu simulace (priblizné od 25 ns) se oximova skupina pribli-
zuje k fosforu novicoku
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Ligandy Afinita A230 A232 A234 A242 A262

HI6 o Coul-SR  —113,76 —114,07 —47,67 —73,22 —3534
o LJ-SR  —14443 —130,07 —12548 —148,07 —145.73
Total —258,19 —244,14 —173,15 —221,20 —181,07

PRA ¢ Coul-SR —4,24 —17,46 —6,19 —8,32 —6,88
¢ LJ-SR  —46,60 —52,96 —72,83 —60,79 —79,25
Total —50,84 —60,42 —-79,02 —69,11 —86,13

OBI o Coul-SR —44,76 —102,38 —38,62 —104,44 —91,79
¢ LJ-SR —109,22 —13555 —99,17 —117,46 —136,81
Total —153,98 —237,93 —137,79 —221,90 —228,60

TRI ¢ Coul-SR  —100,99 —134,90 —43,06 —50,06 —107,56
¢ LJ-SR  —126,62 —126,20 —116,19 —149,42 —139,25
Total —227,61 —261,10 —159,25 —199,48 —246,81

MET ¢ Coul-SR  —108,58 —104,82 —100,68 —111,33 —54,01
¢ LJ-SR  —105,79 —116,83 —124,15 —106,32 —137,69
Total —214,37 —221,656 —224,83 —217,66 —191,70

K203 ¢ Coul-SR —44,82 —104,07 —34,73 —52,68 —41,70
¢ LJ-SR  —144,73 —131,86 —100,04 —160,26 —145,76
Total —189,55 —235,93 —134,77 —21294 —187,46

703 ¢ Coul-SR  —1049 —2629 —2242 —2824 —1925
o LI-SSR —163,94 —208,60 —170,63 —241,73 —210,77
Total —174,43 —234,89 —193,05 —269,97 —230,02

705 ¢ CoulSR —49,21 —50,07 —50,04 —32,38 —3251
o LJ-SR —170,88 —157,26 —122,48 —153,11 —177,24
Total —220,09 —207,33 —172,52 —18549 —209.75

207 ¢ Coul-SR  —138,73 —136,21 —76,49 —49.36 —59,20
¢ LJ-SR  —126,96 —120,91 —120,24 —145,24 —154,07
Total —265,69 —257,12 —196,73 —194,60 —213,27

7212 ¢ Coul-SR  —86,44 —76,88 —28,57 —44,22  —45,65
¢ LJ-SR  —136,92 —123,40 —-139,32 —157,13 —159,15
Total —223,36 —200,28 —-167,89 —201,35 —204,80

7214 ¢ Coul-SR  —85,22 —40,86 —44,19 —33,29 —2533
¢ LJ-SR  —171,09 —142,77 —146,07 —155,24 —182,04
Total —256,31 —183,63 —190,26 —188,53 —207,37

715 ¢ Coul-SR  —28,62 —72,47 —40,87 —26,24 —69.41
¢ LJ-SR —12142 —106,93 —116,86 —152,65 —110,24
Total —150,04 —17940 —157,73 —178,89 —179,65

Tabulka 3.11: Vysledn4 afinita ligandt v receptorech (1. ¢ast)
Coul-SR — Coulombic short-range [kJ-mol~!]; LJ-SR — Lennard-Jones short-range
[kJ-mol~!]; Total [kJ-mol™'] — suma Coul-SR a LJ-SR; struktury ligandi viz

obr. , a
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Ligandy Afinita A230 A232 A234 A242 A262

716 o CoulSR  —59,06 —122,94 —11223 —12531 —7691
6 LJ-SR —12148 —153,86 —97,98 —83,85 —108,81
Total —180,54 —276,80 —210,21 —209,16 —185,72

718 ¢ Coul-SR  —138,17 —82,08 —1586 —11,83 —23,03
¢ LISSR —102,58 —11538 —96,88 —104,45 —82,24
Total —240,75 —197,46 —112,74 —116,28 —107,27

719 ¢ Coul-SR —4784 —-2796 —51,91 —38,07 —78,64
¢ LJ-SR  —196,39 —199,63 —157,73 —130,89 —191,46
Total —244,23 —227,59 —209,64 —168,96 —270,10

720 ¢ Coul-SR  —55,53 —56,40 —30,12 —9546 —29,71
¢ LJ-SR  —189,60 —190,03 —183,30 —197,99 —187.75
Total —24513 —246,93 —21342 —293,45 —217,46

