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1 Prehled soucasného stavu poznani

1.1 Acetylcholin

V roce 1914 izoloval sir Henry Hallett Dale z namele latku, ktera méla na
organy stejny ucinek jako stimulace parasympatického nervového systému, a nazval ji
acetylcholin (ACh). Jeho fyziologickou funkci a pfedev§im jeho vyznam pro nervovou
soustavu vSak objasnil az o néco pozdgji Otto Loewi, ktery zkoumal chemickou
podstatu pfenosu nervového impulzu. V roce 1936 pak spole¢né ziskali za objev ACh
a jeho funkce Nobelovu cenu za medicinu®?,

ACh je neurotransmiter, ucastnici se pfenosu nervového vzruchu v centralnim i
perifernim nervovém systému (NS). Ve vegetativnim perifernim NS plsobi jako
mediator v pregangliovych vlaknech sympatiku a parasympatiku a postgangliovych
vlaknech parasympatiku. V somatickém perifernim NS zprostfedkovava pienos na
nervosvalové ploténce, €ili v misté kde jsou inervovany piicn€ pruhované svaly.

1.1.1 Syntéza, uvoliiovani a rozklad ACh

ACh je syntetizovan V cytoplazmé neuronti z cholinu a acetyl-CoA pomoci
enzymu cholin-O-acetyltransferasy (Obr. 1). Cholin je do neuronu pfijiman z plazmy
nebo ze synaptické Stérbiny zpétnym vychytadvanim po rozlozeni ACh uvolnéného
nervovou stimulaci.

O
N cholinacetyltransferasa N
H o/\/ ~ AcCoA - )J\ O/\/ ~

+

cholin acetylcholin

Obrazek 1 Schéma syntézy ACh pomoci cholinacetyltransferasy

V nervovém zakonceni je ACh skladovan ve vezikulach, které vlivem akéniho
potenciadlu a nésledného vstupu kalciovych ionti do buiky splyvaji S membranou
presynaptického zakonceni. Dochazi k vyliti ACh do synaptické Stérbiny a je umoZnéno
jeho pisobeni na acetylcholinové receptory (AChR) postsynaptické membrany. Aby
ACh pusobil jen pozadovanou dobu a nedochazelo po jeho disociaci od receptoru
k dalsim interakcim s AChR, je velmi rychle rozkladan enzymem acetylcholinesterasou
(AChE) na kyselinu octovou a cholin, vracejici se zpét do presynaptického neuronu jako
prekurzor pro syntézu nové molekuly ACh* (Obr. 2).
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e
# nikotinovy receptor

AcCoA + cholin &» acetylcholin

a”fi*‘w'f%r\iwm’ acetylcholinesterasa

\

presynapticky neuron postsynapticky neuron

Obrazek 2 Schéma cholinergni synapse (upraveno podle Lincova, D. et al.®)

1.1.2 Acetylcholinové receptory

Schopnost ACh vyvolavat v organismu Sirokou S$kalu odpovédi je dana
heterogenitou acetylcholinovych receptori. Rozlisujeme je na dva zakladni typy:
muskarinové (mAChR) a nikotinové (nAChR), pojmenované podle svych selektivnich
agonistll muskarinu a nikotinu (Obr. 3). Nachazeji se na postsynaptické ¢asti nervového
spojeni, kde jejich stimulace vyvolava cholinergni odpoveéd. Né&které typy téchto
receptord vSak mizeme nalézt i na presynaptickém neuronu, kde slouzi k autoregulacné.
Strukturou se od sebe mMAChR a nAChR vyrazné lisi. NAChR tvofi transmembranové
iontové kandly a jejich stimulace vyvola rychlou excita¢ni odpovéd’. mAChR patii do
skupiny metabotropnich receptort sprazenych s G-regula¢nim proteinem. Odpovéd’ na
stimulaci MAChR mitize byt excitaéni i inhibi¢ni, ve srovnani s ionotropnimi receptory
vSak pomalejsi. Oba typy receptord hraji dilezitou roli jak v centralnim tak perifernim
NS.

HC. T
3 :N® N\
HsC CHj H [
(0] = N
OH
muskarin nikotin

Obrazek 3 Struktury selektivnich agonistd nikotinovych a muskarinovych receptort (chemické struktury
podle The Merck Index®)



Muskarinové receptory

Pomoci selektivnich antagonistdt bylo postupné nalezeno pét typu
muskarinovych receptoru (M;-Ms), liSicich se navzajem lokalizaci a odpovédi, kterou
vyvolava jejich stimulace’.

Metabotropni receptory, jejichz funkce je spojena s ¢innosti tzv. G-regulacnich
proteind, jsou jednim z nejcastéji se vyskytujicich typl receptorti u savci. Prestoze
mohou jednotlivi zastupci metabotropnich receptort plnit vV organismu rtizné tlohy, byt
aktivovany riznymi, mnohdy strukturné velice odlisnymi ligandy, a zprostiedkovavat
mnozstvi riznych odpovédi, je jejich struktura do znacné miry podobnés’ % Tvori je
sedm transmembranovych ¢asti, propojenych intraceluldrnimi a extraceluldrnimi
smyckami. Na extracelularni doméné se nachazi vazebné misto pro ligand,
intracelularni doména je odpovédna za interakci s G-proteinem’®. G-protein je tvofen
tfemi podjednotkami a, B, y. Podjednotka o je nejvétsi a charakterizuje cely G-protein.
Prave variabilita podjednotky a urcuje riizné typy G-proteint, které 1ze rozdélit na Ctyti
zdkladni podskupiny podle struktury a funkce (Gs, Gi, Gq a Gi2/13). G protein slouzi
k aktivaci druhych posli a je tedy spojovacim ¢lankem mezi receptorem v membrané
a efektorovym proteinem uvniti buiiky, ktery je zodpoveédny za vlastni odpovéd’ buniky
na aktivaci receptoru™.

MAChHR patii do rodiny metabotropnich receptort. Podtypy Mi, M3 a Ms jsou
spfazeny s Gy proteinem a zprosttedkovavaji pres aktivaci druhého posla — fosfolipazu
C excitaéni odpoveéd’. M, a My zajist'uji ptes G; protein inhibi¢ni odpovéd’ potlac¢enim
aktivity adenylatcyklazy'?,

Lokalizace jednotlivych podtypi M receptort, spole¢né s jejich hlavnimi
agonisty a antagonisty a reakci, kterou v organismu vyvolavaji, je shrnuta v tabulce

(Tab. 1),

typ receptoru lokalizace funkce agonisté antagonisté
exokrinni ACh atropin
zlazy, (,:N,S’ sekrece zaludeCni oxotremqrm oxybutynin
M parietalni HCl, salivace, pamét’ muskarin ipratropium
buiiky v ’ P vedaklidin pratropit
s . . olanzapin
zaludku milamelin
utlum srdecni dimetinden
M, srdce " . betanechol vedaklidin
cinnosti . .
aklidinium bromid
hladka konstrikce hladké atropin
svalovina, svaloviny ACh alvamelin
endokrinni a (bronchokonstrikce) ipratropium
., ot betanechol . .
M; exokrinni sekrece 714z . tiotropium
o1s oxotremorin .
Zlazy akomodace ilokarpin tolterodin
plice vasodilatace P P vedaklidin
CNS indukce zvraceni aklidinium bromid
ACh
M, CNS karbacho! hlmbacm
oxotremorin tropikamid
vedaklidin
ACh milamelin
Ms CNS karbachol sabkomelin
oxotremorin vedaklidin

Tabulka 1 Ptehled lokalizace, funkce, agonistll a antagonisti jednotlivych typt muskarinovych

receptort

o 5,13-15
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Nikotinové receptory

Nikotinové receptory rozdélujeme podle lokalizace na neuronalni (Ny receptory)
a muskularni (Ny receptory). Neuronalni receptory se nachazeji na postsynaptické
membrané vegetativnich ganglii a v centralnim NS, kde se Gc¢astni kognitivnich proces,
jako je uc¢eni, pamét, pozornost a stav védomi. Muskularni jsou receptory lokalizované
na postsynaptické membrané neurosvalové ploténky.

NAChR jsou tzv. ionotropni receptory. Jejich makromolekula vytvaii
plazmatickou membranou prochéazejici kanal, ktery je specificky propustny pro Na®
aK"ionty. Strukturné se jedna o0 glykoproteiny slozené zpéti podjednotek,
uspofadanych do kruhu kolem centralniho poru'®. Je znamo pét zakladnich typt
podjednotek: a, B, v, 6 a €. Svou stavbou si jsou podobné; tvoii je intracelularni ¢ast,
Ctyfl transmembranové domény a vétsi extracelularni ¢ast. Pentamer nACHR (Obr. 4)
obsahuje vzdy alespont dvé podjednotky o @ minimalné dvé vazebna mista pro ACh,
nachazejici se na rozhrani mezi o a sousedni podjednotkou'’. Iontovy kanal je
Vv klidovém stavu zavieny a otevird se az po obsazeni vSech vazebnych mist pro ACh.
Otevienym kandlem proudi do buiiky Na" ionty, které vyvolavaji depolarizaci, a vznika
tak rychly postsynapticky excitacni signal.

Obrazek 4 Struktura pentametru nikotinového receptoru (PDB kod 2BG9Y, obrazek byl vytvofen pomoci
PyMol viewer™®)



1.2 Cholinesterasy

Cholinesterasy jsou serinové hydrolasy, katalyzujici hydrolyzu esterti, predevs§im
pak esterti kvartérniho alkoholu cholinu. Do této skupiny patii dva hlavni zastupci:
acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7.) a butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8.),
které se od sebe caste¢né lisi strukturou, funkci, lokalizaci a afinitou k ruznym
substratim a modulatoriim jejich aktivity™.

1.2.1 Acetylcholinesterasa

Hlavnim substratem AChE je acetylcholin, k némuz se také vyznacuje nejvétsi
afinitou. Prave rychly rozklad ACh na cholin a kyselinu octovou a tudiz ukonceni jeho
pusobeni v cholinergnich synapsich je hlavni funkci AChE v organismu. Jelikoz je
AChE zodpovédna za terminaci cholinergni transmise, jsou kladeny vysoké naroky na
jeji aktivitu. Uvadi se, ze je to jeden z nejvykonnéjSich enzymu, s ¢islem obratu

7.4 x 10°> molekul ACh/min“® 2'. V/yskytuje se v zakon&enich cholinergnich neuront,
dale pak na membranég erytrocyti, ve slinivce a plicich.

Struktura AChE byla po dlouhou dobu pfedmétem rozsahlych studii a je jiz
pomérné podrobné popsana. Obsahuje doménu charakteristickou pro tzv. a/f hydrolasy,
ktera se vyskytuje u velkého mnozstvi hydrolytickych enzymu. Sklada se z centralnich
B-listt spojenych pomoci a-helixt (Obr. 5). Pro tyto enzymy je také typické sloZeni
katalytického mista, obecné tvofeného Katalytickou triadou nukleofil-histidin-
kyselina®* %.

Obrazek 5 Lidska acetylcholinesterasa (PDB kod 1B41, obrazek byl vytvofen pomoci PyMol VieWCI‘lB)

Aktivni misto enzymu se nachazi na dné 20A hluboké pod povrch enzymu
zasahujici prohlubné. Tvoii ho tzv esteratické misto s aminokyselinami katalytické
triady Ser — His — Glu. Pfi rozkladu ACh podléha po aktivaci protonem nukleofilni serin
acylaci. Pobliz esteratického mista se nachdzi a-anionické misto (IAS), tvorené
aromatickymi aminokyselinami Trp, Phe a Tyr. Vlivem interakce mezi kladné nabitym
dusikem cholinu a anionickym mistem je umoznéna optimalni orientace molekuly ACh
smérem k esteratickému mistu®’. Dal§i vyznamnou oblasti je tzv. periferni anionické
misto (PAS, B-anionické misto). Nachazi se na povrchu enzymu pobliz vstupu do
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aktivni prohlubn¢ a jako takové je vybornym cilem pro pfipadné modulatory aktivity
enzymu. Tvoii ho aminokyseliny Tyr, Trp a Asp>>.

U obratlovcti se AChE vyskytuje v raznych molekularnich formach, lisicich se
kvartérni strukturou, rozpustnosti a také zptsobem ukotveni na membranu bun&k?®®.
Predpoklada se, Ze variabilita typti AChE a jejich rozdilna distribuce v organismu ge
disledkem odlisnych néarokd jednotlivych tkani a synapsi na funkci enzymu®’.
Katalyticka doména je shodna pro vSechny typy AChE a pouze podle ruznych C-
koncovych peptidl je rozliSujeme na tfi zakladni typy. AChE-R (readthrough) tvori
rozpustnou monomerni formu a vyskytuje se u savci pouze v malé mife. AChE-H
(hydrofobic) tvoii dimery kotvené glykofosfatidylinositolem k plazmatické membrané
krevnich bun¢k. Nejrozsifenéjsim typem AChE v cholinergni tkani je AChE-T (tailed),
exprimovana v mozkovych a svalovych buiikich dosp&lych savet®®. AChE-T vytvaii
Sirokou Skalu forem s odliSnou kvartérni strukturou, pfes homomerni oligomery (tzv.
globularni forma, oznacovana®® pokud jde o monomery G, dimery G, a tetramery Gy,
k hetero-oligomernim formam, vznikajicim asociaci S tzv. kotvicimi proteiny.
Asymetrické formy AChE-T jsou tvofeny jednim, dvéma nebo tfemi tetrametry
katalytickych podjednotek (oznacované podle Bona et al.?® A4, Ag a Ap) spojenymi
disulfidickymi mustky s trojitym helixem kolagenového vlakna. Tyto formy se
vyskytuji v tzv. basdlni laminé v extracelularnim matrix nervosvalové ploténky™.
Asociaci tetrameru globularni formy AChE s 20kDa hydrofobnim proteinem (tzv.
PRIMA, Proline Rich Membrane Anchor) vznika dalsi typ heterooligomernich AChE-T,
ktery se vyskytuje v mozku a svalech savci. PRIMA protein udrzuje jednotlivé
podjednotky tetrameru AChE pohromad¢ a zaroven slouzi jako kotva, upeviiujici AChE
do membrany neuronu &i svalové buiiky®!,

Hydrolyza ACh

Pfi katalytickém rozkladu ACh hraje zasadni roli aminokyselina katalytické
triady serin v esteratickém misté kavity AChE. Serinovy hydroxyl je aktivovan
vodikovou vazbou s imidazolovym dusikem histidinu, dal§i aminokyseliny katalytické
triady. Karbonylovy uhlik ACh podléha nukleofilnimu ataku aktivovanym hydroxylem,
odstupujici skupinou je cholin a enzym zlstava na kratkou dobu acetylovan. Vznikla
kovalentni vazba je vSak velmi rychle hydrolyzovana za obnoveni katalytického mista®
(Obr. 6).

