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SAZETAK

KOLINESTERAZE I OKSIMI KAO PSEUDOKATALITICKA CISTILA ZIVCANIH
BOJNIH OTROVA

Nikolina Macek Hrvat
Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Ksaverska cesta 2, Zagreb

Organofosforni spojevi (OP), kao §to su ziv¢éani bojni otrovi (tabun, soman, VX),
ireverzibilno inhibiraju acetilkolinesterazu (AChE) i butirilkolinesterazu (BChE). Terapija u
slu¢aju izlozenosti OP spoju je nuzna i ukljucuje primjenu antikolinergika atropina i oksima,
reaktivatora AChE. Ta terapija je nedostatna pa se danas, izmedu ostalog, istrazuju
pseudokataliticka cistila — enzimi dizajnirani s ciljem da se njihovom ciklickom inhibicijom i
reaktivacijom razgradi OP spoj prije nego §to on inhibira esencijalnu sinapticku AChE.
Ispitana je ucinkovitost 17 oksima u reaktivaciji ljudske AChE, BChE, Y337A i
Y337A/F338A inacica AChE, inhibiranih tabunom, VX-om i somanom. Prema odredenim
kinetickim parametrima izdvojeni Su najucinkovitiji oksim-enzim parovi za razgradnju
spomenutih OP spojeva u ex vivo uvjetima. Pokazano je da neki od ispitanih oksimima u
kombinaciji s navedenim enzimima c¢ine ucinkovit sustav pseudokatalitickog distila za
razgradnju tabuna (1-heksil-2-(hidroksiiminometil)piridinijev klorid (JAR288C) i Y337A),
VX-a (HI-6 1 Y337A/F338A) te somana (HI-6 1 Y337A/F338A). Znacajne odlike ovih parova
oksima i inagica AChE su maksimalna konstanta brzine reaktivacije visa od 0,2 min™,
disocijacijska konstanta oksim-enzim kompleksa oko 0,1 mmol dm?, visoki postotak
reaktivacije te konstanta brzine inhibicije barem reda veli¢ine one za nativnu AChE. Ovi
kineticki parametri predstavljaju nuzne kriterije za razgradnju OP spojeva potpomognutu
oksimom i enzimom, odnosno za u¢inkovita pseudokataliticka Cistila Ziv€anih bojnih otrova.
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CHOLINESTERASES AND OXIMES AS PSEUDO-CATALYTIC BIOSCAVENGERS
OF NERVE WARFARE AGENTS

Nikolina Macek Hrvat
Institute for Medical Research and Occupational Health, Ksaverska cesta 2, Zagreb

Organophosphates (OP) such as nerve agents (tabun, soman, VX) irreversibly inhibit
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). The treatment in case of
exposure to OP compounds includes the administration of the anticholinergic drug atropine
and an oxime reactivator. Since this therapy has proven insufficient, today, among other
solutions, pseudo-catalytic bioscavengers, enzymes designed with the aim to degrade OPs
with turnover before it interacts with synaptic AChE, are investigated as prophylactics. We
tested 17 oximes as reactivators of human AChE, BChE, Y337A and the Y337A/F338A
mutant of AChE inhibited by tabun, VX and soman. The most effective oxime-enzyme
couples identified were further tested ex vivo for degradation of tabun, VX or soman by
oxime-enzyme assisted hydrolysis. It was shown that among the studied oximes there were
those that in combination with the investigated enzymes could serve as pseudo-catalytic
bioscavengers of tabun (oxime 1-hexyl-2-(hydroxyimino)methylpyridinium chloride
(JAR288C) and Y337A mutant), VX (oxime HI-6 and Y337A/F338A mutant) and soman
(oxime HI-6 and Y337A/F338A mutant). The tested oximes and AChE mutant pairs
reactivated a high percentage of enzyme activity, achieving reactivation rate constants above
0.2 min™, oxime-mutant dissociation constants about 0.1 mol min™ dm™ and a rate of enzyme
inhibition within the range of native AChE inhibition. These catalytic parameters represent
the necessary criteria for oxime-enzyme induced OP degradation, i.e. for effective nerve agent
pseudo-catalytic bioscavengers.

(XIX + 92 pages, 32 figures, 9 tables, 2 schemes, 166 references, original in Croatian)
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prijetnja koju predstavlja upotreba Ziv€anih bojnih otrova u teroristicke svrhe vise je nego
dovoljan razlog da se kontinuirano istrazuju nacini i sredstva za ucinkovito suzbijanje
toksi¢nih uc¢inaka tih spojeva na ljudski organizam. Organofosforni (OP) spojevi kao Sto su
zivéani bojni otrovi (tabun, soman, VX) i pesticidi fosfiliraju kolinesteraze te djeluju kao
progresivni ireverzibilni inhibitori."? Ireverzibilna inhibicija acetilkolinesteraze (AChE),
enzima ¢ija je fizioloSka funkcija hidroliza prijenosnika zivéanih impulsa acetilkolina, uzrok
je toksi¢nog efekta na organizam te u konacnici moze dovesti do smrti. Nakon fosfilacije
serina kataliticke trijade AChE (glutaminska kiselina-serin-histidin) moguce su tri daljnje
reakcije: spontana reaktivacija vodom kao nukleofilom koja je toliko spora da se ne smatra
relevantnom, dealkilacija koja se naziva starenje enzima i nakon koje enzim ostaje
ireverzibilno inhibiran te reaktivacija aktivnosti fosfilirane AChE pomocu oksima.** Oksimi
su spojevi s oksimskom (NOH) skupinom i puno su ja¢i nukleofili od vode.® Djeluju tako da
nukleofilnim napadom oksimske hidroksilne skupine na elektrofilni fosforov atom kidaju
vezu izmedu fosforovog atoma i katalitickog serina enzima pri ¢emu nastaje slobodan enzim i

fosfilirani oksim.%’

Vecéina oksima su hidrofilni kvaterni amonijevi spojevi te zbog
permanentnog pozitivnog naboja ne prelaze krvno-mozdanu barijeru i time je uéinkovitost
njihove primjene ograniGena uglavnom na periferni Zivani sustav.® Danas se kao terapija pri
trovanju OP spojevima primjenjuje kombinacija antikolinergika (atropin), oksima i
antikonvulziva (diazepam)."? Da bi bila djelotvorna, terapija se mora primijeniti u §to kra¢em
vremenu nakon inhibicije, odnosno prije nego se OP spoj distribuira krvotokom do mozga i
inhibira sinapticCku AChE. Za medicinsku upotrebu su odobreni tzv. klasi¢ni oksimi:
pralidoksim (2-PAM), HI-6, obidoksim i trimedoksim (TMB-4).>'° Medutim, reaktivacijski
ucinak tih oksima nije dostatan kada se radi o tabunom inhibiranoj AChE, izmedu ostalog
zbog tzv. steritkog §tita' te u slucaju inhibicije AChE somanom gdje je problem brzo
starenje nastalog konjugata (oko 2 min)*? §to onemogucava reaktivaciju. Osim toga, niti jedan
od spomenutih oksima nema ucinak univerzalnog reaktivatora koji je jednako ucinovit pri
izloZzenosti razli¢itim OP spojevima. U sluCajevima kada se moZe ocekivati izloZenost
ziv€anim bojnim otrovima, kao npr. na ratistu, predlozena je primjena profilaktika. Uloga

profilaktika je da §titi AChE od fosfilacije, bilo nekovalentnim interakcijama (oksimi®®, biljni
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2 § 1. Uvod

14,15

alkaloidi 1517y

) ili kratkotrajnim kovalentnim vezanjem (karbamati) profilaksi se
primjenjuje i ljudska butirilkolinesteraza (BChE) kao egzogeno biolosko cistilo koje djeluje
tako da ireverzibilno veze OP spoj te snizi njegovu koncentraciju prije nego on inhibira
sinapticku AChE.'® BChE je enzim srodan AChE koji ima sli¢no aktivno mjesto, analogan
mehanizam hidrolize supstrata te je isto tako podlozna inhibiciji OP spojevima, ali bez
posljedica opasnih po Zivot jer nema esencijalnu fiziolosku funkciju.**** Kao endogeni
enzim distribuirana je u gotovo svakom tkivu, uklju¢ujuci plazmu pa se moze reci da djeluje i
kao prirodno istilo organizma od OP spojeva.***% Izvor egzogene BChE za profilaksu je ili

ljudska plazma ili rekombinantna ljudska BChE.?*%*

Medutim, BChE je stehiometrijsko
Cistilo, jedna molekula enzima veze jednu molekulu OP spoja. Osim toga, ué¢inkovitost BChE
ograni¢ena je slabom reaktivacijom fosfiliranog enzima do sada poznatim oksimima te brzim
starenjem konjugata OP spoja i BChE. Uz to je i proces proizvodnje rekombinantne BChE ili
izolacije BChE iz ljudske plazme skup, a da bi enzim imao ucinak stehiometrijskog cistila
mora se primijeniti u visokim koncentracijama.?® Stoga se danas proucavaju kataliticka Cistila
poput enzima kojima su OP spojevi supstrati, kao §to su paraoksonaza, kisela anhidrolaza,
prolidaza, fungalna lakaza, hem-kloroperoksidaza, bakterijska fosfotriesteraza, itd.'®?%%
Takoder, u zadnje vrijeme se proucavaju i pseudokataliticka Cistila koja podrazumjevaju
primjenu egzogenog enzima u kombinaciji s oksimom koji ¢e reaktivirati fosfilirani enzim.
Primjenom takvog sustava enzima i oksima omogucila bi se ciklicka reaktivacija inhibiranog
enzima oksimom ¢ime reaktivirana i slobodna molekula enzima moze opetovano reagirati s
OP spojem i tako razgraditi OP spoj prije nego fosfilira esencijalnu sinapticCku AChE. U svrhu
pronalaZzenja ucinkovitog pseudokataliti¢kog Cistila od iznimne je vaZznosti istrazivanje inacica
AChE nastalih uvodenjem mutacija koje bi omogucile ubrzanje defosfilacije te u slucaju
inhibicije somanom i usporavanje starenja konjugata.?”® Uz to je potrebno sintetizirati i nove
oksime kao potencijalne reaktivatore, kako bi se pronasao oksim—enzim par koji bi djelovao
kao uspjesno pseudokataliticko &istilo.2%3

Cilj ove disertacije bio je odrediti djelotvoran sustav pseudokatalitiCkog Cistila za tabun,
VX i soman. U tu svrhu odredio se reaktivacijski u¢inak 17 oksima, od kojih je 15 novih JAR
oksima te dva klasi¢na oksima, 2-PAM i HI-6. JAR oksimi dizajnirani su i sintetizirani u
laboratoriju Barry K. Sharplessa, dobitnika Nobelove nagrade za kemiju 2001. godine.
Detaljnom analizom reaktivacije tabunom, VX-om i somanom inhibiranih ljudskih AChE,

dvije inacice AChE i BChE, izdvojeni su prema kinetickim parametrima parovi oksima i

Doktorska disertacija Nikolina Macek Hrvat



§ 1. Uvod 3

enzima za ex vivo ispitivanje oksim-enzim potpomognute razgradnje ovih zivc¢anih bojnih
otrova. Cilj je bio odrediti kriterije koji definiraju potencijal i u¢inkovitost oksim-enzim para
kao pseudokatalitickog ¢istila. Kako za ove toksi¢ne OP spojeve do sada nije pronadena
odgovarajuca terapija, rezultati ove disertacije predstavljaju znacajan doprinos u razvoju

pseudokatalitiCkih Cistila kao profilaktika i/ili terapije.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kolinesteraze

Enzimi iz skupine kolinesteraza rasprostranjeni su u zivotinjskom i biljnom svijetu te se
intenzivno istrazuju zbog svojih vaznih bioloskih uloga. Jo§ je pocetkom tridesetih godina
proslog stolje¢a prepoznata uloga, tada se smatralo jednog enzima, u hidrolizi acetilkolina u
uzorcima krvi kraljeZnjaka, prema Gemu je taj enzim i nazvan kolinesteraza.*** Medutim,
ubrzo je postalo jasno da se radi o dvije razli¢ite kolinesteraze, od kojih je jedna prisutna na
eritrocitima, a druga u serumu te svaka pokazuje specificnost prema odredenim
supstratima.®*** Prema tome su i nazvane eritrocitna ili prava kolinesteraza i nespecifi¢na ili

33,34

pseudokolinesteraza. Temeljem daljnjih istrazivanja kolinesteraza, 1948. godine

predlozeno je da se nazovu aceto- i butiro- kolinesteraza, odnosno acetilkolinesteraza (AChE)
33,35

i butirilkolinesteraza (BChE) §to je zadrzano i do danas (slika 2.1).

AChE BChE

Slika 2.1. Kristalna struktura ljudske acetilkolinesteraze® i ljudske butirilkolinesteraze®. Crvenom
bojom oznaéene su a-uzvojnice, plavom fS-nabrane plo¢e, zelenom bojom petlje, a sivom povrSina
enzima.

Nikolina Macek Hrvat Doktorska disertacija



6 § 2. Literaturni pregled

Prema enzimskoj nomenklaturi iz 1992. godine, kolinesteraze se svrstavaju u skupinu
hidrolaza, podskupinu esteraza i podpodskupinu hidrolaza estera karboksilnih kiselina
(EC 3.1.1).3 S obzirom da su kolinesteraze gradene od p-nabranih ploca okruZenih
a-uzvojnicama, mogu se Klasificirati i kao hidrolaze a/3 strukture.*

AChE (EC 3.1.1.7) i BChE (EC 3.1.1.8) produkti su transkripcije razli¢itih gena i dijele
oko 54 % homologije u primarnoj sekvenci te ¢ak do 90 % u tercijarnoj strukturi (slika
2.1).434% Usprkos velikoj homologiji, fizioloske funkcije, brzina katalize hidrolize supstrata i
supstratna specificnost ova dva enzima se razlikuju. Isto tako, BChE nije podlozna
alosterickoj inhibiciji pri viSim koncentracijama supstrata koja je karakteristicna za
AChE.*** Kolinesteraze se razlikuju i po selektivnosti prema odredenim inhibitorima pa je
tako npr. AChE za razliku od BChE inhibirana s BW284C51.%

Aktivno mjesto kolinesteraza oblika je Zdrijela dubokog 20 A i Sirokog 5 A (slika 2.2).
Pomocu kristalografije, mutageneze i specifi¢nosti vezanja liganada identificirano je pet
strukturnih domena aktivnog mjesta: estersko mjesto koje sadrzi katalitiCku trijadu, mjesto
vezanja kolina, oksianionska Supljina i acilni dZep, a na rubu aktivnog mjesta smjesteno je

tzv. periferno mjesto enzima (slika 2.2, tablica 2.1).

o

)J\D/\/'L?{a

PERIFERNO
ALOSTERIEKO
MIESTO,,

7\ MIESTO VEZANJA
\ KOLINA
7
e

X s

i

©, /
- \Mg’ OKSIANIONSKA
./ SUPLIINA

HIDROFOBNI
ACILI DZEP

KATALITIEKA TRIJADA

Slika 2.2. Shematski prikaz aktivnog mjesta kolinesteraza s naznacenim strukturnim domenama i
supstratom acetilkolinom. Strelica oznacava smijer ulaska i pozicioniranja acetilkolina u aktivnom
mjestu kolinesteraza.
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Supstratna specificnost nativnih kolinesteraza potjece od razlike u aminokiselinskoj strukturi
acilnog dzepa AChE i BChE (tablica 2.1).**"**" Prisutnost alifatskih aminokiselinskih
ostataka u acilnom dzepu BChE osigurava vec¢i volumen u aktivnom mjestu enzima pa BChE,
za razliku od AChE, moze hidrolizirati supstrate vece od propionilkolina, kao npr.

butirilkolin.*

Tablica 2.1. Uloga strukturnin domena aktivnog mjesta ljudskih kolinesteraza i kljuéni
aminokiselinski ostatci koji ostvaruju interakcije sa supstratom. 37464/

Domene _Iﬂlj(‘_lélll_i "
aktivno aminoKIsellnsKI
mjestag Uloga domene ostatci*
kolinesteraza AChE BChE
Kataliticka  Hidroliza supstrata 2203 3198
trijada E‘W E“38
333 325
. Vazna za stabilizaciju karbonilnog kisika supstrata stvaranjem vodikovih ~ Gygg Gis
O SlEmeEE isutni licini i alaninom pri formiranju tetraedarskog G G
Supljina veza s prisutnim glicinima i alar p j g 119 17
prijelaznog stanja za vrijeme hidrolize supstrata. Az Asgg
Vazan za smjeStanje acilnog dijela supstrata ¢ime Se odreduje
orijentacija supstrata prema Kkatalititkom serinu i ostatku enzima. = L
Acilni dZep Prisutni aminokiselinski ostatci odreduju dimenzije acilnog dzepa i time Fzgs ste
veli¢inu supstrata koji se mogu smjestiti u zdrijelo aktivnog mjesta 227 288
kolinesteraza.
Vazno za stabilizaciju pozitivno nabijenog kvaternog dijela kolinskih
. supstrata. Zbog prisutnosti aromatskih aminokiselinskih ostataka, Wegg
Mjesto . R . S . .
vezanja kolina 1nt_erakc1je_ izmedu veznog mjesta kgh}la i hgan_fia su 1_<_at10n n-tipa.  Ygz; Ws,
Triptofan ima ulogu u orijentaciji i smjeStanju nabijenog dijela supstrata  Fzag
Sto ubrzava hidrolizu kolinskih supstrata.
Uloga u selektivnoj inhibiciji kolinesteraza i inhibiciji AChE supstratom.
U slu¢aju visoke koncentracije supstrata dolazi do njegovog vezanja na
periferno mjesto AChE te do promjene konformacije enzima $to
Periferno or_lemoguéava V_eza.nje druge _moleku}e sppstrata u.a.ktivno mjesto AChE. Yo, Yas
miesto Tlm_e se_alo_sterl_éklm m_ehan_lzmom 1nl'11b1ra'katjahtléka ak_tlvnost A_ChE: Y14 D
) Aminokiselinski ostatci perifernog mjesta imaju ulogu i u selektivnoj Wogg W

inhibiciji AChE/BChE, tj. ostvaruju interakcije s inhibitorima
specificnim samo za jedan od enzima. Tako je npr. AChE selektivna
prema BW284C51, a etopropazin je selektivni inhibitor BChE.*

*brojevi navedeni iza klju¢nih aminokiselinskih ostataka odnose se na njihov polozaj u ljudskoj AChE, odnosno BChE.

Bez obzira na razlike u aminokiselinskoj gradi nekih strukturnih domena aktivnog mjesta
kolinesteraza mehanizam hidrolize supstrata je identiCan i odvija se u tri koraka (slika 2.3).
Nakon nastajanja reverzibilnog Michaelis-Menten-inog kompleksa izmedu katalitickog serina
i acetilkolina te formiranja tetraedarskog prijelaznog stanja, dolazi do acilacije gdje se acilna
skupina supstrata prenosi na enzim i nastaje acilirani enzim, a oslobada se kolin.* Acilirani

enzim se zatim deacilira, tj. dolazi do regeneracije kolinesteraze vodom.* Nukleofilnim
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napadom molekule vode na acilirani enzim nastaje drugi produkt hidrolize acetilkolina,

octena kiselina i slobodna kolinesteraza koja moze katalizirati novi ciklus hidrolize supstrata.*

Acetilkolin Tetraedarsko prijelazno stanje Kolin Brza regeneracija

o | vodom

g ) N S

/Nl/\g \_\ o - \/\OH
< ANy © O+ _OH N ”

(e} OH N7 ¥ 0.
0._0O H\N/%N o\ _ NH _ NH —@ O-H
— j): /
E H S E H S E H S
Kataliticka trijada kolinesteraza

Slika 2.3. Mehanizam hidrolize supstrata kolinesteraza prikazan na primjeru hidrolize acetilkolina.

Enzimi iz skupine kolinesteraza, izmedu ostalog, imaju vaznu ulogu u lijeCenju
neurodegenerativnih bolesti kao $to su Myastenia gravis, Alzheimerova i Parkinsonova
bolest.***** Medutim, nedavno su pronadeni i dokazi koji povezuju oba enzima s razvojem i

napredovanjem Alzheimerove bolesti.*®°%°!

