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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Kandidat: Mgr. Veronika Racakova

Konzultant: doc. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Nazev rigorozni prace: Studium novych modulétora acetylcholinesterasy.

Organofosforové slouceniny jsou z chemického hlediska organofosfaty ¢i organofosfonaty. Jsou
Siroce pouzivany jako pesticidy, ale jejich vysoka toxicita a relativné snadna a levna syntéza
¢ini z téchto sloucenin lehce zneuzitelné zbrané hromadného ni¢eni — nervove paralytické latky.
Toxicky efekt téchto latek je zaloZen na ireverzibilni inhibici enzymu acetylcholinesterasy
(AChE).

V ptipadé otrav témito latkami se pouziva jako ucinnych antidot anticholinergik (atropin)
a reaktivatori AChE. Uginek reaktivatorl je zaloZen na §tépeni komplexu enzym-inhibitor.
Nejbéznéjsimi ve svété dosud pouzivanymi reaktivatory jsou pralidoxim, trimedoxim, obidoxim
a asoxim (HI-6). Jedna se o latky, které ve své molekule obsahuji oximovou skupinu a jeden
nebo dva kvarterni dusiky, zajist'ujici dostate¢nou afinitu k AChE.

Hledani a syntéza novych ucinnéjsich Sirokospektrych reaktivatort AChE, které by zaroven
mély nizsi nezadouci uCinky, je stale aktualni. Strategie vyvoje novych reaktivatori AChE
zahrnuje n€kolik krokt: popis mechanismu intoxikace organofosforovymi inhibitory na
molekularni urovni (molecular design), predikci novych struktur reaktivatort AChE pomoci
umélych neuronovych siti (artificial neural networks; ANN), jejich syntézu, ovéfeni Gi¢innosti in
vitro a nakonec i testy in vivo.

Z publikaci navazujicich na moji diplomovou praci vyplyva, Ze nejucinnéj$im reaktivatorem pro
cyklosarin byl oxim K033 a v ptipadé AChE inhibované chlorpyrifosem oximy trimedoxim
a obidoxim. Z nové¢jsich publikaci pracovnikti Fakulty vojenského zdravotnictvi se jevi jako
velmi UspéSnym reaktivator HI-6. Ten ale neni schopen reaktivovat AChE inhibovanou
tabunem ani pesticidy. V pripad¢ intoxikaci tabunem jsou velmi nad€jnymi reaktivatory oximy
K027 a K048. Oxim K027 by mohl byt v budoucnosti jednim z uvazovanych kandidatl pro
1é¢bu Sirokého spektra otrav OFI.

V poslednich studiich je velmi diskutovanym tématem pouziti kombinace dvou oximul soucasné
(HI-6 + trimedoxim, HI-6 + K203). Otazkou ale zatim ziistava zvyseni toxicity pfi pouziti dvou

reaktivatoru souc¢asné.
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Organophosphorus compounds are chemically organophosphates or organophosphonates. They
have been widely used as a pesticides but because of their high toxicity and relatively cheap and
easy synthesis they can be easily misused as chemical weapons — nerve paralytic compounds.
Toxic effect of these compounds is based on irreversible inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase (AChE).

In case of intoxication by these compounds anticholinergic drugs (atropin) and reactivators
of AChE are usually used as antidots. The effect of the reactivators is based on splitting the
complex enzyme-inhibitor. Pralidoxim, trimedoxim, obidoxim and asoxim (HI-6) are still the
most often used reactivators all over the world. They are the compounds which contain oxime
group and one or two quarternary nitrogens in their molecule, what ensures that their affinity to
AChE will be strong enough.

Screening and synthesis of new more effective broad-spectrum reactivators of AChE with

lower side effects is still very actual and discussed theme. Strategy of the development of new
AChE reactivators includes several steps: description of mechanism of intoxication by
organophosphorus inhibitors at molecular level (molecular design), prediction of new structures
of AChE reactivators by artificial neural networks (ANN), their synthesis, verification of their
effectiveness in vitro and finally in vivo tests.
According to my publications, the best reactivator for cyclosarin was oxime K033 and in case of
AChE inhibited by chlorpyriphos the oximes trimedoxime and obidoxime. According to some
new articles published by Faculty of Military Health Sciences, University of Defence the most
effective reactivator was oxime HI-6. Unfortunately oxime HI-6 is not able to reactivate AChE
inhibited by tabun and pesticides. In case of intoxications by tabun the most effective
reactivators were oximes K027 and K048. Oxime K027 seems to be even one of the promising
candidates for treatment of intoxications caused by a wide spectrum of organophosphates.

Recently, some combinations of two oximes together ( HI-6 + trimedoxime, HI-6 + K-203)
have been tested as well. However, future tests are needed, and there is also a question

concerning toxicity of using two oximes together.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANN
AChE
BCHL
BuChE
CAS RN
CNS
ChE
DFP
DMF
FVZ UO
GA
HDL
HEB
HI-6
HTS
huBuChE
LBVS
LDL
MLR
MPEG
NMR
NPL
OFI
2-PAM
PCA
PEG
PLS
PON
PTE
rHu-AChE

umélé neuronové sité (artificial neural networks)
acetylcholinesterasa

bojové chemické latky

butyrylcholinesterasa

registracni ¢islo podle Chemical Abstract Service

centralni nervova soustava

cholinesterasa

diisopropylfluorfosfat

dimethylformamid

Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
geneticky algoritmus (genetic algorithm)

lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins)
hematoencefalickd bariéra

asoxim

vysokoucinny screening (high throughput screening)

lidska butyrylcholinesterasa

virtualni screening zaloZeny na ligandu (ligand based virtual screening)
lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)
multilinedrni regrese

methoxy-polyethylenglykol

nukledrni magnetické rezonance

nervoveé-paralytické latky

organofosforové inhibitory

pralidoxim

metoda hlavnich komponent (principal component analysis)
polyethylenglykol

metoda parcidlnich nejmensSich Ctvercii (partial least squares)
paraoxonasa

fosfotriesterasa

rekombinantni lidska acetylcholinesterasa
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QSAR vztah mezi strukturou a aktivitou latky (quantitative structure-activity
relationship)
QSPR vztah mezi strukturou a vlastnostmi latky (quantitative structure-property

relationship)

SBVS virtudlni screening zalozeny na struktufe (structure based virtual
screening)

SOM samoorganizujici se mapy

SVM support vector machine

VS virtualni screening



1. UVOD

Vojenska toxikologie ma v Hradci Kralové mnohaletou tradici.(1) Po roce 2000 se
rozvinula spoluprace Katedry farmaceutické chemie a kontroly lé¢iv Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy s Katedrou toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany. Zpocatku byl vyzkum zaméfen hlavné na obranu proti bojovym
chemickym latkdm a pesticidim, ale pozdéji se zaméfil 1 na 1€€bu nemoci, jako jsou

napiiklad myasthenia gravis, Alzheimerova nemoc apod.

Strategie vyvoje novych reaktivatorti acetylcholinesterasy na Katedie toxikologie
Fakulty vojenského zdravotnictvi zahrnuje nékolik krok: popis mechanismu intoxikace
bojovymi chemickymi latkami na molekularni Grovni (molecular design), predikci
novych struktur reaktivatori AChE pomoci umélych neuronovych siti (ANN), jejich
syntézu, ovéfeni jejich ucinnosti in vitro (potenciometricka titrace, Ellmanova metoda)
a testy in vivo (terapeuticky index, LD50, reaktivace v riznych tkanich,

neuroprotektivni funkce).(2)

PiedloZzeny soubor publikovanych praci je vénovan piedev§im hledani vztahti mezi
strukturou reaktivatori acetylcholinesterasy a jejich schopnosti reaktivovat
cyklosarinem a chlorpyrifosem inhibovany enzym. Pfiprava a in vitro méfeni
uvedenych latek probihala na Katedfe toxikologie. Krom¢ mé se na méteni a hlavné

syntézach novych latek podileli také diplomanti a techniéti pracovnici této katedry.

Katedru toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany jsem
zacala navstévovat jako studentskd védecka sila uz v pribchu studia tfetitho ro¢niku
farmacie. Pozdéji jsem zde vypracovala svou diplomovou praci na téma Vztah mezi
strukturou reaktivatorit acetylcholinesterasy a jejich schopnosti reaktivovat
cyklosarinem a chlorpyrifosem inhibovany enzym (3) a vV navaznosti na toto téma jsem
pak pokracovala studiem doktorského studijniho programu. V nedokonceném
postgradualnim studiu jsem se vénovala predevSim hledani strukturnich vztaha

reaktivatorti a jejich biologickou aktivitou pomoci umélych neuronovych siti.



2. ACETYLCHOLINAACETYLCHOLINESTERASA

Acetylcholin, po chemické strance ester kyseliny octové s bazickym alkoholem
cholinem, je hlavnim neurotransmiterem cholinergniho nervového systému. Jako
pfirozeny mediator ma schopnost stimulovat jak muskarinové, tak nikotinové receptory,
a proto ho fadime mezi pifima cholinomimetika. MozZnost interakce s riznymi typy

receptort je dana velkou konformac¢ni pohyblivosti molekuly acetylcholinu.(4)

Acetylcholin je velmi rychle rozkladan enzymem acetylcholinesterasou (AChE; EC
3.1.1.7). Druhym degradaénim enzymem je méné substratové specificka
pseudocholinesterasa (cholinesterasa, téz butyrylcholinesterasa; EC 3.1.1.8), ktera
prednostné rozklada jiné substraty nez acetylcholin (napf. butyrylcholin). Je pfitomna
napf. vplazmé, jatrech a pouze v omezeném rozsahu v neuronech periferniho
a centralniho nervového systému.

