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periferni anionické misto
phenylalanin
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1 Uvod

Organické slouceniny fosforu zahrnuji latky pouZivané v zeméedélstvi, primyslu
i medicin€. Podobnou zédkladni strukturu maji i latky zneuZivané jako chemické zbrang,
tzv. nervové paralytické latky. VSechny tyto slouceniny mohou byt pro lidsky
organismus vysoce toxické, nebot’ maji schopnost inhibovat Zivotné dulezity enzym
acetylcholinesterasu. Proto se soucasn¢ s jejich objevem rozvijela i snaha o nalezeni
vhodnych antidot, tzv. reaktivdtorii acetylcholinesterasy. Navzdory intenzivnimu
vyzkumu se vSak stile nepodafilo ziskat reaktivator, ktery by optimaln¢ ucinkoval proti
vSem zastupcim Sirokého spektra pouZzivanych organofosfatti. Vzhledem k mozZnosti
pouZziti nervove paralytickych latek ve valkach nebo jejich zneuZiti k teroristickym
utokiim, pretrvdvd hrozba intoxikace témito sloucCeninami. Navic stdle dochazi k
vyskytu otrav organofosforovymi pesticidy. Snaha najit vhodné antidotum je proto

vysoce aktudlni.

Cilem této prace je piiprava a in vitro testovani reaktiva¢ni ucinnosti deviti
potencidlnich biskvarternich reaktivitori paraoxonem a tabunem inhibované
acetylcholinesterasy. Jako referencni latky byly pouZzity zndmé reaktivatory pralidoxim,
obidoxim a HI-6. Ddéle byly pfipraveny ¢tyfi monokvarterni inhibitory

acetylcholinesterasy a byla stanovena jejich afinita k enzymu in vitro.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Acetylcholin

vvvvvv

hojné rozsiten jak v centrdlnim, tak perifernim NS. Je to hlavni neurotransmiter
parasympatickych postgangliovych vldken, avSak zajiStuje i pfenos vzruchi ve
vegetativnich gangliich sympatiku a parasympatiku a na nervosvalové ploténce, v mist¢,

%

kde somatickd nervova vldkna inervuji pii¢n¢ pruhované svaly.

Je syntetizovan v cytoplazmé neurond z acetyl-koenzymu A a cholinu enzymem
cholinacetyltransferasou. Cholin je na misto syntézy pfijiman z plazmy nebo zpétné ze
synaptické Stérbiny, kde vznika rozloZenim ACh diive pouzitého k nervové stimulaci.
V cholinergnich nervovych zakoncenich je pak z vétsi ¢asti skladovan ve vezikulech.
Ty, vptipadé, Ze knervovému zakonceni dospéje akéni potencidl, splyvaji se
synaptickou membrénou a dojde k masivnimu uvolnéni medidtoru, ktery pak reaguje
s receptory na postsynaptické membrané. K slabému uvolnovani vsak dochazi diftzi i

bez stimulace akénim potencidlem.

Sirokd $kdla dginkd ACh je umoZnéna mj. i heterogenitou cholinergnich
receptord. Existuji dva zdkladni typy receptorii — nikotinové (nAChR) a muskarinové
(mAChR), oznacené takto podle schopnosti pfirodnich alkaloidi nikotinu a muskarinu
napodobovat na kazdém z nich uc¢inky ACh. Pomoci selektivnich antagonistii byly dale
tyto dva zdkladni typy receptorii rozdéleny na dva podtypy nikotinovych a pét

muskarinovych (1).

2.1.1 Nikotinové receptory (nAChR)
nAChR hraji hlavni dlohu pfi mezibunééné komunikaci v mozku a na

nervosvalovém spojeni. Ugastni se kognitivnich funkci CNS, jako je stav védomi,
pozornost, ufeni a pamét a poruchy jejich funkce mohou byt pficinou, napf.
schizofrenie, autismu, Alzheimerovy ¢i Parkinsonovy choroby. Poznéni jejich struktury
a pochopeni mechanismu aktivace i inhibice je pfedpokladem pro terapeutické zvladnuti

téchto nemoci (2).

2.1.1.1 Klasifikace a struktura

Jsou zndmy dva podtypy nAChR lisici se v lokalizaci a ve struktufe. Na

nervosvalovém spojeni jsou tzv. neuromuskularni nAChR, v mozku a na synaptickych



membrindch ganglii vegetativni NS jsou pak tzv. neurondlni nAChR. Oba podtypy

receptorl jsou ionotropni, coZ znamend, Ze jsou spiazené s iontovym kandlem (1).

Jsou tvofeny péti podjednotkami: dvéma alfa, jednou beta, delta a
gamma/epsilon, které vytvéreji pentamerni strukturu obklopujici transmembranovy por,
specificky propustny pro kationty Na*, Ca®* a K*. Na muskuldrnim receptoru byl
identifikovan pouze jeden druh podjednotky alfa (oznacen jako a;) a podjednotky beta
(B1)- Na neurondlnim receptoru pak bylo nalezeno $irs$i spektrum podjednotek alfa (o, —
10) 1 beta (B4). VSechny podjednotky vSak maji podobnou topologii. Skladaji se z velké
extracelularni hydrofilni domény s N-koncem, na které jsou vazebnd mista pro ACh,
popt. kompetitivni inhibitory receptoru, ndsleduji tfi hydrofobni transmembrinové
oblasti (M; — M3), velka intracelularni klicka, Ctvrta transmembranova oblast My a
kratky extracelularni C-konec. Transmembranovy segment M, kazdé podjednotky za

prispeni M; tvoii sténu iontového kandlu (3).

Molekula ACh se jako aktivujici ligand receptoru navaze na nékteré z vazebnych
mist a spusti tim konformacni zmény Sifici se allostericky po vSech podjednotkéch.
Niasledkem toho dojde k otevieni kandlu a je tak umoznén prichod kationtli pies

membranu zplsobujici depolarizaci membrdny a Sifeni AP. Nikotinové receptory

zprostiedkovavaji rychlou excita¢ni odpovéd’ na stimulaci.

2.1.2 Muskarinové receptory (mAChR)
Nachdzeji se na postsynaptické membran¢ efektorovych bun¢k parasympatiku a

jejich stimulace vede k Sirokému spektru ucinkti. Na periferii zprosttedkovavaji napf.
fizeni Cinnosti srdce, hladkych svald, exokrinnich 71z, v CNS jsou zahrnuty do

regulace teploty, procesu uceni a paméti (1).

Patii do rozsahlé rodiny metabotropnich receptori, Cili receptorid spfazenych
s G-regulatnim proteinem. Mohou zprostiedkovdvat jak excitani, tak inhibi¢ni

odpovéd’, kterd je vSak v porovnani s ionotropnimi receptory pomalejsi.

2.1.2.1 Struktura

Receptory spojené s G-proteiny vykazuji vysoky stupen homologie u vSech
zivoc¢iSnych, a pravdépodobné i rostlinnych bunék. VSechny jsou tvofeny jednim
polypeptidovym fetézcem, ktery ma sedm transmembrdnovych tsekli a na

intracelularnich smyckdch se nalézaji funk¢ni komponenty umoZiujici vazbu G-



proteinu. Ten je na vnitini strané membrany k receptoru pfidruzen a ma funkci
transduceru. Strukturné jde o trimer, tvofeny podjednotkou a, kterd méd schopnost vazat
na sebe a $tépit guanosintrifosfat (GTP, odtud nazev G-protein) a aktivovat dalsi slozky
kaskady, zndmé jako druhé posly, a podjednotkami B a vy, jejichZ funkci je zakotveni

proteinu v membrané (4).

U vétsSiny G-proteint je komplex B a y funkéné shodny a pouze odliSnosti ve
stavbé a tudiz 1 funkci o podjednotky urcuji typ proteinu. RozliSujeme 4 zédkladni tfidy

G—proteinﬁ: G, G, Gq/ll a Gio3.

2.1.2.2 Klasifikace mAChR

Pomoci selektivnich agonistii a antagonistli, a za pfispéni metod molekuldrni

biologie, =zahrnujicich expresi geni koddujicich tyto receptory, se podafilo
charakterizovat 5 podtypit mAChR, oznacovanych jako M;s. Strukturdlné vykazuji
po aktivaci receptoru ptidruzuje G-protein. Tyto odliSnosti zplsobuji, Ze receptory M,
M3 a Ms se spojuji s proteinem typu Ggi1 a Mo a My s Gi-proteinem. To se pak dale
odrdzi v aktivaci jinych druhych poslt a tudiz i celkové odpovedi na stimulaci. Vyskyt
jednotlivych typli mAChR, né¢které jejich funkce a zdstupci agonisti a antagonistll jsou

pro vétsi prehlednost shrnuty v Tabulce 1.