2.1.1. Acetilkolinesteraza

AChE u visokim koncentracijama nalazimo u mozgu, miSi¢ima i vezanu na membrane
eritrocita.”® U kraljeznjaka su AChE i BChE kodirane razli¢itim genima koji se nalaze na
razli¢itim kromosomima. Gen za ljudsku AChE lokaliziran je na 7922 kromosomu gdje
zauzima 7 kb, a sam enzim kodiran je s 550 aminokiselina (69 kDa) (slika 2.4A).**

AChE ima esencijalnu fizioloSku ulogu u organizmu koja je ujedno i njena primarna
funkcija. Naime hidrolizom Ziv¢anog prijenosnika acetilkolina (ACh) AChE kontrolira
prijenos zivCanih impulsa u kolinergickim sinapsama centralnog i perifernog ziv¢anog
sustava. To je jedan od najucinkovitijih enzima u prirodi bez obzira §to se aktivno mjesto
ACHE nalazi na dnu 20 A dubokog Zdrijela. Hidrolizira ACh brzinom od 400 000 min™ tako
da je njegova hidroliza ograniena samo brzinom difuzije ACh u aktivno mjesto AChE.>*®®
Hidrolizom ACh, AChE regulira njegovu koncentraciju u sinapti¢koj pukotini (slika 2.5). Za
vrijeme Ziv€anog podrazaja nadolaze¢i Ziv€ani impuls pokrecée ispustanje ACh iz sinapti¢kog
mjehuri¢a predsinaptiCke membrane u sinapticku pukotinu. ACh se veZe na kolinergicke

receptore, nikotinske koji se nalaze na postsinaptickoj membrani kolinergicke sinapse ili
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muskarinske, u autonomnim ganglijama, na stanicama glatkih misi¢na, sr¢anim te endotelnim
stanicama krvnih Zila.>® Vezanje ACh pokre¢e niz procesa koji rezultiraju depolarizacijom
membrane 1 daljnjim prijenosom ziv€anog impulsa. Upravo brzom razgradnjom ACh u
sinaptickoj pukotini za koju je zaduzena AChE prestaje prijenos impulsa i iznova se
uspostavlja polarizacija postsinapticke membrane.®

Za sada su otkrivene Cetiri izoforme AChE. Jezgra ljudske AChE koja je zajedni¢ka svim

izoformama enzima sastoji se od egzona E2, E3 i E4 (slika 2.4A).*%>%

A)  -~15kb T A

) p— T § i — e
hE1d hEle hE1ic hE1a 4" 5
B bp
B) AChE-S
| 2 [ 3 14[F]
—Z - lAChE-zR — |4EE
250 = achee 5
e R S W | o
AChE-E’
| 2 3 4050

Slika 2.4. Struktura gena koji kodira ljudsku AChE.*® A) Egzoni su oznadeni pravokutnicima i
brojevima, a introni horizontalnim linijjama. Linije koje povezuju egzone oznaCavaju mogucénosti
prekrajanja pre mRNA transkripta dobivenog ekspresijom s gena koji kodira ljudsku AChE.
Alternativne verzije egzona E1 oznacene su S hEla, hElc, hEle, hEld. B) Brojevima 2, 3 i 4 su
oznaceni egzoni E2, E3 i E4 koji ¢ine jezgru AChE, 4" (pseudo-intron, 147) i 5'(kripti¢ni intron, I5°,
izostavljen u tumorskim stanicama) te egzoni 5 i 6 (E5 i E6) oznacavaju alternativne moguénosti, tj.
njihovim alternativnim pridruZzivanjem egzonima koji ¢ine jezgru AChE tijekom prekrajanja pred
mRNA transkripta nastaju mRNA koje kodiraju razli¢ite izoforme AChE (AChE-S; AChE-R;
AChE-E; AChE-E").*®

E1 je nekodiraju¢i egzon i u ljudskoj AChE postoje njegove Cetiri alternativne verzije (hEla,
hElc, hEle i hEld), Sto znaci da postoje i Cetiri alternativna 5° promotora s kojih moze
zapodeti transkripcija.’***°"*® Svaki od &etiri alternativna egzona E1 moze se eksprimirati s
Cetiri alternativna 3’ transkripta pa u kona¢nici moze nastati 16 alternativnih oblika izoformi
ljudske AChE, odnosno svaka od ¢etiri moguce izoforme AChE moze zapoceti s jednim od
cetiri razliita egzona E1.2%*" §to utjece na to s kojeg od alternativnih promotora ¢e zapoceti
transkripcija jos nije razjasnjeno, ali smatra se da bi stres mogao biti jedan od ¢imbenika.>® Na

3’ kraju gena nalaze se pseudo-intron (I4") i kripti¢ni intron (I5") te egzoni E5 1 E6 ¢ijim
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alternativnim pridruzivanjem egzonima koji ¢ine jezgru AChE prekrajanjem (engl. splicing)
pred mRNA transkripta tijekom post-transkripcijskih modifikacija nastaju cetiri razlicite
izoforme AChE (slika 2.4B).>***% Ampifatska izoforma AChE-S (S kao sinapticka) jo§ je
poznata i kao T jer je vezana proteinskim repom (engl. tail) za membranu, a zastupljena je u
mozgu i midiénom tkivu.>? Na C (5') kraju nalazi se tzv. T peptid dug 40 aminokiselina koji u
aminokiselinskom slijedu sadrzi cistein $to omogucuje oligomerizaciju globularnih formi
AChE-S i povezivanje nastalih tetramera kako bi nastale asimetri¢ne forme.**2°3%!
Homomerne forme uklju¢uju monomere, dimere 1 tetramere, a heteromerne su vezane za
membranu neuromuskularnih veza pomoc¢u kolagen Q (ColQ) proteinskog repa ili na sinapse
u mozgu putem hidrofobnog proteina koji ima veliki broj prolina u svojoj sekvenci (PRIMA-
proline rich membrane anchor).>*** AChE-E (E — eritrocitna ili H — hidrofobna) je dimerna
izoforma AChE. Na C kraju ima peptid dug 43 aminokiseline koji se naknadno cijepa nakon
14. aminokiselinskog ostatka egzona E5 i povezuje s glikofosfatidilinozitolom pa se AChE-E
pomocéu glikofosfatidilinozitolnog (GPI) sidra veze za membranu eritrocita.”>***° Tre¢a
izoforma AChE-R (R - readthrough) eksprimirana je u velikim koli¢inama u sluéaju
neurodegenerativnih bolesti 1 poremecaja izazvanih stresom dok se tek u manjem postotku
javlja u zdravom tkivu. Nastaje zadrzavanjem pseudo-introna 14' (slika 2.4B). Translacijom
takve mRNA nastaje proteinski produkt kra¢i na C kraju i bez cisteinskog ostatka koji bi mu
omogucio oligomerizaciju pa je AChE-R izoforma isklju¢ivo monomerna 1 topljiva, a
najzastupljenija je u sinaptickoj pukotini.’****" Smatra se da AChE-R ima ulogu u obrani
organizma 1 ublaZavanju nezeljenih posljedica izloZenosti stresu ili drugim Stetnim
faktorima.® U tumorskim stani¢nim linijama ljudskog porijekla pronadena je jo§ jedna
izoforma nazvana AChE-E' iz ¢ijeg je transkripta iskljucen kripti¢ni intron I5' (inace sadrzan
unutar egzona E5 u drugim izoformama), $to daje 36 baza kraci transkript od onog AChE-E
(slika 2.4B).”® Tako su E1 alternativnim egzonima uglavnom kodirane netranslatirjuée regije,
translacijom ljudskih mRNA transkripata koji sadrze hE1d egzon nastaje AChE-S, -E ili -R s
produzenim N krajem (tzv. N-AChE) koji se moZe povezati s plazmatskom membranom
ljudskih stanica $to bi mozda moglo omoguciti vezanje AChE-R za sinapticku membranu bez
pomoéi ColQ ili PRIMA proteina.>®°"*®

NajceSc¢a postranslacijska modifikacija proteina je glikozilacija. Ljudska AChE sadrzi tri
konzervirana asparaginska mjesta vezanja kompleksnih ugljikohidratnih ostataka: Nogs, Naso |

Nass.2>%* Uloga glikozilacije na funkciju AChE jos nije u potpunosti razjasnjena. Za sada se
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zna da je glikozilacija vazna za ucinkovitu biosintezu i izluCivanje AChE iz stanice,
temperaturnu i cirkulacijsku stabilnost enzima te osjetljivost na pojedine inhibitore.®**
Smatra se i da bi glikozilacija mogla utjecati na funkcije koje AChE ima u razvoju i
diferencijaciji stanica.’*®* Medutim, prema sada$njim spoznajama, izostanak glikozilacije na

jednom ili viSe asparagina nema utjecaja na kataliticku aktivnost enzima.

Presinapticki neuron

Acetil koenzim A

<1

Kolin

@ ¢CAT

f: Acetilkolin

@ ® (Ach)

Akson

Kolinergicki

Acetilkolinesteraza
receptor

Postsinapticki neuron

Slika 2.5. Sinteza i hidroliza neurotransmitera acetilkolina (ACh).*® U predsinaptitkom neuronu
acetil-transferaza (ACT) katalizira sintezu ACh iz acetilkoenzima A i kolina uz oslobadanje koenzima
A (1). ACh se pakira u transportne vezikule (2) i izluuje egzocitozom u sinapticku pukotinu (3) gdje
se veze na kolinergicke receptore smjeStene na postsinaptickom neuronu (4). ACh se u sinaptickoj
pukotini hidrolizira pomo¢u AChE (5) te se nastali kolin prenosi prijenosom visokog afiniteta natrag u
predsinapti¢ki neuron (6) gdje se koristi u sintezi ACh.

Uloga AChE u organizmu nije ograni¢ena isklju¢ivo na njenu hidroliticku funkciju
tijekom neurotransmisije (slika 2.5). Naime, AChE je eksprimirana jo§ za vrijeme
embriogeneze, odnosno za vrijeme razvoja embrionalnih neurita i misica, a pronadena je i u
nekolinergickim neuronima odraslih osoba, u hematopoetskim, osteogenim i raznim
neoplasti¢nim stanicama.®? Dakle, potvrdena je njena uloga u neuritogenezi, adheziji, 0dnosno
interakciji medu stanicama, proliferaciji i apoptozi, sinaptogenezi, aktivaciji dopaminskih

neurona, stvaranju amiloidnih vlakana karakteristi¢nih za Alzheimerovu bolest, hematopoezi i
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trombopoezi. Povezuje se i s bolestima mreznice, tj. smatra se da ima ulogu u razvoju

fotoreceptora.®2%%%°

2.1.2. Butirilkolinesteraza

BChE se nalazi u centralnom i perifernom zivéanom sustavu, gusteraci, jetri, crijevima, srcu,
bubrezima, plu¢ima i plazmi, odnosno serumu.*1*?% U odnosu na AChE, ljudsko tijelo
sadrzi 10 puta vise BChE.® Ljudsku BChE &ne 574 aminokiseline (85 kDa), a gen kojim je
kodirana lokaliziran je na 3q26 kromosomu gdje zauzima 70 kb (slika 2.6).**°

Bez obzira $to fizioloska uloga BChE nije esencijalna poput uloge AChE, svejedno je od
iznimne bioloske vaznosti za organizam. Uloga BChE nije bitno izrazena u neurotransmisiji,
ali u odredenim slufajevima moZe zamijeniti AChE u hidrolizi ACh, naravno manje
u¢inkovito. Naime, AChE “knock-out” misevi, iako su pokazivali potesko¢e u fizickom
razvoju, prezivjeli su 21 dan $to pokazuje da u odsutnosti AChE kontrolu razine ACh moze
kratkoro¢no preuzeti BChE.*” Osim spomenute esterazne funkcije BChE ima i aril
acilamidaznu aktivnost ¢ija funkcija joS nije poznata te peptidaznu aktivnost koja se ocituje u
sintezi p-amiloidnih proteina i formiranju p-amiloidnih plakova karakteristi¢nih za
Alzheimerovu bolest.****®® poznato je da ima ulogu i u metabolizmu lipida i lipoproteina te

diferencijaciji Zivéanog tkiva i regulaciji razine ACh u glatkim migi¢ima.'**

120 bp 1,525 bp 167bp 602 bp
s — -
El E2 E3 E4

Slika 2.6. Struktura gena kojim je kodirana ljudska BChE. Gen zauzima 70 kb na kromosomu 3 i
sastoji se od Getiri egzona (E1-E4) te od tri introna.**® Sivo su oznaGene protein kodirajuée regije.

Koliko je do sada poznato, BChE ne podlijeze alternativnom prekrajanju na 3' kraju pa ne
nastaju alternativne izoforme BChE ekspresijom pred mRNA transkripta kojim je kodirana
BChE. Medutim, moguce su toCkaste mutacije (insercije i delecije) i pomaci u okviru Citanja
genetickog koda (engl. frameshift) sto rezultira pojavom od oko 65 poznatih prirodnih inacica
ljudske BChE koje pokazuju razligitu razinu enzimske aktivnosti.? Iako veéina ljudi ima tzv.
uobicajenu BChE, razlikujemo 1 inacice sa smanjenom katalitickom aktivnoscu (atipi¢nu, K, J

i F inacicu), vise od 30 razlicitih tihih (engl. silent) inacica s katalitiCkom aktivnoséu do 2 %
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uobicajene kataliticke aktivnosti te one s poviSenom katalitickom aktivno$¢u u odnosu na
uobi¢ajenu BChE (C5+, Cynthiana i Johannesburg ina¢ica).**** pPojedinci koji imaju neku
od tihih inafica BChE nemaju za zivot opasnih posljedica. Medutim, takve osobe su
osjetljivije na inhibitorno djelovanje organofosforninh (OP) spojeva, a s obzirom da BChE
sudjeluje u metabolizmu velikog broja lijekova i ksenobiotika njihove doze se moraju
ostalog, hidrolizira kokain, aspirin i miSiéni relaksans sukcinildikolin koji se koristi kao
anestetik pa u slu¢aju nedostatka ili smanjene aktivnosti BChE dolazi do pojave produzene
apneje.’** BChE je i jedini enzim u organizmu koji hidrolizira heroin.*** Sudjeluje i u
aktivaciji nekih pred-lijekova pa tako i u biotransformaciji bambuterola u terbutalin koji ima
antiasmati¢ni udinak.***®

BChE se, kao i AChE, javlja u razli¢itim molekulskim formama, uklju¢uju¢i monomere i
oligomere. Na plazmatskim membranama miSiénih stanica, eritrocita 1 limfocita
najzastupljenija je dimerna forma koja je GPI sidrom vezana na membranu. Monomerne i
dimerne forme su zastupljene u mozgu, miSi¢ima i crijevima, a u centralnom Zzivéanom
sustavu i neuro-muskularnim vezama nalaze se ColQ i PRiIMA forme dok je u plazmi, tj.
serumu najzastupljenija tetramerna forma.**4°

Mehanizam hidrolize supstrata i strukturne domene aktivnhog mjesta AChE i BChE su
analogne. Medutim, za aktivno mjesto BChE karakteristicno je da se umjesto
14 aromatskih aminokiselinskih ostataka prisutnih u AChE, ovdje nalazi 6 alifatskih i
8 aromatskih aminokiselinskih ostataka zbog ¢ega BChE ima veéi volumen aktivnog mjesta te
time i viSe prostora za smjeStanje vecih supstrata kao S$to je butirilkolin. Zbog ove razlike u
aminokiselinama AChE i BChE pokazuju razli¢itu osjetljivost prema odredenim

inhibitorima.*34%46

197172 Na devet

BChE je za razliku od AChE visoko N-glikozilirani protein.
aminokiselinskih ostataka asparagina kovalentno su vezani kompleksni ugljikohidrati na koje
otpada ¢ak do 30 % od ukupne mase proteina.*'***"? Tako veliki broj kompleksnih
ugljikohidrata predstavljao je problem pri rjeSavanju kristalne strukture BChE koja je
objavljena tek 2003. godine nakon §to su uvedene visestruke mutacije (asparagina u glutamin)
Gime su se uklonila mjesta za glikozilaciju.*""® Glikozilacija ima ulogu u smatanju,
izluéivanju i stabilnosti proteina opcenito pa tako i BChE, a smatra se da upravo visoki

stupanj glikozilacije omogucava dugotrajnu stabilnost BChE u plazmi, tj. cirkulaciji, gdje je
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najzastupljenija i gdje je njezina aktivnost najizrazenija®®* ">,

Budué¢i da organofosforni spojevi inhibiraju BChE, ona djeluje kao prirodno Ccistilo
organizma od tih spojeva. Zato se danas sve viSe istraZzuje upotreba uobi¢ajene BChE
izolirane iz ljudske plazme ili rekombinantne BChE kao bioloskog Cistila. Takva BChE moze
se primijeniti u obliku profilakse. U slucaju izloZenosti visoko toksi¢nom organofosfornom
spoju djelovala bi kao stehiometrijsko Cistilo pa bi se koncentracija takvog spoja smanjila
stvaranjem ireverzibilnih interakcija s BChE, ¢ime bi se nativna AChE zastitila od

inhibicije.?">"®

2.2. Organofosforni spojevi

Organofosforni (OP) spojevi su esterski, amidni ili tiolni derivati fosforne, fosfonske ili
fosfinske kiseline. Sredisnji fosforov atom OP spoja je peterovalentan, a osim dvostrukom
vezom vezanog kisika ili sumpora, drugi i tre¢i supstituent (R;, Ry) moze biti aromatska ili
alifatska skupina. Cetvrti supstituent koji tvori najslabiju vezu s fosforovim atomom je tzv.
izlazna skupina (L) (slika 2.7A).
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R2 O\P// Y HsC. o
/ \s/\/Nj/ S
X: -0ili -8 VX Sarin
R4, Ry: alkil-, alkoksi-, alkiltio-, aril-,
ariloksi-, mono ili dialkil- amino skupine ﬁ //O
L: -F, -CN, -SR3, -OR3 \/O—P—O@NJ'
| o
o O
\ Paration

Slika 2.7. A) Op¢a formula organofosfornih spojeva. B) Zivéani bojni otrovi (tabun, soman, sarin,
VX) i pesticid paration.

U skupinu OP spojeva pripadaju spojevi s razlicitim fizikalnim, kemijskim, bioloskim i
toksikoloskim svojstvima. Prvi OP spojevi sintetizirani su u 19. stoljecu, ali se je tek

pocetkom 20. stolje¢a spoznalo njihovo pesticidno djelovanje te su se istraZzivanja vezana uz
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OP spojeve razvijala u tom smjeru. Danas je raznolikost OP spojeva velika pa se tu ubrajaju
ziv¢ani bojni otrovi i neki pesticidi (slika 2.7B), ali i razni retardanti, emulgatori, uljni aditivi
i sl.”” OP spojevi stvaraju interakcije sa serinskim esterazama: AChE, BChE, esterazom
povezanom s neuropatskim djelovanjem (NTE), karboksilesterazom (CaE), s tripsinom i
kimotripsinom te s hidrolazama fosfornih triestera: arildialkilfosfatazama, paraoksonazama
(PON) i diizopropil-fluorofosfatazom (DFP).'""® Strukturni su analozi prijelaznog stanja
hidrolize acetilkolina pa djeluju kao jaki ireverzibilni inhibitori serinskih esteraza dok su
supstrati za hidrolaze fosfornih triestera.” Vrlo su lipofilni i moguce je njihovo zadrzavanje u
masnom tkivu, tj. adipoznim stanicama odakle se tijekom vremena mogu otpustati npr. u
slu¢aju izlozenosti organizma stresnim situacijama kao §to su bolest, dugotrajna terapija
lijekovima, povecana fizicka aktivnost, mrSavljenje 1 slicno te tako mogu uzrokovati

reinhibiciju serinskih esteraza.”

2.2.1. Zivéani bojni otrovi

Ziv&ani bojni otrovi su izrazito toksi¢ni OP spojevi Gija je primarna meta u organizmu
sinapticka AChE." Ireverzibilna (progresivna) inhibicija AChE uzrokuje ozbiljne posljedice u
organizmu $to u konacnici moze dovesti do smrti, ovisno o koncentraciji Ziv€anog bojnog
otrova kojoj je organizam izlozen. S obzirom da fosfilirana AChE gubi svoju fizioloSku
funkciju dolazi do nakupljanja acetilkolina te trajne zasic¢enosti i prekomjerne stimulacije
kolinergi¢kih (muskarinskih i1 nikotinskih) receptora u centralnom i perifernom Ziv€anom
sustavu pa se javlja tzv. kolinergicka kriza §to se manifestira pojavom simptoma kao $to su
paraliza migica, napadi i respiratorna depresija (tablica 2.2).%%%® Do pojave simptoma dolazi
ako je inhibirano iznad 50 % sinapticke AChE, a smrt nastupa u slucaju inhibicije vise od 90
% sinaptitke AChE." Zato je u slucaju izloZenosti OP spojevima vrlo vazno pravovremeno
primijeniti terapiju, odnosno prije nego se OP spoj distribuira u organizmu do ciljanih tkiva i
mozga, ili pohrani u adipoznim tkivima.

Prvi Ziv€ani bojni otrov nazvan tabun sintetizirao je 1936. godine njemacki kemicar
Gerhard Schrader, prvotno u potrazi za novim OP pesticidima. Zbog primijecene visoke
toksi¢nosti za ljude razvijena je njegova primjena kao kemijskog oruzja. Isti kemicar
sintetizirao je i sarin 1937., a jos je jedan Nijemac, Richard Kuhn, zasluzan za sintezu somana
1944. godine.”"® Ovi spojevi sintetizirani u Njemackoj pripadaju tzv. G seriji (GA - tabun,

GB - sarin, GD — soman, slika 2.7, tablica 2.3) i vrlo su hlapljivi pa su najopasniji u obliku
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aerosola, odnosno kada se udahnu. Druga skupina Ziv€anih bojnih otrova je tzv. V serija ¢iji
je najznacajniji predstavnik VX sintetiziran 1952. godine u Velikoj Britaniji (slika 2.7,
tablica 2.3). Jednako je toksi¢an i kada se udahne i kada se apsorbira preko koze.®® VX je
ujedno i1 najpotentniji, tj. najtoksicniji ziv€ani bojni otrov jer je za razliku od spojeva G serije
stabilniji, manje hlapljiv, administrira se u organizam jednako ucinkovito i inhalacijom i

preko koze te je duZe postojan u okolisu (tablica 2.3).89%2

Tablica 2.2. Neki od simptoma koji se manifestiraju u organizmu nakon ireverzibilne inhibicije AChE
podijeljeni prema tipu receptora (nikotinski i muskarinski) i stimulaciji centralnog ili perifernog
ivéanog sustava.'®”

Muskarinski simptomi Nikotinski simptomi
Egzokrine zlijezde:
rinoreja
suzenje tahikardija
slinjenje hipertenzija
Peri 0 T znojenje miSi¢na slabost
eriferni ZivCani K -
onvulzije
sustav Glatki misSici: paraliza skeletnih miSica,
abdominalni gréevi ukljucujuéi dijafragmu i
dijareja interkostalne misice

ucestalo uriniranje
bradikardija

Nikotinski i muskarinski simptomi

vrtoglavica
glavobolja

cve v . anksioznost
Centralni Zivéani ——

SUStaV tremor
zbunjenost
pad koncentracije
konvulzije
respiratorna depresija

Tijekom 1940-ih godina u Njemackoj, SAD-u, SSSR-u te kasnije u Libiji i Iraku proizvedena

17,80

je 1 uskladiStena velika koli¢ina Ziv€anih bojnih otrova. Medutim, nema dokaza da su bili

koristeni za vrijeme Il. svjetskog rata, ali se njihova upotreba povezuje s Vijetnamskim i
Zaljevskim ratom sredinom 1990-ih te u novije vrijeme s teroristickim napadima.*”®

Svi ziv€ani bojni otrovi Su Kiralni spojevi. Tabun, sarin i VX imaju jedan kiralni centar na
fosforovom atomu sto znaci da imaju dva izomera (P4 i P-) dok soman ima kiralni centar i na
ugljikovom atomu pinakolilne skupine tako da ima po dva dijastereoizomera, tj. Cetiri izomera
(C+Ps; C.P_ i C_P; CP,).®% Izomeri imaju razliGita toksikologka svojstva i inhibiraju

84,85

kolinesteraze razli¢itom brzinom.” ™ Do razlika dolazi zbog asimetri¢nosti zdrijela aktivnog
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mjesta kolinesteraza, stoga AChE (a i BChE) pokazuje enantioselektivnost preferirajuéi tako

vezanje jednog enantiomera, "

U slucaju tabuna i VX-a pokazanao je da su izomeri S (-)
konfiguracije potentniji i toksi¢niji inhibitori AChE od izomera R (+) konfiguracije.®* Kada se
govori 0 somanu, Benschop i sur. su pokazali da su dijastererecizomeri s (-) konfiguracijom

AChE je za 3-4 reda veli¢ine visa s P_ izomerima nego sa P. izomerima.?*®” Medutim, kada

se govori 0 C,.- P_izomerima, C, P_ izomer oko 2 puta brze inhibira AChE, dok je zato C_ P-
..... 84

Tablica 2.3. Fizikalna, kemijska i toksikoloka svojstva nekih Zivéanih bojnih otrova.®*#
TABUN (GA) SARIN (GB) SOMAN (GD) VX
| @ o o
I
N e J\ HiG” 1 Y0 E\P”O T
NC/ (o) H,;C '4 (@) G L /\S/\/ Y
. L I 1,2,2- O-etil-S-(2-
o Etil-N,N-dimetil I1zopropilmetil L . - et .
Kemijsko ime P : trimetilpropil diizopropilaminoetil)
JesforelleR i esione Uee! metilfosfonotiolat metilfosfonotiolat
Kemijska
form d la CsH11N,0,P; C4H1FO,P C;H16FO,P C11H2NO,PS
Bistra do smeékasta  Bistra teku¢ina,  Bistra tekucina, Gusta bistra do
Izgled, miris tekucina, voénog bez mirisa voénog mirisa ili ~ Zuc¢kasta tekucina,
mirisa po kamforu bez mirisa
Hlapljivost : . . }
(mg/m®, 25°C) 576-610 16400-22000 3060-3900 3-30
Postojanost u Relativno
okolisu 24-36 h (ty,) 2-24 h postojan 2-6 dana
LDso (mg/kg) i
(ljudi)* (p.c.) 14-21 24 5 0,04

p.c. per cutem - preko koze; * procijenjeno prema Zivotinjama

Ziv&ani bojni otrovi su izrazito potentni ireverzibilni inhibitori kolinesteraza.? Mehanizam
interakcije kolinesteraza i zivéanih bojnih otrova analogan je mehanizmu hidrolize supstrata
(slika 2.8).%3%° Tako se pri inhibiciji AChE Zivanim bojnim otrovom, ili bilo kojim drugim
OP spojem, formira pentaedarsko prijelazno stanje, nakon ¢ega slijedi fosfiliranje enzima i
otpustanje izlazne skupine OP spoja.®*®® Razlika izmedu spontane hidrolize supstrata i OP
spoja je u brzini reakcije s vodom, naime deaciliranje AChE je puno brze od defosfilacije koja

je zanemariva (moZe trajati satima, pa cak i danima).®®®
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Organofosforni spoj o) Pentaedarsko prijelazno stanje Vrlo spora
fJ;,ORZ . regeneracija vodom
L— P’ 2 RZO
AN\ OR
Oﬁ“—H\N“N--- H< _ i“ NG 0R1 Oy OH N 1
E H

S

Kataliticka trijada kolinesteraza

Slika 2.8. Mehanizam fosfilacije kolinesteraza Zivéanim bojnim otrovima (analogno i za druge OP
spojeve). L oznacava izlaznu skupinu, a Ry, oznaéavaju supstituente kod organofosfornog spoja.