Na molekularni arovni maji AChE a BuChE z 65 % spole¢nou sekven¢ni homologii
aminokyselin a jsou kodovany riznymi geny na lidskych chromozomech 7 u AChE
a 3 v ptipadé¢ BuChE. O vzniku odlisnych, avSak pfibuznych molekularnich forem obou
enzymi rozhoduje jediny gen V dusledku alternativniho sestfihu kodovaci oblasti
ptuvodniho transkriptu. Tyto pfibuzné molekuldrni formy pak maji podobné katalytické
vlastnosti, ale odliSnou bunéfnou a mimobunéfnou distribuci a nekatalytické

aktivity.(5)

Molekula AChE je tvofena dvéma peptidovymi fetézci a a . Aktivni misto enzymu,
kde dochazi k rozkladu acetylcholinu, se nachazi na fetézci a.(6) Sklada se ze dvou
podjednotek: esteratického centra, které obsahuje katalytickou triadu aminokyselin Ser
200, His 440 a Glu 327, a z anionické podjednotky, ktera slouzi hlavné K navazani
kvarterniho dusiku acetylcholinu.(7) Toto tzv. a-anionické misto je tvofeno koncovym
karboxylem asparagové, piipadné glutamové kyseliny. Retézec B obsahuje tzv.
B-anionické misto a oblast hydrofobnich interakeci.

Obvykle se uvadi, ze nejprve dochazi k vytvofeni iontové vazby mezi amoniovou

skupinou acetylcholinu a a-anionickym mistem enzymu. Neni ale vylouceno, ze pro

vvvvvv
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Aktivni misto BuChE mé na rozdil od AChE 6 ze 14 aromatickych zbytka
aminokyselin nahrazeno zbytky alifatickymi. To zptisobuje, ze aktivni misto BuChE je
mnohem vétsi nez u AChE, a tento rozdil je pravdépodobné také zodpovédny za

rozdilnou substratovou specifitu obou enzymii.(8)

Velmi rychlé ukonceni ucinku acetylcholinu je zivotné dilezité. Pii nedostatecném
rozkladu hrozi jeho kumulace a akutni cholinergni krize v disledku dlouhodobého
nadmérného drazdéni cholinergnich receptord.(9) Klinickym dasledkem nadmérného
drazdéni cholinergnich receptord jsou v zavislosti na jejich lokalizaci a typu
muskarinové, nikotinové a centralni klinické pfiznaky. Mezi muskarinové ptiznaky patii
nauzea, zvraceni, zvySena stfevni peristaltika, slinéni, slzeni, bradykardie, arytmie
a poruchy akomodace. Nikotinové piiznaky se projevuji tfesem, svalovou ochablosti,
svalovymi zaskuby piechazejicimi v kieCe az paralyzu svalt dychacich. Centrdlni
pfiznaky jsou charakterizovany bolestmi hlavy, neklidem, zmatenosti, zavratémi,
bezvédomim a Gtlumem dechovych center.(10)

Neurologické ptiznaky mohou po intoxikaci pretrvavat velmi dlouhou dobu, fadoveé
az nékolik mésicl, kdy se objevuje napf. unava, depresivni stavy, poruchy paméti,
zhorSen4 koncentrace, emocionalni vykyvy a dalsi.

Specifickou komplikaci otrav OFI muze byt remise otravy dana bud’ vyplavenim
OFI z depotnich mist, nebo jejich uvolnénim z vazby na bilkoviny krevni plazmy.
V piipad¢ otravy organofosforovymi insekticidy mtize byt klinicky stav komplikovan

Po obdobi latence miiZze dojit k parestezii koncetin, obrn¢ volnich pohybti a nasledné
ke stadiu denervace s vyvojem t¢zké atrofie svalit hornich i dolnich konéetin. Obdobi

rekonvalescence a ¢astecné reparace byva velmi dlouhé, fadoveé muize trvat az roky.(11)

3. INHIBITORY ACETYLCHOLINESTERASY

Inhibitory AChE oznacCujeme jako nepiima cholinomimetika. Lze je rozdélit na
inhibitory neacylujici, které se vazou pouze na anionické misto AChE, a acylujici, které
reaguji s AChE podobné jako acetylcholin. Acylujici inhibitory mohou byt karbamdtové

(fysostigmin, neostigmin) nebo organofosforové.
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Organofosforové inhibitory (OFI) jsou vesmé&s vysoce lipofilni slou¢eniny dobie
pronikajici biologickymi membrdnami a pusobici jak periferné, tak centralné. OFI
mohou byt odvozeny od kyseliny fosforecné nebo fosfonové, piipadné jejich
thioanalogti. K nejstar§im a vysoce toxickym slou¢eninam tohoto typu patii tabun,

sarin a soman, znamé jako bojové chemické latky (BCHL).

HsC, O
/P\ N\\
HsC, O o F C,_ 0
/P\ /P\
F OCH(CHs), (HsC),N  OC,Hg
sarin cyklosarin tabun
HsC. O eGP o
3% /y 4
B CHO s—~_N~ CHs
F* OCHC(CHy)s \]—CHs
CHs H,C
soman VX

Obr.1: Chemické struktury nejznameéjsich nervove paralytickych latek.

Pii kontaktu OFI s organismem je blokovan serinovy hydroxyl aktivniho mista AChE
zbytkem kyseliny fosfore¢né nebo fosfonové. Inhibovany enzym pak neni schopen plnit
svou fyziologickou funkci — hydrolyzovat zvy$ené mnozstvi acetylcholinu v perifernich
efektorech, vegetativnich gangliich a v nervosvalovém spojeni. Navic komplex
enzym-inhibitor podléha tzv. starnuti (ageing), béhem kterého se stava jesté pevnéjSim
a vede k nezvratné (ireverzibilni) inhibici.(12)
Vztahy mezi strukturou a u¢inkem OFT lze shrnout takto:
- estery fosfonové kyseliny byvaji toxictéjsi neZ analogické estery fosforecné
kyseliny
- slouceniny s jednou vazbou P-N byvaji toxictéjsi nez slouceniny se dvéma
vazbami tohoto typu
- toxicita klesa v fadé F, I, CN

- oxoslouceniny jsou toxi¢téjsi nez jejich thioanalogy.(6)

-12 -
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Slouceniny tohoto typu nalezly nejvétsi uplatnéni jako pesticidy a jako nejnebezpecnéjsi
skupina bojovych chemickych latek (nervové paralytické latky, NPL). Z pesticidii patii
mezi nejpouzivangjsi napt. dichlorvos, chlorpyrifos, malathion, paraoxon a dalsi.

Na nasledky otrav pesticidy stale umird velké mnozstvi lidi a ve vétSin€ piipadi se
tomu tak déje vrozvojovych zemich. Velkym problémem je zde samoziejmé také
nedostatek ochrannych pomicek, které by pracovniky pted chemikaliemi ochranily.
Pesticidy se navic Casto kumuluji v tukové tkani a poté dochazi k jejich zpétnému
uvolnovani do krve a k recidivé otrav. Béhem metabolizace v téle dochédzi vétSinou
k detoxika¢nim reakcim za vzniku méné toxickych metabolitti, v nékterych ptipadech je
opétném vyplaveni do krve zptsobi novou vinu intoxikace.(11)

Organofosforové slouéeniny (OFI) se pouzivaji také napiiklad v pramyslu jako
zmé¢kcovadla, hydraulické kapaliny, pro nehotlavé tGpravy, ve veterinarni a humanni

medicing.

V soucasné dob€ je cilem vyzkumu nalézt centralné pilsobici inhibitory AChE
vyuzitelné pti 1écbé demenci Alzheimerova typu. V praxi se diive pouzival takrin
(9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin). Byl to prvni, Siroce pouzivany inhibitor obou
cholinesteras — jak acetylcholinesterasy, tak i butyrylcholinesterasy, ackoliv klinicky
uc¢inek inhibice BUChE prokazan nebyl. Dnes uz se takrin (Cognex) pro své nezadouci
ucinky V gastrointestinalnim traktu a jaterni toXicitu nepouziva.(13) V klinickém
zkouseni byl také jeden zanalogi takrinu 7-MEOTA (9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin), ktery byl vyvinut na Katedie toxikologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi v Hradci Kralové(4), ale jehoz vyvoj byl i pfes svou tispésnost pozastaven
Z finan¢nich davoda.

Z inhibitorta cholinesteras se k 1é€bé Alzheimerovy demence v dnesni dobé nejvice
pouziva donepezil, galantamin a rivastigmin. Uginnost inhibice jednotlivymi typy téchto
inhibitord je v riznych oblastech mozku vyznamné odlisna, v dasledku rozdilné
selektivity viici jednotlivym globularnim formam AChE.