GLU327 GLU327 GLU327
o} 0 o
I 8 g
c
o o So®
H// H/ H/
HIS440 N HIS440 N HIS440

N
] N
e @ Q@ B
o#'| ) 0‘/<J OH \
d 9

SER203 SER203 SER203

Obriazek 6 Schéma hydrolyzy ACh pomoci katalytické triady v aktivnim misté enzymu



1.2.2 Butyrylcholinesterasa

Dalsim zastupcem ze skupiny cholinesteras je butyrylcholinesterasa (Obr. 7),
nazyvana tak kvili své vysoké aktivite viici butyrylcholinu®. Byva téZ oznadovana jako
plazmaticka cholinesterasa, podle toho, ze ma u lidi v plazmé vyssi aktivitu nez
AChE®, & nespecificka, podle toho, Ze méa proti AChE pomé&mé §irokou substratovou
specifitu.

BChE se vyskytuje spoleéné s AChE v nervovych synapsich. Pti poruchach
funkce AChE, nebo jejim docasném vyfazeni z ¢innosti vlivem nékterych toxickych
latek, je schopna do urCité miry nahradit jeji pﬁsobeni34. Dale se pak nachazi v jatrech,
stievech, srdci, ledvinach, plicich a pIaZmé35' % Plazmatické BChE je syntetizovana
Vv jatrech a odtud je uvoliiovana do plazmy. Hlavni funkce BChE v organismu neni
dosud pIn¢ objasnéna. Pusobi vSak jako vyznamny pIaZmatickg’/ scavenger nékterych
exogennich latek (kyselina acetylsalicylova®’, sukcinylcholin®*, kokain®, prokain®,
organofosfaty). Jeji farmakologicky a toxikologicky vyznam je v poslednich letech
pfedmétem zajmu piedevS§im v souvislosti s moznym profylaktickym vyuzitim pied
otravou organofosforovymi slou¢eninami®.

Schopnost BChE katalyzovat hydrolyzu velkého mnozstvi riznych substrati
vychazi Casteéné zjeji struktury. Uvadi se, ze s AChE vykazuje 54% podobnost
v sekvenci aminokyselin®®. Podobn& jako AChE se vyskytuje nejcastdji ve své
tetramerni form¢ a jeji aktivni misto, slozené z katalytické triddy, je na dné¢ prohlubné,
zasahujici jako u AChE hluboko pod povrch enzymu.

Obrazek 7 Lidska butyrylcholinesterasa (PDB kod 1POM, obrazek byl vytvofen pomoci PyMol
; 18
viewer

Od AChE se vsak odliSuje distribuci aminokyselin v kavité enzymu. Nekteré
aromatické aminokyseliny typické pro AChE jsou ve struktufe BChE nahrazeny
alifatickymi a aktivni misto je tudiz pfistupné i pro objemné substraty. Napiiklad za
vazbu pro BChE selektivniho inhibitoru iso-OMPA  (Obr. 8) (tetra-
isopropylpyrofosforamid) jsou ziejmé odpovédna residua aminokyselin valinu
aleucinu. Na stejnych pozicich jsou v piipadé AChE residua aminokyseliny
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fenylalaninu, ktera znemoznuji interakci objemngjsiho inhibitoru a iso-OMPA AChE
neinhibuje*. Aromatické aminokyseliny vyskytujici se u AChE pi vstupu do
katalytick¢ prohlubné a tvotici PAS, jsou ve struktute BChE také zCasti nahrazeny
alifatickymi. To ma za nasledek, ze k inhibitorim interagujicim s AChE pravé pies toto
misto (propidium, Obr. 8 ¢i huperzin A, Obr. 20), je BChE resistentni a jsou tedy
selektivnimi inhibitory AChE™.

Dalsi vyznamnou odlisnosti BChE a AChE je jejich chovani v prebytku ACh.
Zatimco AChE je piebytkem substratu inhibovana, BChE se ve vysokych koncentracich
ACh aktivuje®. Jednim z moznych vysvétleni tohoto jevu je absence PAS u BChE.
Inhibice piebytkem substratu u AChE muze byt zfejmé disledkem interakce molekuly
ACh na PAS a sterického zabranéni dalsim molekulam ACh pronikat do uzké kavity
enzymu, kde dochazi k samotnému rozkladu substratu®’.

) AN
/—F /L TR J\
—N(-D N/T\O/\
NH

P
N \_H
° HN
H,N NH, 2l

propidium iso-OMPA
Obriazek 8 Struktury selektivnich inhibitord cholinesteras®



1.3 Inhibitory acetylcholinesterasy

Velké mnozstvi pfirozené v ptirod¢ se vyskytujicich i uméle ptipravenych latek
ma schopnost pasobit jako inhibitory AChE (AChEI). Inhibice t¢inku AChE vede ke
zpomaleni rozkladu a hromadéni ACh v mistech jeho pusobeni. Tento proces ma
vyznam jak farmakologicky, tak toxikologicky.

Podle délky ptsobeni 1ze AChEI rozdé€lit na reverzibilni a ireverzibilni a podle
zpusobu interakce senzymem na acylujici, tvofici kovalentni vazbu se serinem
v esteratické cCasti aktivniho mista (organofosfaty, karbamaty, alkylsulfonaty)
a neacylujici, interagujici nekovalentn¢é s anionickymi misty v kavit€¢ enzymu pomoci
elektrostatickych sil (amoniové soli, kumarinové slougeniny, takrin)** *®

Latky, které inhibuji AChE ireverzibilng, jsou pro zivy organismus toxické. Ve
vétsing piipadl se jednd o organické slouceniny fosforu (organofosfaty, OP), pouzivané
napt. v zemédélstvi jako pesticidy, ale také zneuzivané jako bojové chemické latky.

Mezi reverzibilni inhibitory AChE patii vyznamna 1é¢iva fady nemoci, které
jsou dusledkem naruSené cholinergni transmise. Patii mezi né Alzheimerova choroba,
pooperacni atonie GIT a mocového méchyie, glaukom a v neposledni fadé také svalové
onemocnéni Myasthenia gravis. Ddle se pouzivaji napf. k ukonceni piisobeni
kompetitivnich myorelaxancii po celkové anestesii a piredmétem zajmu je také jejich
vyuziti jako profylaktik pied vystavenim organismu putsobeni ireverzibilnich
inhibitori*.

1.3.1 TIreverzibilni inhibitory AChE

Organofosforové slouceniny (OP) jsou zastupci ireverzibilnich inhibitord AChE.
Nejcastéji se jedna o organické slouceniny kyseliny fosfore¢né, fosfonové a jejich sirna
analoga. Obsahuji ve své struktuie elektrondeficitni fosfor, schopny vytvaret stabilni
kovalentni vazbu se serinem v aktivnim misté enzymu (Obr. 9). Hydrolyza této vazby
pak probiha velmi pomalu (fadové ve stovkach hodin) nebo neprobiha vibec
a k obnoveni enzymu je zapotiebi syntézy de novo.

GLU327 GLU327
O O
/ //
C C
H’ H
HIS440 N\, HIS440
\_| \
N (0]
| I
/ ! HsC— P o)
OH
SER203 SER203

Obrazek 9 Schéma reakce OP slouceniny se serinem v aktivnim esteratickém mist¢ AChE
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Slouceniny OP struktury byly a omezené jesté jsou pouzivany v humanni ¢i
veterinarni medicing jako latky vyvolavajici midzu a K terapii glaukomu (echothiofat
jodid, isofluorofat, Obr. 10).
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Obrizek 10 Struktury organofosforovych slougenin diive pouzivanych v terapii glaukomu®

Dale jsou pouzivany V zemédélstvi jako insekticidy a herbicidy (parathion,
malathion, dichlorvos a chlorpyrifos, Obr. 11) a v pramyslu jako rozpoustédla,
zmék&ovade a zpomalovace hofeni (kresyl-diphenylfosfat, Obr. 11)*°. Otravy zptsobené
OP pesticidy jsou zavaznym problémem v rozvojovych zemich. Uvadi se, ze OP stoji za
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Obrazek 11 Struktury nékterych organofosforovych pesticidi®

Diky své vysoké toxicité jsou OP zneuzivany jako bojové chemické latky (tzv.
nervove paralytické latky, NPL). Zastupci NPL jsou sarin, soman, cyklosarin, tabun
a VX* (Obr. 12).
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Obrazek 12 Struktury zastupct nervové paralytickych plynt®

Klinické pfiznaky otravy OP slouc¢eninami

OP slouceniny jsou lipofilni latky s dobrym prostupem pies biologické bariéry,
véetné HEB. V krvi jsou Casteéné vychytavany enzymy, napt. plazmatickou BChE,
a také inaktivovany biotransformacnimi enzymy”. Pfi procesu biotransformace vSak
mize dochazet i k nezddoucim efektim. Ptikladem je tzv. letalni syntéza (Obr. 13), kdy
vlivem oxidac¢nich procest vznika ze sirného pesticidu parathion podstatné vice toxicky
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Obrazek 13 Schéma letalni syntézy

Intoxikace OP vede inhibici AChE k nahromadéni ACh v synaptické Stérbiné,
nadmérné stimulaci cholinergnich receptord a nasledné k jejich desenzibilizaci. Jelikoz
jsou zasazeny receptory vegetativniho NS, neurosvalové ploténky a diky dobré
prostupnosti OP sloucenin HEB i receptory v centralnim NS, projevuje se otrava
centralnimi a perifernimi muskarinovymi a nikotinovymi pfiznaky. Soubor symptomi
plynoucich z nadmérné stimulace cholinergniho systému se nazyva akutni cholinergni
krize®.

Nadmeérna stimulace postgangliovych mAChR vegetativniho NS a soucasné
gangliovych nAChR ma proti sobé ptlisobici odezvu. Zatimco aktivace nAChR se
projevuje tachykardii, hypertenzi a mydriazou, pii klinické manifestaci otravy vétSinou
pozorujeme piiznaky plynouci z nadmérného drazdéni mAChR - hypotenzi, bradykardii
a miézu. Zaroven se objevuje bronchospasmus, zvySena salivace, slzeni, poceni
a bronchialni sekrece. Centralnimi pfiznaky otravy je zmatenost, tizkost, bolest hlavy,
neklid, zavraté, neziidka koma a selhavani dychacich a kardiovaskularnich center
v prodlouzené misSe, coz v kombinaci s bronchospasmem a ochablosti dychacich svalt
Vliverré4 ggsenzibilizace nAChR na nervosvalové ploténce vede k vaznému ohroZeni
Zivota™ ",
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Terapie akutnich otrav OP slouceninami

Pro zachranu cloveka, vystaveného puasobeni OP sloucenin, je dulezity
pfedevS§im vcasny a rychly zasah oSetfujiciho, ktery by meél v prvni fadé zamezit
dalsimu kontaktu snoxou a zajistit zdkladni zivotni funkce. Nejvice ohrozeno je
dychani, proto by mél byt intoxikovanému poskytnut dostatecny piisun kysliku.
Osetiujici poskytujici prvni pomoc by mél dbat na svou vlastni bezpecnost a chranit se
pred kontaktem s toxickou latkou. Neékteré piiznaky intoxikace (zvraceni, nausea)
mohou byt Vyvoléng/ kontaminaci rozpoustédly, V kterych jsou OP slouceniny
rozpudtény (xylen)>">®.

Pti poskytovani prvni pomoci je nutné co nejrychleji podat specificka antidota,
kterdA muZzeme podle mechanismu ucinku rozdélit na funkéni a kauzalni. Jako funkéni
antidota se oznacuji antagonisté cholinergnich receptord. Obsazenim receptort
zamezuji anticholinergika jejich stimulaci nadbyte¢nym ACh a zmirfuji tak projevy
cholinergni krize. Lékem volby ve svété je atropin (Obr. 14), podavany i.m. ¢i i.v.
(popt. v infuzi, ¢imZ se snizi kolisani koncentrace atropinu v plasméf’9 v davce 1-3mg
podle zavaznosti ptfiznaki. V pfipad€, ze zasazeny organismus nereaguje na podany
atropin, je nutné davky opakovat az do stabilizace systolického krevniho tlaku na
minimalni hodnotu 80 mmHg®. PfestoZe tolerance intoxikovaného organismu je vici
atropinu vyrazné zvysena, je nutno neustale monitorovat zivotni funkce, aby nedoslo
k predavkovani atropinem a rozvoji deliria®".