Nakon fosfilacije kolinesteraza moguce su tri reakcije. Jedna je ve¢ spomenuta spontana
reaktivacija enzima vodom koja je zbog sporosti zanemariva. Druga mogucéa reakcija je
dealkilacija ili starenje enzima pri ¢emu OP-AChE konjugat postaje negativno nabijen §to
onemogucava njegovu reaktivaciju, odnosno nukleofilni napad oksima ili vode. Starenje
VX-AChE konjugata odvija se dealkilacijom alkoksi-supstituenta, tj. tzv. O-dealkilacijom pri
¢emu nastali oksianion formira ionsku vezu s protoniranim histidinom kataliticke trijade Sto
dodatno stabilizira nastali konjugat i onemogucuje reaktivaciju AChE negativno nabijenim

nukleofilima.®®%!

U slucaju tabuna postoje dokazi da do starenja moZe doc¢i osim gore
spomenutom O-dealkilacijom i tzv. N-dealkilacijom (deaminacijom), odnosno cijepanjem P-
N veze (slika 2.9A).%% Pretpostavlja se da do starenja soman-AChE konjugata dolazi tzv.
"push-pull” mehanizmon, a smatra se da je izrazito brzo zbog formiranja tercijarnog karbenija
premjestanjem metilne skupine sa sekundarnog pinakolilnog karbenija (slika 2.9B).}"%%
Brzina dealkilacije razlikuje se ovisno o Ziv€anom bojnom otrovu koji je u konjugatu s AChE,
a ovisi o0 pH i temperaturi. Tako poluvrijeme starenja (ti2) pri pH 7,4 i 37 °C iznosi 19 h za

tabun, 3 h za sarin, 37 h za VX, a za soman svega oko 2,5 min.”®%’

Tre¢a moguca reakcija je
reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza pomocu oksima koji su jaci nukleofili od vode.

Iako je razvoj, proizvodnja, skladiStenje i1 koriStenje ziv€anih bojnih otrova zabranjeno
Konvencijom o kemijskom oruzju koja je stupila na snagu 1993. godine, a ¢ije su potpisnice
velik broj zemalja svijeta, ziv€ani bojni otrovi su i1 dalje velika opasnost i prijetnja za
covjecanstvo. Razne teroristicke skupine ne prezaju od njihovog koriStenja, cemu smo imali

priliku svjedociti, izmedu ostalog, 1995. godine kada se dogodio teroristi¢ki napad u

japanskoj podzemnoj 2eljeznici,98 ali 1 2013. godine u Siriji, a u oba slucaja upotrijebljen je
Jap Y
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sarin. Zbog toga su istrazivanja usmjerena na pronalazenje ucinkovitih protuotrova, ali i

zaStitnih mjera u obliku profilakse, od velikog znacaja.

O-dealkilacija
CHs
A i QN +H
/P\ CH3
CH O‘?‘ R o o
CHj3 3
o o | o o | XS g-NH
NN "HCN \\F’/N\CH tHO
R OH + R TCHy ——= R)Hﬂo/ \ 3 T2 Ostarjeli AChE-tabun konjugati
NH N7 O O .
R ANH W 0
R 2 o -
CH3 CHs &) \P,O e
AChE %) R o R
Tabun AChE-tabun =<} o)
R NH
CHj
N-dealkilacija
B
0 B & R o
I
HsC O—P-F -F P— CHj; H-C CH
R/\QOH +H3c3:} \ C|:H i o/c\:HoﬂN/H&o _’o%\/\o/ﬁ\o- + f\{ ch, —= S 3
R” HeC  CHg ™ ° H?’C%CH ‘R HN- CHs  H,C  CHs HsC  CH3
B
HC Ly, N
AChE Soman AChE-soman OSta”e'lioAniLEts°ma” 2°karbenij 3°karbenij

Slika 2.9. Mehanizam starenja A) AChE-tabun konjugata O- i N- dealkilacijom i B) AChE-soman
konjugata “push-pull” mehanizmom.*"%

2.3. Reaktivatori fosfiliranih kolinesteraza

Fosfilirane kolinesteraze mogu se reaktivirati, odnosno vratiti KkatalitiCku aktivnost,
djelovanjem nukleofila. U slucaju kada je taj nukleofil voda govorimo o spontanoj
reaktivaciji, koja je, kao §to je ve¢ ranije spomenuto, kod fosfiliranih kolinesteraza toliko
spora da je zanemariva. Medutim, 1950-ih je pokazano da hidroksilamin i
nikotinhidroksilaminska kiselina mogu reaktivirati inhibiranu AChE $to je dovelo do
pretpostavke da bi i drugi spojevi koji sadrze ionizacijsku NOH (oksimsku) skupinu mogli
pokazati ucinkovitost u reaktivciji.** Upravo su se oksimi, heteroaromatski spojevi s
kvaternim dusikom i NOH skupinom, pokazali takvima. Naime, nukleofilnim napadom
oksimske hidroksilne skupine na elektrofilni fosforov atom dolazi do kidanja veze izmedu
fosforovog atoma i AChE. Nastaje slobodan enzim i fosfilirani oksim (slika 2.10). Kvaterni
dusik oksima ostvaruje interakcije s aminokiselinskim ostatcima mjesta vezanja kolina u
zdrijelu aktivnog mjesta AChE te tako sudjeluje u pozicioniranju, tj. orijentaciji oksima kako
bi se oksimska skupina, tj. oksimatni anion naSao na S§to optimalnijoj udaljenosti od

fosfiliranog kataliti¢kog serina (5-6 A) da bi moglo do¢i do nukleofilnog napada.
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Oksim Fosfilirani enzim Fosfilirani oksim
.0 L) ..O
. ‘O :0:
N2 T N R W R 0 )
A P omache == o boache = NSo-h, +O=Ache
R H R 4 H SN H V'R
R1 R2 R1 R1 2

Slika 2.10. Mehanizam reaktivacije fosfilirane AChE oksimom. R = aromatski prsten ili
ugljikovodi¢ni lanac, Ry, R, oznacavaju supstituente kod OP spoja.

U drugoj polovici 20. stoljeca sintetiziran je pralidoksim (2-PAM) te biskvaterni spojevi
kao $to su trimedoksim (TMB-4), obidoksim i HI-6 koji su danas u klini¢koj upotrebi kao tzv.

klasiéni reaktivatori inhibiranih kolinesteraza (slika 2.11)."%

Medutim, niti jedan od
spomenutih oksima nije univerzalni reaktivator podjednako ucinkovit u reaktivaciji aktivnosti
kolinesteraza inhibiranih razli¢itim OP spojevima. 2-PAM je djelotvoran u sluéaju inhibicije
AChE sarinom i VX-om, obidoksim u slu¢aju inhibicije sarinom, VX-om i tabunom dok je
HI-6 ucinkovit reaktivator sarinom i VX-om inhibirane AChE, a pokazuje i djelomic¢an u¢inak
u reaktivaciji AChE fosfonilirane somanom.*"® S obzirom da su svi ovi oksimi hidrofilni
kvaterni amonijevi spojevi i kao takvi ne mogu prije¢i krvno-mozdanu barijeru njihov u¢inak
je ogranien uglavnom na periferni zivéani sustav. Koncentracija spomenutih oksima u
mozgu ne prelazi 10 % njihove koncentracije u plazmi tako da mogu reaktivirati tek mali dio
inhibirane AChE u mozgu.® Danas su sintetizirani i istrazuju se spojevi (oksimi) dizajnirani s
ciljem da prolaze krvno-mozdanu barijeru i djeluju kao ucinkoviti reaktivatori inhibiranih
kolinesteraza.***%1% Qsim §to nisu jednako uginkoviti reaktivatori kolinesteraza inhibiranih
razli¢itim OP spojevima, oksimi nisu ni dovoljno jaki nukleofili kako bi mogli reaktivirati
ostarjeli OP-AChE konjugat. K tome mogu biti toksi¢ni, a moguce je da stvaraju i interakcije
s drugim makromolekulama u organizmu sto dodatno ograni¢ava njihovu primjenu u terapiji
trovanja OP spojevima.'’®!

Reaktivacijski u¢inak oksima osim o strukturi oksima ovisi i o strukturi konjugata OP
spoja i kolinesteraze. Slaba ucinkovitost oksima u slu¢aju inhibicije tabunom je i danas
predmet istrazivanja. Jedan od razloga je supstituirana amino skupina tabuna koja stericki
zaklanja pristup oksimske skupine k elektrofilnom fosforu tabuna vezanog na kataliticki

serin.’® Takoder, zbog slobodnog elektronskog para duSika amino skupine moguce je

stvaranje rezonancijskih struktura tabuna pa oksimska skupina vjerojatno nije dovoljno jak
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nukleofil da reaktivira takve strukture konjugata.* Isto tako, pomak fenilalanina na polozaju
338 (mjesto vezanja kolina) pri formiranju tabun-AChE konjugata smanjuje volumen
aktivnog mijesta i utjeGe na smjestanje oksima.**'® Tako se HI-6 ne moZe optimalno
pozicionirati da bi bio uspjeSan reaktivator tabun-AChE konjugata. Steri¢ke smetnje uzrokuje
I supstituirana razgranata pinakolilna skupina somana, ali u slu¢aju reaktivacije soman-AChE

konjugata pimarni problem je brzo starenje tog konjugata.'®

| oS HON™ 7 Z | ~NOH
ZNT NN
SNOH — 2-PAM TMB-4
NH,
7 = | o] HON™ | o ) TNOH
X N+\/O\/ X /N+\/O\/N+/
NS
NOH  HI-6 Obidoksim

Slika 2.11. Struktura klasi¢nih reaktivatora (oksima) inhibiranih kolinesteraza koji su dozvoljeni za
klinicku upotrebu.

Budu¢i da su oksimi uglavnom dizajnirani kako bi sa $to ve¢om ucinkovitos¢u reaktivirali
AChE vrlo malo ih je uspjesno u reaktivaciji fosfilirane BChE. Stoga je pronalazak
uéinkovitog reaktivatora BChE vrlo aktualno polje istrazivanja budué¢i da BChE djeluje kao

prirodno ¢istilo organizma od OP spojeva $to se moze iskoristiti u profilakticke svrhe.

2.4. Terapija u slu¢aju trovanja organofosfornim spojevima

Ucinkovitost terapije u slucaju trovanja OP spojem ovisi 0 njenoj pravovremenoj primjeni.
Budu¢i da klasicni oksimi koji su dozvoljeni za klinicku upotrebu, ne prelaze
krvno-mozdanu barijeru terapija se mora primjeniti prije nego se inhibira sinaptiCka AChE
¢ija je funkcija esencijalna za zivot. Brzo starenje OP-AChE konjugata, osobito onog sa
somanom i razli¢ita ucinkovitost oksima u reaktivaciji AChE obzirom na OP spoj kojim je
enzim inhibiran, dodatno ogranicava period primjene terapije i njenu djelotvornost. Terapija

koja se danas koristi u slu¢aju izlozenosti OP spoju sastoji se od primjene antikolinergika
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(atropina), oksima i antikonvulziva. Atropin (slika 2.12) djeluje kao antagonist muskarinskih
receptora te neutralizira simptome trovanja koji potjeCu od hiperstimulacije muskarinskih
receptora i nema utjecaja na nikotinske receptore.’’’ Nazalost, atropin slabo prelazi
krvno-mozdanu barijeru, a u ve¢im dozama je i sam toksiCan te uzrokuje konvulzije i

kardio-respiratorne smetnje."

CHs i

N
: \/3
S AR
O
HO

Atropin Diazepam

Slika 2.12. Strukture antikolinergika atropina i antikonvulziva diazepama.

Od cetiri spomenuta klasi¢na oksima dozvoljena za klinicku i vojnu upotrebu (slika 2.11)
2-PAM se preferentno koristi u SAD-u i Velikoj Britaniji, TMB-4 u vecini europskih zemalja,
a HI-6 u Svedskoj i Kanadi.'"®" Uz atropin i oksim administrira se i antikonvulziv. Za sada je
odobren diazepam (slika 2.12), medutim uskoro bi se mogao zamijeniti midazolamom za
kojeg istrazivanja pokazuju da ima bolju ucinkovitost." Zbog potrebe za brzom
administracijom terapije nakon izlozenosti OP spoju razvijeni su autoinjektori koji sadrze
kombinaciju atropina i jednog od &etiri klasi¢na oksima.®* Prvenstveno su namijenjeni za
primjenu u vojsci i u situacijama kada se moze ocekivati izlozenost OP spoju (npr. u

poljoprivredi i sl.).

Budu¢i da ne postoji univerzalni reaktivator fosfiliranih kolinesteraza i da je vrijeme
primjene terapije kljucno za njeno djelovanje, primjena profilaktika koji bi zastitili nativnu
AChE od inhibicije u sluCajevima kada se moZze ocekivati izloZenost ziv€anim bojnim
otrovima ili drugim OP spojevima, ¢ini se kao logi¢an izbor. Upotreba profilaktika povecala
bi i uspjesnost naknadno administrirane terapije. Profilaksu je moguce ostvariti na dva nacina:
pomocu antiacetilkolinesteraznih sintetskih ili prirodnih spojeva (liganada) te primjenom

egzogenih enzima koji djeluju kao bioloska Cistila organizma od OP spojeva.
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2.4.1. Ligandis kratkodjelujucim antiacetilkolinesteraznim ucinkom

Kao ligandi s kratkodjelujuéim antiacetilkolinesteraznim uéinkom istrazuju se razliciti
sintetski ili prirodni spojevi koji djeluju tako da kratkoro¢no inhibiraju nativhu AChE S$to
onda onemogucava vezanje OP spoja (slika 2.13). Takvi spojevi mogu stvarati kovalentne
interakcije s AChE, kao npr. karbamati. Medutim, za razliku od defosfilacije, dekarbamilacija
je reltivno brza i acetilkolinesterazna aktivnost se ubrzo spontano reaktivira.'®® Profilakti¢ni
ucinak prirodnog karbamata fizostigmina (iz biljke Physostigma venenosum) koji se koristi u
medicini za lije¢enje Myastheniae gravis, kao i sinteticCkog karbamata neostigmina, poznat je
ve¢ duze vrijeme. Medutim, iako su ovi spojevi djelotvorni u slucaju izloZenosti nekolicini
OP spojeva, tek se karbamat piridostigmin pokazao ucinkovitim profilaktikom i u slucaju
izlozenosti somanu.’”*® Stoga je danas za koriStenje U vojsci odobren upravo
piridostigmin.t"*?"1% Pprofilakticka ucinkovitost piridostigmina poveéava se s poveéanjem
doze, ali se takoder povecavaju 1 nezeljene nuspojave (veéinom gastrointestinalnog
tipa).}"1%"1% problem se djelomicno rijeSio kombiniranjem piridostigmina s antikolinergicima
triheksifinidilom i benaktizinom. Proizvod je nazvan PANPAL i upotrebljava se samo u
&eskoj vojsci.’® Dobra uginkovitost ove kombinacije, uz primjenu terapije nakon izloZenosti
ziv€éanom bojnom otrovu, pokazala se djelotvornom ne samo u slucaju somana nego 1 VX-a,

106,110

tabuna, sarina i ciklosarina. Medutim, piridostigmin ne prelazi krvno-mozdanu barijeru

pa je njegovo profilakti¢no djelovanje ograni¢eno na periferni ziv€ani sustay, 100107110
Istrazuju se i spojevi koji stvaraju nekovalentne interakcije s AChE, tj. djeluju kao
reverzibilni inhibitori, a s obzirom na mjesto interakcije s AChE mogu biti kompetitivni i
nekompetitivni. Kompetitivni inhibitori se natjeu s OP spojem za vezanje u kataliticko
mjesto AChE. Uspjesnost vezanja ovisi o afinitetu AChE prema spoju. Nekompetitivni
inhibitori se vezu u periferno mjesto AChE. U oba slucaja dolazi do promjene konformacije
enzima $to onemogucava smjestanje OP spoja u aktivno mjesto AChE. Neki od reverzibilnih
inhibitora AChE koji se istrazuju kao potencijalni profilaktici su ve¢ u primjeni kao lijekovi
za lijeCenje Parkinsonove ili Alzheimerove bolesti. To su npr. fizostigmin (eserin), donepezil,
rivastigmin, huperzin A i galantamin.*****2 Najzanimljiviji je biljni alkaloid galantamin
(naden u visibabi, amarilusu, sunovratu i ljiljanu) koji djeluje kao kompetitivni inhibitor
AChE.*!? prelazi krvno-mozdanu barijeru, terapeutske doze nisu toksi¢ne, a ujedno ima i
neuroprotektivna svojstva (nikotinski alosteric¢ki ligand) te $titi mozak od neurodegeneracije

112,113

prouzrokovane somanom. Vrijeme poluzivota galantamina u cirkulaciji je prilicno dugo,
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do 7 h, a moguca je i oralna primjena, medutim jo$ uvijek nije odobren za upotrebu kao

profilaktik. '
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Slika 2.13. Djelovanje profilaktika u sludaju izloZenosti OP spojevima.?® A) bez primjene profilaktika
OP spoj ulazi u krvotok i distribuira se u periferni Zivéani sustav (PZS) i centralni Zivéani sustav
(CZS) gdje fosfilira AChE. Endogeno biolosko ¢istilo (npr. BChE) na sebe veZe mali dio OP spoja, ali
nedovoljno da se zastiti nativna AChE od inhibicije. B) vezanjem liganda koji ima kratkodjelujuc¢e
antiacetilkolinesterazno svojstvo aktivnost AChE je reverzibilno inhibirana $to onemogucava njenu
fosfilaciju OP spojem. Pretpostavka je da ¢e takvi ligandi prije¢i krvno-mozdanu barijeru te zastititi
sinapticku AChE od inhibicije.

Oksimi su takoder potencijalni profilaktici. Djeluju kao reverzibilni inhibitori AChE, a

njihovom primjenom se ujedno osigurava i odredena koncentracija antidota u cirkulaciji prije

81,106,110,114

izloZenosti OP spoju. Kratko zadrzavanje u cirkulaciji, doziranje, toksi¢nost 1

nemogucnost prelaska krvno-mozdane barijere su problemi na kojima jo§ treba poraditi.17’106
Medutim, za upotrebu u ¢eskoj i1 slovackoj vojsci odobren je HI-6 koji se administrira pomocu

flastera zalijepljenog na kozu (TRANSANT).'81%
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2.4.2. Bioloska cistila

Alternativa kratkodjeluju¢im antiacetilkolinesteraznim ligandima Su egzogeni enzimi,
humanog ili drugog porijekla (bakterijskog/fungalnog) koji bi neutralizirali OP spojeve jos$ u
krvotoku, prije nego ostvare interakcije sa sinaptickom AChE, tj. prije nego se distribuiraju u
organizmu ili pohrane u adipoznom tkivu.

Za razliku od kratkodjelujucih liganada, toksi¢nost bioloskih ¢istila je zanemariva, ali bi
administracija vece koli¢ine egzogenog enzima mogla poremetiti neke metabolicke procese, a
u slucaju administracije enzima koji nisu humanog porijekla treba imati na umu i mogucéi
imunoloski odgovor organizma.?® Taj problem moguée je rijesiti pegilacijom (dodavanjem
polietilen-glikolnih adukata) ili inkluzijom enzima koji nisu humanog porijekla u

nanospremnike. 20

Djelovanje bioloskih c¢istila mora biti brzo, ireverzibilno i specificno
prema OP spojevima.”* Ne smiju utjecati na metabolicke procese i njihova primjena ne bi
smijela biti toksi¢na za organizam, a zadrZavanje u cirkulaciji mora biti §to duze.”* Upotrebom
takvih  bioloskih  Cistila izbjegle bi se nuspojave povezane s  koriStenjem

21,115

antiacetilkolinesteraznih liganada kao profilaktika. Razlikujemo stehiometrijska,

kataliticka i pseudokataliticka Cistila (slika 2.14).