AChE existuje ve tiech globularnich formach obsahujicich jednu, dvé nebo Ctyii
katalytické podjednotky (monomerni G1, dimerni G2 a tetramerni G4).(5) Tyto
globularni formy se li$i chemickou stavbou a topografickym rozmisténim v CNS i na
periferii.(14) V mozku zdravého c¢lovéka prevlada tetramerni forma G4 a pouze

minoritni je monomerni forma G1.(15) U pacienti s Alzheimerovou nemoci je
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v nékterych oblastech mozku hladina membranové vazané G4 formy selektivné snizena
az 0 90 %, zatimco hladiny G1 AChE zistavaji z vétsi ¢asti nezménény. G1 forma
BuChE vykazuje v prubéhu nemoci zvysSeni o 30-60 %, zatimco hladina G4 formy klesa
nebo zlstava nezménéna.(5)

Z terapeutického hlediska je nejdulezitéjsi blokada formy G1. Méné specificky
terapeuticky efekt ma blokdda formy G4. Vysokou selektivitu vici G1 vykazuje
pfedevS§im rivastigmin. Donepezil a galantamin vykazuji relativni selektivitu vaci
AChE, zatimco rivastigmin koinhibuje jak AChE, tak i BuChE (dualni inhibitor), a ma
proto i o néco vice nezadoucich Ucinkd, zpravidla vSak pouze prechodnych. Jeho
nespornou vyhodou je i minimum Iékovych interakci. Rivastigmin je ve svété
nejpouzivanéjSim inhibitorem cholinesteras v 1é¢bé Alzheimerovy demence. Vyhodou
galantaminu proti ostatnim inhibitorim je schopnost alostericky modulovat nikotinové

receptory, coz zaroven zvysuje produkci ACh.(14-16)

Jako teraupeuticky slibné se v posledni dob¢ jevi také inhibitory piirodniho ptvodu.
Napt. alkaloid huperzin A se jevi jako silny reverzibilni inhibitor AChE. V soucasné
dobé se vyuziva pii 16¢bé Alzheimerovy nemoci v Ciné. Vyhodou huperzinu A je i to,
ze mé delsi plisobeni nez donepezil ¢i rivastigmin a v nékterych studiich se ukazuje byt
ucinné€j$i nez zmin€nd lé¢iva. Oproti galantaminu a ostatnim pouzivanym léCivim
rychleji prostupuje pfes hematoencefalickou bariéru (HEB) a ma lepsi biologickou
dostupnost pii oralnim podani. Jeho periferni cholinergni ucinky jsou naopak niZzsi.
Zajimava je velmi nizka terapeutickd davka — viadech setin miligramu na den.
Huperzin A je nyni klinicky testovan. V posledni dobé je vyzkum zaméten hlavné na
jeho syntetické a semisyntetické analogy v nad¢ji, Ze by malé zmény struktury mohly
vést k vyS$i ucinnosti a k lepSim farmakokinetickym vlastnostem. Ze stejné rostliny byl
také izolovan huperzin B, ktery ma sam o sob¢ slabsi inhibi¢ni ucinek nez galantamin,

ale jeho derivaty maji uc¢innost az o dva fady vyssi.(17)

4. REAKTIVATORY ACETYLCHOLINESTERASY

7

Ucinek reaktivatort AChE je =zalozen na wurychleném rozkladu komplexu
enzym-inhibitor. K tomuto tGcelu jsou vhodné slouceniny, které maji nukleofilitu vyssi

nez voda, napf. hydroxylamin, hydroxamové kyseliny a oximy. Jedina moZnost
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reaktivace spociva v ataku atomu fosforu v inhibovaném enzymu vhodnym
nukleofilem, ktery je nasledovan odstoupenim deprotonované formy.

Utinné reaktivatory fosforylované nebo fosfonylované AChE by mély splitovat tyto
pozadavky:

- ptitomnost nukleofilni skupiny, schopné u¢inné stépit vazbu P-O

- vysoka afinita k inhibovanému enzymu

- nizka toxicita

- vhodné farmakokinetické vlastnosti zajistujici v kratké dobé po podani

dostatecnou koncentraci reaktivatoru na misté urceni

- 8iroké spektrum, tj. schopnost reaktivovat AChE inhibovanou riznymi OFI

Reaktivatory jsou nékdy souhrnné oznacovany jako oximy, protoze obsahuji
v molekule oximovou skupinu, jez je za pH lidské krve ¢astecné disociovana. Vznikly
oximatovy anion je pak vlastnim nukleofilem Stépicim vazbu mezi inhibitorem
a enzymem. Z chemického hlediska se jedna o latky, které maji kromé oximové skupiny
jeste dalsi spole¢né zakladni strukturni rysy dulezité pro reaktivaci:

- pfitomnost kvarterniho dusiku

- u biskvarternich latek pfitomnost spojovaciho fetézce proménlivé délky.

Pritomnost kvarterniho dusiku v molekule reaktivatort AChE zajiStuje afinitu
k enzymu. Oximy s kvarternim dusikem v molekule mohou reagovat jak s esteratickym,
tak anionickym mistem acetylcholinesterasy. Pralidoxim (2-PAM) je zastupcem
monokvarternich oximt. Nevyhodou této slouceniny je jeji Spatny prinik do centralni
nervové soustavy (CNS), ackoliv bylo zjisténo, Ze jde stile jeSté o lipofilngjsi latku
nez biskvarterni oximy a jeji penetrace pies HEB se pohybuje kolem 10 %. Biskvarterni
pyridinaldoximy sice mohou reagovat se dvéma anionickymi centry enzymu a maji
proto vysSi ucinek reaktivace, ale jejich prostup pifes HEB dosahuje maximalné

6 %.(18) Ze sloucenin tohoto typu se pouziva napiiklad trimedoxim.
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pralidoxim

Obr.2: Reaktivatory AChE.

Obecné plati, ze reaktivacni u¢innost vyse uvedenych oximu je pomérné omezena,
pficemz jednou z hlavnich pfi¢in omezené reaktivacni G€innosti téchto reaktivatora je
rychlost starnuti inhibované¢ho enzymu. Proto akutni intoxikace somanem, u né¢hoz byla
pozorovana nejrychlejsi dealkylace, je povazovana za nejhuie 1éCitelnou otravu nervove
paralytickymi latkami (NPL), zatimco akutni intoxikace latkou VX, pro niz je

charakteristicka velmi pomala dealkylace, je velmi dobte 1é¢itelna.(11)

5. LECBA INTOXIKACI ORGANOFOSFOROVYMI INHIBITORY

Inhibice enzymu AChE je v soucasnosti povazovana za hlavni mechanismus toxického
ucinku OFI. Inhibice tohoto enzymu ma za nasledek zmény v mnoha dilezitych
télesnych funkcich.(19)

Soucasna 1écba intoxikace OFI zahrnuje tii strategie: podani anticholinergik
(atropin, benaktyzin), cholinesterasu reaktivujicich latek (oximy) a antikonvulziv
(benzodiazepiny). Oximy, jako cholinesterasové reaktivatory, jsou stale povazovany za
jediné kauzalni antidota pi1 otravé OFI. Nicméné oboji, jak experimentalni, tak klinické
vysledky ukazuji, Ze riizné oximy nejsou srovnatelné¢ ucinné pii otravach strukturné
odlisnymi OFIL.(20) Hledani univerzaln¢ pouzitelného oximu pfi otravach riznymi OFI
tedy stale pokracuje.

Otravy slouceninami fosforu jsou Cetné zejména z ditvodu jejich Sirokého vyuziti
jako insekticidu. Otravy zpisobené organofosforovymi insekticidy se fadi poctem

200 000 tmrti ro¢né k jednomu z dilezitych globalnich zdravotnich problémi.(21)

-16 -



Nadale také zlstavd hrozbou pouziti OFI jako bojovych chemickych latek a pii
teroristickych ttocich.(22)

Ackoliv Svétova zdravotnickd organizace doporucuje pouziti pralidoximu jako
antidota, jeho pozitivni pfinos ve zmenSeni poétu umrti ¢i nasledkt zistava stale
nejasny. Randomizovana kontrolovand studie vr. 2008 neprokédzala zadny benefit
Vv podani pralidoximu pfi otravach OFI. Naopak pocet tmrti byl po podani pralidoximu
vyssi (24,8 %) nez u pacienti po podani placeba (15,8 %).(21) Ani dalsi studie,
porovnévajici ucinnost pralidoximu ve srovnani s jinymi oximy, nepodporuji
pokracovani v 1é¢bé intoxikaci OFI pralidoximem. Z téchto studii vyplyva, ze by mélo

byt doporucovano podani jiného G¢innéjsiho oximu nez je pralidoxim.(23)

Vzhledem k tomu, Ze pfi intoxikaci OFI dochazi k hyperstimulaci na muskarinovych
a nikotinovych receptorech, vyvstava také logicka otazka, pro¢ se k 1é¢bé nepouziva
krom¢ kompetitivnich muskarinovych antagonistd (atropin) spolu s oXimy také
antagonista acetylcholinu na nikotinovych receptorech.(24)