Atropin jen omezené pronika pies HEB a je proto ucinny ptedev§im proti
pfiznaklim vzniklych stimulaci perifernich cholinergnich receptorti. Dalsi piiklady
anticholinergik, schopnych pronikat pies HEB a pusobicich tedy i proti centralnim
ptiznakéim jsou napt. benaktyzin (pouzivané i ACR), skopolamin, biperiden (Obr. 14).
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Obrizek 14 Struktura anticholinergnich latek, pouzivanych v terapii a profylaxi pted zasazenim NPL®

Dalsi slozku antidotni terapie tvofi reaktivatory AChE, oznacované jako tzv.
kauzalni antidota. Jsou to silné nukleofilni latky schopné obnovit funkci inhibované
AChE. Reaktivatory obsahuji ve své molekule jednu nebo dvé oximové skupiny, které
tvotfi ve fyziologickém pH odstépenim protonu oximatovy aniont. V této formé pak
reaguji s fosforem OP slou¢eniny za uvolnéni hydroxylu aktivniho serinu®? (Obr. 15).
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Obrazek 15 Schéma reaktivace enzymu inhibovaného OP slouc¢eninou

Utinek reaktivétortl je do jisté miry limitovan tzv. starnutim (aging). P¥i ném
dochazi k dealkylaci fosforylové ¢asti komplexu enzym-inhibitor a stabilizaci tohoto
komplexu interakci s okolnimi aminokyselinami. Enzym se tak stava
nereaktivovatelnym® (Obr. 16). Rychlost starnuti je zavisla na struktufe OP. Nejrychleji
procesu dealkylace podléha AChE inhibovand somanem.
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Obrazek 16 Schéma tzv. starnuti komplexu enzym-inhibitor, OP sloucenina spontinné dealkyluje
a Casteény zaporny naboj znemoziiuje piistup reaktivatoru

Prvnim pfipravenym reaktivatorem byl v poloviné 50. let 20. stol. pralidoxim

(oznatovany 2-PAM, Obr. 17), vyvinuty Wilsonem et al.®. Dalsimi priklady

reaktivétorti jsou obidoxim, trimedoxim a HI-6 (pouzivana i ACR, Obr. 17). Nevyhodou

vSech v soucasnosti znamych reaktivatort je jejich nizka efektivita proti nékterym

typtim OP, nesnadny prostup pies HEB a rychlé vylucovani z téla ledvinami®
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Obrazek 17 Struktura zastupcii reaktivatori AChE®

Funkéni a kauzalni antidotni terapie byva doplnéna latkami s antikonvulzivnim
ucinkem pro zabranéni rozvoji %eneralizovanych tonicko-klonickych  kieci,
vyskytujicich se castéji u otrav NP ® U pacienti intoxikovanych OP pesticidy
dostatedné 1éenych oxygenoterapii se objevuji kiece spide vyjimeéns® . Lékem volby je
diazepam v davce 10 mg i.m. Soucasné podani antikonvulziva u pacientti zasazenych
NPL, ktefi jsou 1éceni periferné ptisobicim anticholinergikem mutze mit vliv na snizeni
moznosti poSkozeni nékterych struktur CNS®,

V soucasné dob¢ se vyzkum zamétuje nejen na vyvoj ucinngjSich reaktivatort se
§irSim spektrem U¢inku, ale také na moznost vyuziti enzymut jako soucasti antidotni
terapie nebo profylaxe pred zasazenim OP®. Jedna se o dva typy enzymi. Jednim jsou
tzv. stechiometrické scavengery, které na svou molekulu vaZzou molekulu OP a tim ji
vytazuji z obéhu. V poptedi zajmu stoji pfedevSim pfirozend nebo geneticky upravena
BChE, ktera by slouzila jako scavenger OP v plazm&’® ™. Inhibice BChE se klinicky
nijak neprojevi, soucasné se ale snizuje nabidka OP pro inhibici AChE. Z praktického
hlediska je vSak vyznamné jen jeji vyuZziti coby profylaktika pii hrozbé expozice
organismu OP. Terapeutické vyuziti jako antidota napf. pifi pozieni pesticidu je
znevyhodnéno faktem, ze se BChE k OP véze stechiometricky a na dekontaminaci by
bylo zapotiebi enormné velké mnozstvi enzyrnu72.

Druhym typem profylakticky pusobicich enzymi jsou katalytické scavengery.
Ve fazi vyzkumu je vyuziti rekombinantnich bakterialnich fosfotriesteras (Obr. 18),
paraoxonas a dalsich hydrolas, schopnych enzymaticky rozlozit molekulu OP. Snizeni
hladiny OP v plazmé by vedlo k dals$imu zefektivnéni nasledné standardni antidotni
terapie’®.



Obrizek 18 Fosfotriesterasa (PDB kod 1PTA, obrazek byl vytvoien pomoci PyMol viewer'®)
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1.3.2 Reverzibilni inhibitory AChE

Reverzibilni inhibitory maji schopnost tvofit kovalentni vazbu v aktivnim misté
enzymu (acylujici AChEI, Obr. 19), ktera je vSak snadno hydrolyzovatelna, a snizuji
tedy aktivitu AChE pouze na omezeny Cas (desitky minut az hodin). Patii sem ale také
slouCeniny, jejichz interakce s enzymem jsou nevazebné, zalozené na vzajemné
pfitazlivosti jejich molekuly k aminokyselinovym residuim v aktivnim misté ¢i mimo
n¢j (neacylujici AChEI).
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Obrazek 19 Schéma inhibice AChE neostigminem

Strukturalné tvoifi tyto latky skupinu pomérné riznorodou. Latky s vyssi
lipofilitou a tedy dobrou penetraci ptes HEB pisobi na receptory v CNS. Zvyseni
koncentrace ACh v cholinergnich synapsich CNS se vyuziva pfi terapii Alzheimerovy
choroby (AD), neurodegenerativniho onemocnéni, jehoz prevalence neustale nartsta
a které se v soucasné dob¢ stava zavaznym socioekonomickym problémem zejména ve
vyspélych zemich. Zastupci této skupiny reverzibilnich AChEI jsou donepezil,
rivastigmin, galantamin a ve fazi klinického testovani je také huperzin A (Obr. 20).

Terapeutick¢ vyuziti AChEI u AD vyplyva z poznatkl, ze piestoze

degenerativnimi procesy byvaji pii nemoci naruSeny vSechny medidtorové systémy
Vv centralni NS, je to pravé cholinergni ptenos, ktery podléhd nejvétSim patologickym
zménam'’. K tbytku cholinergnich neuronti se pridruzuje snizena tvorba ACh, ktera je
dasledkem nizsi aktivity cholinacetyltransferasy, pozorované u pacienti s AD. Inhibici
ACHhE je tedy zajisténa vyssi koncentrace ACh v synapsi, coz se klinicky projevuje
zlepSenim kognitivnich funkeci pacienta78.
V soucasné¢ dobé stoji v popiedi zajmu také role BChE v rozvoji AD. Bylo totiz
zjisténo, ze zatimco s progresi choroby aktivita AChE klesd, BChE piebira jeji
dominantni ulohu v hydrolyze ACh a jeji aktivita nartista’” 7980 BChE navic zfejme
ptispiva svou peptiddzovou aktivitou k tvorbé neurotoxickych beta-amyloidnich
proteintl, které se shlukuji do beta-amyloidnich plakt hromadicich se v tkani centralni
NS pacientﬁ81. Na zdklad¢ téchto poznatkli jsou do popiedi stavény predevSim
inhibitory pusobici neselektivné na AChE i BChE a soucasn¢ probiha intenzivni
vyzkum zabyvajici se inhibitory selektivnimi pro BChE®,
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Obrazek 20 Struktura centralné piisobicich reversibilnich inhibitort AChE®
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Perifern¢ ptisobici AChEI obsahuji ve své molekule kvartérni dusik, jez omezuje
jejich schopnost pronikat HEB. Patii sem karbamatové inhibitory (pyridostigmin
bromid, neostigmin bromid, distigmin dibromid, Obr. 21), kvartérni amoniové soli
(ambenonium dichlorid, Obr. 21) a jednoduché alkoholy (edrophonium bromid, Obr.
21). Uginek perifernich AChEI se projevi stimulaci receptorti vegetativniho NS (ptisobi
jako nepiima parasympatomimetika) a na nervosvalové ploténce. PouZzivaji se k terapii
¢1 prevenci pooperacnich atonii stiev a mocového méchyte. Vyznamnou indikaci je také
svalové autoimunitni onemocnéni myasthenia gravis (MG). Ptipravou novych periferné
ucinnych inhibitort AChE jako potencidlnich 1é¢iv v terapii myasthenia gravis se
zabyva prakticka ¢ast této prace a proto je jim vénovand samostatna kapitola nazvana
Myasthenia gravis (viz nize).
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Obrazek 21 Struktura periferng pisobicich reversibilnich inhibitort AChE®

Jednim z dalSich moznych vyuziti reverzibilnich AChEI je jejich profylaktické
podani pied hrozicim zasaZenim ireverzibilnimi inhibitory. JelikoZ zastupci OP
clovékem a jejich syntéza je pomémné snadnd a nendkladnd, je hrozba zneuziti téchto
latek pomé&mé& vysoka. Soucasna antidotni terapie neni univerzéalni a toxické plisobeni
nékterych OP sloucenin je nemozné zvratit pomoci dostupnych reaktivatori. Jejich
pouziti je komplikovano Spatnym prinikem pfes HEB a také rychlym starnutim
fosforylované ¢asti enzymu. Proto je stale tieba hledat nové efektivni pfistupy jak pro
terapii po zasazeni toxickou latkou, tak pro profylaxi pfed zasazenim.

Indikace reverzibilnich inhibitort coby profylaktik, piesnéji jako tzv. pre-
treatment, je zaloZzena na predpokladu, Ze aktivni misto enzymu je reverzibilnim
inhibitorem obsazeno a tedy chranéno pted pasobenim ireverzibilniho inhibitoru. Po
Case pak dojde ke spontannimu obnoveni aktivity AChE. Mezitim by vSak méla byt
vétsSina OP z téla eliminovdna pomoci vlastnich elimina¢nich procest, popf. externé
podavanych scavengert. Predpokldda se, Ze pouziti pre-treatment poslouzi
k zefektivnéni nasledné antidotni terapie.

Moznost pouziti karbamati v této indikaci je znama jiz od poloviny 50. let 20.

stol.?* # . Bylo provedeno mnozstvi in vitro a in vivo studii, v kterych byl sledovan
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protektivni ucinek karbamovych sloucenin na AChE pfi intoxikaci rtiznymi OP
slouteninami® %, Velmi uginny byl piedeviim pyridostigmin® a tato latka byla také
nékterymi armadami zavedena do praxe jako profylaktikum®. Pyridostigmin je vak
latka pomérné toxickd a pro vyssi ucinnost je zapotiebi vysSich davek, coz s sebou
pFinsi riziko rozvoje nezadoucich u¢inka®®. Navic diky nizkému primiku pres HEB je
schopen chréanit pouze periferni AChE. OP jsou vSak slouceniny zna¢né lipofilni,
snadno pronikajici do centradlni NS. Jako vyhodna se v tomto pfipadé¢ ukazala
kombinace pyridostigminu s anticholinergni latkou, popft. latkami, které by blokovaly
ucinek piebytku ACh piimo na receptorech a to jak perifernich, tak centralnich.
Profylakticka smés PANPAL obsahuje kromé pyridostigminu anticholinergika
benaktyzin a trinexyfenidyl (Obr. 14), umoznujici nejen zvySeni davky pyridostigminu
bez obav z vyskytu nezddoucich ucinki, ale zaroven blokujici ptisobeni ACh
Vv centralnim NS pii priniku OP do organismugo'gs.

Znacna toxicita pyridostigminu a jeho Spatna prostupnost pfes HEB vede k
hledani efektivnéjSich zastupct i mezi inhibitory s centralnim Géinkem. Z doposud
testovanych latek se jako nadéjné profylaktikum centralni AChE jevi huperzin, jehoz
vyhodou je dlouhotrvajici efekt a nizka toxicita™.



1.4 Myasthenia gravis

Podrobna charakteristika nemoci, zahrnujici etiopatogenezi, epidemiologii,
symptomatologii, diagnostiku a terapii je obsahem reserSni prace ,,Myasthenia gravis —
soudasné terapeutické moznosti a nové trendy”, publikované v asopise Ceska
a Slovenska farmacie, a kapitoly v knize A Look into Myasthenia gravis, vydané
nakladatelstvim InTech. V pracich jsou podrobné zaznamenany soucasné terapeutické
pristupy s pozornosti vénovanou pouziti reverzibilnich inhibitort AChE. Jsou soucasti
prace jako ptilohy 8 a 9.

Priloha 8: Komléova, M.; Musﬂekv, K.; Kucéa, K. Myasthenia gravis — soucasné
terapeutické moznosti a nové trendy. Ceskd a Slovenska Farmacie, 2011, 60, 47-53.

P#iloha 9: Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O.; Horova, A.; Zdarova-Karasova, J.;
Kuca, K. Myasthenia Gravis — Current Treatment Standards and Emerging Drugs, A
Look into Myasthenia Gravis, Dr. Joseph A. Pruitt (Ed.), ISBN: 978-953-307-821-2,
InTech 2012.

Dalsi reserSni prace, kterd se zabyva vyvojem novych perifernich inhibitora
AChE, je obsahem pfilohy 10. Jsou zde shrnuty vysledky nékterych vyzkumnych
skupin, jejichz zamérem bylo obménit struktury jiz zndmych a G¢innych inhibitort
scilem ziskat slouCeniny s vys§i Uéinnosti a odhadnout vztahy mezi strukturou
a ucinkem.

Priloha 10: Komloova, M.; Musilek, K.; Dolezal, M.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K.
Structure-Activity Relationship of Quaternary Acetylcholinesterase Inhibitors — Outlook
for Early Myasthenia Gravis Treatment. Current Medicinal Chemistry, 2010, 17,
1810-1824.
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2 Cil prace

Cilem prace je piiprava periferné pusobicich inhibitor acetylcholinesterasy jako
potencialnich 1é¢iv v terapii myasthenia gravis. In vitro bude hodnocena jejich inhibi¢ni
ucinnost vaci lidské AChE a BChE. Na zaklad¢ ziskanych vysledki budou odvozeny
vztahy mezi strukturou a U¢inkem. Slouceniny s nejvyssi afinitou k AChE budou
podrobeny dal$§im kinetickym testim pro uréeni typu inhibice a molekulové
modelovacim studiim pro odhaleni moznych interakci mezi inhibitorem a enzymem. Na
vybranych latkach bude také in vivo stanovena jejich akutni toxicita a schopnost ptisobit
profylakticky pfed otravou ireverzibilnim inhibitorem AChE. Dale bude hodnocen vliv
téchto sloucenin na efektivitu nasledné antidotni terapie.

