Novi pristup analizi oksima dizajniranih za zastitu
srediSnjeg zivcanog sustava pri trovanju
organofosfornim spojevima

Zorbaz, Tamara

Doctoral thesis / Disertacija
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveucilisSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:451370

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

L BTE U 3
QC,\\‘\S Ao

»
< 'y
S %

‘o % . N
> < Repository / Repozitorij:
= 5=
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of

3 = Zagreb

% T
<, 5
O =

Yo parens®

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:451370
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:5222
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:5222

FACULTY OF SCIENCE

Tamara Zorbaz

A NEW APPROACH TO THE ANALYSIS OF OXIMES
DESIGNED TO PROTECT CENTRAL NERVOUS
SYSTEM IN ORGANOPHOSPHORUS POISONING

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2018






PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET

Tamara Zorbaz

NOVI PRISTUP ANALIZ| OKSIMA DIZAJNIRANIH ZA
ZASTITU SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA PRI
TROVANJU ORGANOFOSFORNIM SPOJEVIMA

DOKTORSKI RAD

Mentorica:
dr. sc. Zrinka Kovarik, znan. savj. u tr. zv.

Zagreb, 2018.






FACULTY OF SCIENCE

Tamara Zorbaz

A NEW APPROACH TO THE ANALYSIS OF OXIMES
DESIGNED TO PROTECT CENTRAL NERVOUS
SYSTEM IN ORGANOPHOSPHORUS POISONING

DOCTORAL THESIS

Supervisor:
Dr Zrinka Kovarik, Permanent Scientific Advisor

Zagreb, 2018






Od srca hvala mentorici dr. sc. Zrinki Kovarik na ukazanom povjerenju i brojnim pruzenim
prilikama za ucenje i usavrsavanje, kao i na prenesenom znanju i vodstvu tijekom izrade
doktorske disertacije.

Hvala svim kolegama Jedinice za biokemiju i organsku analiticku kemiju, a posebno dr. sc.
Maji Katalini¢ i Antoniu Zandoni na pomoci oko eksperimenata sa stani¢nim linijama, dr. sc.
Nikoli Marakoviéu na pomoci s molekulskim modeliranjem, 1 dr. sc. Goranu Sinku na strucnim
savjetima.

Hvala dr. vet. Vedranu Miceku, dr. sc. Nikolini Macek Hrvat i dr. sc. Gordani Mendas Starcevié
na pomoci u provodenju svih in vivo vezanih eksperimenata.

Hvala Petri Miseti¢ (Fidelta d.o.0., Zagreb, Hrvatska) i dr. sc. Vesni Gabelici Markovi¢ na
eksperimentima kromatografskog odredivanja lipofilnosti i metabolicke stabilnosti oksima.

Hvala suradnicima dr. sc. Pierre-Yvesu Renardu, dr. sc. Ludovicu Jeanu i dr. sc. Anissi Braiki
(Normandie Université, UNIROUEN, INSA Rouen, CNRS, COBRA, UMR 6014, Rouen,
Francuska) na hidroksipiridinskim oksimima.

Hvala dr. sc. Kamilu Musileku (Department of Chemistry, Faculty of Science, University of
Hradec Kralové, Hradec Krdlové, Ceska Republika) na klorpiridinijevim oksimima.

Hvala dr. sc. Florianu Nachonu (Département de Toxicologie et Risques Chimiques, Institut de
Recherche Biomeédicale des Armeées, Brétigny-sur-Orge, Francuska) na uzorcima enzima
koristenim u izradi ove disertacije.

Hvala Teni Cadez na informacijama iz vanjskog svijeta.

Hvala Hrvoju na velikoj podrsici.

Veliko hvala roditeljima i sestri Dorotei koji su uvijek uz mene i koji su jednako zasluzni za sva
moja postiguca.

Tamara Zorbaz






§ Sadrzaj iX

SADRZAJ

SAZETAK .....oooivimiereeeseeeseeieseeess e ess s ss s X1
AB ST R A CT ettt ettt b e b e e be et e b e et e e b e b nae e XV
G L. UWVOD .. ettt b ettt ettt b e b b e nns 1
§2. LITERATURNIPREGLED. ..o 5
2.1, OrganofoSfOrNi SPOJEVI ......oiuiiiiireieieiei sttt ettt b et n e n e 5
2.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva i kemijske reakcije OP SPOJEVA ........cccerveveieiniiiisiniesienieseeeeeeees 6
2.1.2. Mehanizam toksicnosti OP spojeva i klinicka Slika ..............ccccccooviiviiiiniiiiiiii e 9
2.2. Kolinesteraze kao glavna meta OP spojeva i terapije trovanja OP spojevima..................... 14
2.2.1. Opcéenito 0 kOIIMESIETAZAMA ...............ccouieeiiiiic it 14
2.2.2. Kataliticka aktivnost kolinesteraza i interakcije s [IigaNUIMA ..........ccccovveiviiiiiiniinineneieeee 17
2.2.3. Inhibicija kolinesteraza OP spojevima i vezane reakCije........ccccvvvvviveieniienenie e 19
2.3. Razvoj oksimskih reaktivatora inhibiranih kolinesteraza i njihov farmakoloski profil .....22
2.3.1. Osnove farmakologije — farmakodinamika i farmakokinetika lijekova.............cccccevivvirerninennne. 23
2.3.2. Farmakoloski profil oksima koji se koriste u medicinskoj praksi te njihovi nedostaci................ 25
2.4. Dizajn reaktivatora s djelovanjem u srediSnjem Zivéanom sustavu.............cc.cccooeneniienneene 27
2.4.1. SrediSnji ZIVEANT SUSTAV ........ccoeiiiiieiieite ettt bbb n s 27
2.4.2. Pristupi u dizajnu lijekova s djelovanjem u sredisnjem Zivéanom SUSIAVU ............cccccuvceeieienncen. 32
2.4.3. Novije generacije reaktivatora s djelovanjem u sredisnjem Zivéanom SUStAv ...............cccocuenne. 35
§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ot 41
3Ll OKSIMI 1ttt bbb bbbt n s 41
3.2.  Spektrofotometrijska i kineticka mjerenja................c.ccoooiniiiii 44
3.2. 1. KeMIKAIIJE T BNZIMI ...ttt ettt bbbt 44
3.2.2. Odredivanje pKa vrijednosti OKSIMSKE SKUPINE ........cooiiiiiiriiiiiee s 45
3.2.3. Odredivanje aktivnosti kolinesteraza metodom po EIIManu..........cccccooviiiiinncncicceen, 46
3.2.4. Reverzibilna inhibicija kolinesteraza oKSIMIMaL...........ccooviiriiiiiiiicc s 48
3.2.5. Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oKSIMIma ...........ccoooviiiriiiicicce s 50
3.3 INSHHCO MELOTE. ...t 53
3.3.1. Odredivanje fizikalno-kemijskih sVOjStava OKSIMA ...........ccuviririieiiiicisise s 53
3.3.2. Molekulsko modeliranje oksima u 3D strukture Kolinesteraza ............cccoevvvveveiveieseciese e 53
3.4. Eksperimentalno odredivanje lipofilnosti oksima...................c.ccooiiiii 55
Rt I (T 0112 [PPSR 55
3.4.2. Odredivanje Chrom logD koeficijenta lipofilnosti okSima ..........ccocvveveiiiiieie i 55

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ Sadrzaj X

3.5.

3.5.1.
3.5.2.
3.5.3.
3.6.

3.6.1.
3.6.2.
3.7.

3.7.1.
3.7.2.
3.7.3.
§ 4.

4.1.

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.1.4.
4.15.
4.1.6.
4.1.7.
4.1.8.
4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.
4.2.5.
4.2.6.

§5.
§ 6.
§7.
§ 8.
§9.

Odredivanje toksi¢nog ucinka oksima na stanice ...............ccccocoviniininc 56
Kemikalije, mediji i SIANICNE [INIJE............cccoviiiiiiiiiieiiei e 56
Odredivanje citotokSICHOSI OKSIMA .........c..coooiiiiiiiiieiii e 57
Odredivanje indukcije oksidacijskog stresa OkSimima.............cccocuvenviiiiiiiiiiiiii i 58
Metabolicka stabilnost 0KSima iN VITFrO...........ccooeiiiiiiiiii e 59
KemiKalije i MIKFOSOMI .....cviiiicic it re et et sre e teste e e 59
Odredivanje metabolicke razgradnje oksima uslijed inkubacije s mikrosomima ........................ 60
Farmakokinetika oksima JR595 na modelu miSa ................ccooooiiiiiiiiiiiieee 61
KeMiKQLIJe § ZIVOLINE..........coouiiiiiiiiii ittt neees 61
Tretiranje miSeva i Priprema UZOTAKA . ...........c.ccerouaeeieie ettt re e 62
Odredivanja koncentracije oksima JR595 u bioloSkim uzorcima............ccccouveiviiiniiniiiiininnnn, 63
REZULT AT ottt e e bbbt e e e 65
HidroKsSipiridinSKi OKSTMI.........coviiiiiiiii e 65
Procjena nukleofilnog potencijala oksima prema pKa oksimske SKUPINE.........ccoevevveveiennenne. 65
Reverzibilna inhibicija kolinesteraza okSIMIMaL..........cccovveiiiiiiiieie it 66
Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oKSIMima ............ccoeiiieiiiiie e 67
Afinitet razlicitih konjugata enzima prema oksimima te molekulsko modeliranje...........c..c........ 72
Fizikalno-kemijska SVOJStVa OKSIMA ........c.coviiiiiieieceee ettt sttt 76
Citotoksicnost oksima i indukcija oksidacijskog stresa u stanicnim linijama..............cc.ccoeuene.. 79
Metabolicka stabilnost oksima uslijed inkubacije s MIKFOSOMIMA .........c.coocevviiiiiiiiiiiiienienienin 81
Koncentracije oksima JR595 u krvi i mozgu tretiranih miSeva ..............ccocovvvevninienineniennn 82
KIOrpiridinifeVi OKSIMI ..c..ccuviiiiiicic et st re e s reeraenre s 84
Procjena nukleofilnog potencijala prema pKa oksimske SKUPINE .........ccocveveveiveiinieiieinseeee 84
Reverzibilna inhibicija kolinesteraza oKSImMiMaL............ccoouiiiiieniiiiee e 86
Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza okSIMIma ..........cccooiiiiiiieniiiie e 86
Afinitet razlicitih konjugata enzima prema oksimima te molekulsko modeliranje....................... 92
Fizikalno-kemijska SVOJStVa OKSIMA ........ccviuiiiieieieisii e 96
Citotoksicnost oksima i indukcija oksidacijskog stresa u stanicnim linijama.................cccc.c...... 98
RASPRANV A ettt e e nr e nns 99
ZAKLIUCAK ...ccooiiiicieeie sttt 115
POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA .......ccooooniiviiniiiinrieneissessseenees 117
LITERATURNI IZVORI ...t 121
ZIVOTOPIS ...t 141

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija









§ Sazetak Xiii

SveuciliSte u Zagrebu Doktorska disertacija
Prirodoslovno-matemati¢ki fakultet

Kemijski odsjek

SAZETAK

NOVI PRISTUP ANALIZI OKSIMA DIZAJNIRANIH ZA ZASTITU SREDISNJEG
ZIVCANOG SUSTAVA PRI TROVANJU ORGANOFOSFORNIM SPOJEVIMA

Tamara Zorbaz
Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Ksaverska cesta 2, 10000 Zagreb
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istrazivanja, oksima 2-[(hidroksiimino)metil]-6-[4-(morfolin-4-il)butil]piridin-3-ola, koji ima
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Trovanje smrtnonosnim organofosfornim spojevima (OP) je aktualan problem, obzirom da je
ucestalost sluc¢ajnog ili namjernog trovanja OP spojevima koji se koriste kao pesticidi oko tri
milijuna godi$nje na svjetskoj razini.'?> Osim toga, OP Ziv&ani bojni otrovi, iako zabranjeni
Konvencijom o kemijskom oruzju iz 1997. godine, upotrijebljeni su u teroristickim napadima
u Siriji, Maleziji i Velikoj Britaniji u posljednje dvije godine.®® Mehanizam toksi¢nog
djelovanja OP spojeva je ireverzibilna inhibicija acetilkolinesteraze (AChE; EC 3.1.1.7),
esencijalnog enzima u sinapsama perifernog i sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS). AChE
katalizira hidrolizu neurotransmitera acetilkolina (ACh) i time ostvaruje bitnu ulogu u kontroli
prijenosa kolinergi¢nog zivcanog impulsa. Uslijed inhibicije aktivnosti AChE OP spojem,
dolazi do nakupljanja ACh u sinaptickoj pukotini i prekomjerne stimulacije nikotinskih i
muskarinskih acetilkolinskih receptora (nAChR i mAChR).” Skup simptoma trovanja, koji se
pritom javljaju, naziva se kolinergi¢nom krizom i ukljucuje poremecaje vida, tremore, poja¢anu
salivaciju, a u tezim slucajevima dolazi do napadaja, zatajenja disanja i smrti. Srodni enzim
butirilkolinesteraza (BChE; EC 3.1.1.8), ¢ija fizioloska uloga nije poznata i koji se ve¢inom
nalazi u plazmi, kovalentnim vezanjem OP spojeva moze smanjiti dostupnu koncentraciju OP

spoja koja inhibira AChE u sinapsama.®-1

Takoder, prezivjeli mogu imati dugotrajne posljedice zbog oStecenja Ziv€anih stanica u
specificnim regijama mozga zaduZenim za kognitivne 1 bihevioralne sposobnosti (pr.
hipokampus, centralni korteks).!1*2 Navedeni poremecaji su uoceni kod ljudi koji su prezivjeli
teroristicke napade OP spojevima u Japanu (1994. u Matsumotu i 1995. u Tokiju).!® Neuroloska
oStecenja obuhvacaju razli¢ite promjene 1 poremecaje, ne samo u kolinergi¢nom sustavu, vec i
u sustavima ostalih neurotransmitera (pr. prekomjerna aktivnost ekscitacijskog glutamatnog
sustava; deaktivacija inhibicijskog sustava y-aminomaslacne kiseline, GABA)"*8 koji mogu
biti uzrokovani indirektno inhibicijom AChE ili direktno interakcijom OP spojeva s drugim
makromolekulama. Pokazano je i da OP spojevi mogu direktno reagirati s nAChR i mAChR
receptorima te glutamatnim receptorima u SZS-u.*1%1%2! Dodatno, istrazivanja su pokazala da
prekomjerna stimulacija mAChR dugotrajno poveéanom koncentracijom ACh u SZS-u
uzrokuje smanjenje ekspresije ovog receptora, dovodi do njegove desenzitizacije (tj. smanjen

odgovor receptora na ACh) i internalizacije (tj. endocitoza receptora) u hipokampusu, §to moze