Luo W. a spol. uvadi, Ze nedostatecna ucinnost 1é€by intoxikaci organofosforovymi
inhibitory nespociva v nedostate¢ném efektu atropinu jako antagonisty muskarinovych
receptord, ale pravé Vnevyuziti nikotinovych antagonistd. Jejich prace naopak
poukazuje na piili§ silny antimuskarinovy G¢inek atropinu, ktery sam o sob& casto
zpusobuje vazné toxické reakce vedouci aZ k ohroZeni Zivota. Proto by mélo byt k 1é¢bé
intoxikaci OFI  doporufovano pouziti bezpecn¢jSiho antidota se slabSim
antimuskarinovym ucinkem nez jaky vykazuje atropin. K ovéfeni této hypotézy byla
syntetizovana latka benthiaktzin (diethylaminoethyl-thiobenzilat-hydrochlorid), ktera
blokuje jak muskarinové (mnohem mén¢ nez atropin), tak i nikotinové receptory.
Vysledky citované studie ukazuji vyraznéj$i efekt benthiaktzinu v ochrané pied
intoxikacemi vétSinou OFI (hlavné VX nebo sarinem). Benthiaktzin vykazuje také nizsi
afinitu k mukéze gastrointestinalniho traktu a tim také nizsi nezadouci ucinky v téchto

mistech. Jeho terapeuticky efekt spociva hlavné v zabranéni obéhového selhani.(25)
Dalsi moznou uvazovanou strategii v boji s intoxikaci OFI je vyuziti biologickych

scavengeru (,,vychytavaci“). Publikace Doctora a Saxeny poukazuje na vyhodu

obracen¢ho pohledu na OF]I, tedy Ze neni tfeba pohlizet na organofosforové slouc¢eniny
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jen jako na inhibitory cholinesteras, ale také na cholinesterasy jako na inhibitory
OF1.(26)

V krevnim ob¢hu reaguji OFI s dal§imi enzymy, pifedevsim esterasami. Vazba OFI
na esterasy nevyvolava ale zadné klinické ptiznaky, ty diky tomu ptlisobi jako
»vychytavaci OFI a zabranuji rozvoji akutni cholinergni krize tim, Ze na sebe vazou
cast davky OFI, ktera vstoupila do vnitiniho prostfedi intoxikovaného organismu,
a vyfazuji ji tak z vlastniho toxického ucinku. Piedpoklada se tedy, ze pouze 1-3 %
z celkové davky OFI se dostane na misto toxického ucinku — cholinergni synapse,
ostatni je vyvazano nebo detoxikovano. Soucasny vyzkum se zabyva identifikaci
proteinli, vyuzitelnych jako bioscavengery, které by mély byt schopné neutralizovat
molekuly OFI v krevnim ob¢hu jesté diive, nez se dostanou na misto svého toxického

ucinku.(27)

Bioscavengery vyuzitelné k detoxikaci OFI spadaji do tii kategorii: (A) ty, které

katalyticky hydrolyzuji OFI, jako napf. organofosforové hydrolasy a anhydrasy, (B)
enzymy, které OF| navazanim neutralizuji (tzv. stechiometrické bioscavengery),
jako napft.cholinesterasy, (C) a ty, které obecné oznacujeme jako ,,pseudokatalyzatory‘
— jedna se o kombinaci ChE a oximu, které OFI-inhibovanou ChE reaktivuji.

Bioscavenger vyuzitelny k detoxikacim OFI byl mél byt dostatené stabilni, za
nepiitomnosti OFI biologicky neSkodny a nemél by vyvoldvat imunitni reakci
organismu.(28)

Biochemicky mechanismus podani exogenniho séra obsahujiciho esterasy — napf.
lidskou BuUChE — jako profylaxi byl jiz nékolikrat Gispés$né testovan. Jednim z divodu je,
ze BuChE reaguje velmi rychle se vSemi vysoce toxickymi OFI, a nabizi tedy Siroké
spektrum ochrany pfed ucinky nervové paralytickych latek, vcetné somanu, sarinu,
tabunu a VX. BuChE je také schopna vyvazat ¢i neutralizovat fadu toxickych estert
véetné heroinu, kokainu, prokainu a karbamatd.(7)

BuChE ma také relativné dlouhy retencni polocas v krevnim ob&hu, minimalni nebo
zadné vedlejsi ucinky a jeji pouziti v 1écbe intoxikaci OFI se zda byt efektivni
a bezpecné. Nicméné produkce lidské BuChE (huBuChE) vyzaduje velké mnozstvi
potfebné¢ plasmy, a proto by mél byt dalsi vyzkum zaméfen také na vyvoj
rekombinantni lidské BuChE. V posledni dobé se ukazuje, ze takto velké potiebné

mnozstvi rekombinantni huBuChE by mohlo byt ziskdvano z mléka transgennich koz.
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Jednou z moznych cest, jak ziskat stabilni rekombinantni BuChE s delSim
plazmatickym poloc¢asem, je vytvofit rekombinantni BuChE ve spojeni s lidskym
sérovym albuminem. Dals§i moznosti, jak zlepsit farmakokinetické vlastnosti enzymu a
riznych proteini, je modifikace molekuly pfipojenim nékolika molekul
polyethylenglykolu (PEG).(29)

Byla také testovana a porovnavéana farmakokinetika nativni a rekombinantni AChE
(rHu-AChE). K prodlouzeni doby pfitomnosti enzymu v krevnim obéhu byla také
pouzita cilena konjugace (pegylace) molekul polyethylenglykolu s molekulami lysinu
na povrchu rHu-AChE.(30)

Pegylace velmi casto zlepsSuje nejen farmakokineticky, ale i toxikologicky profil
rekombinantnich proteind, a mize také snizovat jejich imunogenitu. Nicméné jedna se

0 finan¢n¢ naro¢nou metodu.(29)

Mezi zminované katalytické bioscavengery patii napt. lidskd paraoxonasa (PON1;
EC 3.1.8.1). Jedna se o kalcium dependentni esterasu vyskytujici se v krvi lidi jako
slozka subfrakce lipoproteini o vysoké hustoté¢ (HDL). Fyziologickym substratem
PONI1 jsou oxidované fosfolipidy. PON1 je schopna chranit lipoproteiny o nizké
hustot¢ (LDL) pied oxidativnim poskozenim, a tedy se uplatnit napi. v prevenci
ateroskler6zy apod. Skupina paraoxonas zahrnuje jeSté¢ dalsi dva ¢leny, PON2 a PON3.
Chemicky je PON1 zatazovana do skupiny esteras, na rozdil od PON2 a PON3 je
schopna hydrolyticky Stépit organofosfaty, napf. paraoxon (podle kterého byla
pojmenovana), dale insekticidy parathion a chlorpyrifos a nervové jedy jako soman
a sarin. V soucasné dobé jiz probihaji in vitro pokusy o syntézu riznych mutant PON1,
které by vykazovaly vysokou afinitu k oxidovanym lipidim nebo vyssi hydrolytickou

aktivitu proti organofosfatim.(31)

Dal$im nad¢éjnym katalytickym bioscavengerem je bakterialni fosfotriesterasa
(PTE; EC 3.1.8.1), ktera byla izolovana z bakterii druhu Pseudomonas diminuta
a z pudnich bakterii Flavobacterium sp. Nativni forma PTE je dimericky metaloenzym
se dvéma atomy zinku. PTE je schopna hydrolyzovat Siroké spektrum OFI. Bakterie,
ktera vykazuje expresi organofosforové hydrolasy, je voln¢ Zijici mikroorganismus, ma
jednoduché podminky k rGstu, je nenarocnd a levna k péstovani. Jeji exprese
organofosforové hydrolasy by mohla vést klevnému a lehce dostupnému

biokatalyzatoru, ktery je uzitecny k detoxikaci OFI.(32)
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Nejveétsi nevyhodou v piipadé terapeutického vyuziti PTE v terapii a profylaxi
intoxikaci OFTI je jeji kratky plazmaticky polocas a predpokladané vyvolavani imunitni
reakce Vv organismu po jejim opakovaném podani. Rekombinantni PTE je nyni
produkovana pomoci ruznych expresnich systémt (Escherichia coli). K ziskani
vyhodnéjSich  vlastnosti tohoto enzymu byla pfipravena rekombinantni PTE
konjugovana s methoxypolyethylenglycolem (MPEG). S cilem snizit imunitni reakci
organismu byly provadény také experimenty s enkapsulaci PTE do biodegradabilnich

nosic¢u (erytrocytu, liposomi).(33)

6. VYVOJ NOVYCH REAKTIVATORU ACETYLCHOLINESTERASY

Jak uz bylo feceno, terapie intoxikaci organofosforovymi inhibitory (OFI) neni dosud
uspokojivé vyieSena, piestoze je hlavni mechanismus U¢inku zndm. Je jim inhibice
zivotn€ dulezitého enzymu AChE. V soucasnosti je doporu¢ovano podani kombinace
atropinu a reaktivatoru. Atropin blokuje muskarinové receptory, ¢imZ sniZuje U¢inky
kumulovaného neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) Vv synapsich vegetativniho
nervového systému a v organech. Plsobi pfevazné periferné, je mozno jej ale nahradit
analogy, jako jsou skopolamin ¢i benaktyzin, u nichZ byl prok4zan lepsi centralni
terapeuticky efekt. Ani pouziti téchto analogli ¢i atropinu vSak nevede Kk obnové
fyziologického odbouravani ACh. K tomuto tc¢elu byla vyvinuta skupina reaktivatora
oximového typu. Tyto reaktivatory znovuobnovuji aktivitu inhibované AChE, ta pak
zacne znovu §tépit ACh a tim snizi jeho hladinu na fyziologickou mez.(34)

Pti navrhovdni novych struktur reaktivatori AChE je jednim ze zakladnich
pozadavkll na strukturu nového reaktivatoru zavedeni kladného ndboje do jeho
struktury. Cim vétsi je afinita téchto latek k AChE, tim vét§i je pravdépodobnost, Ze

novy reaktivator AChE bude reaktivovat AChE inhibovanou OFI.(35)

Velkym problémem, ktery Uzce souvisi s G€innosti téchto terapeutik, je jejich
prostup pies hematoencefalickou bariéru (HEB) do centrdlniho nervového systému
(CNS). Organofosforové inhibitory jsou ve vétsiné piipada lipofilni latky, které do CNS
prostupuji velmi dobie a zvySuji hladinu ACh a dalSich neurotransmiterti v jednotlivych
strukturach mozku. Hydrofilni terapeutika (reaktivatory AChE) ptes HEB prostupuji

velmi obtizng, a jsou proto na urovni CNS téméf neucinna.(34)
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Pro ucinnost reaktivatora je dualezité, aby zlstala ve struktufe zachovana oximova
skupina, ktera je zodpovédna za vlastni reaktivaci. AvSak jeji pfitomnost zaroven
zvysuje hydrofilitu. Dal§Sim faktorem, jenz je neptiznivy pro prunik oximi pies HEB, je
pfitomnost kvarterniho dusiku.