Bun.

odpoveéd
Podtyp Lokalizace Funkce Preferovany Agonisté Antagonisté
G- protein,
Druhy posel
-stimulace excitace
CNS CNS (pamét) G ACh pirenzepin
perif. neurony -1 sekrece /11 . atropin
P PLC oxotremorin .
M1 parietalni HCl mamba toxin
o1 . (IP3/DAG) karbachol . .
bunky Zaludku v zaludku 1Ca®* ipratropium
-1 motility IK* telenzepin
GIT
srdce _“presynapt. inhibice ACh atropin
inhibice CNS . .
presynapt. P G methacholin | oxybutynin
M2 -ttlum . . .
nerv. srdecni |cAMP oxotremorin | ipratropium
zakonden{ . ; |Ca**, 1K* karbachol gallamin
C1Nnost1
-sekrece excitace ACh atronin
exokrinni zlazy | -kontrakce hl. Gy11 betanechol tol terg din
M3 hladké svaly svala PLC karbachol darifenacin
endotel -vasodilatace | (IP3/DAG) pilokarpin ioratronium
-akomodace 1Ca”* oxotremorin | P ol OP
Hldzy 1nhé)ilce ACh atropin
e cpp | ke | o
|Ca®™, 1K,
excitace ACh Atronin
M5 CNS Gy karbachol | . PR
PLC oxotremorin | ¥ p

Tabulka 1: Muskarinové receptory — zdkladni data.

10




2.2 Acetylcholinesterasa

Utinek ACh je velmi rychly a kritky. Molekula ACh pomérné rychle disociuje
od receptoru, a aby pusobila v synaptické stérbin€ jen po nezbytné nutnou dobu, je zde
pfitomen enzym acetylcholinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7), odpovédny za jeho

degradaci.

AChE patii do skupiny cholinesteras, to je obecny termin pro enzymy s vysSsi
afinitou k estertim cholinu neZ k jinym esteram. V lidském téle se nachdzeji dva typy
cholinesteras, liSici se od sebe vyskytem i funkci: jiz zminénd AChE, dile pak

butyrylcholinesterasa (BChE), také zndma jako plazmové, nebo nespecifickd esterasa.

AChE je lokalizovdna predevSim v nervovych zakoncenich, ale lze ji nalézt i
v membrang erytrocytl, slinivce a plicich. Byla povaZovana za vyhradné membranové
vazany glykoprotein, ale dals$i studie poukazuji na vyskyt tzv. sekre¢ni formy,
vyskytujici se v mistech nevyzadujicich hydrolyzu ACh a predpoklada se, Ze tato forma
AChHE plni dalsi nekatalytické funkce, zahrnujici mj. regenera¢ni procesy neuriti (5),
synaptogenezi a riust axonll (6). Mechanismy téchto procest zatim vSak zUstdvaji

neznamé (7).

2.2.1 Struktura acetylcholinesterasy
AChE byla izolovédna ve své monomerni, dimerni i tetramerni formé¢, z nichz za

funkéné nejvyznamnéjsi pii fyziologickych podminkdch je povazovdna forma

tetramerni (8).

Monomerni AChE ma molekulovou hmotnost pfiblizné 60 000. Rad{ se mezi o/p
hydrolasy a sestdvd z 12 centrdlnich beta listii propojenych 14 alfa helixy (10). Aktivni
misto enzymu je tvofeno dvéma podjednotkami: esteratickou a anionickou. Esteraticka
je slozena z tzv. katalytické triddy aminokyselin (AK) serinu (Ser), histidinu (His) a
glutaminu (Glu). Anionickd ¢ast, pfedstavovand aminokyselinami tryptofanem (Trp),
fenylalaninem (Phe) a Glu, interaguje s kladn€ nabitou trimethylamoniovou skupinou
ACh a je odpovédna za spravnou orientaci substratu vzhledem k aktivhimu mistu

enzymu (11).

vV,

Podrobn¢;jsi studie trojrozmérné struktury enzymu umist'uji aktivni misto ke dnu
tizké a zdanlivé t&zko piistupné prohlubng, zasahujici az 20 A pod povrch enzymu (10).

Déle je upozoriovdno na vysoky stupen aromaticity v okoli aktivniho mista a je
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zpochybiiovdn vyznam anionického mista, pfesnéji jeho ¢asti se zdpornym nabojem, pro
vazbu substratu (12). Zatimco vyskyt AK Trp se ukdzal pro efektivitu enzymu jako
zédsadni (pfedpoklada se, Ze ACh je stabilizovan v pozadovaném misté pomoci kation-n
interakci), odstranéni zdporn¢ nabitych AK na ni nem¢l vyznamny vliv (13, 14). Je tedy
otdzkou, nakolik jsou za ukotveni substratu odpovédné elektrostatické interakce
anionického mista a Ach (15). Bylo vSak poukdzdno i na to, Ze na elektrostatickych
interakcich se nemusi podilet pouze formélni ndboje v okoli aktivniho mista. Celkovy
dipélovy moment, ktery makromolekula enzymu vykazuje, mize také hrit vyznamnou

roli pfi navadéni substratu k mistu reakce (16).

2.2.2 Hydrolyza acetylcholinu
Pii hydrolyze je karbonylovy uhlik ACh vystaven nukleofilnimu ataku

hydroxylovou skupinou serinu v aktivhim mist¢ AChE a vytvafi se doCasna kovalentni
vazba mezi enzymem a substratem. Imidazolovy dusik dals§i AK katalytické triady
histidinu mtze vytvéaret vodikovou vazbu s hydroxylem serinu a tak podpofit reakci
(17). Uvoliiuje se cholin, ktery je aktivné vychytdvan zpét do presynaptického neuronu,
kde je vyuzit k dal$i syntéze ACh, a enzym zUstdvd kratkodobé acetylovan. Velmi
rychle vSak dochdzi ke spontianni hydrolyze acetylové skupiny a znovuobnoveni

katalytického mista, ¢imz je umoznéna vyjimecné vysokd efektivita enzymu.

Zajimavé je, ze AChE podléha inhibici, zplisobené vysokou koncentraci
substratu, coz ji odliSuje od strukturné¢ vyrazné homologni BChE. Tato substratova
inhibice je zfejmé disledkem existence dal§tho vazebného mista pro substrdt, tzv.
periferniho anionického mista (PAS), nachazejiciho se na okraji prohlubné s aktivnim
mistem (18). Vazba ligandi na PAS miiZe allostericky ovliviiovat katalytickou aktivitu
enzymu. Ddle byl navrZen mechanismus inhibice zahrnujici dvé molekuly ACh, z nichz
jedna acetyluje aktivni misto a druhd vazbou na PAS zamezuje ptistupu molekuly vody,
potiebné k deacetylaci (19). Navzdory riznym teoriim vsSak ziastdvd molekularni

podstata substratové inhibice zatim nedofesena.

2.2.3 Butyrycholinesterasa
Butyrylcholinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8), nazyvana téz pseudocholinesterasa,

nespecifickd nebo sérova esterasa, patii stejné¢ jako AChE do skupiny serinovych
hydrolas. S AChE vykazuje 65% homologii v sekvenci AK (20) i podobnou odpovéd’
na n&které klasické inhibitory AChE. OdliSnosti jsou vSak jak v distribuci, tak
preferenci nékterych substrati (21). BChE hydrolyzuje butyrylcholin (BCh) 4x rychleji

12



nez ACh. Charakteristickou vlastnosti BChE také je, Ze nepodléhd substratové inhibici,
ale naopak se pti nadbytku substrdtu projevuje aktivaci (22).

BChE se vyskytuje volné v plazmé, jatrech, stfevech, srdci, hladkém svalu a

slinivce a v omezeném rozsahu i v neuronech periferni a centralni NS (23).