Stehiometrijska cistila Su egzogeni enzimi koji ostvaruju ireverzibilne interakcije s OP
spojevima i to u omjeru 1:1, tj. jedna molekula enzima fosfilira se jednom molekulom OP
spoja (slika 2.14A). Na taj se nacin koncentracija OP spoja u krvotoku snizi, ali i enzim ostaje
trajno inhibiran. Da bi u¢inak stehiometrijskog Cistila bio djelotvoran takav enzim se mora
primijeniti u visokoj koncentraciji, jer OP spoj mora biti uklonjen unutar jednog
cirkulacijskog perioda, §to je kod Eovjeka oko 7 min*' Kako bi se izbjegla moguénost
imunoloskog odgovora organizma na primjenu egzogenih enzima najviSe se istrazuje
upotreba ljudske BChE. Kao S§to je ve¢ spomenuto, BChE je slicna AChE, podlozna je
fosfilaciji te kao takva djeluje i kao prirodno endogeno C¢istilo organizma od OP spojeva.
Medutim, njena koncentracija u krvotoku (oko 50 nM) nije dostatna kako bi se zastitila
sinapticka AChE od inhibicije smrtonosnim dozama OP spojeva. Ljudska BChE brzo se
inhibira VX-om, somanom, tabunom i sarinom, a poluvrijeme cirkulacije u krvotoku (ty.) je
12 do 15 dana.'*® Primarni izvor BChE za egzogenu upotrebu je ljudska plazma. Doza od
200 mg/70 kg djeluje profilakti¢ki u slucaju izlozenosti dozi 2-5 x LDsg Ziv¢anih bojnih
otrova.” Istrazivanja na Zivotinjama pokazala su da bi administracija ve¢e doze ljudske BChE

pruzila zastitu od izloZenosti do 5,5 x LDsy somana i 8 x LDsy VX-a.'*® S obzirom da je
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izolacija i proc¢is¢avanje ljudske BChE iz plazme prili¢no skupo, a i koli¢ina plazme ovisi o
dostupnim donorima, istrazivanja su se usmjerila na rekombinantnu ljudsku BChE koja se

3118 stanice vinske

moze proizvesti u ekspresijskim sustavima kao $to su CHO stanice,
musice,™® larvama dudovog svilca,?* duhanu® i transgeni¢nim kozama (mlijeko)?. Za razliku
od ljudske BChE izolirane iz plazme koja je tetramer, rekombinantna ljudska BChE
eksprimirana u mlijeku transgeni¢nih koza je uglavnom dimer.?* Njeno vrijeme cirkulacije u
krvotoku je znatno krace (sati, a ne dani) zbog nizeg stupnja oligomerizacije i promjena u
glikozilaciji pa ju je potrebno pegilirati.?*®* Americka agencija za hranu i lijekove (FDA)
odobrila je koristenje BChE izolirane i proc¢is¢ene iz ljudske plazme pa je ona danas uvedena
u primjenu kao profilaktik u americkoj vojsci, a od 2005. godine odobrena je i upotreba
pegilirane rekombinantne ljudske BChE proizvedene u mlijeku transgeni¢nih koza.?
Proizvod je komercijalno dostupan pod imenom Protexia®.?> Moguéa je ekspresija i ljudske
rekombinantne AChE u duhanu, a pegilirani enzim pokazuje veéu ucinkovitost kao Cistilo i
vecu stereoselektivnost prema toksiénim izomerima somana, tabuna i VX-a od BChE, §to
onda smanjuje koncentraciju enzima koju je potrebno administrirati da bi enzim djelovao kao
Eistilo. %2 Medutim, primjena rekombinantne ljudske AChE za sada nije zaZivjela.
Katalitickim cistilima nazivaju se enzimi koji mogu hidrolizirati OP spoj jo$ u krvotoku,
prije nego se distribuira u organizmu (slika 2.14B). Prednost katalitickih ¢istila, u odnosu na
stehiometrijska, je u tome $to niZa koncentracija takvog enzima moze zastititi nativnu AChE
od fosfilacije, jer jedan enzim neutralizira (razgradi) vise molekula OP spoja. Postoji nekoliko
ljudskih enzima za koje su OP spojevi supstrati, a koji se istrazuju kao potencijalna kataliti¢ka
Cistila: paraoksonaza 1 (PON1) iz plazme, eritrocitna i jetrena prolidaza, jetrena
karboksilesteraza (CaEl), jetreni marker starenja (SMP-30) i citosolne aminopeptidaze
(AMPP).1826110122 poN 1 jma fosfotriesteraznu, laktonaznu i arilesteraznu aktivnost.
Sintetizira se u jetri, a krvotokom cirkulira u kompleksu s HDL-om (“high-density”

lipoproteinom). Hidrolizira nekolicinu OP spojeva velikom brzinom, enantioselektivna je te

.....

. VT . 123,124
préema manje toksi¢nim izomerima somana.

Povecanje kataliticke aktivnosti PON1 za 10
do 100 puta bilo bi dovoljno da ucinkovito djeluje kao Cistilo u slucaju izlozenosti razli¢itim
ziv€anim bojnim otrovima, stoga se istrazuju mutacije koje bi omogucile povecanje
kataliticke aktivnosti.*® PON1 se moze isto kao BChE izolirati iz plazme, ali kako je u

kompleksu s HDL-om izolacija je komplicirana i skupa, a izolirani enzim nestabilan.''%*%1%°
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Ekspresija rekombinantne ljudske PON1 moguéa je u E. coli*®

a takav je enzim potrebno
konjugirati s HDL-om kako bi bio stabilan i pegilirati kako bi se produzilo vrijeme cirkulacije
u krvotoku'®??. Medu istrazivanim enzimima je i ljudska prolidaza koja hidrolizira Ziviane
bojne otrove G-serije udinkovitije nego PON1.°" Strukturno je slina bakterijskim
fosfotriesterazama (PTE), a rekombinantni enzim moguce je eksprimirati u S.
cerevisiae i E. coli.'®?*! Bakterijske fosfotriesteraze (PTE), diizopropilfluorofosfataza (DFP-
aza) izolirana iz lignje, bakterijske prolidaze, fungalne lakaze, i hem-kloroperoksidaze takoder

hidroliziraju OP spojeve.'®%'?2 Qv

enzimi su zanimljivi jer je moguca njihova primjena i u
biotehnoloske svrhe, npr. pri uniStavanju zaliha zivcanih bojnih otrova, dekontaminaciji tla,
odjeée i vode.®® Neki od njih su se pokazali i djelotvornim katalitickim &istilima kao npr.
lakaze koje u¢inkovito hidroliziraju VX, kao i hem-kloroperoksidaze, te bakterijske PTE koje
su ucinkovite u hidrolizi paraoksona, sarina, somana i VX-a%1% pTE pokazuju
stereoselektivnost pa se istrazuju inadice PTE s razli¢itim mutacijama koje bi favorizirale
toksi¢nije izomere Ziv&anih bojnih otrova.”® S obzirom da su to enzimi koji nisu humanog
porijekla problem je pojava imunoloskog odgovora i kratko vrijeme cirkulacije pa ih je
potrebno pegilirati, odnosno inkapsulirati. Tako inkapsulirana PTE ima vrijeme cirkulacije do

nekoliko tjedana.'*®

AChE 1 BChE takoder je moguce, uvodenjem mutacija, transformirati u
kataliticka Cistila. Ta ideja potekla je od Jarv-ove hipoteze da za ucinkovitu reakciju s
fosfiliranom kolinesterazom nukleofil mora biti smjesten u blizini oksianionske Supljine tako
da moze ili aktivirati molekulu vode ili ¢e on sam izvesti nukleofilni napad i pocijepati vezu
izmedu fosforovog atoma i kolinesteraze.'?® Prva istraZivana ina¢ica bila je ona ljudske BChE
gdje je glicin na polozaju 117 mutiran u histidin (G117H) te je tako uveden drugi nukleofil.
Ta inacica BChE moze sporo hidrolizirati paraokson, sarin, VX 1 jo§ neke OP spojeve, ali ne i

soman zbog brzog starenja soman-ChE konjugata.'®%!?!

Nakon ovog pokusaja s BChE
napravljeno je joS Sezdesetak inaCica AChE i BChE, ali niti jedna se nije pokazala
uc¢inkovitijom u hidrolizi OP spojeva od ionako slabo ucinkovite G117H inacice ljudske
BChE. Zbog velike raznolikosti OP spojeva, razliCite specificnosti i afiniteta AChE i
katalitickih Cistila prema enantiomerima OP spojeva nemoguce je izdvojiti jedan enzim kao
ucinkovito Kkataliticko Cistilo u slucaju izloZenosti razli¢itim OP spojevima.66 Veca
djelotvornost bi se mogla posti¢i administracijom kombinacije viSe razli¢itih enzima. Takve
kombinacije enzima mogle bi se proizvoditi u obliku dekontaminacijskih otopina, ugraditi u

zaStitnu opremu ili razliite preparate za primjenu preko koze, Sto bi bilo korisno za
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medicinsko osoblje, policiju, vatrogasce ili bilo koju profesiju, u slu¢ajevima kada se sumnja

na mogucu izlozenost OP spojevima.
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Slika 2.14. Djelovanje profilaktika u slu¢aju izlozenosti OP spojevima.?® A) stehiometrijsko &istilo
veze OP spoj u krvotoku (1:1) $to sprjeava fosfilaciju AChE u PZS i CZS. B) kataliticko &istilo
hidrolizira OP spoj u krvotoku prije nego se distribuira u PZS i CZS. C) primjena egzogenog enzima u
kombinaciji s oksimom omogucuje cikli¢ku fosfilaciju i reaktivaciju tog enzima te razgradnju OP
spoja u krvotoku.

Kao pseudokataliticka cistila primjenjuju se egzogeni enzimi koji ¢e se fosfilirati OP
spojem, u kombinaciji s oksimom koji ¢e reaktivirati taj enzim (Slika 2.14C).
Pseudokataliticka cistila su u stvari stehiometrijska Cistila primjenjena u kombinaciji s
oksimom $to im omogucava ponovljivo djelovanje jer se nastali konjugat reaktivira pomocu
oksima c¢ime se aktivnost enzima regenerira. U svrhu pronalazenja ucinkovitih
pseudokatalitickih Cistila istrazuju se razne kombinacije oksim—enzim parova. Od enzima se
preferiraju oni ljudskog porijekla (npr. BChE), ¢ija je brzina fosfilacije OP spojem reda
veli¢ine ili vec¢a od brzine fosfilacije nativne AChE. Dizajniran je veliki broj inacica AChE, a

od iznimne je vaznosti istrazivanje mutacija koje bi omogucile usporavanje starenja, posebice
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konjugata sa somanom. Uz to se kontinuirano istrazuju novi oksimi kao potencijalni
reaktivatori koji bi ucinkovito i brzo reaktivirali inhibiranu enzimsku komponentu
pseudokatalitiCkog Cistila. Prvotno se BChE nije pokazala kao dobar izbor za
pseudokataliticko ¢istilo jer su klasiéni oksimi uglavnom namjenjeni reaktivaciji AChE te je
reaktivacija BChE-OP konjugata tim spojevima bila neuginkovita."*® Medutim, istraZivanjem
reaktivacije fosfilirane BChE nekim novije sintetiziranim piridinijevim oksimima ipak se
potvrdio njen potencijal kao pseudokatalitikog ¢istila.'*® Zato je interes za dizajniranje
oksima specificnih za reaktivaciju BChE inhibirane OP spojevima u porastu. Neki od
novosintetiziranih nepiridinijevih oksima pokazali su se kao vrlo ucinkoviti reaktivatori
VX-om, ciklosarinom i paraoksonom inhibirane BChE, ali ipak manje ucinkoviti u slu¢aju
inhibicije tabunom i sarinom.’* Sit i sur. su nedavno sintetizirali seriju neutralnih
imidazolijevih oksima koji mogu prije¢i krvno-mozdanu barijeru.”* Pokazano je da su neki
od tih oksima ucinkoviti reaktivatori sarinom, ciklosarinom, VX-om i paraoksonom
inhibirane BChE, ali i AChE, a njihov potencijal da prelaze krvno-mozdanu barijeru dodatno
bi unaprijedio terapijski u¢inak u slucaju izloZenosti nekim od tih Ziv&anih bojnih otrova.®
Mutacijom aminokiselinskih ostataka u aktivnom mjestu AChE dobivene su inalice S
karakteristikama kao $to je povecana brzina fosfilacije 1/ili reaktivacije, usporeno starenje
OP-enzim konjugata te inacice enzima s kombinacijom tih karakteristika.?**3* Takvi enzimi
su se u kombinaciji s oksimom pokazali kao manje ili viSe u¢inkoviti pseudokataliticki sustavi

30134138 | dentificirano je i nekoliko inagica AChE
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u slucaju razgradnje razli¢itih OP spojeva.
koje usporavaju starenje njihovih konjugata sa somanom. Najucinkovitijom se pokazala
inatica AChE u kojoj je fenilalanin kolinskog mjesta na polozaju 338 mutiran u alanin
(F338A).2"%97139 T3 mutacija lako se kombinira s mutacijom tirozina 337 kolinskog mjesta u
alanin (Y337A) kojom se povecava volumen aktivnog mjesta enzima s§to bi moglo dovesti do
brze reaktivacije fosfilirane inacice oksimom.* Dakle, kombinacija te dvije mutacije trebala
bi rezultirati usporenim starenjem konjugata sa somanom i povecanjem brzine njegove
reaktivacije oksimom. Isto tako, pronalazenje oksima koji bi u¢inkovito reaktivirao i egzogeni
enzim i nativne kolinesteraze dodatno bi unaprijedilo u¢inak pseudokatalitiCkog Cistila. Stoga
je istrazivanje oksimom potpomognute enzimske razgradnje OP spojeva vrlo atraktivno

podrucje istrazivanja.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Pufer, supstrat, reagens, otapalo

U pokusima je koristen 0,1 mol dm™ natrijev fosfatni pufer pH 7,4 pripremljen titracijom
0,1 mol dm? otopina soli Na;HPO,4 i NaH,PQ,, pri 25 °C. Za odredivanje pH koriSten je
pH-metar SevenEasy pH s InLab® 413 elektrodom (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska), koji je
bazdaren standardnim otopinama pufera pH 4,01 = 0,02, pH 7,00 + 0,02 i pH 9,21 + 0,02
(Mettler-Toledo GmbH, Svicarska).

Kao supstrat kolinesteraza koriSten je acetiltiokolin-jodid (ATCh; Sigma-Aldrich, SAD).
Ishodna otopina supstrata koncentracije 10 ili 20 mmol dm™ kao i sva dodatna razrjedenja
pripremljeni su otapanjem u destiliranoj vodi neposredno prije pokusa. Konaéna koncentracija
ATCh u pokusima bila je 1 mmol dm,

Otopina 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeve  kiseline (DTNB) (Sigma-Aldrich, SAD),
koncentracije 6 mmol dm™, koristena je za odredivanje aktivnosti enzima Ellmanovom
metodom™®, a priredena je u 0,1 mol dm™ natrijevu fosfatnom puferu pH 7,4. Konacna
koncentracija DTNB-a u pokusima bila je 0,3 mmol dm™.

Dimetil-sulfoksid (DMSO, Kemika, Zagreb) koriSten je za otapanje nekih JAR oksima.
Kona¢ni postotak DMSO-a u pokusima bio je manji od 1 %.

Sve koriStene kemikalije bile su analiti¢ke Cistoce.

3.2. Enzimski preparati

Rekombinantna ljudska AChE i inacice ljudske AChE pripremljene su na Sveucilistu u

28,101 ¥ oristene su inacice AChE

Kaliforniji, San Diego, SAD prema ranije opisanoj proceduri.
s mutiranim aminokiselinskim ostatcima u mjestu vezanja kolina: inac¢ica s mutacijom u kojoj
je tirozin na polozaju 337 mutiran u alanin (Y337A) te inadica S mutacijom tirozina na
polozaju 337 u alanin i fenilalanina na polozaju 338 u alanin (Y337A/F338A). Pripremljeni
enzimski preparati su visoke ¢istoce i monomerni. Proc¢is¢enu oligomernu BChE izoliranu iz
ljudske plazme (uobicajena inacica) donirao je United States Army Medical Research Institute

of Chemical Defense (USAMRICD), Edgewood, SAD.
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Razrjedenja enzima priredena su neposredno prije pokusa u 0,1 %-tnoj otopini albumina
govedeg seruma (Sigma-Aldrich, SAD) pripremljenoj u fosfatnom puferu.

Za ex Vivo pokuse koriStena je heparinizirana ljudska venska krv. Uzorke su donirali
zaposlenici Jedinice za biokemiju i organsku analitiCku kemiju Instituta za medicinska
istrazivanja i medicinu rada. Krv poslije nije dodatno tretirana. Uzorci su ¢uvani na +4 °C do

upotrebe te nisu dodatno razrjedivani.

3.3. Inhibitori kolinesteraza

Ziv&ani bojni otrovi, tabun (etil-N,N-dimetilfosforamidocijanidat), soman (1,2,2-trimetilpropil
metilfosfonotiolat) i VX (O-etil-S-(2-diizopropilaminoetil)metil fosfonotiolat) kupljeni su od
NC Laboratory, Spiez, Svicarska.

Ishodne otopine tabuna, somana i VX-a (5000 pg ml™) pripremljene su u izopropilnom
alkoholu i ¢uvane pri +4 °C, dok su daljnja razrjedenja priredena u destiliranoj vodi
neposredno prije pokusa.

Selektivni inhibitor AChE, BW284C51 (1,5-bis(4-alildimetil-amonijfenil)pentan-3-on
dibromid) kao i etopropazin, selektivni inhibitor BChE, kupljeni su od Sigma-Aldrich, SAD.
Ishodne otopine BW284C51 i etopropazina koncentracije 1 i 0,5 mmol dm™ napravljene su u
destiliranoj vodi te su ¢uvane pri +4 °C. Konac¢na koncentracija BW284C51, odnosno

etopropazina u pokusu bila je 0,01 tj. 0,02 mmol dm™.

3.4. Oksimi

Za ovo istrazivanje odabrano je, na temelju odredenih preliminarnih istrazivanja (iz serije od
stotinjak novih oksima), 15 JAR oksima uz 2 klasi¢na oksima (HI-6 i 2-PAM). Odabrani
oksimi mogu se podijeliti na piridinijeve, piridinio-imidazolijeve i imidazolijeve oksime, od
kojih svi bisoksimi imaju triazolski prsten u poveznici. Strukture ispitivanih oksima, njihova
imena i kratice prikazane su u tablici 3.1.

Oksim HI-6 kupljen je od United States Biological, Swampscott, SAD, a 2-PAM od
Sigma, SAD. Novi JAR oksimi dizajnirani su prema strukturi aktivnog mjesta AChE i
sintetizirani su na The Scripps Research Institute, La Jolla, California, SAD. Oksimi s

triazolskim prstenom sintetizirani su klik-kemijskom reakcijom, odnosno cikloadicijskom
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reakcijom kataliziranom bakrom, izmedu azidnih i alkinskih strukturnih jedinica.2**'*® Syi

navedeni spojevi bili su analiticke CistocCe.

Ishodne otopine oksima (10 mmol dm™ ili 100 mmol dm®) priredene su u destiliranoj vodi
(HI-6, 2-PAM,), puferu (JAR288A, JAR288B, JAR288C, JAR1-47A, JAR1-81A) ili
DMSO-u (JAR2-22B, JAR2-28B, JAR-153, JAR3-289-28, JAR2-168, JAR2-155,
JAR2-175, JAR2-167, JAR2-177, JAR2-183) te su ¢uvane pri +4 °C. Daljnja razrjedenja

oksima nacinjena su neposredno prije pokusa.

Tablica 3.1. Strukture i kemijska imena istrazivanih oksima.

4-karbamoil-1-[2-(hidroksiiminometil)piridinio-1-
ilfmetoksimetil]piridinijev diklorid

2-hidroksiminometil-1-metilpiridinijev klorid

2-hidroksiminometil-1-propilpiridinijev klorid

1-butil-2-(hidroksiiminometil)piridinijev klorid

2-hidroksiiminometil-1-pentilpiridinijev klorid
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Tablica 3.1. Nastavak.

=
y __NOH

|
+
cr

1-heksil-2-(hidroksiiminometil)piridinijev klorid

3-hidroksiiminometil-1-(pent-4-in-1-il)piridinijev klorid

1-[4-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)but-1-il]-2-
(hidroksiiminometil)piridinijev klorid

2-hidroksiiminometil-1-[[2-[3-[2-
(hidroksiiminometil)piridinio-1-il]propil]-1H-1,2,3-triazol-4-
iletil]piridinijev diheksafluorofosfat

2-hidroksiiminometil-1-[[1-[2-[4-
(hidroksiiminometil)piridinio-1-il]etil]-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetil]piridinijev diheksafluorofosfat
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Tablica 3.1. Nastavak.

1

N
\

2-hidroksiiminometil-3-metil-1-[[1-[2-[4-
(hidroksiiminometil)piridinio-1-il]etil]-1H-1,2,3-triazol-4-
illetillimidazolijev diklorid

/NOH
AN
|
N+
“N

P

2-hidroksiiminometil-3-metil-1-[[1-[3-[2-
(hidroksiiminometil)piridinio-1-il]propil]-1H-1,2,3-triazol-4-
illetil]limidazolijev diheksafluorofosfat

2-hidroksiiminometil-3-metil-1-[[4-[2-[2-
(hidroksiiminometil)piridinio-1-il]etil]-1H-1,2,3-triazol-1-
illpropil]imidazolijev diheksafluorofosfat

2-hidroksiiminometil-3-metil-1-[[4-[2-(2-
hidroksiiminometil-3-metilimidazolio-1-il)etil]-1H-1,2,3-
triazol-1-il]propil]imidazolijev diheksafluorofosfat
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Tablica 3.1. Nastavak.

X
l N+/ _ NOH

+

N=pN '\\l\

1-[[4-[2-[N-(hidroksiiminometil)dimetilamonio]etil]-1H-1,2,3-
2PFg” NOH  triazol-1-il]propil]-2-(hidroksiiminometil)piridinijev
/ diheksafluorofosfat
N/\>/\/

N/
[ NNOH
N+

2PFg
1-[[4-[2-[N-(hidroksiiminometil)dimetilamonio]etil]-1H-

1,2,3-triazol-1-il]propil]-2-hidroksiiminometil-3-
metilimidazolijev diheksafluorofosfat

1-[[1-[3-[N-(hidroksiiminometil)dimetilamonio]propil]-1H-
1,2,3-triazol-4-il]etil]-2-hidroksiiminometil-3-
metilimidazolijev diheksafluorofosfat

3.5. Odredivanje aktivnosti kolinesteraza metodom po Ellmanu

140

Aktivnost kolinesteraza pracena je spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu,™™ pri
25 °C uz ATCh kao supstrat i DTNB kao reagens.

Enzimskom hidrolizom ATCh nastaje tiokolin (TCh) koji zatim reagira s tiolnim
reagensom DTNB-om, a nastali anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB’) daje Zuto
obojenje reakcijskoj smjesi koje se moze pratiti spektrofotometrijski (slika 3.1). Porast

apsorbancije odgovara intenzitetu obojenja, a prati se pri valnoj duljini od 412 nm i
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proporcionalan je aktivnosti enzima. U slucaju ex vivo pokusa, kada je izvor enzima bila
ljudska venska krv, porast apsorbancije pracen je pri valnoj duljini od 436 nm kako bi se

smanjila po¢etna apsorbancija uzorka uzrokovana hemoglobinom.

) | kolinesteraza 0 |
b + H o > + 7 + 2H+
A) )J\S/\/ N 2 )I\O_ -7 N
ATCh octena kiselina tiokolin

COO”

jos

Ccoo '
| S S< A~NE
B N* + | — NO S N
) -S/\/ \\ /©/ * 02N

S
. . S ;
tiokolin \©\ NO, COO

COoO”

DTNB TNB anion

Slika 3.1. Ellmanova metoda:**® A) enzimskom hidrolizom acetiltiokolina oslobada se tiokolin,
B) tiokolin potom reagira s DTNB-om pri ¢emu se oslobada zuti anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline
(TNB)).

Za mjerenja aktivnosti Ellmanovom metodom koristen je spektrofotometar CARY 300

(Varian Inc. Australija) s termostatiranim kuciStem i kivete s opti¢kim putem od 1 cm.
Tijekom mjerenja aktivnosti kolinesteraza, promjena absorbancije kod svih uzoraka bila je

linearna s vremenom, odnosno mjerenja su provedena u uvjetima nepromjenjivosti pocetne

koncentracije supstrata.

3.6. Progresivna inhibicija kolinesteraza organofosfornim spojevima

Brzina progresivne (ireverzibilne) inhibicije odredena je pracenjem vremenskog tijeka
fosfilacije kolinesteraza tabunom, somanom i VX-om.