721 ¢ Coul-SR  —90,68 —102,70 —86,85 —3891 —64,49
¢ LJ-SR  —201,12 —192,78 —116,50 —155,20 —177,10
Total —291,80 —29548 —203,35 —194,11 —241,59

7.22 ¢ CoulSR  —1849 —2350 —12,13 —20,59 —16,43
o LJ-SR —181,14 —217,21 —183,92 —194.82 —217.80
Total —199,63 —240,71 —196,05 —21541 —234,23

723 ¢ CoulSR  —13,25 —14,69 —13,76 —18,.80 —22,10
¢ LI.SR —182,75 —199,76 —159,75 —193,75 —195,29
Total —196,00 —214,45 —173,51 —212,55 —217,39

724 ¢ Coul-SR  —11,59 —10,20 —12,39 —35,36 —33,26
¢ LJ-SR —171,34 —171,33 —141,92 —152,33 —187,32
Total —182,93 —181,53 —154,31 —187,69 —220,58

725 ¢ Coul-SR  —138,17 —122,73 —90,42 —48,07 —88,01
¢ LJ-SR  —172,63 —179,21 —-140,10 —179,90 —157,09
Total —310,80 —301,94 —230,52 —227,97 —245,10

1227 ¢ Coul-SR  —40,54 —46,03 —26,67 —31,50 —44,90
¢ LJ-SR  —105,29 —132,14 —119,20 —119,63 —125,05
Total —145,83 —178,17 —145,87 —151,13 —169,95

230 ¢ Coul-SR  —4496 —3582 —91,55 —39,656 —52,23
¢ LJ-SR  —205,94 —-21744 —-171,80 —136,08 —162,60
Total —250,90 —253,26 —263,35 —175,73 —214,83

731 ¢ Coul-SR —28,95 —32,59 —3598 —4785 —36,49
¢ LJ-SR  —191,13 —18241 —209,88 —229.91 —195,39
Total —220,08 —215,00 —245,86 —277,76 —231,88

Tabulka 3.12: Vysledn4 afinita ligandt v receptorech (2. ¢ast)
Coul-SR — Coulombic short-range [kJ-mol~!]; LJ-SR — Lennard-Jones short-range
[kJ-mol~!]; Total [kJ-mol™'] — suma Coul-SR a LJ-SR; struktury ligandi viz

obr. , a
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Ligandy Afinita A230 A232 A234 A242 A262

7.32 ¢ Coul-SR  —35,76 —81,19 —86,75 —4588 —74,60
o LJ-SR —158,37 —166,87 —166,68 —206,79 —172,44
Total —194,13 —248,06 —25343 —252,67 —247,04

737 ¢ Coul-SR  —72,58 —51,26 —68,26 —61,03 —56,68
¢ LJ-SR  —183,53 —214,57 —117,03 —226,50 —133,45
Total —256,11 —265,83 —185,79 —287,53 —190,13

738 ¢ Coul-SR  —46,80 —57,43 —81,70 —71,50 —35,74
¢ LJ-SR —186,56 —209,49 —219,74 —190.45 —157,98
Total —233,36 —266,92 —301,44 —261,95 —193,72

739 o Coul-SR  —121,38 —126,47 —52,03 —68,73 —43,22
¢ LI-SR —164,14 —185,96 —127,73 —15040 —14321
Total —285,52 —312,43 —179,76 —219,13 —186,43

743 ¢ Coul-SR —98,83 —67,34 —50,34 —40,83 —32,44
¢ LJ-SR  —197,76 —200,97 —183,56 —183,01 —219,19
Total —269,59 —268,31 —233,90 —223,84 —251,63

746 ¢ Coul-SR  —1985 —39,59 —15,01 —24,36 —29,38
¢ LJ-SR  —228,46 —227,51 —202,51 —225,23 —243,25
Total —248,31 —267,10 —217,52 —24959 —272,63

752 ¢ Coul-SR  —36,12 —2664 —1811 —2525 —12,05
¢ LJ-SR —159,39 —158,29 —127,10 —164,02 —106,50
Total —195,51 —184,93 —14521 —18927 —118,55

253 ¢ Coul-SR —2596 —2854 —10,22 —18,19 —20,19
¢ LJ-SR  —138,90 —147,60 —134,98 —139,73 —145,64
Total —164,86 —176,14 —145,20 —157,92 —165,83