Podle poslednich studii se zda byt velmi ddlezitda také velikost molekuly
reaktivatoru a jeji molekulova hmotnost. Tuto teorii potvrzuje i fakt, ze prostup
monokvarternich oximu pfes HEB je vy$$i neZ u oximu biskvarternich.(36) Je ticba také
brat v ivahu, ze GCinnost reaktivatort neni ve vSech oblastech mozku stejna a nékteré
¢asti mozku se zdaji byt vuci reaktivaci rezistentnéjsi nez jiné.(37)

Existuje nekolik zpusobu pouzivanych pro méfeni koncentrace oximt v mozku,
vedle pfimého méfeni koncentrace oximil (radioaktivnim znacenim, spektrofotometrii,
chromatografii) lze méfit také Gcinnost reativované AChE nebo stanovit, nakolik je
dany oxim schopen zabranit fyziologickym zméndm v mozku, zpisobenym intoxikaci
OFI (napi. zmény na elektroencefalogramu). V zavislosti od pouZzité metody stanoveni
koncentrace oximl v CNS a pouzitého druhu laboratornich zvifat miizeme obdrzet ¢asto

velmi rozdilné, nékdy az protichidné, hodnoty.(18)

Moznosti, jak zvysit pranik latek do CNS je né€kolik. Jednou z cest je zavedeni pro
télo pfirozené Casti do struktury oximu, uvaZuje se o zavedeni analogii aminokyselin,
steroidl, popt. modifikované cukerné casti. Tato zména ve struktufe umozni vyuzit
fyziologické prenaseCové systémy zabudované v HEB. U takto pozménénych
reaktivatorii je vSak pfedpokladan vyrazny narust toxicity.

Dalsi moznosti je vyuziti tzv. prodrug neboli terapeutik, ktera se na ucinna
terapeutika zméni aZ v misté plisobeni pomoci mistniho fyziologického enzymatického
systému. U reaktivatoru je potieba ,,ukryt™ naboj na dusiku nebo hydrofilni oximovou
skupinu do doby, nez prostoupi pies HEB.

DalSim diskutovanym faktorem je zména propustnosti HEB v disledku samotné
intoxikace nekterymi OFI, napt. pii intoxikaci somanem.(36)

Také zvySeni lipofility miize pfiznivé ovlivnit zvySeni koncentrace terapeutika
v CNS. Princip zvyseni lipofility je zaloZzen na zmenSeni poctu hydrofilnich skupin nebo
zavedeni novych lipofilnich skupin do struktury 1é¢iva.

Tento princip byl vyuzit v pfipadé fluorace oximu K203 [(E)-1-(4-karbamoyl-
pyridinium)-4-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-but-2-en-dibromidu]. Po zavedeni
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fluoru byla u tohoto fluorovaného analogu (KR-22836) jeho reaktivacni ucinnost
snizena, ale naopak doslo ke zlepseni jeho neuroprotektivniho ucinku.(38)

Také prinik dvou nové testovanych oximi K027 [1-(4-hydroxyiminomethyl-
pyridinium)-3-(4-carbamoylpyridinium)propan-dibromid] a K048 [1-(4-hydroxyimino-
methylpyridinium)-4-(4-karbamoylpyridinium)butan-dibromid] do CNS je jen
minimalni a nijak nevysvétluje jejich slibnou reaktiva¢ni u¢innost. Uinnost reaktivace
oximu K027 se zda byt podle in vitro testi dokonce lepsi nez u HI-6 a je velmi

nad¢jnym kandidatem pro 1é¢bu intoxikaci Sirokého spektra OFI.(39)

7. POCITACOVE METODY VE VYVOJI NOVYCH REAKTIVATORU

Hledani a vyzkum novych reaktivatord je proces velmi zdlouhavy a ekonomicky
narocny. Pro zavedeni nové latky do terapie je zapotifebi otestovat nékolik tisic
slouCenin, a proto jsou intenzivné hledany nové zpusoby, jak tento proces zkratit,
zkvalitnit a sniZit jeho ekonomickou narocnost. Jednim z téchto zplsobl je pouZiti
metod vypocetni chemie.

Pocitacovy model zkoumaného systému muize poodhalit pohled, ktery ziistava
experimentalnim metodam skryt, a umoZni poznat, co se v systémech ve skutecnosti
déje. Nespornou vyhodou je také fakt, Zze se omezi prace s nebezpeCnymi toxickymi
latkami.(40)

Jednou z pocitacovych metod, kterou jsme se na Katedie toxikologie Fakulty
vojenského zdravotnictvi ve spolupraci s Masarykovou univerzitou v Brné zabyvali,
byla aplikace programu AutoDock 3.0 pii reprodukci rentgenovych krystalografickych
struktur komplexi AChE s jejimi reaktivatory (tzv.dokovani). Tato metoda patii mezi
metody virtualniho screeningu. Dalsi pocitacovou metodou, kterou jsem se v prabéhu
postgradualniho studia sama zabyvala, byly umélé neuronové sité (ANN), které tvoii

samostatnou kapitolu.

7.1. Virtualni screening

Virtudlni screening (VS) je soubor metod uréenych k prohledavani chemickych

knihoven za tcCelem nalezeni sloucenin s podobnou aktivitou.(41) Jedna se
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o doplnkovou nebo alternativni metodu k automatizovanému  vysokoucinnému
screeningu, tzv. HTS (high throughput screening — testovani velkého mnozstvi latek na
urcity druh biologické aktivity ), coz je metoda Casové i finanéné velmi narocna
a obvykle pouzitelna jen pro velké farmaceutické spole¢nosti.

Metody virtudlniho screeningu zahrnuji dva hlavni ptistupy: A) pfistup zalozeny na
struktufe — Structure based virtual screening ( SBVS ), ktery vyzaduje znalost
trojrozmérné struktury cilového receptoru. B) pfistup zaloZzeny na ligandu — Ligand
based virtual screening (LBVS), ktery vyzaduje pouze znalost aktivni molekuly

interagujici s danym receptorem.(42)

A) Virtudlni screening zalozeny na struktute (SBVS)

Jednou z nejcastéji pouzivanych technik VS zalozenych na struktute je tzv. ,,protein-
ligand docking®. Za pomoci této techniky Ize najit pro dvé rizné molekuly usporadani,
VvV jakém spolu mohou tyto dvé molekuly reagovat. Pokud takové uspotadani existuje,
najde nejvhodnéjsi orientaci obou molekul z hlediska nejvétsi komplementarity

a nejmensi energie celého systému.(43)

Dokovdni (docking)

K tomu, abychom uvedenou techniku mohli pouzit pro feSeni tak komplikovaného
problému, jako je reaktivace, potfebujeme mit hned na zacatku co nejpresnéjsi
informaci o rozlozeni atomt studovaného systému v prostoru, tedy trojrozmérnou (3-D)
strukturu tohoto systému. Idedlni je, kdyz nam takovou informaci poskytne né&jaka
experimentalni metoda. Tato data lze ziskat rentgenovou difrakci nebo nuklearni
magnetickou rezonanci (NMR).

Dnes je tloha pfevodu molekuly ze dvou dimenzi do redlného svéta tii dimenzi
veelku uspokojivé vyfeSena pro malé molekuly, v naSem ptipadé pro inhibitory
a reaktivatory samotné. Pfi generovéani 3D soufadnic se pak celkova geometrie sklada
z geometrii mensich fragmenti. Podstatn¢ komplikovangj§i je situace u velkych
biopolymert, jako je napt. AChE.

K ptedpovédi struktury celého komplexu nam slouzi néktera z metod dokovéani.

Tyto metody jsou ale obvykle schopné generovat znacné mnozstvi ne vzdy relevantnich
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feSeni, jejichz spolehlivost se pak musi testovat dal§imi omezujicimi podminkami.
Prohledani stavového prostoru, kdy dvé molekuly tvoii komplex, pfedstavuje pomérné
Siroky problém.