Hlavni fyziologicka funkce BChE je stile nezndmda. Vyznam je vSak pfipisovan
roli BChE jako scavengeru nékterych nebezpecnych inhibitori AChE (organofosfatt,
karbamatti). Dadle schopnosti regulovat cholinergni transmisi pii absenci AChE,
inaktivovat nckterd xenobiotika (kokain, acetylsalicylova kyselina) a aktivovat jind
(bambuterol, heroin). Nékteré studie se také zabyvaji moZnou souvislosti mezi
peptidasovou aktivitou BChE a rozvojem Alzheimerovy choroby (AD). Aktivita BChE
totiz s vékem nartstd a navic je jeji vyskyt u pacientti s AD zvysSen. Ndlez BChE v -
amyloidnich placich podporuje moZnost, Ze se podili na produkci B-amyloidnich

proteint (24).
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2.3 Inhibice acetylcholinesterasy

Rychld hydrolyza ACh je zdsadni pro zachovani pfesnosti signdlu a udrZeni
pusobeni ACh ve fyziologickych mezich. Latky, které moduluji efektivitu AChE ve
smyslu sniZeni jeji aktivity, se nazyvaji inhibitory AChE (IAChE). Princip t¢inkt vSech
IAChE je podobny. Téméi vSechny inhibitory se podobné¢ jako ACh vazou na enzym
kovalentni vazbou, ¢imz zamezi pfistupu ACh k aktivnimu mistu. Navic zpétna
hydrolyza komplexu enzym — inhibitor je oproti hydrolyze enzym — ACh zpomalena.
Chemicka struktura inhibitoru je hlavni determinantou délky trvani jeho dcinkt. Podle

ncho se inhibitory déli na:

e reversibilni — estery kyseliny karbamové s alkoholy (fysostigmin, neostigmin),

v zéavislosti na pouZité latce trva hydrolyza 30 min az 6h

e irreversibilni — (pfesnéji quasi-irreversibilni) organofosforové slouceniny (OP),

hydrolyza trva az stovky hodin (1)

Nahromadéni ACh v synaptickych Stérbindch pak mize mit v zdavislosti na mife
reversibility inhibice enzymu ucinky nepfiznivé, az letdlni, nebo naopak terapeutické.
Ptikladem terapeutického vyuZiti inhibice AChE je naptf. 1écba myastenia gravis,
autoimunitniho onemocnéni, pifi kterém jsou nikotinové muskuldrni receptory napadany
télnimi protilatkami. To vede ke sniZeni jejich Zivotnosti a neadekvatni odpovédi na
signalizaci ACh, ndsledované svalovou slabosti. Zesileni a prodlouZeni tc¢inkti ACh
reversibilnimi inhibitory je pak vyuZivdno jak k diagnéze, tak i1 k terapeutickému
zvladnuti nemoci. Ddle Ize reversibilni inhibitory vyuZit k prevenci a 1é¢b¢ atonii GIT a
mocovych cest, sniZzeni nitroo¢niho tlaku pfi glaukomu nebo ke zpomaleni rozvoje AD

(25).

Irreversibilni inhibitory naopak pro svou toxicitu nevlastni vyznamny

terapeuticky potencidl a jejich vyznam je pfedevSim toxikologicky.
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2.4 Organofosforové slou¢eniny

Viibec prvni sloucenina OP struktury byl tetraethylpyrofosfiat syntetizovany
v polovin€ 19. stoleti ve Francii. Na konci 19. stoleti se objevila prvni sloucenina
s piimou vazbou fosfor-uhlik a v dalSim stoleti pak bylo v pomérné kriatkém Casovém
rozmezi pfipraveno na 2 tis. OP, pivodné zamyslenych pro vyuZiti v zemed€lstvi jako
pesticidy. Brzy vSak byl odhalen jejich toxicky potencidl, piedurcujici je k dalSimu
vyuziti jako chemické bojové latky, tzv. nervoveé paralytické latky (NPL), z nichz
nejzndméjSimi predstaviteli jsou sarin, soman, tabun a VX (Obr.2) (26). Vojenské
mocnosti jich vyrobily v priibéhu véilky obrovské zdsoby, které vSak nakonec nebyly
pouzity. Vzhledem k jejich vysoké toxicité a pomérné snadné a levné vyrobé stéle
pretrvava potencidlni hrozba jejich pouZiti ve vélkach nebo pfi teroristickych utocich.

V rozvojovych zemich navic dochdzi k pomérné ¢astym otravdm OP pesticidy.

24.1 Struktura
Nejcastéji se jedna o organické slouceniny kyseliny fosfore¢né a fosfonové. Déle

pak méné toxické sirné analogy odvozené od kyseliny thiofosfore¢né a thiofosfonové

(Obr.1) (27).

Obrazek 1 Obecna chemicka struktura znazornéna Schraderovym vzorcem

R' a R? mohou byt alkyly, alkoxyly, alkylthio nebo amino skupiny, substituent X miize
byt halogen, kyano nebo thio skupina. Reaktivita je ddna hlavné elektrofilitou fosforu a
zévisi na chemické struktute. Substituenty, které zvySuji reaktivitu jsou halogeny a dale
nitro, kyano, keto a esteratickd skupina, naopak deaktiva¢ni vliv ma hydroxylova a

karboxylova skupina (28).

- F._0
N=C_ i/O F\P,/O CH, tP:/ CHs,CH HSCHZCO\P//O HSCYCH3
HyCHCO™ N-CHa HC 0 eC OJ§< 3 HyC S\
3 N
HyC CHj H,G CHe

7/CH3
Tabun Sarin Soman VX HsC
Obrazek 2 Priklady struktur nékterych NPL

2.4.2 Mechanismus u¢inku
Priinik do organismu je usnadnén vysokou lipofilitou a t€kavosti OP. Po vstupu

jsou transportovany na misto toxického tucinku krevnim ob&hem, kde vSak dochézi
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k vysokym ztratdm, nebot’ zde OP reaguji s BChE a dal§imi enzymy, jejichZ inhibice na
rozdil od inhibice AChE nevyvolava Zadné klinické ptiznaky. Na misto toxického
efektu je tedy diky témto scavengertim dopraven jen velmi maly zlomek ptivodniho

mnozstvi davky. Ten je navic redukovan biotransformaci (34).

Biotransformace je v prvni fazi piedstavovana oxidativnim procesem, ktery vSak
nemusi nutn¢ znamenat deaktivaci a miZe zptisobit vznik produktu vice toxického nez
byl pivodni substrat, jako je tomu napiiklad u pfemény pesticidu parathion na paraoxon

(Schéma 1). Tento proces se oznacuje jako letdlni syntéza (34).

S 0

11 ||
HSCO—FI’—OONOQ —_— HﬁO—Ff—OONOz

OCHjs OCHj

parathion paraoxon

Schéma 1 Schéma oxidativni desulfurace parathionu na paraoxon v prvni fazi biotransformace

Druhd féaze biotransformace je faze konjugacni, OP podléhd konjugaci
s endogennim substratem, kterym byva nejcastéji glukuronova nebo sulfonové kyselina,

Vev s

¢imZ vznikd hydrofilnéj$i produkt, ktery je snadnéji vyloucen z téla (29).

Predpoklada se, Ze vlastni toxicky efekt je realizovan 1 — 3 % z pivodni davky
OP (34). Elektrofilni molekula OP fosforyluje enzym tvorbou kovalentni vazby pies

serinovy hydroxyl v aktivnim misté za uvolnéni X substituentu (Schéma 2) (28).

R,0, ,0O RiO O
E—OH + /f . Py +  HX
RS X Ry O—E

Schéma 2 Schéma fosforylace enzymu

Fosforylovany enzym je pak velmi stabilni a jeho regenerace spontinni
hydrolyzou je pomald nebo témét Zadnd. MiiZe byt reaktivovan jen pomoci velmi silné
nukleofilnich slouc¢enin (tzv. reaktivatora AChE). Reaktivaci ale komplikuje proces tzv.
starnuti. Jde o dealkylaci fosforylové casti komplexu enzym-inhibitor a jeji interakci
s dal$i AK aktivniho mista. Takto stabilizovany komplex enzym-inhibitor je pak odolny
proti reaktivaci a fosforylace se stava jiz pln¢ irreversibilni (30). Rychlost dealkylace
zéavisi na chemické struktuie inhibitoru. Z NPL nejrychleji dealkyluje AChE inhibovana

somanem (polocas dealkylace se pohybuje v fddu minut) (34).
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Inhibice AChE vede ke kumulaci ACh a nadmérnému dradzdéni cholinergnich
receptort, které miZe vyustit aZ v k cholinergni krizi. OP navic mohou mit i pfimy vliv

na cholinergni receptory a zptisobit jejich poskozeni (31).

