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1 Seznam zkratek

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterasa

AD Alzheimerova choroba
Asp Kyselina asparagova
BuChE Butyrylcholinesterasa
CNS Centralni nervovy systém
CYP 450 Cytochrom P 450

DFP Diisopropylfluorfosfat
DTNB Kyselina 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoova)
His Histidin

1m. Intramuskularni

Lv. Intraveno6zni

GA Tabun

GB Sarin

GD Soman

GF Cyklosarin

Glu Kyselina glutamova

GPI Glykofosfatidylinositol
ChAT Cholinacetyltransferasa
ChE Cholinesterasa

| (0P Stfedni inhibi¢ni koncentrace

KTOX FVZ UO Katedra toxikologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita

obrany
L(Ct)so Stiedni letalni koncentrace v Case
LDsg Stredni letalni davka
MG Myasthenia gravis
mAChR Muskarinové acetylcholinové receptory
nAChR Nikotinové acetylcholinové receptory
NPL Nervové paralytické latky
OF Organofosforové
OFI Organofosforovy inhibitor



PAM
Phe

Ser

TNB

Tyr
VAChT

Periferni anionické misto
Fenylalanin

Serin
3-karboxy-4-nitrobenzothiolat
Tryptofan

Tyrosin

Vesikularni acetylcholinovy receptor



2 Soucasny stav poznani

2.1 Vyznam acetylcholinu

Acetylcholin (ACh, Obr. 1) je vyznamnym transmiterem centralniho nervového
systému, periferniho nervového systému a to jak parasympatiku, tak sympatiku [1, 2].
Vyznam ACh vSak neni omezen jen na nervovou soustavu a receptory pro ACh jsou
exprimovany celou ftadou dalSich bun¢k napt. hladkou svalovinou cév [3].

Z chemického hlediska se jedna o ester bazického alkoholu cholinu a kyseliny octové.

O
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Obrazek 1. Struktura acetylcholinu a cholinu

2.1.1 Syntéza a transport acetylcholinu

Acetylcholin je syntetizovan za pomoci enzymu cholin-O-acetyltransferasy
(ChAT; EC 2.3.1.6) ze dvou prekurzort: acetylkoenzymu A a cholinu. Tato syntéza je
totoznd u obratlovet 1 bezobratlych. Nejvyssi aktivita ChAT je v cytosolu
presynaptickych neuronii v blizkosti synapsi, kde dochazi k nejvétSimu obratu ACh.
ChAT je povazovana za synapticky enzym, ale imunochemicky byla prokazana i jeho
cytoplazmatickd forma. Lokalizace ChAT se vyuziva pro identifikaci cholinergni tkdné
v organizmu [4].

Dostatek cholinu je povazovan za limitujici faktor pro tvorbu ACh. Cholin je
v organismu  syntetizovan ve  form¢  fosfocholinu  cestou  N-methylace
fosfoethanolaminu. Enzymy podilejici se na této syntéze jsou methyltransferasy PMT-1
a PMT-2. Druhou cestou produkce cholinu je Stépeni fosfatidylcholinu fosfolipasou
PLD-1. Jak je patrné z textu vysSe, cholin je produktem lipidového metabolismu [2].

Syntetizovany ACh je poté transportovan do vezikul pomoci vezikularniho
acetylcholinového transportéru (VAChT) [5] pfipadné po pH gradientu vytvaieném

ATP-dependentni protonovou pumpou [6]. Interakce vezikul s membranou



neurosynapse je stimulovana influxem véapenatych iontd béhem Sifeni nervového
signdlu [7]. Uvoliovani ACh, podobn¢ jako dalSich mediatorG je fizeno pomoci
SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion factor attachment protein
receptors), v neuronech hojné rozsifené proteiny sméiujici vezikuly k synapsi
a spoustéjici exocytosu. Po vzniku komplexu SNARE dojde k uvolnéni ACh do

synaptické $térbiny a pfenosu vzruchu na postsynapticky neuron [6, 8].

2.2 Receptory acetylcholinu

Receptory pro ACh se daji podle svych agonistii rozdélit na nikotinové receptory

(nAChR) a muskarinové receptory (mAChR).

2.2.1 Nikotinové receptory

Alkaloid tabaku obecného (Nicotiana tabacum), nikotin, je piirozenym
agonistou téchto receptorii, od né¢hoz nAChR ziskaly své pojmenovéani (Obr. 2).
Nikotinové receptory jsou Siroce zastoupeny v centralnim nervovém systému (CNS)
i v perifernich synapsich apodili se na cel¢ tadé fyziologickych funkci (védomi,
pozornost nebo pamét) [9, 10]. NaruSeni spravné funkce nAChR mitize vést k zavaznym
porucham ¢innosti CNS, napf. schizofrenie, Parkinsonova choroba nebo Alzheimerova

choroba (AD) [11, 12].
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Obrazek 2. Struktura nikotinu

Po aktivaci nAChR dojde k okamzité depolarizaci membrany a piimo i nepiimo
ke zvySeni intracelularniho obsahu iontli pro ktery je receptor selektivni. NAChR
mohou byt umistény jak presynapticky tak postsynapticky. Aktivace presynapticky
umisténych receptorti zvySuje moznost uvolnéni medidtoru do synapse, zatimco
postsynaptickd lokalizace umoznuje Sifeni nervového impulsu na postsynapticky
neuron. Spolecnd (pre- i postsynapticka lokalizace zprostiedkovava dlouhotrvajici

zmény v synaptickych transmisich [13].



Jedna se o typicky ptiklad ligandem aktivovaného iontového kandlu. Cely
receptor predstavuje strukturu o velikosti piiblizné 160 A [14]. Kazdy receptor se sklada
zpéti podjednotek tvoficich hydrofilni, pro kationty prostupny kandl. Byla
identifikovana tada typa podjednotek: a 1-10, B 1-4, vy, d, €. Ve fetadlnim stadiu vyvoje
jsou zastoupeny afyyd, které jsou v dospélém organismu nahrazeny receptory slozenymi
z afjed podjednotek [15]. Zastoupeni riznych podjednotek rozhoduje o tom, pro které
ionty bude iontovy kandl prostupny. Vysoké zastoupeni podjednotky a3 definuje
receptor spojeny s iontovym kanalem propustnym pro sodné a draselné ionty. Naproti
tomu zastoupeni a7 podjednotek umoziuje proporcionalné zvyseny prostup vapenatych
iontl [16-18].

Podjednotky maji podobnou linearni strukturu a jsou 1 podobné
transmembranové umistény. Extracelularni N-terminus je uren pro navazani ligandu.
Nasleduji tfi transmembranové hydrofobni segmenty a intracelularni smycka, Ctvrty
hydrofobni segment (M4) a C-terminus [17].

Receptory se mohou vyskytovat ve tiech riznych stavech: otevieny, uzavieny
a desenzitizovany. V uzavieném stavu je iontovy kandl uzavien a vazné misto pro
ligandy je pfistupné. Po navédzani obvykle dvou agonistii je iontovy kandl otevien
a prostupny pro kationty. V desenzitizovaném stavu je iontovy kandl uzavien
a neodpovida na interakci s ligandy [19].

NAChHhR jsou aktivovany ACh a nikotinem a inhibované¢ mekamylaminem.
Podjednotku a7 obsahujici receptory jsou aktivovany cholinem vzniklym pii hydrolyze
ACh. Selektivnimi antagonisty nAChR je napiiklad a-bungarotoxin a nizké koncentrace
methylkakonitinu [20, 21]. Na nervosvalové ploténce ACh rychle dosahuje vysokych

koncentraci (cca ImM béhem 1ms) piedtim nez je hydrolyzovan [22].

2.2.2 Muskarinové receptory

Muskarin, alkaloid muchomtrky cervené (Amanita muscaria), je typickym
agonistou téchto receptorti (Obr. 3). Zastoupeni mAChR je pon¢kud odlisné od nAChR.
Na periferii jsou mimo jiné zodpovédné za kontrakci hladké svaloviny, sekreci
nekterych z1az nebo modulaci srde¢ni frekvence a sily stahu [23]. Role mAChR v CNS

je dosud v nékterych oblastech neobjasnénd. Nicméné se dosud podatilo prokazat roli
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mAChR pfi fizeni télesné teploty, pohybové koordinaci a kardiovaskularni regulaci

[24]. Potvrzeno bylo zapojeni mAChR pfi fizeni paméti [25].

Obrazek 3. Struktura muskarinu

Na rozdil od nAChR jsou mAChR s G-proteinem spojené receptory.
V soucasnosti se doporucuje rozdélovat mAChR na pét podtypt: M, My, M3, My a Ms.
Podtypy Mi, M3, M5 jsou spojené se subtypy G-proteinu Gogi1 a Gaogi3 vedoucim
k aktivaci fosfolipasy C (FLC) a fosfolipasy D (FLD), zatimco M, a M4 jsou spojeny se
subtypy G-proteinu Gi/Go s inhibici adenylatcyklasy [26, 27].

M; receptory jsou lokalizovany na vétSin€ nervovych bunék a ovliviuji jejich
funk¢nost, resp. moznost Sifeni nervového vzruchu. K tomu dochazi cestou aktivace
fosfolipasy C a tak ovlivnénim nékterych napétim fizenych iontovych kandlu (napf.
proteinkinasa C-dependentni chloridové kanaly). Aktivaci M, receptoru dochazi
v myocytech ke snizeni srde¢ni frekvence, sniZzeni sily stahu srde¢niho svalu a snizuje
se ivodivost pro akéni potencial (tj. agonisté téchto receptoru plisobi negativné
chronotropné, inotropné a negativné¢ dromotropn¢). M3 jsou nejhojnéji zastoupeny na
bunkach hladkych svald. Aktivaci téchto receptorti dojde k aktivaci fosfolipasy. Tim
dojde ke zvySeni tonu hladkého svalstva [28]. Vasodilata¢ni uc¢inek acetylcholinu na
nekteré cévy je pravdépodobné zprostiedkovavan My receptory, které jsou spojené
s inhibici adenylatcyklasy. Jedna se o presynapticky efekt spojeny s uvolnénim
nékterého neadrenergniho necholinergniho medidtoru (napf. oxid dusnaty).
Msreceptory jsou lokalizovany v. CNS a bunééné zmény se déji cestou aktivace
fosfolipasy C [27, 29-31].

Strukturné  jsou  mAChR  glykoproteiny  uspofddané do  sedmi
transmembranovych helixid. Tti jsou orientované piiblizné kolmo k membrané a Ctyfi
v ostiejSim thlu. Na povrchu membrany je tvofena prohluben pro navazani substratu

[32].
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2.3 Cholinesterasy

Cholinesterasy (ChE) patii do skupiny serinovych hydrolas. Mezi cholinesterasy
se fadi dva nejdilezitéj$i enzymy: acetylcholinesterasa (AChE; E.C. 3.1.1.7.)
a butyrylcholinestertasa (BuChE; E.C. 3.1.1.8.) [33]. Odlisnosti mezi jednotlivymi ChE
spocivaji ve specificité, s jakou jsou schopny Stépit rizné substraty a v jejich citlivosti
k inhibitorim [34]. Fyziologickou roli ChE je hydrolyza esterti cholinu, pfedevsim ACh
a jsou tedy vyznamnym faktorem podilejicim se na cholinergni transmisi [35].