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 2

biti jednim od mogucih uzroka dugotrajnih poremecaja kognitivnih funkcija nakon trovanja OP
spojevima.l2?22 Takoder, vidljive su i razli¢ite promjene na stani¢noj razini poput poveéanja
unutarstani¢nog kalcija,” povecéanja koncentracije proupalnih &imbenika i proapoptoznih
signalnih molekula te povecano stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS; engl. reactive
oxygen species).?* Ovi poremecaji mogu dovesti do propadanja neurona te dugotrajnih

neuroloskih posljedica.?®

Farmakoloska terapija trovanja OP spojevima, koja se primjenjuje u medicinskoj praksi,
sastoji se od tri lijeka drugacijeg djelovanja: antagonista mAChR receptora (npr. atropin) koji
smanjuje muskarinske simptome, agonista GABA-A receptora (npr. diazepam ili njegov
prolijek avizafon) koji aktivira GABA neurotransmiterski sustav i inhibira ziv€ani prijenos te
djeluje kao antikonvulziv, i najbitnije, nukleofilnog spoj iz klase oksima koji djeluje kao
reaktivator AChE inhibirane OP spojem. Reaktivacija je proces u kojem anion oksimske
skupine (oksimat) djeluje kao nukleofil u supstituciji elektrofilnog OP ostataka vezanog za
serin, pa nukleofilni potencijal donekle ovisi o kiselo-baznoj konstanti disocijacije oksimske
skupine te je pozeljno da pKa vrijednost te skupine bude izmedu 7,3 i 8,0.%8 Ucinkovitost
reaktivacije ovisi i o afinitetu inhibiranog enzima prema oksimu koji je rezultat poloZaja oksima
I nekovalentnih interakcija koje on ostvaruje s aminokiselinama aktivnog zdrijela enzima.
Dakako, ucinkovitost pojedinog oksima za reaktivaciju pojedinih OP-AChE konjugata
posljedica je njihovih razlicitih sterickih i elektronskih karakteristika, tocnije karakteristika OP
spoja vezanog na kataliti¢ki centar — serin. Nijedan od oksima koristenih u medicinskoj praksi
(tzv. standardni oksimi), u koje ubrajamo 2-PAM, HI-6 i obidoksim te TMB-4, nije jednako
ucinkovit za sve OP spojeve. K tome, standardni oksimi svoje djelovanje uglavnom pokazuju
u sinapsama perifernog ziv€anog sustava, jer u mozgu postizu relativno male koncentracije koje
iznose maksimalno 10 % one koncentracije koja je ostvarena u krvi.?’~%? Razlog slabog prolaska
ovih oksima u SZS jest postojanje kvaternog dusikovog atoma u sklopu jednog ili dva
piridinijeva prstena u strukturi (tzv. kvaterni mono- ili bispiridinijevi oksimi). Pozitivni naboj
molekule oteZava 1 usporava pasivni transport oksima kroz krvno-mozdanu barijeru (KMB),
odnosno barijere izmedu periferije i SZS-a koja §titi mozak od djelovanja razli¢itih endogenih
I egzogenih molekula. Osim toga, pozitivno nabijeni piridinijevi oksimi imaju medusobno
slicne farmakokinetiCke karakteristike, tj. brzo se apsorbiraju u krvotok nakon intramuskularne

primjene zbog ¢ega je njihova biodostupnost dobra. Medutim, oni se i brzo eliminiraju putem
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§ 1. Uvod 3

bubrega, uglavnom ishodni nemetabolizirani spoj,3*® a to zahtjeva opetovanu administraciju

u primjeni terapije.

Zbog nedostataka postojece terapije, potraga za u¢inkovitijim reaktivatorom, a u zadnje
vrijeme i reaktivatorom koji pokazuje svoje djelovanje i u SZS-u, dovela je do sinteze i dizajna
brojnih novih oksimskih i neoksimskih® reaktivatora. Najvazniji pomaci u dizajnu
uc¢inkovitijih reaktivatora od onih koji se danas koriste, ukljucuju nove generacije reaktivatora
razli¢itih osnovnih struktura bez kvaternog dusika koji bi prolazili kroz KMB-u3¥*' te kvaternih
oksima kojima je poveéana lipofilnost fluorinacijom*®C ili povezivanjem piridinijevog prstena

s lipofilnim supstituentima.

Svrha ove disertacije bila je ispitati terapijski potencijal dviju novih skupina oksimskih
reaktivatora dizajniranih s ciljem poveéanja prolaska kroz KMB-u pasivnim transportom i
reaktivacije AChE u sinapsama mozga. Prva skupina novih reaktivatora jesu hidroksipiridinski
oksimi s tercijarnim dusikom unutar piridinskog prstena. Oni su dizajnirani iz dva funkcionalno
razliCita dijela: piridinskog prstena s oksimskom skupinom koja sluzi za reaktivaciju
inhibiranog enzima te aromatskog sustava za ostvarivanje n-x ili kation-n interakcija oksima s
perifernim anionskim mjestom AChE ¢ime se povecava afinitet enzima prema oksimu.
Poveznicu izmedu dva dijela ¢ini lanac od ¢etiri ili pet ugljikovih atoma. Drugu skupinu oksima
predstavljaju klorpiridinijevi oksimi koji su dizajnirani s ciljem povecanja nukleofilnog
potencijala oksimske skupine i lipofilnosti molekule dodavanjem atoma klora na piridinijev
prsten piridinijevih oksima koji su se ve¢ prije pokazali u¢inkovitim reaktivatorima AChE

inhibirane OP spojevima (tzv. K-oksimi).5>°

Cilj ovog rada bio je primjenom novog pristupa analizi oksima, tj. ra§¢lanjivanjem
karakteristika koje ukazuju na njihova farmakoloSka svojstva, utvrditi imaju li navedene nove
skupine oksima potencijal i prednost u terapiji trovanja OP spojevima pred standardnim
oksimima te u ranoj fazi evaluacije uociti njihove eventualne nedostatke koji bi onemogucili
njihovo terapijsko (antidotsko) djelovanje in vivo. Ukoliko novosintetizirani oksimi pokazu
ucinkovitost u reaktivaciji inhibiranog enzima usporedivu ili bolju od standardnih oksima,
hipoteza je bila da ¢e dodatna istrazivanja obuhvacena ovim radom pomo¢i u utvrdivanju
racionalnosti daljnjeg razvoja ovih skupina oksima kao potencijalnih antidota za slucajeve

trovanja OP spojevima.
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Kako bi se ispitao ukupni terapijski potencijal ovih dviju skupina oksima, odredio se
afinitet neinhibirane AChE i BChE prema oksimima, kao i afinitet enzima inhibiranih sarinom,
ciklosarinom, VX-om, tabunom i metabolitom jednog od najtoksi¢nijeg pesticida,
paraoksonom. Detaljnom analizom Kkinetike reaktivacije inhibiranih enzima s oksimima
evaluirane su konstante brzine reaktivacije te je odredena ucinkovitost oksima u reaktivaciji
razli¢itih konjugata enzima i OP spoja. Koriste¢i pet razli¢itih OP spojeva procijenjena je
univerzalnost oksima, odnosno njegova djelotvornost u reaktivaciji razli¢itih konjugata
fosfiliranih enzima. Molekulskim modeliranjem odredile su se karakteristike oksima vazne za
njihovo smjestanje u aktivno Zdrijelo enzima te su se pretpostavile interakcije koje oksim
pritom ostvaruje s aminokiselinskim pobo¢nim lancima enzima. Eksperimentalno se odredila
kiselo-bazne konstanta disocijacije, odnosno pKa vrijednost, oksimske skupine kako bi se
procijenila nukleofilnost oksima. Nadalje, vjerojatnost prolaska oksima kroz KMB-u
procijenjena je evaluacijom njegovih fizikalno-kemijskih svojstava vaznih za prolazak kroz
fosfolipidni dvosloj (veli¢ina, polarnost, fleksibilnost i ionizacijsko stanje oksima pri
fizioloskom pH 7,4). Takoder, kromatografskom metodom odredio se koeficijent lipofilnosti
Chrom logD pri pH 7,4. Ispitana je i metabolicka stabilnost lipofilnih oksima in vitro, odnosno
metabolizam enzimskim sustavom citokroma P450 (CYP450). S obzirom da lipofilnost
molekule korelira s njenom akumulacijom i vezanjem na proteine, zbog ¢ega je mogucéa pojava
nezeljenih ucinaka u ciljnim 1 ostalim stanicama, ispitana je citotoksi¢nost odabranih oksima za
stanice SZS-a, hepatocita i nefrocita, a dodatno i moguénost oksima da inducira oksidacijski
stres u stanicama SZS-a. Temeljem rezultata navedenih ispitivanja, odabran je jedan
reprezentativni oksim ¢iji je prolazak kroz KMB-u ispitan in vivo na modelu CD-1 mi$a nakon

intramuskularne (i.m.) primjene.

Ocekuje se da ¢e ova sveobuhvatna in silico, in vitro i in vivo analiza povezanosti
strukture i aktivnosti u reaktivaciji te ostalih svojstava ispitivanih oksima usmjeriti daljnji

razvoj i istrazivanja oksima dizajniranih za prolazak kroz KMB-U i djelovanje u SZS-u.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Organofosforni spojevi

Organofosforni (OP) spojevi su se u 20. stolje¢u poceli koristiti kao pesticidi zbog visoke
akutne toksi¢nosti i ¢injenice da se u okolisu razgraduju brze od organoklornih pesticida.®
Medutim, pokazano je da toksi¢an u¢inak OP spojeva nije selektivan prema vrstama zbog Cega,
osim suzbijanja biljnih nametnika, dolazi i do trovanja ljudi. Incidencija slucajnog ili namjernog
trovanja ljudi OP pesticidima je oko tri milijuna godiSnje na svjetskoj razini, od ¢ega 200 000
slucajeva (7 %) zavrsava smréu.}?®! Vecina tih smrtnih sluéajeva je zabiljeZzeno u zemljama u
razvoju, gdje koristenje pesticida nije pod strogom kontrolom, a medicinska skrb je slaba.
Prema Klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije na popisu iznimno opasnih do onih manje
opasnih pesticida nalazi se vise od 60 OP pesticida,®? od kojih je ¢ak njih $est dozvoljeno za
upotrebu prema podatkovnoj bazi europske komisije.®® Neki primjeri OP pesticida prikazani su

na slici 2.1.
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Slika 2.1. Primjeri organofosfornih pesticida. Crveno oznaéeni pesticidi Su zabranjeni za koristenje.%?

Tridesetih godina 20. stolje¢a u laboratoriju Gerharda Schradera u Njemackoj (tvornica IG
Farben) zapoceo je razvoj OP spojeva, a zbog toksi¢nog djelovanja OP spojeva na ljude to je
bio i pocetak razvoja ziv¢éanih bojnih otrova (engl. nerve agents). U Njemackoj su razvijeni
zivéani bojni otrovi G-tipa (prema engl. German): tabun (GA; 1936.), sarin (GB; 1937.), soman
(GD; 1944.) te ciklosarin (GF; 1949.), ali i visoko toksi¢an insekticid paration.'>064
Nesto kasnije, tijekom 1950-ih, u Velikoj Britaniji se sintetiziraju pesticid DFP te VX agens

(1952.), koji se pokazao potentnijim agensom od onih G-tipa. Razvoj bojnih otrova V-tipa
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(prema engl. Venom, ali i Victory ili Viscous) nastavlja se tijekom Hladnog rata, primarno u
Njemackoj, Velikoj Britaniji, Sovjetskom Savezu, Kini te SAD-u.1>%64 Unato¢ postajanju
Konvencije o kemijskom oruzju (engl. Chemical Weapon Convention, CWC; 24. travnja 1997.
je stupila na snagu) koja zabranjuje razvoj, proizvodnju, stvaranje zaliha i koristenje kemijskog
oruzja te kojom je odredeno uniStenje postoje¢ih zaliha,® koristenje OP spojeva u vojne i
teroristicke svrhe zabiljezeno je u Japanu (1994. u Matsumotu i 1995. u Tokiju)®® te nedavno u
Siriji (2013. i 2017.; sarin)>* i u atentatu u Maleziji (2017.; VX).°> Do rujna 2015. Konvenciju
su potpisale i ratificirale 192 drzave (Izrael jo§ nije ratificirao, dok Egipat, Sjeverna Koreja i
Juzni Sudan jo$ nisu potpisale Konvenciju). Zabrana se odnosi na razlicite skupine kemijskog
oruzja i njihovih prekursora, te se svaka upotreba u dozvoljene svrhe (npr. istrazivacke) strogo
regulira. Organizacija za zabranu kemijskog oruzja (OPCW) je vrlo uspjesno provodila i
kontrolirala uniStenje 99 % deklariranih zivéanih bojnih otrova do travnja 2017. godine.
Dodatno, i ove godine je velika pozornost javnosti bila usmjerena na atentat u Velikoj Britaniji
(lipanj 2018.), u kojem se prema nekim sumnjama i navodima upotrijebio tip zivéanog bojnog
otrova iz kategorije tzv. novichocka (engl. newcomer) sintetiziranih u Sovjetskom Savezu
tijekom 80-ih godina proslog stoljeé¢a.® Osim kao pesticidi i zivéani bojni otrovi, OP spojevi se

koriste i u industriji, kao dodaci mazivima i uljima za motore.
2.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva i kemijske reakcije OP spojeva

Po kemijskoj strukturi OP spojevi su esteri, anhidridi ili halogenidi dobiveni potpunom
supstitucijom fosforne (HsPOs), fosfonske (HsPOg) i fosfinske kiseline (HsPO2), a njihovi se
derivati nazivaju fosfatima, fosfonatima, odnosno fosfinatima ili se naziv odgovarajuce
modificira ovisno o odredenim supstituentima poput sumpora, duSika (pr. fosforotioat,
fosfonotioat, fosforoditioat, fosforotritioat; fosforoamidati; fosforoamidotioati) ili fluora
(fosforofluoridati, fosfonofluoridati).® Osnovu OP spoja &ini peterovalentni fosfor s
kovalentno vezanim kisikom ili sumporom te dva razli¢ita supstituenta Ry 1 R (alkil-, aril-,
alkoksi-, alkiltio-, ariloksi-, mono- ili dialkil-amino) i izlaznom skupinom L (-F kod sarina,
ciklosarina i somana; -CN kod tabuna; -SRs kod VX, VR, i CVX i malationa;
-OR3 najcesce kod pesticida, pr. paration). Osnovna struktura i primjeri najc¢es¢ih OP spojeva

prikazane su naslici 2.2.