2.4.3 Klinicky obraz intoxikace
Expozice OP je ndsledovdna akutni cholinergni krizi, kterd zahrnuje pifiznaky

vyplyvajici z nadmérné stimulace muskarinovych a nikotinovych receptort.

2.4.3.1 Muskarinové pfiznaky

Miéza, poruchy akomodace, zvySend sekrece zldz (hypersalivace, poceni a
slzeni), zvySend motilita GIT, bronchokonstrikce a zvySena sekrece bronchidlnich Zlaz,

hypotenze a bradykardie.

2.4.3.2 Nikotinové priznaky

Svalova ochablost a tfes, tonicko — klonické kiece nasledované paralyzou

kosterniho svalstva, srde¢ni fibrilace.

2.4.3.3 Centralni pfiznaky

Napéti, neklid, deprese, =zavraté, zmatenost, deprese dechovych a

kardiovaskularnich center v prodlouZzené miSe, coZ byva spolu s paralyzou dychacich

svalll hlavni pfiCina smrti v piipad¢ tézkych intoxikaci.

2.4.3.4 Nespecifické uéinky

U NPL byly pozorovany i ucinky nesouvisejici piimo se zdsahem do

cholinergniho pfenosu nervového vzruchu. Jsou oznaCovany jako nespecifické nebo
necholinergni a zahrnuji zdsah do metabolismu bilkovin a nukleovych kyselin,
ovlivnéni imunity a hepatotoxicky efekt. Popsdn byl i zdsah ledvinovych funkci,
vodniho a minerdlniho metabolismu. U€inky necholinergni se na rozdil od

cholinergnich manifestuji se zpozdénim.

Pfi piekonani akutni cholinergni krize ziistivd organismus zatiZen nésledky
dlouhodobé hypoxie a acidézy a celé meésice po intoxikaci mohou pietrvavat
neurologické ptiznaky, jako jsou poruchy spdnku, uzkostné az depresivni stavy a
poruchy paméti, uCeni a koncentrace. Specifickou komplikaci otrav NPL muiZe byt
remise otravy dand vyplavenim NPL z depotnich mist nebo jejich dodatenym

uvolnénim z vazby na krevni bilkoviny.

17



Nékteré OP navic mohou vyvolat tzv. pozdni neurotoxicky efekt. Je zplisoben
inhibicfi tzv. neurotoxické esterdzy a histologickymi zménami v perifernich neuronech,
zahrnujicimi degradaci myelinu a degeneraci axont. Rozviji se po akutni intoxikaci
nasledované né¢kolika tydny bezpiiznakového obdobi. Manifestuje se bolesti a parestezii
koncetin, kie¢i a ndslednou proximdlné se Sifici paralyzu svalid. Néaslednd denervace

vede az k t€Zké atrofii svali hornich i dolnich koncetin (34).

2.4.4 Terapie otrav NPL
Prvni pomoc pii otravé NPL by kromé& zabezpeceni zakladnich Zivotnich funkci

m¢la zahrnovat i co nejrychlejsi podani specifickych antidot. Antidotni terapie obsahuje

tfi slozky:

Funk¢ni antidotum — anticholinergni latka, kterd obsazenim cholinergnich receptort

zamezuje jejich nadmérné stimulaci nahromadénym ACh. Lékem volby je i.v. nebo i.m.
podany atropin (Obr.3), ktery antagonizuje ucinek ACh predev§im na perifernich
muskarinovych receptorech. Mens$i vliv md na centrdlni pfiznaky, nebot obtizné
prochdzi HEB, proto byvd kombinovdn s druhym anticholinergikem s centrdlnim

ucinkem (napf. benaktyzin).

H CH,CH,
¢-C00 QC—COO—CHQCHE-N\
CH,0H : CH,CHg

OH

atropin benaktyzin

Obrazek 3 Piiklady struktur pouzivanych funkénich antidot

Kauzdlni antidotum - reaktivitor AChE, ktery obnovuje aktivitu AChE a umoZzni ndvrat

Vv s

k normdlnimu cholinergnimu pienosu. Nejbézn¢jsi ve svéte pouzivané reaktivatory jsou

pralidoxim, obidoxim, methoxim, trimedoxim a HI-6.

Antikonvulzivni sloZka — dopliiuje antidotni terapii z diivodu omezeni zachvati CNS

vedoucim ke generalizovanym tonicko - klonickym kiecim a ndslednému poSkozeni
struktur CNS. Lékem volby je diazepam, ale uvazuje se soucasné o pouZziti alprazolamu

nebo klonazepamu. (34).

Kromé této kombinace antidot, kterd je pouzivana k 1é¢b¢ akutni intoxikace, se

navic ukazuje jako raciondlni profylaktické pouZziti reversibilnich inhibitori AChE

18



(Obr. 4) v ptipadé predpoklddané hrozby intoxikace. Reversibilni inhibitor se sdm vaze
na enzym, zabrani tak vazbé OP a tim ho ochrini pfed dlouhodobou inhibici. S timto
zéamerem byl napiiklad pouzit pyridostigmin, jehoZ molekula ma ale kladny ndboj a
diky tomu neprochiazi do CNS. Proto jej Ize pouzit jen k ptfedchdzeni perifernich
pfiznaki intoxikace, pfedevsim svalové paralyze. Jako vhodny zdstupce reversibilniho
inhibitoru pronikajictho HEB se jevil fysostigmin, avSak ukazalo se, Ze md v davkach
nutnych k profylaxi fadu nezddoucich ucinkti (32). Nadéjnym kandididtem
k ptedchézeni otrav OP se zda byt galantamin. Ma vyssi efektivitu neZ pyridostigmin a
navic ucinkuje i kdyZ je podédn se zpoZdénim po expozici OP (33). PouZiti reversibilnich
inhibitort jako profylaxe i jako moZnych antidot je vSak stdle pfedmétem vyzkumu

(25).

(@]

O/

“N(CHg),
pyridostigmin bromid fysostigmin galantamin

Obrazek 4 Priklady struktur reversibilnich inhibitori AChE
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2.5 Reaktivatory acetylcholinesterasy

Prvni aspésnd in vitro defosforylace inhibované AChE byla docilena pomoci
hydroxylaminu v poloviné 20. stoleti (26). V nésledujicich letech nastal pomérné
intenzivni vyvoj dalSich specifickych antidot, vychazejici z predpokladu, Ze regenerace
fosforylovaného enzymu miiZze byt dosazeno nukleofilnim atakem slouceninou
strukturdlné¢ podobnou ACh. Prvni testovany reaktivator ze skupiny monopyridiniovych
oximi, pralidoxim (2-PAM), dokdzal reaktivovat enzym milionkrat rychleji nez
hydroxylamin (35). Nasledné¢ byly syntetizovany bispyridiniové slouceniny,

reprezentovany reaktivatory obidoximem, trimedoximem, HI-6 a HL6-7 (Obr.5).

HON=CH  CH=NOH HON=CH CH=NOH
N O N N o
o) x° o )l 2x° o) o) 2x
D_ o J le_ N/ N/
HON=HC l}l N l}l \ |
CH,4 CH,0CH, CH,CH,CH,
pralidoxim obidoxim trimedoxim
CONH, H,N—-CO CH=NOH
| X | X 2)(@ | X | X 2)(@
@S @ ® L (@~
N" N” "CH=NOH N" N" “CH=NOH
CH,OCH, CH,OCH,
HI-6 HLo67

Obrazek 5 Priklady struktur reaktivtori AChE

Jsou zndmy jisté vztahy mezi strukturou a reaktivatnim potencidlem
reaktivatoru. Jde o Ctyfi strukturdlni znaky, které ovliviiuji jeho afinitu k inhibované
AChE: pfitomnost kvarterniho dusiku (pfi¢emZ biskvarterni slouceniny dosahuji vyssi
afinity neZ monokvarterni) (36), pfitomnost nukleofilni oximové skupiny (37), a jeji
pozice na pyridinovém jadru (obecné je vhodné&jsi pozice 2 a 4) (38) a u
bispyridiniovych sloucenin délka spojovaciho fetézce mezi obéma pyridinovymi jadry

(39).