Tabulka 3.13: Vysledn4 afinita ligandt v receptorech (3. ¢ast)
Coul-SR — Coulombic short-range [kJ-mol~!]; LJ-SR — Lennard-Jones short-range
[kJ-mol~!]; Total [kJ-mol™'] — suma Coul-SR a LJ-SR; struktury ligandi viz

obr. , a
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4. Diskuze

4.1 Vybér a priprava reaktivatori a proteini

Tento oddil popisuje metodiku uvedenou v oddilech al2.3

P1i bézném navrhu novych latek pomoci vypocetnich metod se v prvnim kroku
vyuzivaji databaze, které obsahuji velké mnozstvi riznych struktur (prikladem je
databaze ZINC LeadLike obsahujici pres 6 milioni molekul) [55], kdy substrat
musi presné zapadnout do aktivniho mista enzymu (na zékladé teorie zdmku
a klice) a na jeho vazbé se podileji nevazebné interakce. V nasem piipadé je ne-
zbytné, nikoli jen prostorové usporadani (s vysokou afinitou) reaktivatoru v da-
ném misté enzymu, ale i dostatecna nukleofilita molekuly, diky niz reaktivator
vytvori vazbu s novicokem. Proto jsme nevybirali latky virtualnim screeningem
databazi, ale vybér byl zizen na latky, které prokazaly urcitou aktivitu vici en-
zymum (AChE) inhibovanych starsimi NPL.

Do této studie byly vybrany komercéné znamé reaktivatory, které jsou jiz zave-
dené v praxi, ale také nové reaktivatory velmi rozdilnych struktur, které jsou pred-
métem zajmu poslednich let. V praci jsou zahrnuty bis-kvartérni, mono-kvartérni,
ale i ne-kvartérni struktury. Vsechny struktury obsahuji oximovou skupinu s vy-
jimkou struktur Z35 a 736, které zde reprezentuji novou tfidu ne-oximovych re-
aktivatortl. [56] Struktury reaktivatortl jsou zobrazeny na obr. 2.1] 2.2 a

V dobé zahéjeni experimentalni ¢asti prace (fijen 2019) nebyly dostupné témér
zadné studie, které by udavaly strukturu novi¢oku pouzitou pri otrave S. Skripala
a jeho dcery (otrava A. Navalného probéhla témér az po roce zahdjeni studie).
Proto bylo urcéeno pét rtznych nejvice pravdépodobnych struktur, které mohly
byt vyuzity. Z vybranych molekul jsou tfi struktury halogenované (A230, A232
a A234) a dvé struktury dusikaté (A242 a A262), které jsou stericky naroc¢néjsi.
Struktury novic¢oku jsou zobrazeny na obr. 2.4

7 RCSB-PDB jsme vybrali krystalickou strukturu lidské acetylcholinesterazy
inhibovanou paraoxonem (jak jiz bylo zminéno, v dobé studie nebyla zadnéa do-
stupnd krystalickd struktura AChE inhibované novic¢okem) v komplexu s HI6.
Rozliseni struktury je 2,20 A, R-value = 0,201, R-free = 0,240 a Ramachandran
outliers = 0,1 %, tedy strukturu jsme ohodnotili jako kvalitni a vhodnou pro
nase pouziti. Po modifikacich (popsané v metodice v oddile jsme meli pri-
pravené modely proteinti inhibovanych vybranymi strukturami novicoki, a tim
jsme splnili prvni z dil¢ich cila.
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4.2 Parametrizace

Tento oddil popisuje metodiku uvedenou v oddile a vysledky uwvedené v od-
dile [3.1l

Software pro molekulovou dynamiku Gromacs vyuziva pro své vypocty rizna
silova pole. [44] My jsme se rozhodli pro vyuziti silového pole ze sady AMBER
(konkrétné Amber14SB), které je vhodné pro popis chovani aminokyselin a pro-
teint. Je vsak jasné, ze zadné silové pole nemuze obsahovat informace o parame-
trech vsech latek. Proto jsme dané silové pole upravili pro nase potieby.

Toto silové pole jsme doplnili o parametrizované hodnoty adukti novicokii na
serin. Tyto hodnoty byly vypocitané ab initio kvantové chemickou Hartreeho—
Fockovo metodou (HF/6-31G*), kdy ziskané vysledky jsou vhodné k vyuziti pro
molekulovou dynamiku Gromacs.