33



34



3 Komentar dosazenych vysledki a jejich diskuze

V ramci praktické casti této prace bylo pfipraveno Sest sérii inhibitori AChE,
kazd4d obsahujici 18 - 20 latek. Strukturné se jednd o jednoduché biskvartérni
slouceniny, ve vétsiné piipadu se symetrickou molekulou. Biskvartérni struktura byla
volena pro zajisténi periferniho plsobeni inhibitort, jelikoz byly jejich molekuly
navrhovany za cilem ziskani novych u¢innych inhibitorti periferni AChE, vhodnych pro
1é¢bu myasthenia gravis ¢i k nasazeni jako pre-treatment pii hrozbé intoxikace NPL.
U téchto inhibitord je zamezeni pronikani do CNS vhodné pro zabranéni rozvoje
centralnich nezadoucich ucinki. Pro snizeni vyskytu nezddoucich uUc¢ink je dale
vyhodou selektivni ptisobeni inhibitori vii¢i AChE a minimalni inhibice nespecifické
BChE. Zachovani aktivity BChE je navic dilezité pii profylaxi pfed zasazenim
organismu NPL, nebot’ ma schopnost pusobit jako scavenger, vazajici na sebe molekuly
toxického OP a vyfazujici ho tak z obchu. Tato selektivita je vyjadfena jako index
selektivity (SI), coz je pomér ICsg BChE/ IC5y AChE.

Vsechny nové pripravené latky byly podrobeny in vitro testovani inhibi¢ni
ucinnosti proti lidské erytrocytalni popt. rekombinantni AChE a lidské plazmatické
BChE pomoci modifikované Ellmanovy metody®. Inhibi¢ni aktivita byla vyjadiena
jako 1Csp a porovnavana se standardy, pouzivanymi bézné v klinické praxi
(pyridostigmin bromid, neostigmin bromid, edrofonium bromid, ambenonium bromid
a dalsi). U sloucenin s nejvyssi inhibi¢ni ucinnosti byly déale provedeny kinetické testy
pro zjisténi typu inhibice a molekulové modelovaci studie pro odhaleni interakci
inhibitoru s aminokyselinovymi residui v aktivnich mistech obou enzymu. Na zakladé
in vitro a molekulové modelovacich studii byly slou¢eniny dale hodnoceny z hlediska
analyzy vztahu mezi strukturou a i¢inkem.

U tii nad&jnych inhibitorti byla navic in vivo stanovena akutni toxicita a byly
podrobeny testu profylaktické G¢innosti proti zasazeni organismu somanem. Dale byl
u téchto latek sledovan vliv na efektivitu antidotni terapie podané po expozici somanem.

VétSina  vysledkGh byla v pribéhu studia publikovana v tuzemskych
a zahrani¢nich cCasopisech s impakt faktorem. Podkapitoly komentafe dosazenych
vysledkl odpovidaji jednotlivym sériim piipravenych latek; publikované vysledky jsou
soucasti konkrétnich pftiloh.
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3.1 Priprava a testovani periferné pusobicich inhibitori AChE jako
potencialnich terapeutik myasthenia gravis

3.1.1 Priprava a hodnoceni bispyridinovych inhibitori AChE

-komentar publikovanych vysledku tvoricich prilohu 1

Priloha 1. Musilek, K.; Komloova, M.; Zavadova, V.; Holas, O.; Hrabinova, M.;
Pohanka, M.; Dohnal, V.; Nachon, F.; Dolezal, M.; Kuca, K.; Jung, Y. S. Preparation
and in vitro screening of symmetrical bispyridinium cholinesterase inhibitors bearing
different connecting linkage-initial study for Myasthenia gravis implications.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2010, 20, 1763-1766.

Série bispyridinovych inhibitort je tvotena 20 slouceninami, které se od sebe lisi
spojovacimi fetézci mezi dvéma pyridiniovymi kruhy (Tab. 2). Struktura
pripravovanych slouCenin byla navrzena sohledem na zndmé usporadani
aminokyselinovych residui v aktivnim mist¢ enzymu, na pfitomnost periferniho
anionického mista (PAS) pti vstupu do kavity a druhého anionického mista (IAS) uvnitf
kavity pobliz mista esteratického. Vychazeli jsme z ptedpokladu, ze dva pyridiniové
kruhy jsou schopné interagovat kation-m interakcemi S témito anionickymi misty a prave
spojovaci fetézec je hlavni faktor, ovliviyjici intenzitu téchto interakci. Pozorovali jsme
vliv délky spojovaciho fetézce (rizné¢ dlouhé methylenové spojovaci fetézce), vliv
heteroatomu ve spojovacim fetézci (2-oxopropanovy a 3-oxopentanovy spojovaci
fetézec), pritomnosti m-elektronti (but-2-enové, xylenové a naftylenovy spojovaci
fetézec) a celkového prostorového usporadani molekuly na afinitu inhibitoru k AChE.

A

(CH2)1-12
CH,OCH>
(CH>)2,0(CHy)2
(E)-CH,CH=CHCH,
(Z)-CH2CH:CHCH2

By
Yo
~

Tabulka 2 Obecna struktura slouéenin pyridinové série a pouZité spojovaci fetézce
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U ptipravenych sloucenin byla in vitro stanovena schopnost inhibovat lidskou
erytrocytalni AChE a lidskou plazmatickou BChE s pouzitim Ellmanovy metody™.
Ziskané hodnoty ICsy byly porovniny se standardy pyridostigmin bromidem
a neostigmin bromidem, karbamatovymi slou¢eninami pouzivanymi v terapii MG.

Nejuc¢innéj$imi inhibitory AChE i BChE v sérii byly slouceniny s naftylenovym
a10ti a 1lticlennym methylenovym spojovacim fetézcem (Obr. 22). Hodnoty ICs
(0.2 uM pro slouceninu s naftylenovym spojovacim fetézcem a 0.4 uM pro 10ticlenny
methylenovy spojovaci fetézec) piekonaly vyrazné standard pyridostigmin bromid
(40 uM) a byly srovnatelné s hodnotami ziskanymi pro neostigmin bromid (0.1 pM). U
téchto latek byly dale provedeny kinetické testy, které potvrdily nekompetitivni typ
inhibice.

Molekulové modelovaci studii na AChE byla podrobena latka s naftylenovym
a 10ti¢clennym methylenovym spojovacim fetézcem a u obou slou¢enin byl potvrzen
predpoklad kation-m interakce dvou pyridiniovych cykli s aminokyselinovymi residui
v PAS (Trp286) i IAS (Trp86). Studic na BChE krom¢ kation-m interakci obou
sloucenin s tryptofanovymi residui ukdzaly u slouceniny s naftylenovym spojovacim
fetézcem dalSi interakci s Phe329 v blizkosti aktivniho mista BChE, ¢&imz si
vysvétlujeme nizsi hodnoty ICsp pro tuto slouceninu (0.8 uM vs. 5 uM pro 10ti¢lenny
methylenovy spojovaci fetézec).

Na zaklad¢ vysledkt in vitro a molekulové modelovaci studie pak byly
odvozeny vztahy mezi strukturou a u¢inkem (SAR). Vyznam pyridiniovych cykli pro
afinitu sloucenin je dan jejich schopnosti tvofit kation-n interakce s aminokyselinovymi
residui v PAS a IAS. Jako optimalni se pro umoznéni vzniku téchto interakci ukazaly
naftylenovy a polymethylenové spojovaci fetézce obsahujici 8-12 methylenovych
jednotek, coz ziejmé koresponduje se vzdalenosti PAS a IAS. Jako nevyhodna se jevila
pritomnost ndsobné vazby, heteroatomu a riiznych izomerti xylenu. Neni vSak jasné, zda
je to zpusobeno nevhodnym prostorovym uspoiadanim molekul, nebo zde hraje roli
piedevsim nedostate¢na vzdalenost pyridiniovych cykli, ktera tak neumozinuje vznik
interakci s obéma anionickymi misty.

\ - \ @ y
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Obrazek 22 Struktury nejaéinngjsich slou¢enin pyridinové série



3.1.2 Priprava a hodnoceni bisisochinolinovych a bischinolinovych
inhibitori AChE

-komentar publikovanych vysledku tvoricich prilohu 2 a 3

Priloha 2: Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka, M.;
Dohnal, V.; Nachon, F.; Dolezal, M.; Kuca, K. Preparation and in vitro screening of
symmetrical bis-isoquinolinium cholinesterase inhibitors bearing various connecting
linkage e Implications for early Myasthenia gravis treatment. European Journal of
Medicinal Chemistry. 2011, 46, 811-818.

Priloha 3: Komloova, M.; Musilek, K.; Horova, A.; Holas, O.; Dohnal, V.; Gunn-
Moore, F.; Kuca, K. Preparation, in vitro screening and molecular modelling of
symmetrical bis-quinolinium cholinesterase inhibitors - implications for early
Myasthenia gravis treatment. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2011, 21,
2505-2509.

V névaznosti na pfedchozi bispyridinovou sérii inhibitor byly posléze navrzeny
série bisisochinolinovych a bischinolinovych sloucenin (Tab. 3). Struktury nové
pripravenych latek se od ptivodni série liSily pouze heterocykly, spojovaci fetézce byly
shodné jako v ptipadé pyridinovych inhibitort.. In vitro testovani probihalo na lidské
rekombinantni AChE a lidské plazmatické BChE a jako srovndvaci standardy byly
zvoleny BW284C51 (Obr. 23) a ambenonium dichlorid, latky strukturalné bliz§i nové
pfipravenym slouc¢eninam, nez ptuvodné zvolené karbamaty, a s podobnym typem
inhibice, kdy nedochazi k acylaci esteratického mista enzymu, nybrz je interakce
zaloZzena na vzniku m-m a kation-m interakci. BW284C51 je navic selektivnim
inhibitorem AChE a slouzil tak i jako standard pro srovnani selektivity AChE/BChE.
Dalsim selektivnim standardem, tentokrate pro BChE, byl etopropazin.

BW248C51
Obrazek 23 Struktura selektivniho inhibitoru BW248C51

Nahrada pyridinu  vétSimi  heterocykly byla podminéna molekulové
modelovacimi studiemi vybranych slouc¢enin piedchozi série a predpokladem, ze
u vétsich heterocyklti mize dojit k zesileni nt-w interakci s aminokyselinovymi residui.

V bisisochinolinové sérii (20 latek) se jako nejnad&jnéjsi inhibitory ukézaly
pak vykazovala latka s 8 uhliky ve spojovacim fetézci (0.005 uM). U bischinolinové
série (18 latek) byla zjisténa vysoka afinita k AChE u latek s 7-12 methylenovymi
jednotkami, nejlep$im inhibitorem v této sérii pak byla sloucenina s 10ti¢lennym
methylenovym spojovacim fetézcem (0.001 uM). Tato latka navic vykazovala pomérné
uspokojivou selektivitu vii¢i AChE. Dostate¢né ucinnymi inhibitory se ukézaly
I slouceniny s naftylenovym spojovacim fetézcem V obou novych sériich. Zatimco vsak
jejich aktivita zustala srovnatelna s pyridinovymi analogy, u¢innost inhibitora
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S polymetylenovym spojovacim fetézcem pyridinovou sérii piekonala, pfiCemz
chinolinova série o néco vice, nez isochinolinova.

A

(CH2)1-12
CH,OCH>

RN (CH3)2,0(CH,),
AN (E)-CHoCH=CHCH,
2X@ (Z)-CH2CH:CHCH2

=

Tabulka 3 Obecna struktura isochinolinové a chinolinové série a puZité spojovaci fetézce

U dvou isochinolinovych (naftylenovy a 8miclenny methylenovy spojovaci
fetézec) a dvou chinolinovych (naftylenovy a 10ti¢lenny spojovaci fetézec) byly opét
provedeny kinetické studie pro potvrzeni nekompetitivniho charakteru inhibice a dale
molekulové modelovaci studie k odhaleni moznych novych interakci s enzymem.

Ptfedevs§im u dvou polymethylenovych analogli bylo mozné pozorovat rozdil pfi
obsazeni aktivniho mista enzymu inhibitorem. Zatimco u bischinolinového analogu
byly sledovany interakce obou isochinolinovych cykla s Trp286 v PAS, kdy se
sloucenina jakoby sendviové obtocila kolem aminokyselinového residua, chinolinovy
inhibitor interagoval s Trp286 pouze jednim chinolinovym cyklem. VSechny dockované
slouceniny vSak obsadili pouze vstup do kavity v misté¢ PAS a nezasahovaly hloubéji do
enzymu K esteratickému mistu se Ser203. Jako u pyridinové série byly u inhibitord
s naftylenovym spojovacim fetézcem pozorovany jesté dalSi n-m interakce naftylenu
s Trp286. Vyssi aktivita methylenovych inhibitort, které jsou o tyto interakce ochuzeny
nepiitomnosti m-elektronli ve spojovacim fetézci je moznd kompenzovéna vyssi
flexibilitou molekuly a tudiz i jejim snaz§im uspofadanim v enzymu.

V obou nové pfipravenych sériich byly nalezeny latky s uspokojivou schopnosti
inhibovat AChE. Tii latky z kazdé série mély hodnoty 1Csg srovnatelné se standardem
BW284C51, zadny znov€ pfipravenych inhibitordi vSak nepfekonal standard
ambenonium dichlorid. Ze tii sérii symetrickych biskvarternich inhibitord se jako
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3.1.3 Priprava nesymetrickych inhibitori AChE

-komentar v dobé odevzdani prace jesté nepublikovanych vysledki

Série latek uvedend v této kapitole nebyla v dobé odevzdani prace jesté
publikovana. Bude zde uveden pouze stru¢ny komentaf in vitro hodnoceni slou¢enin
a vztahti mezi strukturou a uéinkem. Uplné vysledky inhibi¢ni aktivity jsou soudasti
pfilohy 4.