Navzdory intenzivnimu vyzkumu neni mezi Sirokym spektrem testovanych
reaktivatorti zastupce, ktery by mél schopnost dostateéné efektivné reaktivovat AChE

nezavisle na chemické struktuie pouzitého inhibitoru.
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Vybér nejvhodnéjsiho oximu je navic ovlivnén i jeho dal§imi vlastnostmi, jako
jsou schopnost proniknout v dostatecném mnoZzstvi do CNS, piimy farmakologicky
ucinek projevujici se presynaptickym ovlivnénim uvoliiovani ACh (40), vlastni toxicita

a chemicka stabilita (41).

2.5.1 Mechanismus ucinku reaktivatori acetylcholinesterasy

s Wz

Kladn¢ nabitd ¢ast molekuly reaktivatoru nasméruje slouceninu k aktivnimu
mistu enzymu, podobné jako je tomu u molekuly ACh. Zde pak silné¢ nukleofilni
oximova skupina atakuje atom fosforu OP residua a kritkodobé se vytvoii velmi
nestabilni komplex enzym — inhibitor — oxim. Ten se ndsledn¢ rozstépi na regenerovany

enzym a fosfylovany oxim (Schéma 3) (41).

0
1|

0 =\ NOH N /NO—P-OR;
E—O0-P-OR; + %‘N/\\:/>—/ —> E—OH + —NC/>—/ R,

Rz

Schéma 3 Schéma mechanismu u¢inku reaktivatorda AChE
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Synteticka ¢ast

3.1.1 Obecna synteticka ¢ast
Rozpoustédla (aceton, DMF, MeCN) a chemikélie byly dodany od firem Fluka a

Sigma-Aldrich a pouzity bez dal$itho piecisténi. Reakce byly monitorovany pomoci
TLC (DC-Alufolien Cellulose F, Merck, Némecko) s pouZitim soustavy BuOH-
CH;COOH-H,O 5:1:2 a detekovany Dragendorfovym cinidlem. Teploty tani byly
méfeny na bodotivku PHMK 05 (VEB Kombinat Nagema, Radebeul) a nejsou

korigovany.

NMR spektra byla mé&fena na Varian Gemini 300 (‘H 300 MHz, “C 75 MHz,
Palo Alto CA, USA). Chemické posuny pro 'Hi"C spektra jsou uvedeny v ppm (3) v
pomeéru k signdlu rozpoustédla DMSO (6 2,50 pro 'H; § 39,43 pro B0). Signdly jsou
uvedeny jako s (singlet), d (dublet), t (triplet) a m (multiplet).

Elementarni analyza byla provedena na pfistroji EA 1110 CHNS instrument (CE

Instruments, Milano, Italy).

ESI-MS spektra byla méfena s pouZzitim vysokotlaké kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie. HP1100 HPLC systém byl dodan z Agilent Technologies
(Waldbronn, Némecko). Sklada se z vakuového zplynovace G1322A, kvarterni pumpy
G1311A, autosampleru GI1313A a kvadrup6lového hmotnostniho spektrometru
MSD1456 VL vybaveného zdrojem elektrospray-ionizace. Dusik pro hmotnostni
spektrometr byl ziskdn z dusikového generatoru Whatman 75-720. Data byla odec¢tena v
pozitivnim iontovém moédu s ESI sondou o napéti 4000 V. Tlak rozprasovaného plynu

byl ustaven na 35 psig. Teplota susiciho plynu byla 335 DC a priitok 13 1/min.

3.1.2 Priprava monokvarternich soli
Dvé metody byly pouzity k pfipravé monokvarternich soli.

Metoda 1

Roztok hydroxyiminomethylpyridinu (4,0 g, 32,8 mmol) a dibromopropanu
(16,69 ml, 163,8 mmol) v acetonu (30 ml) byl zahtivan na 60 °C po dobu 8 hodin. Poté
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byla smé€s ochlazena na laboratorni teplotu, surovy produkt byl odfiltrovin za sniZzeného

tlaku a rekrystalizovan z MeCN (Schéma 4).

HON—HCCN Br(CHa)sBr HON—HCCN@—(CH )s—Br
Bl \_/ aceton, 60°C Y 28

Br®

Schéma 4 Ptiprava monokvarterni soli Metodou 1
1-(3-bromopropyl)-4-hydroxyiminomethylpyridinium-bromid (1): vytézek 86 %. T.t.
179-184 °C. "H NMR (300 MHz, DMSO dg) se shoduje s literaturou (44). >C NMR (75
MHz, DMSO dg): d (ppm) 148,45; 145,19; 145,04; 124,02; 58,91; 32,98; 30,15. EA:
vypocteno 33,36 % C; 3,73 % H; 8,65 % N; nalezeno 33,26 % C; 3,84 % H; 8,80 % N.
ESI-MS: m/z 243,1 [M]" (kalkulovano pro [CoH,BrN,O]" 243,01) (42).

—\®
HON=HC@N—(CH2)3Br

Br@

1
Metoda 2

Reak¢ni smés tvofend pyridinem, resp. terc. aminem a methyljodidem
rozpusténych v acetonitrilu (MeCN; 10 ml) byla zahiivana po dobu 5-17 hodin pfi
40 °C a poté ochlazena na laboratorni teplotu. Produkt byl filtrovan za snizeného tlaku,
dalsi podil produktu byl vysraZen etherem z filtratu a odfiltrovan za sniZeného tlaku.

Surovy produkt byl rekrystalizovén z dichlormethanu (Schéma 5).

- CH;l T\® ©
NN e  N-CHg I
Y acetonitril, 40°C
2
) (CHan-nicH Sl )—(CHaeNoHy, 1
(CH2)a"N(CHs) acetonitril, 4006 2n %8
3,4,5

Sloucenina | n

3 0

4 1

5 2

Schéma 5 Piiprava monokvarternich soli Metodou 2.
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I-methylpyridinium-jodid (2): zahfivdno 8 hodin. vytézek 60 %.T.t. 117-119 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO de): & (ppm) 9,0 (d, 2H, J = 5,6 Hz, H-2,6); 8,59 (t, 1H, J =
7,8 Hz, H-4); 8,14 (t, 2H, J = 7 Hz, H-3,5); 4,36 (s, 3H, -CH3). °C NMR (75 MHz,
DMSO de): 8 (ppm) 146,25; 145,75; 128,37; 48,67. EA: vypocteno 32,60 % C; 3,65 %
H; 6,34 % N; nalezeno 32,59 % C; 3,7 % H; 6,28 % N. ESI-MS: m/z 94,1 [M]*
(kalkulovéno pro [CcHgN]" 94,07).

—\® S
\ N-CHs I

2

Fenyltrimethylamonium-jodid (3):zahfivdno 13 hodin. vytézek 94 %. T.t. 229-232 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO dg): & (ppm) 7,99 (d, 2H, J = 7.7 Hz, H-2,6); 7,61 (m, 3H,
H-3, 4, 5); 3,63 (s, 9H, N-(CH3)3). °C NMR (75 MHz, DMSO de): 8 (ppm) 147,13;
130,05; 129,94; 120,33; 56,28. EA: vypocteno: 41,08 % C; 5,36 % H; 5,32 % N;
nalezeno 41,22 % C; 5,52 % H; 5,33 % N. ESI-MS: m/z 136,2 [M]" (kalkulovdno pro

[CoH14N]" 136,11).
Q) ohiera, 10

3

Trimethylfenylmethylamonium-jodid (4): zahfivdno 6 hodin. vytézek 90 %. T.t. 179-
183 °C. '"HNMR (300 MHz, DMSO de): 8 (ppm) 7,54 (m, 5SH, H-Ph); 4,57 (s, 2H, N-
CH,-); 3,04 (s, 9H, N-(CH3)3). *C NMR (75 MHz, DMSO dg): & (ppm) 132,97; 130,48;
129,11; 128,51; 67,80; 51,91. EA: vypocteno 43,34 % C; 5,82 % H; 5,05 % N; nalezeno
43,46 % C; 5,94 % H; 5,08 % N. ESI-MS: m/z 150,1 [M]" (kalkulovano pro [CjoHsN]*

150,13).
©) ©)
QCHQ'N(CH3)3 I

4

Trimethylfenylethylamonium-jodid (5): zahiivdano 17 hodin. vytéZzek 89 %. T.t. 230-
234 °C. "TH NMR (300 MHz, DMSO de): & (ppm) 7,34 (m, 5H, H-Ph); 3,55 (m, 2H, N-
CH>-CH); 3,15 (s, 9H, N-(CH3)s); 3,05 (m, 2H, N-CH,-CH,). °C NMR (75 MHz,
DMSO dg): 6 (ppm) 136,46; 129,17; 128,86; 127,13; 65,95; 52,48; 28,66. EA:
vypocteno 45,37 % C; 6,23 % H; 4,81 % N; nalezeno 45,36 % C; 6,38 % H; 4,82 % N.
ESI-MS: m/z 164,2 [M]" (kalkulovéno pro [C;;HsN]* 164,14).
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5