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 7

O _<\ / O -
O@) ok e Ve
| | | AP a N ~_0 N
0-P-5
Ri—P—L sarin | vXx O paraokson
1 0o \_ I
| Il O-P-CN
ciklosarin tabun

Slika 2.2. Op¢a formula organofosfornog spoja i formule Ziv¢anih bojnih otrova sarina, ciklosarina, VX-a, tabuna
te metabolita pesticida parationa, paraoksona. Izlazne skupine oznaéene su crvenom bojom.

OP spojevi su u ¢istom stanju, uz neka sitna odstupanja navedena u tablici 2.1, tekucine bez
boje 1 mirisa §to oteZava uocavanje potencijalne opasnosti od trovanja prije nego li osoba bude
izloZzena toksi¢noj dozi spoja. Opcenito, razliita fizikalno-kemijska svojstva OP spojeva
(tablica 2.1) bitno utjecu i na neke razlike u njihovom cjelokupnom toksi¢énom potencijalu, koji

ovisi 0 putu unosa u organizam, apsorpciji, distribuciji i eliminaciji u/iz organizma.

Tablica 2.1. Olfaktorna i neka bitnija fizikalno-kemijska svojstva organofosfornih spojeva: molarna masa M,
vreliste Ty, tlak para p, topljivost u vodi S, poluvrijeme hidrolize ti,, te koeficijent lipofilnosti logP. 2

OP spoj | Olfaktornasvojstva | M/gmol* | T,/°C | p/mbar | S/gdm? | tyz2/ h
Sarin bezbojan, bez mirisa 140,1 158 (2%)’3(:) Mijesa se (pI—?E; 0) 0,300
102
Ciklosarin bezbojan 180,2 239 5('2952'g) (2:(%),"7C) / 1,04b
7uckasto obojena tekuéina 9-104 30 1000 b
VX bez mirisa 2674 298 (20°C)  (20°C) oH70 068
bezbojna do smeckasta 4,9-102 98 8,5 b
Tabun 2 com 162,1 240 00y (25°0) (OH7.0) 0,38
Soman slab vocni miris 182,2 190 (2%05@ (ZS}C) (pH4 ‘:’3 ) 1,82
. zuto-smeda tekuéina s 5,3-10° 0,02 2594
Paration® mirisom cesnjaka 2913 375 (20°C) (25°C) (PH 7,4, 20°C)¢ 3,8
; . 106
Paraokson¢ crvenkasto-Zuta uljasta 275.2 169 1,510 0,004 3450 1,08

tekuéina, slab voéni miris

(25°C) (20°C) | (pH 7,4, 20°C)¢
3Podaci iz ref. 66 i 67; PPodaci iz ref. 68; Paration-etil, podaci iz ref. 69; %Podaci iz ref. 70; Paraokson-etil, podaci iz ref. 71.

Ziv&ani bojni otrovi se, ovisno o vanjskim uvjetima, nalaze u plinovitom ili tekuéem stanju §to
omogucava da se rasprSe u aerosolu. Tlak para odreduje njihovu hlapljivost, te su ziv€ani bojni
otrovi G-tipa izuzetno hlapljivi (sarin > soman > ciklosarin > tabun), dok je VX oko 2000 puta
manje hlapljiv od sarina.®” Za hlapljive OP spojeve, inhalacija je najvjerojatniji nagin trovanja.
S druge strane, razlike u lipofilnom karakteru (VX > soman > ciklosarin > tabun > sarin)
uvjetuju da se VX kao najlipofilniji ziv€ani bojni otrov znacajno apsorbira putem koze te da se
akumulira u kozi i tkivima, odakle se postupno otpusta u krvotok.®” Sarin se, dodatno, dobro
mijesa s vodom i ima najslabiji lipofilni karakter, $to ¢ini njegovu distribuciju u organizmu

drugacijom od distribucije VX-a. Navedene karakteristike OP spojeva uvjetuju krace
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poluvrijeme Zivota primjerice sarina i ciklosarina u organizmu u odnosu na poluvrijeme Zivota
VX-a koji se smatra perzistentnim spojem.’? OP pesticid paration, ishodni spoj paraoksona, se
pri 25 °C nalazi u plinovitom stanju i u obliku aerosola. Najvecu opasnost od trovanja OP
pesticidima imaju poljoprivredni radnici koji su izloZeni parama pesticida prilikom
rasprSivanja, a zbog lipofilnosti se mogu apsorbirat i putem koze. Medutim, danas je najveci

broj akutnih trovanja pesticidima posljedica namjernog trovanja ingestijom.*

S oksidativna 0] neenzimska hidroliza (@]

|| desulfuracija || enzimska hidroliza |
R1_|_L """""" » R —P—L » R,—P—OH

R R, nukleofilna R,

supstitiucij

R,;—P——protein
R;

Slika 2.3. Organofosforni spojevi s kovalentno vezanim kisikom imaju toksi¢an potencijal zbog elektrofilnih
svojstava, a gube ga hidrolizom veze izmedu atoma fosfora i izlazne skupine L.

Nadalje, dvije znacajne reakcije u koje ulaze OP spojevi koji imaju kisik vezan dvostrukom
vezom su hidroliza i nukleofilna supstitucija (slika 2.3). Hidroliza veze izmedu atoma fosfora
I izlazne skupine, ¢ime se gubi toksi¢an potencijal OP spoja, se odvija neenzimski u vodenom
mediju (poluvrijeme hidrolize prikazano u tablici 2.1), a ubrzava se pri jako kiselom ili
baziénom pH.®®®" Bitno je istaknuti da je pri neutralnom pH brzina hidrolize VX-a bitno niza
(20 — 120 puta) u odnosu na ostale Zivcane bojne otrove. Takoder, hidroliza
parationa/paraoksona je izuzetno spora pri neutralnom pH (ty2 ~100 dana), ali se pri bazicnom
pH znacajno ubrza (pr. pri pH 10,4 je poluvrijeme hidrolize parationa 33,2 h, a paraoksona
6,0 h).”® Osim spontane neenzimske hidrolize, hidroliza OP spojeva moze biti katalizirana
enzimima poput hidrolaze fosfornih triestera (PTH; EC 3.1.8) u koje spadaju paraoksonaze
(PONZ1; EC 3.1.8.1) te diizopropil-fluorofosfataza (DFPaza; EC 3.1.8.2;). Osim njih, hidroliznu
aktivnost prema OP spojevima pokazuje jo$ nekoliko proteina: SMP30 (engl. senescence
marker protein-30; EC 3.1.1.17), prolidaza (EC 3.4.13.9) te albumin.®” U organizmu je reakcija
hidrolize bitna kao moguci put detoksifikacije te je spoj koji pritom nastaje topljiv u vodi i brze
se eliminira iz organizma. Toksi¢an ucinak OP spojeva u organizmu proizlazi iz njihovog
elektrofilnog karaktera zbog cega dolazi do nukleofilne supstitucije izmedu OP spoja i

odredenih bo¢nih ogranaka aminokiselina pojedinih proteina, enzima ili receptora, $to utjece
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na fizioloSko djelovanje tih proteina. Od enzima koje OP spojevi inhibiraju su najbitnije
serinske hidrolaze kod kojih dolazi do nukleofilne supstitucije izmedu OP spoja i serina u
aktivnom mjestu enzima. Neke od najvaznijih serinskih hidrolaza su acetilkolinesteraza (AChE;
EC 3.1.1.7), butirilkolinesteraza (BChE; EC 3.1.1.8) karboksilesteraza (CarbE; EC 3.1.1.1) te
esteraza povezana s neuropatskim djelovanjem OP spojeva (NTE, od engl. neuropathy-target
esterase, EC 3.1.1.5). Ostali proteini s kojima OP spojevi stvaraju adukte nukleofilnom
supstitucijom na tirozinu, serinu ili lizinu jesu albumin i keratin, te ubikvitin i neki receptori
(npr. acetilkolinski receptori).®” Bitno je spomenuti da enzimi poput AChE, BChE i PON1
pokazuju svojstvo enantioselektivnosti prilikom reakcije s ziv€éanim bojnim otrovima zbog ¢ega
postoji razlika u toksi¢nosti pojedinih stereoizomera OP spoja.®”® Naime, svaki zivéani bojni
otrov ima dva stereoizomera zbog kiralnosti sredisnjeg atom fosfora, osim somana koji, zbog
postojanja dodatnog kiralnog centra (ugljik), ima cetiri dijastereoizomera. Paraokson

(paration), za razliku od ziv¢anih bojnih otrova, nema kiralno srediste.

2.1.2. Mehanizam toksicnosti OP spojeva i klinicka slika

Kako je spomenuto, toksi¢an ucinak OP spojeva rezultat je njihovog stvaranja adukata s
razli¢itim proteinima u organizmu, ali primarni mehanizam akutne toksi¢nosti OP spojeva je
vezanje za AChE enzim i inhibicija njegove aktivnost.” Letalna doza pojedinog OP spoja, tj.

doza koja usmrti 50 % ispitivane populacije (LDso), je prikazana u tablici 2.2.

Tablica 2.2. Letalne doze organofosfornih spojeva ovisno o putu primjene i vrsti organizma. 2

Stakor i Zamorac

Inhalacija, LDso (mg min m)P

Sarin 50-100 80-300 240-380 100-200 75-144

VX 5-15 128 228 8,42 14-662

Tabun 150°P 30,4 0,5 197 84

Soman 70P 70-1652 33,3 242 202

Paration / / / / /

Paraokson / 2302¢ 2702¢ /86424 / 230% ¢
CPerkutena primiena, Lsgughs)

Sarin 24 000-28 000 2500 1080 8750 925

VX 86° 85¢ / 34 /

Tabun 14 000-21000 18 000 1000 25 840 2500

Soman 18 000° 9830¢ 7800 9930 /

Paration / 6800 19 000 600 000 40 000

Paraokson / 20 000¢ / / /

Ingestija, LDso (ug kg™ ‘

Paration 3000 2000 5000 / /

Paraokson / 1800¢ 760°¢ / /

4Potkozna primjena (s.c. od lat. sub cutis), Gesto se koristi kao zamjena za unos inhalacijom, a doza se izrazava u ug kg*. Podaci
iz ref. 67; "Minimalna koli¢ina spoja koja se pokazala letalnom; Podaci iz ref. 71; 9Podaci iz ref. 75; ¢Podaci iz ref. 76.
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Toksi¢ni potencijal zivéanih bojnih otrova za covjeka kreée se redom VX > sarin ~ soman >
tabun za unos inhalacijom, tj. redom VX > soman ~ tabun > sarin za unos putem koze. Podaci
0 letalnim dozama parationa za ¢ovjeka nisu dostupni, ali je zabiljeZena smrt kod ingestije tek
120 — 900 mg parationa, dok je s druge strane zabiljeZzeno prezivljenje u tri slucaja kada je
ingestirano oko 20 — 40 g parationa.”” Vezanje OP spojeva za ostale proteine poput BChE i
CarbE moZe se smatrati jednim oblikom detoksifikacije u organizmu,’®" jer se time umanjuje
koncentracija slobodnog OP spoja koji je dostupan za inhibiciju AChE. Enzim CarbE povecano
je eksprimiran u kozi $takora i miSeva, te zamoraca i zeCeva kada se usporedi s ekspresijom u
kozi primata, pa je toksi¢an ucinak OP spojeva unesenih putem koze drugaciji izmedu

navedenih vrsta organizama.®”"

Nakon inhibicije AChE, enzima koji sudjeluje u kontroli kolinergi¢ne neurotransmisije
u perifernom i sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS), dolazi do nakupljanja neurotransmitera
acetilkolina (ACh) u sinaptickim pukotinama i prekomjerne stimulacije acetilkolinskih
muskarinskih (MAChR) i nikotinskih (nNAChR) acetilkolinskih receptora te do specifi¢nih

simptoma (tablica 2.3).”

Tablica 2.3. Znakovi ili simptomi trovanja organofosfornim spojevima podijeljeni prema zahvaé¢enim organima i
uzrokovani stimulacijom muskarinskih (mAChR) i/ili nikotinskih (nAChR) receptora.

Organ / tkivo / funkcija (Receptor) Znakovi i simptomi

Periferija

Oko (mAChR) mioza, suzeno vidno polje, mutan vid, suzenje oka
Nazofarinks (mMAChR) rinoreja, salivacija

Respiracijski trakt (mMAChR) bronhokonstrikcija, bronhoreja
Gastrointestinalni trakt (mAChR) mucnina, povracanje, abdominalni gréevi, proljev
Koza (nNAChR) znojenje

Mokraéni mjehur (NAChR) urinacija

Kardiovaskularni sustav (mMAChR) bradikardija, po¢etna tahikardija i hipertenzija; sr¢ani zastoj
Skeletni misi¢i (NAChR) fascikulacije, hiperrefleksija, gréenje misica, slabost; paraliza miSica
Simpati¢ki gangliji (hnAChR) prolazna tahikardija i povecanje krvnog tlaka
SrediSnji Zivéani sustav

Respiracija (MAChR) smanjenje brzine i dubine disanja, zastoj disanja
Aktivnost (NAChR, nAChR) nemir, slabost, tremor, ataksija, epileptic¢ki napadaji
Ponasanje (NAChR, nAChR) no¢ne more, nesanica, labilnost

Mjerenjem aktivnosti kolinesteraza u krvi moze se utvrditi da je osoba bila izlozena OP
spojevima, ali i pratiti u¢inak terapije. Vidljivi u¢inci na razini cijelog organizma nakon akutnog
izlaganja OP spojevima se javljaju tek kada je eritrocitna AChE inhibirana 75 — 80 %.%°
Najosjetljiviji i specificni simptomi izlaganja OP spojevima su suzenje zjenice (mioza) i
rinoreja te su oni prisutni i kada je aktivnost kolinesteraza u krvi jo§ nepromijenjena.>8! Ostali

blagi i umjereni simptomi trovanja OP spojevima ukljuc¢uju glavobolju, mu¢ninu, vrtoglavicu,
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povradanje, abdominalne gréeve, proljev, znojenje, slinjenje, suzenje ociju, tremor,
fascikulacije lokalnog misiéja, nervozu i nemir, umor i losu koordinaciju.8! Osim simptoma
poremecaja kolinergi¢nog sustava, javlja se i niz drugih nezeljenih ucinaka te poremecaja
specificnih za promjenu u radu ostalih neurotransmiterskih sustava (pr. glutamat i
y-aminomaslacna kiselina, tj. GABA) direktno zbog inhibicije AChE, ali i zbog ostalih
neposrednih ucinaka OP spojeva. Stoga se manifestacija trovanja uzrokovana akutnim
izlaganjem OP spojevima moze podijeliti na tri faze ovisno o simptomima koji prevladavaju:
kolinergi¢na faza, kolinergi¢no-glutamatergi¢na faza i glutamatergi¢no-ekscitotoksi¢na faza u

kojoj dolazi do ostecenja mozga (slika 2.4).7#2

o

2

a glutamat, aspartat
g T
g

%' / acetilkolin
o —
= GABA
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<
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Vrijeme od izlaganja / min

Slika 2.4. Aktivnost receptora razligitih neurotransmitera u sredi$njem zivéanom sustavu ovisna o vremenu od
izlaganja Ziv€anom bojnom otrovu te vremensko trajanje kolinergi¢ne (crveno), kolinergi¢no-glutamatergic¢ne
(plavo) i glutamatergi¢no-ekscitotoksi¢ne (zeleno) faze trovanja. Slika preuzeta iz ref. 7 i prilagodena.