Pti navrhovani struktury sloucenin v radmci této série bylo ptfihlédnuto k jiz
znamym vztahim mezi strukturou a ucinkem. Molekula téchto nesymetrickych
biskvartérnich inhibitor je proto tvofena pyridinovym cyklem spojenym
s isochinolinovym, popf. chinolinovym cyklem pies 7mi az 12ti¢lenny methylenovy
spojovaci fetézec, ktery se v predchozich sériich ukazal jako optimalni.

In vitro hodnoceni bylo provedeno na lidské rekombinantni AChE a lidské
plazmatické BChE a ziskané hodnoty ICsy byly porovnany se standardy ambenonium
dichloridem, edrofonium bromidem a selektivnim BW284C51. Vsechny testované latky
vykazovaly dobrou inhibiéni u¢innost v fddu desetin az tisicin uM. Ze dvou pouZzitych
heterocyklickych sloucenin pfipojenych k pyridinu byly uc¢inné€j§i inhibitory
S chinolinovym cyklem. Nejvyssi afinita k AChE pak byla nalezena u chinolinovych
inhibitorti s 10ti a 12ticlennym methylenovym spojovacim fetézcem.

N (CHpN®
—\ e = N\ / 2N\ 7/ n=7-12
N NT(CHINE ’er© 2Br©

Obrazek 24 Obecna struktura sloucenin série nesymetrickych inhibitort AChE
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3.2 Priprava a testovani vybranych perifernich inhibitori AChE jako
profylaktik pred zasaZenim NPL

3.2.1 Priprava a testovani symetrickych perifernich inhibitori AChE
obsahujicich but-2-enovy spojovaci retézec

-komentar publikovanych vysledkii tvoricich prilohu 5

Priloha 5: Musilek, K.; Pavlikova, R.; Marek, J.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova,
M.; Pohanka, M.; Dohnal, V.; Dolezal, M.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K. The preparation,
in vitro screening and molecular docking of symmetrical bisquaternary cholinesterase
inhibitors containing a but-(2E)-en-1,4-diyl connecting linkage. Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, 2011; 26, 245-253.

Jak bylo feceno vyse, dalSim moznym pouzitim perifernich inhibitori AChE je
jejich nasazeni jako profylaktik pfed hrozici expozici organismu organofosforovym
ireverzibilnim inhibitorim - nervové paralytickym latkam. U inhibitord s touto indikaci
je vyhodné, kdyz selektivné inhibuji AChE a zanechaji nespecifickou cholinesterasu
intaktni, schopnou plnit tlohu plazmatického scavengeru vychytavajiciho OP. V praxi
byl dosud nasazen pouze karbamatovy inhibitor pyridostigmin. Pro zvySeni jeho
ucinnosti je vhodné vyrazné zvysit davkovani, a protoze v takovém piipad¢ hrozi rozvoj
nezadoucich ucinki, je pyridostigmin kombinovan s anticholinergnimi latkami
(benaktyzin), které navic zamezuji u¢inkim OP v centralnim NS*.

Byla pfipravena séric 17 symetrickych biskvarternich slouéenin, jejichz
molekula vychazi ze struktury reaktivatoru K203 (Obr. 22), u kterého byla dfive in vitro
a in vivo potvrzena schopnost chranit AChE pted G¢inky OP. Obsahuji ve své struktute
(E) but-2-enovy spojovaci fetézec mezi dvéma pyridiniovymi jadry, substituovanymi
v poloze 4 riznymi zastupci hydrofilnich (-COOH, -OH) a hydrofobnich (methyl, terc.-
butyl, fenyl) substituentt.

(@]
~ NH»
® |
X ('“3/\/\/ NN
HONv@ ZBr@

K203

Obrazek 25 Struktura reaktivatoru K203, ktery byl ptedlohou pro slouceniny série s but-2-enovym
spojovacim fetézcem
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Me
Et
terc.-Bu
fen
ben
(CHy)s-fen
R 4-NO,-ben
| OH
/@?/\/\/ NX CH,OH
o (CH)s0H
R = 2Br N(CH3)2
CH=NOH
COCHj3
COOH
COOCHj3
CONH,
CN

Tabulka 4 Obecna struktura slou¢enin série s but-2-enovym spojovacim fetézcem a pouzité substituenty

U latek byla hodnocena inhibi¢ni G¢innost proti lidské erytrocytalni AChE
alidské plazmatické BChE a byla porovnana se standardy pyridostigminem,
neostigminem a latkou K203. Na zaklad¢ ziskanych hodnot byl shrnut vliv jednotlivych
substituentli na afinitu k obéma enzymim.

Mezi testovanymi inhibitory byly nalezeny tfi slouceniny, které¢ vykazaly vyssi
inhibi¢ni Uc¢innost nez standard pyridostigmin a K203. Jedna z nich, inhibitor
substituovany fenylpropylovym zbytkem, navic piekonala 1Csg druhého standardu
neostigminu (0.05 uM vs. neostigmin 0.1 uM). Na zaklad¢é in vitro vysledkd bylo
odvozeno, ze vys$i afinitu k enzymu vykazuji inhibitory s hydrofobnimi substituenty.
U sloucenin s alifatickymi hydrofobnimi substituenty mél nejvyssi ucinnost inhibitor
substituovany metylem, mezi aromatickymi  fenylpropylem. Mezi latkami

cv v

S nejucinngjsi slouceninou (s fenylpropylovym zbytkem) byly navic provedeny
kinetické testy, které potvrdily nekompetitivni typ inhibice, a molekulové modelovaci
studie, pti kterych byly nalezeny interakce s aromatickymi residui v IAS i PAS.
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Obriazek 26 Struktura nejucinnéjsiho inhibitoru s fenylpropylovaym substituentem



3.2.2 Priprava a testovani perifernich inhibitori AChE s terc-butylovym
substituentem

-komentar publikovanych vysledkii tvoricich prilohu 6

Priloha 6: Musilek, K.; Roder, J.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka,
M.; Dohnal, V.; Opletalova, V.; Kuca, K.; Jung, Y-S. Preparation, in vitro screening and
molecular modelling of symmetrical 4-terc-butylpyridinium  cholinesterase
inhibitors-Analogues of SAD-128. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2011,
21, 150-154.

Dalsi série latek zamg'lélen}'/ch jako pre-treatment zasazeni NPL vychéazela ze
struktury SAD-128 (Obr. 24)”’, inhibitoru AChE, ktery byl vyvinut p¥i hledani novych
reaktivatorti. Jde o analog obidoximu, ktery vSak ve své molekule misto oximovych
skupin obsahuje terc-butylovy substituent v poloze 4 pyridinovych cykla. Pfi testovani
SAD-128 bylo kromé& schopnosti pusobit jako reverzibilni inhibitor AChE zjisténo
I jeho inhibi¢ni pisobeni na muskarinové a nikotinové AChR. Pfi in vivo testovani se
latka projevila jako nadégné profylaktikum, chranici testovand zvirata pted vlivem
nasobkii LDsg riiznych OP* 1,

ZCIe

SAD-128
Obrizek 27 Struktura raktivatoru SAD-128%

Bylo ptipraveno 19 latek, které obsahovaly dva 4-terc-butylpyridiniové cykly
a riizné spojovaci fetézce. Ty byly vybrany s ohledem na jiz diive pfipravené série latek
(Ptiloha 1-3), u nichz se osvédcily piedevsim polymethylenové a naftylenovy spojovaci
fetézec. Kratsi spojovaci fetézce, obsahujici heteroatom, nasobnou vazbou a xylenové
1izomery se zase ukazaly slibné pii vyvoji novych reaktivatori AChE%1%,

In vitro testovani probihalo na lidské rekombinantni AChE a lidské plazmatické
BChE a jako standardy byly vybrany dva reaktivatory (pralidoxim, obidoxim)
a selektivni inhibitory BW284C51 a etopropazin. Vysledné hodnoty ICso potvrdily jiz
diive sledovanou zavislost aktivity na struktufe. Nejucinnéj$i latky obsahovaly
naftylenovy a 6-12ticlenny methylenovy spojovaci fetézec. Nejnizsi hodnota ICsy pak
byla nalezena u latek s 8, 10 a 12-ti methylenovymi jednotkami (5 nM, 12 nM a 7 nM).
Celkem 5 pfipravenych latek prekonalo aktivitu nejucinnéjsiho ze standarda
BW284C51, zadné z latek se vSak nepodafilo ptekonat jeji vysokou selektivitu vici
AChE.

Molekulové modelovaci studie ukazaly, ze zatimco slouCeniny obsahujici ve
struktufe polymetylenové fetézce pronikaji hluboko do kavity enzymu blizko residua
Ser203, inhibitor s naftylenovym fetézcem zustava na povrchu enzymu. Kromé
pfedpokladanych kation-m interakci pyridiniovych cykli s aminokyselinovymi residui
v PAS i IAS byly nalezeny jesté CH-m interakce terc-butylové skupiny s Trp86, Tyr337
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a His447 v IAS a CH-CH interakce druhé terc-butylové skupiny s Leu289 a Glu292
v PAS.

A

(CH32)1-12
CH,0OCH,
(CH),0(CHy)2
(E)-CH2CH:CHCH2
(Z)-CH2CH:CHCH2

. o
O

Tabulka 5 Piehled struktur obsazenych v sérii pfilohy



3.2.3 Testovani ucinnosti  reversibilnich inhibitori AChE jako
farmakologické pre-treatment u somanem intoxikovanych mysi

-komentar publikovanych vysledkii tvoricich pFilohu 7

Priloha 7: Kassa, J.; Musilek, K.; Komloova, M.; Bajgar, J. A Comparison of the
Efficacy of Newly Developed Reversible Inhibitors of Acetylcholinesterase with
Commonly Used Pyridostigmine as Pharmacological Pre-Treatment of Soman-Poisoned
Mice. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology. 2012, 4, 322-326.

Jednim z nejvice rezistentnich NPL vici antidotni terapii je soman, protoze
podléha velmi rychle procesu dealkylace®®. Nasazeni farmakologické pre-treatment
praveé pii hrozbé zasazeni timto OP by mohlo nejen zmirnit prvotni rozvoj klinickych
piiznaku intoxikace, ale i vyznamné zefektivnit ptisobeni nasledné podanych antidot.

Pyridostigmin, jako dosud jediné profylaktikum uvedené do praxe, je
charakteristicky pomérné vysokou toxicitou. Cilem této in vivo studie bylo porovnat
mezi sebou ucinnost a toxicitu tii nami nové pripravenych reversibilnich inhibitord
a pyridostigminu a dale zhodnotit vliv jednotlivych reversibilnich inhibitorii na
terapeuticky efekt nasledné antidotni terapie.

Testované inhibitory jsou vybrani zastupci z jiz diive popsanych sérii (Prilohy 1,
2, 6), konkrétné se jednalo o [1,8-bis(isochinolinium)-okt-1,8-diyl dibromid], [1,10-
bis(pyridinium) dekan dibromid] a [1,8-bis(4-terc-butylpyridinium)-okt-1,8-diyl
dibromid] (Obr. 24). Jejich akutni toxicita byla stanovena na mySich jako LDsy.
Profylakticka ucinnost byla testovana po i.m. podani 2% LDsg inhibitoru nasledovaném
po 30 minutach im. poddnim somanu. Byla vyjadiena jako pomér LDsy somanu
u ptedlécenych mysi ku LDsp somanu u mysi, kterym nebyla podana zadna profylaxe.
Dale probihalo hodnoceni vlivu profylaxe na terapeutickou Uc¢innost antidotni terapie,
kterou ptedstavoval reaktivator HI-6 kombinovany s atropinem nasazené i.m. po minuté
plsobeni somanu, vyjadiené jako pomér LDsy somanu u ptedlécenych mysi s naslednou
antidotni terapii ku LDsp somanu u nepiedléCenych mysi s naslednou antidotni terapii.

U vSech ndmi pfipravenych inhibitord byla ve srovndni s pyridostigminem
nalezena niz§i akutni toxicita. Nicméné profylaktickd u€innost pyridostigminu nebyla
prekondna a zadna z pouzitych latek nebyla schopna zasadné snizit akutni toxicitu
somanu. Vyssi efektivita antidotni terapie byla pozorovana pouze u pre-treatment
pomoci pyridostigminu a K474, avsak nebyla nijak vyrazna.

- (CHp)s . —\e —
COTCO ¢ GO

K344

K474

Obrazek 28 Struktura biskvartérnich inhibitor vybranych pro in vivo studii
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4 Zavér

Bylo piipraveno celkem Sest sérii biskvartérnich sloudenin. Ctyfi série jsou Si
svou strukturou velmi blizké, dva heterocyklické substituenty (pyridin, chinolin,
isochinolin a 4-terc-butylpyridin) jsou zde spojeny plejadou riznych spojovacich
fetézcl a tvoii tak symetrickou biskvartérni strukturu. Dalsi symetricka série obsahuje
but-(2E)-en-1,4-diyl-1,1’-bispyridiniovy skelet a jednotlivé slouceniny se li§i substituci
na pyridinovych jadrech. Posledni série je pak tvofena nesymetrickymi molekulami,
obsahujicimi methylenovym spojovacim fet¢zcem o 7 az 12 Clenech spojena jadra
pyridinu s chinolinem ¢i isochinolinem.

Slouceniny v ramci kazdé série byly podrobeny in vitro testovani inhibi¢ni
ucinnosti proti lidské erytrocytalni, popf. rekombinantni AChE a lidské plazmatické
BChE. Byla také sledovana selektivita inhibitorti vi¢i AChE, ktera byla vyjadiena jako
index selektivity (SI = 1Cso BChE/ICsy AChE).