3.1.3 Priprava biskvarternich soli
1-(3-bromopropyl)-4-hydroxyiminomethylpyridinium-bromid 1; 0.5 g,

1.54 mmol) byl rozpus$tén v DMF (10 ml) spolecné s odpovidajicim pyridinovym
derivatem (3.0 mmol). Smés byla zahiivana pifi 70-100 °C po dobu 3-12 hod. a
ochlazena na laboratorni teplotu. K reakéni smési byl ptidan nadbytek acetonu (50 ml) a
byla uchovédna v chladicim boxu ptes noc. Surovy pevny produkt byl dekantovén,
kapalnd ¢4ast reak¢éni smési odlita, surovy produkt pievrstven MeCN (50 ml) a ponechan
pii Lt. pfes noc. Produkt byl filtrovdn za snizeného tlaku a rekrystalovin z MeCN

(Schéma 6).

— R o
Br@ N ¢ 2Br

—/\® \\_// —\® @ /)R

HON=HG—(  N—(CH,);Br v ooE | HONHO—( N=(CH N

1

Schéma 6 Piiprava biskvarternich soli

1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-pyridazinium-propan-dibromid (6): zahtivano
3 hod. pii 100 °C. Vytézek 92 %. T.t. 246-249 °C. '"H NMR (300 MHz, DMSO de): &
(ppm) 9,86 (d, 1H, J=5,9 Hz, H-6'); 9,44 (d, 1H, J = 4,8 Hz, H-3"); 8,91 (d, 2H, J = 6,0,
H-2,6); 8,58 (m, 1H, H-5"); 8,44 (m, 1H, H-4"); 8,24 (s, 1H, -CH=NOH); 8,05 (d, 2H, J
= 6,3 Hz, H-3,5); 4,75 (t, 2H, J = 6,7 Hz, N'-CH,-); 4,56 (t, 2H, J = 7,27 Hz, N-CH>-);
2,27 (m, 2H, N-CH,-CH>-). C NMR (75 MHz, DMSO d¢): & (ppm) 154,47; 150,45;
148,50; 145,16; 145,06; 136,78; 136,15; 124,08; 61,02; 56,86; 30,37. EA: vypocteno
38,64 % C; 3,99 % H; 13,86 % N; nalezeno 38,47 % C; 4,12 % H; 14,02 % N. ESI-MS:
m/z 243,1 [M-H']* (kalkulovéno pro [C13H;¢N,O]** 244,13).

2B
—/\® N—
HON=HC@N—(CH2)3 Ny
6
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(3,4-dikarbamoylpyridinium)-propan-dibromid
(7): zahiivano 12 hod. pfi 70 °C. Vytézek 44 %. T.t. 142-144 °C. "H NMR (300 MHz,
DMSO de): & (ppm) 9,18 (s, 1H, H-2'); 9,09 (d, 1H, J = 6,4 Hz, H-6"); 8,91 (d, 2H, J =
6,4 Hz, H-2,6); 8,24 (s, 1H, -CH=NOH); 8,13 (m, 2H, -NH,); 8,06 (d, 2H, J = 6,2 Hz,
H-3,5); 8,00 (d, 1H, J= 6,2 Hz, H-5'); 7,88 (s, 2H, -NH,); 4,55 (m, 4H, -N-CH>-); 2,26
(m, 2H, N-CH,-CH,-). *C NMR (75 MHz, DMSO dq): & (ppm) 165,40; 163,68; 150,64;
148,57; 146,39; 145,18; 145,07; 144,55; 134,10; 126,13; 124,08; 57,53; 56,92; 31,32.
EA: vypoéteno 39,29 % C; 3,92 % H; 14,32 % N; nalezeno 39,45 % C; 3,98 % H; 14,18
% N. ESI-MS: m/z 164,6 [M]** (kalkulovano pro [Ci¢H oN5O3]** 164,58).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-[4-(1-aminohydroxyiminomethyl)-
pyridinium]-propan-dibromid (8): zahiivano 8,5 hod. pii 70 °C. Vytézek 62 %. T.t. 147-
149 °C. '"H NMR (300 MHz, DMSO dg): & (ppm) 8,97 (m, 4H, H-2,2',6,6"; 8,30 (s, 1H,
-CH=NOH); 8,19 (d, 2H, J = 6,3 Hz, H-3',5"); 8,12 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-3,5); 6,31 (s,
2H, -NH,); 4,58 (t, 4H, J = 6,4 Hz, -N-CH,-); 2,34 (m, 2H, N-CH,-CH»-). ’C NMR (75
MHz, DMSO dg): 6 (ppm) 148,52; 147,95; 146,93; 145,14; 145,05; 144,69; 124,08;
122,75; 56,88; 56,73; 31,48. EA: vypocteno 39,07 % C; 4,15 % H; 15,19 % N; nalezeno
39,60 % C; 4,75 % H; 15,05 % N. ESI-MS: m/z 150,6 [M]** (kalkulovdno pro
[Ci5HioN50,]*" 150,58).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-methylpyridinium)-propan-dibromid 9):
zahifvano 8 hod. pfi teploté 70 °C. Vyt&zek 53 %. T.t. 236-238 °C. "H NMR (300 MHz,
DMSO dg): 6 (ppm) 8,98 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-2,6); 8,88 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-2',6");
8,32 (s, 1H, -CH=NOH); 8,13 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-3,5); 7,89 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-
3'5"); 4,58 (m, 4H, -N-CH>-); 2,56-2,48 (m, 2H, -N-CH,-CH>-); 2,47 (s, 3H, -CHj).
BCNMR (75 MHz, DMSO de): & (ppm) 159,04; 148,50; 145,12; 145,03; 143,84;
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128,35; 124,04; 56,90; 56,48; 31,52; 21,35. EA: vypocteno43,19 % C; 4,59 % H; 10,07
% N; nalezeno 43,05 % C; 4,72 % H; 10,06 % N. ESI-MS: m/z 128,6 [M]2+
(kalkulovéno pro [C15H19N30]2Jr 128,58).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-fenylpyridinium)-propan-dibromid (10):
zahifvano 9 hod. pfi teploté 70 °C. Vyt&zek 30 %. T.t. 238-240 °C. "H NMR (300 MHz,
DMSO dg): 6 (ppm) 9,00 (d, 2H, J = 6,4 Hz, H-2',6"); 8,95 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-2,6);
8,39 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-3',5"); 8,27 (s, 1H, -CH=NOH); 8,08 (d, 2H, J = 5,9 Hz, H-
3,5); 7,91 (m, 2H, H-Ph); 7,46 (m, 3H, H-Ph); 4,58 (t, 4H, J = 7,0 Hz, N-CH,-CH,);
2,29 (m, 2H, N-CH,-CH>). *C NMR (75 MHz, DMSO de): & (ppm) 155,07; 148,78;
145,42; 145,30; 145,20; 133,67; 132,41; 129,90; 128,36; 124,75; 124,33; 57,23; 56,73;
31,83. EA: vypocteno 50,13 % C; 4,42 % H; 8,77 % N; nalezeno 48,99 % C; 4,68 % H;
8,68 % N. ESI-MS: m/z 159,6 [M]** (kalkulovano pro [CaH2;N301** 159,58).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-kyanopyridinium)-propan-dibromid ~ (11):
zahifvano 6 hod. pii 100 °C. Vytézek 84 %. T.t. 214-218 °C. '"HNMR (300 MHz,
DMSO de): 6 (ppm) 9,32 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-2',6"); 8,94 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-2,6);
8,62 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-3',5"); 8,28 (s, 1H, -CH=NOH); 8,10 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-
3,5); 4,67 (t, 2H, J = 6,7 Hz, N'-CH>»-); 4,56 (t, 2H, J = 6,7 Hz, N-CH>-); 2,38-2,28 (m,
2H, -CH,-). *C NMR (75 MHz, DMSO dg): & (ppm) 148,55; 146,47; 145,15; 145,06;
131,04; 126,97; 124,09; 114,77, 58,28; 56,69; 31,47. EA: vypocteno 42,08 % C; 3,77 %
H; 13,09 % N; nalezeno 41,69 % C; 3,90 % H; 13,05 % N. ESI-MS: m/z 267,1 [M-H]"
(kalkulovéno pro [CisHjgN4O-H]" 267,13) (43).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-chinoliniumpropan-dibromid (12): zahtivdno
13 hod. pii 70 °C. Vyt&zek 57 %. T.t. 209-212 °C. "H NMR (300 MHz, DMSO de): &
(ppm) 9,70 (d, 1H, J = 5,9 Hz, H-2'); 9,38 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-4"); 9,02 (d, 2H, J =
6,0 Hz, H-2,6); 8,56 (m, 2H, H-3'.8"); 8,45 (s, 1H, -CH=NOH); 8,30-8,21 (m, 4H, H-
3,5,5.7"; 8,06 (m, 1H, H-6"); 6,39 (m, 1H, N'-CH,-CH>-); 6,12 (m, 1H, N-CH,-CH>-);
5,87 (d, 2H, J = 5,1 Hz, N'-CH.-); 5,31 (d, 2H, J = 6,3 Hz, N-CH.-). >*C NMR (75
MHz, DMSO dg): 6 (ppm) 149,96; 148,60; 147,85; 144,95; 137,50; 135,63; 130,63;
129,88; 129,61; 128,31; 123,95; 122,31; 119,18; 60,29; 57,58. EA: vypocteno 47,71 %
C; 4,23 % H; 9,27 % N; nalezeno 48,66 % C; 4,27 % H; 9,12 % N. ESI-MS: m/z 146,6
[M]** (kalkulovéno pro [CsH oN301** 146,58).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-isochinoliniumpropan-dibromid (13):
zahfivano 12 hod. pii 70 °C. Vyt&zek 75 %. T.t. 226-229 °C. '"HNMR (300 MHz,
DMSO dg): & (ppm) 10,25 (s, 1H, H-1"); 9,11 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-2,6); 8,82 (d, 1H, J
= 6,6 Hz, H-3"); 8,65 (d, 1H, J =7 Hz, H-4"); 8,57 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-8"); 8,47 (s, 1H,
-CH=NOH); 8,39 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-5"); 8,32-8,24 (m, 3H, H-3,5,7"); 8,09 (m, 1H,
H-6"); 6,30 (m, 2H, N-CH,-CH>-); 5,52 (m, 2H, N'-CH;-); 5,40 (m, 2H, N-CH>-).
BCNMR (75 MHz, DMSO de): & (ppm) 150,20; 148,62; 145,11; 136,98; 134,86;
131,13; 130,44; 130,19; 129,96; 127,21; 127,11; 125,80; 123,99; 60,89; 60,31. EA:
vypocteno 47,71 % C; 4,23 % H; 9,27 % N; nalezeno 48,77 % C; 4,24 % H; 9,02 % N.
ESI-MS: m/z 146,6 [M]** (kalkulovéno pro [C1sH;oN3O]** 146,58).
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-pyridiniumpropan-dibromid (14): zahtivano 12
hod. pii 70 °C. Vytézek 80 %. T.t. 232-236 °C. '"HNMR (300 MHz, DMSO dg): &
(ppm) 9,23-9,05 (m, 4H, 2,2',6,6'); 8,65 (m, 1H, H-4"); 8,47 (s, 1H, -CH=NOH); 8,32-
8,17 (m, 4H, H-3,3",5,5"); 6,24 (m, 2H, N-CH,-CH>-); 5,39 (m, 4H, N-CH;, N'-CH>).
BCNMR (75 MHz, DMSO de): & (ppm) 148,63; 145,90; 145,09; 130,22; 129,99;
128,10; 124,01; 60,68; 60,23. EA: vypocteno 41,71 % C; 4,25 %H; 10,42 % N;
nalezeno 43,75 % C; 4,22 % H; 10,07 % N. ESI-MS: m/z 121,6 [M]2+ (kalkulovéno pro
[C13H 16N4OI* 121,57).
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3.2 Stanoveni reaktiva¢nich parametrii potenciostatickou metodou in vitro