Glavni uzrok brze smrti, koja pri izlaganju veéim dozama otrova nastupa unutar nekoliko
minuta, je zatajenje disnog sustava uslijed paralize misSica koji potpomazu disanje, te
bronhokonstrikcije u kombinaciji s pojac¢anom bronhijalnom sekrecijom 1 depresijom
respiracijskog centra u produzenoj mozdini.”8! Osim toga, u kolinergi¢noj fazi dolazi i do
pojave napadaja koje, skupa sa zatajenjem disanja, otezavaju oporavak i mogu rezultirati smréu

ako se pravovremenim i u¢inkovitim tretmanima ne suzbiju.”8

Istrazivanja na modelima miSeva kod kojih je uklonjen gen (engl. knockout) za protein
koji veze AChE u sinapsama mozga (tzv. PRIMA KO) ili gen za ukupnu AChE (AChE KO) su
pokazala da mi§ moze preZivjeti i s vrlo malom aktivno$éu AChE u SZS-u (2 % koncentracije
divljeg tipa) i opcenito bez AChE aktivnosti (AChE KO). S obzirom da fenotip PRIMA KO
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miSeva nije znacajno drugaciji od fenotipa miSa s genima divljeg tipa, a AChE KO misevi
pokazuju loSu lokomotornu aktivnost, sklonost brzom umoru te tremore, zakljuceno je da za
normalno funkcioniranje organizma AChE ima znacajniju ulogu u neuromuskularnim
sinapsama nego u SZS-u.8® Medutim, u PRiMA KO modelu misa uodena je i prilagodba
organizma visokim koncentracijama ACh u mozgu u obliku smanjenja ekspresije mAChR i
nAChR receptora.®* S druge strane, kolinergi¢ni neuroni u SZS-u su, osim u kontroli motorike,
ukljuceni i u funkcije poput paznje, kognitivnih sposobnosti, u¢enja, pamcenja, kontrole
spavanja i budnosti, i dr.%-% Stoga je pokazano da produljeni napadaji (status epilepticus)
uzrokovani trovanjem OP spojevima uzrokuju ireverzibilne dugotrajne poremecaje kognitivnih
I bihevioralnih funkcija kod prezivjelih zbog propadanja neurona primarno u hipokampusu i
centralnom korteksu mozga.'t1223328% Mehanizmi koji dovode do propadanja neurona i
nastanka lezija u mozgu ukljucuju ve¢ spomenute poremecaje razli¢itih neurotransmiterskih
sustava (pr. glutamatna ekscitotoksi¢nost, ali i poremecaji inhibicijskih neurotransmiterskih
sustava poput sustava GABA),”'**® ali su vidljive i konkretne promjene na stani¢noj razini
poput poveéanja unutarstani¢nog kalcija,” poveéanje koncentracije proupalnih ¢imbenika kao i
proapoptoznih signalnih molekula®® te poveéano stvaranje reaktivnih Kkisikovih vrsta
(ROS).24%% OP spojevi mogu reagirati i direktno s mAChR, nAChR i glutamatnim
receptorima u SZS-u neovisno o inhibiciji AChE.'® Pokazano je da VX preko interakcije s
NAChR uzrokuje poveéano otpustanje ACh iz presinaptickih Ziv&anih stanica.?! Za soman je
uoceno da pri subakutnim dozama uzrokuje promjene u koncentraciji mAChR u bronhima i
tkivu pluéa $takora,®® dok je u drugom istrazivanju pokazano da soman aktivira ekscitacijske
glutamatne receptore.}”*® U podlozi nastanka napadaja sli¢nih epilepti¢nim napadajima moze
biti i utjecaj OP spojeva na inhibicijski GABA-ergi¢ni neurotransmiterski sustav kao $to je
pokazano za VX i sarin.1®2° Utjecaj OP spojeva na GABA-ergi¢ni prijenos Zivéanog impulsa u
S7S-u povezuje se s promjenama u ponasanju laboratorijskih Zivotinja i ljudi (bihevioralni
poremecaji), ali i s izazivanjem napadaja pri ve¢im dozama.®® Takoder, pokazano je da kod
subletalnih doza OP spojeva dolazi do bihevioralnih promjena u zamoraca,® ali i do dugotrajnih
poremecaja kognitivnih funkcija zbog utjecaja na smanjenje ekspresije receptora nAChR i
mMAChR u SZS-u.1222

Osim dugotrajnih posljedica izlaganja OP spojevima zbog oste¢enja nastalih u SZS-u i
djelovanja na AChE inhibiciju, uocene su i dugotrajne posljedice vezane uz periferni Ziv¢ani

sustav zbog inhibicije esteraze NTE. Sindrom Kkoji pritom nastaje se naziva odgodenom
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polineuropatijom potaknutom OP spojem (OPIDP od engl. organophosphate-induced delayed
neuropathy), a ukljucuje loSu koordinaciju miSi¢a, utrnulost, umor, gréevitu bol te moze

rezultirati izrazenom misiénom slabosti i paralizom donjih udova.-:%

Simptomi i posljedice trovanja OP spojevima u ljudi su zabiljeZeni i prac¢eni nakon
teroristickih napada devedesetih godina 20. stoljeca u Japanu kada su ljudi bili izloZeni sarinu.
Zrtve su uglavnom pokazale simptome poput mioze, glavobolje, problema s vidom, boli u
oCima, dispneje, mucnine, kaslja, grlobolje, zamagljen vid te rinoreju koji karakteriziraju blaze
do umjereno trovanje. Medutim, kod tezih otrovanja doslo je do zatajenja disanja te pojave
napadaja. Neke prezivjele zrtve napada u Tokiju su pokazale promjene u psihomotornoj
funkciji, percepciji, paznji, u¢enju i pamcenju te promjene raspolozenja 6 — 8 mjeseci nakon
izlaganja otrovu.'®?% Takoder, i kod veterana Zaljevskog rata koji su bili izloZzeni sarinu i
ciklosarinu je zabiljeZen niz neuroloSkih simptoma, kao i veca ucestalost tumora mozga dvije
godine nakon izlaganja ziv€anim bojnim otrovima, iako je u tom specifi¢cnom slucaju tesko
povezati uzroke i posljedice zbog izloZenosti vojnika razli¢itim vrstama kemijskog oruzja.®®
Neurobihevioralni poremecaji, poremecaji u ucenju i paméenju uoceni sui kod poljoprivrednih

radnika koji su Koristili OP pesticide.?%%

Danasnja farmakoloska terapija, koja se primjenjuje u medicinskoj praksi nakon
akutnog izlaganja OP spojevima, sastoji se od atropina (antimuskarinik, antagonist mAChR),
koji umanjuje ucinke prekomjerne stimulacije muskarinskih receptora, te od reaktivatora
inhibirane  AChE (oksima) koji povratkom aktivnosti enzima utjecu na razgradnju
akumuliranog ACh i tako vracaju kontrolu nad kolinergi¢nom neurotransmisijom. Dodatno se
primjenjuju i antikonvulzivi iz klase benzodiazepina (agonisti GABA-A receptora; npr.
diazepam ili njegov prolijek avizafon) kako bi se umanyjili ili zaustavili napadaji i time sprijecilo
osteéenje mozga.®® Za vojne svrhe dostupni su i lijekovi za predtretman, tj. lijekovi za primjenu
prije mozebitnog izlaganja kemijskom oruzju. Pokazano je da vjerojatnost nastupa napadaja,
kao i vrijeme nastupa napadaja, ovisi o tipu Ziv€anog bojnog otrova i primijenjenoj terapiji
odnosno predtretmanu (tablica 2.4).%°7 U ispitivanjima na §takorima, kada je u predtretmanu
primijenjen samo atropin, V agensi (VX i VR) su pokazali ve¢u ucestalost pojave napadaja od
somana ili sarina. Medutim kada su u predtretmanu upotrijebljeni oksimi HI-6 ili 2-PAM ili
piridostigmin (karbamatni inhibitor AChE koji §titi od inhibicije enzima OP spojevima) uz

atropin, VX je pokazao puno manju ucestalost i sporiji nastup napadaja od ostalih Ziv¢anih
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bojnih otrova kod kojih ucestalost pojave napadaja od oko 70 — 100 % korelira i s brzim
nastupom napadaja (2,6 — 7,7 minuta) od vremena izlaganja otrovu. Dodatno, ispitivanja
provedena na zamorcima izloZenim sarinu, somanu, VX-u i VR-u pokazala su da je kod
zivotinja, kod kojih su se razvili napadaji, doslo i do poveé¢anja koncentracije ACh u mozgu.®’
Takoder, aktivnosti AChE u krvi razlikovala se izmedu zivotinja kod kojih su se javili napadaji
i onih kod kojih nisu, a smrt je nastupila samo u Zivotinja koje su imale napadaje.’” Stoga
potraga za prikladnom terapijom, koja ée imati djelovanje u SZS-u i sprijeciti kaskadu toksi¢nih

uc¢inaka OP spojeva uslijed inhibicije AChE u mozgu, i dalje traje.

Tablica 2.4. Ucestalost pojave i vrijeme nastupa napadaja nakon subkutane primjene Ziv¢anih bojnih otrova.

Pojava napadaja/ % 68 / / 42 84 80
Nastup napadaja/ min

Stakor: predtretman HI-6 (125 mg kgt) + 1,6xL.Dso OP + tretman atropin (2 mg kg™)°

Pojava napadaja/ % 100 100 78 /
Nastup napadaja/ min 3,7 2,7 / /
Stakor: predtretman 2-PAM (25 mg kg) + 1,6xLDso OP + tretman atropin (2 mg kg)

Pojava napadaja/ % 100 100 100 98 33 /
Nastup napadaja / min 3,9 3,2 2,6 4,7 19 /
Zamorac: predtretman piridostigminom + 2xLDso OP + tretman atropin (2 mg kg), 2-PAM (25 mg kg)°
Pojava napadaja/ % 100 95 92 73 50 /
Nastup napadaja / min 7,6 6,3 7,5 7,7 21,3 /

apodaci iz ref. 97; PPodaci iz ref. 96.

2.2. Kolinesteraze kao glavna meta OP spojeva i terapije trovanja OP
spojevima

2.2.1. Opcenito o kolinesterazama

Kolinesteraze prema enzimskoj nomenklaturi spadaju u hidrolaze estera karboksilnih kiselina
(EC 3.1.1) te podobitelj serinskih esteraza, a opcenito kataliziraju hidrolizu kolinskih estera i
karboksilnih estera. Takoder, zbog karakteristicnih sekundarnih i tercijarnih struktura
podjedinice enzima, tj. 12 B-nabranih plo¢a okruzenih s 14 a-uzvojnica, kolinesteraze se
ubrajaju u obitelj o/f-hidrolaza. Ista o/B-struktura uocena je i u izvanstanicnim domenama
nekih adhezivnih proteina (pr. neurotaktin, glutaktin, gliotaktin u Drosophile melanogaster te
neuroligin kod sisavaca). Upravo ta homologija s adhezivnim proteinima pretpostavlja dodatne
nekataliticke funkcije kolinesteraza temeljem protein-protein interakcija. U kolinesteraze se

ubrajaju dva srodna enzima: AChE (tzv. prava kolinesteraza) i BChE (tzv.
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pseudokolinesteraza). Ljudska AChE je kodirana genom na kromosomu 7, dok je ljudska BChE
kodirana genom na kromosomu 3, a u konac¢nici ova dva enzima unutar pojedine vrste dijele

oko 50 % homologije u primarnoj strukturi proteina (tablica 2.5).%

Tablica 2.5. Osnovne razlike izmedu dva srodna ljudska kolinesterazna enzima, AChE i BChE.

AChE (EC 3.1.1.7) BChE (EC 3.1.1.8)
Lokacija gena 7922 3026.1-026.2
Veli¢ina podjedinice? 543 ak, 67 376 Da 602 ak, 68 418 Da
Tip podjedinice® 1. Sinapticka AChE-T (engl. tailed) 1. TIskljucivo T tip BChE

2. Eritrocitna AChE-H (engl. hydrophobic)
3. AChE-R (engl. readthrough)
3proj aminokiselinskih ostataka (ak) i masa (Da) zrele podjedinice, preuzeto sa Human Protein Reference Database (HPRD);
bVarijante nastale alternativnim cijepanjem pre-mRNA.

