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SEZNAM ZKRATEK

AChE Acetylcholinesterasa

OFl  Organofosforové inhibitory
BCHL Bojové chemické latky
ACR Armada Ceské republiky
CNS Centrélni nervovy systém

GA  Tabun
GB Sarin
GD Soman

GF  Cyklosarin

Glu  Glutamova kyselina

His  Histidin

KTOX FVZ Katedra toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
NPL Nervove paralytické latky

Phe  Fenylalanin

Ser  Serin

Trp  Tryptofan

TLC Tenkovrstva chromatografie

ANN Umél€ neuronové sité

AN  Umély neuron

M mol/l

MD  Molekulové deskriptory

MLP Vicevrstvy perceptron

MLR Multilinearni regrese

QSAR Quantitative Structure Activity Relationship
QSPR Quantitative Structure Property Relationship
PCA Principal component analysis

PCR Principal component regression

RMSD Root mean square devitation

Re Retenéni faktor

MP  Melting point

GA  Geneticky algoritmus

SOM Samoorganizujici mapy

BA  Biologicka aktivita

2D Dvourozmérné molekulové deskriptory

3D  Trojrozmérné molekulové deskriptory

BBB Hematoencefalicka bariéra



1. Uvod

Vyzkum v neurovédach a snahy zasahnout do fizeni centralniho i periferniho nervového
systétmu cloveka prostfednictvim neurotransmiter dnes patii k dalezitym oblastem
vyzkumu. Pfenos nervového vzruchu z neuronu na neuron se déje pievazné chemicky.
Tento fakt je divodem, pro¢ se touto oblasti zabyvaji nejen Cist¢ medicinské, ale
I biochemické a farmaceuticko-chemické obory.

Hlavnim neurotransmiterem parasympatického nervového systému je acetylcholin.
Nedostatek nebo naopak nadbytek tohoto medidtoru je pozorovan u mnoha riznych
onemocnéni, jako je napf. Alzheimerova choroba, Myasthenia gravis, Parkinsonova
nemoc. Latky, které mohou tento stav ovlivnit, nazyvame souhrnné jako cholinomimetika
(vyvolavaji v organismu podobné UuCinky jako endogenni mediator acetylcholin)
a cholinolytika (antagonizuji u¢inek acetylcholinu).

Slouceniny, které maji schopnost stimulovat muskarinové nebo nikotinové
receptory podobné jako acetylcholin, oznacujeme jako pifima cholinomimetika.
Slouceniny, jejichz  cholinomimetické plsobeni je zalozeno na inhibici
acetylcholinesterasy (enzym odbouravajici acetylcholin) a na zvyseni hladiny endogenniho
acetylcholinu patfi mezi nepfima cholinomimetika.

Pro rozvoj ve skupiné€ nepifimych cholinomimetik bylo diilezité objasnéni struktury
a mechanismu ucinku fysostigminu ve 20. a 30. letech minulého stoleti. V tomto obdobi
byly objeveny také organofosforové inhibitory (OFI) cholinesteras. Ty mély slouzit
pfedevsim jako insekticida. Slou€eniny vyvinuté pred a béhem 2. svétové valky vSak byly
vysoce toxické a vyuzitelné spise jako bojové chemické latky (BCHL) nez k pesticidnim
ucelim. Od 50. let se vyzkum zaméfil na vyvoj sloucenin, u nichZ byla strukturdlnimi
obménami selektivné vystupiiovana toxicita pro hmyz a snizena jedovatost pro teplokrevné

zivoCichy.



Paralelné s témito snahami probihal vSak nadale i vojensky vyzkum, zaméfeny na
nalezeni vysoce toxickych OFI. Na rozdil od relativné kratce plisobicich karbamatovych
inhibitorti, odvozenych od fysostigminu, ptisobi OFI dlouhodobou tzv. ireverzibilni
inhibici cholinesterasy. Pro zruseni Uc¢inku inhibice je nutné pouzit tzv. reaktivatory
acetylcholinesteras, jejichz vyvoj probihal od 50. let 20. stoleti soubézné s vyvojem
organofosforovych inhibitort’,

Slouceniny stejné zakladni struktury jako OFI se dnes pouzivaji v primyslu jako
zm¢ekCovadla, hydraulické kapaliny, na nehoflavé upravy, ve veterinarni ¢i humanni
dosahly tyto latky ve vojenstvi jako nervovée paralytické latky (NPL) napf. sarin, soman,
tabun a v zemé&dé¢lstvi jako insekticidy (latky k hubeni hmyzu), které jsou bézné dostupné —
napft. Metathion, Malathion, Actellic, In-stop aj.2

Z takto rozsahlého pouZiti plyne 1 vysoké riziko intoxikaci OFI, at’ uz chronickych
nebo akutnich, a tedy i potfeba co nejucinnéjsi terapie téchto otrav. Zakladem terapie
otravy OFI je antidotni terapie, kterou je nutno zahajit co nejdiive. Antidotni terapie je
zalozena na podavani anticholinergik (atropin, benactyzin) spole¢né s reaktivatory
acetylcholinesteras. Anticholinergika, oznaovana jako funkcni antidota, blokuji Gcinek
nahromadéného  acetylcholinu  na  cholinergnich  receptorech.  Reaktivatory
acetylcholinesteras, oznacované jako kauzdlni antidota, obnovuji aktivitu inhibované

AChE, a tim umoziuji jeji normalni fyziologickou funkci.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Acetylcholinesterasa

2.1.1 Fyziologicka funkce

Acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) je enzym — serinova hydrolaza, patfici do
skupiny esteras, ktery je odpovédny za rychlé ukonceni ucinku neuromedidtoru
acetylcholinu. Vyskytuje se pfedev§im v cholinergnich neuronech a v okoli cholinergnich
synapsi (ve vysoké koncentraci se nachdzi na nervosvalovém spojeni). Hydrolyzuje
pfedevsim acetylcholin uvolnény nervovou stimulaci do synaptické Stérbiny, a uvnitf
nervovych zakonceni odpovida za rozklad cytoplazmatického acetylcholinu.

Druhym degradaénim enzymem je méné substratové specifickd tzv.

pseudocholinesterasa (cholinesterasa, téz butyrylcholinesterasa; EC 3.1.1.8), ktera
prednostné rozklada jiné substraty nez acetylcholin (napt. butyrylcholin). Je pfitomna napf.
Vv plazmé, jatrech a pouze v omezeném rozsahu v neuronech periferniho a centralniho
nervoveho systému.
Diky témto dvéma enzymlim se acetylcholin nevyskytuje v plazmé v detekovatelnych
mnoZstvich a plsobi tedy skute¢né jen jako neurotransmiter, nikoli jako hormon. Za
normalnich okolnosti je degrada¢ni enzym v nadbytku (pfiblizn¢ Skrat vyssi aktivita) a
nelimituje rozklad acetylcholinu.

Velmi rychlé ukonceni uc¢inku acetylcholinu je zivotné dulezité. Cholinergni
impulsy mohou vést kuvolnéni az 1000 »kvant« acetylcholinu za sekundu a pii
nedostatecném rozkladu hrozi jeho kumulace a akutni cholinergni krize v disledku
dlouhodobého nadmé&rného drazdéni cholinergnich receptord®. Klinickym disledkem
nadmérného drazdéni cholinergnich receptori jsou v zavislosti na jejich lokalizaci a typu

muskarinové, nikotinové a centralni klinické pfiznaky.



Muskarinové priznaky se projevi zizenim zornic (midza), na ciliarnim svalu
poruchou akomodace, ve spojivkach a nosni sliznici pfekrvenim a otokem, na slinnych,
slznych a potnich zldzach zvySenou sekreci, na sliznici a hladké svaloviné dychacich cest
(zvySena sekrece bronchidlnich zlazek, zazeni bronchl), na hladké svaloviné traviciho
traktu a mocCového meéchyie (zvysSend stievni peristaltika, bolesti az kolikovitého
charakteru). Na srdci je v dusledku zvyseného tonu parasympatiku pozorovana bradykardie
a pokles krevniho tlaku.

Nikotinové priznaky jsou zpusobeny zvySenou koncentraci acetylcholinu na
nikotinovych receptorech, na nervosvalovych ploténkach a sympatickych gangliich. Jsou
charakterizovany svalovou ochablosti, tfesem a zaSkuby jednotlivych pfiéné pruhovanych
svall, postupné se rozsifujici na vSechny kosterni svaly téla. Svalové fascikulace brzy
prechazeji v intenzivni tonicko-klonické kieCe, které mohou vyustit az v ochrnuti
(paralyzu) kosterniho svalstva. Tento stav je krajné¢ nebezpecny piedevSim v piipade
paralyzy dychaciho svalstva a nasledného vyrazného omezeni dychani.

Centralni  priznaky  jsou  charakterizovany  depresemi  dechovych a
kardiovaskularnich center v oblasti prodlouzené michy, bolestmi hlavy, tzkosti,
nadmérnou emocni labilitou, napétim, neklidem, zavratémi, depresivnimi stavy,
zmatenosti, poruchami hybnosti a neztidka i bezvédomim. Bezprostfedni pfi¢inou smrti
v piipad¢ téZkych az smrtelnych intoxikaci latkami inhibujicimi AChE byvéa akutni
respiracni insuficience dana poruchou funkce dechovych center a paralyzou dychacich
svali vcetné branice. Tézka dechovd nedostateCnost postupné vede k zastavé dechu
s naslednou zastavou srdce.