Existuje nékolik ruznych metod dokovani:  dokovani rigidniho ligandu do rigidniho
receptoru  * dokovani flexibilniho ligandu do rigidniho receptoru e+ dokovani
flexibilniho ligandu do ,,flexibilniho® receptoru.(43)

Pokud budeme povazovat obé molekuly za zcela rigidni, feSime tillohu se Sesti stupni
volnosti (tfi rotacni a tfi transla¢ni). Zahrneme-li ale je$t€¢ mozné konformaéni zmény
obou molekul, problém se stava bez dal§ich omezeni téméf netesitelnym. Pii dokovani
se vyuziva n€kolika riznych algoritmii, vedle manudlniho dokovani jsou to napf.
algoritmus Monte Carlo (ligand , v naSem pfipadé reaktivator nebo inhibitor, je vkladan
jako cela molekula), postupna stavba ligandu uvniti receptoru (ligand je rozdélen na
nékolik rigidnich ¢asti, které jsou spojené flexibilnimi mustky), evoluéni algoritmy —
GOLD, Darwin, AutoDock(42) (pozice ligandu uvniti receptoru i konformacni zmény
se zapisuji pomoci genti a pak se energeticky hodnoti), simulované Zihani,
predgenerované knihovny konformaci nebo molekulova dynamika, kterd zahrnuje do
svych simulaci jak flexibilitu ligandu, tak i receptoru.

Molekulova dynamika se snazi popsat readlné¢ pohyby molekularniho systému v Case.
Na vypocet pozici a rychlosti jednotlivych atomil v Case jsou aplikovany Newtonovy
pohybové rovnice klasické mechaniky a pomoci nich se ziskd vzdy dal§i pozice
arychlost kazdého atomu na zdklad¢ ptedchozi. Tak je produkovana posloupnost
jednotlivych stavi, ktera se nazyva trajektorie. U molekulové dynamiky je trajektorie
posloupnost stavii v ¢ase. Aby mohly byt pouzity Newtonovy pohybové rovnice, je
tteba znat sily plisobici na jednotlivé atomy v systému. Tyto sily se vypocitaji jako
derivace energie, ktera se ziska vypoctem.(44)

Pro ptedpoveéd vazebnych energii mezi molekulami se v dokovani pouzivaji tzv.
skorovaci funkce. Jejich ukolem je spravné optimalizovat polohu ligandu uvnitt
receptoru, provadét minimalizace systému, nebo spravné urcit vazebnou afinitu ligandu.
Skorovaci funkce by mély napiiklad umét vybrat vhodné a nevhodné ligandy
z databaze. Existuje né€kolik druhti téchto funkci podle metody vypoctu: ¢ metody
zalozené na silovém poli ¢ semiempirické funkce ¢ empirické metody (zahrnuji funkce
jako naptf. Hammetovy substitucni koeficienty, Hanchovy rozdé¢lovaci koeficienty, nebo
jsou schopny popsat i ph systém). Ptiklady skorovacich funkci: FlexX, ChemScore,
DrugScore, Dock-like, atd.(43)
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Jako priklad dokovacich program lze uvést napt. Glide, Slide, FRED,
Hammerhead, GOLD, DOCK a dalsi.(42)

B) Virtualni screening zaloZeny na ligandu (LBVS)

Mezi zakladni metody LBVS patii * metody zalozené na podobnosti * metody zalozené

na deskriptorech ¢ farmakoforové metody ¢ metody strojového uceni.

Metody zaloZené na podobnosti

Metody zalozené na podobnosti se snazi vyuzit poznatku, ze strukturné podobné
molekuly mivaji zpravidla i podobné vlastnosti. Tato metoda se vyuziva napi. pokud je
znama pouze jedna molekula interagujici s danym receptorem. Detekce podobnosti je
vV této metodé¢ zalozena na superpozici kazdé ztestovanych molekul z databaze

k referen¢ni znamé molekule.(42)

Metody zaloZené na deskriptorech

ProtoZe ptikladani kazdé jednotlivé molekuly z databaze zabira pfiliS mnoho Casu, byly
vytvofeny tzv. molekulové deskriptory. Molekulovy deskriptor je v podstaté
kvantifikovana vlastnost molekuly, jinymi slovy matematické vyjadreni jeji struktury.
Deskriptory lze vnimat také jako pozice na jednotlivych osdch mnoharozmérného

chemického prostoru, jakéhosi chemického vesmiru, ktery se snazime prohledavat.(41)

Vypocitané deskriptory pak nachézi uplatnéni v predikci aktivity nebo vlastnosti
molekul. Jedna se o tzv. QSAR (Quantitative structure-activity relationship) nebo
QSPR (Quantitative structure-property relationship).

U metod QSAR je nutnym ptedpokladem pravdivost tvrzeni, Ze vlastnosti molekuly
jsou funkei jeji struktury. Pravé nalezeni této funkce (modelu) je dulezitym krokem
Kk vytvoreni zobecnujiciho modelu, na jehoz zaklade€ je mozno vypocitat vlastnosti latky,
aniz by bylo nutné ji syntetizovat. K vytvofeni QSAR modelu se pouzivaji razné
chemometrické metody, vétSinou zalozené na regresi. Kromé biologické u€innosti latek
jsou modelovany i dalsi jejich vlastnosti, jako napf. toxicita.(45)

Nejjednodssimi QSAR modely jsou linearni rovnice, ve vét§ing piipadii obsahujici

logaritmus rozdé¢lovaciho koeficientu n-oktanol-voda, log P. Dale se pouZzivaji metody
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linearni regrese, multilinearni regrese (MLR) nebo napfiklad metoda parcialnich
nejmensich ¢tverct (partial least squares, PLS).

V piipadé€, ze zavislost mezi strukturnimi parametry molekuly a jeji aktivitou neni
linearni, pouzivaji se nelinearni metody, jako napt. nelinarni PLS. Z nelinearnich vztaha
jsou casto publikovany kvadratické funkce. Ziejmé nejvice pouzivanou kvadratickou

QSAR funkci je multiparametrickd Hanschova rovnice.

V soucasné dobé je znama cela fada postupt pouzitelnych pro konverzi dat vedouci
k ziskani molekulovych deskriptorti. Nékteré mohou byt omezené pouze na tzkou
skupinu latek (napf. kodovani pomoci fragmenti molekul), jiné jsou univerzalni
(naptiklad logaritmus rozdélovaciho poméru n-oktanol/voda, molekulova hmotnost,
apod.).
Molekulovym deskriptorem se rozumi nejriznéj$i strukturni, topologické informace
popisujici molekulu, mohou to byt ale i fyzikalné-chemické ¢i biologické vlastnosti
dané molekuly. Existuji rGzné skupiny molekulovych deskriptorii: teoretické,
experimentalni, 1D, 2D, 3D, 4D, linearni, nelinearni, skalarni. Nékteré jsou odvozeny
pfimo z chemického vzorce (molekulovd hmotnost, zastoupeni prvki, van der
Waalsovy sily), jednorozmérné vypovidaji o substrukturach a fragmentech (pocet a druh
funkénich skupin, cykll, vazeb, substituentil), dvourozmérné popisuji vlastni
uspofadani atomli v molekule a jejich propojeni, pfipadné i jejich ¢aste€né interakce,
trojrozmérné jsou uz odvozeny z prostorového ¢i geometrického usporadani molekuly
a 4D vyjadiuji stereo-elektronovou reprezentaci molekuly.(3) Dale mezi experimentalné
ziskané molekulové deskriptory lze fadit rozdélovaci koeficienty a jejich logaritmy,
teploty tani, varu, rozpustnosti, konstanty enzymovych reakci, jako napf. reaktivacni
ucinnost, nebo inhibi¢ni a rychlostni konstanty.

Nejcastéji se pak data molekul uvadéji jako n-rozmérny vektor, kde je molekula
reprezentovana jako fadek hodnot n deskriptort. Data vice molekul pak tvoii matici

a jsou nasledn€ riznymi chemometrickymi metodami zpracovavana.(45)

Hlavnim problémem vytvaifeni QSAR modelil neni ani tak nedostatek teoretickych
molekulovych deskriptort, ale spisSe vybér téch nejvhodnéjSich. Vysoky pocet
deskriptortt miizeme redukovat selekci téch nejvyznamnéjsich (krokova MLR) anebo

matematickou transformaci do tzv. latentnich proménnych  (principal component
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analysis PCA - metoda hlavnich komponent; principal component regression,
PCR).(46)

Mnoho deskriptorii je navzdjem dobie korelovanych. PCA je metoda otoceni
prostoru takovym smérem, aby jednotlivé hlavni komponenty (nové osy prostoru) byly
Prvni hlavni komponenta je tedy linearni kombinaci vstupnich proménnych, ktera
zahrnuje nejveEtsi proménlivost mezi vSemi linearnimi kombinacemi.(46)

Vyhoda pouziti PCA spociva v moznosti nahrazeni velkého mnozstvi rozméra
(generovanych naptiklad spocitanim desitek molekulovych deskriptor) mensim poctem
hlavnich komponent. VétSinou vybirame nékolik prvnich hlavnich komponent s vétsi
variabilitou dat a posledni hlavni komponenty zobrazuji ptedev$im Sum. Touto metodou
je mozné snizit pocet deskriptorti o jeden ¢i vice fadi bez vyznamné ztraty informace

V nich obsazenych.

Farmakoforové metody

Farmakofor obecné znaci soubor strukturnich prvki zodpovédnych za ucinnost 1é¢iva.
Kovalentni nebo trojrozmérné struktury znamych ligandl jsou studovany s cilem najit

strukturni prvky zodpovédné za jejich afinitu k receptoru.(47)

Metody strojového uceni

Strojové uceni (uméla inteligence) se Casto znac¢né prolind s oblastmi statistiky
(shlukova analyza, regresni analyza,...). Jak Strojové uceni, tak i statistika tvoii spolu
s databazemi hlavni zdroje nové oblasti informatiky zvané dolovani dat nebo také data
mining. Vyvoj téchto disciplin probihal nezavisle na sobé do chvile, nez rozsah
automaticky sbiranych dat zacal uzivateltim pierustat pres hlavu.