Narusena funkce ChE mulze vést k zavaznym onemocnénim jako AD,
myasthenia gravis (MG) nebo Parkinsonova choroba. V této souvislosti je Iépe
prozkoumana role AChE a cela tada 1éCiv se zaméiuje na modulaci jeji aktivity.
Nicméné byla popsana zavislost mezi vyskytem snizené funkce BuChE (K alela) a nizsi
incidenci Alzheimerovy choroby [10, 11, 36].

Strukturné se ChE fadi mezi o/p hydrolasy. V této skupiné enzymu jsou kromé
ChE, neutrdlni lipasy nckteré peptidasy a nékteré enzymy vykazujici strukturni
homologii s AChE, ale postradajici v aktivnim misté jednu nebo vice aminokyselin
katalytické triddy. VSechny o/f proteiny maji ptiblizné stejnou strukturu: centralni

B-skladany list je obklopen smyckami a a-helixy [37, 38].

2.3.1 Acetylcholinesterasa

Ulohou AChE v organismu je terminace cholinergniho pfenosu cestou hydrolyzy
ACh v synaptické $térbin€. Pfi jeji sniZzené funkci pfipadné Gplnému zablokovéni jeji
funkce (napf. inhibitory AChE), dochazi k trvalému drazdéni AChR a ztoho
odvozenym dopadim na organismus (Obr. 8). AChE je lokalizovana ptredevSim
v nervovych cholinergnich tkéanich. Velké mnozstvi je rovnéz ptitomno na povrchu
erytrocytd [39]. AChE je vysoce vykonny enzym s &islem pfemény pfiblizng 10* s [40,
41].

Zjisténi skutecné struktury aktivniho mista bylo ptekvapenim s ohledem na
vysoké Cislo pfemény AChE. Aktivni misto je lokalizovano blizko dna relativné tzké
asi 20 A hluboké prohlubné do které substrat pronikd pomoci interakce kationtu
kvartérniho dusiku a m-elektroni Trp84 a Phe330. Samotnd katalytickd tridda je
u Clovéka tvofena aminokyselinovymi zbytky Ser203, Glu334 a His447 [42]. Dalsi
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zbytky aromatickych aminokyselin vytvafeji acylovou kapsu, kterd definuje
substratovou specificitu a citlivost k inhibitorim. Hrdlo vstupu do prohlubné
aromatického mista je tvofeno pifedevSim zbytky aromatickych aminokyselin. Ty
napomahaji pfedevSim vstupu substratu ke katalytické triadé cestou kation-m interakci
mezi kvartérnim dusikem a m-elektrony aromatickych zbytkii. RozloZeni aminokyselin
v molekule AChE vytvaii permanentni dipdélovy moment, ktery napomahé orientaci
kladné¢ nabitych substrati k aktivnimu mistu [43]. Na povrchu molekuly AChE se
nachazi periferni anionické misto (Tyr72, Asp74, Tyr124, Trp286 a Tyr341), které je
mistem interakce AChE s fadou modulatorti jeji aktivity [44]. Byla vyslovena hypotéza,
ze v molekule AChE v jednom z jejich dynamickych stavl existuji tzv. ,,zadni dvete*
slouzici pro odchod produkti hydrolyzy a zamezujici vzniku problému se vstupem
substratu do uzké Stérbiny aktivniho mista. Lokalizace aktivniho mista zapficinuje fakt,
ze AChE je na rozdil od BuChE, jejiz aktivni misto je snadné&ji pfistupné, inhibovana
nadbytkem substratu [45, 46].

Kvartérni struktura AChE mitize byt tvofena nékolika typy podjednotek. Asi
95 % AChE je v organismu pfitomno ve form¢ tetramert [47, 48]. Monomery maji
obvykle molekularni hmotnost 69 kDa. AChER (readthrough) podjednotky vznikaji pfi
nedostatku posttranslacnich modifikaci pii tvorbé katalytické domény. AChERr
podjednotky jsou rozpustné a zustdvaji monomerické. AChEr byla prokazana
v embryondlnich tkanich a bunécnych kulturach, byla nalezena v mysich, ale nikoliv
lidskych erytrocytech. Jeji tvorba muize byt navozena stresem. AChEy (hydrofobni)
podjednotky tvoii glykofosfatydylinositolem (GPI) kotvené dimery. GPI kotva ma
molekularni hmotnost 20 kDa a je asymetricky vazana ke dvéma monomertim.
V organismu je AChEy tvoiena hematopoetickym systémem, kde se pravdépodobné
podili na eliminaci ACh v krevnim fecisti. AChEr (tailed — ocasatd) tvoii celou fadu
oligomerl: monomery, dimery, tetramery vcetné heterotetramera s kolagenem Q, GPI-
kotvené tetramery a tetramery kotvené ke tkani bohaté na prolin. AChEy se vyskytuje
v tkanich vSech obratlovct a je nejhojnéji zastoupenou formou v organismu. AChEg
(soluble — rozpustnd) byla identifikovana v jedovych zldzach nékterych hadit rodu

Bungarus a Naja [49-51].
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2.3.2 Butyrylcholinesterasa

Nejvetsi podil BuChE v organismu je v krevni plasmé. Na rozdil od AChE neni
plna funkce BuChE dosud jednozna¢né objasnéna. Pacienti se snizenou funkci BuChE
jsou obvykle zdravi a nejevi zddné znamky onemocnéni [46]. Deficience BuChE se
projevuje zvysenou citlivosti k nékterym svalovym relaxanciim jako je sukcinylcholin
ustici v dechovou insuficienci. Tato deficience je rozSifend piedevSim v oblasti
Kaspického mote [52]. BuChE ma ve srovnani s AChE S$irsi substratovou specificitu

a je schopna §tépit estery s rozmérnéj$im acylem [51].

(0]
\ N4
SN o >N
N\
(0]

sukcinylcholin

Obrazek 4. Struktura sukcinylcholinu

AChE je schopna S$tépit estery kyseliny octové rychleji nez BuChE. Naproti
tomu BuChE katalyzuje efektivné hydrolyzu esterti kyseliny maselné a vyssich. Toto
zjisténi je platné i pro jiné nez cholinové estery. V praxi to znamena, ze BuChE se
podili na hydrolyze Siroké Skaly esterii cholinu (indolové derivaty, adipoylcholin,
butyrylcholin, butyrylthiocholin, propionylcholin, propionylthiocholin, benzoylcholin
nebo sukcinylcholin) i na eliminaci celé fady xenobiotik ze skupiny organofosforovych
sloucenin a karbamatl, kokainu, prokainu, kyseliny acetylsalicylové nebo heroinu [53].
Rozdilnd je 1 citlivost BuChE k inhibitorim. Ze selektivnich inhibitorti je tieba
vyzdvihnout dibukain (cinchokain), iso-OMPA a ethopropazin (Obr. 5 a 6). Tzv.
dibukainové ¢islo se uziva pro rozliSeni jedinci se snizenou aktivitou BuChE
(K varianta BuChE). Tato mutace BuChE je mén¢ citliva k inhibici dibukainem [54].
Dibukainové c¢islo se rovna procentu inhibice BuChE a pouziva se pro predikci
nadmérné citlivosti proti né€kterym svalovym relaxantim. Na druhou stranu existuji
substraty hydrolyzované AChE, kter¢ BuChE neni schopna hydrolyzovat: acetyl-B-
methylcholin/acetyl-B-methylthiocholin (Obr. 7) [55, 56].
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Obrazek 5. Struktura inhibitort butyrylcholinesterasy
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Obrazek 6. Struktura cinchokainu (dibukainu)

Tato rozdilnd substratova specificita a citlivost k inhibitorim je podlozena
rozdilnou strukturou BuChE a AChE. Aktivni misto BuChE neni lokalizovano v tizké
od AChE, inhibovana nadbytkem substratu. Podobné jako AChE i BuChE se miize
vyskytovat ve form¢ monomerti, dimeri a tetramert. VSechny oligomery jsou pomérné
hojné zastoupeny v organismu, nicméné tetramerni forma je nejobvyklejsi. Strukturni

podobnost s AChE je 54% [51, 57].

PG NP WES

acetyl-B-methylcholin acetyl-p-methylthiocholin

Obrazek 7. Struktura substratt specifickych pro acetylcholinesterasu
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Obrazek 8. Schéma cholinergni synapse: Ac- acetat; AcCoa- acetylkoenzym A; ACh- acetylcholin;
AChE- acetylcholinesterasa; AChR- acetylcholinové receptory; Ch- cholin; ChT- cholinovy transportér;
ChAT- cholinacetyltransferasa; VAChT- vezikularni acetylcholinovy transportér.

2.4 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory ChE zastavaji celou fadu funkci. Jedna se o 1éCiva, pesticidy nebo
bojové otravné latky. Celou fadu inhibitorii Ize nalézt i mezi ptfirodnimi toxiny (napf.
aflatoxiny). Vétsina 1éCiv, pesticidii nebo bojovych otravnych latek je vyvijena s cilem
ovlivnit — aktivitu ~AChE. Inhibitory selektivni pro BuChE (kap: 2.3.2
butyrylcholinesterasa) maji vétSinou analyticky vyznam, vyuzivaji se pro odliSeni, zda
je ve vzorku pritomna AChE ¢i BuChE, ptipadné pro selektivni zjisténi aktivity AChE
v plné krvi [54].

Na zékladé mechanismu inhibice lze inhibitory rozdé¢lit na ireverzibilni

areverzibilni inhibitory. Ireverzibilni inhibitory jsou slouCeniny téméi vyhradné ze
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skupiny organofosforovych (OF) sloucenin [58]. Reverzibilni inhibitory lze dale
rozdélit na: a) inhibitory interagujici pfimo s aktivnim mistem, b) inhibitory interagujici
s aromatickym hrdlem aktivniho mista a ¢) inhibitory vazici se na periferni anionické

misto [59].

2.4.1 Organofosforové inhibitory

Jednd se o organické derivaty fosfor obsahujicich kyselin (obvykle kys.
fosfore¢né nebo fosfonové). Obecné jsou tyto slouceniny znamé jako organofosfaty
(OF), ale tento nazev nevyjadiuje, ze se muze jednat i organofosfonaty. Vhodnéjsi je
vyraz organofosforové inhibitory (OFI). Pouziti téchto latek pokryva Sirokou skalu
lidskych ¢innosti: nervove paralytické latky (NPL), pesticidy, v primyslu se pouZzivaji
jako zmékc€ovadla, plastifikatory nebo inhibitory hoteni. Nékteré OFI byly zvazovany
1 jako lé¢iva AD (napt. metrifonat) [60-63].

Mechanismem inhibice se fadi mezi tzv. acylujici inhibitory. OFI fosforyluji
pfipadné fosfonyluji volny hydroxyl serinu Ser203 a vytvéieji kovalentni vazbu
komplexu enzym-inhibitor [60, 64]. Poloc¢as hydrolyzy vzniklého komplexu se
pohybuje viadu desitek az stovek hodin a takova inhibice je povazovana za
ireverzibilni. Nasledna akumulace ACh v synapsi vede knadmérné stimulaci
cholinergnich receptorti. To Ze je AChE primérnim cilem potvrzuje dobra korelace mezi
hodnotami ICsy reprezentujici schopnost OF inhibitovat AChE in vitro a hodnotami
LDsg ziskanymi in vivo. Na druhou stranu existuje fada diikkaz, Ze inhibice AChE neni
jedinym mechanismem podilejicim se na toxicit¢ OF. Byla prokdzdna zména aktivity
mnoha dalSich enzymi, hladiny nékterych neurotransmiterti (napi. zvySeni hladiny
glutamatu v CNS je jednim z fenomenti podilejicich se na toxickych tcincich NPL),
zmény plasticity synaptické membrany a zavazné zmény imunitniho systému, které
mohou vyustit az v anafylakticky Sok [64, 65].