V ptipad€ piekondni akutni cholinergni krize je klinicky obraz t&zké intoxikace
inhibitory AChE charakterizovan celkovym metabolickym rozvratem pfedevSim
Vv disledku dlouhodobé hypoxie a acidozy. Celé mésice po akutni t€zké intoxikaci mohou
pfetrvavat predevS§im neurologické a neuropsychické pfiznaky, mezi nimiZ dominuji
zvysena unava, poruchy spanku, emocni labilita, iizkostné az depresivni stavy a predevSim
poruchy retence paméti, uceni a koncentrace.

Klinicky stav intoxikovaného jedince miize byt komplikovan poruchami organizmu
v disledku celkového rozvratu metabolismu. Specifickou komplikaci otrav nervove
paralytickymi latkami (NPL) mize byt remise otravy dana bud’ vyplavenim NPL

Z depotnich mist (tyké se pfedevSim somanu), nebo uvolnénim NPL z vazby na bilkoviny



krevni plazmy. V pfipad¢ intoxikace organofosforovymi insekticidy miize byt klinicky stav
komplikovan tzv. letalni syntézou (metabolizace mén¢ toxického organofosfatu v toxicté;si
formu).

Pozdni neurotoxicky efekt je stav, ktery je charakterizovan motorickymi a
senzorickymi poruchami, histologickymi zménami v perifernich neuronech (degenerace
axonll a nasledna degenerace myelinu), inhibici a pozdéji dealkylaci tzv. neurotoxické
esterasy. Jde o stav, ktery se manifestuje za vice dnti ¢i tydni po expozici. Je zptisoben jen
nekterymi organofosforovymi inhibitory cholinesteras, jejichz hlavnim reprezentantem je
tri-o-kresylfosfat. Klinicky prubéh je charakterizovan asi v 30-40% anamnézou akutni
otravy, avSak vyskytuje se u expozice, kterda nemusi byt klinicky diagnostikovéana.
Nasleduje obdobi latence, které je v podstaté bezptiznakové a mize trvat asi od 7 dni do 1
meésice.

Po obdobi latence mize nastat faze cholinergniho drazdéni, kterd je
charakterizovana zvySenou sekreci z hornich dychacich cest, slzenim, faryngitidou a
laryngitidou. Dale se vyskytuji bolesti az parestezie koncetin. Charakteristickym
ptiznakem jsou bolesti az kiece v lytkdch. Pak nésleduje béhem nékolika hodin obrna
volnich pohybti, ktera se v pribc¢hu dalSich dnii zhorSuje. Zac¢ina vétSinou distalné (prsty
dolnich koncetin) a §ifi se proximalng. Jde o paralyzu s miniméalnim postiZenim senzitivni
inervace, ktera trva 1-2 mésice. Nasleduje stadium denervace a po ni se vyviji t€zka atrofie
svali hornich i dolnich koncetin. Tato faze probiha v pribéhu 2-6 mésicti. Muze
nasledovat ¢astecné reparace, avSak obdobi rekonvalescence byva velmi dlouhé (roky). I

po nékolika desitkach let se zjiSt'uje sklon k spasticité¢ a abnormalni §lachové reﬂexyz.

2.1.2 Molekularni vlastnosti

Monomer AChE mé molekulovou hmotnost okolo 60 000 daltond. Jeho molekula ma
elipsoidni tvar o pfiblizné velikosti 45 x 60 x 65 angstromu a je slozend z 12 sklddanych
centralné smichanych beta listi ohranicenych 14 alfa spiralami.

Kazdy monomer m4 jedno katalytické centrum sloZené ze dvou Casti: esteratické
podjednotky obsahujici katalytickou triddu a anionické podjednotky, ktera slouzi
k navazani kvarterniho dusiku ACh. Esteraticka podjednotka obsahuje katalyticky aparat
enzymu — tzv. katalytickou triddu aminokyselin Ser 200, His 440 a Glu 327. Anionicka
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podjednotka je slozena z aminokyselin Trp 84, Phe 330 a Phe 331. Jeji funkci je ptitahnout
nabitou ¢ast neuromediatoru (kvartérni dusik), jez vstupuje do aktivniho centra enzymu.

Tuto roli plni zejména zbytek aminokyseliny Trp. Soucasné krystalografické studie AChE

vvvvvv

struktury enzymu®,

Perifarni

B nnlc}te i sha

wazebne
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Hrdlo
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Obr.1: Acetylcholinesterasa
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2.2 Inhibitory acetylcholinesterasy

Celkovy tucinek inhibitorii AChE zavisi na jejich chemickych a fyzikalné-chemickych
vlastnostech a distribuci v organismu. Inhibitory lze rozdélit na acylujici, které reaguji
s AChE podobné jako acetylcholin, karbamatové a organofosforove.

Karbamdtové inhibitory S terciarnim dusikem v molekule se dobfe vstfebavaji,
pronikaji hemato-encefalickou bariérou a maji periferni i centrdlni cholinergni Ucinky.
Slouceniny typu kvarternich bazi ptisobi ptedevsim periferné. Navic maji pfimé N-ucinky,
predevsim na nervosvalovou ploténku, a jsou vyhodné pro 1é¢bu myasthenia gravis.

OFI jsou vesmés vysoce lipofilni slouceniny dobie pronikajici biologickymi

membranami a plisobici jak periferné, tak centralné.

2.2.1  Acylujici inhibitory

Reakce s AChE je podobna jako u acetylcholinu, blokada enzymu je kratkodoba a plné
reverzibilni. Obvykle se uvadi, Ze nejprve dochazi k vytvofeni iontové vazby mezi
amoniovou skupinou acetylcholinu a anionickym mistem enzymu. Neni vSak vylouceno,
na cholin a zbytek kyseliny octové. Cholin je na enzym vazan jen slabymi vazbami a
snadno se uvolni. Zbytek kyseliny octové se prenese z acetylcholinu na serinovy hydroxyl
esteratického centra. Vznikne tak acetylovand AChE, ktera je rychle (béhem zlomku
sekundy) reaktivovana hydrolytickym ods$tépenim kyseliny octové.

Kromé acylujicich inhibitort mohou kratkodobou a plné reverzibilni blokadu

AChE vyvolat i slou€eniny, které kompetitivné brani navazani acetylcholinu na aniontové
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misto enzymu, avSak nemaji schopnost esterifikovat serinovy hydroxyl. Jedna se o

neacylujici inhibitory, jejichZ nejznadméj$im zastupcem je edrofonium.

2.2.2  Karbamatové inhibitory

U téchto inhibitord je hydroxyl aktivniho centra esterifikovan karbamovou kyselinou.
Karbamoylovana AChE podIéha v organismu spontanni hydrolyze, ale podstatné pomaleji
nez acetylovand. Inhibice navozend karbamatovymi inhibitory trva nékolik minut az hodin.

Pfedlohovou slouceninou v této skupin¢ inhibitort je alkaloid obsazeny v semenech
kefe Physostigma venenosum (tzv. kalabarskych bobech), ozna¢ovany jako fysostigmin
nebo eserin. Fysostigmin je ester methylkarbamové kyseliny a fenolu eserolinu. Vyssi
homolog eptastigmin je potencialnim terapeutikem Alzheimerovy nemoci.

Pfi studiu zjednodusenych modelti fysostigminu bylo zji§téno, Ze pro inhibi¢ni
pusobeni vici AChE je nezbytna ¢ast molekuly, kterd ma charakter esteru alkylované
karbamové¢ kyseliny s bazickym fenolem. Bazick4 a esterové skupina mohou byt vzijemné
V postaveni para- nebo meta-, ptipadn¢ muze byt bazicky dusik soucasti kruhu. V praxi
pouzivané derivaty neostigmin a pyridostigmin maji charakter kvarternich bazi, pouzivaji
se obvykle ve formé bromidi, neostigmin také ve formé methylsulfatu.

Praktické uplatnéni nachazeji také zdvojené analogy demekarium a distigmin.
Strukturné ponékud odlisné ambenonium je po chemické strance substituovany diamid
kyseliny Stavelové. Ma vyrazny nikotinovy ucinek a pouziva se pii 1é¢bé myasthenia
gravis®.

Karbamaty nasly vyuziti také jako insekticida, méné toxicka neZ organofosforova.
Methylkarbamaty jsou po pouziti velmi labilni, takZe mezi aplikaci latky a poZivatelnosti
oSetfenych zemédélskych plodin jsou jen kratké ochranné lhiity a navic se tvofi méné

rezidualnich latek®.