Metody strojového uceni hledaji generalizaci libovolnych dat nebo slouzi pro
adaptaci existujicitho systému na zmény okoli. Jinymi slovy se zabyvaji technikami

a algoritmy, které umoznuji pocitaovému systému se ucit.
Hlavni pouzivané modely strojového uceni:. ¢ rozhodovaci stromy < algoritmus

k-nejblizsich sousedi (k-Nearest Neighbor; neznamy objekt je zatazen podle nejblizsiho

prvku se znamou klasifikaci) e« bayesovské uceni (Bayesiv klasifikator odhaduje ze
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znalosti parametri pravdépodobnost tfidy nezndmého objektu) < neuronové sité o

genetické algoritmy ¢ Support vector machine (SVM) « Kernelovy funkce.

V piipad¢é dobyvani znalosti z databazi 1ze mluvit o riznych typech tloh, ptfedevsim
o klasifikaci, predikci (nas$ ptipad predikce reaktivatori AChE), a deskripci. Pii
klasifikaci i predikci je cilem nalézt znalosti pouzitelné pro klasifikaci novych ptipada.
Pozadujeme, aby ziskané znalosti co nejlépe odpovidaly danému konceptu, davame
piednost piesnosti pokryti na tkor jednoduchosti (pfipoustime vétsSi mnozstvi méné
srozumitelnych dil¢ich znalosti).

Podstatny rozdil mezi klasifikaci a predikci spociva v tom, Ze u predikce hraje
dalezitou roli Cas; ze starSich hodnot néjaké veli¢iny (starSich jiz pouzivanych
reaktivatorti) se pokousime odhadnout jeji vyvoj v budoucnosti (najit nové G€inngjsi
reaktivatory).

Algoritmy prohledavani prostoru mtizeme rozdé€lit podle dvou hlavnich pfistupti
k danému problému na algoritmus generalizace (specific to general search)
a algoritmus specializace (general to specific search).

Je velmi dulezité dodat, Ze uvedené algoritmy pouzivaji jak pozitivni, tak i negativni
priklady ke svému uceni. Je sice mozné zobecniovat pouze z pozitivnich piikladd, ale
negativni ptiklady jsou dulezité v prevenci piehnaného zobecnéni.

Dalsi dva klasifika¢ni ptistupy ke strojovému ueni jsou podle samostatnosti uceni,
a to uceni s ucitelem, kdy se stroji predkladaji objekty se zndmou klasifikaci, které si
»Zapamatuje“ a je schopen podle nich zatadit neznamy objekt do definovanych tiid (roli
tady hraje také riziko, ze ucitel pfifadi objekt do Spatné tiidy) a uceni bez ucitele, kdy
stroj musi sam v parametrickém prostoru naptiklad pomoci vyhleddvani shlukl odhalit

tiidy objektt.(48)

Genetické algoritmy

Princip prace genetického algoritmu je postupna tvorba generaci riznych feseni daného
problému. Pfi feSeni se uchovava tzv. populace, jejiz kazdy jedinec predstavuje jedno
feSeni dan¢ho problému. Jak populace probihd evoluci, feSeni se zlepsuji. Tradi¢né je
feSeni reprezentovano binarnimi Cisly, fetézci nul a jednicek, ale pouzivaji se 1 jiné

reprezentace (strom, pole, matice).
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Na =zacatku vypoctu je populace slozena z naprosto nahodnych clend, tzv.
chromozomu. Ty se dale skladaji z jakychsi ,,geni™ kodujicich hodnoty jednotlivych
proménnych.

Béhem piechodu na novou generaci je pro kazdého jedince spoétena tzv. fitness
funkce, kterd vyjadifuje kvalitu feSeni reprezentovaného timto jedincem. Podle této
kvality jsou stochasticky vybirani jedinci, ktefi jsou modifikovani pomoci mutaci,
kiizeni, selekce nebo piipadné elitaistvi, ¢imzZ vznikne nova populace.(42) Tento postup
se iterativné opakuje vzdy, pokud nejsou splnéna dand kriteria (maximalni pocet
generaci, primérna nebo nejlepsi hodnota ucelové funkce atd.) a diky tomu se kvalita
feSeni v populaci postupné stale vylepsuje. Algoritmus se obvykle zastavi pii dosazeni
postacujici kvality feSeni, ptipadné po ub&éhnuti pfedem daného casu.

Aplikace GA vyrazné zvySuje moznost nalezeni globalniho minima/maxima G¢elové

funkce.(49)

7.2. Umélé neuronové sité

Umélé neuronové sité (artificial neural networks, ANN) jsou relativné novou
chemometrickou metodou, pouzivanou v oblasti hledani vztahi mezi molekulovou
strukturou latky a jejimi vlastnostmi, at’ jiz fyzikalné-chemickymi ¢i biologickymi.
Standardni algoritmy obvykle nepracuji dobfe S porusenymi nebo nekomplexnimi daty.
BohuzZel v redlném svété je prave toto velmi Casto jediny dostupny druh dat a praveé ke
zpracovani takovychto dat se dobfe hodi umélé neuronové sité.(50)

ANN je prostfedkem pro zpracovani komplexnich dat, vyuZivajicim ke své praci
mnozstvi propojenych procesorii a vypocetnich cest; jedna se o jakousi paralelni
vypocetni jednotku. ANN jsou inspirovany architekturou lidského mozku; jsou schopny
se ucit a analyzovat rozsahlé mnoZiny dat, které mnohem linearnéjsi algoritmy jen tézko
zvladnou.

Pokud hledame pomoci ANN vztahy mezi pfi¢inami a nasledky, pak je pro nas
ANN pouze specidlnim statistickym modelem pro nelinearni regresi, jehoZ parametry je
tieba odhadnout. Problém je v tom, Ze soucet ¢tvercli odchylek miize mit velmi mnoho
lokalnich minim a my musime hledat to nejhlubsi, tedy globalni. Nau¢enou ANN pak
chdpeme uz jako celek, ktery ndm umozni zbudoucich pficin urcit budouci

nasledky.(51)
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Uméla sit’ pracuje tak, Ze vytvari spojeni mezi mnoha riznymi procesnimi prvky,
analogickymi s lidskymi neurony. Kazdy neuron dostdvd mnoho vstupnich signalt od
ostatnich neuronti a poté na zaklad¢ vyvazovaciho systému produkuje signal vystupni.
Hodnota na vystupu neuronu je v podstaté funkci jeho vstupi. Neurony jsou
organizovany do riiznych vrstev s riznym poctem jednotek podle slozitosti daného
feSen¢ho problému. Pro vétSinu problému je pln€ dostacujici 3-vrstevna sit, u velmi
slozitych 4-vrstevnd. Struktura sit€¢ neumoziiuje predvidat ani znat presny tok dat.

Aby bylo mozné ANN pouzit pro vypocet chovani daného systému, je tieba ji nejprve
adaptovat na pfislusnd data. Proces adaptace v matematickém slova smyslu znamena
minimalizaci rozdilii mezi vypoctenymi a pozadovanymi hodnotami.

V podstaté se da fict, Ze hlavni mySlenkou neuronovych siti je nalézt prostorovou
reprezentaci slozitych datovych struktur.(52) Jedna se vlastné o pohyb ve
vicerozmérném prostoru, po tzv. hyperplose, kde jsou rozméry jednotlivé deskriptory.

Hlavnim problémem pii konstrukci sit¢ je volba jeji architektury. Vedle

nejpouzivanéjsi dopiedné architektury existuji i jiné — napf. rekurentni, Hopfieldiv
model, Kohonenovy mapy atd.
Kohonenovy sité se uci bez ucitele, jejich vystup se tedy neporovnava s zadnym
predem zndmym vzorovym vystupem. Tyto sit€¢ mapuji vicerozmérny prostor do mén¢-
rozmérné¢ho takovym zplsobem, ze blizké body budou na Kohonenové mapé také
pobliz sebe.(41) Jedna se o jakési zobecnéni shlukové analyzy, je to metoda zaloZena na
vzdalenostech. Hlavni smysl naucené sité je v tom, ze usmérnuje stara i budouci data do
relativné malého poctu, coz umoznuje Iépe sledovat jejich podobnost.(51)

Jednim z hlavnich jevil, které se Casto vyskytuji pii pouziti ANN je jejich tzv.
»pretrénovani®, kdy sit’ pouze memorizuje diive predlozena vzorova data. Vykazuje-li
ANN minimalni odchylky mezi vypoctenymi a naucenymi hodnotami, neznamend to
jesté, Ze je spravné adaptovana. Proto se vzorova data bézné rozdé€luji do dvou nebo tii
trénovacich skupin (trénovaci, verifikacni) a teprve pokud vSechny trénovaci skupiny
vykazuji relativné stejné chyby, lze sit’ povaZovat za spravné adaptovanou.