Reakcijska smjesa za pracenje progresivne inhibicije (volumena 1,0 mL) sadrzavala je
0,3 mmol dm™ DTNB, fosfatni pufer i enzim. Konacna razrjedenja AChE, BChE i inacica
AChE u reakcijskoj smijesi bila su od 3,5 x 10°> do 3,8 x 10° puta kako bi se promjena
apsorbancije kontrolne aktivnosti enzima kretala oko AA/min = 0,1, tj. kako bi promjena
apsorbancije tijekom mjerenja bila linearna s vremenom. Inhibicija je zapoceta dodatkom

inhibitora (tabuna/somana/VX-a) u reakcijsku smjesu. U pokusima su koristene tri do Cetiri
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koncentracije inhibitora (0,5-100 nmol dm™). Uzorci su inkubirani s inhibitorom odredeno
vrijeme (0-60 min) nakon <c¢ega je inhibicija zaustavljena dodatkom supstrata
(1,0 mmol dm™ATCh) u reakcijsku smjesu i izmjerena je preostala aktivnost enzima. Kako bi
se odredila aktivnost enzima u t = 0 min, reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala pufer, DTNB,
ATCh i inhibitor dodan je enzim nakon Cega je pocelo mjerenje aktivnosti enzima. Mjerenja
su trajala jednu minutu. Pad aktivnosti pracen je u odnosu na kontrolnu aktivnost enzima tj.
kada reakcijska smjesa nije sadrzavala OP spoj. Umjesto inhibitora u reakcijsku smjesu dodan
je odgovaraju¢i volumen pufera.

Progresivna inhibicija kolinesteraza OP spojevima opisana je prema shemi 1:

k+1

[E]|oP] 2> EP+L

k.
w

gdje kovalentnom reakcijom enzima (E) i OP spoja (OP), preko [E][OP] reverzibilnog

Shema 1

kompleksa Michaelis-Menten-inog tipa nastaje fosfilirani enzim (EP) uz oslobadanje izlazne
skupine organofosfata (L); k+1 1 k1 predstavljaju konstante brzina reakcije asocijacije, odnosno
disocijacije [E][OP] kompleksa, k., predstavlja maksimalnu konstantu brzine inhibicije prvog
reda, a kj sveukupnu konstantu brzine inhibicije drugog reda.
Shema 1 opisana je jednadzbom:
v, k.,-[OP]

" Tk +op] " )

gdje su vj i vp aktivnosti enzima u prisutnosti, odnosno odsutnosti inhibitora (kontrolna proba),
[OP] je koncentracija inhibitora koriStena u inhibiciji, t je vrijeme trajanja inhibicije, ki, je
maksimalna konstanta brzine inhibicije prvog reda, a K; konstanta disocijacije reverzibilnog
kompleksa enzima i OP spoja.

U uvjetima kada je [OP] « K, ksz i K; se ne mogu zasebno odrediti pa jednadzba (1)
poprima oblik:

i i (2)

gdje k; predstavlja sveukupnu konstantu brzine inhibicije drugog reda.
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Konstanta k; odredena je linearnom regresijom iz korelacije ovisnosti In(vi/vp) 0 vremenu

inhibicije t prema jednadzbi:

In= =kt (3)

gdje je kops prividna konstanta brzine inhibicije prvog reda za odredenu koncentraciju

inhibitora pa je prema jednadzbi (2) sveukupna konstanta brzine inhibicije drugog reda (k;):

k _ kobs

" [oP] @)

3.7. Starenje fosfiliranih kolinesteraza

Konstanta brzine starenja (ki) i poluvrijeme starenja (ty;) odredeni su za somanom
fosfoniliranu Y337A/F338A inacicu AChE. Inalica je inhibiran 4 min s 10 puta veCom
koncentracijom somana ¢ime je postignuto 95-100 % inhibicije. Inhibirana Y337A/F338A
ina¢ica AChE profiltrirana je zatim kroz Quick Spin Sephadex G-50 kolonicu prema uputama
proizvodaca (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Njemacka) kako bi se uklonio
nekonjugirani soman. Alikvoti inhibiranog enzima uzeti su u odredena vremena od pocetka
inhibicije (15 min do 3,5 h) 1 razrijedeni 10 puta u puferu koji je sadrzavao 1 mmol dm™
HI-6. Buduci da se ostarjeli fosfilirani enzim ne moze reaktivirati, postotak inacice AChE Kkoyji
je moguce reaktivirati u vremenu t odreden je mjerenjem postotka reaktivacije
Y337A/F338A, nakon 10 min inkubacije s HI-6. Alikvot tog uzorka razrijeden je jos 100 puta
dodatkom u reakcijsku smjesu za mjerenje aktivnosti enzima ukupnog volumena
1,0 mL koja je sadrzavala fosfatni pufer i DTNB (0,3 mmol dm™). Mjerenje aktivnosti
zapodeto je dodatkom supstrata ATCh (1,0 mmol dm™) i trajalo je dvije minute. Kroz
paralelnu Quick Spin Sephadex G-50 kolonicu profiltriran je istovremeno i neinhibirani
uzorak Y337A/F338A, koji je umjesto somana sadrzavao odredeni volumen pufera. Alikvot
neinhibirane ina¢ice AChE takoder je inkubiran s oksimom (kontrolna smjesa) te je izmjerena

kontrolna aktivnost enzima na identi¢an, gore opisan nacin. Reaktivirana i kontrolna aktivnost
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Y337A/F338A inacice AChE umanjene su za neenzimsku reakciju izmedu HI-6 i ATCh
izmjerenu u uzorku koji je umjesto enzima sadrzavao odredeni volumen pufera.

Konstanta brzine starenja (k) odredena je linearnom regresijom, iz nagiba pravca
logaritamske ovisnosti postotka inac¢ice AChE koji je moguce reaktivirati u vremenu t 0

vremenu t:

log 100+ (vr- Vi) - kot )
(Vo- Vi)t
gdje Vo predstavlja maksimalnu reaktiviranu aktivnost inhibirane Y337A/F338A inacice
AChE u vremenu t u prisutnosti HI-6, v, je aktivnost reaktiviranog enzima nakon inhibicije u
vremenu t, a v; aktivnost inhibiranog enzima bez prisustva HI-6, t predstavlja vrijeme nakon
inhibicije koje je prethodilo inkubaciji s HI-6.
Rezultat je izrazen i kao poluvrijeme starenja (t1/):

_In2 (6)

1R =

a

3.8. Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oksimima

Reaktivacija kolinesteraza inhibiranih tabunom somanom i VX-om odredena je pracenjem
vremenskog tijeka povratka aktivnosti fosfiliranih kolinesteraza u prisutnosti oksima.

Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oksimima opisana je prema shemi 2:

k k
L [EPIOX] —2» E + P-OX

K1 Shema 2

EP + OX

gdje EP predstavlja fosfilirani enzim, [EP][OX] reverzibilni kompleks Michaelis-Menten-inog
tipa izmedu EP i oksima (OX), E je slobodni enzim, P-OX fosfilirani oksim, ki1 i k1
predstavljaju konstante brzina reakcije asocijacije, odnosno disocijacije [EP][OX] kompleksa,

ki je konstanta brzine reaktivacije prvog reda (odnosno konstanta brzine nukleofilnog
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uklanjanja vezanog inhibitora) a k, ukupna konstanta brzine reaktivacije drugog reda.

Reakcija reaktivacije (shema 2) opisana je jednadzbom:

In [EP] 0 - k+2 .[OX] 't — kObs 't (7)
[EPT:  Kox +[OX]
gdje su [EP]o i [EP]; koncentracije fosfiliranog enzima u vremenu 0 odnosno u vremenu t, Kox
odgovara omjeru (k.1t+k:2)/ks1 te predstavlja disocijacijsku konstantu [EP][OX] kompleksa,
Kobs j€ prividna konstanta brzine reaktivacije prvog reda za odredenu koncentraciju oksima.

Ukupna konstanta brzine reaktivacije drugog reda, k;, izrazena je kao omjer:

ke = (8)
Rezultati mjerenja izrazeni su kao maksimalni postotak reaktivacije enzima (Reakt.max):

\Y
Reakt. nax = —— 2 .100% 9)

Vie+ox)

gdje Ver+oxy predstavlja aktivnost reaktiviranog enzima oksimom u vremenu t dok V(e+ox)

predstavlja aktivnost neinhibiranog enzima u prisutnosti oksima (kontrolna aktivnost).

Enzim je inkubiran odredeni vremenski period (2-60 min) da se postigne 95-100 %
inhibicije s oko 10 puta ve¢om koncentracijom OP spoja. Inhibirani enzim je zatim
profiltriran kroz Quick Spin Sephadex G-50 kolonicu prema uputama proizvodaca (Roche
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Njemacka) kako bi se uklonio viSak nekonjugiranog OP
spoja. S obzirom da je kapacitet kolonice 80 pL koristen je koncentriraniji enzim. Nakon
filtracije, a prije poCetka same reaktivacije, enzim je razrijeden do potrebne mjere u
0,1 %-tnoj otopini albumina govedeg seruma u fosfatnom puferu. Proces reaktivacije zapocet
je inkubacijom alikvota tako razrijedenog inhibiranog enzima s odgovaraju¢om
koncentracijom oksima u fosfatnom puferu (enzim razrijeden jo$ 10 puta). U razli¢itim

vremenskim intervalima uzimani su alikvoti reaktivacijske smjese te su razrijedeni jo§s 100
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puta u reakcijskoj smjesi za mjerenje aktivnosti enzima, ukupnog volumena 1 mL, koja je
sadrzavala fosfatni pufer i 30 pmol dm™ DTNB. Mijerenje aktivnosti trajalo je 2 min i
zapoceto je dodatkom ATCh (kona¢ne koncentracije 1,0 mmol dm‘s). Na identi¢an nacin,
istovremeno je kroz paralelnu Quick Spin Sephadex G-50 kolonicu profiltriran neinhibirani
uzorak enzima, umjesto OP spoja sadrzavao je odredeni volumen pufera, koji je takoder
razrijeden do iste mjere kao i inhibirani enzim te je alikvot inkubiran u fosfatnom puferu s
istom koncentracijom oksima koja je koriStena u reaktivaciji. Uzimanjem alikvota iz tog
kontrolnog uzorka i daljnjim razrjedivanjem u reakcijskoj smjesi za mjerenje aktivnosti
enzima, na isti nacin je izmjerena kontrolna aktivnost neinhibiranog enzima u prisutnosti
oksima. U ovom pokusu enzim je u konacnici razrijeden koliko je potrebno da kontrolna
aktivnost, tj. aktivnost neinhibiranog enzima bude oko AA/min = 0,1. Aktivnost enzima
odredena kod reaktivacije kao i kontrolna aktivnost umanjene su za vrijednost neenzimske
reakcije izmedu oksima i ATCh. Vrijednost neenzimske reakcije izmjerena je dodavanjem
uzorka koji nije sadrzavao enzim ni OP spoj u reakcijsku smjesu ukupnog volumena 1 mL,
koja je sadrzavala fosfatni pufer i 0,3 mmol dm™ DTNB. Mjerenje je trajalo 2 min i zapogeto
je dodatkom ATCh (konac¢ne koncentracije 1,0 mmol dm™).

Iz dobivenih rezultata nacrtan je graf ovisnosti postotka reaktivacije dobiven za pojedinu
koncentraciju oksima (Reakt.nax) 0 vremenu reaktivacije t. Zatim je iz pocetnog linearnog
dijela korelacijom log(100-Reakt.nax) 0 Vremenu reaktivacije t linearnom regresijom odredena
Kobs za svaku koncentraciju oksima. Budu¢i da (100-Reakt.nax) odgovara 100-[EP]/[EP]o,
konstante brzine reaktivacije odredene su iz korelacije ovisnosti kops 0 koncentraciji oksima

prema jednadzbi (7).

3.9. Exvivo oksim-enzim potpomognuta razgradnja OP spoja

Razgradnja OP spoja pracena je ex vivo u uzorku ljudske venske krvi u koji je dodan egzogeni
enzim (BChE, Y337A ili Y337A/F338A inacica AChE) nakon ¢ega je uzorak inkubiran s OP
spojem. Odnos koncentracije OP spoja i egzogenog enzima u uzorku krvi bio je 10:1 ili 50:1.
Nakon vremena potrebnog za postizanje 95-100 % inhibicije (15-60 min) u uzorak je dodan
odredeni oksim u 1, odnosno 0,1 mmol dm™ koncentraciji. Alikvot uzorka uzet je u
vremenskim intervalima (15 s do 1 h) i razrijeden 1000 puta u reakcijskoj smjesi za mjerenje

aktivnosti enzima, ukupnog volumena 1 mL, koja je sadrzavala fosfatni pufer i DTNB (0,3

Doktorska disertacija Nikolina Macek Hrvat



§ 3. Eksperimentalni dio 43

mmol dm™). Mjerenje aktivnosti trajalo je 2 min i zapo&eto je dodatkom ATCh (konaéne
koncentracije 1,0 mmol dm™) u reakcijsku smjesu za mjerenje aktivnosti enzima. lsti
postupak proveden je za uzorak u koji nije dodan egzogeni enzim (inhibirana venska krv uz
dodatak oksima) te za neinhibirane (kontrolne) uzorke, i to za uzorak koji sadrzi vensku krv,
egzogeni enzim i oksim, odnosno uzorak venske krvi koji sadrzava samo oksim.

Izmjerena aktivnost uzorka izrazena je kao postotak kontrolne aktivnosti:

V(R)t 0

gdje Reakt. predstavlja postotak aktivnost enzima, vy predstavlja reaktiviranu aktivnost
uzorka, odnosno povrat aktivnosti kolinesteraza u uzorku koja je posljedica razgradnje
zivéanog bojnog otrova, a v(k) kontrolnu aktivnost.

Iz odnosa postotka reaktivacije enzima (Reakt.) o vremenu t koja prikazuje razgradnju OP
spoja potpomognutu oksimom i enzimom, moze se odrediti vrijeme za koje je OP spoj u
potpunosti razgraden, tj. vrijeme kada je postignut maksimalni reaktivirani postotak aktivnosti
enzima.

U uzorku venske krvi odreden je i postotak AChE, odnosno BChE. Mjerena je ukupna
aktivnost kolinesteraza u venskoj krvi te aktivnost uz prisutnost selektivnog inhibitora AChE
ili BChE. Usporedbom ovih aktivnosti odreden je postotak AChE i BChE u uzorku krvi. Tako
je aktivnost AChE odredena uz etopropazin (selektivni inhibitor BChE, kona¢ne koncentracije
20 pumol dm™), a aktivnost BChE uz selektivni inhibitor AChE, BW284C51 (konacna

koncentracija u pokusu 10 pmol dm'3).

3.10. Obrada rezultata
Za svaku pracenu reakciju provedena su minimalno tri mjerenja. Statisticka obrada rezultata i
izraCuni kineti¢kih konstanti, kao i grafi¢ki prikazi izradeni su pomocu odgovarajucih

statistiCkih paketa Microsoft Excel i GraphPad Prism.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Reaktivacija tabunom inhibiranih kolinesteraza

Ucinkovitost brojnih oksima, ukljucujuéi i one klasi¢ne, u reaktivaciji tabunom inhibirane
AChE vrlo je mala.'®3"244147 1z kristalne strukture konjugata tabuna i migje AChE vidljivo
je da njegovim formiranjem dolazi do promjene konformacije aminokiselinskih ostataka F338

4,104 .y
E.%1% Takve stericke

i H447 sto dovodi do smanjenja volumena u aktivhom mjestu ACh
smetnje onemogucavaju pozicioniranje oksima, izmedu ostalih i HI-6, s oksimskom skupinom
orijentiranom prema fosforiliranom katalitickom serinu. Uz to, i slobodan elektronski par
amidne skupine tabuna dodatno otezava nukleofilni napad oksimske skupine na fosforilirani
kataliticki serin.""®* Stoga je pronalaZenje uéinkovitog reaktivatora tabunom fosforiliranih
kolinesteraza i dalje aktualno podrudje istrazivanja.

Kao reaktivatori tabunom inhibiranih AChE, njenih inacica i BChE ispitano je 15 novih
JAR oksima (monopiridinijevi, imidazolijevi i piridinio-imidazolijevi, od kojih svi bisoksimi
sadrze poveznicu s triazolskim prstenom) te klasi¢ni oksim 2-PAM. Za inicijalnu pretragu

2 ili 0,2 i 0,1 mmol dm? za

koristena je jedna koncentracija oksima, obi¢no 1 mmol dm’
reaktivaciju AChE s oksimima JAR2-28B, odnosno JAR2-155 zbog izrazene reverzibilne
inhibicije AChE tim oksimima. Reaktivacija kolinesteraza fosforiliranih tabunom pracena je
unutar 24 h te je odreden maksimalni postotak reaktivacije i prividna konstanta brzine
reaktivacije prvog reda (Kops) Uz jednu koncentraciju oksima (slika 4.1). Medutim, inicijalnom
pretragom nije pronaden niti jedan oksim koji bi bio jednako ucinkovit reaktivator svih
Cetiriju kolinesteraza inhibiranih tabunom. Povrat aktivnosti enzima veci od 50 % postiglo je
14 oksima u reaktivaciji AChE, svega 3 oksima u reaktivaciji BChE te 13 odnosno 12 oksima
u reaktivaciji Y337A i Y337A/F338A inacica AChE. lako su postotci reaktivacije relativno
visoki, konstante brzine reaktivacije prvog reda, Kops, razlikuju se izmedu enzima u redu
velic¢ine (slika 4.1). Najbrza reaktivacija, s Kops konstantom vecom od 0,05 min’, zabiljezena
je za fosforiliranu Y337A inacicu AChE s JAR288C, JAR288B i JAR288A oksimima. Vazno
je istaknuti da su ova tri JAR oksima monopiridinijevi analozi 2-PAM-a. Medutim, sam 2-
PAM nije bio djelotvoran reaktivator te inacice, kao ni ostalih kolinesteraza u slucaju

inhibicije tabunom jer je tek nakon 24 h zabiljezen relativno visok postotak reaktivacije (oko
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80 %). Znacajna razlika u brzini reaktivacije izmedu JAR oksima u odnosu na 2-PAM istice

kako i mala promjena u strukturi oksima moze doprinjeti uspjesnosti reaktivacije.

AChE Y337A

[ Reaktivacija / % [100

. . S
0.035 B mint O Reaktivacia /% B,/ min
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0.030 Fso
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0.025 80 o - b
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- = = F60 =
= 0.020 2 <
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E o Z o0.10 o
©0.015 2. 2 &
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Slika 4.1. Reaktivacija tabunom inhibiranih kolinesteraza (%) s oksimima postignuta unutar 24 h uz
prividnu konstantu brzine reaktivacije prvog reda (ko»s). Koncentracija oksima bila je 1 mmol dm?,
osim za JAR2-28B i JAR2-155 koji su kod AChE testirani u 0,2 mmol dm™ odnosno 0,1 mmol dm?
koncentraciji. Redosljed oksima na slici odgovara srednjoj vrijednosti eksperimentalno odredenih
konstanti Kops, poredanim od najvise do najnize.

Obzirom na rezultate inicijalne pretrage izdvojeno je nekoliko najucinkovitijih
reaktivatora svake od tabunom inhibiranih kolinesteraza te je za njih nacinjena detaljna
Kinetika reaktivacije uz nekoliko koncentracija oksima (reprezentativni prikaz na slici 4.2).
Pracen je porast aktivnosti enzima tijekom 24 h te su odredene prividne konstante brzine uz
svaku pojedinu koncentraciju oksima, Kqps. Zatim su iz ovisnosti kops I koncentracije oksima
odredeni kineticki parametri kao $to su: ki, - konstanta brzine nukleofilnog uklanjanja
vezanog OP spoja, Kox - konstanta disocijacije kompleksa fosfilirani enzim-oksim,
ki - ukupna konstanta brzine reaktivacije drugog reda te maksimalni postignuti postotak

reaktivacije (Reakt.nax) i vrijeme (t) u kojem je on postignut.
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Slika 4.2. Reaktivacija tabunom fosforilirane Y337A inacice AChE s oksimom JAR288C (primjer
jednog pokusa). A) Ovisnost postignutog postotka reaktivacije fosforiliranog enzima o vremenu i o
koncentraciji oksima. B) Odredivanje konstante brzine reaktivacije prvog reda, K., za danu
koncentraciju oksima linearizacijom pocetnog dijela krivulje dobivene u grafu A). C) Iz ovisnosti Kgps
0 koncentraciji oksima odredene su jednadzbom (7) maksimalna konstanta brzine reaktivacije prvog
reda, K., i konstanta disocijacije kompleksa fosforilirani enzim-oksim, Kox. Jednadzbom (8) odredena
je ukupna konstanta brzine reaktivacije drugog reda, k.
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Parametri reaktivacije tabunom fosforiliranih kolinesteraza sumirani su u tablici 4.1.
Najucinkovitiji  reaktivatori tabunom fosforilirane AChE iz inicijalne pretrage,
JAR2-183, JAR1-81A , JAR2-168 i JAR2-28B, u pokusima detaljne kinetike postigli su vrlo
visok postotak reaktivacije enzima (80-100 %). Medu njima se JAR2-28B isti¢e kao
najucinkovitiji reaktivator AChE s najviSom odredenom ukupnom konstantom brzine
reaktivacije, k, od 3000 dm*® mol™ min™ (tablica 4.1, slika 4.3A). Oksimi JAR1-81A i
JAR2-183, iako su postigli najvece brzine reaktivacije (k:» oko 0,03 min™), pokazali su se
najmanje ucinkovitim reaktivatorima zbog relativno niskog afiniteta (1/Kox) fosforilirane
AChE prema njima (tablica 4.1). Valja istaknuti kako svi oksimi za koje je nacinjena detaljna
kinetika u sluc¢aju inhibicije AChE tabunom imaju triazolski prsten. Testirani oksimi, iako se
uglavnom radi o bisoksimima, medusobno se razlikuju po tome da li imaju dva piridinijeva
prstena, kombinaciju piridinijevog i imidazolijevog prstena ili samo jedan piridinijev,
odnosno imidazolijev prsten. Medutim, budu¢i da su oksimi s triazolskim prstenom
sintetizirani klik-kemijom iz azidnih i alkinskih jedinica, primje¢uju se i odredene strukturne
slicnosti. Tako oksimi JAR2-28B i JAR2-168 imaju identi¢nu azidnu, a oksimi JAR2-168 i
JAR2-183 alkinsku jedinicu. S obzirom na zajedni¢ke strukturne elemente tih oksima i na
slicne Kox konstante JAR2-28B i JAR2-168 (oko 30 puta manje od JAR2-183), moZemo
pretpostaviti da piridinijev prsten azidne strukturne jedinice tih oksima povecava afinitet
fosforilirane AChE prema njima. Medutim, oksimska skupina na piridinijevom prstenu nije
idealno pozicionirana prema katalitickom serinu fosforilirane AChE pa je brzina reaktivacije
tim oksimima niza od one odredene za JAR2-183. Da bi doSlo do uspjesne reaktivacije
oksimska skupina mora biti pozicionirana u blizinu 1 orijentirana prema fosfiliranom
katalitickom serinu. Oksim u kompleksu s enzimom mozZe zauzeti razlicite konformacije,
ovisno o interakcijama s aminokiselinama aktivnog mjesta enzima te se orijentirati na dva
nacina, o ¢emu ovisi i u¢inkovitost reaktivacije. U skladu s tim, da bi doSlo do reaktivacije
fosforilirane AChE s JAR1-81A, ili bilo kojim monoksimom, nuzna je usmjerenost oksimske
skupine prema fosfoliranom katalitiCkom serinu.