N*(CHa)s CHj
Hee. U HaC~y N

0
P @] ,
HqeC H

HsC
Neostigmin Fysostigmin

Obr.2: Struktury nejzndmé;jsich karbamatovych inhibitora.
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2.2.3  Organofosforové inhibitory

OFI mohou byt odvozeny od kyseliny fosforecné nebo fosfonové, piipadné jejich

thioanalogt. Jejich strukturu lze znazornit vzorcem:

R: Y
\P/
7\
R? X
R', R? = alkoxy, alkyl, substituovana amidoskupina
X = halogen, C=N, fenoxyskupina
Y=0,S

Obr.3. Obecny vzorec organofosforovych inhibitort.

Pii pouziti OFI je hydroxyl aktivniho centra AChE blokovan zbytkem kyseliny
fosfore¢né nebo fosfonové. Vznikly inhibovany enzym neni schopen plnit svou
fyziologickou funkci — hydrolyzu acetylcholinu. Navic komplex enzym-inhibitor podléha
tzv.starnuti, béhem kterého se stdva jesté pevnéjSim a inhibice ma tedy ireverzibilni
charakter.

Slouceniny tohoto typu nalezly nejvétSi uplatnéni jako insekticida a jako

o 4

2.2.3.1 Organofosfatova insekticida

OFI zacaly byt studovany ptivodné v Némecku tésné pied druhou svétovou vélkou a
Vjejim pribéhu, skupinou vedenou Dr. Schraderem, v souvislosti s vyzkumem BCHL
s uc¢inkem nervové paralytickym. Rozsahld skupina téchto latek naSla pouziti jako
insekticida.

Mnoho organofosfati pouzivanych jako insekticida vykazuje velmi malou
anticholinesterasovou aktivitu in vitro a jejich vysoka ucinnost in vivo se projevuje po
metabolické aktivaci. Pfikladem takové aktivace jsou enzymaticky katalyzované oxidace

thiofosfatl, u nichz probiha pfeména P=S na P=0, napt. parathion (LDsy = 7 mg/kg) se

vvvvvv
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pouziti téchto latek je vyznamné to, Ze pfeména probiha zpravidla v hmyzim stievé daleko
rychleji nez v tukovych tkanich a mikrosomalni frakci jater u teplokrevnych zivocicht.
Vysledkem tedy byva Casto vysoka toxicita pro hmyz a mala jedovatost pro savce.

Vyznam maji 1 jiné metabolické reakce, které mohou zvyraznit opravnénost pouziti
téchto insekticid. Je to napft. u dithiofosfatii oxidace thioesterové skupiny —S- na pon¢kud
ucinnéjsi sulfoxidovou >S-O a dale sulfonovou skupinu —SO,-, kde Vv rostliné¢ posledni
reakéni stupen probiha velice pomalu, zatimco v téle hmyzu rychle. Jinou moznost skyta
téz rozdilnd rychlost hydrolyzy organofosfatii na netoxické, ve vodé rozpustné a rychle

v 1z o 6
vylucované latky u saveli.

S. OC,H O. OC,H
T - S. OC,Hs
O OC,Hg O OC,Hg PN
O OC,Hs
N=

Cl \ Cl

NO, NO, Cl
Parathion Paraoxon Chlorpyrifos

Obr.4: Struktury organofosfatovych pesticidi.

2.2.1  Nervové paralytické latky

Jedna se o organofosfaty ¢i organofosfonaty vyvinuté t€sné pied druhou svétovou valkou
(tabun - 1936), béhem ni (sarin — 1943, soman - 1945) ¢i po druhé svétové valce (VX — 60.
léta 20. stoleti). Ackoliv jde jiz o pomémé ,staré” latky, jejichZz pouziti je zakazéno
Umluvou o zékazu chemickych zbrani’, jejich vysoka toxicita a relativné snadna a levna
syntéza Cini z téchto latek lehce zneuZitelné zbrané hromadného nifeni ¢i nastroje
teroristickych utokti. V poslednich letech vesly NPL do povédomi spolecnosti pii jejich
teroristickém uziti v tokijském metru sektou Aum Shinrikyo (1995), které si vyzadalo 12
obéti a 5500 zranénych®,

NPL se déli na G latky a Vlatky. Mezi G ldatky patii: tabun (GA; O-
ethyldimethylamidokyanofosfat), sarin (GB; O-isopropylmethylfluorofosfonat), cyklosarin
(GF,; cyklosin; O-cyklohexylmethylfluorofosfondt) ~a  soman (GD; O-

pinakolylmethylfluorofosfonat). Akutni toxicita G latek je obecné velmi vysoka, kolisa
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V zavislosti na bran¢ vstupu. NejCastéjsi branou vstupu jsou vzhledem k vysoké tékavosti
dychaci cesty.

V latky jsou toxi¢téjsi nez G latky, zvlasté pfi intoxikaci pres kizi, protoze jsou
Spatn¢ rozpustné¢ ve vodé, zato velmi dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech a
tucich. Nejvétsiho vojenského vyznamu dosahla latka VX (O-ethyl-S-(2-diisopropyl-
aminoethyl)-methylthiofosfonat)>.

HsC, O
0N\ N\\
HsC._O O F C._ 0
/P\ /P\
F* 'OCH(CH,), (H3C),N" OC,Hs
Sarin Cyklosarin Tabun
HsC. O CHs
HsC_ O P
" CHO s~ N Cf
F~ OCHC(CHa)s —CHs
|
CHg HsC
Soman VX

Obr.5: Chemické struktury nejznaméjsich nervoveé paralytickych latek.

Vztahy mezi strukturou a u¢inkem OFI Ize shrnout takto:

estery fosfonové kyseliny byvaji toxictéj$i nez analogické estery fosfore¢né
kyseliny
tohoto typu

- toxicita klesa v fadé F, I, CN

vvvvvv

K inhibici AChE dojde vytvofenim kovalentni vazby fosforu s OH-skupinou serinu
Vv esteratickém centru enzymu. Tato fosforylace centra odpovidd acetylaci, coz je
mezireakce pii enzymatické hydrolyze acetylcholinu a karbamoylaci pfi kontaktu esterasy

s inhibitory typu fysostigminu. Defosforylace na rozdil od deacetylace probiha tak pomalu,
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v ey

ze simuluje ireverzibilni poskozeni enzymu; aktivni centrum totiz jiz neni k dispozici pro
hydrolyzu acetylcholinu. Acetylcholin sdm neni ,,schopen® vytésnit zbytek kyseliny
fosfore¢né od enzymu, organofosfaty jsou tedy ve vztahu k acetylcholinu nekompetitivni
inhibitory.

Mechanismus ucinku OFI spoc¢iva ve znemoznéni AChE odbouravat endogenni
acetylcholin a organismus jeho nahromadénim pak sam sebe intoxikuje. Aktivita
cholinesterasy se obnovi az po syntéze molekul enzymu de novo. Trva ptiblizné¢ 50 dni,
nez cholinesterasa v mozku pln¢ regeneruje. Ponévadz bezjaderné erytrocyty nejsou
schopny syntetizovat bilkoviny, zotavi se jejich enzymové aktivita aZz po nahrazeni
otravenych bunék novymi erytrocyty, tj. az asi za 100 dni. Nebezpecné ptiznaky otravy
vymizi viak jiz v okamziku, kdy se obnovi pouhy zlomek normalni enzymové aktivity”.

Obnoveni aktivity enzymu vyvolané G¢inkem vody se nazyva spontanni reaktivaci.
Jeji rychlost je velmi ovlivnéna typem inhibitoru, druhovou a organovou specifitou
enzymu, teplotou, pH atd. Tato reakce je vSak velmi pomala a z hlediska obnoveni pivodni
aktivity enzymu prakticky bezvyznamna®™'.

Reaktivaci inhibované AChE je mozné urychlit latkami, které se nazyvaji
reaktivatory. Jejich ucinek vSak zavisi na rychlosti procesu nazyvaného starnuti (aging) —
dealkylace, coz je chemicka reakce, pii které je inhibovand AChE zménéna tak, Ze je
ucinku reaktivatorti nepfistupnd, je v tzv. nereaktivovatelné¢ form¢. Rychlost dealkylace
inhibované AChE zavisi na dob& kontaktu enzymu s NPL a na chemické struktute
inhibitoru. Z NPL nejrychleji dealkyluje AChE inhibovana somanem (polocas dealkylace
se pohybuje fadov€ v minutich), zatimco nejpomalejsi dealkylaci je charakterizovan
ucinek latky VX (polocas dealkylace se pohybuje fadové ve dnech). Tento fakt vyznamné

ovliviiuje efekt 1é¢by intoxikaci tdmito latkami®.
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2.3 Reaktivatory acetylcholinesterasy

Dojde-li k otravé organofosforovymi inhibitory AChE, je mozné jeji prub¢h a disledky
zmirnit jednak podanim cholinolytik, jednak pouzitim raktivatort AChE. Cholinolytika
(atropin, benaktyzin) obsadi acetylcholinové receptory a brani tak pulsobeni

nahromad&ného endogenniho acetylcholinu®.

,CH3
N

C—COO—-CH,CH,"N_
! CHj

OH @]
Benaktyzin Atropin

Obr.6: Struktury cholinolytik.

Utinek reaktivatori AChE je zaloZen na urychleném rozkladu komplexu enzym-
inhibitor. K tomuto ucelu jsou vhodné slou¢eniny, které maji nukleofilitu vyssi nez voda.
Jedind moznost reaktivace spociva v ataku atomu fosforu v inhibovaném enzymu vhodnym

nukleofilem, ktery je nasledovan odstoupenim deprotonované formy.