ANN se daji vyuzit mimo predikce vlastnosti slouc¢enin také K optimalizaci a fizeni
chemické vyroby, optimalizaci separaci v analytické chemii, analyze spektroskopickych
dat, predikci spekter, interpretaci molekulovych sekvenci, navrhu diagnoz

a podobné.(53)
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7.3. Konkrétni priklady pouziti ANN

Metody umé¢lé inteligence maji nezastupitelné misto ve vyvoji novych l1éciv a ve studiu
jejich vlastnosti in silico. Pouziti neuronovych siti v mediciné se soustfed’uje hlavné na
klasifikacni ~ ucely. Zajimavé uplatnéni mohou ANN najit v klinickych
a experimentalnich farmakokinetickych a farmakodynamickych stuiich. Neuronové sité
jsou vhodné pro fesSeni nelinearnich problému a jsou mnohem flexibilnéjsi nez tradi¢ni
polyexponencialni farmakokinetické modely.(54) Posledni studie vyuzivajici metody
ANN ukazuji, ze vysledky ziskané zpracovanim pomoci ANN byly prokazatelné
presnéjsSi nez ziskané metodou parcidlnich nejmensich ctverct (PLS). Navic bylo
zjisténo, ze pii predchozim zpracovani dat pomoci metody hlavnich komponent lze
ptesnost jesté zlepsit.

Jednou z aplikaci Kohonenovych siti je vybér vhodnych vlnovych délek pro
stanoveni latek se siln€¢ prekrytymi excitacné-emisnimi spektry, ¢imz doslo
k zjednoduseni piipravy vzorku k analyze, a tim i k urychleni celého procesu.(49)

Umélé neuronové sit€ uz byly nékolikrat vyuzity také ve vyvoji novych
reaktivatorti. Bhattacharje a kol. pouzili ANN k vytvofeni modelu stereoelektronickych

vlastnosti reaktivatort AChE inhibované tabunem.(55)

8. KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACIM

Ve své diplomové praci(3) jsem provadéla testovani reaktivacni schopnosti vybranych
oximi pfipravenych na Katedfe toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany. Jako zdroj enzymu jsem pouzivala 10% vodny homogenat mozku
laboratorniho potkana. Po 30minutové inkubaci s inhibitorem (chlorpyrifosem nebo
cyklosarinem) jsem pridala reaktivator a po dalSich 10 minutach jsem stanovila

reaktivacni ucinnost diive popsanou metodou.(56)
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Celkem bylo testovano 21 oximi. Jako standardy byly pouzity pralidoxim, trimedoxim
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#Nekteré oximy oznacené piivodné jako TO-oximy byly pozdéji pfipraveny znovu a oznaceny jako

K-oximy v souladu s ostatnimi slou¢eninami studovanymi na Katedfe toxikologie FVZ UO.

V prvni publikaci byly vysledky mé experimentalni prace publikovany v ¢asopise Arhiv
za hygienu rada i toxikologiju (Archives of Industrial Hygiene and Toxicology)(57) —

Priloha 1. Toto sdéleni zahrnovalo tfi monokvartérni slou¢eniny — TO 231, TO 237

-36 -



aTO 238. Zadna z téchto slou¢enin nebyla schopna reaktivovat AChE inhibovanou
nervové paralytickou latkou cyklosarinem. AChE inhibovanou pesticidem
chlorpyrifosem nejlépe reaktivoval oxim TO 231 (82% reaktivace pii koncentraci
1.0 mmol/l). Jeho reaktivaéni schopnost byla srovnatelna s pralidoximem

a obidoximem. TO 238 m¢l ucinnost ptiblizné polovic¢ni a TO 237 byl neucinny.

_/

Cl N 0 /O o /CHs
AN \P \P
S// \O/\ // \F
= 0
cl cl
chlorpyrifos cyklosarin
CAS RN 2921-88-2 CAS RN 329-99-7

V dalsi studii, vénované vlivu oximli na AChE inhibovanou chlorpyrifosem(58) —
Piiloha 2 — byly jiz zahrnuty i nékteré biskvartérni oximy (K 005, K 033, K 074, K 099
a K101). V ptipad¢ intoxikace pesticidy jsou vhodnymi reaktivatory pralidoxim
a obidoxim . Vyhodou obidoximu je jeho vyssi uc¢innost.(59)

Dobra reaktivacni schopnost vi¢i AChE inhibované pesticidy byla prokézana
i utrimedoximu(60), ale jeho praktickému vyuziti brani nedostatek klinickych
studii.(20) V nasi studii mé&l oxim K 074 v koncentraci 10° mol/l reaktivagni schopnost
srovnatelnou s trimedoximem. Z hlediska vztahti mezi strukturou a u¢inkem je dulezité
zjiSténi, Ze vSechny tfi reaktivatory (obidoxim, trimedoxim a K 074) maji na obou
pyridiniovych kruzich oximové skupiny v poloze 4 a liSi se pouze charakterem

spojovaciho fetézce.

Reaktivace AChE inhibované chlorpyrifosem byla diskutovéana také v préaci publikované
v roce 2007)(61) — Priloha 3. Do této publikace byly zahrnuty vysledky reaktivaéni
schopnosti vSech sloucenin testovanych v mé diplomové praci, s vyjimkou TO 231, TO

237 a TO 238. Na zéklad¢ téchto vysledkii byly formulovany podrobnéjsi QSAR.
eV koncentraci 10° mol/l byly viechny studované slouceniny dostate¢né uinné,
aviak v koncentraci 10 mol/l, ktera je dosaZitelna v plazmé pii terapeutickém

pouziti reaktivatort, mély uspokojivou reaktiva¢ni schopnost pouze trimedoxim,
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obidoxim a K 074. Tim byla potvrzena dulezitost oximovych skupin v poloze 4
pyridiniovych kruht.

e Monokvartérni slouc¢eniny s oximovou skupinou v poloze 4 — K 024 (v publikaci
oznacena jako 4-PAM), TO 061, TO 062, TO 063 a TO 064 mély reaktivacni
ucinnost velmi nizkou bez ohledu na to, zda substituent na pyridiniovém dusiku
byl alifaticky (K 024, TO 062, TO 063 a TO 064) nebo aromaticky (TO 061).

Zavedenim dal$iho kvartérniho dusiku do postranniho fetézce (oximy TO 094, TO 096,
TOO098 a TO 100) se sice aktivita zvySila, ale pouze pii vyssi koncentraci.
V koncentraci 10° mol/l byly tyto slou¢eniny net&inné. Ztoho plyne, Ze pro
dostate¢nou reaktivani ucinnost je nutné, aby slouceniny byly symetrické a oba

kvartérni dusiky byly soucasti pyridiniového cyklu.

Prace publikovana v Casopise Letters in Organic Chemistry (62)- Piiloha 4 byla
vénovana dalSim pokusim o formulace QSAR za pomoci studia reaktivace AChE
inhibované cyklosarinem.

Pouze 6 testovanych oximu piesahovalo hranici reaktivace 5 %, ktera je povaZovana za
dostatecnou pro preziti laboratornich zvifat intoxikovanych OFI. Nejvys$si reaktivacni
ucinnost dosahoval oxim TO 050, nicméné& pouze v koncentraci 10™ mol/l.

vvvvvv

slouceniny s 3 nebo 4 ¢lennym spojovacim fetézcem a s oximovou skupinou v poloze 2.

V posledni uvedené publikaci byly diskutovany nové metody syntézy reaktivatort
AChE a jejich schopnost reaktivovat cyklosarinem inhibovanou AChE (63) — Priloha 5.
Monokvartérni oximy byly pfipraveny nove¢jsi metodou syntézy — metoda A (za pouZziti
acetonu a pii niz$i teplot¢ 60 °C). Biskvartérni slouceniny byly pfipraveny starsi
metodou B (DMF, 100 °C), ktera se ukazala jako efektivnéjsi, vysledkl bylo dosazeno
v kratSim case.

Reaktiva¢ni ucinnost byla pifi obou méfenych koncentracich nejvyssi u oximu K033.
V koncentraci 10 mol/l se jevil jako usp&ny i oxim K100, ale v koncentraci 10™ mol/l

uz zadnou ucinnost neprokazal. Monokvartérni oximy byly zcela neucinné.
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9. ZAVER

Nalezeni a syntéza nového ucinnéjStho a hlavné univerzdlné pouzitelného
reaktivatoru AChE inhibované OFI ziistava i nadale nevyfeSenym problémem. Z dosud
znamych reaktivatori neni prozatim bohuzel zadny schopen reaktivovat enzym
inhibovany v§emi typy NPL.

Z publikovanych praci vyplyva, ze U intoxikaci chlorpyrifosem byly nejucinnéjSimi
reaktivatory obidoxim a trimedoxim. V piipad¢ reaktivace AChE inhibované
cyklosarinem se jevil jako nejucinngjsi oxim K033.

Z nov¢jsich studii se jako velmi nadéjny jevi biskvarterni oxim HI-6, nedokaze vSak
reaktivovat AChE inhibovanou tabunem ani pesticidy. V ptipadé otrav tabunem byly
velmi uspé€Snymi reaktivatory oximy K027 a K048.(64) Oxim K027 by mohl byt
v budoucnosti jednim zuvazovanych kandidatd pro 1écbu Sirokého spektra otrav
OF1.(65)

V poslednich studiich je velmi diskutovanym tématem pouziti kombinace dvou
oximt soucasné (HI-6 + trimedoxime, HI-6 + K203).(66) Otazkou zatim zustava

zvySeni toxicity pii pouziti dvou reaktivatori soucasné.
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