Pfi studiu vztahi mezi strukturou a Gfinkem byl hodnocen vliv
kvarternizovanych heteroaromatickych cykli, substituentii na téchto cyklech a dale vliv
ruznych spojovacich fetézcli na afinitu sloucenin k enzymim.

U ctyt sérii, které se 1iSily pouze heterocykly za pouziti stejnych spojovacich
fetézcl, se jako nejucinnéjsi inhibitory ukazaly slouceniny s chinolinovym cyklem.
Nejméné ucinné byly pyridinové slouceniny, pokud byl ovsem pyridin substituovan
terc-butylem v poloze 4, vzrostla vyznamné aktivita az na tiroven chinolinové série.

Dale byl sledovan vliv spojovaciho fetézce, kde se délka ukézala jako nejvice
rozhodujicim faktorem pfi formovani interakci mezi enzymem a inhibitorem. Nejvyssi
aktivitou se projevovaly slouceniny se spojovacimi fetézci polymetylenového typu,
obsahujici 8-12 metylenovych jednotek. Vyznamnou, avSak nizsi aktivitu vykazovaly
také slouCeniny s naftylenovym spojovacim fetézcem. Na zakladé molekulové
modelovacich studii Ize predpokladat, ze délka spojovaciho fetézce u téchto sloucenin
koreluje se vzdalenosti dvou anionickych mist (PAS a IAS) enzymu a je proto vyhodna
pro tvorbu kation-m interakci S kvartérnimi dusiky. Slouéeniny s nasobnou vazbou,
heteroatomem ani izomery xylenu ve spojovacim fetézci neprojevily vyznamnou
inhibi¢ni U¢innost, coz vSak muZe byt zplsobeno pravé faktem, Ze tyto slouceniny
nemaji mezi heterocykly pozadovanou vzdalenost. Vliv téchto strukturnich prvki by
proto mél byt sledovan na fetézcich s optimalni délkou.

Na sérii s but-(2E)-en-1,4-diyl-1,1’-bispyridiniovym skeletem byl sledovan efekt
riznych hydrofilnich a hydrofobnich substituenti vazanych v poloze 4 pyridinovych
cykla. Nizsi hodnoty ICsy byly naméfeny u latek s lipofilnimi substituenty, jako
nejucinnéjsi inhibitor se projevila sloucenina s fenylpropylovym substituentem.

Tti slouCeniny byly vybrany pro in vivo stanoveni akutni toxicity a hodnoceni
schopnosti plisobit jako pre-treatment u somanem intoxikovanych mysi. Zadny
Z inhibitort vSak nedokézal v porovnani s pyridostigminem dostate¢né snizit akutni
toxicitu somanu ani zvysit efektivitu nasledné podané antidotni terapie.
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5 Abstrakt

Prace se zabyva pfipravou periferné plisobicich inhibitort acetylcholinesterasy
jako potencialnich 1é¢iv onemocnéni myasthenia gravis. Tyto latky mohou byt pouzity
také jako profylaktika pted otravou ireverzibilnimi inhibitory AChE. Dokazi obsadit
aktivni misto enzymu a zabranit tak pfistupu ireverzibilniho inhibitoru. Pozadavky na
vlastnosti téchto latek byly dostate¢na inhibi¢ni ucinnost (k porovnani byly vybrany
standardy pouzivané v soucasné dob¢ v terapii myasthenia gravis), dostatecné selektivni
pusobeni proti AChE a nesnadna prostupnost hematoencefalickou barierou pro sniZeni
ptipadnych nezadoucich ucinkd.

Bylo pfipraveno celkem Sest sérii biskvartérnich sloucenin. In vitro byla
stanovena jejich inhibi¢ni ucinnost proti lidské erytrocytalni popi. rekombinantni AChE
a lidské plazmatické BChE. V ramci kazdé série byla na zaklad¢ ziskanych hodnot
provedena studie vztahii mezi strukturou a ucinkem. Podafilo se pfipravit nékolik
slouCenin, které prokazaly nezanedbatelny inhibicni potencidl. Tyto nejucinnéjsi
inhibitory byly déle podrobeny kinetickym testim a byl u nich potvrzen nekompetitivni
typ inhibice. P#i molekulové modelovacich studiich se podafilo objasnit mnozstvi
interakci slouCenin s aminokyselinovymi residui v aktivni kavit¢ enzymu. Tri
slouceniny byly dale vybrany k in vivo stanoveni akutni toxicity a byla u nich
hodnocena schopnost pusobit jako profylaktika pfed otravou somanem. Ve srovnani
s profylakticky poddvanym pyridostigminem vSak tyto latky neprokazaly vyznamnou
schopnost ochranit AChE pted uc¢inky ireverzibilniho inhibitoru, ani se nepodafil
prokazat vliv na zvySeni ucinnosti nasledné podané antidotni terapie.
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6 Abstract

This work focuses on the preparation of peripherally acting AChE inhibitors as
a potential treatment of myasthenia gravis. These compounds could also be used as
a pre-treatment of poisoning by organophosphorus AChE inhibitors. They can occupy
the active site of an enzyme making it inaccessible for irreversible inhibitors.
Compounds used in this indication should fulfil these requirements: inhibit efficiently
AChE (standards currently used in the treatment were chosen for the comparison of the
inhibitory efficacy), have selective effect on AChE and not to cross the blood-brain
barrier in order to lower the possible side effects.

Six series of bisquaternary compounds were prepared. Their inhibitory ability
was determined in vitro against human erythrocyte or recombinant AChE and human
plasmatic BChE. According to inhibitory ability values acquired, a structure - activity
relationships were investigated in every series. A few compounds with significant
affinity towards AChE were found. These most promising compounds were further
examined in Kinetic tests and a non-competitive type of inhibition was confirmed. In the
docking studies, many interactions of the compounds and amino acid residues in the
active site of the enzyme were observed. Three compounds were also chosen for in vivo
determination of the acute toxicity and the ability to work as a pre-treatment against
soman poisoning. Compared to prophylactic efficacy of pyridostigmine, these
compounds however showed no significant tendency to protect AChE against
organophosphorus inhibitor. No influence on the efficacy of the subsequent antidote
treatment was either observed.

53



54



7 Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci
Prace publikované v odborné literature:

2009:
1.

2010:

2011:

10.

Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O. Small quaternary AChE inhibitors-
Implication for pretreatment of OP poisoning or MG treatment. Toxicol. Lett.
2009, 189, S209-S209. IF2009 = 3.479.

. Musilek, K., Holas, O., Komloova, M. Development of promising oximes

against nerve agent and/or pesticide intoxication. Abstr. Pap. Am. Chem. S.
2009, 238, 443-INOR.

Musilek, K.; Holas, O.; Komloova, M. Development of promising oximes
against nerve agent and/or pesticide intoxication. Main Group Chem. 2010, 9,
355-361. |F2010 =0.642.

Musilek, K.; Komloova, M.; Zavadova, V.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka,
M.; Dohnal, V.; Nachon, F.; Dolezal, M.; Kuca, K.; Jung, Y.S. Preparation and
in vitro screening of symmetrical bispyridinium cholinesterase inhibitors bearing
different connecting linkage—initial study for Myasthenia gravis implications.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 1763-1766. IF2010 = 2.661.

Komloova, M.; Musilek, K.; Dolezal, M.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K. Structure-
Activity Relationship of Quaternary Acetylcholinesterase Inhibitors — Outlook
for Early Myasthenia Gravis Treatment. Curr. Med. Chem. 2010, 17, 1810-1824.
|F2010 =4.708.

Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka, M.; Dohnal,
V.; Nachon, F.; Dolezal, M.; Kuca, K. Preparation and in vitro screening of
symmetrical bis-isoquinolinium cholinesterase inhibitors bearing various
connecting linkage - Implications for early Myasthenia gravis treatment. Eur. J.
Med. Chem. 2011, 46, 811-818. IF,01; = 3.346.

Komloova, M.; Musilek, K.; Horova, A.; Holas, O.; Dohnal, V.; Gunn-Moore,
F.; Kuca, K. Preparation, in vitro screening and molecular modelling of
symmetrical bis-quinolinium cholinesterase inhibitors—implications for early
Myasthenia gravis treatment. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 2505-25009.
|F2011 = 2.554.

Musilek, K.; Pavlikova, R.; Marek, J.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova,
M.; Pohanka, M.; Dohnal, V.; Dolezal, M.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K. The
preparation, in vitro screening and molecular docking of symmetrical
bisquaternary cholinesterase inhibitors containing a but-(2E)-en-1,4-diyl
connecting linkage. J. Enzym. Inhib. Med. Ch. 2011, 26, 245-253. 1F,0;1 = 1.617.
Musilek, K.; Roder, J.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka, M.;
Dohnal, V.; Opletalova, V.; Kuca, K.; Jung, Y-S. Preparation, in vitro screening
and molecular modelling of symmetrical 4-tert-butylpyridinium cholinesterase
inhibitors—Analogues of SAD-128. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21,
150-154. 1F511 = 2.554.

Komloova, M.; Musilek, K.; Kuca, K. Myasthenia gravis — soucasné
terapeutické moznosti a nové trendy. Ces. Slov. Farm. 2011, 60, 47-53.

55



56

11.

2012:

12.

13.

Musilek, K.; Holas, O.; Komloova, M. Mono-oxime bisquaternary
acetylcholinesterase reactivators with prop-1,3-diyl linkage-Preparation, in vitro
screening and molecular docking. Bioorgan. Med. Chem. 2011, 19, 754-762.
|F2011 =2.921.

Kassa, J.; Musilek, K.; Komloova, M.; Bajgar, J. A Comparison of the Efficacy
of Newly Developed Reversible Inhibitors of Acetylcholinesterase with
Commonly Used Pyridostigmine as Pharmacological Pre-Treatment of Soman-
Poisoned Mice. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 2012, 4 (110): 322-326. 1F 02 =
2.179.

Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O.; Horova, A.; Zdarova-Karasova, J.;
Kuca, K. Myasthenia Gravis — Current Treatment Standards and Emerging
Drugs, A Look into Myasthenia Gravis, Dr. Joseph A. Pruitt (Ed.), ISBN:
978-953-307-821-2, InTech 2012.

Konferen¢éni sdéleni:

2009:
1.

Musilek Kamil, prezentace vysledkti formou ustniho sdéleni: Musilek, K.;
Komloova, M.; Holas, O.; Pohanka, M.; Dolezal, M.; Nachon, F.; Kuca, K.
Interactions of bisquaternary molecules with cholinesterases. 9. konference
odborné Spole¢nosti vojenskych 1ékari, farmaceuti a veterinarnich lékara
CSL JEP, Hradec Kralové 26.-27.11.2009, Sbornik piispévki, str. 91, ISBN
978-80-254-5956-0.

Komléova Markéta, prezentace vysledki formou posterového sdéleni:
Komloova M., Holas O., Musilek K., Kuca K., Dolezal M., Opletalova V.:
Synthesis and in vitro screening of AChE bisquaternary inhibitors as potential
compounds for Myasthenia Gravis treatment. Programme and Abstracts 10th
International Meeting on Cholinesterases. Sibenik, Chorvatsko, 20. — 25. 9.
2009. Vydala Croatian Society of Biochemistry and Molecular Biology 2009.
ISBN 978-953-95551-3-7.

Komloova Markéta, prezentace vysledkli formou Ustniho sdéleni: Komloova
M., Holas O., Musilek K., Dolezal M.: Piiprava a in vitro testovani perifernich
inhibitorti acetylcholinesterasy. Sbornik 9. konference odborné Spolec¢nosti
vojenskych lékaii, farmaceutii a veterinarnich lékait CSL JEP. Hradec
Kralové 26. — 27. listopadu 2009. Vydala Zdravotni a socialni akademie Hradec
Kralové 2009. ISBN 978-80-254-5956-0.

Komléova Markéta, prezentace vysledki formou posterového sdéleni:
Komloova M., Holas O., Musilek K., Dolezal M.: Syntéza a in vitro testovani
bispyridiniovych inhibitorti acetylcholinesterasy. Sbornik 38. konference
Syntéza a analyza léciv. Hradec Kréalovée 14. — 16. zafi 2009. Vydala
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno 2009. ISBN 978-80-7305-078-8.
Musilek Kamil, prezentace vysledkii formou ustniho sdéleni: Musilek, K.;
Komloova, M.; Holas, O.; Pohanka, M.; Opletalova, V.; Dolezal, M.; Kuca, K.
Small quaternary AChE inhibitors—Implication for pretreatment of OP



6.

poisoning or MG treatment. 46th Congress of European Societies of
Toxicology Dresden 13.-16.9.2009, Toxicol. Lett. 2009, 189S, Z06, p. S209,
ISSN 0378-4274. 1F2008 = 3.249.

Musilek Kamil, prezentace vysledkii formou ustniho sdéleni: Musilek, K.;
Komloova, M.; Holas, O.; Pohanka, M.; Dolezal, M.; Opletalova, V.; Nachon,
F.; Kuca, K. Non-covalent interactions of quaternary heteroaromatic compounds
with cholinesterases. Chemical and Biological Defense Science and
Technology Conference, Dallas (USA) 16.-20.11.2009, Book of abstracts, p.
151-152.

2010:

7.

Musilek, Kamil, prezentace vysledkd formou posterového sdéleni: Musilek, K.;
Pavlikova, R.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka, M.; Dohnal,
V.; Dolezal, M.; Kuca, K. Preparation, in vitro screening and molecular docking
of symmetrical bisquaternary cholinesterase inhibitors bearing but-(2E)-en-1,4-
diyl connecting linkage. Bioscience Review 2010 Hunt Valley (USA) 23.5.-
27.5.2010, Abstract book, p. 32.

Musilek, Kamil, prezentace vysledkd formou posterového sdéleni: Musilek, K.;
Komloova, M.; Holas, O.; Horova, A.; Pohanka,M.; Opletalova, V.; Dolezal,
M.; Kuca, K. Small quaternary AChE inhibitors for MG treatment — synthesis,
in vitro screening and molecular docking. 21st International Symposium on
Medicinal Chemistry Brussels (Belgium) 5.9.-9.9.2010, Drug. Future. 2010,
35, PC.050 p. 71, ISSN 0377-8282. IF2009 = 0.500.