Predpoklady latky pouZitelné jako reaktivator fosforylované nebo fosfonylované AChE :

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

- vysoka afinita k inhibovanému enzymu

- nizka toxicita

- vhodné farmakokinetické vlastnosti zajistujici v kratké dobé po podani

dostate¢nou koncentraci reaktivatoru na miste€ ur¢eni
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Pomérné brzy po zjisténi toxicity organofosfati a organofosfonatii publikoval v roce 1950

12,13 , .
. Nasledovala fada

Wilson praci, vniz popsal reaktivaéni ucinky hydroxylaminu
sloucenin, obsahujicich jako nukleofil hydroxyamino- ¢i hydroxyiminoskupinu, zejména
hydroxamové kyseliny a 0ximyl4‘15. Prvnim prakticky vyuzitelnym reaktivatorem byl

pralidoxim, syntetizovany v roce 1955 Wilsonem a Ginsburgovou v USA a Childsem
-16,17,18

v Anglii . Dal§im krokem vpted byly biskvartérni slouceniny, jako napf. trimedoxim,
obsahujici dvé pyridiniova jadra, ¢imz se zvysSila afinita reaktivatoru k inhibovanému
enzymu'*%,

Nejbéznéjsimi ve svété dosud pouzivanymi reaktivatory jsou pralidoxim (1-
methyl-2-hydroxyiminomethylpyridinium jodid), znamy téz pod oznac¢enim 2-PAM a
obidoxim  (1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)  2-oxapropan dichlorid). Pro
Armadu Ceské republiky (ACR) byl navic vyvinut reaktivator s podobnou strukturou -
methoxim (1,1-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium) methan dibromid) a latka HI-6 (1-
(2-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium) 2-oxapropan dichlorid).

HI-6 se jevi z fady reaktivatort AChE jako nejucinngjsi.

H->N
N 2 5
HON . I 4 \
0. N
2CI0
HI-6 Obidoxim
_NOH
X
'/ 9y
v _-NOH
2C| CH; ©!
Methoxim Pralidoxim

Obr.7: Reaktivatory AChE.
Obecné plati, Ze reaktivacni U¢innost vySe uvedenych reaktivatorii je pomeérné

omezena, pficemz zakladni pfi¢inou omezené reaktivacni G€innosti téchto latek je rychlost
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starnuti inhibovaného enzymu. Proto akutni intoxikace somanem, u n¢hoz byla pozorovéana
nejrychlejsi dealkylace, je povazovana za nejhiife 1€Citelnou otravu NPL, zatimco akutni
intoxikace latkou VX, pro niz je charakteristicka velmi pomalé dealkylace, je velmi dobie

lé¢itelna?.

Reaktivatory AChE jsou souhrnné oznacovany jako oximy, protoze obsahuji
v molekule oximovou skupinu, jez je za pH lidské krve Castecné disociovana. Vznikly
oximatovy anion je pak vlastnim nukleofilem Stepicim vazbu mezi inhibitorem a
enzymem. Z chemického hlediska se tedy jedna o latky, které maji kromé oximové

skupiny jesté dalsi spole¢né zakladni strukturni rysy dualezité pro reaktivaci:

- pritomnost kvartérniho dusiku
- pfitomnost aldoximové skupiny

- u biskvartérnich latek pfitomnost spojovaciho fetézce proménlivé délky

Pritomnost kvartérniho dusiku v molekule reaktivatort AChE zajistuje afinitu k enzymu.
Zvysend afinita kvartérnich latek k AChE je pfisuzovéna jejich interakcim s anionickymi
misty enzymu21.

DalSim casto diskutovanym strukturnim faktorem ovliviiujicim reaktivacni
schopnost reaktivatorit AChE je u biskvartérnich zastupcti tvar a délka spojovaciho fetézce
mezi obéma kvartérnimi dusiky. Ackoliv spojovaci fetézec nezasahuje do vlastni
reaktivace jakozto reaktivni Cinitel, jeho délka a tvar vyznamné ovliviiuji reaktivacni
schopnost %3,

Aldoximova skupina je obvykle umisténa na pyridiniovém jadie v poloze 2 nebo 4.
V ptipadé¢ biskvartérnich reaktivatori pocet aldoximovych skupin nehraje tak dilezitou roli
jako délka spojovaciho fetézce. Kromé jedné aldoximové skupiny (pralidoxim, HI-6) se
mohou rovnéz v molekule tyto skupiny vyskytovat 2, napt. obidoxim, trimedoxim, HL5-7
(1-(2,4-dihydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-karbamoylpyridinium)-2-oxapropan
dibromid) nebo 1 vice (Tetroxim; 1,3-bis(2,4-dihydroxyiminomethylpyridinium)-2-

oxapropan dibromid)?*.
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Trimedoxim

Obr.8: Dalsi reaktivatory AChE.

HLo6-7

—NOH

—NOH
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2.4 Umélé neuronové sité

2.4.1 Uvod

Nalezeni vztahu mezi molekulovou strukturou latky (quantitative structure-activity
relationship, QSAR) a jejimi vlastnostmi, at’ jiz fyzikalné-chemickymi ¢i biologickymi, je
cilem mnoha odvétvi. Zejména farmaceuticky prumysl investuje znacné prostiedky pii
hledéni novych tzv. viidéich (lead) struktur. K nalezeni a schvaleni jednoho 1éciva je tieba
otestovat primérn¢ 10 000 latek, pfi vloZenych prostfedcich ptes 600 miliont dolart.
Obrovské financni ndklady posiluje fakt, ze syntéza jedné latky v mnozstvi a kvalité
potfebné k provedeni viech testi se pohybuje kolem 6 000 dolari®.

Z téchto udaji je ziejmé, ze syntéza a testovani kazdé latky by byla Casové i
ekonomicky netnosnd a spisSe nez k nalezeni nové ,lead struktury by tato strategie vedla
ke krachu firmy. V soucasné dob¢ se vyuzivaji kombinatoridlni knihovny a syntetizuji se
cilen¢ jen nckteré série latek. Ziskana data slouzi k vytvofeni QSAR modelu, s jehoz
pomoci jsou pak navrZzeny nové struktury latek s pfedpokladem jesté vySsi aktivity, které

2627 1, : -
. K jeho vytvofeni se

se pak mohou stat lead strukturami a nasledné moznymi léCivy
pouzivaji rizné chemometrické metody, vétSinou zaloZzené na regresi. Kromé biologické
ucinnosti latek jsou modelovany 1 dalsi jeji vlastnosti, jako je napiiklad toxicita®’. I kdyz se

jedna o teoretické modely, je nutno podotknout, Ze jsou podloZeny experimentalnimi daty.

24.2 Modely QSAR

Nejjednodussimi QSAR modely jsou linearni rovnice, ve vétSin€ pripadit obsahujici
logaritmus rozdélovaciho koeficientu n-oktanol-voda, log P%. Dalsi, hojné uzivanou

linedrni metodou je krokovd multilinearni regrese (MLR), kterd vyjadifuje linedrni
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kombinaci vztah mezi vice parametryzg. Tato metoda patfi mezi ,,brute force* metody,
které se snazi kombinaci né€kolika malo molekulovych deskriptord (MD) =z jejich
puvodniho poctu sestavit QSAR model. Jako kriterium pro vybér toho nejvhodnéjsiho
slouzi vétsSinou korelacni koeficient mezi vypoctenymi a pozadovanymi hodnotami
vlastnosti molekuly. Je nutné pfipomenout, Ze pocet moznych kombinaci je umérny poctu
puvodnich deskriptort a deskriptori pouzitych ve vysledné rovnici a ktery roste
exponencialng. V piipadé poctu nékolika tisic vychozich deskriptort je tento postup ¢asove
velmi naroc¢ny. Proto byly do oblasti selekce MD implementovany tzv. genetické algoritmy
(genetic algorithms, GA)®.

Genetické algoritmy jsou zalozeny na zakladnich evolu¢nich principech, jako je
selekee, kifzeni, mutace a eventuelnd elitaistvi®’. Na zaGatku vypoltu je vygenerovana
populace tzv. chromozomu sloZzenych z ,geni* kodujicich hodnoty jednotlivych
proménnych a vypocteny hodnoty tcelové funkce. Déle jsou aplikovany evolucni principy,
coz vede k vytvotfeni nové populace. Dalsi generace jsou tvofeny vzdy, pokud jsou nejsou
splnéna kriteria. Témi miize byt maximalni pocet generaci, primérna ¢i nejlepsi hodnota
ucelové funkce apod. Aplikace GA vyrazné zvySuje moznost nalezeni globalniho
minima/maxima ucelové funkce.

Z nelinearnich vztahil jsou Casto publikovany kvadratické funkce. Ziejmé nejvice
pouzivanou kvadratickou QSAR funkci je multiparametricka Hanschova rovnice (viz rov.
(1)). Tato rovnice popisuje dostatecné presné zavislost biologické aktivity na vlastnostech

molekuly v drtivé vét§ing ptipadi.

log BA = a(log P)* +b(log P)+co + dES +e (1)

kde BA je biologicka aktivita, log P rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda, c Hammetova
konstanta, ES Taftova sterickda konstanta a koeficienty a, b, ¢, d a e konstanty regresni

rovnice.