Inac¢ice AChE dizajnirane su, izmedu ostalog, s ciljem da uvedene mutacije u aktivnom
mjestu AChE pospjese reaktivaciju, 0dnosno omoguce bolje pristajanje i orijentaciju oksima u
aktivnom mjestu enzima. Kao najucinkovitiji reaktivatori tabunom inhibirane Y337A inacice
istaknuli su se monopiridinijevi oksimi: JAR288C, JAR288B i JAR288A. Ovi oksimi

medusobno se razlikuju samo po duljini supstituenta na piridinijevom prstenu (heksilni,
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butilni i propilni). Prema odredenim konstantama ki, i Kox, primjecuje se da duljina tog
supstituenta ima znacajnu ulogu u uc¢inkovitosti reaktivacije (tablica 4.1, slika 4.3B). Naime,
S duljinom lanca bo¢nog supstituenta povecava se hidrofobnost molekule, a §to je oksim
hidrofobniji povoljnije su i njegove interakcije s aminokiselinama aktivnog mjesta enzima.
Oksim JAR288C (heksilni supstituent na piridinijevom prstenu) istaknuo se s najvisom
postignutom k., konstantom od 0,2 min™ i najnizom Kox konstantom, odnosno ukupnom
konstantom brzine reaktivacije, k, od 6000 dm*® mol™ min™, §to ga ¢ini najucinkovitijim
reaktivatorom tabunom fosforilirane Y337A ina¢ice AChE. Na slici 4.2 dan je prikaz pokusa
reaktivacije tabunom inhibirane Y337A uz raspon koncentracija JAR288C oksima. Vidi se da
je za 20 min vraéeno oko 90 % enzimske aktivnosti uz 1 mmol dm® JAR 288C. Dakle,
mutacija aromatskog tirozina u kolinskom veznom mijestu alifatskim alaninom pozitivno je
utjecala na smjeStanje i orijentaciju oksima u polozaj povoljan za stvaranje veceg broja
produktivnih interakcija s aminokiselinskim ostatcima aktivnhog mjesta enzima Sto je
rezultiralo uspjesSnom defosforilacijom katalitickog serina, odnosno povecanjem konstante K,
u odnosu na AChE i postizanjem visoke ukupne konstante brzine reaktivacije drugog reda, k;.
Oksimi JAR2-168, JAR2-167 i JAR2-177 izdvojeni su inicijalnom pretragom kao
najucinkovitiji reaktivatori tabunom inhibirane Y337A/F338A inadice AChE. lako su sva tri
oksima reaktivirala fosforiliranu Y337A/F338A inacicu 100 %, JAR2-167 se istaknuo s
najviSom ki, konstantom, ali zbog 3 puta viseg afiniteta fosforilirane inadice prema
JAR2-168 ovaj oksim se pokazao najuéinkovitijim reaktivatorom (tablica 4.1, slika 4.3C).
Ovi oksimi su bisoksimi s triazolskim prstenom u poveznici. Oksim JAR2-168 sadrzi
piridinijev i imidazolijev prsten, JAR2-177 jedan imidazolijev, a JAR2-167 dva imidazolijeva
prstena. Za oksime JAR2-167 i JAR2-177 koji sadrze istu strukturnu jedinicu s oksimskom
skupinom na imidazolijevom prstenu odredena je visa k., konstanta od one za JAR2-168.
Piridinijev prsten JAR2-168 oksima povecava stabilizaciju i afinitet, ali oksimska skupina nije
u idealnom polozaju za nukleofilni napad na fosforilirani kataliti¢ki serin pa je i ki, konstanta
niza. Interesantno, oksim JAR2-168 se istaknuo kao reaktivator i divljeg tipa AChE i
Y337A/F338A inacice AChE (tablica 4.1). Medutim, kineticke konstante ukazuju da
dvostruka mutacija u kolinskom veznom mjestu ne mijenja znacajno brzinu defosforilacije
Y337A/F338A inacice (svega 1,5 puta), ali zato smanjuje njen afinitet prema JAR2-168

oksimu za ¢ak 6 puta u odnosu na fosforiliranu AChE.
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Tablica 4.1. Reaktivacija tabunom inhibiranih kolinesteraza: kineticke konstante (+ standardna
pogreska) izracunate jednadzbama (7)—(9) iz prividnih konstanti K.ps, dobivenih iz provedenih pokusa,
maksimalni postotci reaktivacije (Reakt.nax) i vrijeme (t) u kojem su postignuti.

\
AChE Z \k(\ :;Fﬂ _ . o /,N N: a o
~, NN _ .
Oksim JAR2-28B JAR2-168 JAR1-81A JAR2-183
(umol dm™®) (0,5-300) (1-1000) (10-1000) (5-2000)
K. / min™ 0,015 + 0,001 0,010 + 0,001 0,026 + 0,003 0,028 + 0,002
Kox/ pmol dm™ 5+1 4+2 73 + 36 126 + 35
k. / dm® mol™ min™ 3000 + 630 2500 + 1275 355+ 180 220 + 65
Reakt. max / % 90 80 100 95
t/ min 180-240 130-300 180 180
Y337A [ Ter o [ o e [ e
AN Z =
Oksim JAR288C JAR288B JAR288A
(umol dm’®) (10-1000) (20-1000) (50-1000)
Ky / min 0,201 + 0,010 0,158 + 0,010 0,056 + 0,005
Kox / pmol dm™ 33+7 69+ 19 214+ 56
k. / dm® mol™ min™ 6090 + 1240 2290 + 650 260 + 70
Reakt. may / % 90 90 90
t/ min 20 20 60
HON=— N/ HON=< \
N oprgs Q’N Nl'\) \ ~ _ 2PFe \>/\ - N\N/§NOH _N 2PFs e
Y337A/F338A 'SP D :C‘C\/ EWN & &“‘V\/ PO i~
HON/
Oksim JAR2-168 JAR2-167 JAR2-177
(umol dm®) (5-1000) (10-1000) (10-1000)
K., / min™ 0,016 = 0,001 0,033 + 0,002 0,024 + 0,002
Kox / pmol dm™ 24+ 6 68 + 18 59 +21
k, / dm® mol™ min™ 670 = 170 485 + 130 410 + 150
Reakt. max / % 100 100 100
t/ min 180 230 150
SRS .
BChE %j:;\/\/\(\/N ek |N M
Oksim JAR1-81A JAR1-47A
(umol dm®) (50-1000) (100-2000)
K. / min™ 0,0050 + 0,0010 0,0060 + 0,0010
Kox / pmol dm™ 127 £ 96 365 + 290
k. / dm®mol™ min’! 40 + 30 15+ 10
Reakt. may / % 40-80 20-90
t/h 10 12
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Uklanjanjem Y337 1 F338 povecan je volumen aktivhog mjesta enzima $to smanjuje broj
mogucéih n-7 interakcija oksima i enzima. Zbog toga je mogu¢ i veci broj orijentacija oksima
Sto otezava formiranje prijelaznog stanja reaktivacije pa je JAR2-168 ucinkovitiji reaktivator

tabunom fosforilirane AChE s oko 4 puta ve¢om k; konstantom.

) ACHE B) Y337A
0.025 257
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Slika 4.3. Najucinkovitiji reaktivatori tabunom fosforiliranin kolinesteraza (tablica 4.1). Ovisnost
brzine reaktivacije o koncentraciji testiranih oksima iz najmanje tri pokusa.

U inicijalnoj pretrazi reaktivatora tabunom fosforilirane BChE maksimalni postotak
reaktivacije ve¢i od 50 % postigla su tek tri testirana oksima: JAR1-47A, JAR1-81A i
JAR288C. Izrazito niske kops konstante za oksime testirane u 1 mmol dm™ koncentraciji, pri
¢emu je najvisa Kops desetak puta niza od najvise Kops odredene pri reaktivaciji AChE, dalo je
naslutiti da niti jedan od tih oksima nece znacajno doprinjeti uspjesnosti reaktivacije tabunom
fosforilirane BChE. Oksimi JAR1-81A i JAR1-47A ispitani u detaljnoj kinetici reaktivirali su
oko 20-90 % aktivnosti BChE, ovisno o koncentraciji oksima, ali tek nakon 10-12 h (tablica

4.1). Raspon maksimuma reaktivacije i platoe koji se javljaju prilikom reaktivacije uz vise
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koncentracija oksima za sada je teSsko objasniti. Moguce je da dolazi do reinhibicije
reaktivirane kolinesteraze fosfiliranim oksimom. Naime, pokazano je da konjugati tog tipa
(nekolicine OP spojeva i 2-, 3- te 4-PAM-a) mogu biti jednako potentni, pa i jaci inhibitori od
samih OP spojeva.**®* |zrazito mala brzina defosforilacije (niska k., konstanta) i mali
afinitet fosforiliranog enzima za oksim, 1/Kox, diskreditirali su daljnje istrazivanje BChE u
kombinaciji s testiranim oksimima kao pseudokataliti¢kog ¢istila u slu¢aju inhibicije tabunom
(tablica 4.1, slika 4.3D). Ta ¢injenica nije toliko iznenadujuca s obzirom da su ispitivani
oksimi dizajnirani kao potencijalni reaktivatori fosfilirane AChE. Na temelju kristalne
strukture BChE-tabun konjugata za pretpostaviti je da je sama struktura, a izmedu ostalog i
veéi volumen unutar aktivnog mjesta BChE ili nedostatak aromatskih aminokiselina, uzrok
brojnim neproduktivnim interakcijama s oksimom unutar aktivnog mjesta enzima, $to je u
konagnici rezultiralo neudinkovitom reaktivacijom."*°0:1%!

Na slici 4.4 prikazana je ovisnost kqps konstante o rasponu koncentracija najucinkovitijih
reaktivatora svake od tabunom inhibiranih kolinesteraza.

0.20
< 0.15-
£ -¥- AChE + JAR2-28B
E —®- Y337A + JAR288C
20107 —A— Y337A/F338A + JAR2-168
~ B BChE + JAR1-81A
0.05 -
2 A
0.00 . | , -5
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

[Oksim]/mmoldm™

Slika 4.4. Sumarni prikaz najuéinkovitijih reaktivatora tabunom fosforiliranih kolinesteraza oksimima
(tablica 4.1). Ovisnost brzine reaktivacije o koncentraciji testiranih oksima iz najmanje tri pokusa.

U suglasju s literaturom, najucinkovitiji reaktivatori izdvojeni su prema Kkriterijima koji
podrazumjevaju visok postotak reaktivacije, visoku vrijednost konstante brzine defosfilacije

katalitickog serina (k.) i relativno dobar afinitet fosfilifane AChE za oksim (1/Kox)"%2

jer bi
previsok afinitet (nmol dm™ do fmol dm™) ukazivao na veéi broj interakcija oksima s

aminokiselinama aktivnog mjesta. Osim povoljnih, mogu se stvoriti i one neproduktivne
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interakcije koje bi orijentirale i stabilizirale oksim u ne tako povoljan polozaj za nukleofilni
napad u odnosu na fosfilirani kataliticki serin pa bi reaktivacija izostala ili bi bila jako spora.
Vidljivo je da izuzetno povecéanje ki, konstante (0,2 min™) u reaktivaciji Y337A inagice
AChE s JAR288C isti¢e ovaj par za daljnje testiranje kao pseudokatalitickog Cistila u ex vivo

uvjetima.

4.2. Reaktivacija VX-om inhibiranih kolinesteraza

Kristalna struktura konjugata AChE (T. californica) i VX-a pokazala je da fosfonilacijom
dolazi do promjene konformacije imidazolnog prstena kataliti¢kog histidina AChE, sli¢no kao
kod tabuna, kako bi se omogucilo smjestanje etoksi supstituenta VX-a.® Medutim, za razliku
od tabuna, kolinesteraze inhibirane VX-om lakse je reaktivirati. Naime, Sidell i Grof su jos
1974.%3 godine pokazali da su klasi¢ni oksimi HI-6 i 2-PAM uéinkovit reaktivatori
VX-om inhibirane AChE, §to je dodatno potvrdeno istraZzivanjima narednih godina.9’1“'4’153'157

U skladu s tim, ovim istrazivanjem testirana je uc¢inkovitost 15 novih JAR oksima i dva
klasi¢éna oksima, HI-6 i 2-PAM, kao reaktivatora kolinesteraza fosfoniliranih VX-om.
Rezultat inicijalne pretrage dan je na slici 4.5. Oksimi JAR2-28B i JAR2-155 su u 1
mmol dm™ koncentraciji reverzibilno inhibirali AChE pa su stoga testirani u niZoj,
0,1 mmol dm™ koncentraciji. Povrat aktivnosti enzima ve¢i od 50 % unutar 24 h postignut je s
9 oksima u reaktivaciji AChE, 16 oksima u reaktivaciji BChE te 13 odnosno 15 oksima u
reaktivaciji Y337A i Y337A/F338A inacica AChE. Kao najucinkovitiji reaktivator VX-om
inhibirane AChE i njenih inacica istaknuo se HI-6, dok je monopiridinijev oksim JAR1-47A
pokazao potencijal u reaktivaciji fosfonilirane BChE (slika 4.5). Najdjelotvorniji reaktivatori
su uglavnom bili piridinijevi oksimi (HI-6, 2-PAM i njegovi monopiridinijevi JAR analozi).
Jedini oksim s triazolskim prstenom u poveznici koji se pokazao djelotvornim reaktivatorom
VX-om inhibirane AChE bio je JAR2-153.

Za najucinkovitije reaktivatore iz inicijalne pretrage nacinjena je detaljna kinetika
reaktivacije uz nekoliko koncentracija oksima kako bi se odredili parametri reaktivacije
kolinesteraza sumirani u tablici 4.2. Prema ovim rezultatima, piridinijevi oksimi s oksimskom
skupinom uglavnom u ortho polozaju istaknuli su se kao ucinkoviti reaktivatori ispitivanih

kolinesteraza. 1zuzetak je JAR1-47A cija je oksimska skupina u meta polozaju.
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Slika 4.5. Reaktivacija VX-om inhibiranih kolinesteraza (%) s oksimima postignuta unutar 24 h uz
prividnu konstantu brzine reaktivacije prvog reda (ko). Koncentracija oksima bila je 1 mmol dm?,
osim za JAR2-28B i JAR2-155 koji su kod AChE testirani u 0,1 mmol dm™ koncentraciji. Redosljed
oksima na slici odgovara srednjoj vrijednosti eksperimentalno odredenih konstanti Kqps, poredanim od
najvise do najnize.

U reaktivaciji VX-om fosfonilirane AChE kao najdjelotvorniji reaktivator istaknuo se
HI-6 s 2 odnosno 3 puta ve¢om K., konstantom od JAR2-153 i 2-PAM-a (tablica 4.2, slika
4.6A). Medutim, zbog 2 puta veceg afiniteta fosfonilirane AChE odredenog za JAR2-153 taj
oksim ima neznatno viSu k; konstantu od HI-6. Visok postotak reaktivacije (70-90 %)
postiginut je s HI-6 i JAR2-153 oksimima, ali u slu¢aju 2-PAM-a dolazi do pojave
reaktivacijskih platoa (moguée zbog reinhibicije reaktivirane kolinesteraze fosfiliranim
oksimom) i ovisno o njegovoj koncentraciji reaktivirano je 40-80 % fosfoniliranog enzima. S
obzirom na strukturne razlike naju¢inkovitijih reaktivatora, od kojih je JAR2-153 bisoksim s
triazolskim prstenom u poveznici izmedu dva piridinijeva prstena, HI-6 je bispiridinijev
monoksim s kisikom u poveznici, a 2-PAM je monopiridinijev oksim, ne moze se diskutirati o

preferenciji VX-om fosfonilirane AChE prema odredenoj strukturi oksima.
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Tablica 4.2. Reaktivacija VX-om inhibiranih kolinesteraza: kineticke konstante (+ standardna
pogreska) izraGunate jednadzbama (7)—(9) iz prividnih konstanti, K.ys, dobivenih iz provedenih pokusa,
maksimalni postotci reaktivacije (Reakt.nax) i vrijeme (t) u kojem su postignuti.

NOH

NH,
i 2PFg = Z )
N on=N N ke o K
| /NWN\/\\ / NS oer
NS
NOH

AChE e
Oksim JAR2-153 HI-6 2-PAM
K., / min™ 0,153 + 0,008 0,333 +0,015 0,116 + 0,007
Kox/ pmol dm™ 24+6 58+ 11 58+ 15
k. / dm®mol™ min™ 6380 + 160 5740 + 1120 2000 + 530
Reakt. max / % 70 920 40-80
t/ min 30-60 15-60 30-90
NH
= = S
Y337A vi® ’ e e
Oksim HI1-6 2-PAM JAR2-22B
(umol dm™®) (0,5-1000) (0,5-1000) (20-1000)
K., / min 0,142 + 0,006 0,154 + 0,019 0,038 + 0,004
Kox / pmol dm™ 40+5 110 + 45 60 + 25
k. / dm®mol™ min™ 3530 + 720 1400 + 640 600 + 280
Reakt. may / % 80 10-65 35-60
t/ min 25-90 20-40 60-90
= = o = A Ny SNoH X
Y337A/F338A vi® o el D
Oksim HI1-6 2-PAM JAR288A JAR?2-22B
(umol dm’®) (10-1000) (10-1000) (10-1000) (10-1000)
K., / min* 1,850 + 0,072 0,411 + 0,037 0,080 + 0,005 0,107 + 0,006
Kox / pmol dm™ 58+9 317+72 65+17 128 +24
ke /dm*mol*min® 31900 + 5100 1300 + 320 1230 + 330 840 + 160
Reakt. max / % 95 20-80 40-80 25-80
t/ min 1-15 15-40 40-90 30-60
BChE v I N~ C@‘/\ C@ C@O\H/\/ Llgl
Oksim JAR1-47A JAR288B JAR2-22B JAR288C JAR288A
(umol dm™®) (1-1000) (1-1000) (1-1000) (1-1000) (1-1000)
K., / min™ 0,288 + 0,020 0,187+0,035 0,332+0,102 0,331+0,093 0,450 + 0,123
Kox / pmol dm™ 90 £ 26 538 + 208 1329 + 609 1315 + 567 1866 = 712
k. / dm* mol™ min™ 3200 + 950 350 + 150 260 + 140 250 + 130 240+ 110
Reakt. may / % 5-45 10-60 10-65 10-70 10-65
t/h 5 20-60 20-60 20-60 20-60
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Slika 4.6. Najucinkovitiji reaktivatori VX-om fosforiliranih kolinesteraza (tablica 4.2). Ovisnost
brzine reaktivacije o koncentraciji testiranih oksima iz najmanje tri pokusa.

Obje VX-om fosfonilirane ina¢ice AChE takoder su uz visok postotak povrata aktivnosti
najucinkovitije reaktivirane s HI-6. Uvodenje dvostruke mutacije rezultiralo je, u odnosu na
AChE, s 5,5 puta vecom konstantom k., dok je afinitet fosfonilirane Y337A/F338A inacice
za HI-6 ostao nepromijenjen (tablica 4.2, slika 4.6). Tako je 95 % aktivnosti VX-om
inhibirane Y337A/F338A inacice reaktivirano s 1 mmol dm™ HI-6 za samo 1 min, a sa 100
puta nizom koncentracijom HI-6 za 15 min (tablica 4.2). Dakle, zamjenom dva aromatska
aminokiselinska ogranka (Y i F) CH3 skupinama (A) uklonjena je moguénost stvaranja m-m
interakcija tirozina i fenilalanina s HI-6 te je povecan volumen u aktivnom mjestu enzima $to
je olaksalo smjestanje HI-6 u aktivno mjesto i njegov pristup fosfoniliranom katalitickom
serinu. Povec¢ao se broj mogucih kutova orijentacije oksimske skupine u odnosu na
fosfonilirani serin, tj. uspjesnost nukleofilnog napada oksimske skupine na fosforov atom §to
opisuje konstanta k.,. Kako je molekulsko modeliranje HI-6 u aktivno mjesto AChE pokazalo

da se oksimska skupina nalazi na udaljenosti 5,4 A od fosfoniliranog katalitickog serina, a
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samo 3,7 A od fosforovog atoma fosfonilirane Y337A/F338A inatice AChE,”® moZemo reéi
da je zdruzeni utjecaj Y337A i F338A mutacija u kolinskom mjestu AChE kljuc¢an za ovdje
utvrdenu uspjesnost reaktivacije VX-om fosfonilirane Y337A/F338A s HI-6. Poslije HI-6,
slabiji u¢inak u reaktivaciji VX-om inhibirane Y337A/F338A inaice AChE pokazali su 2-
PAM i njegovi monopiridinijevi analozi JAR288A i JAR2-22B. Medutim javljaju se
reaktivacijski platoi (moguca reinhibicija enzima fosfoniliranim oksimom), a postotak
reaktivacije fosfonilirane inacice bio je 20-80 % (ovisno o koncentraciji oksima) za razliku od
gotovo 100 %-tne reaktivacije s HI-6.

Mutacija Y337A, osim na smanjenje k., konstante, neznatno je utjecala i na afinitet
fosfoniliranog Y337A prema HI-6 koji je 1,5 puta veéi od onog AChE (tablica 4.2, slika
4.6B). Slabiji ucinak u reaktivaciji pokazali su 2-PAM s oko 3 puta nizim afinitetom
fosfonilirane Y337A prema tom oksimu te JAR2-22B. Sli¢no kao kod Y337A/F338A inacice,
pri reaktivaciji s rasponom koncentracija 2-PAM-a i JAR2-22B oksima javljaju se platoi i
reaktivira se 10-65 % enzima, za razliku od 80 %-tne reaktivacije s HI-6.