Kazdému atomu aduktu byl prifazen ndzev a byl uréen atomovy typ (viz
obr. a obr. . Také bylo potieba definovat novy atomovy typ, ktery v si-
lovém poli Amber14SB chybél (novy typ v tabulce 3.1). (Pozn.: V tabulce
jsou uvedené nékteré atomové typy (konkrétné CF, NF, N4 a PY), které se ne-
nachazi v Amber14SB, pfesto nejsou v této praci uvedené vypoctené parametry.
Je to z toho divodu, zZe tyto hodnoty byly do silového pole doplnény v dizertacni
préaci [58] dr. Kucery a dané tudaje nelze z divodu ochrany dusevniho vlastnictvi
zverejnit. )

Pro popis biomolekul je vhodné silové pole Amber14SB, naopak GAFF2 (Vse-
obecné silové pole Amber druhé generace) popisuje chovani malych molekul a je
s Amber14SB kompatibilni. Proto GAFF2 byl vyuzit k parametrizaci ligandi.

V tomto momenté jsme méli definované parametry proteinti i ligandii a mohli
jsme je vyuzit k popisu chovani reaktivatori v inhibovanych enzymech pomoci
molekulové dynamiky.

4.3 Molekulové dokovani

Tento oddil popisuje metodiku uvedenou v oddile a vysledky uvedené v od-
dile [3.2.

Molekulové dokovani je asi nejcastéjsi metodou vyuzivanou pri molekulovém
modelovani 1é¢iv, pomoci které ziskame 2 vystupy. Prvnim vystupem dokovani
jsou predikované pozy ligandu v receptoru a druhym vystupem je skoérovaci funkce
(predikce vazebné energie). Ve vétsiné pripadu studii je to prijatelnd metoda pro
konstatovani zavért. V nasem pripadé, kdy potrebujeme vypozorovat, do jaké
vzdalenosti se dokaze oximova skupina ligandu ptiblizit k novicoku, se jedné o ne-
dostacujici metodu pro to, abychom mohli potvrdit ¢i vyvratit hypotézu a dosahli
cile této prace. Proto jsme molekulové dokovani vyuzili pouze jako hrubé sito pro
vybér ligandti, pri kterém jsme vyradili ligandy s nejmensi pravdépodobnosti na
uspéch, a jako ndstroj pro vybér pdz na pripravu komplexti pro molekulovou
dynamiku.

Jednalo se o semiflexibilni dokovani (volna rotovatelnost vazeb ligandu). Na
jeden vystup dokovani jsme ziskali 9 predikovanych péz ligandu. Manualni in-
spekei vSech 300 vystupu (celkem 2700 pdz) jsme vybrali 32 nejlepsich ligandu

42



(v jejich nejlepsich p6zach), které byly vyuzity jako startovaci pézy simulaci mo-
lekulové dynamiky. Nejlepsi pézy byly vybrany dle vhodného natoceni oximové
skupiny ligandu smérem k fosforu novicoku a dle jejich nejkratsich vzdalenosti
(znézornéni hodnoceni vysledki na obr. 3.1, 3.2} 3.3 a[3.5)).

Skére bylo v tento moment irelevantni (presnéjsi predikei afinity ziskdme vy-
stupem molekulové dynamiky), a tedy jsme ho pfi vybéru ligandi nebrali v potaz.

Jelikoz molekulové dokovani bylo vyuzito jako néstroj pro nasledujici ¢ast
experimentu, neméa velky smysl nikterak vyhodnocovat vysledky ziskané touto
metodou. I presto ziskané hodnoty v tabulce|3.10|naznacuji nékteré mozné zavéry.
Napriklad to, Ze k novicokiim A242 a A262 bude narocnéjsi se priblizit (coz muze

Metodou molekulového dokovani jsme zizili nas vybér ligandii témér na po-
lovinu a zvolili jsme vhodné startovaci pozy pro MD.

4.4 Molekulova dynamika

Tento oddil popisuje metodiku uvedenou v oddile a vysledky uvedené v od-
dile[3.3.

Vystupem molekulové dynamiky je simulace pohybu molekul v ¢ase. Proteiny
byly umistény do vodného prostiedi s nastavenou teplotou a tlakem tak, abychom
napodobili fyziologické prostiedi, a tim dosahli vysledkii blizkych realité. Jednot-
livé simulace byly nastavené na 50 ns a lze je rozdélit na 5000 kroki, pii kterych
byl proveden zapis energie dané konformace v case (1 krok = 1 konformaé¢ni zména
kazdych 10 ps). Samoziejmé ¢im delsi simulace, tim presnéjsi vysledky, ale také
vyssi vypoctova narocnost. Jelikoz jsme chtéli otestovat vétsi mnozstvi latek, tak
jsme museli zkratit dobu simulace, abychom zachovali efektivitu. Simulace jsme
analyzovali softwarem VMD [54] a pozorovali jsme konformace, pii kterych se
ligandy nachazi nejblize k novicoktim.