Komléova, Markéta, prezentace vysledkii formou posterového sdéleni:
Komloéova M., Holas O., Musilek K., Dolezal M. Ptiprava a in vitro testovani
perifernich inhibitorii acetylcholinesterasy. 39. konference Syntéza a analyza
1é¢iv 2010, Modra-Harmonia (Slovensko) 2. 9. -4. 9. 2010, Sbornik.

201171:

10. Koml6ova, Markéta, prezentace vysledkti formou ustniho sdéleni: Komloova,

M., Musilek, K., Holas, O., Dolezal, M.: Preparation and in vitro evaluation of
peripheral acetylcholinesterase inhibitors intended for early Myasthenia gravis
treatment. Book of abstracts 1st Meeting of the Paul Ehrlich MedChem Euro-
PhD Network (7th Meeting oh the European Network of Doctoral Studies in
Pharmaceutical Sciences) Madrid, Spain, 13. - 15. 7. 2011.

11. Komléova, Markéta, prezentace vysledki formou posterového sdéleni:

Komloéova, M.; Holas, O.; Musilek, K.; Dolezal, M. Syntéza a in vitro testovani
inhibitort acetylcholinesterasy. 53. Cesko-slovenska psychofarmakologicka
konference (Jesenik) 5. - 9. 1. 2011, Psychiatrie,vol. 15, supp.1, s. 58, ISSN
1211-7579.

57



58



8

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Seznam pouZité literatury

Vogt, M. Sir Henry Hallett Dale, O. M., F. R. S. Int. J. Neuropharmacol. 1969, 8
(2): 83-84.

Feldberg, W. S. Henry Hallett Dale. 1875-1968. Biogr. Mem. Fellows R. Soc.
1970, 16, 77-174.

Raju, T. N. The Nobel chronicles. 1936: Henry Hallett Dale (1875-1968) and
Otto Loewi (1873-1961). Lancet. 1999, 353 (9150), 416-417.

Sarter, M.; Parikh, V. Choline transporters, cholinergic transmission and
cognition. Nat. Rev. Neurosci. 2005, 6, 48-56.

Lincova, D.; Farghali, H. Zakladni a aplikovand farmakologie, 2™ eds., Galén:
Praha, 2007.

O'Neil, M. J. The Merck Index - An Encyclopedia of Chemicals, Drugs, and
Biologicals, 14™ eds - version 14.9. Merck Sharp & Dohme Corp. 2012.

Tobin, G.; Giglio, D.; Lundgren, O. Muscarinic receptor subtypes in the
alimentary track. J. Physiol. Pharmacol. 2009, 60, 3-21.

Watson, S.; Arkinstall, S. The G-Protein-linked Receptor Factsbook, Academic
Press: London, 1994.

Dohlman, H. G.; Thorner, J.; Caron, M. G.; Lefkowitz, R. J. Model systems for
the study of seven-transmembrane-segment receptors. Annu. Rev. Biochem.
1991, 60, 653-688.

Strader, C. D.; Fong, T. M.; Tota, M. R.; Underwood, D.; Dixon, R. A. F.
Structure and function of G protein-coupled receptors. Annu. Rev. Biochem.
1994, 63, 101-132.

Hirota, S. A. A quick guide to muscarinic acetylcholine receptors. BioPharm. J.
2001, 5, 6-8.

Felder, C. C. Muscarinic acetylcholine receptors: Signal transduction through
multiple effectors. FASEB J. 1995, 9, 619-625.

Tata, A. M. Muscarinic acetylcholine receptors: new potential therapeutic targets
in antinociception and in cancer therapy. Recent. Pat. CNS Drug Discov. 2008,
3, 94-103.

Gavalda, A.; Miralpeix, M.; Ramos, I.; Otal, R. Characterization of Aclidinium
bromide, a novel inhaled muscarinic antagonist, with long duration of action and
a favorable pharmacological profile. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2009, 331,
740-751.

Broadley, K. J.; Kelly, D. R. Muscarinic receptor agonists and antagonists.
Molecules. 2001, 6, 142-193.

59



60

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Millar, N. S. A review of experimental techniques used for the heterologous
expression of nicotinic acetylcholine receptors. Biochem. Pharmacol. 2009, 78,
766-776.

Unwin, N. Refined structure of the nicotinic acetylcholine receptor at 4 A
resolution. J. Mol. Biol. 2005, 346, 967-989.

The PyMOL, Molecular Graphics System; Version 1.1 Schrodinger, LLC: USA;
2008.

Chatonnet, A.; Lockridge, O. Comparision of butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase. Biochem. J. 1989, 260, 625-634.

Wilson, 1. B.; Harrison, M. A. Turnover number of acetylcholinesterase. J. Biol.
Chem. 1961, 236 (8), 2292-2295.

Sangyun, L.; Ji-Hyun, K.; Sangyoub, L. Internal diffusion-controlled enzyme
reaction: The acetylcholinesterase kinetics. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8
(2), 715-723.

Ollis, .D. L.; Cheah, E.; Cygler, M.; Dijkstra, B.; Frolow, F.; Franken, S. M.;
Harel, M.; Remington, S. J.; Silman, I.; Schrag, J.; Sussman, J. L.; Verschueren,
K. H. G.; Goldman, A. The o/f hydrolase fold. Protein Eng. 1992, 5 (3),
197-211.

Cousin, X.; Hotelier, T.; Giles, K.; Lievin, P.; Toutant, J. P.; Chatonnet, A. The
alpha/beta fold family of proteins database and the cholinesterase gene server
ESTHER. Nucleic Acids Res. 1997, 25 (1), 143-146.

Ripoll, D. R.; Faerman, C. H.; Axelsen, P. H.; Silman, I.; Sussman, J. L. An
electrostatic mechanism for substrate guidance down the aromatic gorge of
acetylcholinesterase. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1993, 90, 5128-5132.

Johnson, G.; Moore, S. W. The peripheral anionic site of acetylcholinesterase:
structure, functions and potential role in rational drug design. Curr. Pharm. Des.
2006, 12, 217-225.

Massoulie, J.; Bon, S. The molecular forms of cholinesterse and
acetylcholinesterase in verterbrates. Annu. Rev. Neurosci. 1982, 5, 57-106.

Massoulié, J.; Anselmet, A.; Bon, S.; Krejci, E.; Legay, C.; Morel, N.; Simon, S.
The polymorphism of acetylcholinesterase: post-translational processing,
quaternary associations and localization. Chem. Biol. Interact. 1999, 119-120,
29-42.

Massoulié, J. The Origin of the Molecular Diversity and Functional Anchoring
of Cholinesterases. Neurosignals. 2002, 11, 130-143.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Bon, S.; Vigny, M.; Massoulie, J. Asymmetric and globular forms of
acetylcholinesterase in mammals and birds. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1979,
76 (6), 2546-2550.

Krejci, E.; Legay, C.; Thomine, S.; Sketelj, J.; Massoulie, J. Differences in
Expression of Acetylcholinesterase and Collagen Q Control the Distribution and
Oligomerization of the Collagen-Tailed Forms in Fast and Slow Muscles. J.
Neurosci. 1999, 19 (24), 10672-10679.

Massoulié, J.; Anselmet, A.; Bon, S.; Krejci, E.; Legay, C.; Morel, N.; Simon, S.
Acetylcholinesterase: C-terminal domains, molecular forms and functional
localization. J. Physiol. Paris. 1998, 92 (3-4), 183-190.

Soreq, H.; Gnatt, A.; Loewenstein, Z.; Seville, L. F. Excavations into the aktive
site gorge of AChE. Trends Biochem. Sci. 1992, 17, 353-358.

Augustinsson, K.-B. Cholinesterases and anticholinesterase agents, Springer-
Verlag: Berlin, 1963; pp. 89-128.

Hartmann, J.; Kiewert, C.; Duysen, E. G.; Lockridge, O.; Greig, N. H.; Klein, J.
Excessive hippocampal acetylcholine levels in acetylcholinesterase- deficient
mice are moderated by butyrylcholinesterase activity. J. Neurochem. 2007, 100,
1421-1429.

Dave, K. R.; Syal, A. R.; Katyare, S. S. Tissue cholinesterases. A comparative
study of their kinetic properties. Z. Naturforsch. 2000, 55¢, 100-108.

Prody, C. A.; Zevin-Sonkin, D.; Gnatt, A.; Goldberg, O.; Soreq, H. Isolation and
characterization of full-lenght cDNA clones coding for cholinesterase from fetal
human tissues. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1987, 84, 3555-3559.

Kolarich, D.; Weber, A.; Pabst, M.; Stadlmann, J.; Teschner, W.; Ehrlich, H.;
Schwarz, H. P.; Altmann, F. Glycoproteomic characterization of
butyrylcholinesterase from human plasma. Proteomics. 2008, 8, 254-263.

Zelinski, T.; Coghlan, G.; Mauthe, J.; Triggs-Raine, B. Molecular basis of
succinylcholine sensitivity in a prairie Hutterite kindred and genetic
characterization of the region containing the BCHE gene. Mol. Genet. Metab.
2007, 90, 210-216.

Duysen, E. G.; Li, B.; Carlson, M.; Li, Y. F.; Wieseler, S.; Hinrichs, S. H;
Lockridge, O. Increased hepatotoxicity and cardiac fibrosis in cocaine-treated
butyrylcholinesterase knockout mice. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 2008,
103, 514-521.

Yuan, J.; Yin, J.; Wang, E. Characterization of procaine metabolism as probe for
the butyrylcholinesterase enzyme investigation by simultaneous determination of
procaine and its metabolite using capillary electrophoresis  with
electrochemiluminescence detection. J. Chromatogr. A. 2007, 1154, 368-372.

61



62

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Saxena, A.; Sun, W.; Luo, C.; Myers, T. M.; Koplovitz, I.; Lenz, D. E.; Doctor,
B.P. Bioscavenger for protection from toxicity of organophosphorus compounds.
J. Mol. Neurosci. 2006, 30, 145-148.

Raveh, L.; Grauver, E.; Grunwald, J.; Cohen, E.; Ashani, Y. The stoichiometry
of protection against soman and VX toxicity in monkeys pretreated with human
butyrylcholinesterase. Toxicol. Appl. Pharm. 1997, 145, 43-53.

Lockridge, O.; Bartels, C. F.; Vaughan, T. A.; Wong, C. K.; Norton, S. E.;
Johnson, L. L. Complete amino acid sequene of human serum cholinesterase. J.
Biol. Chem. 1987, 262, 549-557.

Saxena, A.; Redman, A. M. G.; Jiang, X.; Lockridge, O.; Doctor, P. Differences
in active site gorge dimension of cholinesterases revealed by binding of
inhibitors to human butyrylcholinesterase.  Biochemistry. 1997, 36,
14642-14651.

Harel, M.; Sussman, J. L.; Krejci, E.; Bon, S.; Chanal, P.; Massoulie, J.; Silman,
I. Conversion of acetylcholinesterase to butyrylcholinesterase: modeling and
mutagenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1992, 89, 10827-10831.

Masson, P.; Xie, W.; Froment, M. T.; Lockridge, O. Effects of mutations of
active site residues and amino acids interacting with Q loop on substrate
activation of butyrylcholinesterase. Biochim. Biophys. Acta. 2001, 1544,
166-176.

Bourne, Y.; Taylor, P.; Radi¢, Z. A.; Marchot, P. Structural insights into ligand
interactions at the acetylcholinesterase peripheral anionic site. EMBO J. 2003,
22,1-12.

Sussmann, J. L.; Harel, M.; Frolow, F. Atomic structure of acetylcholinesterase
from Torpedo californica: A prototypic acetylcholine-binding protein. Science.
1991, 253, 872-874.

Bajgar, J. Prophylaxis against organophosphorus poisoning. J. Med. Chem. Def.
2004, 1, 1-6.

Jun, D.; Musilova, L.; Musilek, K.; Kuca, K. In vitro ability of currently
available oximes to reactivate organophosphate pesticide-inhibited human
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase. Int. J. Mol. Sci. 2011, 12,
2077-2087.

Eddleston, M.; Phillips, M.R. Self poisoning with pesticides. Br. Med. J. 2004,
328, 42-44.

Patocka, J. Vojenska toxikologie, Grada publishing: Praha, 2004.

Jokanovic, M. Biotransformation of organophosphorus compounds. Toxicology.
2001, 166, 139-160.



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Ford, M. D.; Delaney, K. A.; Ling, L. J.; Erickson, T. Clinical toxicology:
Organophosphates and carbamates. W.B.Saunders Company: Philadelphia,
2001, pp. 819-828.

Dart, R. C. Medical toxicology. 3rd ed.; Lippincott Williams & Wilkins:
Philadelphia, 2004.

Goldfrank, L. R.; Flomenbaum, N. Goldfrank’s Toxicological Emergencies. 7th
ed.; McGraw-Hill Professional: New York, 2002.

Geller, R. J.; Singleton, K. L.; Tarantino, M. L. Nosocomial poisoning
associated with emergency department treatment of organophosphate toxicity -
Georgia, 2000. Morb Mortal Wkly Rep. 2001, 49, 1156-1158.

Little, M.; Murray, L. Consensus statement. Risk of nosocomial
organophosphate poisoning in emergency departments. Emerg. Med.
Australasia. 2004, 16, 456-458.

Ram, J. S.; Kumar, S. S.; Jayarajan, A.; Kuppuswamy, G. Continuous infusion
of high doses of atropine in the management of organophosphorus compound
poisoning. J. Assoc. Physicians India. 1991, 39, 190-193.

Eddleston, M.; Buckley, N. A.; Checketts, H.; Senarathna, L.; Mohamed, F.;
Sheriff, M. H. R.; Dawson, A. H. Speed of initial atropinisation in significant
organophosphorus pesticide poisoning - a systematic comparison of
recommended regimens. J. Toxicol. Clin. Toxicol. 2004, 42, 865-875.