3.2.1 Princip metody
Enzym acetylcholinesterasa (AChE) Stépi substrat, acetylcholinjodid (AChI), za

vzniku cholinu (Ch) a kyseliny octové (Schéma 6).

HsC™ | HsC™
CHj 0 CHj

Schéma 7 Enzymaticka pfeména acetylcholinu

Pti reakci AChE s OP dochdzi kirreversibilni inhibici AChE a reakci
s oximdtovy aniontem k opétovné reaktivaci enzymu. Pfi potenciostatickém méfeni je
roztokem NaOH titrovdna uvolnénd kyselina octova. Ze spotieby NaOH je mozné urcit

aktivitu AChE (ap), inhibované AChE (a;) a reaktivované AChE (a,).

3.2.2 Postup méreni
Homogenat z mozkl laboratorniho potkana (10 % ve vodé w/v; 0.5 ml) byl

smichén s isopropylalkoholovym roztokem OP (20 pl), destilovanou vodou (0.5 ml) a
inkubovdn ve zkumavce za teploty 25 °C po dobu 30 minut (pH 7,6) pro dosazeni
piiblizné¢ 95% inhibice AChE. Inkubovand smés byla pfelita do roztoku chloridu
sodného (3 mol/dm’; 2,5 ml) a destilované vody (18.5 ml), zkumavka byla vyplachnuta
destilovanou vodou (1 ml). Nakonec byl pfidin roztok acetylcholinjodidu
(0.02 mol/dm*; 2 ml). Enzymova4 aktivita byla méfena pfi pH 8,0 a teploté 25 °C na
autotitratoru Titrando 842 (Metrohm, §V3’fcarsk0). Aktivity intaktnitho (ag) a
inhibovaného enzymu (a;) byly odecCteny ze zdvislosti spotfeby roztoku NaOH

(0.01 mol/dm®) na cGase.

V ptipad¢ reaktivace inhibované AChE byla sm¢s inkubovana dalSich 10 minut
s roztokem reaktivatoru (10'2 mol/dm’ nebo 10 mol/dm’; 0.2 ml) a destilovanou vodou
(0.8 ml). Poté byla inkubovan4 smés pielita do roztoku chloridu sodného (3 mol/dm’;
2,5 ml) a destilované vody (17,5 ml), zkumavka byla vyplachnuta destilovanou vodou
(1 ml). Byl pifiddn roztok acetylcholinjodidu (0.02 mol/dm’; 2ml) a aktivita
reaktivované AChE (a;) byla opét odeCtena ze zdvislosti spotfeby NaOH na case.

Ucinnost daného reaktivatoru in vitro byla vypoéitana podle vzorce:

a,—a,

1

x:(l—“o_“'}-loo [%]

30



3.2.3 Vysledky méfeni
Vsechny reaktivatory AChE byly testovany in vitro pti dvou koncentracich (10

3 mol/dm® nebo 107 mol/dm®). Jako OP byl zvolen pesticid paraoxon a NPL tabun, jako
srovnavaci reaktivatory byly zvoleny HI-6, pralidoxim a obidoxim. Primérné vysledky
a jejich smérodatné odchylky dvou na sob& nezdvislych in vitro méteni pro kazdy

reaktivator jsou uvedeny v Tabulce 2.

Reaktivace (%) = SD
Inhibitor paraoxon tabun
Reaktivator/Koncentrace 10° mol/dm’ | 10°mol/dm’ | 107 mol/dm’ | 10° mol/dm’
pralidoxim 42+1 0 4+1 0
obidoxim 7642 372 110 0
HI-6 3542 0 2+1 4+1
6 14+0 5+0 0 0
7 35+1 40 3+0 0
8 561 11+1 30 1+0
9 42+0 5+0 1£0 0
10 39+1 12+0 7+1 1+1
11 30+1 5+1 0 0
12 0 8+0 0 0
13 30+2 4«1 0 0
14 39+1 11+1 13+0 13+0

Tabulka 2 Vysledky reaktivace testovanych sloucenin (%, primérna hodnota dvou nezéavislych méteni £

smérodatnd odchylka).
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3.3 Stanoveni afinity inhibitori k AChE

3.3.1 Princip a postup stanoveni

Stanoveni afinity inhibitoru vychdzi z méfeni aktivity intaktniho enzymu a

aktivity enzymu inhibovaného riznymi koncentracemi inhibitoru. Hodnoty aktivit byly

zjiStény potenciostatickou metodou.