Alternativnim cijepanjem pre-mRNA AChE nastaju tri razli¢ite varijante AChE enzima (T, H
ili R tip; tablica 2.5) drugacijih fizikalno-kemijskih svojstava koje predodreduju konaéni
molekulski oblik enzima.®®1% BChE ne prolazi kroz proces alternativnog prekrajanija, te postoji
isklju¢ivo kao T tip polipeptidnog lanca.’®® Opéenito, s obzirom na molekularne oblike koje
tvore, moglo bi se re¢i da postoje dvije klase kolinesteraznih enzima: globularni i
asimetri¢ni.®1% U klasu globularnin AChE oblika spadaju topljivi oblici (monomeri,
homodimeri 1 homotetrameri) koji se mogu pronaci u vecini tkiva te oblici vezani za membranu
preko glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI) sidra (AChE H tip) ili pomocu transmembranskog
PRIMA proteina (engl. proline-rich membrane anchor) (AChE T tip). Klasu asimetri¢nih
oblika vezanih za bazalnu laminu izvanstani¢énog matriksa tvore tetrameri (1, 2 ili 3) AChE
podjedinica (T tip) vezani na trolanc¢ani kolagenski rep (ColQ). Navedeni molekulski oblici
kolinesteraza razlicito su lokalizirani u organizmu. U plazmi se uglavnom nalazi BChE u obliku
topljivog tetramera (95 %), dok su za membrane eritrocita vezani dimeri AChE (H tip) preko
GPI sidra. U konacnici je omjer aktivnosti AChE:BChE u punoj krvi otprilike 4:1.102
U sinapsama SZS-a sisavaca uglavnom se nalaze tetrameri AChE vezani na membranu preko
proteina PRiIMA, dok se u neuromuskularnim sinapsama perifernog Ziv€anog sustava sisavaca
uglavnom nalazi asimetri¢ni oblik AChE-ColQ.}%1% Dodatno, pokazano je da u
neuromuskularnoj sinapsi postoje i tetrameri BChE vezani preko proteina PRIMA na
membranu terminalnih Schwannovih stanica koje se nalaze u blizini neuromuskularne

104

sinapse,'% kao i da se tetrameri BChE vezani pomocu proteina PRiMA nalaze u mozgu.1%

AChE je visoko konzervirani enzim u sinapsama kolinergi¢nog sustava gdje sudjeluje,

kako je prije navedeno, u kontroli prijenosa zivéanog impulsa katalizom hidrolize ACh. Za

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 16

AChE smjestenu na povrsini eritrocita se pretpostavlja da ima ulogu u regulaciji imunoloskog
odgovora razgradnjom ACh kojeg izluduju krvne stanice te endotelne i epitelne stanice.l®
BChE se nalazi slobodna u krvi, ali i u perifernom Zivéanom sustavu i SZS-u, cerebrospinalnoj
tekuéini, pluéima, gusteradi te jetri, gdje se najve¢im dijelom i sintetizira.>1%-1% Esencijalna
fizioloska uloga BChE do danas nije razjas$njena i utvrdeno je da postoji vise od 40 razlicitih
polimorfizama BChE od kojih neki rezultiraju smanjenom ili nikakvom aktivno$¢u, te osobe s
takvim inadicama BChE nemaju vidljiv poreme¢aj ili nedostatak.®®* Medutim, pokazano je da
BChE sudjeluje u metabolizmu nekih lijekova, stiti AChE od anti-kolinesteraznih supstanci i
sudjeluje u razgradnji ACh kojeg izluéuju ve¢ navedene stanice izvan Zivéanog sustava.? lako
osobe sa smanjenom aktivnos¢u odnosno bez aktivnosti BChE nemaju vidljiv fenotip, problem
se ipak javlja kada takve osobe uzimaju lijekove ili ksenobiotike ¢ija je hidroliza katalizirana
pomoc¢u BChE, a koji time gube (pr. sukcinilkolin, acetilsalicilna kiselina, kokain, amitriptilin)
ili dobivaju (pr. bambuterol i heroin) potencijal za farmakoloski u¢inak (slika 2.5). Najpoznatiji
primjer problema kojeg imaju osobe s nedovoljnom aktivnos¢u BChE je produzena miSi¢na
paraliza te apneja, ali i mogu¢a smrt kada se prilikom operativnog zahvata primjenjuje
miorelaksans sukcinilkolin.®2 Nadalje, navodi se da BChE sudjeluje i u metabolizmu lipida i
lipoproteina te u diferencijaciji i proliferaciji ziv€anog tkiva, ali i procesu razvoja
neurodegenerativnih poremecaja.8®% U odredenim dijelovima mozga (talamus, hipotalamus)
glija stanice eksprimiraju BChE koja pritom ima ulogu u razgradnji ACh u mozgu u
Alzheimerovoj bolesti, kao i kljuénu ulogu u razgradnji ACh u mozgu miseva bez AChE
(PRIMA KO).%1%°
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Slika 2.5. Primjeri lijekova i/ili ksenobiotika koje BChE hidrolizira i time deaktivira (lijevo) ili aktivira (desno).
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2.2.2. Kataliticka aktivnost kolinesteraza i interakcije s ligandima

Obje kolinesteraze su hidrolaze iz skupine serinskih esteraza koje karakterizira kataliticka
trijada serin-histidin-glutamat. Prva kristalna struktura AChE odredena je 1991. godine na
enzimu izoliranom iz raze Torpedo californica (TCAChE),? dok je kristalna struktura ljudske
AChE rijesena 2000. godine.!!! Tada je uz cjelokupnu 3D strukturu AChE, postao jasniji i
mehanizam katalize karboksilnih i kolinskih estera, odnosno fiziolo§kog supstrata ACh (slika
2.6). Aktivno mjesto AChE nalazi se u zdrijelu dubokom 0ko 20 A, a $irokom oko 5 A. Unutar
zdrijela nalazi se 14 visoko o¢uvanih aromatskih ostataka. BChE ima aktivno Zdrijelo analogno
zdrijelu AChE, osim §to umjesto $est aromatskih aminokiselina ima alifatske aminokiseline!!?
zbog &ega je volumen zdrijela BChE oko 200 m® veéi nego volumen zdrijela AChE.*® Unutar
aktivnog Zdrijela kolinesteraza, skupine aminokiselina tvore nekoliko funkcionalno razli¢itih
podrugja (tablica 2.6) s karakteristi¢cnim ulogama: periferno anionsko mjesto, kolin-vezujuce
mjesto, oksianionska Supljina, kataliti¢ka trijada te acilni dzep.''* Periferno anionsko mjesto
sluzi kao mjesto za vezanje supstrata i produkata na putu u ili iz aktivnog mjesta enzima,'** ali
i kao mjesto sidrenja liganada.’'® Ligandi koji reagiraju s aminokiselinama perifernog
anionskog mjesta nazivaju se ,perifernim ligandima“ i oni mogu sprijeciti pristup ostalih
molekula aktivnom mjestu (npr. dekametonij, fascikulin). Ovo mjesto bitno je i kod selektivne
inhibicije kolinesteraza (pr. ligand BW284C51 selektivno inhibira AChE, dok je etopropazin
selektivni inhibitor BChE; slika 2.6), te je dodatno kod AChE bitno kao mjesto na koje se ACh

pri visokim koncentracijama veZe i time djelomi¢no doprinosi inhibiciji enzimske aktivnosti.®
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Slika 2.6. Formule acetilkolina i selektivnih inhibitora AChE i BChE, spoja BW284C51 odnosho etopropazina.

Acilni dZep veze acetilnu skupinu ACh s dvije ili vise konzervirane aromatske aminokiseline u
AChE. Kako se na analognom mjestu dvije aromatske aminokiseline acilnog dzepa kod BChE
nalaze alifatske aminokiseline, u zdrijelu BChE je dostupan veci prostor za supstrate duzeg i/ili
razgranatijeg acilnog repa (pr. propilkolin ili butirilkolin).2 Kolinsko mjesto stabilizira

pozitivan naboj kvaternog dijela kolinskih supstrata kation-r interakcijama s triptofanom koji
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je o¢uvan i u AChE (Trp86) i BChE (Trp82) te tako omogucava smjestanje kolinskih supstrata
na nacin koji ubrzava njihovu hidrolizu. Oksianionska Supljina stabilizira tetraedarsko
prijelazno stanje koje nastaje prilikom katalize hidrolize supstrata tako $to dolazi do stvaranja
vodikovih veza izmedu karbonilnog kisika supstrata i okosnice aminokiselina glicina i alanina.
Zbog interakcija (m-kation, m-m, vodikove veze, elektrostatske interakcije, itd.) koje poboc¢ni
lanci pojedinih aminokiselina mogu ostvariti s ligandima u aktivnom mjestu, dolazi do razlicite
selektivnosti i specifi¢nosti kolinesteraze prema odredenim supstratima i inhibitorima.

Tablica 2.6. Popis aminokiselinskih ostataka koji tvore funkcionalno razli¢ita podru¢ja unutar aktivnog Zdrijela
ljudskih enzima AChE i BChE.

Podrudje unutar aktivnog Zdrijela AChE BChE

Kataliti¢ko mjesto Ser203, Glu334, His447 Ser198, Glu325, His438
Acilni dZep Phe295, Phe297 Leu286, Val288
Kolin-vezujuée mjesto Trp86, Tyr337, Phe338 Trp82, Ala328, Phe325
Oksianionska Supljina Gly118, Gly119, Ala204 Gly116, Gly117, Ala199
Periferno alosteri¢ko mjesto Tyr72, Tyrl24, Trp286, Tyr341 Asn68, GIn119, Ala277, Tyr332

Kataliticka trijada zasluzna je za konacno esterazno djelovanje kolinesteraza. Hidrolitickom
razgradnjom supstrata ACh nastaju kolin 1 octena kiselina, a opcenito se proces katalize
hidrolize kolinskih supstrata moze podijeliti na tri reakcijska koraka: nastajanje Michaelis-
Mentencinog tipa kompleksa, aciliranje enzima na katalitickom serinu te spontano deaciliranje
vodom (slika 2.7). Preciznije, glutamat modulira histidin tako da u prvom koraku djeluje kao
baza koja privlaci proton s y-hidroksilne skupine serina te ga tako c¢ini ucinkovitijim
nukleofilom. Nukleofilni Kisik serina zatim napada karbonilni ugljikov atom ACh molekule
¢ime nastaje tetraedarski kovalentni intermedijer stabiliziran oksianionskom Supljinom. Nakon
toga se kolin odcjepljuje, a serin ostaje acetiliran (acilirani enzim). Zatim voda, koja takoder
pod utjecajem histidina postaje uc¢inkovitiji nukleofil, napada karbonilni ugljik acetilnog dijela
i preko tetraedarskog intermedijera dolazi do otpustanja octene kiseline te do povratka enzima
u ishodno stanje. Taj korak naziva se korakom deaciliranja 1 odreduje ukupnu brzinu hidrolize
supstrata.!'’ AChE je jedan od najudinkovitijih enzima u prirodi, kojeg karakterizira visok
obrtni broj od oko 400 000 molekula ACh po minuti, te je zapravo brzina katalize hidrolize
ACh ograni¢ena samo brzinom njegove difuzije u aktivno mjesto enzima.''®® Zanimljivo,
prema racunalnim metodama molekularne dinamike pokazano je da je brzina reakcije po
aktivnom mjestu tetramera AChE oko 20 — 30% niza od brzine reakcije u monomeru AChE

zbog steri¢kih i/ili elektrostatskih u¢inaka.?
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Slika 2.7. Reakcijski koraci u hidrolizi acetilkolina kataliziranoj kataliti¢kom trijadom Ser-His-Glu kolinesteraza.

Aktivnost kolinesteraza moze biti reverzibilno inhibirana raznim ligandima zbog ostvarivanja
razli¢itih nekovalentnih interakcija izmedu strukturnih dijelova inhibitora i aminokiselina
enzima, ali s povecanjem koncentracije supstrata aktivnost se vrac¢a. Reverzibilni inhibitori
kolinesteraza se koriste kao lijekovi, npr. u terapiji Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti
ili mijastenije gravis.® Postoji i tzv. pseudo-ireverzibilna inhibicija kolinesteraza uo¢ena kod
inhibicije enzima karbamatima (pr. piridostigmin) gdje je korak dekarbamilacije aktivnog
serina i oslobadanje aktivnog enzima relativno brz.®* U slucaju OP spojeva inhibicija

kolinesteraza je ireverzibilna sto je pobliZe objasnjeno u nastavku.
2.2.3. Inhibicija kolinesteraza OP spojevima i vezane reakcije

OP spojevi su strukturni analozi tetraedarskog prijelaznog stanja koje nastaje prilikom
kataliticke hidrolize ACh pomoéu kolinesteraze®*'?! te prilikom interakcije OP spojeva s
katalitickim serinom nastaje pentaedarski intermedijer. Odvajanjem izlazne skupine OP spoja
enzim je fosfiliran (slika 2.8). Budu¢i da je korak defosfilacije vodom, tj. korak hidrolize OP

ostatka izuzetno spor (tzv. spontana reaktivacija), enzim se smatra ireverzibilno inhibiranim,

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 20

Glu His Ser Glu His Sor Glu His Ser

kataliticka trijada kolinesteraze pentaedarsko prijelazno stanje spora spontana hidroliza konjugata

Slika 2.8. Mehanizam ireverzibilne inhibicije kolinesteraze organofosfornim spojem.

OP spojevi kao ireverzibilni inhibitori progresivno inhibiraju ukupnu enzimsku aktivnost i
brzina inhibicije se moze okarakterizirati konstantom inhibicije drugog reda, ki. Zbog
asimetri¢nosti aktivnog zdrijela kolinesteraze pokazuju enantioselektivnost prema opticki
aktivnim spojevima, kakvi su i OP spojevi. Vrijednosti ki za progresivnu inhibiciju
kolinesteraza racematima ili pojedinim stereoizomerima ziv¢anih bojnih otrova te paraoksonom
prikazane su u tablici 2.7. Pokazano je da (Sp)-izomer somana, sarina i VX-a imaju vece
konstante brzine inhibicije AChE enzima, $to taj izomer ¢ini toksi¢nijim.%” Zanimljivo je da se

(Rp)-izomer somana brze hidrolizira pomoc¢u CarbE ili PON1 enzima, zbog ¢ega je (Sp)-izomer

.....

Tablica 2.7. Konstante brzine inhibicije, ki , kolinesteraza s racematima ili pojedinim stereoizomerima ziv¢anih
bojnih otrova te s paraoksonom.?

ki / mol-*dm? min?

Racemat sarina 1,5-107 3,2-107 3,2-107
(Re)-sarin <3-10° / /
(Sp)-sarin 1,4-107 / /
Racemat ciklosarina / 4,2:108 7,2-108
Racemat VX-a 3,2-107 9,9-107 1,5-103
(Re)-VX 2,0-10° / /
(Sp)-VX 4,0-108 / /
Racemat tabuna® / 7,4-108 1,2-108
Racemat somana 5-107 9,2:107 2,8:108
(Rc, Rp)-soman <1-10* 2:10° 6:10°
(Sc, Rp)-soman <1-10* 2:10° /
(Rc, Sp)-soman 1,75-108 8107 5-108
(Sc, Sp)-soman 2,710 1,5-108 4-107
Paraokson® / 2,2:108 /

3podaci iz ref. 67; bAChE oznacava govedu AChE (engl. bovine), dok hAChE i hBChE oznacavaju ljudsku AChE i BChE;
bParaokson-etil, podaci iz ref. 122.

Enzim inhibiran OP spojem moguce je reaktivirati pomoc¢u nukleofila snaznijih od vode, pr.
reverzibilni inhibitori kolinesteraza s oksimskom skupinom (oksimi) sluze kao reaktivatori
kolinesteraza inhibiranih OP spojem (slika 2.9). Deprotonirana oksimska skupina (oksimat)

djeluje kao nukleofil, pa nukleofilni potencijal ovisi o kiselo-baznoj konstanti disocijacije, pKa,
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oksimske skupine za koju je pozeljno da bude izmedu 7,3 i 8,0.% Medutim, ukoliko dode do
spontanog odcjepljenja acilnog dijela OP spoja vezanog na serin kolinesteraze, tj. do
dealkilacije ili tzv. starenja (engl. aging),'?® nastaje konjugat kojeg nije mogude reaktivirati niti

pomocu oksima.