Mechanismus uc¢inku je pro vSechny OFI prakticky stejny, nicméné AChE
inhibovand riznymi OFI ma rGznou odpovéd na terapii antidoty i jiny polocas
dealkylace komplexu enzym-inhibitor (tzv. ,aging®). Touto reakci vznikd
nereaktivovatelny komplex. Inhibice plazmatické BuChE se nezda byt Zivot

ohrozujicim jevem pfi otravé OFI [66, 67].
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Klinické projevy otravy OFI se daji odvodit podle druhu nadmérné
stimulovanych receptori:

Nadmeérnou stimulaci mAChR v parasympatickém nervovém systému dojde
k rozvoji nésledujicich symptomti: bronchospasmus, hypersekrece bronchialnich zlaz,
mioza, slzeni, prijem, bradykardie, zvraceni, nadmérna produkce slin ad.

Nikotinové piiznaky otravy OFI: tachykardie, hypertenze, poceni, svalova
slabost, ptechazejici ve fascikulace, ustici az v tonicko-klonické kiece.

Ptiznaky nadmérmné stimulace nAChR v CNS: zmatenost, bolest hlavy, agitace,
koma, selhani dychéni.

Ke smrti ve spojitosti s otravou OFI dochdzi nej€astéji vinou paralyzy dychacich

svalil a inhibici dechového centra ustici v akutni dechovou insuficienci [68, 69].

2.4.1.1 Nervové paralytické latky

NPL byly poprvé vyrobeny ve 30. letech v Némecku. Prvni syntetizovanou NPL
byl tabun (GA; ethyl-dimethylfosforamidokyanidat) a syntéza dalSich NPL jako sarin
(GB; propan-2-yl-methylfosfonofluoridat) a soman (GD; 3,3-dimethylbutan-2-yl-
methylfosfonofluoridat) nasledovala do konce druhé svétové valky. Existuji dalsi NPL
ztéto skupiny tzv. G-latek jako cyklosarin (GF; cyklohexylmethyfluorofosfonat).
V-latky byly pfipraveny pozdéji a nejvyznamnéjSimi zastupci jsou latky VX (S-[2-
(dipropan-2-ylamino)ethyl] O-ethyl-methylfosfonothiodt) a jeji ruska varianta (S-[2-
(diethylamino)ethyl] O-(2-methylpropyl)-methylfosfonothioat) (Obr. 9) [60].

N.
NP NP F._O “C_0
/P\ /P\ /P\ — /P\
O O O N\ 0\
sarin soman cyklosarin tabun
\P//O \N( \P//O (
—o \S/\/ 7/ )\O/ \S/\/N\/

VX ruska VX

Obrazek 9. Priklady struktury organofosforovych sloucenin ze skupiny nervove paralytickych latek

18



Jednd se o vysoce toxické slouceniny, schopné proniknout do organismu
prakticky v§emi branami vstupu. G-latky dobfe pronikaji kizi i ostatnimi biologickymi
bariérami, zatimco u nékterych V-latek hrozi tvorba subkutanniho depa. Ptiklady
hodnot letalnich davek jsou shrnuty v Tab. 1. Obecné se da fici, ze toxicita NPL je
velmi vysoka. G-latky jsou pii porovnani s V-laitkami méné toxické, jejich stiedni
letalni davka kolisa mezi 0,7 az 7 mgkg ™. Stfedni letalni davka V-latek se pohybuje
okolo 0,07 mg.kg™ [70, 71].

V piipadé¢ G-latek se obvykle jednd o nizkovrouci kapaliny bez chuti a bez
zépachu. Nejpravdépodobnéjsi branou vstupu jsou dychaci cesty. VétSina G-latek se
rozpousti ve vod¢ i organickych rozpoustédlech. NPL jsou snadno hydrolyzovatelné
vodou. Poloc¢as hydrolyzy NPL ve vodném prostiedi je obecné v fadu nékolika hodin
nebo méné. V-latky jsou, podobné jako v piedchozim ptipad€, kapaliny bez chuti
a zapachu. Oproti G-latkdm maji podstatné vySsi teplotu varu a nejsou tolik tékavé.
Rozpustnost ve vod€ je nizkd, zatimco rozpustnost v organickych rozpoustédlech je
velmi dobra [64].

NPL byly v historii pouzity ve vojenském konfliktu v pribéhu Iransko-Iracké
valky. V roce 1988 rezim Saddama Husajna pouzil NPL proti kurdskému obyvatelstvu
ve mésté¢ Halajbla. Obé¢ti na Zivotech se odhaduji na 3 000 az 5000. V roce 1995
pouzila néaboZenska sekta Aum Shinrikyo sarin proti civilistim béhem utokl

v tokijském metru [72].

Tabulka 1. Srovnani toxicity n€kterych NPL

Brana vstupu | Veli¢ina Jednotka GA GB GD VX
Inhala¢ni L(Cf)so | mgminm > 150 70-100 40-60 -
Intravenozni LDsg mg kg71 0,08 0,01 0,025 0,007

Perkutanni LDs mg kg ' - - - 0,142

2.4.1.2 Organofosforové pesticidy

Mén¢ toxickou variantou OFI jsou latky zavedené v zemédé€lstvi a priamyslu
souhrnné¢ oznacované jako OF pesticidy. VétSina pesticidd nasla uplatnéni jako
insekticidy, jako takové vSak nejsou selektivni pro hmyz, ale maji zachovanou toxicitu
vuci teplokrevnym organismim. Celosvétoveé dojde rocné k 200 000 piipadi tmrti

vinou otrav OF pesticidy. K nejvétSimu poctu takovych piipadi dojde v rozvojovych
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zemich, kde se pesticidy stale hojné¢ pouzivaji predevSim pro nizké naklady spojené
sjejich pouzitim. Dal§i OF slouceniny se pouzivaji jako inhibitory hoteni
(kresyldifenylfosfat, triarylfosfat). Nebezpecnost téchto inhibitori spociva v jejich
snadné dostupnosti a mozné kontaminaci zdrojl pitné vody nebo potravin [61].

Thioanalogy nékterych pesticida jsou ve tkanich konvertovany pomoci oxidas se
smiSenou funkci na podstatn¢ vice toxické oxo-derivaty. Tento fenomén se nazyva
letdlni syntéza a probihd napf. pifi otravé parathionem, ktery je konvertovan na
paraoxon. Konverze probiha podstatné rychleji v chladnokrevnych organismech
a toxicita viici teplokrevnym organismtim je tedy podstatné nizsi [73].

Jako zastupce OF insekticidli lze jmenovat napiiklad paraoxon (diethyl-4-
nitrofenylfosfat), chlorpyrifos (O,O-diethyl-O-3,5,6-trichloropyridin-2-yl  fosforo-
thioat), methamidofos (0,S-dimethylfosforamidothioat), dichlorvos (2,2-
dichlorovinyldimethylfosfat) a leptophos-oxon (O-[4-brom-2,5-dichlorfenyl] O-
methylfenylfosfonat). Dalsim OFI, ktery lze do této skupiny zaradit je DFP (dipropan-2-
yl-fosforofluoridat). Prestoze se DFP nepouziva k zeméd€lskym ucelim ani v primyslu,
je Casto pouzivan jako modelovy isopropylem substituovany OF inhibitor. Diive byl

pouzivan v ocnim lékatstvi jako miotikum (Obr. 10) [62, 74].

D D

/
0.0 O 8 HN, O 0.0
/P /P — A \ CI
0 \OONoz Yt "o NO, —0 s— 0 o/\(
paraoxon parathion methamidofos dichlorvos
CH3
0 o L)
24 s N7
O O P//
o @
DFP chlorpyrifos leptofos oxon kresyldifenylfosfat

Obrazek 10. Priklady struktury organofosforovych sloucenin ze skupiny pesticida
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2.4.1.3 Terapie a profylaxe OF otrav

K profylaxi otrav OFI se ptistupuje v pfipadech, kdy je zvysSené riziko kontaktu

s témito slouc¢eninami (napf. pii likvidaci Zivelnych katastrof, nebo ve vojenstvi, pfi
pohybu vojakii v kontaminovaném terénu).
Latkami volby pfi takové profylaxi jsou reverzibilni inhibitory ChE (nej¢astéji se uziva
karbamat pyridostigmin). Reverzibilni inhibitory jsou schopné docasn¢ ochranit
molekulu AChE pfed ireverzibilni inhibici. V praxi se pouZzivaji inhibitory v kombinaci
s anticholinergiky, ktera jsou schopnd ochrénit pacienta pied nezddoucimi ucinky
inhibitoru (Casto se pfistupuje k transdermalnimu podani: piipravek TRANSANT
obsahujici navic kromé reverzibilniho inhibitoru a anticholinergika i reaktivator asoxim)
[75]. Ve vétSim rozsahu bude o reverzibilnich inhibitorech pojednano nize (viz.
Kapitola: Reverzibilni inhibitory). Za zminku stoji to, ze ChE nejsou jedinymi
strukturami, na které¢ se OFI vazi. Karboxylesterasa 1, je schopna vazat a §tépit nékteré
OF a tim je detoxikovat. Dal§im enzymem s podobnym mechanismem ucinku je sérova
paraoxonasa. Tyto enzymy se jako katalytické scavengery daji pouzit pii profylaxi OFI
otrav [64, 76].

Samotna terapie otrav se skladd ze tfi zakladnich slozek: funk¢niho antidota
s anticholinergnim tc¢inkem, antikonvulziva (obvykle diazepam), kauzalniho antidota
(reaktivator AChE) [64, 73].

Anticholinergikem volby pfi zasazeni OFI je atropin. Pouziva se pro
antagonizaci U¢inkti nahromadéného ACh na perifernich muskarinovych receptorech.
Efekt na centralni pfiznaky otravy je podstatné niz8$i vzhledem k niz§imu poméru
atropinu pronikajicimu pies hematoencefalickou bariéru. Atropin se podava i.m. nebo
1.v. v davce 2-4 mg opakované kazdych 30 minut az do prvnich ptiznakl atropinizace.
U otrav OFI svyrazné¢ vyznaCenymi centralnimi U¢inky se s vyhodou pouzivaji
anticholinergika s centrdlnim antimuskarinovym u¢inkem napf. benaktyzin, biperiden
nebo skopolamin [75, 77].