Dalsim vystupem MD je predikce afinity ligandu v proteinu. Tato afinita je
urc¢ena na zakladé nevazebnych sil plisobicich mezi atomy. Prvni ziskanou hod-
notu je Lennard-Jonestv potencial, ktery udava zavislost celkové energie interakce
dvou neutralnich atomt na vzdalenosti jejich stiedi. V tabulkich [3.11][3.12)a[3.13]
je uveden prumeér LJ-potencidlti vSech 5000 konformaci pro kazdy ligand. Dalsi
ziskanou hodnotou uvedenou v tabulkach je primér Coulombovych sil vSech kon-
formaci pro kazdy ligand, které zastupuji elektrostatické sily mezi atomy. Souc¢tem

svv s

nota, tim vyssi je afinita ligandu k danému mistu. Blizsi popis nevazebnych sil
viz online skripta [57].

Jak jiz bylo zminéno vyse, tcelem bylo najit konformaci s optimalni vzdéle-
nosti ligandu k novicoku. Konformace, kdy vzdalenost kysliku oximové skupiny
a fosforu novicoku se blizi jejich van der Waalsovu (vdW) poloméru, poskytuji
lepsi podminky pro nukleofilni atak na inhibovany serin. [59] Van der Waalsuv
polomér pro kyslik a fosfor je 3,3 A. [60]

Ale i dostatecné priblizeni ligandu k novi¢oku neznamend, ze reaktivator bude
schopen provést nukleofilni atak na fosforylovany serin. Bohuzel ani molekulova
dynamika neumi predikovat prubéh chemickych reakei (k tomu lze vyuzit kvanto-
vou mechaniku, ktera pomoci Schrédingerovy rovnice popisuje chovani ¢astic na
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subatomarni drovni, narozdil od MD, ktera popisuje chovani ¢astic na atomové
trovni). Podle vypoctenych casteénych naboju fosfora v aduktech novicoki na
serin muzeme alespon odhadnout, ktery z novi¢okt navazanych na serin bude nej-
lépe a nejhtife podléhat nukleofilnim substitucim. Casteéné naboje fosfort jsou
shrnuty v tabulce 4.1} Podle hodnot muzeme predikovat, ze k reaktivaci AChE
inhibované dusikatymi novicoky (adukt SN4 a SN6) bude nutné vyuzit silnéjsi
nukleofily z diivodu nizsi elektropozitivity fosforu oproti halogenovanym novico-
kim (adukty SX0, SX2 a SX4).

Adukt novicoku Atom Typ Céstecny naboj

SX0 (A230) P P 0823670
SX2 (A232) P P 0935816
SX4 (A234) P P 0,966890
SN4 (A242) P PY 0,788218
SNG (A262) P PY  0,755287

Tabulka 4.1: Néboje fosfort v aduktech
Nésledujici odstavce popisuji vysledky MD zvlast pro kazdy novicok.

AChE-A230-ligandy Pti porovnani vysledk dokovani a MD lze pozorovat
nepresnost vysledki molekulového dokovani z divodu jeho rigidity. Napriklad
u ligandu 725 se nejkratsi méfend vzdélenost zvysila z 3,5 A na 4,0 A. Naopak
746 se piiblizil z ptvodnich 8,9 A na 5,5 A.

Ve vysledcich (obr. miizeme vidét, ze tii reaktivatory (Z03, 3,14 A; 718,
3,22 A; MET, 3,27 A) dokonce piekonaly vdW polomér, dva ligandy Z22 a 743
doséhly vdW poloméru a pét molekul (PRA, 3,38 A; 707, 3,38 A; 724, 3,42 A;
752, 3,47 A; 753, 3,49 A) se priblizilo k hodnoté vdW poloméru.

Nejvyssi afinitu (nejnizsi vazebnou energii) k danému mistu maji reaktivatory
725 (—310,80 kJ-mol™') a Z21 (—291,80 kJ-mol~!). Na obr. je znazornén
detail interakce Z25 s AChE. Mizeme pozorovat vodikové vazby mezi ligandem
a TYR-133, TYR-337, TYR-341 a HIS-447, a také m-m interakci mezi pyridinovym
kruhem ligandu a benzenem TYR-341.