Kao djelotvorni reaktivatori VX-om inhibirane BChE inicijalnom pretragom su izdvojeni
oksimi JAR1-47A, JAR288B, JAR2-22B, JAR288C i JAR288A. Detaljnom kinetikom
odredene konstante ki, su relativno visoke (oko 0,2-0,45 min™) dok se postotak reaktivacije
inhibirane BChE, ovisno o koncentraciji oksima, kretao od 5 do 70 % (tablica 4.2). No,
afinitet fosfonilirane BChE prema testiranim oksimima je slab (Kox uglavnom veéi od
1 mmol dm™). Izuzetak je oksim JAR1-47A koji se zbog relativno dobrog afiniteta istaknuo
kao najdjelotvorniji reaktivator BChE inhibirane VX-om (tablica 4.2). Medutim, iako je
maksimalni postotak reaktivacije postignut za samo 5 min, iznosio je tek 40 %. Slika 4.7
prikazuje reaktivaciju VX-om inhibirane BChE s JAR1-47A oksimom. Uocava se pojava
reaktivacijskih platoa ovisno o koncentraciji JAR1-47A (slika 4.7A), a dolazi i do nakupljanja
reverzibilnog [E-OP][OX] kompleksa (slika 4.7B) i =zasi¢enja enzima pri viSim
koncentracijama JAR1-47A oksima (slika 4.7C). Moguci uzrok pojave reaktivacijskih platoa
je reinhibicija BChE fosfoniliranim oksimom. Oksimi JAR2-22B, JAR 288B, JAR288C te
JAR288A su monopiridinijevi analozi 2-PAM-a s oksimskom skupinom u ortho polozaju,
koji se medusobno razlikuju samo po duljini supstituenta na piridinijevom prstenu.
Zanimljivo je primjetiti da fosfonilirana BChE ima slab afinitet za te oksime u odnosu na
najudinkovitiji reaktivator, JAR1-47A, koji ima oksimsku skupinu u meta polozaju na

piridinijevom prstenu i alkinski supstituent (Kox < 1 mmol dm).
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Slika 4.7. Reaktivacija VX-om inhibirane BChE s oksimom JAR1-47A (primjer jednog pokusa).
A) Ovisnost postignutog postotka reaktivacije fosfoniliranog enzima o vremenu i o koncentraciji
oksima. B) Odredivanje konstante brzine reaktivacije prvog reda, Ko, za danu koncentraciju oksima
linearizacijom pocetnog dijela krivulje dobivene u grafu A). C) Iz ovisnosti Kqs 0 koncentraciji oksima
odredene su jednadzbom (7) maksimalna konstanta brzine reaktivacije prvog reda, K.,, i konstanta
disocijacije kompleksa fosfonilirani enzim-oksim, Kox. Jednadzbom (8) odredena je ukupna konstanta
brzine reaktivacije drugog reda, k.
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Isto tako je interesantno da se monopiridinijev oksim JAR2-22B izdvaja kao potencijalni
reaktivator za BChE kao i za inac¢ice AChE. Uvidom u tablicu 4.2 uocava se da je konstanta
ki2 odredena za reaktivaciju BChE s JAR2-22B bila 9, tj. 3 puta visa od one odredene za
Y337A, odnosno Y337A/F338A inacicu AChE. Medutim, zbog slabog afiniteta fosfonilirane
BChE reaktivacija VX-om inhibirane BChE s JAR2-22B oksimom nije u¢inkovita.
Sumiranjem rezultata najucinkovitije reaktivacije za sve Cetiri kolinesteraze inhibirane
VXom na slici 4.8 vidljivo je da se Y337A/F338A i HI-6 isticu po reaktivaciji kao

najpotencijalniji pseudokataliticki par za razgradnju VX-a.

2.5‘_._ AChE + HI-6 —¥— Y337A/F338A + HI-6

—&— Y337A + HI-6 —® BChE + JAR1-47A

[Oksim]/mmoldm >

Slika 4.8. Sumarni prikaz najucinkovitijih reaktivatora VVX-om fosfoniliranih kolinesteraza oksimima
(tablica 4.2). Ovisnost brzine reaktivacije o koncentraciji testiranih oksima iz najmanje tri pokusa.

4.3. Starenje somanom inhibirane Y337A/F338A inacCice
acetilkolinesteraze
Jedna od mogucih reakcija nakon fosfilacije katalitickog serina kolinesteraza je starenje
nastalog konjugata ¢ime dolazi do formiranja negativnog naboja na konjugatu te enzim ostaje
ireverzibilno inhibiran. Konjugati svih OP spojeva s kolinesterazama stare, ali vrijeme nakon
kojeg enzim postaje trajno inhibiran razlikuje se ovisno o enzimu i vezanom OP spoju.
Pokazano je da najbrze stare konjugati AChE i metilfosfonil difluorida te metilfosfonil
diklorida, prekursora u sintezi somana, sarina i VX-a, a zatim konjugati AChE i somana.™®
Poluvrijeme starenja ljudskih AChE, BChE i Y337A inac¢ice AChE inhibiranih somanom je 6
do 9 min pri pH 81 25 °C (tablica 4.3). Snizavanje pH ubrzava starenje pa je tako pokazano
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da ljudska AChE inhibirana somanom pri fizioloSkom pH 7,4 i 25 °C ima poluvrijeme
starenja manje od 2 min*? nakon kojeg je reaktivacija oksimima nemogu¢a.

Kristalna struktura ostarjelog i tek formiranog konjugata AChE (T. californica) i somana
pokazala je da vaznu ulogu u procesu starenja imaju aminokiselinski ostatci E199, F331,
E443, H440 i Y84 (T. californica) koji odgovaraju E202, F338, E450, H447 i W86 ljudske
AChE.*" 11 predlozeni mehanizam koji opisuje ubrzano stvaranje karbenijevog iona, tj.
brzo starenje konjugata AChE i somana ukljucuje utjecaj molekule vode na cijepanje veze
izmedu O, i C, atoma somana. Naime, stvaranjem vodikove veze izmedu vode i Y133
poveéava se polarnost 0,-C, veze §to ubrzava cijepanje iste.’’'®® Nadalje, dolazi do
stabilizacije naboja na kisiku i otpuStanja nestabilnog sekundarnog pinakolilnog karbenija
(1,2,2 trimetilpropil-karbenij) nakon ¢ega slijedi premjestanje metilnog ostatka s Cp na C,
atom i stvaranja tercijarnog karbenija (2,3 dimetilbutil-karbenija) (slika 2.9).°"'%® Starenjem
dolazi do neznatne, ali ipak vazne promjene u polozaju imidazolskog prstena H447 $to dovodi
do stvaranja "slanog” mosta izmedu imidazolskog prstena histidina i O, pinakolilnog ostatka
somana.'®® Smatra se da H447 nije direktno ukljuen u mehanizam starenja zbog sterickih
smetnji uzrokovanih velikom razgranatom pinakolilnom skupinom somana i poloZaja
imidazolskog prstena koji nije idealan za stvaranje vodikove veze s kisikom pinakolila
(odnosno  protoniranje  kisika pinakolila) nego doprinosi stabilizaciji kompleksa
elektrostatskim efektom.'®® E202 se nalazi u blizini C, atoma somana s kojim stvara
elektrostatske interakcije te stabilizira nastajanje sekundarnog karbenijevog iona, a W86 na
isti na¢in stabilizira pozitivni naboj sekundarnog karbenija.®”*®® Starenje dodatno ubrzavaju i
elektrostatske interakcije F338 s H447 ¢ime se stabilizira imidazolski prsten histidina i

olak3ava stvaranje oksonijevog iona konjugata.®”'**

Tablica 4.3. Konstante brzine starenja, ki, i poluvrijeme starenja, ty,, kolinesteraza fosfoniliranih
somanom. Konstante su odredene pri 25 °C i pH 8, odnosno pH 7,4.

Kolinesteraza kq (min™) ty2 (Min) Referenca
pH7,4 Y337A/F338A 0,014 50,00 -
AChE 0,54 13 12

pH8  AChE 0,11 6,30 97,161,162

BChE 0,08 9,00 97,161,162

Y337A 0,16 4,33 97,161,162

Doktorska disertacija Nikolina Macek Hrvat



4. Rezultati i rasprava 61
§ p

Buduéi da je rjesavanje kristalnih struktura ostarjelog i tek nastalog konjugata AChE i
somana dalo odgovor koji su aminokiselinski ostatci ukljuceni u mehanizam starenja,
mutacijom tih aminokiselina dizajnirane su ina¢ice AChE kod kojih bi reakcija starenja
morala biti sporija.??% Daljnjim istraZivanjima je medu tim ina¢icama AChE pronaden
velik broj onih koje su, u vecéoj ili manjoj mjeri, usporile starenje konjugata sa
somanom.?"#897

Da bi se odredio utjecaj kombinacije Y337A i F338A mutacija na brzinu starenja, prac¢en
je postotak aktivnosti enzima reaktiviranog s HI-6 u vremenu. Na slici 4.9 dan je graficki
prikaz vremenskog tijeka starenja somanom fosfilirane Y337A/F338A inacice AChE. Nagib
pravca predstavlja konstantu brzine starenja, k., Y337A/F338A inacice fosfonolirane

somanom (tablica 4.3).

2.2
201 A

1.8 A
1.6
1.4

1.2

log (100 v, -v;/ vq-v)

1.0 A

0.8 T T T T T T T 1
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Slika 4.9. Primjer jednog pokusa starenja somanom fosfonilirane Y337A/F338A inacice AChE.
Logaritamska ovisnost aktivnosti somanom inhibirane frakcije Y337A/F338A inaice AChE
reaktivirane s HI-6 (1 mmol dm™) o vremenu. Nagib pravca predstavlja konstantu brzine starenja, ka,
odredenu prema jednadzbi (5). Poluvrijeme starenja (t,) odredeno je iz konstante k, prema jednadzbi

(6).

Oko 35 puta duze poluvrijeme starenja u odnosu na fosfoniliranu AChE pri pH 7,4 i
25 °C pokazalo je da F338A mutacija Y337A/F338A inacice AChE doprinosi usporavanju
starenja soman—Y337A/F338A konjugata. Vremensko razdoblje od 50 min u kojem je
moguca reaktivacija fosfonilirane inacice uvelike povecava moguénost terapije, odnosno
primjene profilakse u slucaju trovanja somanom. Stoga je Y337A/F338A dobar kandidat za
istrazivanje kao enzimska komponenta pseudokatalitickog Cistila u kombinaciji s oksimom,

posebice ako bi se pronasao uc¢inkovit reaktivator te ina¢ice AChE fosfonilirane somanom.
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4.4. Reaktivacija somanom inhibiranih kolinesteraza

Obzirom na izrazito brzo starenje konjugata kolinesteraza i somana, reaktivacija ispitivanih
kolinesteraza fosfoniliranin somanom pracena je samo za Y337A/F338A inacicu AChE za
koju je odredeno da usporeno stari. Inicijalnom pretragom reaktivacije Y337A/F338A inacice
fosfonilirane somanom odreden je postotak reaktivacije i prividna konstanta brzine

reaktivacije prvog reda (ko) uz 1 mmol dm™ oksime (slika 4.10).
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Slika 4.10. Reaktivacija somanom inhibirane Y337A/F338A inacice AChE (%) s oksimima postignuta
unutar 24 h uz prividnu konstantu brzine reaktivacije prvog reda (kops). Koncentracija oksima bila je 1
mmol dm?®. Redosljed oksima na slici odgovara srednjoj vrijednosti eksperimentalno odredenih
konstanti Kqps, poredanim od najvise do najnize.

Od 17 testiranih, samo su 4 oksima reaktivirala od 50 do 65 % aktivnosti enzima unutar 24 h
(slika 4.10). Medutim, konstante ks Su izrazito niske (0,001-0,003 min™), izuzev one
odredene za HI-6 (oko 0,15 min™). Valja spomenuti da je jo§ 1981. godine pokazano da
oksimi koji su relativno ucinkoviti u reaktivaciji somanom inhibirane AChE imaju oksimsku
skupinu u ortho polozaju na piridinijevom prstenu i kisik u poveznici izmedu dva piridinijeva
prstena te da dodatnoj stabilizaciji oksima u aktivnom mjestu AChE doprinosi CO-NH,
skupina.'®® Tom strukturnom opisu odgovara, izmedu ostalih, i oksim HI-6.

Detaljnom kinetikom reaktivacije na¢injenom uz §iri raspon koncentracija oksima, za tri

najucinkovitija reaktivatora somanom fosfonilirane Y337A/F338A inafice AChE: HI-6,
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JAR2-167 i JAR2-177, odredene su kineticke konstante te ostali parametri reaktivacije

sumirani u tablici 4.4.

Tablica 4.4. Reaktivacija somanom inhibirane Y337A/F338A inaCice AChE: kineti¢ke konstante
(+ standardna pogreska) izraCunate jednadzbama (7)—(9) iz prividnih konstanti, K., dobivenih iz
provedenih eksperimenata, maksimalni postotci reaktivacije (Reakt.n.) i vrijeme (t) u kojem su
postignuti.

NH,
HON= \
= = [¢] N
| . .
Y337A/F338A qu‘\/ovl@/zj WNOH iN)fs/\}N/ Q/@H/ N=N ZPFiMNOH
S W

N ) =/ NA~TK
Oksim HI-6 JAR2-167 JAR2-177

(mmol dm) (0,05-1) (0,05-1) (0,05-2)
Kiz / min’ 0,210 + 0,035 0,0020 + 0,0001 0,0030 + 0,0010
Kox / pmol dm™ 60 + 37 33+15 162 + 56
k, / dm® mol™* min™ 3560 + 1930 60 + 25 20+5
Reakt. max / % 60 15-50 2060
t/ min 10-30 300 300

HI-6 se istiCe medu testiranim oksimima po oko 100 puta vecoj konstanti k., od one u slu¢aju
reaktivacije Y337A/F338A s JAR2-167 i JAR2-177 oksimima, $to se moze uociti i na slici
4.11. Reaktivacijom somanom inhibirane Y337A/F338A inac¢ice AChE pomoc¢u HI-6 vraceno
je oko 60 % aktivnosti enzima u 30 min. Medutim, u slucaju reaktivacije s JAR2-167 i
JAR2-177 oksimima, dolazi do pojave reaktivacijskih platoa, najvjerojatnije zbog starenja
konjugata pa je, ovisno o koncentraciji oksima, vraéeno tijekom duzeg vremena tek 15-60 %
aktivnosti enzima. Inacica Y337A/F338A dizajnirana je s ciljem da F338A mutacija uspori
starenje konjugata Y337A/F338A i somana te da mutacija Y337A dovede do povecanja

brzine reaktivacije konjugata.?” 2%

Medutim, izgleda da mutacija tirozina 337 u alanin nije u
slu¢aju JAR oksima olakSala blize smjeStanje i1 orijentaciju oksimske skupine prema
fosfoniliranom serinu kao $to je to pokazano za reaktivaciju Y337A inacice inhibirane OP
spojevima sli¢nim somanu s HI-6."%* Ogite razlike u kinetickim parametrima reaktivacije
(tablica 4.4) potvrduju ulogu strukturnih elemenata, odredenih prije skoro 35 godina, na
ucinkovitost oksima u reaktivaciji konjugata sa somanom. Naime, oba JAR oksima su
imidazolijevi bisoksimi i sadrze triazolski prsten u poveznici po ¢emu se strukturno bitno

razlikuju od najucinkovitijeg reaktivatora somanom inhibirane Y337A/F338A inadice,

Nikolina Macek Hrvat Doktorska disertacija



64 § 4. Rezultati i rasprava

bispiridinijevog monoksima HI-6 s kisikom u poveznici. Visoka vrijednost konstante
defosfonilacije i postotak reaktivacije inhibiranog Y337A/F338A s HI-6 veci od 50 %

omogucuju njegovo daljnje testiranje u paru s HI-6 za ex vivo razgradnju somana.

047 & Hie M JAR2-177 -® JAR2-168
0.3
o 0.2
£
= 0.1—
=, 0.002T °
3 ) [] °
X
0.001
0.000 T T T T 1
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[Oksim]/mmol dm ™

Slika 4.11. Najuéinkovitiji reaktivatori somanom fosfonilirane Y337A/F338A inacice AChE (tablica
4.4). Ovisnost brzine reaktivacije o koncentraciji testiranih oksima iz najmanje tri pokusa.

Nadalje, valja spomenuti da je soman specifi¢an i po tome $to ima dva kiralna centra.
Jedan kiralni centar se nalazi na fosforovom atomu, a drugi na ugljikovom atomu (C,)
pinakolilne skupine pa prema tome soman ima i detiri izomera, odnosno dva
dijastereoizomera: P/ ris)y Cur- sr). AChE pokazuje vecu stereoselektivnost prema Ps
dijastereoizomerima i to 7,5 x 10* puta veéu prema PsCs stereoizomeru u odnosu na PrCr
stereoizomer.2*'® 1zomeri utje¢u i na brzinu starenja AChE. Medutim brzina starenja
konjugata AChE i PsCs odnosno PsCr stereoizomera, s kojima AChE preferentno stvara

interakcije, bitno se ne razlikuje.®**®

Takoder se zna da AChE pokazuje priblizno dva puta
vecéu stereoselektivnost prema PsCs stereocizomeru koji se brze i reaktivira, nego prema PsCg
stereoizomeru, ali i da pojedinacne mutacije Y337A i F338A nisu utjecale na
stereoselektivnost.>?®1%* Dakle, moze se pretpostaviti da ¢e stereoselektivnost inhibicije i

reaktivacije Y337A/F338A inacice AChE biti sli¢na stereoselektivnosti divljeg tipa AChE.
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4.5. Inhibicija aktivnosti kolinesteraza tabunom, VX-om i somanom

Tabun, soman i VX su iznimno potentni ireverzibilni inhibitori kolinesteraza®®®

te je za
ocekivati da mutacije u aktivnom mjestu nativnog enzima mogu utjecati na brzinu fosfilacije.
Kako bi se utvrdio utjecaj mutacija Y337A i Y337A/F338A u mjestu vezanja kolina AChE
odredene su konstante brzine inhibicije, ki, za AChE, ina¢ice AChE i BChE. Iz ovisnosti
aktivnosti enzima o vremenu inkubacije uz nekoliko koncentracija tabuna, VX-a ili somana
odredena je prividna konstanta brzine inhibicije, Kops. nakon ¢ega je iz linearne ovisnosti Kops 0
koncentraciji OP spoja odredena konstanta brzine inhibicije drugog reda, ki (slika 4.12,
tablica 4.5). Konstante odredene za inhibiciju AChE i BChE u skladu su s onima objavljenim

u literaturi, %13

Tablica 4.5. Konstante brzine inhibicije drugog reda (k;) kolinesteraza tabunom, VX-om i somanom.
Rezultati u tablici predstavljaju srednju vrijednost provedenih eksperimenata + standardna devijacija.

ki / dm® pmol™ min™

| o)
5 \ Y HaC
N 7 (O //O 3~
S P N /o
/ \o/\ / \S/\/ F
NC
VX

Tabun Soman
AChE 47+02 11,1 +1,1 100,0 + 0,2
BChE 1,28 4,0+0,1 82,6 £23
Y337A 1,1° 44,8 +0.,6 383+1,7
Y337A/F338A 40,0 2,5 144+ 1,6 77,2 +0,01

#vrijednost odredena za ljudsku BChE (plazma); ° vrijednost odredena za Y337A inagicu AChE misa

Brzina inhibicije AChE prati trend soman > VX > tabun. Dakle, AChE se najbrze inhibira
somanom koji se s konstantom k; od 10®° dm® mol™ min™ svrstava u kategoriju najbrzih
inhibitora. Naime, soman ve¢ u koncentraciji od 10 nmol dm™ inhibira AChE u potpunosti za
2-3 min (slika 4.12). Usporedbe radi, za priblizno 80 %-tnu inhibiciju AChE tabunom u
50 nmol dm™ koncentraciji potrebno je 10-15 min, a VX-om iste koncentracije 3-5 min.

Isti trend inhibicije s OP spojevima primjecuje se i za inhibiciju BChE (tablica 4.5), iako
se BChE inhibira nesto sporije od AChE svim testiranim OP spojevima. Tako je brzina

inhibicije BChE sporija oko 4 puta od brzine inhibicije AChE u slu¢aju inhibicije tabunom, za
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20 % od brzine inhibicije AChE u slucaju inhibicije somanom te 2,8 puta od inhibicije AChE

u slucaju inhibicije VX-om.
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Slika 4.12. Progresivna inhibicija AChE tabunom, VX-om i somanom (primjer jednog pokusa). 1z
korelacije pada aktivnosti enzima u vremenu odredena je prividna konstanta brzine inhibicije uz
ispitivanu koncentraciju OP spoja, kqss, @ konstanta brzine inhibicije drugog reda, k;, iz ovisnosti Kqps 0

koncentraciji OP spoja.
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Konstante inhibicije Y337A i Y337A/F338A inacica AChE istog su reda veli¢ine kao one
za divlji tip AChE (tablica 4.5). Odredeno je da se Y337A inacica AChE najbrze inhibira
VX-om, i to oko 4 puta brze nego divlji tip AChE. Medutim, zamjena dvije aromatske
aminokiseline malim alifatskim alaninima u slu¢aju inhibicije somanom rezultirala je
neznatnim smanjenjem brzine inhibicije, ali zato je imala za posljedicu ubrzanje inhibicije
tabunom za 9 puta u odnosu na divlji tip AChE. Naime, uklanjanjem aromatskih ogranaka
tirozina 1 fenilalanina olaksSano je pozicioniranje tabuna u blizinu katalitickog serina enzima.

Za ucinkovito biolosko ¢istilo vazno je da konstanta brzine inhibicije k;, bude barem reda
veli¢ine one odredene za AChE divljeg tipa, ili visa. Egzogeni enzimi s nizom brzinom
inhibicije nisu dobar odabir za enzimsku komponentu pseudokatalitickog cistila jer ne bi
uc¢inkovito razgradili OP spoj ciklusima inhibicije i reaktivacije enzima prije nego se OP spoj
distribuira u organizmu i inhibira sinapti¢ku AChE. Razgradnja OP spoja oksim-enzim parom
bila bi u tom slucaju ograni¢ena brzinom inhibicije enzima OP spojem, a ne ucinkovito$éu
reaktivatora, odnosno brzinom reaktivacije inhibiranog enzima.** Budué¢i da je BChE
endogeno stehiometrijsko ¢istilo, a odobrena je i od strane FDA za koristenje u profilaksi kao
egzogeni enzim, njena neznatno niza k; od onih odredenih za AChE pri inhibiciji tabunom,
VX-om i somanom, omogucuje razvoj pseudokatalitickog Cistila na bazi BChE uz ucinkovit
reaktivator. Medutim, poznato je da BChE inhibirana somanom stari u vrlo kratkom vremenu
(9 min, pH 8)% sto predstavlja otegotnu okolnost u razvoju pseudokatalitickog Gistila za
razgradnju somana. Nadalje, Y337A/F338A inadica AChE se zbog deseterostrukog ubrzanja
inhibicije tabunom i brzine inhibicije VX-om i somanom sli¢ne onoj divljeg tipa AChE, moze
izdvojiti kao potencijalna enzimska komponenta pseudokatalitickog Cistila za razgradnju tih
ziv€anih bojnih otrova. S druge strane, iako je brzina inhibicije Y337A inacice AChE
tabunom nesto sporija od brzine inhibicije divljeg tipa AChE, njena vrlo uéinkovita
reaktivacija s oksimom JAR288C (tablica 4.1) izdvaja ovaj par kao najpotencijalniji par za
razmatranje kao pseudokatalitickog Ccistila u slucaju trovanja tabunom. Potencijal za
razgradnju VX-a imaju obje ina¢ice AChE jer su uvedene mutacije rezultirale ubrzanjem
inhibicije (tablica 4.5), a u ovom istrazivanju su izdvojeni i njihovi ucinkoviti reaktivatori
(tablica 4.2).
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4.6. Ex vivo oksim-enzim potpomognuta razgradnja zivéanih bojnih
otrova
Oksim-enzim potpomognutu razgradnju ziv¢anih bojnih otrova moguce je pratiti u ljudskoj
Krvi, a ex vivo pokusom simulirani su uvjeti sli¢ni onima koji se mogu ocekivati u krvotoku u
slu¢aju izlozenosti OP spoju. Uc¢inak razgradnje OP spoja prije nego se on distribuira u
organizmu kljucan je za ocuvanje aktivnosti sinapticke AChE i sprjecavanje pojave ozbiljnih
toksi¢nih posljedica za organizam pa ¢ak i smrti. Kako bi se u uzorku venske krvi ispitala
ucinkovitost oksim-enzim para kao pseudokatalitiCkog dcistila u krv je dodana jedna od
ispitivanih kolinesteraza prije inkubacije s deseterostrukim ili pedeseterotrostrukim suviskom
OP spoja. Nakon inkubacije takvog sustava u trajanju od 10 min do 1 h, da se postigne 100
%-tna inhibicija aktivnosti uzorka, dodan je oksim. S obzirom da krv sadrzi eritrocitnu AChE
I BChE, simultano se pratila reaktivacija inhibiranog uzorka venske krvi testiranim oksimom
da se vidi doprinos nativnih (endogenih) kolinesteraza razgradnji OP spoja. Razgradnja OP
spoja ocitovala se porastom mjerene aktivnosti kolinesteraza u uzorku Sto je oznacavalo
uspjesnu ciklicku inhibiciju enzimske komponente pseudokatalitickog Cistila OP spojem i

njenu reaktivaciju oksimom.