_ O o 0
N-O I [ I
=7 PO R’N_O"‘P'"O\E ——>=  N-O0-P-R, HO\E
R,O R - T v i
2 1 RO Ry R OR,
oksim enzim inhibiran pentaedarsko prijelazno fosfilirani oksim slobodan
OP spojem stanje enzim

Slika 2.9. Reaktivacija kolinesteraze (E) inhibirane organofosfornim spojem pomoc¢u oksima.

Vrijednosti za poluvrijeme starenja i spontane reaktivacije pojedinih OP spojeva za slucaj
enzima AChE i BChE prikazane su u tablici 2.8. Reakcija starenja najznac¢ajnija je kod somana,
gdje 50 % inhibirane AChE ostari unutar nekoliko minuta (t12 < 2 min).1?* 1za somana po brzini
starenja odmah slijedi sarin, dok za tabun i VX ta reakcija nije toliko brza. Spontana reaktivacija
nije fizioloSki znacajna niti za jedan Ziv€ani bojni otrov, te je u slu¢aju AChE najsporija
spontana reaktivacija konjugata s VX-om (tiz = 33h). U slucaju OP pesticida s dimetil-
fosfatnom skupinom (npr. paraokson-metil) poluvrijeme spontane reaktivacije i starenja su

bitno kra¢a nego li u slu¢aju OP pesticida s dietil-fosfatnom skupinom (npr. paraokson-etil).>?

Tablica 2.8. Poluvrijeme spontane dealkilacije (ti, starenja) i spontane reaktivacije (t12 spontana reak.) ljudske
AChE i BChE inhibirane navedenim organofosfornim spojevima.?

: j p
Sarin 3 / 12 69
Ciklosarin 7 / 2,2 20
VX 36,5 33 77 63
Tabun 19 / 7 /
Soman 0,03¢-0,07 n.p. ~0,01 /
Paraokson-etil 31 31 8,6 66,4

@0dredeno pri pH 7,4 1 37°C, podaci preuzeti iz ref. 122, 125; n.p.- nije primjenjivo zbog prebrzog starenja.

Ucinkovitost reaktivacije kolinesteraze inhibirane OP spojem pomocu oksima ovisi o strukturi
samog oksima, ali i o steri¢kim i elektronskim karakteristikama OP spoja.t?® Primjerice, oksimi
imaju slab ili nikakav reaktivacijski potencijal za AChE inhibiranu tabunom zbog postojanja
slobodnog elektronskog para na fosforoamidatu koji omogucuje stvaranje rezonancijskih

struktura.'?’ Dodatno, etoksi i dimetilaminska skupina tabuna stericki oteZavaju pristup
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reaktivatora fosfiliranom serinu,'?? a uogene su i konformacijske promjene kompleksa tabun-

AChE koje uzrokuju smanjenje volumena aktivnog mjesta enzima,2812°

2.3. Razvoj oksimskih reaktivatora inhibiranih kolinesteraza i njihov
farmakoloSki profil

Pocetak razvoja oksimskih reaktivatora nastupio je kada je Jandorf 1951. uocio da
hidroksilamin (NH2OH) u otopini brzo reagira s OP spojevima i ima detoksifikacijski u¢inak,
a Irwin B. Wilson (1951.) je pokazao da je povratak aktivnosti enzima inhibiranog
tetraetilpirofosfatom (TEPP) u prisutnosti hidroksilamina ubrzan.*® Davies i Green 1955.,5! te
istovremeno Wilson i Ginsburg, sintetiziraju pralidoksim (2-PAM) koji se i danas Kkoristi u
medicinskoj praksi, a koji se ubraja u monopiridinijeve monooksime. Trimedoksim
(TMB-4; 1958.) je prvi sintetizirani bispiridinijev bisoksim s propilenskom poveznicom izmedu
prstena, a zatim je sintetiziran i njegov strukturni analog s jednim ugljikom izmedu piridinijevih
prstena (MMB-4; 1958.).%2 U skupinu oksima sintetiziranih u laboratoriju Ilse Hagedorn oksimi
ubrajaju se LiiH-6 (obidoksim; Toksogonin), HI-6 (Asoxime; 1966.), HS-6 te HL5-7 (1986.).%
Kasnije, 2000-ih godina, su Kamil Ku¢a i Kamil Musilek sintetizirali brojne njihove analoge.*?
U praksi su za upotrebu dozvoljena cetiri oksima, tzv. standardni oksimi, 2-PAM, HI-6,

obidoksim i TMB-4. Na slici 2.10 prikazane su strukture navedenih oksima.

O (0]
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|
OH OH OH
2-PAM HI-6 HLO-7
N _O N N O Ny NH,
. . N @)
Obidoksim I}I HS-6
OH
TMB-4 MMB-4

Slika 2.10. Formule standardnih oksima (2-PAM, HI-6, obidoksim i TMB-4) i drugih piridinijevih oksima.
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Oksimi su dostupni kao otopine u intramuskularnim autoinjektorima za brzu i jednostavnu
primjenu u slucaju izlaganja OP spojevima. Zasad su za primjenu odobreni 2-PAM, Koji se
koristi u SAD-u i Francuskoj, te obidoksim koji se koristi u Njemackoj i Ceskoj. HI-6 se Koristi
u vojne svrhe u Kanadi i Svedskoj. U Hrvatskoj je takoder dostupan 2-PAM. Medutim,
farmakoloSka svojstva navedenih oksima i dalje nisu na zadovoljavajucoj razini, $to je poblize

objasnjeno u nastavku.
2.3.1. Osnove farmakologije — farmakodinamika i farmakokinetika lijekova

Farmakoloski profil odredenog lijeka ukljucuje njegove farmakodinamicke i farmakokineticke
karakteristike. Farmakodinamika predstavlja uéinak lijeka na glavnu farmakolosku metu
(u slu¢aju oksima to je AChE inhibirana OP spojem), dok farmakokinetika predstavlja nacin na
koji organizam procesira lijek te obuhvaca nekoliko koraka: apsorpciju, distribuciju,
metabolizam i eliminaciju lijeka (ADME prema engl. absorption, distribution, metabolism,
excretion). Na kraju, ukoliko lijek ima zadovoljavajuc¢i farmakodinamicki i farmakokineticki
profil, potrebno je utvrditi da ne pokazuje nezeljena nespecifi¢na djelovanja na organizam, tj.

da nije toksican.

Koncentracija lijeka u krvi ovisi o brzini apsorpcije koja ovisi o putu primjene lijeka, o
brzini distribucije lijeka u razli¢ita tkiva te brzini eliminacije putem jetre ili bubrega (slika
2.11). Biodostupnost lijeka, tj. omjer koli¢ine lijeka koja je apsorbirana u krvi i primijenjene
doze lijeka, takoder ovisi 0 putu primjene lijeka. Najveéa biodostupnost postize se
intravenoznom (i.v.) primjenom i iznosi 100 % aplicirane doze. Najmanja biodostupnost je
uglavnom uocena kod oralne primjene lijeka (p.o. od lat. per 0s) budu¢i da se iz
gastrointestinalnog trakta (GIT) ne apsorbira sva koli¢ina primijenjene doze. GIT predstavlja
biolosku barijeru i pH vrijednosti se razlikuju duz cijelog trakta pr. od jako niskih pH vrijednosti
u zelucu (1 — 2) do nesto visih pH vrijednosti u tankom crijevu (pH 7,0 — 8,5) sto utjece na
ionizacijsko stanje lijeka i na njegovu sposobnost da pasivnim transportom prijede kroz barijeru
u krvotok. Osim toga, u GIT-u moze do¢i do kemijske ili enzimske razgradnje lijeka. Nakon
intramuskularne (i.m.) primjene koncentracija lijeka u krvi postepeno raste kako se on apsorbira
iz misi¢nih stanica, a brzina te apsorpcije ovisi o topljivosti lijeka u krvi. Ovaj nacin primjene
vrlo je bitan u slucaju terapije trovanja OP spojevima, jer i.m. autoinjektor omogucava

jednostavnu i1 brzu primjenu antidota u slucaju trovanja. Oralna primjena svakako bila metoda
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izbora zbog njene neinvazivnosti, ali u tom slucaju biodostupnost lijeka moze biti slaba, a

pocetak djelovanja spor.

inhalacija

Ostali organi
i tkiva

p.o. —oralna primjena

s.c. — subkutana (potkozna) primjena
i.m. — intramuskularna primjena

i.v. — intravenozna primjena

) Deoksigenirana krv
) Oksigenirana krv

Koncentracija u Kkrvi
3
“
o

Vrijeme cirkulacije

Slika 2.11. Distribucija lijeka u organizmu te profili ovisnosti koncentracije lijeka u krvi o vremenu proteklom od
primjene, a koji ovisne o putu primjene lijeka (p.o., i.v., i.m., s.c.).

Nadalje, nakon apsorpcije lijeka u krvotok (pH 7,4), dolazi do njegove daljnje distribucije u
organizmu ovisno o njegovim fizikalno-kemijskim svojstvima. Lipofilni lijekovi mogu prelaziti
preko bioloskih barijera i akumulirati se u razli¢itim tkivima. Takoder, lijek se moze vezati na
proteine plazme ili tkivne proteine $to smanjuje koncentraciju lijeka koja je dostupna za dostavu
na ciljno mjesto. Metabolizam odnosno biotransformacija lijeka je najznacajnija kod njegove
oralne primjene, kada lijek portalnom venom dolazi u jetru gdje se nalaze glavni enzimski
sustavi za biotransformaciju: tzv. enzimi faze | (enzimi citokrom P450 sustava, CYP450 -
oksidacija) i faze II (razlicite reakcije konjugacije, itd.). Supstrati CYP450 su uglavnom
lipofilni spojevi'® te se biotransformacijom ishodni lijek moZe prevesti u hidrofilniji metabolit
koji je pogodniji za eliminaciju urinom. Takoder, biotransformacijom dolazi i do promjene
farmakodinamickih svojstava lijeka, npr. nastali metabolit moze pokazivati vecu farmakolosku
aktivnost od ishodnog spoja ili moze biti neaktivan. Isto tako, biotransformacijom se moze

promijeniti toksican potencijal lijeka. Osim u jetri, enzimi za biotransformaciju su prisutni i u

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 25

razli¢itim organima. Konacno, eliminacija hidrofilnih lijekova do odredene veli¢ine odvija se
filtracijom krvi kroz nefrone kojom ti lijekovi dospijevaju u mjehur (eliminacija urinom), dok
se lipofilni lijekovi najé¢e$cée eliminiraju putem jetre i Zu¢nog kanala u duodenum tankog crijeva
(eliminacija fecesom). Farmakokineti¢ki profil lijeka moze se odrediti iz vremenske ovisnosti
koncentracije lijeka u krvi ili drugim fizioloskim odjeljcima. Glavni farmakokineticki parametri
su poluvrijeme eliminacije (t12), tj. vrijeme potrebno da se 50 % lijeka eliminira iz organizma,
zatim maksimalna postignuta koncentracija lijeka u krvi (Cmax), vrijeme potrebno da se Cmax
postigne (tmax) te volumen distribucije (Vq) koji predstavlja fiktivni volumen kojeg lijek zauzima
u organizmu i ovisi 0 njegovoj lipofilnosti. Ukoliko je lijek topljiv u vodi uglavnom c¢e se
nalaziti u sredi$njem odjeljku, tj. krvi i dobro perfundiranim tkivima (pr. jetra i bubrezi) (manji
Va), dok lipofilan spoj pokazuje sposobnost prolaska bioloskih barijera i tendenciju akumulacije

u tkivima (veéi Vq).
2.3.2. Farmakoloski profil oksima koji se koriste u medicinskoj praksi te njihovi nedostaci

Oksim 2-PAM pokazuje u¢inak u reaktivaciji AChE inhibirane sarinom i VX-om, a manje za
AChE inhibiranu tabunom i somanom, ali je opcenito medu standardnim oksimima najmanje
u¢inkovit reaktivator.®> Oksim HI-6 je ucinkovit reaktivator AChE inhibirane
fluorofosfonatima, tj. somanom, sarinom i ciklosarinom,®23413 3]i je potpuno neucinkovit u
reaktivaciji AChE inhibirane tabunom.*® HI-6 je prvi oksim koji se pokazao ucinkovitim u
poboljsanju ishoda kod otrovanja somanom, a takoder je medu standardnim oksimima
najuéinkovitiji u reaktivaciji AChE inhibirane ciklosarinom.3? Nedostatak HI-6 u usporedbi s
ostalim oksimima je njegova nestabilnost u vodenim otopinama sto otezava njegovu pohranu i
dostupnost za primjenu na terenu.®? Prema usporedbi s ostalim oksimima, obidoksim se
pokazao dobrim reaktivatorom AChE inhibirane tabunom, zatim sarinom i VX-om.%? Takoder,
ucinkovit je reaktivator za AChE inhibiranu ve¢inom OP pesticida. Nadalje, TMB-4 se pokazao
ucinkovitim reaktivatorom AChE inhibirane tabunom, zatim sarinom i VX-om, ali ne i
standardnih oksima, neki od srodnih oksima su pokazali dobru reaktivacijsku u¢inkovitost iako
jo$ nisu odobreni za medicinsku upotrebu. Primjerice, oksim HLo6-7 je jedini pokazao
reaktivaciju AChE inhibirane tabunom, sarinom, somanom, VX-om i ciklosarinom, a od
srodnog oksima HI-6 je udinkovitiji u reaktivaciji AChE inhibirane tabunom i VX-om.¥’

Oksim MMB-4, analog TMB-4, se pokazao ucinkovitim reaktivatorom fosfilirane AChE, a
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ustanovljen je i njegov dodatan antimuskarinski u¢inak.3? Neki od tzv. K-oksima su se pokazali
iznimno ucinkovitima u reaktivaciji AChE inhibirane tabunom, npr. oksimi K027, K048 i

K203,%6%8 pogotovo u reaktivaciji AChE inhibirane OP pesticidima.l®

Opcenito, ucinkovitost oksima u reaktivaciji inhibirane AChE moZe se povezati s
njegovim strukturnim karakteristikama. Tako primjerice AChE pokazuje veci afinitet prema
bispiridinijevim oksimima nego prema monopiridinijevim oksimima zbog ¢ega bispiridinijevi
oksimi imaju bolji potencijal u reaktivaciji inhibirane AChE.**® Takoder, poloZzaj oksimske
skupine ima bitnu ulogu u reaktivacijskoj uéinkovitosti oksima, te je opéenito orto- i para-
polozaj oksimske skupine povoljniji za reaktivaciju od meta-polozaja zbog ovisnosti pKa
vrijednosti oksimske skupine o njenom poloZaju na piridinijevom prstenu. Nadalje, oksimi s
oksimskom skupinom u para-polozaju su ucinkovitiji reaktivatori AChE inhibirane tabunom
ili OP pesticidima nego oksimi s oksimskom skupinom u orto-polozaju, dok je u reaktivaciji
AChE inhibirane ciklosarinom povoljniji orto-polozaj oksimske skupine. S druge strane, u
reaktivaciji AChE inhibirane sarinom ili VX-om, polozaj oksimske skupine nije toliko
znacajan. Ulogu u uc¢inkovitosti reaktivacije inhibiranog enzima ima i duljina poveznice izmedu
piridinijevih prstena kod bispiridinijevih oksima.'® Kada je rije¢ o n-metilenskoj poveznici,
uoceno je da su u reaktivaciji AChE inhibirane tabunom, sarinom i VX-om, najucinkovitiji
reaktivatori s poveznicom od tri ili Cetiri metilenske skupine, dok je za ciklosarin najpotentniji
reaktivator bio onaj s jednom metilenskom skupinom u poveznici (tj. MMB-4). Modifikacije u
poveznici, poput uvodenja nezasic¢enih veza ili heteroatoma, utjecu na rigidnost oksima i njegov

potencijal za ostvarivanje interakcija s enzimom (npr. zbog prisutnosti slobodnih elektrona).