Homogendt z mozka laboratorniho potkana (10 % ve vodé w/v; 0,5 ml) byl

smichdn s roztokem chloridu sodného (3 mol/dm’; 2,5 ml), destilovanou vodou

(19,5 ml) a vzorkem inhibitoru o koncentracich 10"'-10° mol/dm* (0,2 ml). Nakonec byl

piidén roztok acetylcholinjodidu (0,02 mol/dm’; 2 ml). Enzymov4 aktivita byla mé&fena

pi pH 8,0 a teploté 25 °C na autotitratoru Titrando 842 (Metrohm, Svycarsko).

3.3.2 Vysledky méieni
ICso byly vypocitdny z naméfenych hodnot poklesu aktivity

Hodnoty

acetylcholinesterasy nelinedrni regresi v programu GraphPad Prism (verze 3.02 pro

Windows; vyrobce GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Vysledky jsou shrnuty

v Tabulce 3.
inhibitor
¢ (mol/dm”) 2 3 4 5
8.10° 0.05474 0.05389 0.06513 0.05637
8.10°% 0.05449 0.05377 0.06409 0.05683
8.10” 0.05531 0.05331 0.06366 0.05697
2,53.10° — 0.05283 — 0.05648
8.10° 0.05475 0.05238 0.06162 0.05596
2,53.10” 0.05238 0.04941 — —
8.107 0.04859 0.04681 0.05748 0.05574
2,53.10" 0.04099 — — 0.05429
8.10™ 0.03027 0.02048 0.04052 0.04899
AChE 0.05698 0.05581 0.06648 0.05698
ICso
(mol/dm?) 0,000991 0,000437 0,002134 0,005818
95% CI 0,00068384 — 0,00029416 - 0,0008832 — 0,0026312 —
(mol/dm?) 0,001436 0,00064888 0,0051592 0,012864

Tabulka 3 Vysledky méfeni afinity pfipravenych inhibitort AChE
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4 Diskuse

Reaktivacni tuc¢innost sloucenin vhodnych pro in vivo testovani by méla pfi
testovani in vitro piesdhnout 10 % (47). U AChE inhibované paraoxonem tuto
podminku pii koncentraci 10~ mol/dm® splnily kromé slouGeniny 12 viechny testované
slouceniny. Nejvyssi u€innost pfi této koncentraci, prevysujici 1 u€innost referencnich
sloucenin HI-6 a pralidoximu, ne vSak obidoximu, byla zaznamenéna u slouceniny 8.
Pfi koncentraci 10” mol/dm’ byla hranice 10 % ptekondna pouze u tif slouenin (8, 10 a
14), ani v jednom piipad¢ vSak nebyla reaktivacni aktivita vySSi neZ u referen¢niho
obidoximu. Ostatni slouCeniny pak vykazovaly pii této koncentraci niz$i aktivitu.
U slouceniny 12 byla zjisténa vysSi schopnost reaktivace pifi nizsi koncentraci
reaktivatoru. Diivodem je soucasné inhibi¢ni a reaktivacni ptisobeni dané slou¢eniny na

AChE.

v v s

NPL jsou obecné siln€j$imi inhibitory AChE nez pesticidy a reaktivovat jimi
inhibovany enzym je obtiZzné. Jsou zndmé jen dvé€ slouCeniny schopné ptekonat 10 %
reaktivace pti koncentraci 10" mol/dm’ — obidoxim a trimedoxim. Z4dn4 ale nevykazuje
dostate¢nou reaktivaéni u&innost pii koncentraci 107 mol/dm® (42). Z testovanych
sloucenin se jako nad€jny reaktivator jevi sloucenina 14 (48). Pfi obou koncentracich
byla naméfena ucinnost vyssi neZ u referencnich latek a soucasné piesahujici hranici 10
%. Sloucenina 14 md tedy schopnost reaktivovat AChE inhibovanou tabunem i
paraoxonem s dostatenou dGéinnosti i pii koncentraci 10 mol/dm?®, kterd je vhodn4 pro

testovani in vivo (49).

Jiz diive provadéné studie vztahu mezi strukturou a ucinkem reaktivatora
povazuji piitomnost oximové skupiny za hlavni strukturdlni podminku nutnou pro
reaktivacni aktivitu (37). Je to jeji schopnost atakovat vazbu OP-enzym, ktera ji Cini
v molekule nepostradatelnou. PiestoZe vyssi reaktivacni i¢innost vykazovala sloucenina
s dvéma oximovymi skupinami, jevi se pfitomnost pouze jedné skupiny jako dostacujici
pro n¢které typy OP. VSechny testované latky navic spliiuji dalsi pozadavky vyplyvajici
z dokumentovanych vztahli mezi strukturou a uc¢inkem, které jsou povazovany za
optimdlni pro aktivitu reaktivatoru, tj. pfitomnost dvou kvarternich dusikti jako soucasti

heteroaromatickych cykli (36), oximové skupiny v poloze 4 (38) a tficlenného

spojovaciho tetézce (46).
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Stanoveni ICsg je jednou z moZnosti kvantitativniho vyjadien{ afinity inhibitoru
k enzymu. Jde o charakteristiku inhibitoru, vyjadiujici miru schopnosti slouceniny
inhibovat urcity biochemicky proces. ICsy uddvd koncentraci inhibitoru, pii které
dochézi k 50% poklesu aktivity enzymu za danych podminek. Cim niZi ICs, slou¢enina
vykazuje, tim ucinn&jSim je inhibitorem (45). Ze stanovovanych latek se jako
nejnadéjnéjsi inhibitor ukazala sloucenina 3 a nejslabSim sloucenina 5. 95% CI je tzv.
interval spolehlivosti (konfiden¢ni interval). Ud4va rozmezi hodnot, ve kterém se s 95%

pravdépodobnosti vyskytuje skutecna hodnota ICs.
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5 Zavér

Bylo  piipraveno  devét  potencidlnich  biskvarternich  reaktivatort
acetylcholinesterasy. In vitro byla stanovena jejich reaktivacni i¢innost na paraoxonem
a tabunem inhibovany enzym a byla porovndna sreferencnimi slouceninami
obidoximem, pralidoximem a HI-6. U inhibice paraoxonem dokazaly témé&f vSechny
slouceniny dostateéné reaktivovat p¥i koncentraci 10” mol/dm’, sloueniny 8, 10 a 14
pak i pii koncentraci 107 mol/dm’. Pfi inhibici tabunem dosédhla nejvyssi reaktivace
slouCenina 14, u které byla namétena reaktivacni aktivita pfevySujici referen¢ni latky
v obou koncentracich. Diky schopnosti ucinné reaktivovat inhibici paraoxonem i

tabunem se slou¢enina 14 jevi jako velmi nad¢jny reaktivéator.
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Souhrn

Markéta Komlbéova: Syntéza biskvarternich nesymetrickych reaktivatora

acetylcholinesterasy

Bylo  pfipraveno  devét  potencidlnich  biskvarternich  reaktivatort
acetylcholinesterasy a in vitro byla stanovena jejich reaktivacni aktivita u paraoxonem a
tabunem inhibovaného enzymu. Tii reaktivitory AChE se ukdazaly jako vhodné
k dalSimu testovani proti paraoxonu. Z nich jedna sloucenina zdroven vykazovala
dostatecnou tucinnost 1 proti tabunu. Reaktivacni schopnost pfipravenych sloucenin
zévisi na strukturdlnich faktorech, jako je pfitomnost oximové skupiny, jeji poloha,
pritomnost kvarterniho dusiku a dalSich funk¢nich skupin. Déle byly pfipraveny Ctyii

monokvarterni inhibitory a in vitro stanovena jejich inhibi¢ni aktivita.

Summary

Markéta Komloova: Synthesis of bisquarternary asymmetrical reactivators of

acetylcholinesterase

Nine potential bisquaternary reactivators of AChE have been prepared and their
reactivation activity against paraoxon or tabun-inhibited enzyme has been tested in
vitro. Three reactivators of AChE proved to be suitable for further testing against
paraoxon. One of these compounds also demonstrated satisfactory efficiency when
reacting against tabun. The reactivation abilities of prepared compounds depend on
structural factors such as the presence of oxime group, its location, the presence of
quaternary nitrogen and other functional groups. Also four monoquaternary inhibitors

have been prepared and their inhibitive activity tested in vitro.
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