Vysledkem vySe uvedenych metod je nalezeni zavislosti mezi aktivitou latky a jeji
strukturou respektive jejimi molekulovymi deskriptory, vyjadiené ve formé rovnice s

pfesné definovanymi parametry. Jsou zndmy regresni koeficienty rovnice 1 proménné.

vvvvvv



23

pouzivaji hodnoty deskriptort jiz upravené, nebo u metod, jejich vypocetni algoritmus
nedovoluje zcela sestavit matematickou rovnici. K prvnimu piipadu dochdzi naptiklad
tehdy, je-li vysoky pocet deskriptor redukovan transformaci, naptiklad do tzv. latentnich
proménnych v analyze nebo regresi hlavnich komponent (principal component analysis,
PCA; principal component regression, PCR)***.

Latentni proménné, v  PCA nazyvané hlavnimi komponentami, jsou linedrni
kombinaci pivodnich proménnych. Je jich vyrazné¢ méné, jsou vzajemné nekorelované a
vystihuji téméf celou variabilitu souboru dat. Jejich potadi je dano velikosti popisované
variability dat. Prvni hlavni komponenta je tedy linearni kombinaci vstupnich proménnych,
kterd zahrnuje nejvétsi proménlivost mezi viemi linearnimi kombinacemi®. Touto
metodou je mozné snizit pocCet deskriptori o jeden ¢i vice fadi bez vyznamné ztraty
informace v nich obsazenych.

Také nckteré¢ dal$i chemometrické metody jiz z principu nedovoluji explicitni
vyjadieni QSAR modelu jako rovnice, protoZe vyuZivaji sloZité matematické postupy.
Jednim z piipadl je paralelni zpracovani dat, coz je pfipad umélych neuronovych siti
(ANN)®. Ty patti mezi nelinearni vypocetni nastroje, kde parcialni vypoéty jsou paralelnd
distribuovany a pouze dikladnym zkoumanim modelu Ize odhadnout n¢které zavislosti a
eventueln¢ odvodit i1 rovnici. Navzdory faktu, Ze ANN jsou jakoby ,.Cernou skiiitkou®,
patii mezi nejsilngj§i modelovaci nastroje nejen v QSAR, ale i v mnoha jinych védnich
odvétvich. Jednd se zejména o chemii, kde se modeluji rizné separacni d¢je, déale o

medicinské obory, farmacii, finan¢nictvi a podobné36‘37’38’39.

243 ANN

Princip umélych neuronovych siti vychazi z funkce lidského mozku. Stejné€ jako on, 1 ANN
jsou slozeny ze vzajemné propojenych vypocetnich jednotek, tzv. umélych neuront (AN).
V AN, podobné jako v jejich biologické piedloze, dochdzi nejprve k souctu vSech
vstupnich signalti, které jsou dle své vyznamnosti ,,vazeny“ a teprve piekroci-li tento
souCet prahovou hodnotu, Sum, je soucet zpracovan pomoci piechodové funkce a

distribuovan skrze vazena spojeni do dalSich AN.
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Umély neuron

prah neuronu

< X N vystup neuronu
g X
:C<) X3 W> -
35 ... g
8 Xn_l W3 y
=
g Xn /
ce Wh-1
Wi, nelinearni pfenosova funkce

vahy vstupu
The McCullogh-Pitts model

Obr.9: Umély neuron.

ANN se rozlisuji podle pouZitého adaptacniho algoritmu a topologie®. Z hlediska
topologie se ANN i1 v uspofadani AN. Nejcast&ji jsou AN uspofadany do vrstev, které
jsou vzajemné vétSinou pln€ propojené.

PIné propojena CasteCné propojena

sit sit

<Vystupn|' vrstva>

<Vstu pni vrstva>

Obr.10: Vicevrstvé neuronové sité
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Adaptacni algoritmy se dé€li na dvé zakladni skupiny. Ta prvni hleda vztah mezi dvéma
skupinami proménnych (adaptace s ucitelem, supervised), zatimco unsupervised ANN
organizuji data na zakladé¢ jejich vnitini struktury (adaptace bez ucitele).

Problém s obrovskym poctem MD se tykd i ANN. Vzhledem k tomu, ze ANN
obsahuji celou fadu proménnych, jejichz hodnoty se optimalizuji na zakladé pouzitého data
setu, je nutna redukce poctu MD a tim i slozitosti ANN i zde. Nabizi se mnoho moznosti,
at’ jiz off-line tak i on-line. Nejb&zngjsi pedzpracovani dat je pomoci PCA*'. Z hlediska
uzivatele jsou zajimav¢jsi on-line metody, nejéastéji rizné druhy unsupervised ANN, jako
jsou Kohonenovy samoorganizujici se mapy (self-organising maps, SOM) ¢i ANN
implementujici Sangerovo & Ojovo adaptaéni pravidlo**3*,

SOM algoritmus se pouziva k projekci mnohorozmérnych dat do méné
dimensionalniho prostoru, zpravidla 1-3 D. Algoritmus byl vyvinut finskym védcem Teuvo
Kohonenem v roce 1982. Jedna se opét o unsupervised algoritmus (bez znalosti vystupni
informace). ANN implementujici SOM ma dvé pln€ propojené vrstvy, vstupni a vystupni.
Um¢lé neurony ve vystupni vrstvé ANN byvaji v 2D usporadany plosné zpravidla do
miizky. Adaptace ANN probihd kompetitivnim zplsobem. Vysledkem aplikace
Kohonenovy ANN je mapa, kde jsou podobna data projektovana do topologicky blizkych
AN. Vzdélenost mezi AN ve vystupni vrstvé udava ,,blizkost* ¢i podobnost42.

Dalsi moznosti redukce dimensionality vstupnich dat pro ANN jsou Sangerstuv ¢i
Ojtiv adaptaéni algoritmus. Cast ANN, ktera zajist'uje tento vypodet sestava ze dvou vrstev
— vstupni a vystupni. Prvni z nich obsahuje stejny pocet umélych neuronti jako je pivodni
pocet deskriptori, pocet AN ve vystupni vrstvé odpovida poctu latentnich proménnych.
Vystup odpovida latentnim proménnym ziskanych metodou PCA. Rozdil mezi obéma
pravidly je v pofadi latentnich proménnych. Zatimco u Sangerovych ANN jsou sefazeny
dle toho, kolik variability vystihuji (stejn¢ jako u PCA), u Ojova pravidla je toto potradi
viceméné nezavislé.

Na zavér je treba QSAR model statisticky ovéfit, eventuelné validovat. Pro tento ucel se

. . v ;oo . X s ;oo 2 ’
vyhodnocuje korelace mezi vypoctenymi a experimentalné ziskanymi hodnotami, r°, dale

F-test a podobné.
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244 Molekulové deskriptory

Modely (Q)SAR eventuelné (Q)SPR vyjadiuji vztah mezi strukturou molekuly a jeji
biologickou aktivitou nebo vlastnosti. K vyjadieni struktury molekuly se pouziva cela fada
parametrl, jednoznacné popisujicich ¢i charakterizujicich danou strukturu. Souhrnné se
tyto charakteristiky, prevad¢jici symbolicky zéapis na ¢iselné veli¢iny matematicky ¢i
pomoci standardizovanych experimentli, nazyvaji molekulovymi deskriptory45. Ty se deli
do dvou zdkladnich skupin a to na teoretické a experimentdlni. Prvni skupinou jsou
teoretické¢ deskriptory. Ty vznikly matematickou ¢i logickou transformaci chemické
informace zakodované ve strukturnim vzorci. Tuto skupinu deskriptoru 1ze rozdélit podle
dimensionality na 0 az 4-rozmérné. Do skupiny 0-rozmérnych jsou fazeny ty informace,
které jsou odvozeny piimo z chemického vzorce. Jsou to napiiklad molekulova hmotnost,
zastoupeni jednotlivych prvki ¢i pocet atomi téchto prvkt v molekule, van der Waalsovy
objemy atoml a podobnég. Jednorozmérné deskriptory jiz vypovidaji o substrukturach a
fragmentech, ze kterych se dana molekula skladé. Jednd se tedy o pocet a druh funkénich
skupin, cykli, vazeb a substituenti. Dvourozmérné deskriptory popisuji vlastni usporadani
atomtl v molekule, to jakym zplsobem jsou mezi sebou propojeny. Mohou popisovat
castecné 1 interakce mezi nimi. Dalsi skupinou jsou 3D deskriptory. Jak jiz vyjadiuje
nazev, jedna se o ty, které jsou odvozeny z prostorového ¢i geometrického uspotradani
molekuly. Posledni skupinou, 4D, jsou deskriptory odvozené od stereo-elektronové
reprezentace molekuly.