Reaktivatory AChE jsou mono- nebo biskvartérni pyridiniové soli nesouci ve
své molekule jednu nebo vice aldoximovych funkénich skupin (Obr. 11). Oximova
skupina se pii fyziologickém pH vyskytuje ve form¢ aniontu, oximatu [78]. Oximatova

skupina je schopna nukleofilniho ataku na elektronové deficitni fosfor OFI v komplexu
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enzym-inhibitor a tim roz$tépit vazbu tohoto komplexu. Tim mulze byt obnovena

fyziologicka funkce AChE [79, 80].

o) —
AChE—O—Il?I—OCHZCH3+ HON=HC@N% —» AChE—OH + H,;CH,CO- P—NO CH{ %
OCH,CH, OCHzCHs

Schéma 1. Princip reaktivace paraoxonem inhibované acetylcholinesterasy

Pralidoxim  (2-[(hydroxyimino)methyl]-1-methylpyridinium-chlorid) byl prvnim
reaktivatorem uvedenym do praxe. Nasledovaly biskvartérni reaktivatory: trimedoxim
(1,1'-propan-1,3-diylbis {4-[ (hydroxyimino)methyl]pyridinium}-dichlorid); ~methoxim
(1,1'-methandiylbis {4-[ (hydroxyimino)methyl|pyridinium}-dichlorid); obidoxim (1,1'-
(oxydimethandiyl)bis {4-[ (hydroxyimino)methyl]pyridinium}-dichlorid; asoxime (HI-6;
1-[({2-[(hydroxyimino)methyl|pyridinium-1-yl } methoxy)methyl]-4-karbamoyl-

pyridinium-dichlorid) a HL6-7  (1-[({2,4-bis[(hydroxyimino)methyl]pyridinium-
1-yl} methoxy)methyl]-4-karbamoylpyridinium-dichlorid). ~ V soucasnosti  komer¢né
dostupné reaktivatory (pralidoxim, methoxim, trimedoxim, obidoxim, asoxim) byly
vyvinuty proti otravdm NPL, zatimco otravam pesticidy nebyla vénovand dostate¢na
pozornost. Navzdory tomu je pralidoxim reaktivatorem doporu¢enym Svétovou
zdravotnickou organizaci pii otravach OF pesticidy. Situace je ponckud odlisSna
v ptipad¢ potencialnich otrav NPL. Tento problém je ve svété v armadni kompetenci a
kazdd armada ma reaktivator volby, v Ceské republice je to asoxim [81]. Piiklady
ucinnosti standardnich reaktivatori jsou shrnuty vtab. 2. Struktury komeréné

pouzivanych a standardnich reaktivatorii jsou na obrazku 11.
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Obrazek 11. Struktury komer¢né dostupnych a standardnich reaktivatora

Tabulka 2. Reaktivaéni u¢innost standardnich reaktivatorti proti modelovym OFI

Tabun * ethyl-paraoxon methyl-paraoxon ° DFP ¢
100uM 10uM 100uM 10uM 100uM 10uM 100uM 10pM
2PAM 3,305 24402 | 10,7503 | 2,1%0.1 | 302403 | 22.4+0,7 | 13+0,6 | 0,1%0.4
TMB 31,5+1,2 16,9+0,2 | 44,3+0,6 | 2,5¢1,3 | 51,4+0,9 | 59,5+0,7 | 10,0+0,5 | 2,7+0,3
MMC 2,940,1 2,1+0,5 | 16,1£0,5 | 1,8+0,3 | 14,2+0,1 | 14,3+0,2 | 2,4+0,1 | 0,6+0,3
OBI 15,1+£0,9 7,9£0,5 | 59,7¢1,0 | 22,4+0,4 | 61,7£0,3 | 45,3+0,9 | 7,6+0,7 | 3,3+0,4
HI-6 0,9+0,6 0,8+0,3 6,2+0,6 1,7¢0,1 | 13,6+0,2 | 17,9+0,4 | 0,7+0,1 1,4+0,1
K027 15,2+0,6 7,8+0,5 | 48,0+0,5 | 20,8%€1,0 | 55,6+0,7 | 33,9+0,3 | 5,7+0,3 | 2,1+0,1
K048 27,4+1,1 10,0+£0,6 | 25,7+0,7 | 12,5+0,2 | 54,4+0,9 | 29,1+0,4 | 3,8+0,1 1,4+0,1
K203 48,1+1,5 21,2+0,3 | 39,3+0,4 | 13,1+0,4 | 55,9+£0,5 | 41,1£0,1 | 4,4+0,1 | 2,1+0,4

*zastupce NPL; "zastupce ethyl substituovanych OF pesticidii; zastupce methyl substituovanych OF
pesticidii; “zastupce isopropyl substituovanych OF pesticidii

K antikonvulzivni terapii se pfistupuje z diivodu potieby zabranit zachvatim

v CNS vedoucim k tonicko-klonickym kife¢im a poSkozeni CNS. Lékem volby v této

oblasti je diazepam v davce 10 mg i.m [73, 75].
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2.4.2 Reverzibilni inhibitory

Reverzibilni inhibitory se pouzivaji v Iékafstvi k terapii onemocnéni, kde je
potieba docilit zvySené nabidky ACh v synapsich v CNS nebo na periferii.

AD je piikladem takového onemocnéni. Je to progresivni neurodegenerativni
onemocnéni zpisobujici zdvazné ztraty paméti, zmény chovani a poruchy feci. AD je
spojena se zménami jako agregace P-amyloidnich plaki v CNS, vyskytem vldken
tau-proteinu, chronickym zanétem a v neposledni fadé ztrdtou neuronti v kufe
a subkortikalnich regionech spojenou se ztratou aktivity ACh a atrofii postiZzenych
oblasti [82-84].

MG je pomérné vzacné autoimunitni onemocnéni, postihujici postsynaptickou
membranu neurosvalové ploténky. Klinicky se tato choroba manifestuje jako slabost
kosterniho svalstva. Poc¢ate¢ni symptomy jsou ptéza hornich o¢nich vicek, doprovazena

diplopii a rozostfenym vidénim, piipadné potize pti polykani [85-87].

2.4.2.1 Inhibitory vaZici se na aktivni misto

Karbamaty jsou skupinou inhibitorit s podobnym mechanismem ucinku jako
OFI. Chemicky se jedna N-alkyl ptipadné N,N-dialkylkarbamaty (Obr. 12). Karbamaty
podobné jako OFI se tadi mezi acylujici inhibitory, rozdil mezi nimi spociva ve
zpusobu acylace. Karbamaty karbamoyluji serinovy hydroxyl aktivniho centra AChE.
Tento mechanismus inhibice se Casto nazyva pseudoireverzibilni vzhledem k tomu, ze
se podobné¢ jako v pfipadé OFI, vytvari kovalentni vazbou tvofeny komplex
enzym-inhibitor, ale komplex podléha spontanni hydrolyze béhem nékolika minut nebo
hodin. Poloc¢as hydrolyzy tohoto komplexu se pohybuje v relativné Sirokém spektru
a zavisi na substituci atomu dusiku. N-nesubstiované karbamaty funguji jako piima
cholinomimetika. Polo¢as hydrolyzy komplexu enzym-inhibitor se prodluzuje s rostouci
délkou alkylu a od N-monosubstituovanych k N,N disubstituovanym derivatim. Nékteré
karbamaty maji pak inhibi¢ni vlastnosti srovnatelné¢ s OFI. Nuklefilni slouc¢eniny jako
oximy vSak pfili§ neurychluji dekarbamoylaci [88-90].

Pouziti karbamatovych inhibitorti je relativné Siroké. V ptirodé vyskytujici se
alkaloid fysostigmin (eserin) je sekundarnim metabolitem puchyinatce jedovatého

(Physostigma venenosum). Synteticky karbamat pyridostigmin (pouzivany ve formé
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bromidu) vzhledem k pfitomnosti kvartérniho dusiku neprochdzi hematoencefalickou
bariérou. Je svétové nejpouzivangjSim léCivem pro terapii myasthenia gravis [91].
Soucasné se jedna o nejrozsitenéjsi reverzibilni inhibitor pouzivany k profylaxi otrav
OFI [92]. Dalsi synteticky karbamat neostigmin (bromid nebo methylsulfat) se 1isi od
pyridostigminu v rychlejSim nastupu uU¢inku a krat§im plazmatickém polocase.
Distigmin dibromid je zdvojenou variantou inhibitoru karbaméatového typu s vyhodou
prolongovaného piisobeni [87].

Rivastigmin se vzhledem k dobrému prostupu pouziva pro terapii lehkych az
sttedné zavaznych stadii AD. Podani je mozné oralni i transdermélni cestou. Velkou
vyhodou podévani rivastigminu je fakt, ze neni metabolizovan pomoci CYP 450, ¢imz
se vyrazn¢ snizuje riziko potencidlnich 1ékovych interakei [93].

Karbofuran je jednim z nejtoxictéjSich karbamatovych pesticidii (hodnota oralni
LDs pro savce se pohybuje v rozmezi 8-20 mg.kg™). Navzdory tomu, Ze od roku 2009
plati nulova tolerance jakéhokoliv mnoZstvi karbofuranu v potravinach, pietrvavaji
ekologické problémy s dopady karbofuranu pifedevSim na ptaci populaci. DalSim
pomérné hojné pouzivanym karbamétovym pesticidem pouzivanym piedevsim k hubeni

mSic je pirimikarb [94].
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Obrazek 12. Piiklady struktury karbamatovych inhibitort acetylcholinesterasy
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Dalsi skupina interagujici pfimo s aktivnim mistem ChE jsou latky odlisné od
acylujicich inhibitorti jak strukturnimi prvky, tak mechanismem inhibice. VSechny
neacylujici inhibitory interaguji s ChE podstatné rychleji nez acylujici. Rovnovéazného
stavu je obvykle dosazeno béhem nékolika milisekund. Tyto inhibitory nereaguji se
serinem aktivniho mista, ale vazi se na tzv. a-anionické misto aktivniho mista.
Typickym zastupcem této skupiny je 9-amino-1,2,3,4,-tetrahydroakridin znamy jako
takrin. Objev takrinu se stal milnikem v terapii AD. Pro své lipofilni vlastnosti dobfie
pronikd pfes hematoencefalickou bariéru do CNS, kde po inhibici AChE snizuje
rychlost degradace ACh a zlepSuje cholinergni pfenos. Na trhu byl takrin zndmy pod
obchodni znatkou Cognex”. Pozdgji byl pro svou hepatotoxicitu staZen z pouZivani [83,
95, 96].

Jistou alternativou takrinu se zda byt jeho 7-methoxy derivat oznacovany jako
7-MEOTA. Jednd se o puvodni ceskou latku vyvinutou proti psychicky
zneschopiiujicim latkam typu anticholinergik (napt. BZ-latka; 3-chinuklidinyl-benzilat;
Obr. 13). Tento inhibitor mé& zachované anticholinesterasové vlastnosti a mé potlacenou

hepatototoxicitu, nicméné neproSel fadnym klinickym fizenim a neni schvélen pro

@
C

3-chinuklidinyl-benzilat

civilni pouziti [97-99].

Obrazek 13. Struktura anticholinergika 3-chinuklidinyl-benzilatu

Alkaloid ziskany z cibuli nékterych druhti snézenek (Galanthus woronovii,
Galanthus caucasicus) galantamin je modernim léCivem pouzivanym k terapii AD.
Mechanismus inhibice je podobné jako u takrinu vazba na anionické misto aktivniho
mista. Krom¢ toho se galantamin vaze s rGznou afinitou i na jind mista AChE a je

alosterickym modulatorem nAChR, coz je pro terapii AD piinosné [100, 101].
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Stejny mechanismus inhibice AChE, tedy vazba na anionické misto, byl
prokédzan u celé tady isochinolinovych alkaloidii (berberin, palmatin, jatrorrhizin,

epiberberine) [102].