4.6.1. Tabun

Za oksim-enzim potpomognutu razgradnju tabuna u ex vivo uvjetima testirani su Y337A
inacica AChE 1 oksim JAR288C, koji su izabrani na osnovu svojih kinetickih karakteristika.
Ljudska venska krv obogacena je Y337A inac¢icom AChE i inkubirana s 10 ili 50 puta viSom
koncentracijom tabuna te je zatim nakon dodatka JAR288C pra¢en povrat enzimske
aktivnosti. Pokusi su prikazani na slici 4.13. U slucaju deseterostrukog suviska tabuna od
Y337A i uz 1 mmol dm™ JAR288C, tabun je u potpunosti razgraden za otprilike 15 min
nakon cega je kataliticka aktivnost sustava dosegla svoj maksimum od 100 %. Dobiveni
rezultati su u skladu s in vitro pokusom, kada je 90 % aktivnosti Y337A inacice reaktivirano
za 20 min (tablica 4.1). Potpuna razgradnja tabuna vidljiva je unutar otprilike 20 min i u
slu¢aju kombinacije Y337A s nizom koncentracijom JAR288C oksima (slika 4.13). Povrat
aktivnosti enzima i to gotovo u potpunosti u vrlo kratkom vremenu znaci da je ciklus
inhibicije Y337A inac¢ice AChE tabunom i reaktivacije JAR288C oksimom bio izrazito brz
Sto Cini par JAR288C-Y3337A djelotvornim pseudokatalitickim Cistilom tabuna.
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Slika 4.13. Ex vivo JAR288C—Y337A potpomognuta razgradnja A) 3,5 pmol dm® i B) 17 pmol dm™
tabuna (primjer jednog pokusa). Uzorak ljudske venske krvi oboga¢en je 330 nmol dm™ Y337A
ina¢icom AChE u koji je nakon inkubacije s tabunom dodan JAR288C (1 ili 0,1 mmol dm).

Kako je odredeno da ljudska krv sadrzi 80-85 % AChE i 15-20 % BChE ucinkovitost
pseudokatalitickog Cistila mogla bi se dodatno unaprijediti ukoliko bi oksim bio ucinkovit
reaktivator i nativne AChE, odnosno BChE. Stoga je ovdje paralelno provjerena i reaktivacija
nativnih kolinesteraza u uzorku venske krvi. Prema inicijalnoj pretrazi (slika 4.1), in vitro
aktivnost tabunom inhibirane AChE i BChE oksimom JAR288C (1 mmol dm?) vracena je na
50-60 %, ali puno sporije nego u slucaju reaktivacije tabunom inhibirane Y337A inacice
AChE (niza kops konstanta u odnosu na Y337A). Stoga se u ovom slu¢aju nije niti moglo
oc¢ekivati znacajno unaprjedenje ucinkovitosti pseudokatalitiCkog Cistila reaktivacijom nativne
AChE i BChE, kao $to se i vidi na slici 4.13A gdje je potrebno sat vremena za reaktivaciju

nativnih kolinesteraza s visom koncentracijom JAR288C oksima. Pocetni zastoj reaktivacije s

Nikolina Macek Hrvat Doktorska disertacija



70 § 4. Rezultati i rasprava

viSom koncentracijom tabuna, odnosno nizom koncentracijom oksima, dodatno ukazuje na
podkapacitiranost venske krvi kao ¢istila. Reaktivacija nije vidljiva sve dok se koncentracija
tabuna i kolinesteraza ne priblizi stehiometrijskom odnosu. Tek kada koncentracija
reaktiviranih kolinesteraza postane veca od koncentracije slobodnog tabuna pocinje trend

porasta aktivnosti enzima.

4.6.2. VX

Oksim-enzim potpomognuta razgradnja VX-a u ex vivo uvjetima ispitana je s nekoliko
kombinacija enzima i njihovim najuéinkovitijim reaktivatorima (tablica 4.2), i to inacice
AChE s HI-6, a BChE s JAR1-47A. Par Y337A/F338A i HI-6 u ex vivo uvjetima testiran je
uz deseterostruki, odnosno pedeseterostruki suvisak VX-a u odnosu na samu inacicu AChE.
Potpuna razgradnja VX-a (vidljiva kao postizanje maksimalne aktivnosti kolinesteraza u
uzorku nakon inhibicije) primjecuje se 15 do 20 min nakon dodatka 1 mmol dm™ HI-6 u
uzorak venske krvi obogacene Y337A/F338A inadicom Kkoja je inkubirana s 10 puta viSom
koncentracijom VX-a (slika 4.14). Maksimalni povrat aktivnosti kolinesteraza od 100 %
postignut je i u pseudokatalitickom sustavu inkubiranom s 50 puta viSom koncentracijom
VX-g, ali je vrijeme potrebno da se razgradi VX bilo 50-60 min (slika 4.14B). Takoder i niza
koncentracija HI-6 u kombinaciji s Y337A/F338A uspjesno je razgradila obje koncentracije
VX-a. Jedino je u sluc¢aju pedeseterostrukog suviska VX-a vidljiv zastoj povrata aktivnosti u
trajanju od oko 40 min. U tom vremenu dolazi do ponavljanja ciklusa inhibicije
Y337A/F338A inafice AChE VX-om i njene reaktivacije oksimom, a tek kada se
koncentracija slobodnog VX-a priblizi koncentraciji enzima moze uslijediti zna¢ajan povrat
aktivnosti enzima i potpuna razgradnja VX-a. U skladu s tim, 20 min nakon pocetnog zastoja,
odnosno otprilike nakon 60 min od dodatka oksima, postignut je maksimalni postotak
reaktivacije od oko 80 %.

Obzirom da je in vitro pokusima pokazano kako je VX-om inhibirana Y337A inadica
takoder uspjes$no reaktivirana pomoc¢u HI-6 (tablica 4.2) i taj oksim-enzim par ispitan je u
ex vivo uvjetima razgradnje VX-a. Slika 4.15 prikazuje razgradnju VX-a potpomognutu
parom HI-6 1 Y337A. Primjecuje se u¢inkovita razgradnja nize koncentracije VX-a S viSom
koncentracijom HI-6 te povrat aktivnosti uzorka u potpunosti nakon 30 min. Pri inkubaciji

uzorka venske krvi obogaé¢ene Y337A inaCicom S viSom koncentracijom VX-a uocen je
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pocetni zastoj povrata aktivnosti, medutim nakon 60 do 80 min, ovisno o koncentraciji HI-6,

reaktivirano je oko 90 % aktivnosti uzorka (slika 4.15B).
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Slika 4.14. Ex vivo HI-6-Y337A/F338A potpomognuta razgradnja A) 5 pmol dm™ i B) 25 pmol dm™
VX-a (primjer jednog pokusa). Uzorak ljudske venske krvi obogacen je 500 nmol dm™ Y337A/F338A
inagicom AChE u koji je nakon inkubacije s VX-om dodan HI-6 (1 ili 0,1 mmol dm’®).

Ucinkovitost HI-6 u reaktivaciji VX-om fosfonilirane AChE potvrdena je in vitro
pokusima (tablica 4.2), §to je u skladu i s ranijim istraZivanjima.’***® Stoga se, buduéi da
venska krv sadrzi oko 80 % AChE, moglo pretpostaviti da ¢e razgradnja VX-a biti moguca u
venskoj krvi i bez dodatka inacica AChE. Ucinak nativne AChE moze se vidjeti na slici
4.14A i slici 4.15A u vidu povrata aktivnosti od oko 40 % za otprilike 20 min kada je uzorak
venske krvi inkubiran s nizom koncentracijom VX-a i reaktiviran s 1 mmol dm™ HI-6. Nizi

postotak reaktivacije postignut u ex vivo uvjetima od onog postignutog in vitro moze se
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objasniti time §to VX fosfonilira i BChE (oko 20 % BChE u ljudskoj krvi) koja se ne

reaktivira s HI-6. Naime, iz inicijalne pretrage poznato je da HI-6 nije uéinkovit reaktivator

VX-om inhibirane BChE (slika 4.5).
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Slika 4.15. Ex vivo HI-6-Y337A potpomognuta razgradnja A) 3,4 pmol dm™ i B) 17 umol dm™ VX-a
(primjer jednog pokusa). Uzorak ljudske venske krvi obogaéen je 330 nmol dm™® Y337A ina¢icom
ACHhE u koji je nakon inkubacije s VVX-om dodan HI-6 (1 ili 0,1 mmol dm).

Konstanta brzine nukleofilnog uklanjanja vezanog VX-a, K., odredena u in vitro

pokusima reaktivacije s HI-6 ¢ak je 13 puta veca za inhibiranu Y337A/F338A inacicu AChE

u odnosu na Y337A inacicu (tablica 4.2). Ta razlika se ocituje i u ex vivo pokusima gdje je

potrebno duze vrijeme za povrat aktivnosti venske krvi obogacene Y337A inacicom AChE pri

inkubaciji s viSom koncentracijom VX i/ili s nizom koncentracijom HI-6 (slika 4.15) nego s
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Y337A/F338A inaficom AChE (slika 4.14). Stoga je Y337A/F338A inacica AChE u

kombinaciji s HI-6 bolji izbor za razgradnju VX-a.

Na Slici 4.16 prikazana je ex vivo razgradnja VX-a pomoc¢u BChE i njenog

najucinkovitijeg reaktivatora JAR1-47A. Niski postotak reaktivacije BChE ovim oksimom

(tablica 4.2) kao i neucinkovitost JAR1-47A u reaktivaciji AChE (vidljivo iz inicijalne

pretrage, slika 4.5), umanjuje potencijal egzogene BChE da djeluje kao pseudokataliticko

¢istilo u kombinaciji s oksimom JAR1-47A.
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Slika 4.16. Ex vivo JAR1-47A-BChE potpomognuta razgradnja A) 3 pmol dm™ i B) 15 umol dm

VX-a (primjer jednog pokusa). Uzorak ljudske venske krvi obogaéen je 300 nmol dm™ BChE u koji je

nakon inkubacije s VX-om dodan JAR1-47A (1 ili 0,1 mmol dm’).
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4.6.3. Soman

Razgradnja somana u ex Vivo uvjetima pracena je uz dodatak Y337A/F338A inacice AChE
usporenog starenja i njenog najucinkovitijeg reaktivatora kako bi se procjenila efikasnost
ovog para kao pseudokatalitickog Cistila somana. Na slici 4.17 prikazani su pokusi razgradnje
somana u kojima je ljudska venska krv obogac¢ena Y337A/F338A ina¢icom AChE inkubirana

s deseterostrukim, odnosno pedeseterostrukim suviskom somana nakon ¢ega je dodan oksim

HI-6.

A) 5 pmoldm’3 soman
1 mmoldm™ HI-6 0,1 mmoldm™ HI-6
100 100
. 807 @ Y337A/F338A — HI-6 par . 807 —A- Y337A/F338A — HI-6 par
= =
N - HI-6 < - HI-6
:g 60 :g 60
o o
© ©
= = A
£ 40 £ 404
© ©
[0} (]
® 20 504
. .
0 -1 T T T T T 1 0 1 T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100 120
t/ min t/ min
B) 25 ymol dm 2 soman
1 mmoldm™ HI-6 0,1 mmoldm™> HI-6
100 100
go- @ Y337A/F338A — HI-6 par go- ¥ Y337A/F338A — HI-6 par
o °
> | Hi6 s - HI-6
S 60 < 60
o o
[ (]
2 >
< 40 £ 40-
© ©
[} [}
x x
204 20
[
0 -1 T T T 1 0 - T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
t/ min t/ min

Slika 4.17. Ex vivo HI-6-Y337A/F338A potpomognuta razgradnja A) 5 pmol dm™® i
B) 25 pumol dm® somana (primjer jednog pokusa). Uzorak ljudske venske krvi obogaéen je
500 nmol dm™ Y337A/F338A inaticom AChE u koji je nakon inkubacije sa somanom dodan HI-6
(1ili 0,1 mmol dm).
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Nakon pocetne faze zastoja u povratu aktivnosti od 10 do 40 min, ovisno o koncentraciji
somana i HI-6, reaktivacija doseze svoj maksimum od oko 60 % unutar 15 do 40 min. Ova
faza zastoja nije bila o¢ekivana s obzirom na vrijednosti k; i k; konstanti (tablica 4.4 i 4.5).
Mogucéi razlog njene pojave je, osim starenja fosfonilirane inacice, prisustvo izomera somana
(P+C., tj. PsrCsr) koji pokazuju razli¢itu kinetiku inhibicije i1 reaktivacije §to rezultira
razlikom u brzini njihovog uklanjanja iz smjese dijastereomera racemi¢nog somana. Iz slike
4.17 takoder se primjeCuje da reaktivacija nativnih kolinesteraza s oksimom HI-6 nije
zabiljezena U uzorcima somanom inhibirane venske krvi. Razlog tome je brzo starenje
somanom inhibiranih nativnih kolinesteraza. To znaci da povrat aktivnosti u uzorcima
inhibirane venske krvi obogacene Y337A/F338A inaicom AChE potjeCe od reaktivacije
aktivnosti inacice, a maksimalni postotak reaktivacije od oko 60 % u skladu je s in vitro

rezultatima (tablica 4.4).

4.7. Smjernice za daljnja istrazivanja pseudokatalitickih cistila

Upotreba egzogenih enzima kao bioloskih Cistila predstavlja vazan napredak u ocuvanju
aktivnosti sinapticke AChE u slucaju izlozenosti OP spojevima. Standardna terapija oksimom
i atropinom nije dostatna, niti se moze uvijek pravovremeno primjeniti, osobito u slucaju
izloZenosti somanu. Stoga razgradnja OP spojeva potpomognuta oksimom i enzimom ima
znacajan potencijal za primjenu u obliku profilakse 1/ili kao terapija u slucaju trovanja OP
spojevima. Razvojem takvih pseudokatalitickih ¢istila uc¢inio bi se zna¢ajan pomak u zastiti
poljoprivrednika, vojnika, medicinskog osoblja i radnika sli¢nih profesija za koje se moze
oc¢ekivati da budu izloZeni OP spojevima.

Rezultati prikupljeni ovdje provedenim in vitro i ex vivo iStrazivanjem mogu se smatrati
znaCajnim pomakom, odnosno doprinosom u pronalazenju uspjesne terapije 1 dekontaminacije
za tabun, soman i VX. Izmedu testiranih novih i klasi¢nih reaktivatora inhibiranih
kolinesteraza (BChE i Y337A te Y337A/F338A inacica AChE) izdvojeni su oksim-enzim
parovi, tj. pseudokataliticka Cistila koja su uspjes$no i u relativno kratkom roku razgradila
ciljani ziv¢ani bojni otrov ciklickom inhibicijom enzima i njegovom reaktivacijom oksimom.
Jedan od novih oksima, monopiridinijev oksim JAR288C, pokazao se ucinkovitim
reaktivatorom tabunom inhibirane Y337A inacice AChE i taj oksim-enzim par uspje$no

uklanja tabun u ex vivo uvjetima. Medutim, iako izmedu novih oksima nisu pronadeni
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uéinkovitiji reaktivatori VX-om i somanom inhibiranih kolinesteraza od klasi¢nog
bispiridinijevog oksima HI-6, njegovim kombiniranjem s Y337A/F338A ina¢icom AChE
pokazan je izniman pseudokataliti¢ki potencijal u ex vivo pokusima. Vrlo je vazno naglasiti
znaCajan pomak u istrazivanju profilakse/terapije trovanja somanom. Naime, par sac¢injen od
oksima HI-6 i Y337A/F338A inacice AChE, za koju smo odredili da ima usporeno starenje,
pokazao se u¢inkovitim u razgradnji somana.

Daljnji nastavak ovog istrazivanja usmjerit ¢e se na ispitivanje profilaktickog djelovanja
ovdje definiranih pseudokataliti¢kih ¢istila u in vivo pokusima. U naSem nedavnom
istrazivanju potvrdili smo da in vivo primjena Y337A/F338A i HI-6 u obliku predtretmana ili
kao terapije nakon izloZenosti miSeva somanu zna¢ajno umanjuje simptome trovanja (tremor,
gréevi 1 sl.) 1 produzuje prezivljavanje u odnosu na netretirane miseve.*® Nadalje, sli¢no je
primjeceno i u preliminarnim in vivo istrazivanjima s JAR288C i Y337A parom na miSevima
izlozenim tabunu. S druge strane, za oksim JAR288C se ispostavilo da je relativno toksi¢an
spoj, za razliku od HI-6, sto ograni¢ava daljnje ispitivanje in vivo u¢inka JAR288C i Y337A
para.

U svrhu poboljsanja djelovanja pseudokatalitickog Cistila trebalo bi razvijati niskotoksi¢ne
oksime, ali i optimizirati oksim/enzim doze te omoguciti produljenje vremena cirkulacije
enzima i oksima u krvotoku. Takve odlike oksim-enzim parova povecale bi ucinkovitost
profilaktika i mogucnost uklanjanja, odnosno razgradnje OP spoja prije nego se distribuira u
organizmu. Na umu treba imati i postojanje izomera OP spojeva, osobito u slucaju somana
gdje je brzina inhibicije, toksi¢nost, Starenje i postotak reaktivacije razli¢it S obzirom na
izomer kojim je enzim inhibiran te bi se problemu reaktivacije takvih konjugata trebalo
detaljnije posvetiti. Takoder, sinteza novih oksima s ciljem povecanja uspjeSnosti reaktivacije
inhibiranih kolinesteraza te ispitivanje utjecaja razli¢itih mutacija aktivnog mjesta AChE pa i
BChE na brzinu inhibicije i reaktivacije od iznimne je vaznosti za pronalaZenje uc¢inkovitih
pseudokatalitickih ¢istila za razgradnju OP spojeva.

lako je od in vitro istrazivanja do klinicke upotrebe dug put i nadasve problemati¢an zbog
nemogucénosti provodenja klinickih ispitivanja na ljudima te niza drugih pitanja eticke i
financijske prirode, ovakva istrazivanja su od velike vaznosti zbog sve vece svakodnevne

prijetnje koju predstavlja terorizam.
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>

Ispitivana je oksimom potpomognuta reaktivacija kolinesteraza (AChE, njenih inacica
Y337A 1 Y337A/F338A te BChE) inhibiranih ziv€anim bojnim otrovima (tabunom,
VX-om, somanom) uz 15 novih  monopiridinijevih, imidazolijevih te
piridinio-imidazolijevih JAR oksima i dva klasi¢na piridinijeva oksima (HI-6 i
2-PAM). Najucinkovitiji reaktivatori su bili:

e zatabunom inhibiranu Y337A ina¢icu AChE monopiridinijev oksim JAR288C;

e za VX-om inhibirane AChE i njene obje inacice bispiridinijev oksim HI-6;

e za somanom inhibiranu Y337A/F338A inadicu AChE HI-6.

lako nije pronaden oksim koji bi bio djelotvoran u reaktivaciji kolinesteraza fosfiliranih
sa sva tri zivéana bojna otrova, HI-6 se priblizio "univerzalnom reaktivatoru” kao
najucéinkovitiji za VX-om inhibirane AChE i njene inacice te za Y337A/F338A inacicu

inhibiranu somanom.

Dvostruka mutacija u mjestu vezanja kolina AChE kojom su aromatske aminokiseline
(tirozin 337 i fenilalanin 338) zamijenjene alifatskim (alaninima) omogudila je

optimiziranje reaktivacije, inhibicije i starenja:

e ostvaren je veéi broj povoljnih interakcija za pozicioniranje i orijentaciju HI-6
prema VX-om fosfoniliranom katalitickom serinu $to je dovelo do ubrzanja

reaktivacije inacice za 5 puta u odnosu na divlji tip AChE,

e olaksano je pozicioniranje tabuna u blizinu katalitickog serina Y337A/F338A

inacice §to je pridonijelo deveterostrukom ubrzanju inhibicije tabunom,

e usporeno je starenje konjugata Y337A/F338A i somana za 35 puta u odnosu na
nativhu AChE (25°C, pH 7,4).

Koncept pseudokatalitickog ¢istila dokazan je u ex vivo uvjetima uz deseterostruki i/ili
pedeseterostruki suvisak sva tri ispitivana ziv€ana bojna otrova U odnosu na
koncentraciju enzima. U kratkom vremenu, 15 do 30 min, vidljiva je razgradnja tabuna
s Y337A ina¢icom AChE potpomognuta JAR288C oksimom te razgradnja VX-a i
somana parom Y337A/F338A i HI-6.
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»  Nuzni kriteriji za u¢inkovitu oksim-enzim potpomognutu razgradnju ziv¢anih bojnih
otrova su sljedeci:
e visok postotak reaktivacije aktivnosti inhibiranog enzima oksimom,
o konstanta brzine reaktivacije, k.2, veca od 0,2 min™,
e konstanta disocijacije kompleksa fosfiliranog enzima i oksima, Kox, 0ko
0,1 mmol dm™ te

e konstanta brzine inhibicije OP spojem, k;, bar reda veli¢ine one za nativhu AChE.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

A alanin

AChE acetilkolinesteraza

AMPP citosolna aminopeptidaza

ATCh acetiltiokolin

BChE butirilkolinesteraza

CaEl jetrena karboksilesteraza

ChE kolinesteraze

D asparaginska kiselina

DMSO dimetil-sulfoksid

DTNB 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina

E glutaminska kiselina

F fenilalanin

FDA Food and drug administration, Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove
G glicin

HDL lipoprotein visoke gustoce

L leucin

LDso doza OP spoja pri kojoj je 50 % pokusnih zivotinja uginulo
N asparagin

OP spoj organofosforni spoj

PON1 paraoksonaza 1

PRIMA proline rich membrane anchor

PTE fosfotriesteraze

SMP-30 jetreni marker starenja

TCh tiokolin

TNB" anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline

\Y/ valin

W triptofan

Y tirozin
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