Kazda z téchto skupin obsahuje 1 deskriptory odvozené od téch pivodnich. Do

dnesniho dne jich bylo publikovano jiZ n¢kolik tisic a tento pocet zcela jisté neni konecny.
Stale jsou vyvijeny dalsi s cilem se co nejvice piibliZit realité.
Mezi experimentalné ziskané deskriptory patii riizné fyzikalné-chemické vlastnosti latek,
ziskané za piesné definovanych podminek. Jsou to naptiklad rozdélovaci koeficienty ¢i
jejich logaritmy, teploty tani, varu, rozpustnosti a podobn¢. Déle se mezi né fadi rtizné
konstanty enzymovych reakci, naptiklad reaktivacni uCinnost, inhibi¢ni a rychlostni
konstanty.

Hlavnim problémem budovani QSAR modelu tedy neni ani tak nedostatek

teoretickych molekulovych deskriptorti, ale spiSe vybér téch nejvhodnéjsich. A to bud’
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selekci téch nejvyznamnéjsich (krokova MLR) ¢i matematickou transformaci, napiiklad
(PCA) (viz vyse). Jak je vidét, praveé vybér nejvhodnéjsich molekulovych deskriptora jako
vstupnich dat pro ANN, je velmi podstatnym krokem a bezpodmineénym predpokladem

pro uspesné vyhodnoceni dat pomoci ANN.

245 Prace s ANN

Existuje mnoho typli neuronovych siti. Vybér nejvhodnéjsiho typu zavisi na charakteru a
slozitosti feSeného problému. VSechny ANN se jak uz bylo feceno skléddaji z neuronti
uspofddanych do vrstev. Jednotlivé neurony ve vrstv€ jsou propojeny se vSemi neurony
Vv sousednich vrstvach spoji, které jsou vazeny. PoCet neuront ve vrstvach a pocet vrstev
zavisi na slozitosti feSen¢ ulohy. Zpravidla se uvadi, ze 4-vrstevna sit’ je schopna fesit i ty

Nejvice pouzivané a plné dostacujici jsou vétSinou sit€¢ obsahujici 3 druhy vrstev.
Vrstva neurontl, do které data vstupuji, se nazyva vstupni. Ta distribuuje data dale do tzv.
,.skryté“ vrstvy. Skrytych vrstev mize neuronova sit’ obsahovat i vice. Posledni z nich je
propojena s vystupni vrstvou neuront, ktera slouzi k vystupu dat.

Prace s umélymi neuronovymi sitémi sestava ze dvou fazi. Tou prvni je adaptace —
jedna se o hledani nejvhodnéjsi struktury a parametru ANN. To, Ze ANN vykazuje
minimalni odchylky mezi vypoctenymi a poZadovanymi hodnotami, je$t€ neznamena , Ze
je spravné adaptovand. Je pouze schopna reprodukovat data pouzitd pii adaptacni fazi.
K zamezeni tohoto jevu, nazyvaného ,pfetrénovani“ (overtraining), se bézn& pouziva
tohoto postupu: data, na kterd chceme ANN adaptovat, jsou rozdélena do dvou resp. tii
skupin.

Prvni ¢ast dat tvofi tzv. trénovaci data set. Tato data jsou pouZzivana umélou
neuronovou siti k adaptacnimu procesu, na jejich zéklad¢ dochazi ke zméné parametrti sité.
Druhou skupinou jsou ,,verifika¢ni* data. Ta se k vypoctu nepouZivaji, pouze je na nich
kontrolovan prubéh adaptace (zda ANN dokaze spravné reprodukovat nejen trénovaci, ale i
verifikacni data). Posledni skupinou jsou data, kterd nebyla zahrnuta do ptedchozich dvou

skupin a slouzi pouze k ovéfeni zobectiovaci schopnosti ANN.
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Vykazuje-li ANN relativné stejné chyby pro vSechny data sety, lze konstatovat, Ze
je spravné adaptovana. Takovda ANN muze byt poté pouzita k predikei. Siti se predlozi

vstupni ¢ast dat a ta na zaklad€ svych parametri vypocte vystupni veli¢iny.

Trénovaci mnozina

A"'A
‘»p

ucici
algoritmus

Obr.11: Grafické zndzornéni uéeni neuronové sité

24.6  Vyuziti ANN

Pivodni prace zabyvajici se ANN, ptfesnéji perceptrony, byla publikovana pred Sedesati
lety McCullochem a Pittsem. O ¢tyfi roky pozdé€ji Hebb zdokonalil adaptacni fazi, coz
vedlo k pozd¢jsimu rapidnimu narustu zajmu o ANN. Diky neschopnosti perceptront fesit
linedrné neseparovatelné ulohy vSak tento zajem poklesl a teprve v 80. letech minulého
stoleti Hopfield zavedl nelinearitu a zpétnou vazbu, coz umoznilo feSit do té doby
nefesitelné problémy. Od t¢ doby byly ANN aplikovany pfti feSeni celé fady ukold, a to

nejenom v chemii, ale prakticky ve vSech védnich oborech.
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Mezi nejcastéjsi oblasti pouziti ANN ve vztahu k farmacii patfi:

chemie — predikce fyzikalné-chemickych vlastnosti slouc¢enin, optimalizace a fizeni
chemické vyroby, optimalizace separaci v analytické chemii, analyze
spektroskopickych dat, predikci spekter, molekularni modelovani — predikce
sekundarni a terciarni struktury proteind;

biologie — interpretace nukleovych sekvenci;

medicina — navrh diagnézy na zaklad¢ ptiznakl a vysledkii riznych laboratornich

v v ror . . 46
vySetfeni, modelovani neurofyziologie mozku
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3. Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo provedeni screeningového testovani reaktivacnich
schopnosti u vybranych strukturné odliSnych reaktivatori AChE pfi jeji inhibici
cyklosarinem a chlorpyrifosem.

Nasledné byly vysledky ziskané in vitro testovanim vyhodnoceny pomoci umélych
neuronovych siti (ANN) s cilem predikce vyhodnych obmén struktury doposud uzivanych
reaktivatort za i€elem syntézy novych reaktivatorid AChE s potencidlné vyssi biologickou

aktivitou.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

4.1.1  Princip probihajicich reakci

Pii reakci AChE s OFI se snizuje aktivita AChE — vznika ireverzibilni inhibice. Diky této
inhibici pak AChE neni schopna $tépit piirozeny substrat.

P—CH3

Obr. 12: Inhibice enzymu cyklosarinem.

Reakci inhibované AChE s oximatovym aniontem dochazi k reaktivaci enzymu
inhibovaného organofosforovym inhibitorem. Diky reaktivaci pak enzym AChE opét miize

plnit svou fyziologickou funkci — stepeni acetylcholinu.

R
AChE —o\ 5 > @ O@ +\

T RV

-~ 0

O//P»\CH3/ 7 R //P—CH3
0

Obr. 13: Reaktivace cyklosarinem inhibovaného enzymu.



32

Reaktivovany enzym AChE $tépi pfidany substrat — acetylcholin jodid za vzniku cholinu a

kyseliny octové.

o)
o o
@ o + \N/\/ _— \ /\/OH +
/@\ ) HaC OH
° o o \ s
- 5
)k + NaoH g )k@ ® — HO
H3C OH HgC (@] Na

Obr. 14: Aktivita reaktivovaného enzymu AChE.

4.1.2  Chemikalie

chlorpyrifos (Riedel-de-Haen, Sigma)
cyklosarin - ziskan z VOZ 072, Zemianské Kostolany, Slovensko, v 98% ¢istoté
acetylcholinesterasa — 10% (w/v) vodny homogenat z mozku laboratorniho potkana Wistar
acetylcholin jodid p. a.
chlorid sodny p. a.
hydroxid sodny p. a.
oximy — pfipraveny diive na Katedfe toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany
Dragendorffovo ¢inidlo: I. 850 mg zasaditého dusi¢nanu bizmutitého + 40 ml H,O +
10 ml koncentrované kyseliny octové

II. 8 g jodidu draselného + 20 ml H,O
Z toho: 5 ml zas. roztoku + 10 ml CH3COOH + 50 ml H,O

41.3 Pristroje

Titrator RTS 822 (Radiometer, Kodan, Dansko)
Bodotavek BT-35, zakl. teplomér 0-360°C (Ziar nad Hronom, Slovensko)
Tenkovrstva chromatografie (TLC) — Merck, 25 DC — Alufolien, celulosa F

414 Metoda testovani
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Vsechna méfeni s AChE byla provadéna na Katedfe toxikologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové. Toto pracovisté je akreditovano pro
praci s biologickym materidlem a s bojovymi chemickymi latkami.

Méfeni bylo provedeno dfive popsanou in vitro metodou®’. Jednalo se o studium
reaktivaCnich vlastnosti - testovani schopnosti syntetizovanych slouc¢enin obnovit

katalytickou aktivitu enzymu inhibovaného chlorpyrifosem a cyklosarinem.