Ponékud odlisny mechanismus inhibice maji slouc¢eniny vazici se na aromatické
hrdlo. Strukturné se obvykle jednd o biskvartérni slouceniny schopné interakce
s funkénimi skupinami aromatickych aminokyselin. Krystalografické studie prokézaly,
ze depolarizujici svalova relaxancia (dekamethonium, sukcinylcholin) inhibuji AChE
pravé timto mechanismem, pfestoze jejich terapeutické piisobeni je predev§im na
postsynaptické membrané nervosvalové ploténky. Galantamin muize byt také piikladem

inhibitoru vaziciho se jak na a-anionické misto, tak na aromatické hrdlo [103].

Vyznamnou skupinu tvoii inhibitory interagujici s perifernim anionickym
mistem (PAM). Kinetickymi studiemi bylo prokazano, ze béhem své hydrolyzy pomoci
ACHhE se substrat vaZze na PAM 1 na a-anionické misto. Proto 1ze inhibici PAM zabrénit
hydrolyze substratu a tim inhibici AChE. Kromé toho dochazi k inhibici AChE
inepfimo cestou konformacnich zmén v molekule AChE, zménou rozloZeni naboje
nebo elektrostatickym ¢i sterickym branénim vstupu substratu do kavity aktivniho
mista. V ptipad¢, ze se substrat 1 inhibitor mohou véazat na ob¢ anionicka mista, mohou
vznikat komplexy enzymu, substratu a inhibitoru: ES, SE, SES, EI, IE, IEI, IES a SEI
[44, 59].

PAM je cilem celé fady farmakologicky a toxikologicky pisobicich sloucenin
a bylo studovano ptfedevsim ve spojitosti s AD. Nedostatek ACh je hlavnim faktorem
povazovanym za pri¢inu symptomi AD. Ukladéani plaki B-amyloidu je potencialné
spousténo interakci volného amyloidu s PAM. Proto jsou inhibitory PAM povazovany
za symptomatickd i kauzalni 1éCiva [104].

PAM je cilem celé fady inhibitorG zaméfenych na symptomatickou terapii AD.
Nasledkem je tedy nejen zvySeni nabidky ACh, ale i zpomaleni ukladani amyloidovych
plakt. Inhibitory interagujici s PAM vSak maji za nasledek zvySeni exprese genu
koédujicich AChE. To vede ke snizeni G¢innosti 1é¢by [105].

Huperzin A je efektivnéjSim inhibitorem z obou alkaloidli ziskanych z plavuné
Hupperzia serrata (Lycopodiaceae). Inhibi¢ni vlastnosti huperzinu se vyznacuji

znacnou selektivitou vici AChE [106]. Role BuChE v progresi onemocnéni nebyla
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dosud pln¢€ objasnéna. Studie naznacuji, ze BuChE je v n¢kterych ptipadech schopna do
jisté miry suplovat roli AChE [107, 108]. Vzhledem k témto zjisténim neni jisté, zda je
mozné selektivitu inhibitorti jako huperzin A povazovat za vyhodnou pro terapii AD.
V soucasné dobé neni huperzin A soucasti zadného 1éCivého piipravku pouzivaného
v Evropé, nicméné jiz je pouzivan pro symptomatickou terapii AD v Asii a v USA je ve
fazi klinického testovani [109, 110].

Donepezil je Castené selektivnim syntetickym inhibitorem pouzivanym v terapii
AD s dobrou prostupnosti hematoencefalickou bariérou. V soucasnosti je na trhu
v podobé piipravku Aricept” [111, 112]. Hodnoty ICso a piipadné selektivity pro AChE

1é¢iv pouzivanych na terapii AD jsou uvedeny v tabulce 3.
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Obrazek 14. Piiklady struktury inhibitord acetylcholinesterasy interagujicich s aktivnim mistem

Tabulka 3. Srovnani hodnot ICsy komeréné dostupnych inhibitori pro terapii AD

inhibitor hAChE ICs5¢£=SD (uM) | hBChE ICs5¢+SD (uM) | SI hBChE/hAChE
takrin 0,6+0,1 0,06+0,02 0,1
7-MEOTA 8,2+0,7 3343 4
fyzostigmin 0,009+0,001 0,020=+0,006 2
memantin a a -
donepezil 0,01+0,0006 18,3+0,8 1830
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galantamin 1,40+0,09 7,3+£0,3 5

rivastigmin 21+4 10,6+0,1 0,5

huperzin A 0,0001+0,00002 a pro hAChE

a- Zadna inhibice pfi zvoleném koncentracnim rozmezi

2.5 Metody stanoveni aktivity cholinesteras

Ptesné stanoveni aktivity AChE a BuChE se stalo vyznamnym néstrojem na poli
vyvoje a vyzkumu novych 1éCiv. V pribéhu poslednich nékolika desitek let byla
vyvinuta Siroka paleta metod pro tato stanoveni. Tyto metody jsou zalozeny na
specifickych vlastnostech ptirozenych nebo umélych substrati pro ChE. V soucasné
dob¢ se nejcastéji vyuzivaji nasledujici obecné ptistupy pro kvantifikaci produktii nebo
substratl  enzymatického Stépeni: titrimetricky, radioisotopicky, fluorimetricky

a fotometricky.

2.5.1 Titrimetricka stanoveni

Titrimetrie pro stanoveni aktivity ChE je zalozena na hydrolyze ACh poskytujici
cholin a kyselinu octovou. Zména pH je detekovana pomoci vhodné zvolené elektrody
a celd smés je titrovdna odmérnym roztokem baze tak aby A pH = 0. V minulosti bylo
stanoveni provadéno tak, Ze enzymatickd reakce byla po stanoveném Case zastavena
nadbytkem inhibitoru a smés titrovana na piivodni hodnotu pH. V soucasné dobé¢ je cela
metoda automatizovana [113]. Velkym piinosem bylo zavedeni selektivnich elektrod na
bazi polymernich membran schopnych selektivné sledovat ubytek ACh ve vzorku [114].

Jedna se o rychlou, jednoduchou a nendkladnou metodiku bez velkych
pozadavkli na vybaveni laboratofe. Vyhodou titrimetrickych stanoveni je moZnost

sledovani aktivity ChE v tkanovych homogenatech [115].
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Schéma 2. Princip titrimetrického stanoveni aktivity cholinesteras
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2.5.2 Radioisotopicka stanoveni

Radiometrickd stanoveni jsou zaloZena na méfeni radioaktivity *H nebo '*C
znacené¢ho ACh. Obvykle se jednotlivé postupy liSi pouze v detailech jako napft. zda jde
o kvantifikaci znateného ACh nebo uvolnéné kyseliny octové. VétSina studii
vyuzivajicich radiometrii pro stanoveni aktivity ChE vychazi z ptvodni prace Johnsona
a Russela. Jedna se o kvantifikaci *H znageného acetatu, ktery je z roztoku vytfepan do
organického rozpoustédla (toluen+isoamylalkohol 5:1) [116].

Velkou vyhodou radioisotopického stanoveni je moznost stanovit velmi nizké

aktivity ChE [117].

2.5.3 Fluorimetricka stanoveni

Princip téchto stanoveni je zalozen na vzniku fluorescencniho produktu. Takoveé
stanoveni je mozné tehdy, pokud je pouZzito substratu, ktery po hydrolyze poskytuje jiz
fluorescen¢ni produkt, jako je tomu napt. v pfipad¢ 7-acetoxy-1-methylchinolinia, jez
po hydrolyze poskytuje vysoce fluorescencni 7-hydroxy-1-methylchinolinium (schéma
3.). Tento substrat je vSak Stépen AChE jen ve velmi nizké mife a tato metoda je vhodna
pouze ke stanoveni celkové aktivity ChE ve vzorku nebo ke stanoveni BuChE, ktera

tento substrat S§tépi velmi dobie [118].

CHj

CHs
0 N HO N
i @Y  ChE/MH,0 A
0] = 7

Schéma 3. Schéma stanoveni aktivity ChE vyuZzivajici 7-acetoxy-1-methylchinolinium

Pro stanoveni aktivity AChE je tfeba pouzit substrat, ktery je AChE Stépen bez
probléml. Takovd metoda byla navrzena a vyuzivd oxidace cholinu na kyselinu
cholinovou pomoci oxidas. Peroxid vodiku vznikajici pii této oxidaci dale reaguje za
pritomnosti peroxidasy s luminolem za vzniku fluorescen¢niho produktu (schéma)

[119].
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Schéma 4. Schéma fluorescencniho stanoveni ChE vyuzivajici ACh jako substrat a systém oxidasy a
peroxidasy vedouci k tvorbé chemiluminiscentniho produktu.

2.5.4 Fotometricka stanoveni

Jedna se o takova stanoveni, ktera vedou k produktliim schopnym interakce
s viditelnym svétlem. V sou€asnosti nejpouzivanéjsi metodou pro stanoveni aktivity
ChE je fotometrie dle Ellmana. Tato metoda vyuZzivd umély substrat acetylthiocholin
pro stanoveni aktivity AChE a butyrylthiocholin pro stanoveni BuChE. Hydrolyticky
produkt vznikly Stépenim téchto substrati je ptisluSna kyselina a thiocholin, ten dale
reaguje s 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoovou) (DTNB) kyselinou za vzniku smésného
disulfidu a 3-karboxy-4-nitrobenzothiolat (TNB"). TNB™ ma ostré absorpni maximum
pti 412 nm [120].

Pfi stanoveni aktivity v pfitomnosti oximovych reaktivatori dochazi
k neenzymatickému S$tépeni esterové vazby ATCh (tzv. oximolyza) a tedy ke
zdanlivému zvySeni aktivity enzymu. Proto nemuze byt Ellmanova metoda nekriticky
piijiména jako univerzalni nastroj pro hodnoceni reaktivatorii pfedevsim pii vysokych
koncentracich, kdy je rychlost oximolyzy vyss$i nez rychlost enzymatického Sté€peni
ATCh. Proto je také nezbytné stanoveni rychlosti oximolyzy pfi stanoveni reaktivacni
ucinnosti oxima [121].

Ellmanova metoda byla upravena pro stanoveni aktivity AChE v plné krvi.
Vinova délka byla zménéna na 436 nm s cilem omezit interferenci hemoglobinu. Pti
436 nm absorbance hemoglobinu dosahuje 25 % svého maxima, zatimco absorbance
TNB" je redukovana pouze na 80 % svého maxima. To umoZziiuje stanoveni aktivity
vzorkli o vysSich koncentracich za podminek, kdy mohly byt stanoveny pouze velmi
ziedéné vzorky. Aktivita AChE vplné krvi je stanovena za piitomnosti BuChE

selektivniho inhibitoru ethopropazinu [122].
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3 Cil prace

V ramci feSeni této prace byla otestovana fada sérii sloucenin s ptfedpokladanou
schopnosti ovliviiovat aktivitu cholinesteras. Jednalo se o dvé zdkladni skupiny
modulatort: prvni skupinou byly oximové reaktivatory cholinesteras, druhd skupina
byla relativné heterogenni skupina latek s potencidlem reverzibilné inhibovat

cholinesterasy.