S prihlednutim ke vzdalenostem, afinitam, ale i ¢astecnym nabojim kysliku
oximové skupiny jsme doporuéili 6 struktur s nejvyssi pravdépodobnosti na re-
aktivaci inhibovaného enzymu novicokem A230 k otestovani aktivity v in wvitro
podminkach. Struktury jsou zobrazeny na obr. [£.2] Jejich nejblizsi vzdalenost,
afinity a ¢dstecné naboje (podle kterych mizeme odhadovat nukleofilni silu) jsou
shrnuty v tabulce
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Obrazek 4.1: Ligand Z25 — jeho 2D struktura a 3D znazornéni interakce s AChE
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Obrazek 4.2: Vybrané struktury k dalsimu testovani — A230
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Ligand Vzdélenost Afinita Césteény naboj

703 3,14 —174,43 —0.433797
718 3,22 —240,75 —0.453828
MET 3,27 —214,37 —0.397186
122 3,30 —199,63 —0.502154
743 3,30 —269,59 —0.510444
707 3,38 —257,12 —0.460390

Tabulka 4.2: Vybrané struktury k dalsfmu testovani; vzdalenost uvedena v [A],
afinita uvedena v [kJ-mol~!], ¢dstecny ndboj O v -C=N-OH
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AChE-A232-ligandy  Prii porovnani vystupia MD u A230 a A232 muzeme
pozorovat velmi podobné vysledky, jelikoz A232 se 1isi pouze jednou methylovou
skupinou. Pti pohledu na tabulku 4.1 mtizeme postiehnout vétsi naboj fosforu no-
vicoku A232 oproti A230 (0,9358 x0,8237), a lze tedy vydedukovat, ze nukleofilni
atak na A232 bude probihat snaze.

Ve vysledcich (obr. [3.8) muzeme vidét, ze dva ligandy MET a Z25 dosédhly
nebo prekonaly vdW polomér. Dalsi tri reaktivatory (Z18, 3,37 A; 703, 3.4 A;
743, 3,42 A) se pfiblizily k hodnoté vdW poloméru.

Nejvyssi afinitu (nejnizsi vazebnou energii) k danému mistu maji reaktivatory
739 (—312,43 kJ-mol™') a 725 (—301,94 kJ-mol~'). Na obr. je zndzornén
detail interakce Z39 s AChE. Muzeme pozorovat vodikové vazby mezi ligandem
a TYR-124, TYR-133 a HIS-447, a také m-7 interakci mezi s TRP-86 a TYR-341.

S prihlednutim ke vzdalenostem, afinitdAm a ¢aste¢nym nabojim kysliku oxi-
mové skupiny jsme doporucili 5 struktur k otestovani aktivity v in vitro podmin-
kach. Struktury jsou zobrazeny na obr. [£.4] Jejich nejblizsi vzdélenost, afinity
a Castecné naboje jsou shrnuty v tabulce [£.3]
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Obrazek 4.3: Ligand Z39 — jeho 2D struktura a 3D znazornéni interakce s AChE
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Obrazek 4.4: Vybrané struktury k dalsimu testovani — A232
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Ligand Vzdéalenost Afinita Céastetny naboj

MET 3,28 —221,65 —0.397186
725 3,30 —301,94 —0.508133
7218 3,37 —197,46 —0.453828
7203 3,40 —234,89 —0.433797
743 3,42 —268,31 —0.510444

Tabulka 4.3: Vybrané struktury k dal§fmu testovan{; vzdalenost uvedena v [A],
afinita uvedena v [kJ-mol™!], ¢dstecny naboj O v -C=N-OH

AChE-A234-ligandy Na prvni pohled prekvapivé vysledky jsou u novicoku
A234, ktery se lisi od A232 pouze dalsi methylovou skupinou, i piesto jsou vystupy
MD oproti predchozim dvéma novicoktim rozdilné. Ligandy, které vykazovaly
uspokojivé vysledky u predeslych vystupt, se nyni diametralné lisily (napi. MET
nejblizsi vzdalenost 5,46 A, Z18 vzdal. 5,83 A).

Vysvétlenim je, ze dalsi methylova skupina jiz vyrazné zmeénila konformaci
celého novicoku, a tim vice prostorové blokuje pristup reaktivatorim. Prostorova
odlisnost A234 od A230 a A232 je zndzornéna na obr. .5 V levé horni ¢asti
vidime mozné priblizeni methoximu k A230, popr. k A232. V pravé horni ¢asti
je zobrazena horsi dostupnost methoximu k A234. V dolni ¢asti jsou znazornény
vsSechny tTi novicoky v prostoru.

a) b)

c)

Obrazek 4.5: AChE inhibovand novicoky A230, A232 a A234; a) AChE inh.
A230 a A232 v komplexu s MET; b) AChE inh. A234 v komplexu s MET; c)
prostorova konformace A230, A232 a A234
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Ve vysledcich (obr. muzeme videét, ze dva reaktivatory HI6 a Z31 preko-
naly vdW polomér a ligand Z52 (3,58 A) se pfiblizil k hodnoté vdW poloméru.