Byla méfena aktivita: neinhibovaného enzymu
inhibovaného enzymu
reaktivovaného enzymu

Podminky méfeni: pH 8, 25°C
doba inhibice 30 minut
doba reaktivace 10 minut
Pouzité inhibitory — cyklosarin, chlorpyrifos

Koncentrace reaktivatort: 10° a 10° M

Pocet méfeni: screeningove bylo testovano 24 reaktivatori pti dvou koncentracich
vSechna méfeni byla provadéna dvakrat

4.1.5 Postup mereni

Jak uz bylo naznaceno v pfedchozim textu, v pribéhu méfeni dochézi ke tfem stéZejnim
reakcim: nejprve je AChE inhibovana zvolenym inhibitorem (cyklosarinem nebo
chlorpyrifosem), pak dochdzi k reaktivaci jednotlivymi oximy a nésledné ke S$tépeni

piidaného acetylcholinu reaktivovanou AChE.

- mereni neinhibovaného enzymu: Bylo smichano 17,5 ml H,O + 2,5 ml 3M

NaCl + 0,5 ml homogenatu + 2,5 ml H,O (ij. doplnéni objemu za chybéjici
inhibitor a reaktivator). Vznikly roztok byl dotitrovan pomoci NaOH na pH 8. Poté
byly pfidany 2 ml 0,02M roztoku substratu — acetylcholin jodidu, celkovy roztok
tak ziskal kone¢ny objem 25 ml. Vznikajici kyselina octova byla titrovana 0,01M

roztokem NaOH. Ze zavislosti spotteby NaOH byla vypoctena aktivita enzymu.
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- méreni_inhibovaného enzymu. Bylo smichano 0,5 ml homogenatu s 20 pl

roztoku cyklosarinu (chlorpyrifosu) a 0,5 ml H,O. Po protiepani se roztok ponechal
inkubovat 30 minut. Dale byl pfidan 1 ml H,O na vyplachnuti + 1ml H,0 misto
reaktivatoru a vSe bylo pifidano do kadinky k 17,5 ml H,O s2,5 ml 3M NaCl.
Vznikly roztok byl dotitrovan 0,01M NaOH na pH 8, poté pridany 2 ml 0,02M

substratu a odectena aktivita enzymu jako Vv ptedeslém piipade.

- méreni reaktivovaného enzymu: Bylo smichano 0,5 ml homogenatu s 20 pl

roztoku cyklosarinu (chlorpyrifosu) a 0,5 ml H,O. Po protiepani se roztok ponechal
inkubovat 30 minut. Dale bylo pfiddno 200 pl reaktivatoru + 0,8 ml H,O a v3e
piidano do kadinky k 18,5 ml H,0 s 2,5 ml 3M NaCl. Vznikly roztok byl dotitrovan
0,01M NaOH na pH 8 a 2 ml 0,02M substratu opét doplnén na kone¢ny objem 25
ml. Aktivita enzymu byla poté odeétena jako v predeslych ptipadech.

Dosazenim do nésledujicich vzorct (viz. kap. 4.1.7) pak byla vypoctena mira reaktivacni

ucinnosti jednotlivych reaktivatort pro cyklosarin i chlorpyrifos.
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4.1.6 Testovane latky

Vsechny testované reaktivatory AChE byly jiz dfive pfipraveny na KTOX FVZ UO.

Z chemického hlediska se jedna o mono (Tab.1) a biskvarterni (Tab.2) pyridiniové soli

s funk¢ni oximovou skupinou umisténou na pyridiniovém jadie v poloze 2, 3 a 4.

Cistota téchto latek byla ovéfena méfenim teplot tani a pomoci tenkovrstvé chromatografie

(mobilni faze: BuOH : CH3COOH : H,0, 5 : 1 : 2; postiik: Dragendorffovo ¢inidlo).

Rl
\
N
| | Regs
= O
R R R® X
Pralidoxim 0 2-CH=NOH -H |
K100 0 3-CH=NOH -H |
K024 0 4-CH=NOH -H |
TO 237 0 2-CH=NOH | 4-OCOC;Hs | |
TO 238 0 2-CH=NOH |5-OCOC;Hs | |
TO 231 0 2-CH=NOH| 4-CONH, | |
TO 097 -CH,OCH;N"(CHs); | 4-CH=NOH -H 2 Cl
TO 021 -benzyl 2-CH=NOH -H Br
TO 061 -benzyl 4-CH=NOH -H Br
TO 062 -CyHs 4-CH=NOH -H |
TO 064 -C4H7 4-CH=NOH -H |
TO 063 -CgHa3 4-CH=NOH -H Br
TO 100 -(CH)sN"(CoHs),CH3 | 4-CH=NOH -H 2 Br
TO 098 -(CH2)4N*(CHs); 4-CH=NOH -H 2 Br
TO 096 |-(CH,)sN*(CHs)2(CH,),0H | 4-CH=NOH -H 2 Br
TO 094 -(CH2)3N"(CH3)3 4-CH=NOH -H 2 Br
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Tab.1. Struktury testovanych monokvarternich latek.

O
2X

R1 R2 (A) X

Trimedoxim | 4-CH=NOH | 4-CH=NOH (CHy)s |28Br
K074 4-CH=NOH |4-CH=NOH | (CHy)s |2Br
K099 3-CH=NOH |3-CH=NOH| (CHj)3 |2Br
K101 3-CH=NOH |3-CH=NOH | (CH,)4 |2Br
K005 2-CH=NOH | 2-CH=NOH | (CHj)3 |2Br
K033 2-CH=NOH | 2-CH=NOH | (CH,)4s |2Br
Obidoxim |4-CH=NOH |4-CH=NOH | (CH,OCH,) | 2 CI
TO 050 |2-CH=NOH |2-CH=NOH | (CH,OCH,) |2 Br

Tab.2. Struktury testovanych biskvarternich latek.
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v

4.1.7 Vypocet reaktivacni ucinnosti

Ze zavislosti spotfeby NaOH na titrovani vznikajici kyseliny octové byly odecteny

hodnoty z vystupnich grafi titratoru:
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Obr.15. Graf zavislosti spotfeby NaOH.
X
a=tga =— )

a...smérnice pifimky

Smérnice piimky a v podstaté vyjadiuje aktivitu enzymu.
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Odectené hodnoty aktivit z grafii byly dale dosazeny do nésledujiciho vzorce pro vypocet

reaktiva¢ni uéinnosti:

R= [1— aO_aJ 100 [9%] @)

R ... reaktivace [%]
ao ...aktivita neinhibovaného enzymu
aj ... aktivita inhibovaného enzymu

ar ... aktivita reaktivovaného enzymu
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4.1.8 Metoda zpracovani pomoci ANN

V této praci byl navrzen a otestovan novy algoritmus pro tvorbu QSPR modelu pti hledani
vztahu mezi biologickou aktivitou pyridiniovych oximt a jejich molekulovou strukturou.

Metodologie vyuziva hybridni umélou neuronovou sit’, kombinujici Sangerstiv algoritmus
a vicevrstvy perceptron. Model byl vytvofen na zdkladé teoretickych molekulovych

deskriptort. Pouzita architektura hybridni ANN je na obrazku ¢. 17.

Molekulové deskriptory
=z
=z
< —
g h: Vstupni vrstva
o L
=
©
3 *.  Vystupnivrstva
‘1 v Vstupni vrstva
g2 LU\
g () Skryta vrstva
QT
=3
1A
4 \
S Viystupni vrstva
>
Predikce struktury

Obr.17.: Hybridni ANN.

K vypoétu molekulovych deskriptorti byl pouzit program Dragon Professional verze 5.3

(Talete srl., Milan, Italie). Tato verze programu je schopna generovat 1664 deskriptorti.
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Pro latky v této studii bylo vypocteno 929 deskriptorti s dimensionalitou 0 — 2 D. Jednalo
se o 48 konstitucnich, 119 topologickych, 47 walk and path, 33 popisujicich konektivitu,
47 informacnich dekriptori, 96 2D autokorelaci, 154 pocti funkénich skupin, 29
molekulovych vlastnosti a dalsich 356 MD. Z celkového poctu 929 teoretickych
deskriptori bylo vylou¢eno 295 konstantnich. Zbyvajicich 634 slouzilo jako vstupni data
pro ANN.

K vlastnimu vytvofeni QSPR modelu byla navrzena hybridni ANN, kombinujici
PCA a MLP. Hybridni ANN sestavala ze 4 pln¢€ propojenych vrstev AN — vstupni, dvou
skrytych a jedné vystupni. Prvni z nich slouzila ke vstupu dat. Ta byla normalizovana
v intervalu [0;1]. Na vstupni a prvni skrytou vrstvu a synapse mezi nimi byl aplikovan
Sangerstv algoritmus, provadéjici metodu PCA. Pocet AN v prvni skryté vrstvé byl tedy
optimalizovan timto algoritmem. Tato vrstva slouzila zaroven jako vstupni vrstva MLP
Sjednou skrytou a vystupni vrstvou AN. VSechny vrstvy MLP obsahovaly AN se
sigmoidni transferovou funkci. Uprava parametrit ANN od prvni skryté vrstvy po vystupni
vrstvu byla provadéna ,,back-propagation algoritmem®. Veskeré parametry obou
pouzitych algoritmi byly optimalizovany genetickymi algoritmy. Zejména se jednalo o
pocet AN ve skrytych vrstvdch, momentum a upravu vdhovych koeficientii a prahovych
hodnot u ,back-propagation” algoritmu. Populace v kazdé generaci obsahovala 50
chromozomil. Béhem evoluce byly chromozomy vybrané ruletou kiizeny jednobodové.
Celkem bylo kiizeno 90 % chromozoml v populaci. Mutace byla uplatnovdna v 5 %
ptfipadfl. Spravnost konvergence algoritmu byla kontrolovdna cross validaci pouzitim
leave-one-out metody. Dosazeni urcitého pocétu generaci bylo vybrano jako ukoncujici
kriterium.
QSPR modely byly poté evaluovany pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu r?,
odmocninou z praiméru druhych mocnin odchylek mezi vypoétenymi a pozadovanymi
hodnotami (root mean square deviation, RMSD; rovnice 2) pro trénovaci a testovaci data

set.