Nadalje, osim ucinkovitosti reaktivatora u reaktivaciji, bitno je da se oksim dostavi na
ciljno mjesto djelovanja u organizmu u dovoljnoj koncentraciji te da je tamo dovoljno dugo
kako bi postigao optimalan farmakoloski ucinak. Opéenito, pozitivno nabijeni piridinijevi
oksimi imaju medusobno sli¢ne farmakokineti¢ke karakteristike. Uglavnom se svi dobro i brzo
apsorbiraju (5 — 10 minuta) nakon i.m. primjene. Isto tako, dolazi do brze distribucije u dobro
perfundirana tkiva i mukopolisaharidima bogata tkiva, ali i brze eliminacije renalnim putem.
Njihova biotransformacija u organizmu nije znacajna za njihovu biolosku aktivnost, tj.
standardni oksimi se uglavnom izluéuju nepromijenjeni urinom, osim oksima HI-6 koji se
djelomi¢no metabolizira 1 nastali hidrofilni metaboliti se takoder eliminiraju urinom.

Poluvrijeme Zivota svih oksima u organizmu je relativno kratko te su oni nakon nekoliko sati u
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potpunosti eliminirani iz organizma. Terapijska, tj. djelotvorna koncentracija u krvi je prisutna
i krace, pa je svakako potrebno viSe puta aplicirati antidot do postizanja potpunog terapijskog
u¢inka. Farmakokineti¢ki nedostatak standardnih reaktivatora je i slab prolazak kroz krvno-
mozdanu barijeru (KMB) te posljedi¢no slabo djelovanje lijeka u SZS-u. Prolazak standardnih
oksima u SZS je minimalan zbog njihovog trajnog pozitivnog naboja na kvaternom dugikovom
atomu koji otezava pasivni transport kroz KMB-u. Postignute koncentracije HI-6 u mozgu
jednake su 10 %-tnom iznosu njegove koncentracije u krvi 14, dok su koncentracije obidoksima
u mozgu tek oko 3 — 5 % njegove koncentracije u krvi.?” Utvrdena prolaznost 2-PAM oksima
kroz KMB-u takoder iznosi priblizno 6 — 10 % njegove koncentracije u plazmi.?%14143 jako je
za 2-PAM i obidoksim predlozeno da prelaze kroz KMB-u koristeéi transport potaknut
proteinskim nosac¢ima,?®3? navedene ostvarene koncentracije u mozgu su i dalje relativno niske.
Koncentracija oksima u SZS-u i potrebna reaktivacija AChE u mozgu je kontroverzna tema,
budu¢i da neka istrazivanja upucuju da je za prezivljenje OP otrovanja dovoljan povratak
aktivnost AChE od 5 — 20 % u odredenim podrué¢jima mozga® dok drugi autori preispituju
takvu tvrdnju.'** Medutim, zbog svih navedenih direktnih i indirektnih u¢inaka OP spojeva,
vidljivo je da je potrebno usmjeriti istraZivanja na smanjenje akutnih i dugotrajnih nezeljenih

neuroloskih u¢inaka pove¢anjem djelovanja novih oksima na razini SZS-a.

2.4. Dizajn reaktivatora s djelovanjem u srediSnjem Zivéanom sustavu

2.4.1. Sredisnji Zivéani sustav

Mozak i ledna mozdina &ine SZS, a Ziv&ano tkivo sa¢injavaju neuroni i glija stanice koje se
dijele na astrocite, oligodendrocite i mikrogliju (slika 2.12.A). Temeljna funkcionalna jedinica
SZS-a jest neuron (slika 2.12.B) koji kemijskim i elektri¢nim signalima komunicira s ostalim
neuronima i stanicama u svom okruzenju i to predstavlja osnovni princip funkcioniranja
organizma. Mjesto gdje se ziv¢ani impuls prenosi izmedu dva neurona ili neurona i druge ciljne
stanice (npr. miSi¢ne ili Zljezdane stanice) naziva se sinapsom, a sastoji se od presinaptickog
zivéanog zavrSetka, sinaptiCke pukotine te postsinapticke stanice (slika 2.12.C). Toc¢nije,

sinapsa izmedu ziv€ane i miSi¢ne stanice naziva se neuromuskularnom sinapsom.

Za ispravno i kontrolirano prenosenje ziv€anog impulsa potrebna je stroga kontrola
mikrookoline neurona (pogotovo ionske), tj. odrzavanje homeostaze, pri ¢emu klju¢nu ulogu

ima barijera izmedu krvi i srediS$njeg ziv¢anog sustava — KMB, a koja se nalazi na mjestu gdje
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mozdane kapilare zadiru u mozdani parenhim.*®> KMB titi SZS sprje¢avajuéi nekontroliran
prolaz endogenih (¢ak i1 esencijalnih) tvari, a pogotovo prolaz egzogenih tvari koje su
potencijalni neurotoksini, iz krvotoka (periferije) u prostore mozga i ledne mozdine.*® Osnovna
jedinica KMB-e je tzv. neurovaskularna jedinica, koja se sastoji od endotelnih stanica krvne
zile, pericita te od glija stanica (astrociti) i to je ono §to mozdane kapilare razlikuje od kapilara
u ostalim dijelovima tijela (slika 2.13).14” KMB, dakle, predstavlja fizi¢ku barijeru za molekule

u krvi, ali i transportnu te metaboli¢ku barijeru $to je objasnjeno u nastavku.
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Slika 2.12. A) Prikaz mozga s razli¢ito obojanim reznjevima, B) Stanice koje sacinjavaju Ziv€ano tkivo: neuroni i
glija stanice (oligodendrociti, astrociti i mikroglija), C) Prikaz sinapse koja se sastoji od presinaptickog zavrSetka
neurona, sinaptic¢ke pukotine te postsinapti¢ke stanice (neuron, misi¢na ili zljezdana stanica).

Fizicka barijera KMB-e temelji se na tzv. ¢vrstim spojevima (engl. tight junctions) izmedu
lateralnih membrana endotelnih stanica krvnih Zila. Klju¢ni proteini ¢vrstih spojeva su okludini,
klaudini, adhezivne molekule medustani¢nih spojeva (JAM od engl. junctional adhesion
molecules) i adhezivne molekule selektivne za endotelne stanice (ESAM od engl. endothelial
cell-selective adhesion molecule), te tzv. zonula occludin (ZO) proteini. Zbog ¢vrstih spojeva
je paracelularni prolaz tvari u zdravom organizmu neznatan,'*14¢ odnosno paracelularno mogu

prolaziti tek male hidrofobne molekule i ioni.}*® Glavnina prijenosa molekula kroz KMB-u
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odvija se transcelularno — pasivnom difuzijom, olak$anom difuzijom te aktivnim transportom
ili neSto manje transcitozom (pinocitozom ili endocitozom). Pasivna difuzija mogucéa je za male
nepolarne molekule (plinovi Oz, CO2, amonijak; ali i bikarbonatni ion), ali i za ve¢e molekule
koje zadovoljavaju odredene fizikalno-kemijske karakteristike. Zbog manjeg broja pinocitoznih
vezikula u endotelnim stanicama, transport endocitozom (transcitozom) je ogranicen, ali ipak

prisutan, 14147
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Slika 2.13. Razlika u gradi osnovne kapilare i mozdane kapilare koja uvjetuje i razli¢it paracelularni, transcelularni
(pasivni ili aktivni) i transcitozni prijenos molekula iz krvi u tkiva. Slika preuzeta iz ref. 148 i prilagodena.

Dvije vrste prijenosa kroz KMB-u putem vezikularnih mehanizama su transcitoza potaknuta
receptorom (RMT, od engl. receptor-mediated transcytosis) te transcitoza potaknuta
adsorpcijom (AMT, od engl. adsorptive-mediated transcytosis) i uglavnom su odgovorne za
unos peptida i proteina u SZS.1*>14150 RMT se odvija prihvaéanjem odredenog liganda za
receptor ¢ime nastaje kalveola koja se odvaja u vezikulu, tj. dolazi do internalizacije liganda 1
receptora, a disocijacija liganda se dogada ili tijekom stani¢nog prijenosa ili tijekom egzocitoze
na abluminalnu stranu (pr. fizioloSkih i1 egzogenih liganada za receptore koji se nalaze na
endotelnim stanicama KMB-e su: transferin, lipoproteini, Apo-E, amiloid-p, laktoferin, 2-
makroglobulin, glikozilirani proteini, amfotericin, 1gG, inzulin, leptin, TNFa, toksin difterije,

itd.).}4> AMT je drugi vezikularan mehanizam za unos veéih kationskih molekula, peptida ili
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proteina, koji su pozitivno nabijeni i reagiraju s negativno nabijenim fosfolipidima membrane

¢ime se poti¢e endocitoza i transcitoza.>!

Transportna barijera KMB-e temelji se na postojanju velikog broj razli¢itih transportera
u endotelnim stanicama mozdanih kapilara koji u mozak prenose tvari esencijalne za odrzavanje
integriteta mozdanih stanica te funkcioniranje ziv€anog sustava i organizma (npr. glukozu,
aminokiseline, nukleozide, itd.). lako transporteri pokazuju izrazitu selektivnost prema
odredenom bioloSkom supstratu, oni mogu prenositi i druge molekule endogenog ili egzogenog
porijekla.}*>14¢ U transportere spadaju aktivni SLC transporteri (engl. solute carriers, SLCs) za
¢iju je funkciju potrebna energija te pasivni transporteri (tzv. nosaci; engl. carriers). U SLC
transportere se ubrajaju brojni transporteri organskog kationa (OCT) i transporteri organskog
aniona (OAT). Osim transportera za unos tvari u SZS, postoje i transporteri, tj. pumpe za
izbacivanje molekula (engl. efflux pumps) $irokog spektra iz SZS-a, te u njih spadaju ABC
transporteri (engl. ATP-binding cassette) koji posreduju izbacivanje molekula iz stanica uz
utrosak ATP-a. Oni dodatno Stite mozak od potencijalnih toksina, ali time predstavljaju dodatnu

prepreku za odrzavanje farmakoloski djelotvorne koncentracije lijeka u SZS-u.

Intersticijska tekucina
Bazolateralna strana mozga

Cursti spoj

Apikalna strana
Krv

Slika 2.14. Lokalizacija transportnih pumpi iz skupine MRP, P-glikoproteina (P-gp) i BCRP te aktivnog
transportera OAT na krvno-mozdanoj barijeri. Slika preuzeta iz ref. 147 i prilagodena.

U ABC transportere spadaju proteini rezistencije na razli¢ite lijekove (MDR, od engl. multi-
drug resistance) koji su dobili ime upravo po ¢injenici da neke stanice razviju rezistentnost
prema nekom lijeku zbog toga §to izbacivanjem smanjuju koncentraciju lijeka na ciljnom
mjestu (npr. stanice karcinoma imaju povecanu ekspresiju MDR pumpi). Najznacajnije
transportne pumpe su P-glikoprotein (P-gp) na apikalnoj strani endotelnih stanica KMB-e,
protein rezistencije na karcinom dojke (BCRP, od engl. breast-cancer related protein) na

luminalnoj strani endotelnih stanica KMB-e te nekoliko proteina povezanih s rezistencijom na
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razli¢ite lijekove (MRP, od engl. multidrug-resistance related protein)!*>!*" koji se mogu
nalaziti na abluminalnoj i/ili luminalnoj strani endotelnih stanica KMB-e (slika 2.14). Pumpe
za izbacivanje iz SZS-a obi¢no prepoznaju molekule s hidrofobnim aromatskim i/ili tercijarnim
amino skupinama, te je pokazano da P-gp supstrati obi¢no imaju logP > 1,0.14614° P_gp ima
daleko najznacajniju ulogu u zastiti od ksenobiotika i endogenih metabolita te prenosi vise od
sto razli¢itih, strukturno nepovezanih hidrofobnih amfifilnih molekula.!*>" Op¢éenito,
transportni proteini koje pronalazimo na KMB-i, nalaze se i u drugim tkivima kako je prikazano
u tablici 2.9, gdje su navedeni i njihovi karakteristi¢ni supstrati.

Tablica 2.9. Lokalizacija u tijelu i supstrati nekih najbitnijih transportnih pumpi (P-gp, MRP, BCRP) i SLC
aktivnih transportera (OCT2 i OATP1A2) krvno-mozdane barijere.?

Protein Tkivo Supstrati

P-gp crijeva, mozak, srce, bubreg razgranati neutralni ili kationski spojevi

MRP ubikvitaran; jetra, bubreg, crijeva, mozak negativno nabijeni amfifilni spojevi; analozi nukleotida
BCRP jetra, crijeva, mozak neutralni i anionski spojevi

OCT2 bubreg i mozak organski kationi

OATP1A2 bubreg i mozak razli¢iti amfifilni supstrati

20CT2 (engl. organic cation transporter 2) i OATP1A2 (engl. organic anion transporter family member 1A2).

Metabolicku barijeru  KMB-e predstavljaju razli¢iti enzimi (CYP450, peptidaze,
acetilkolinesteraza, alkalne fosfataza, y-glutamil transferaza, monoamin oksidaza) koji se
nalaze unutar stanica KMB-e i koji mogu metabolizirati endobiotike i ksenobiotike.47149
Enzimi CYP450 sustava nalaze se unutar endotelnih stanica i u zavr§nim noZicama astrocita.'*
Biotransformacijom lijek moze izgubiti svoju farmakolosku aktivnost, o¢uvati ju ili se prolijek
moze aktivirati. Takoder, unutar kiselog okruzenja lizosoma (pH 4,5) mogu se razgraditi
molekule unijete endocitozom. Primjerice, molekule koje sadrze amino skupinu se akumuliraju

unutar lizosoma zbog protonacije dusika u kiselom mediju.