Nejvyssi afinitu (nejnizsi vazebnou energii) k danému mistu maji reaktivatory
738 (—301,44 kJ-mol™!) a Z30 (—263,35 kJ-mol~!). Na obr. je zndzornén
detail interakce Z38 s AChE. Muzeme pozorovat vodikové vazby mezi ligandem
a ASP-74, TYR-124, SER-125 a TYR-337, a také 7-7 interakce mezi benzenovymi
jadry ligandu a TYR-72, TRP-286 a TYR-341.

S prihlednutim ke vzdalenostem, afinitdAm a ¢aste¢nym nabojim kysliku oxi-
mové skupiny jsme doporucili 4 struktury k otestovani aktivity v in vitro pod-
minkach. Struktury jsou zobrazeny na obr. [£.7] Jejich nejblizsi vzdalenost, afinity
a Castecné naboje jsou shrnuty v tabulce [£.4]
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Obrazek 4.6: Ligand Z38 — jeho 2D struktura a 3D znazornéni interakce s AChE
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Obrazek 4.7: Vybrané struktury k dalsimu testovani — A234
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Ligand Vzdéalenost Afinita Céastetny naboj

HI6 3,17 —173,15 —0.382711
731 3,25 —245,86 —0.501475
752 3,58 —145,21 —0.319699
727 3,78 —145,87 —0.452993

Tabulka 4.4: Vybrané struktury k dalsfmu testovani; vzdalenost uvedena v [A],
afinita uvedena v [kJ-mol~!], ¢dstecny ndboj O v -C=N-OH

AChE-A242-ligandy Jak uz naznacily vysledky molekulového dokovani, pii-
stup k fosforu u latek A242 a A262 je omezenéjsi z diivodu sterického branéni.
Zaroven mé fosfor nizsi hodnotu ¢dstecného néboje (jak ukazuje tabulka ,
a tudiz bude zapotiebi vétsi nukleofilni sila ligandu k uskutecnéni chemické re-
akce.

Ve vysledcich (obr. muzeme vidét, ze pouze jen jeden reaktivatory 739
(3,37 A) se viznamnéji piiblizil k hodnoté vdW poloméru.

Nejvyssi afinitu (nejnizsi vazebnou energii) k danému mistu maji reaktivatory
737 (—287,53 kJ-mol™') a Z31 (—277,76 kJ-mol~!). Na obr. 4.8 je znizornén
detail interakce Z37 s AChE. Mtzeme pozorovat vodikovou vazbu mezi ligandem
a SER-125, a také m-m interakce mezi benzenovym jadrem ligandu a TYR-72
a TRP-286.

S prihlednutim ke vzdalenostem, afinitdm a caste¢nym nabojum kysliku oxi-
mové skupiny jsme doporucili 2 struktury k otestovani aktivity v in vitro pod-
minkach. Struktury jsou zobrazeny na obr. [4.9] Jejich nejblizs{ vzdalenost, afinity
a ¢dstecné naboje jsou shrnuty v tabulce [4.5]

Obrazek 4.8: Ligand Z37 — jeho 2D struktura a 3D znazornéni interakce s AChE
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Obrazek 4.9: Vybrané struktury k dalsimu testovani — A242
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Ligand Vzdéalenost Afinita Céastetny naboj

739 3,37 —219,13  —0.488806
724 4,81 —187,69  —0.498414

Tabulka 4.5: Vybrané struktury k dalsimu testovani; vzdalenost uvedena v [A],
afinita uvedena v [kJ-mol™!], ¢aste¢ny naboj O v -C=N-OH

AChE-A262-ligandy Ve vysledcich (obr. muzeme vidét, ze pouze jeden
reaktivator Z20 (3,22 A) prekonal vdW polomér a ligand 724 (3,57 A) se piiblizil
k hodnoté vdW poloméru.

Nejvyssi afinitu (nejnizsi vazebnou energii) k danému mistu maji reaktiva-
tory Z46 (—272,63 kJ-mol~') a Z19 (—270,10 kJ-mol~'). Na obr. je znazor-
nén detail interakce Z19 s AChE. Muzeme pozorovat vodikové vazby mezi ligan-
dem a TRP-286, SER-293, PHE-295, ARG-296 a TYR-341, a také -7 interakce
s TYR-72 a TRP-286.