1 ?
RMSD = N'Z(Rvyp _ Rrealj
i=1

(4)

kde N je pocet latek, R™P je reaktivagni uginnost vypo&tena pomoci QSAR modelu a R™

naméfena reaktivaéni uéinnost.
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4.2

Vysledky mereni

Vypocitané hodnoty reaktivac¢nich t¢innosti dle byly zpracovany do nasledujicich tabulek:

Cyklosarin (%)

Chlorpyrifos (%)

10°M | 105M | 10°M | 10°m | RF | MPCO)

Pralidoxim 0 0 55 9 0,316

K100 6 0 0 3 10,310

K024 3 0 7 0 (0286 205
TO 237 0 0 0 0 |0,539| 194-196
TO 238 0 0 48 0 |0573| 193-195
TO 231 4 0 82 8 |0,213|210-213,5
TO 097 0 0 36 0 |0171] !
TO 021 0 2 16 8 |0586| 205
TO 061 0 2 5 4 10657| 193
TO 062 4 4 13 0 |0471]| 132
TO 064 2 7 5 4 |0,671| 80-95
TO 063 2 0 7 3 10,786| 115-120
TO 100 1 0 64 0 [0214| 187-192
TO 098 0 0 57 0 [0,129|230,5-232
TO 096 0 2 19 0 |0,129| 133-142
TO 094 2 4 54 5 10,129| 163-165

Tab. 3: Vysledky I.
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Cyklosarin (%) | Chlorpyrifos (%)
10°M | 10°M | 10°M | 10°Mm | Re | MP(O)
Trimedoxim 0 0 79 33 0,169 | 230-233
K074 2 0 50 30 0,090 | 239-241
K099 2 2 16 1 0,112 | 243-246
K101 0 0 6 0 0,067 | 248-249
K005 1 0 19 6 0,101 | uhelnati
K033 10 8 24 10 0,090 | 248-250
Obidoxim 2 5 76 43 0,280 | 211-219
TO 050 18 4 6 5 0,814 | 170-189

Tab. 4: Vysledky II.

Z tabulek vysledki je zfejmé, Ze nejvyssi procenta reaktivace vykazovaly kromé jiz
pouzivanych reaktivatorti pralidoximu, trimedoximu a obidoximu monokvarterni latky TO

231, TO 100, TO 098, TO 094 a z biskvarternich latka K074.

43  Vysledky ANN

Byly zkouSeny rizné QSPR modely vytvofené pomoci hybridni ANN, testovany cross
validaci a RMSD, aby byla nalezena optimalni ANN s co nejlepSim prolozenim pro oba
data sety. Bylo zjiSténo, Ze cCtyfvrstva hybridni ANN je vhodna k popisu feseného
problému a neni proto divod zvysit pocet skrytych vrstev. ANN s architekturou 634:8:3:1
koeficientu r?. Piehled namé&fenych a jim odpovidajicich biologickych aktivit vypodtenych
pomoci nejlepsiho modelu je uveden v tabulce II.

Vytvoteny QSAR model relativné dobfe popisuje studovana data a to i1
S pfihlédnutim k tomu, Ze pouZity data set obsahoval velmi malé mnozZstvi latek s velkou
strukturni diverzitou. Pti pouziti vétSiho mnozstvi dat by bylo mozné jesté vice zpiesnit

QSAR model.
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V této praci byl pro vytvoieni QSAR modelu pouzit novy algoritmus zalozeny na aplikaci
hybridni neuronové sité. Metoda vyuzivd redukci dimensionality teoretickych
molekulovych Sangerovou neuronovou siti s naslednym on-line vytvofenim modelu

vicevrstvym perceptronem. Algoritmus byl uspéSné otestovan.

Navrzena struktura reaktivatoru pro inhibici chlorpyrifosem:

Navrzena struktura reaktivatoru pro AChE inhibovanou cyklosarinem:

)

N CHNOH
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Diskuse

Smyslem této prace bylo screeningové otestovani 24 strukturné odliSnych reaktivatort a
nasledné vyhodnoceni jejich reaktivacnich Uc¢innosti pomoci ANN s cilem predikovat
strukturu reaktivatoru, ktery by byl u¢inné&jsi nez doposud uzivané reaktivatory.

Aby bylo mozné reaktivator oznacit za prospésny pii zachrané zivota po intoxikaci
inhibitory AChE, musi byt schopny reaktivovat inhibovanou AChE minimalné z 10-20%.

Z dosud znamych reaktivatort AChE neni prozatim bohuzel Zadny schopen
biskvarterni latka HI-6 nedokaze reaktivovat AChE inhibovanou tabunem a pesticidy.
Bé&zn€¢ uZivany pralidoxim nema schopnost reaktivovat AChE v pfipad€ inhibice
cyklosarinem a tabunem. DalSi béZn€ pouZivany reaktivator obidoxim neni schopen
reaktivovat AChE inhibovanou cyklosarinem a v pfipadé inhibice tabunem je jeho
uspésnost obnoveni fyziologické funkce enzymu velmi mala.

Z tohoto diivodu se stale mnoho laboratofi na celém svét€ zabyva snahou o nalezeni
univerzalng t¢inného reaktivatoru, ktery by byl Gi¢inny u vSech typi inhibitort.

Z mnou zmétenych biologickych aktivit reaktivatort se jevi jako uspé$né v ptipadé
inhibice chlorpyrifosem reaktivatory TO 231, TO 100, TO 098, TO 094 a K074. V piipadé
inhibice nervoveé paralytickou latkou cyklosarinem bylo nejvyssi % reaktivace dosaZzeno u
inhibovanou AChE nez bézn¢ uzivany obidoxim, trimedoxim ¢i pralidoxim; nicméné ani u
téchto dvou latek nepiesahla mira reaktivace 10%.

Na proces reaktivace nelze nahlizet pouze z pohledu nejvys$siho dosazeného

procenta reaktivace, ale rovnéZz ze strany koncentrace, pii které této reaktivacni schopnosti
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bylo dosazeno. Za optimalni reaktivatory se proto povazuji takové latky, jejichz schopnost
reaktivovat inhibovanou AChE je dostatecna pii koncentraci 0,001 M a nizsi.

Dalsim faktem, ke kterému je nutno pftihlizet je penetrace reaktivatord AChE pies
hematoencefalickou bariéru (BBB). Vzhledem k tomu, ze tyto latky maji v molekule
inkorporovéany jeden ¢i dva kvartérni dusiky a navic pii pH lidského téla disociuji na
pfislusné oximatové aniony, jejich schopnost pronikat pies BBB je nizka. V literatuie se
uvadi, Ze z krve do mozku prechazi cca 10 % latky (Sakurada et al., 2003). Pfitomnost této
biologické bariéry a nésledna snizena priichodnost pro ionizované slouceniny tim snizuji
maximalni dosaZitelnou koncentraci reaktivatoru v mozku.

Z mych méfeni se potvrdil fakt, Ze cyklosarinem inhibovana AChE je nejlépe
reaktivovatelna reaktivatory s oximovou skupinou v poloze dvé. AChE inhibovana
pesticidy je 1épe reaktivovatelna reaktivatory s oximovou skupinou v poloze Etyfi.

V dal$im vyhodnocovani a modelovani ANN, ktera by byla nejvhodné&jsi pro reseni
pro cyklosarin a chlorpyrifos. Ackoli pocet testovanych latek byl velmi maly, Ize fict, ze
S vyuzitim namétenych dat byl navrzen a vyzkousSen novy algoritmus zalozeny na aplikaci

hybridni neuronové site.
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Zaver

V ramci této diplomové price jsem zméfila reaktivaéni Uc¢innost po inhibici AChE

cyklosarinem a chlorpyrifosem u téchto reaktivatort:

Pralidoxim TO 050
K100 TO 100
K024 TO 098
TO 237 TO 096
TO 238 TO 094
TO 231 Trimedoxim
TO 097 K074

TO 021 K099

TO 061 K101

TO 062 K005

TO 064 K033

TO 063 Obidoxim

Reaktivatory uspésné po inhibici AChE cyklosarinem: K033, TO 050.
Reaktivatory Usp&€$né po inhibici AChE chlorpyrifosem: TO 231, T0 100, TO 098, TO
094, K074, Pralidoxim, Trimedoxim, Obidoxim.
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Struktury navrzené pomoci ANN:

)

N CHNOH

- pro chlorpyrifos:

- pro cyklosarin:

)

N CHNOH
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