3.1 Hodnoceni u¢innosti reaktivatori acetylcholinesterasy

V piipadé¢ reaktivatorii byly nové slouCeniny testovany na reaktivacni schopnost
proti ¢tyfem OFI inhibovanymi AChE. Jako zastupce NPL byl vybran tabun s ohledem
OF pesticidi byly vybrany methyl-paraoxon (reprezentujici skupinu methyl
substituovanych OF pesticidli), ethyl-paraoxon (reprezentujici skupinu ethyl
substituovanych OF pesticidii) a DFP (reprezentujici skupinu isopropyl substituovanych
OF pesticidil). Takto vybrané inhibitory pokryvaji zakladni Skalu OFI. Reaktivacni
schopnost novych potencialnich reaktivatorti byla testovana proti témto OFI s cilem
nalézt reaktivator, ktery by bylo mozné oznacit za Sirokospektry. Reaktivatory schopné
reaktivace inhibované BuChE mohou byt pouzity pro konstrukci pseudokatalytickych
scavangert OFI.

Testované slouceniny pochazely jako standardy z Katedry toxikologie Fakulty
vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové. Vysledky schopnosti reaktivovat
jednotlivymi OFI inhibovanou AChE, ptipadné¢ BuChE byly nasledn¢ vyhodnoceny
a porovnany se standardnimi a komercné dostupnymi reaktivatory. Dale byly odvozeny
vztahy mezi strukturou a u¢inkem, které mohou byt v budoucnu pouzity pii designu

novych reaktivatort.

3.2 Hodnoceni u¢innosti inhibitori acetylcholinesterasy

Inhibitory testované pii feSeni této prace je mozné rozdélit na slouceniny

zamyslené pro inhibici AChE na periferii a na inhibitory s velkym podilem prostupu
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pfes hematoencefalickou bariéru. Reverzibilni inhibitory jsou vyuzitelné k profylaxi
otrav OFI cestou ochranéni molekuly AChE pied piisobenim OFI. Perifern¢ piisobici
inhibitory jsou potencialni 1é¢iva pro symptomatickou terapii MG. Inhibitory schopné
prostupovat ve vétsi mife do CNS jsou kandidaty na symptomatickou terapii AD.
Periferné plisobici inhibitory byly pfevazné biskvartérni slouceniny s rozdilnym
spojovacim fetézcem. V piipad¢ centralné pisobicich inhibitor se jednalo o derivaty
znamych sloucenin takrinu a jeho méné toxického derivatu 7-MEOTA. Pouziti
inhibitor AChE v terapii s sebou nese celou fadu nezddoucich U¢inkli spojenych se
samotnym mechanismem pusobeni inhibitord. Hledani novych slouc¢enin s minimem
téchto nezadoucich Uc¢inkl je proto aktudlnim ukolem mnoha védeckych pracovist’ po
celém svét€. VSechny inhibitory byly otestovany na schopnost inhibovat AChE
a BuChE in vitro. Vysledky byly porovnany se standardnimi kvartérnimi i1 centralné
pusobicimi inhibitory. Po vyhodnoceni vysledkli byly navrzeny vztahy mezi strukturou
a ucinkem, které mohou byt vyuzity pii hledani inhibitorii s dobrou inhibi¢ni aktivitou

a minimem nezadoucich ¢inku.
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4 Komentar dosaZzenych vysledkii a jejich diskuse

Vétsina dosazenych vysledki byla UspéSné publikovana v zahrani¢nich
odbornych recenzovanych casopisech. Tyto vysledky nebudou pro ptehlednost uvedeny
v této kapitole v plném rozsahu. Podrobnosti tykajici se vysledkli je mozno dohledat
v Clancich pfiloZzenych ktéto praci. Dosazené vysledky byly prezentovany i na
konferencich formou plakatovych sdéleni a prednasek. Uplny piehled vystupt je uveden

v kapitole 8.

4.1 In vitro testovani

V prvni fazi bylo nutné vyvinout in vitro metodu hodnoceni schopnosti
slouenin ovliviiovat aktivitu AChE, ptipadné BuChE. Cast vysledki byla dosaZena za
pouziti titrimetrické metody za pouziti homogenatu mozku laboratorniho potkana [123].
Tato metoda vSak neumoznovala paralelni hodnoceni nékolika vzorka a bylo tedy nutné
hledat novou metodiku.

Ellmanova fotometrie byla upravena pro potteby vicekanalového spektrometru
Sunrise (Tecan, Rakousko). Poprvé byla tato metoda popsana v ¢lanku publikovaném
v roce 2010 [124]. K hodnoceni kinetickych parametrt inhibitor byla pouZzita metoda
dle Hanese a Woolfa[125].

Podstatnym argumentem pro zavedeni nové techniky byla moznost pouzit
lidskou rekombinantni nebo erytrocytalni AChE. Vysledky ziskané s pouzitim jiné
AChE nez lidské (v tomto ptipadé potkani) nemusi korespondovat ti¢innosti sloucenin
na lidskou AChE. Zdrojem BuChE byla lidska plazma. VSechny enzymy byly
pofizovany v purifikované formé od firmy Sigma-Aldrich.

Slouceniny byly vétSinou testovany v koncentra¢nim rozmezi (10 uM — 1000
uM). Pro dalsi vyvoj se jevi jako perspektivni slouceniny dosahujici dostatecné aktivity
v koncentraci nizsi nez 100 uM, ktera je obvykle dosazitelnd v plasmé pii klinickém
pouziti reaktivatord AChE [126].

Utinnost nové piipravenych sloudenin byla vzdy srovnavana skomeréné

dostupnymi reaktivatory (pralidoxim, obidoxim, methoxim, trimedoxim a asoxim)
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a reaktivatory diive pfipravenymi na KTOX FVZ UO, které jsou povazovany za
standardni (K027, K048, K074, K075 a K203).

4.2 Vztah mezi strukturou a uéinnosti reaktivatoru acetylcholinesterasy

Tato prace navazuje na vysledky ziskané v ramci feSeni diplomové prace
(Ptilohy 2 — 6). Pro lepSi pochopeni vztahti mezi strukturou a ucinnosti reaktivatort

ACHhE jsou zde tyto vysledky rovnéz uvedeny.

Vprvni fazi byly testovany komercné dostupné reaktivatory (pralidoxim,
trimedoxim, obidoxim, asoxim a methoxim) a standardni reaktivatory pfipravené na
KTOX FVZ UO (K027, K048, K074, K075 a K203) s cilem porovnat jejich ti¢innost
proti paraoxonem inhibované AChE Testovani reaktiva¢ni aktivity prob¢hlo s pouzitim
titrimetreckého stanoveni aktivity AChE s pouzitim homogenatu mozku laboratorniho
potkana jako zdroje enzymu. Koncentrace reaktivatort byly zvoleny 1000 uM a 10 uM.
S ohledem na fakt, ze komercné dostupné reaktivatory nebyly designovany proti OF
pesticidim, ale NPL, vSechny nové piipravené slouceniny piekonaly svétove
nejpouzivanéj§i reaktivator pralidoxim a vyrovnaly se uCinnosti reaktivovat OF

pesticidy inhibovanou AChE trimedoximu a obidoximu. (PFiloha 1)

V dalsi fazi pak bylo testovano nékolik sérii biskvartérnich sloucenin. Bylo
testovano 6 potencialnich symetrickych a asymetrickych bisoximovych reaktivatort
s propan-1,3-diylovym spojovacim fetézcem. Byl pouzit standardni in vitro test
pouzivajici homogenat mozku laboratorniho potkana jako zdroj AChE. Vysledky byly
porovnany s komeréné dostupnymi reaktivatory (pralidoxim, asoxim a obidoxim).
Ttiuhlikaty spojovaci fetézec se ukazal jako vyhodny pro reaktivaci paraoxonem
inhibované AChE a n¢které nové reaktivatory vykazovaly lepsi reaktivaci in vitro pii
obou koncentracich (1000 uM a 10 uM). Nejvyhodnéjsi se ukazala poloha oximovych
skupin 4,4' (trimedoxim). Z dalSich rekativatorti dosahla nejlepsich vysledk molekula
s oximy v poloze 3,4'. Z vysledkl vyplyva, Ze esencidlni je pfitomnost oximu v poloze

4. (Priloha 2)
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Jedna z oximovych skupin byla pozd¢ji nahrazena kyano skupinou v poloze
4 pyridiniového jadra. Byl pouzit standardni in vitro test reaktivacni aktivity pouzivajici
homogenat mozku laboratorniho potkana jako zdroj AChE a koncentrace reaktivatora
byly zvoleny 1000 uM a 10 uM. Pouze novy reaktivator s oximovou skupinou v poloze
4 se vyrovnal svou uCinnosti proti OF pesticidy inhibované AChE standardnim
a komer¢né dostupnym reaktivatorim (pralidoxim, obidoxim, asoxim, K027 a K048)
s tim, ze ptekonal komercné dostupné reaktivatory pralidoxim a asoxim pii koncentraci
10 uM. Vysledky ziskané pii této koncentraci jsou hodnotnéjsi vzhledem k dalSimu
testovani. Obecné lze fici, Ze slouceniny obsahujici ve své molekule kyano skupinu

nejsou vhodné pro reaktivaci OFI inhibované AChE (PFiloha 3)

@ @
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V dalsi fazi byla obménéna struktura spojovaciho fetézce. Byla testovana série
bisoximovych symetrickych a asymetrickych reaktivatorti s Z-but-2-en-1,4-diylovym
spojovacim fetézcem. Byl pouzit standardni in vitro test reaktivacni aktivity pouzivajici
homogenat mozku laboratorniho potkana jako zdroj AChE a koncentrace reaktivatort
byly zvoleny 1000 uM a 10 uM. Vysledky byly porovnany se standardy: pralidoxim,
obidoxim, asoxim a KO75. NejlepsSich vysledki bylo dosazeno podobné jako
v pfedchozim piipadé se slouCeninami, které maji oximovou skupinu v poloze 4.
Nejlepsich vysledkii dosahl symetricky reaktivator s oximovou substituci v poloze 4,4".
V porovnani se standardnimi a komeréné dostupnymi reaktivatory dosahl 4,4
substituovany srovnatelnych vysledkt jako standardni reaktivator K075. Ostatni novée
testované slouceniny piekonaly pralidoxim a asoxim pii koncentraci 10 puM, ale

obidoxim a K075 dosahly lepsich vysledki. (Priloha 4)
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V navaznosti na pfedchozi studii byla testovdna série monooximovych
reaktivatorti s E-but-2-en-1,4-diylovym spojovacim fetézcem. Vzhledem k pfedchozim
vysledkiim byla zvolena poloha substituentii 4,4'. Byl pouzit standardni in vitro test
reaktivacni aktivity pouzivajici homogenat mozku laboratorniho potkana jako zdroj
AChE a koncentrace reaktivatori byly zvoleny 1000 uM a 10 puM. Vysledky byly
porovnany se standardy pralidoximem, obidoximem, asoximem, K075 a K203. Ve
srovnani s vysledky dosazenymi u latek s Z-but-2-en-1,4-diylovym spojovacim
fetézcem dosahly latky testované v této studii vysSi ucinnosti proti OFI inhibované
AChE in vitro. Nové monooximové reaktivatory byly testovany s cilem navéazat na
piedchozi praci, zejména na dobré vysledky reaktivatoru K203 schopného ucinné
reaktivovat tabunem inhibovanou AChE [127]. Vysledky a nasledna SAR diskuze

ukazaly vyznamnou roli neoximové substituce na reaktivacni t¢innost. (P¥iloha 5)
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K203: R=CONH;