S prihlednutim ke vzdalenostem, afinitdm a ¢aste¢nym nabojim kysliku oxi-
mové skupiny jsme doporucili 2 struktury k otestovani aktivity v ¢n vitro podmin-
kach. Struktury jsou zobrazeny na obr. [L.11] Jejich nejblizsi vzdalenost, afinity
a Castecné naboje jsou shrnuty v tabulce [£.6]
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Obrazek 4.10: Ligand Z19 — jeho 2D struktura a 3D znazornéni interakce
s AChE
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Obrazek 4.11: Vybrané struktury k dalsimu testovani — A262
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Ligand Vzdéalenost Afinita Céastetny naboj

720 3,22 —217,46 —0.505778
724 3,57 —220,58 —0.498414

Tabulka 4.6: Vybrané struktury k dalsimu testovani; vzdalenost uvedena v [A],
afinita uvedena v [kJ-mol™!], ¢aste¢ny naboj O v -C=N-OH

Pokud bychom meéli shrnout vybér reaktivatori doporucenych k in vitro tes-
tam aktivity, tak na 5 riznych struktur novicoki bylo vybrdno celkem 14 riz-
nych ligandt, z nichz pouze pét ligandt je vybrano k otestovani zaroven u dvou
novicoku (methoxim, Z03, Z18 a Z43 doporuceny k otestovani u A230 a A232,
724 doporucen k otestovani u A242 a A262). Z komercné dostupnych reaktivatori
se ve vyc¢tu vybranych ligandi vyskytuje pouze methoxim a HI6 (A234).

ol



Z.aver

Novicoky jsou na poli vojenské toxikologie zatim velkou neznamou a proti in-
toxikaci témito latkami neexistuje zadné kauzalni lécba. Cilem této préace bylo za
pomoci vypocetnich metod zjistit moznosti reaktivace AChE inhibované latkami
ze skupiny novicokl a zaroven potvrdit nebo vyvratit hypotézu, ktera uvadi, ze
neni mozné reaktivovat AChE inhibovanou novicoky ze sterickych duvodi (jelikoz
novicoky jsou prostorové narocné latky).

Soucasti prace bylo vyvinuti metody pro popis chemickych parametri aduktii
péti vybranych novicoki na serin. Pomoci parametrizace jsme mohli popsat
strukturné-chemické rozdily mezi jednotlivymi novicoky a odhadnout obtiznost
jejich reaktivace. Déle jsme pripravili modely proteini. Z odbornych ¢lankt jsme
vybrali potencidlni reaktivatory, jejichz vybér byl pomoci molekulového doko-
vani zizen na polovinu. Dany vybér ligandi byl testovan presnéjsi, ale vypocetné
a popsali chovani ligandt v receptorech. Cile prace byly splnény.

Pomoci MD jsme znézornili dostatecné priblizeni ligandi k fosfortim novicok,
které je podminkou pro reaktivaci enzymu. Ze ziskanych dat mtzeme konstato-
vat vyvraceni ptivodni hypotézy o nemoznosti reaktivace inhibovaného enzymu,
a tedy jsme na racionalnim podkladé urcili, ze existuje teoretickd moznost reakti-
vace AChE inhibované novic¢oky, byt u A242 a A262 je skala moznych reaktivatort
uzsi.

Zvlast pro kazdy novicok jsme doporucili reaktivatory, které maji nejvétsi
pravdépodobnost na reaktivaci inhibovaného enzymu. Aktivita téchto doporuce-
nych reaktivatori bude dale testovana in wvitro. Jelikoz ani na ostatni starsi NPL
neexistuje univerzalni reaktivator, tak ani skupina novicokt z duvodu strukturni
rozdilnosti neni vyjimkou. Jak jsme ukazali, tak rozdil jedné methylové skupiny
mezi A232 a A234 prinasi rozdilné vysledky. Jesté vétsi rozdil je mezi chlorova-
nymi a dusikatymi novicoky.

Zaroven jsme touto praci ukazali dulezitost a efektivitu vypocetnich metod
pri navrhu novych léc¢iv. Z velkého mnozstvi potencidlnich latek jsme racionalnim
zpusobem vybrali ligandy s vétsi pravdépodobnosti tspéchu. Tim jsme usettili
¢as, snizili finan¢ni ndroc¢nost a v nasem pripadé i zvysili bezpecnost, jelikoz jsme
minimalizovali ¢as, pri kterém by se manipulovalo s novicoky v laboratofi pri
testovani aktivity latek, které nemusi ani fungovat.

Tato studie je teprve prvnim krokem k moznému objeveni fungujiciho re-
aktivatoru proti novicokiim. Pomoci této metody muzeme nyni testovat nové
potencialni reaktivatory v pomérné kratkém case a pomuze nam cely proces
zefektivnit a racionalizovat.
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