Ballantyne, B.; Marrs, T. C. Clinical and experimental toxicology of
organophosphates and carbamates, Butterworth Heinemann: Oxford, 1992.

Stojiljkovic, M. P.; Jokanovic, M. Selection of pyridinium oximes as antidotes.
Arh. Hig. Rada Toksikol. 2006, 57, 435-443.

Millard, C. B.; Kryger, G.; Ordentlich, A. Crystal structures of agend
phosphonylated acetylcholinesterase: nerve agent reaction products at the atomic
level. Biochemistry. 1999, 38, 7032-7039.

Wilson, 1. B.; Ginsburg, S. A powerful reactivator of alkylphosphate-inhibited
acetylcholinesterase. Biochim. Biophys. Acta. 1955, 18, 168-170.

Thompson, D. F.; Thompson, G. D.; Greenwood, R. B.; Trammel, H. L.
Therapeutic dosing of pralidoxim chloride. Drug Intell. Clin. Pharm. 1987, 21,
590-593.

Gupta, R. C. Handbook of toxicology of chemical warfare agents, 1% edn.;
Academic Press: London, 2009

Wadia, R. S.; Sadagopan, C.; Amin, R. B.; Sardesai, H. V. Neurological
manifestations of organophosphate insecticide poisoning. J. Neurol. Neurosurg.
Psych. 1974, 37, 841-847.



64

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Murphy, M. R.; Blick, D. W.; Dunn, M. A. Diazepam as a treatment for nerve
agent poisoning in primates. Aviat. Space Environ. Med. 1993, 64, 110-115.

Doctor, B. P.; Raveh, L.; Wolfe, A. D.; Maxwell, D. M.; Ashani, Y. Enzymes as
pretreatment drugs for organophosphate toxicity. Neurosci. Behav. Rev. 1991,
15, 123-128.

Allon, N.; Raveh, L.; Gilat, E.; Cohen, E.; Grunwald, J.; Ashani, Y. Prophylaxis
against soman inhalation toxicity in guinea pigs by pretreatment alone with
human serum butyrylcholinesterase. Toxicol. Sci. 1998, 43, 121-128.

Ashani, Y.; Shapira, S.; Levy, D.; Wolfe, A. D.; Doctor, B. P.; Reveh, L.
Butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase prophylaxis against soman
poisoning in mice. Biochem. Pharmacol. 1991, 41, 37-41.

Eddleston, M.; Buckley, N. A.; Eyer, P.; Dawson, A.H. Medical management of
acute organophosphorus pesticide self- poisoning. Lancet. 2008, 371, 597-607.

Raushel, F. M. Bacterial detoxification of organophosphate nerve agents. Curr.
Opin. Microbiol. 2002, 5, 288-295.

Sogorb, M. A.; Vilanova, E.; Carrera, V. Future applications of
phosphotriesterases in the prophylaxis and treatment of organophosporus
insecticide and nerve agent poisonings. Toxicol. Lett. 2004, 151, 219-233.

Li, W. F.; Furlong, C. E.; Costa, L.G. Paraoxonase protects against chlorpyrifos
toxicity in mice. Toxicol. Lett. 1995, 76, 219-226.

Raveh, L.; Segall, Y.; Leader, H.; Rothschild, N.; Levanon, D.; Henis, Y.;
Ashani, Y. Protection against tabun toxicity in mice by prophylaxis with an
enzyme hydrolyzing organophosphate esters. Biochem. Pharmacol. 1992, 44,
397-400.

Perry, E.; Perry, R.; Blessed, G.; Tomlinson, B. Changes in brain cholinesterases
in senile dementia of Alzheimer type. Neuropathol. Appl. Neurobiol. 1978, 4,
273-277.

Geula, C.; Mesulam, M. M. Cholinesterases and the pathology of Alzheimer
disease. Alzheimer Dis. Assoc. Disord. 1995, 9, 23-28.

Arendt, T.; Bruckner, M. K.; Lange M.; Bigl V. Changes in acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase in Alzheimer’s disease resemble embryonic
development — a study of molecular forms. Neurochem. Int. 1992, 21, 381-396.

Giacobini, E. Cholinergic function and Alzheimer's disease. Int. J. Geriatr.
Psychiatry. 2003, 18, S1-S5.

Guillozet, A.; Smiley, J. F.; Mash, D. C.; Mesulam, M. M. Butyrylcholinesterase
in the life cycle of amyloid plaques. Ann. Neurol. 1997, 42, 909-918.



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Greig, N. H.; Utsuki, T.; Ingram, D. K.; Wang, Y.; Pepeu, G.; Scali, C. Selective
butyrylcholinesterase inhibition elevates brain acetylcholine, augments learning
and lowers Alzheimer beta-amyloid peptide in rodent. Proc. Natl. Acad. Sci. U S
A. 2005, 102, 17213-17218.

Koelle, G. B. Protection of cholinesterase against irreversible inactivation by
DFP in vitro. J. Pharmacol. Exp. Therap. 1946, 88, 323-327.

Koster, R. Synergisms and antagonisms between physostigmine and diisopropyl
fluorophosphate in cats. J. Pharmacol. Exp. Therap. 1946, 88, 39-46.

Marrs, T. C.; Maynard, R. L.; Sidell, F. R. Chemical warfare agents. Toxicology
and treatment. John Wiley and Sons: New York, 1996.

Patocka, J. Effect of pyridostigmine and syntostigmine pretreatment on the
inhibition of acetylcholinesterase by O-pinacolyl-methylphosphonofluoridate. In
vitro experiments with rat tissues. Biomed. Biochim. Acta. 1989, 48, 715-720.

Anderson, D. R.; Harris, L. W.; Woodard, C. L.; Lennox, W. I. The effect of
pyridostigmine pretreatment on oxime efficacy against intoxication by soman
and VX in rats. Drug Chem. Toxicol. 1992, 15, 285-294.

Wenger, B.; Quigley, M. D.; Kokla, M. A. Seven-day pyridostigmine
administration and thermoregulation during rest and exercise in dry heat. Aviat.
Space Environ. Med. 1993, 64, 905-911.

Abou-Donia, M. B.; Goldstein, L. B.; Jones, K. H.; Abdel-Rahman, A. A;;
Damodaran, T. V.; Dechkovskaia, A. M. Locomotor and sensorimotor
performance deficit in rats following exposure to pyridostigmine bromide,
DEET, and permethrin, alone and in combination. Toxicol. Sci. 2001, 60,
305-314.

Kassa, J.; Bajgar, J. The influence of pharmacological pretreatment on efficacy
of HI-6 oxime in combination with benactyzine in soman poisoning in rats.
Hum. Exp. Toxicol. 1996, 15, 383-388.

Kassa, J.; Fusek, J. The positive influence of a cholinergic-anticholinergic
pretreatment and antidotal treatment on rats poisoned with supralethal doses of
soman. Toxicology. 1998, 128, 1-7.

Kassa, J.; Fusek, J. The influence of of anticholinergic drug selection on the
efficacy of antidotal treatment of soman poisoned rats. Toxicology. 2000. 154,
67-73.

Kassa, J.; Vachek, J. A comparison of the efficacy of pyridostigmine alone and
in the combination of pyridostigmine with anticholinergic drugs as
pharmacological pretreatment of tabun-poisoned rats and mice. Toxicology.
2002, 177, 179-185.

65



66

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Grunwald, J.; Raveh, L.; Doctor, B. P. Huperzine A as a pretreatment candidate
drug against nerve agent toxicity. Life Sci. 1994, 54, 991-997.

Pohanka, M.; Jun, D.; Kuca, K. Improvement of acetylcholinesterase based
assay for organophosphates in way of identification by reactivators. Talanta.
2008, 77, 451-454.

Bajgar, J.; Fusek, J.; Kassa, J.; Kuca, K.; Jun, D. Chemical aspects of
pharmacological prophylaxis against nerve agent poisoning. Curr Med Chem.
2009, 16, 2977-2986.

Hagedorn, 1.; Gundel, W. H.; Hoose, J.; Jenter, C. Synthesis and quaternation of
pyridine-aldoxim alkylethers. Arzneimitt. Forsch. 1976, 26, 1273-1275.

Harris, L. W.; Heyl, W. C.; Stitcher, D.L.; Broomfield, C. A. Effects of 1,1'-
oxydimethylene  bis-(4-tert-butylpyridinium  chloride) (SAD-128) and
decamethonium on reactivation of soman- and sarin-inhibited cholinesterase by
oximes. Biochem. Pharmacol. 1978, 27, 757-761.

Lundy, P. M.; Tremblay, K. P. Ganglion blocking properties of some
bispyridinium soman antagonists. Eur. J. Pharmacol. 1979, 60, 47-53.

Kloog, Y.; Sokolovsky, M. Bisquaternary pyridinium oximes as allosteric
inhibitors of rat brain muscarinic receptors. Mol. Pharmacol. 1985, 27, 418-428.

Alkondon, M.; Albuquerque, E. X. The nonoxime bispyridinium compound
SAD-128 alters the kinetic properties of the nicotinic acetylcholine receptor ion
channel: a possible mechanism for antidotal effects. J. Pharmacol. Exp. Ther.
1989, 250, 842-852.

Musilek, K.; Holas, O.; Kuca, K.; Jun, D.; Dohnal, V.; Opletalova, V. Novel
series of bispyridinium compounds bearing a (Z)-but-2-ene linker--synthesis and
evaluation of their reactivation activity against tabun and paraoxon-inhibited
acetylcholinesterase. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 3172-3176.

Musilek, K.; Jun, D.; Cabal, J.; Kassa, J.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K. Design of a
potent reactivator of tabun-inhibited acetylcholinesterase--synthesis and
evaluation of (E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-but-2-ene dibromide (K203). J. Med. Chem.
2007, 50, 5514-5518.

Musilek, K.; Holas, O.; Kuca, K.; Jun, D.; Dohnal, V.; Dolezal, M. Synthesis of
a novel series of non-symmetrical bispyridinium compounds bearing a xylene
linker and evaluation of their reactivation activity against tabun and paraoxon-
inhibited acetylcholinesterase. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2007, 22, 425-432.

Musilek, K.; Holas, O.; Misik, J.; Pohanka, M.; Novotny, L.; Dohnal, V.
Opletalova, V.; Kuca, K. Monooxime-monocarbamoyl bispyridinium xylene-
linked reactivators of acetylcholinesterase-synthesis, in vitro and toxicity
evaluation, and docking studies. Chem. Med. Chem., 2010, 5, 247-254.



9 Seznam priloh

Priloha 1. Musilek, K.; Komloova, M.; Zavadova, V.; Holas, O.; Hrabinova, M.;
Pohanka, M.; Dohnal, V.; Nachon, F.; Dolezal, M.; Kuca, K.; Jung, Y.S. Preparation
and in vitro screening of symmetrical bispyridinium cholinesterase inhibitors bearing
different connecting linkage—initial study for Myasthenia gravis implications. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2010, 20, 1763-1766.

Priloha 2: Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka, M.;
Dohnal, V.; Nachon, F.; Dolezal, M.; Kuca, K. Preparation and in vitro screening of
symmetrical bis-isoquinolinium cholinesterase inhibitors bearing various connecting
linkage - Implications for early Myasthenia gravis treatment. Eur. J. Med. Chem. 2011,
46, 811-818.

Priloha 3: Komloova, M.; Musilek, K.; Horova, A.; Holas, O.; Dohnal, V.; Gunn-
Moore, F.; Kuca, K. Preparation, in vitro screening and molecular modelling of
symmetrical bis-quinolinium cholinesterase inhibitors—implications for early
Myasthenia gravis treatment. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 2505-2509.

Piiloha 4: In vitro hodnoceni inhibi¢ni Géinnosti série nesymetrickych inhibitort
(Kapitola 3.1.3)

Priloha 5: Musilek, K.; Pavlikova, R.; Marek, J.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova,
M.; Pohanka, M.; Dohnal, V.; Dolezal, M.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K. The preparation,
in vitro screening and molecular docking of symmetrical bisquaternary cholinesterase
inhibitors containing a but-(2E)-en-1,4-diyl connecting linkage. J. Enzym. Inhib. Med.
Ch. 2011; 26, 245-253.

Piiloha 6: Musilek, K.; Roder, J.; Komloova, M.; Holas, O.; Hrabinova, M.; Pohanka,
M.; Dohnal, V.; Opletalova, V.; Kuca, K.; Jung, Y-S. Preparation, in vitro screening and
molecular modelling of symmetrical 4-tert-butylpyridinium cholinesterase inhibitors -
analogues of SAD-128. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 150-154.

Piiloha 7: Kassa, J.; Musilek, K.; Komloova, M.; Bajgar, J. A Comparison of the
Efficacy of Newly Developed Reversible Inhibitors of Acetylcholinesterase with
Commonly Used Pyridostigmine as Pharmacological Pre-Treatment of Soman-Poisoned
Mice. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 2012, 4, 322-326.

Piiloha 8: Komloova, M.; Musilek, K.; Kuca, K. Myasthenia gravis — soucasné
terapeutické moznosti a nové trendy. Ces. Slov. Farm, 2011, 60, 47-53.

Piiloha 9: Musilek, K.; Komloova, M.; Holas, O.; Horova, A.; Zdarova-Karasova, J.;
Kuca, K. Myasthenia Gravis — Current Treatment Standards and Emerging Drugs, A
Look into Myasthenia Gravis, Dr. Joseph A. Pruitt (Ed.), ISBN: 978-953-307-821-2,
InTech 2012.

Piiloha 10: Komloova, M.; Musilek, K.; Dolezal, M.; Gunn-Moore, F.; Kuca, K.
Structure-Activity Relationship of Quaternary Acetylcholinesterase Inhibitors — Outlook
for Early Myasthenia Gravis Treatment. Curr. Med. Chem. 2010, 17, 1810-1824.

67



68



10 P¥ilohy

69