Derivaty uspesné slouceniny K203 byly testovany 1 v nasledujici studii. Jednalo
se 0 sérii monooximovych monokarbamoylovanych reaktivatort
s E-but-2-en-1,4-diylovym spojovacim tetézcem. Pro hodnoceni reaktiva¢ni ucinnosti
byl pouzit in vitro test s pouzitim homogenatu mozku laboratorniho potkana jako zdroje
enzymu. Vysledky pak byly porovnany s komeréné dostupnymi (pralidoxim, obidoxim
a asoxim) a standardnimi reaktivatory (K048 a K075). Ze vSech sloucenin testovanych
v této praci doséhla latka K203 nejlepSich vysledkl proti tabunem inhibované AChE pii
obou koncentracich. Pouze slou¢enina K075 dosahla podobné reaktivacni G€innosti pfi
koncentraci 10 uM. Proti pesticidem paraoxonem inhibovanou AChE doséhla
sloucenina K203 a jeji polohovy izomer K206 reaktiva¢ni ucinnosti srovnatelné se
standardy a komer¢né dostupnymi slouceninami. Navic pro koncentraci 10 pM dosahla

slouc¢enina K206 nejlepsich vysledkl ze vSech reaktivatort v této praci. (Priloha 6)
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Strukturné aktivitni zavislosti pro reaktivaci paraoxonem inhibované AChE byly
navrzeny v nasledujici studii. Studie zahrnuje slouceniny uvedené ve vyse uvedenych
Clancich a né¢kolik sérii sloucenin, které zde uvedeny nebyly. Bylo potvrzeno, ze
nejvyssi u€innosti dosahuji biskvartérni slouceniny obsahujici 3 nebo 4 atomy uhliku ve
spojovacim fetézci a minimalné jednou aldoximovou skupinou obvykle v poloze 4

pyridiniového jadra. (Priloha 7)

V navaznosti na dobrou reaktivacni uCinnost reaktivatori s xylenovym
spojovacim fetézcem a monooximového monokarbamoylového reaktivatoru K203 byla
testovana série potencidlnich monooximovych monokarbamoylovych reaktivatora
s xylenovym spojovacim fetézcem. Slouceniny byly testovany proti tabunem,
paraoxonem, methyl-paraoxonem a DFP inhibované AChE. Pro hodnoceni reaktiva¢ni
ucinnosti byla zvolena in vitro metoda odvozena od fotometrie dle Ellmana upravena
pro pouziti vicekandlového spektrofotometru. Jako enzym byla pouzita lidska
erytrocytdlni AChE. Vysledky byly porovnany s vysledky komeréné dostupnych
(pralidoxim, obidoxim, methoxim, trimedoxim) a standardnich reaktivatora (K107,
K108, K203). Jako pozitivni kontroly byly pouzity také dva reaktivatory s xylenovym
spojovacim fetézcem (K107 a K108) uspé&$né v piedchozich studiich [123, 128]. Zadna
ze sloucenin testovanych v této studii nepiekonala slouceninu K203 proti tabunem
inhibované¢ AChE. VétSina novych reaktivatori neptekonala 10% hranici zarucujici
zivot zachranujici reaktivaci in vivo v ptipadé pesticidy inhibované AChE. Nejslibnéjsi
slouceninou pro podani pii otravach OF pesticidy byl 3,3' substituovany reaktivator
s o-xylenovym spojovacim fetézcem, ktery doséhl dostate¢né reaktivacni i€innosti proti
paraoxonu a methyl-paraoxonu. Ani jedna znové¢ testovanych sloucenin nepifesdhla

10% hranici reaktivace v pfipadé DFP inhibované AChE. (P¥iloha 8)
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S cilem [épe porozumét vlivu neoximové substituce na reaktivaéni u€innost
vznikla nasledujici studie. Série nesymetrickych biskvartérnich monooximovych
reaktivatorti s propan-1,3-diylovym spojovacim fetézcem byla testovana proti tabunu,
paraoxonu, methylparaoxonu a DFP. Pouzita byla metoda fotometrie dle Ellmana
upravend pro potieby vicekanalového spektrofotometru. Pouzity enzym byla lidska
rekombinantni AChE. Vysledky nové testovanych sloucenin byly porovnany
s komeréné dostupnymi a standardnimi reaktivatory. Zadny znovych reaktivatort
nepiekonal K203 ani pifi jedné koncentraci ve schopnosti reaktivovat tabunem
inhibovanou AChE. Reaktivator s amidoximovym substituentem byl nejlepSim
reaktivatorem pro paraoxonem inhibovanou AChE. Soucasné¢ tento reaktivator dosahl
nejlepSich vysledkti proti methyl-paraoxonem inhibované AChE, nicméné nedoséahl
takové reaktivaéni ucinnosti jako napf. trimedoxim. DFP inhibovand AChE je
reaktivatory ptekonaly 10% reaktivaci in vitro, z ¢ehoz methyl substituovany
reaktivator dosahl dostatecné reaktivace pii obou koncentracich. V praci jsou rovnéz

uvedeny hodnoty ICs, pro lidskou AChE vybranych sloucenin (P¥iloha 9)
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SAR studie proti paraoxonem inhibované AChE byla provedena. Byla sledovana
zavislost mezi strukturou a ucinnosti u tfi sérii monooximovych reaktivatori
s propanovym, butanovym a E-but-2-en-1,4-diylovym spojovacim fetézcem. Vysledky
reaktivace in vitro byly porovnany se znamymi reaktivatory. NejlepSich vysledkt bylo
dosazeno u reaktivatori s propan-1,3-diylovym spojovacim fetézcem. Zavedeni
E-but-2-en-1,4-diylového spojovaciho fetézce vedlo ke zvyseni reaktivacni ucinnosti pfi
nizs$i screeningové koncentraci. Byl uren vliv raznych neoximovych hydrofilnich a
lipofilnich substituenti pyridiniového jadra stejné jako zaména pyridinia jinym

heterocyklickym uspotadanim. (PF¥iloha 10)
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Poznatky ziskané béhem testovani reaktivacni OF pesticidy inhibované AChE
ucinnosti byly shrnuty v piehledové kapitole monografie Pesticides in the Modern

World — Effects of Pesticides Exposure. (PFiloha 11)

V ramci zahrani¢ni spoluprace byly nckteré UspéSné reaktivatory testovany na
reaktivacni u¢innost proti paraoxonem a tabunem inhibované BuChE s cilem navrhnout
vhodny pseudokatalyticky bioscavenger. NejperspektivnéjsSim reaktivatorem se pro

tento ucel jevi sloucenina K117. (Priloha 12)

4.2.1 Dosud nepublikované vysledky

Nekteré vysledky dosud nebyly publikovany, jsou uvedeny a diskutovany
v ptilohach prace. Podrobnosti tykajici se dosud nepublikovanych vysledkli je mozno

dohledat v priloze 13.
+

4.3 Vztah mezi strukturou a acinnosti potencialnich inhibitort
cholinesteras

Vychozim bodem pro syntézu novych biskvartérnich inhibitori AChE byla
prace publikovana v roce 2010. V této praci bylo testovano 20 novych bispyridiniovych
sloucenin s potencidlem inhibovat lidskou AChE a BuChE jako potenciélnich 1éciv MG.
Strukturné se jednalo o bispyridiniové slouceniny srizné dlouhym alifatickym,
nenasycenym nebo aromatickym spojovacim fetézcem. Pro testovani inhibicni aktivity
byla pouzita Ellmanova metoda modifikovand pro vicekanalovy spektrofotometr.
Enzymy pouzité v této studii byla lidska erytrocytalni AChE a lidska sérova BuChE.
Vysledky byly porovnany s pouzivanymi karbamatovymi inhibitory pyridostigminem
a neostigminem. N¢kolik sloucenin dosihlo fadové stejné inhibi¢ni ucinnosti jako
standardni inhibitory. NejlepSich vysledkii dosahly slouceniny s alifatickym spojovacim
fetézcem (CH,)s.;; a naftalenovym spojovacim fetézcem. Nové testované inhibitory
nevykazovaly zvySenou selektivitu vici AChE. Pomoci kinetického stanoveni dle
Hanese a Woolfa u dvou slibnych slouc¢enin byl potvrzen nekompetitivni mechanismus

ucinku. (Priloha 14)
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2X X=Br, Cl

Dalsim krokem byla obména heterocyklické ¢asti molekuly. V nasledujici praci
byla testovana série biskvartérnich inhibitorti, kde byl pyridin nahrazen isochinolinem.
Vysledky ICsy proti lidské AChE a BuChE novych bisisochinoliniovych inhibitorii
s odliSnymi  spojovacimi fetézci byly porovnany se standardnimi inhibitory
ambenoniem, edrofoniem a latkou BW284c5. Pro uplnost byl mezi standardy zatazen
1 BuChE selektivni inhibitor ethopropazin. Pro testovani inhibi¢ni aktivity byla pouzita
Ellmanova metoda modifikovana pro vicekandlovy spektrofotometr. Enzymy pouzité
v této studii byla lidské rekombinantni AChE a lidska sérova BuChE. Nékolik latek se
ukézalo byt fadové stejné G¢innymi inhibitory jako edrofonium. Zadna z novych latek
nepiekonala inhibi¢ni vlastnosti ambenonia. Nekompetitivni mechanismus inhibice
lidské AChE novymi latkami byl potvrzen molekulové modelovaci studii. Ve srovnani
s bispyridiniovymi inhibitory dosdhly biisochinolinové inhibitory nizSich hodnot 1Csy.
Nejucinn€j$imi novymi inhibitory byly slouceniny s alifatickym spojovacim fetézcem
(CH,)s.16. Ze skupiny sloucenin s nenasycenym nebo aromatickym spojovacim skeletem
byl nejucinnéjsi derivat s naftalenovym spojovacim fetézcem. Prekvapivé nckteré
inhibitory vykazovaly inhibi¢ni selektivitu k BuChE (napt. sloucenina s (CH;)i4

alifatickym spojovacim fetézcem. (Priloha 15)

2X X=Br, Cl

Logickym pokratovanim prace bylo hodnoceni inhibi¢ni ucCinnosti
biskvartérnich bischinoliniovych inhibitort na lidskou AChE a BuChE. Jako v piipadé
ptedchozich praci byly vybrany latky s alifatickymi, nenasycenymi a aromatickymi
spojovacimi fetézci. Pro testovani byla pouzita Ellmanova metoda modifikovanéd pro
vicekanalovy spektrofotometr. Enzymy pouzité v této studii byla lidska rekombinantni
ACHhE a lidska sérova BuChE. Hodnoty ICsy byly porovnény se standardy ambenoniem,

edrofoniem, latkou BW284c5 a ethopropazinem. Ve srovnani s pfedchozimi dvéma
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sériemi doséhly bischinoliniové derivaty niz§ich hodnot ICsy nez inhibitory pyridiniové
a isochinoliniové. Nejucinnéjsimi inhibitory byly ty s alifatickym spojovacim fetézcem

(CH2)7_12 (Pi"ﬂ()ha 16)

Kvartérni inhibitory se zaméfenim na symptomatickou terapii rannych stadii MG

jsou sumarizovany v pirehledové kapitole. (Pfiloha 17)

V dalsi praci pak byla testovana série latek odvozenych od jiz zndmé slouceniny
SAD-128, u kter¢ se zjistilo, Ze je reverzibilnim inhibitorem AChE. Nasledné¢ se zjistilo,
ze SAD-128 je antagonistou AChR. V néavaznosti na tento fakt byla testovana série
analogli SAD-128 s riznymi spojovacimi fetézci s cilem nalézt nova profylaktika proti
otravé OFIL Pro testovani byla pouzita Ellmanova metoda modifikovand pro
vicekanalovy spektrofotometr. Enzymy pouzité v této studii byla lidska rekombinantni
AChE a lidskda sérovda BuChE. Vysledky byly porovnany se znamymi inhibitory
i reaktivatory (pralidoxim, obidoxim, BW284c5 a ethopropazin). Nejlepsich vysledkt
bylo dosaZzeno pro inhibitory s alifatickym spojovacim fetézcem (Ce-Ci2)
a naftylenovym spojovacim fetézcem. Zavedeni terciarniho butylu do polohy 4
pyridinia mélo za nasledek nartst inhibicni aktivity proti AChE i BuChE. Analogy
SAD-128 dosahly srovnatelné inhibi¢ni aktivity s chinoliniovymi inhibitory. Ctyfi
nejslibnéjsi inhibitory byly postoupeny pro molekuldrni modelovaci studie a byly

odvozeny vztahy mezi strukturou a t¢inkem. (PFriloha 18)

Naésledujici série inhibitorti byla pfipravena s cilem nalézt vhodné profylaktikum

pro pfipad otravy OFI. Zaklad struktury byl odvozen od existujicich biskvartérnich
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reaktivatori s E-but-2-en-1,4-diylovym spojovacim fetézcem. Substituenty na
pyridinovych jadrech byly nahrazeny rtiznymi funkénimi skupinami. Byly vybrany
sloucCeniny s takovymi substituenty, aby byly zastoupeny hydrofilni i lipofilni
substituenty. VSechny slouceniny byly testovany na schopnost inhibovat lidskou AChE
a BuChE. Pro testovani byla pouzita Ellmanova metoda modifikovana pro vicekandlovy
spektrofotometr. Enzymy pouzité v této studii byly lidsk4 rekombinantni AChE a lidska
sérova BuChE. Vysledky byly porovnany s karbamatovymi inhibitory pyridostigminem
a neostigminem a oximovymi reaktivatory pralidoximem a K203. U nékterych
sloucenin bylo dosazeno vysledki srovnatelnych s pyridostigminem. Pouze jeden novy
inhibitor pfekonal oba standardni karbamaty ve schopnosti inhibovat lidskou AChE.
Jednalo se o bisbenzylovy inhibitor. Tatdz slouCenina rovnéz vykazovala ur¢itou miru

selektivity viici AChE. (Priloha 19)
G
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Centralné pusobici inhibitory testované v ramci feSeni této prace byly derivaty
7-methoxytakrinu (7-MEOTA). Obmény struktury 7-MEOTA spocivaly v alkylaci
primarni aminoskupiny, ptipadné ve zdvojeni molekuly. Pro stanoveni hodnot ICsy byly
pouzity enzymy: lidska rekombinantni AChE a lidskd sérovd BuChE. Vsechny
testované inhibitory byly testovany na svou schopnost inhibovat lidskou AChE
a BuChE a vysledky byly porovnany se zndmymi inhibitory takrinem a 7-MEOTA.
Z4dné z testovanych sloudenin nevykazovala fadové niz§i hodnoty ICs pro lidskou
AChE nez takrin. Ne&kolik sloucenin vSak ptekonalo piedlohovou slouceninu
7-MEOTA. Nékteré slouceniny piekonaly takrin i 7-MEOTA ve schopnosti inhibovat
lidskou BuChE. (Pt¥ilohy 20-23)
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5.1 Vztah mezi strukturou a Gcinnosti potencialnich reaktivatori

Vramci fteSeni této prace bylo otestovano nékolik sérii biskvartérnich
reaktivatorti s cilem nalézt reaktivator schopny reaktivovat AChE inhibovanou jak NPL,
tak OF pesticidy. Cela tada latek piekonala znamé reaktivatory v reaktivaci AChE
inhibované OF pesticidy. NPL (v tomto piipadé¢ tabunem) inhibovand AChE se ukazala
ohledu reaktivator K203. N¢které slouceniny vSak pirekonaly znamé reaktivatory véetné
obidoximu a trimedoximu.

Pro reaktivaci pesticidy inhibované AChE se ukazala nezbytna alespon jedna
oximova skupina v poloze 4 pyridiniového jadra. Optimalni délka spojovaciho fetézce
je 3-4uhlikaty fetézec. NejslibngjSich vysledkli bylo dosazeno u reaktivatorii
s propan-1,3-diylovym spojovacim fetézcem. Zavedeni nenasycené¢ vazby do
spojovaciho ftetézce vede ke zvySeni reaktivaCni UCinnosti pii nizSi screeningové
koncentraci.

Podafilo se nalézt nové reaktivatory, které jsou schopné reaktivovat AChE
inhibovanou vice typy OFI (pesticidi i tabunem). Jejich G¢innost je srovnatelnd se

znamymi reaktivatory.

5.2 Vztah mezi strukturou a u¢innosti inhibitoru cholinesteras

Pti feSeni této prace bylo otestovano 5 sérii symetrickych biskvartérnich
inhibitord cholinesteras s riznymi spojovacimi fetézci 1 heteroaromatickou casti.
Nejucinngj$imi inhibitory byly slouceniny s alifatickym spojovacim mitistkem o poctu
methylenovych skupin vrozmezi 8-12. Pii porovnani jednotlivych sérii stoupala
inhibi¢ni u¢innost od pyridiniovych pies isochiniliniové k chinoliniovym inhibitoram
a analogim SAD-128. Ze sloucenin s nenasycenym nebo aromatickym spojovacim
fetézcem nejslibngjSich vysledki dosahovaly inhibitory s naftylenovym spojovacim

fetézcem. Nejucinnéjsi inhibitory se svou Uc¢innosti vyrovnaly standardim vcetné
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ambenonia. Celd fada inhibitori pifekonala standardni karbamatové inhibitory
neostigmin a pyridostigmin. Inhibi¢ni mechanismus vybranych inhibitori se podafilo
potvrdit i molekulovym modelovanim a kinetickym stanovenim. Podafilo se urcit SAR
pouzitelné pro dalsi design a syntézu perifernich inhibitora ChE.

Druhou skupinou inhibitord byly derivaty znamé slouceniny 7-MEOTA.
Testovany byly derivaty srozdilnymi alkyly na primarni aminoskupiné molekuly
7-MEOTA, piipadné¢ zdvojené molekuly. U nékterych sloucenin bylo dosazeno
vysledki srovnatelnych se standardem takrinem a celd tada latek piekonala
predlohovou slouc¢eninu 7-MEOTA. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno se
slouceninami s 6-9 uhlikatym alkylem. Ze zdvojenych molekul doséhl nevyssi u¢innosti
bis-pentylenovy derivat, ktery zaroven vykazoval silnou selektivitu vii¢ci AChE.

Podafilo se nalézt n€kolik slibnych inhibitort AChE schopnych pronikat do
CNS. Vzhledem k nizsi toxicit¢ 7-MEOTA ve srovndni s takrinem by mohly byt tyto
inhibitory kandidaty pro dalsi testovani.
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6 Souhrn

Tato disertacni prace se zabyva hledanim vztahli mezi strukturou a ucinnosti
sloucenin schopnych modulovat aktivitu acetylcholinesterasy. Pro hodnoceni
reaktivacni Uc¢innosti byl pouzit standardni titrimetricky in vitro test vyuzivajici jako
zdroj enzymu homogenat mozku laboratorniho potkana. Pozdéji byl navrzen test
vychézejici z spektrofotometrie dle Ellmana. Pro hodnoceni inhibi¢ni u¢innosti byl
navrzen in vitro test rovnéz vyuzivajici princip spektrofotometrie dle Ellmana.

Aldoximové reaktivatory se pouzivaji jako kauzalni antidota v pfipad¢ otrav
organofosforovymi slouc¢eninami. Organofosforové slouceniny jsou rozsifenou
skupinou latek pouzivanych v zemédélstvi jako pesticidy, v primyslu jako inhibitory
hofeni a zmékcovadla. V minulosti byly vyvinuty pro vale¢né ucely jako nervové
paralytick¢ latky. Mechanismus toxicity téchto latek spocCivd v inhibici
acetylcholinesterasy cestou kovalentni vazby na hydroxyl Ser203 aktivniho mista.
Zadny z dnes dostupnych reaktivatorii neni schopen reaktivovat acetylcholinesterasu
inhibovanou v§emi typy organofosforovymi sloucenin.

Byl proveden screening tady sérii biskvartérnich reaktivatora a vysledky byly
srovnany se znamymi reaktivatory. Byly navrzeny vztahy mezi strukturou a uc¢inkem
pro reaktivaci acetylcholinesterasy inhibované jednotlivymi inhibitory.

Reverzibilni inhibitory AChE jsou dnes znamymi 1éCivy pouzivanymi pro terapii
celé fady onemocnéni jako MG a AD.

V ramci feSeni této prace bylo testovano nékolik sérii biskvartérnich inhibitort
a inhibitor odvozenych od struktury tetrahydroakridinu. Vysledky ICsy proti lidské
AChE a BuChE byly porovnany se znamymi 1éCivy a byly navrzeny vztahy mezi

strukturou a uéinnosti.
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7 Summary

The Ph. D. thesis is focused on finding structure-activity relationships for the
acetylcholinesterase activity modulating compounds. Standard in vitro test using rat
brain homogenate as the source of acetylcholinesterase was chosen for enzyme activity
assay. Later, the procedure employing the colorimetric approach according to Ellman
was developed. New procedure for inhibitory efficacy assessment based on Ellman’s
method was designed as well.

Aldoxime reactivators are mainly wused as the causal antidotes of
organophosphorus compounds intoxications. Organophosphorus compounds are widely
used for agricultural purposes as pesticides, and in the industry as a plasticizers or flame
retardants. Beside the peaceful purposes, they were also developed as nerve agents
applicable for chemical warfare. Toxic mechanism of the compounds is formation of
covalent bond with serine (Ser203) hydroxyl in active site of acetylcholinesterase.
Unfortunately, none of the currently used reactivators is able to reactivate
acetylcholinesterase inhibited by variety of organophosphorus compounds.

Screening of several series of bisquaternary reactivators was performed, and the
results were compared to the known reactivators. SAR of the tested reactivators against
various inhibitors were proposed.

Reversible AChE inhibitors are known as a treatment of several disorders such
as mysthenia gravis and Alzheimer disease.

Several series of bisquaternary inhibitors and tetrahydroacridine based inhibitors
were assessed. The ICsy results for human acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase were compared to the known inhibitors, and the SAR studies were

performed accordingly.
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