U mnogim patoloskim stanjima dolazi do promjene permeabilnosti KMB-e. Ponekad se
poremecaj funkcije barijere javlja i prije same neuroloSke patologije, 0dnosno to moze biti
uzrokom odredenog poremecéaja ili pak pogorsanja stanja.’® S druge strane, mnoga patoloska
stanja SZS-a uzrokuju poremeéaj KMB-e (npr. multipla skleroza, hipoksija i ishemija, edem,
Parkinsonova i Alzheimerova bolest, epilepsija, tumori, glaukom te lizosomske bolesti
nakupljanja),'*® ali do toga mogu dovesti i neke patologije izvan SZS-a (npr. HIV infekcija i
dijabetes).1*>1%0 Poreme¢aj KMB-e moze biti prolazan ili dugotrajan. Takoder, kod nekih
bolesti dolazi do promjene u ekspresiji transportera i enzima.'*® Dodatno, pokazano je da uslijed

epileptickih  napadaja induciranih somanom dolazi do poveéanja permeabilnosti
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KMB-e, kao i nakon otrovanja sarinom gdje je poveéana permeabilnost u podru¢ju mozdanog

debla, srednjeg mozga, malog mozga te velikog mozga ovisna o primijenjenoj dozi sarina.*>?

2.4.2. Pristupi u dizajnu lijekova s djelovanjem u sredisnjem zivéanom sustavu

Dosadasnja istrazivanja trovanja OP spojevima i postojece terapije u medicinskoj praksi
ukazalo je na potrebu pronalaska reaktivatora inhibirane AChE koji posjeduju bolje
farmakokineticke karakteristike od onih koji se trenutno koriste u medicinskoj praksi, tj.
reaktivatore koji bi imali djelovanje na AChE u SZS-u. AChE u mozgu se nalazi vezana za
membranu neurona u sinapsama ispunjenim intersticijskom teku¢inom, te je to ciljno mjesto za
dostavu reaktivatora. Stoga bi reaktivatori koji pokazuju farmakolosko djelovanje u SZS-u
trebali imati fizikalno-kemijske karakteristike koje omoguéavaju veéu brzinu pasivnog
transporta kroz KMB-u ili pak strukturu koja ¢e biti prepoznata jednim od moguéih aktivnih
transportnih sustava za unos u SZS. Osim dostave oksima u SZS, potrebno je osigurati dovoljnu
koncentraciju tog lijeka i u sinapsama perifernog ziv¢anog sustava, a prethodno je obrazlozeno
da distribucija i biodostupnost lijeka ovisi i o na¢inu primjene lijeka, kao i o njegovim fizikalno-
kemijskim svojstvima. Obzirom da okolnosti u kojima bi protuotrov za trovanje OP spojevima
najc¢eS¢e trebao biti primijenjen ne podrazumijevaju dostupnost stru¢ne medicinske skrbi,

njihova primjena je ogranic¢ena na i.m. primjenu (autoinjektori) ili eventualnu oralnu primjenu.

Opcenito, za prolazak molekule pasivnim transportom kroz KMB-u, bitna su njezina
fizikalno-kemijska svojstva koje govore o njenoj veliCini, lipofilnosti, polarnosti te
fleksibilnosti. Analizom lijekova koji pokazuju u¢inak u SZS-u definirane su grani¢ne
vrijednosti tih fizikalno-kemijskih svojstava. Opéa karakteristika lijeka s djelovanjem u SZS-u
je veca lipofilnost u odnosu na lijekove koji ne prolaze kroz KMB-u i ona je preduvjet za pasivni
prijenos molekule kroz barijeru. S druge strane, lipofilnost lijekova opcenito treba biti umjerena
(logP < 5) kako bi se izbjegle nuspojave lijeka. Takoder, kako bi molekula presla kroz biolosku
barijeru ona mora ,,reagirati‘“ s polarnim ,,glavama“ fosfolipida membrane. Pokazano je da se u
SZS pasivnim transportom prenose manje polarne molekule od onih koje ne prolaze kroz KMB-
u, to¢nije, zbog povecanja mogucnosti stvaranja vodikovih veza izmedu molekule lijeka i
fosfolipida membrane smanjuje se mogucnost penetracije te molekule kroz KMB-u. Moguénost
stvaranja vodikovih veza ocituje se u ukupnoj polarnosti molekule, tj. u broju heteroatoma u
strukturi molekule (pr. dusik, kisik), odnosno u broju donora i akceptora vodikovih veza (HBD

i HBA od engl. hydrogen-bond donors/acceptors) te u podruc¢ju polarne povrsine (PSA od engl.
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polar surface area) koja proizlazi iz povrSine tih heteroatoma. Temeljem analize PSA molekula
kojima je ispitan potencijal penetracije preko barijere Caco-2 stanic¢ne linije, uoceno je da su
molekule s PSA < 60 A bile potpuno apsorbirane, dok molekule s PSA > 140 A nisu uopde.
Takoder je pokazano da lijekovi koji pokazuju djelovanje u SZS-u i prisutni su na trzi$tu, imaju
vrijednost PSA manju od 90 A. In silico se obi¢no odreduje TPSA (topological PSA) temeljem
dvodimenzionalne strukture molekule.!®® Osim toga, kako bi molekula prosla kroz membranu,
ona mora imati i odredenu fleksibilnost koja se ogledava u broju veza unutar molekule koje se
mogu rotirati (RB; engl. rotatable bonds) i govori o lakoé¢i kojom molekula prolazi kroz
membranu. Medutim, prevelika fleksibilnost, odnosno moguénost brojnih konformacijskih
stanja, takoder ograniCava uspjesan prolaz molekule na drugu stranu membrane. Pokazano je
da molekule s RB > 10 imaju smanjenu biodostupnost nakon oralne primjene, vjerojatno zbog
otezanog prolaska (apsorpcije) kroz intestinalnu barijeru. Takoder, pokazano je da vecina
lijekova aktivnih u SZS-u imaju RB < 5.3 Takoder, bitan je i ukupan volumen molekule te
njezina molarna masa (M) ¢ije vrijednosti trebaju biti manje nego kod lijekova koji nemaju
djelovanje u SZS-u.!>® Vecina lijekova s djelovanjem u SZS-u je, prema funkcionalnim
skupinama u strukturi, bazi¢nog ili amfifilnog karaktera te pri fizioloskom pH istovremeno daju
nabijene i nenabijene molekulske vrste. Nenabijene molekulske brze prolaze kroz membranu,
iako je pokazano da postojanje pozitivnog naboja pri pH 7 — 8 takoder omoguéava penetraciju
u SZS, jer mnogo lijekova koji pokazuju djelovanje u SZS-u ima tercijarni dusikov atom.
Nasuprot tome, slabe organske kiseline (npr. molekule s karboksilnom skupinom) uglavnom ne
prolaze u SZS. Na kraju, kako bi se §to veée koncentracije spoja postigle na ciljnom mjestu
djelovanja u SZS-u, bitno je da metabolizam te molekule i njezino vezanje na proteine plazme
i tkiva bude $to manje, kao i da molekula nije supstrat pumpama za izbacivanje spojeva iz
S7S-a. Takoder je bitno da djelotvorne koncentracije lijeka budu $to nize kako bi on iskazao
svoj farmakoloski uginak u SZS-u, gdje se mogu ocekivati manje koncentracije lijeka od
koncentracija u cirkulaciji. S druge strane, ako su za djelovanje in vivo potrebne veée doze
lijeka, onda je bitno da taj lijek §to manje reagira s makromolekulama koje nisu farmakoloska
meta, tj. da Sto manje dolazi do nespecifi¢nih interakcija (pr. inhibicija ili indukcija
metabolickih enzima i dr.). U tablici 2.10 sumirane su pozeljne vrijednosti i karakteristike

lijekova s djelovanjem u SZS-u.
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Tablica 2.10. Preporuke za vrijednosti odabranih svojstava molekule koji ima potencijal da bude lijek s
djelovanjem u sredi¥njem Zivéanom sustavu.'5®

Svojstvo molekule Preporucene vrijednosti/svojstva
Djelotvorne koncentracije Niske do subnanomolarne
Selektivnost za farmakolo§ku metu Visoka

Molarna masa (M) <450

Lipofilnost (logP) <5

Broj donora vodikovih veze (HBD) <3

Broj akceptora vodikovih veze (HBA) <7

Broj veza koje se rotiraju (RB) <8

Vodikove veze <8

pKa Izmedu 7,5 — 10 (neutralni i bazi¢ni spojevi)
Podrudje polarne povrsine (PSA) <60-70 A
Metaboli¢ka stabilnost > 80% spoja preostalo nakon 1h
Inhibicija CYP450 < 50% pri 30 pmol dm
Supstrat za P-gp pumpu Ne

Vezanje na serumski albumin Kd< 10 pmol dm®
Topljivost u vodi > 60 pg mL*?
Efektivna permeabilnost >1-10%cms?

Ukoliko sam lijek nije mogucée optimizirati za pasivni-transport kroz KMB-u, mogu se
dizajnirati i sintetizirati prolijekovi koji su lipofilniji od ishodnih spojeva i u ve¢oj mjeri prolaze
kroz KMB-u.}*® Prolijekovi se po dolasku na mjesto djelovanja kemijski ili enzimski
biotransformiraju u farmakoloski aktivnu tvar. Modifikacije lijekova u prolijekove ukljucuju
esterifikacije i amidacije karboksilne Kiseline, acetilacije aminske ili alkoholne skupine
fosforilacije alkoholne skupine, ciklizacija peptida itd., dok se enzimi koji su zaduzeni za
biotransformaciju prolijekova u lijekove ubrajaju u fosfataze, esteraze, amidaze, itd.™>* Osim
toga, dizajn lijekova se mozZe usmjeriti i na modifikaciju strukture koja bi bila prepoznata kao
supstrat za odredene aktivne SLC transportere koji su eksprimirani na luminalnoj strani
endotelnih stanica KMB-e.}*® Neki su iznimno stereoselektivni za endogene supstrate (pr.
GLUT]1, nukleozidni transporteri), dok najSiri spektar supstrata prepoznaje L-sustav SLC
transportera (LAT; engl. large neutral amino acid carrier) koji prepoznaje strukturu
a-aminokiseline (a-ugljikov atom s amino 1 karboksilnom skupinom) s razgranatim bo¢nim
lancem (pr. L-DOPA koristi taj transport te ulazi u SZS unato& kompeticiji s endogenim
supstratima).2#® Takoder, potencijalni lijek moze biti ligand onih receptora kojima se potice
transcitozni prijenos preko barijere (RMT) ili do transcitoze moze do¢i uslijed adsorpcije
kationske molekule preko interakcije njezinog pozitivnog naboja i negativnih naboja
fosfolipida membrane (AMT).2*° Ukoliko je smanjena koncentracija lijeka u SZS-u posljedica
rezistencije zbog izbacivanja lijeka transportnim pumpama iz mozga natrag u krv, moguca
strategija za izbjegavanje toga jest inhibicija transportnih pumpi ili dizajn analognih lijekova

koji nisu njihovi supstrati.**® U liposome i nano¢estice, koji na svojoj povrsini imaju ligande
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koje prepoznaju receptori na KMB-i, se moze uklopiti ve¢i broj molekula lijeka i oni se mogu
transcitozno prenijeti u mozak.!*® Neki od najces¢ih liganada koji se vezu na povriinu
nanocestica su apolipoprotein, liganad transferinskih receptora ili antitijela za inzulinski
receptor.’>* U literaturi se spominje i moguénost indukcije poremecaja integriteta KMB-€ kako
bi se omogu¢io paracelularni prolaz lijeka u SZS (pr. hipertoni¢na otopina koja uzrokuje
skupljanje stanica, farmakoloSke modifikacije proteina u ¢vrstim spojevima izmedu stanica,
povecanje permeabilnosti ultrazvuénim ili elektromagnetskim zracenjem, itd.), ali takav pristup
je poprili¢no neselektivan i zbog toga nepovoljan. Osim navedenih metoda za dostavu lijeka u
SZS, postoje i druge direktne ili indirektne metode s obzirom na naéin primjene lijeka. Jedan
od primjera je intranazalna primjena kojom se lijekovi mogu dostaviti u SZS zbog postojanja
olfaktornih (njusnih) neurona povezanih sa SZS-om u intranazalnoj Supljini (pr. tako
primjenjivanih lijekova su sulfonamidi, cefaleksin, progesteron, zidovudin, inzulin,
hijaluronidaza).!*® Postoje i nesto invazivnije eksperimentalne metode mehanicke dostave (pr.
intracerebralna primjena),*® medutim one nisu opcija za primjenu antidota pri trovanju OP

spojevima.
2.4.3. Novije generacije reaktivatora s djelovanjem u sredisnjem zivéanom sustavu

Dosadasnji napori u dizajnu novih reaktora koji bi prolazili u SZS u veéoj mjeri jesu sinteza
nenabijenih oksima koji nemaju kvaterni ve¢ tercijarni dusikov atom u piridinskom prstenu,
prolijekova oksima, glikoziliranih oksima te uklapanje oksima u nanocestice, kao i povecanje
lipofilnosti molekula reaktivatora razli¢itim supstituentima. Stare generacije tercijarnih
nenabijenih oksima, u koje spadaju oksimi MINA i DAM prikazani na slici 2.15, prolaze kroz
KMB-u i1 pokazali su vece prezivljenje zamoraca kod kojih su izazvani napadaji uslijed
izlaganja sarinu (potentniji oksim je MINA),**>% ali imaju puno slabiji reaktivacijski ué¢inak
od oksima 2-PAM 384

O 0O

PN HO’N\\HJ\

MINA DAM

Slika 2.15. Tercijarni nenabijeni oksimi s ketoaldoksimskom ili ketoksimskom skupinom.
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Sintetiziran je i1 prolijek oksima 2-PAM, pro-2-PAM (slika 2.16), koji je zbog drugacijeg
elektronskog stanja lipofilniji i prolazi kroz KMB-u, a u mozgu brzo oksidira u 2-PAM
(trz = 1 min).*® Kod ispitivanja udinka oksima pro-2-PAM na zamorcima uoden je slab
potencijal reaktivacije AChE inhibirane sarinom i VX-om u krvi, mozgu i perifernim tkivima.
U slucaju izlaganja ciklosarinu uocena je tek ograni¢ena reaktivacija AChE u krvi, srcu i lednoj
mozdini, a napadaju nisu bili sprijeceni. Takoder, pro-2-PAM pruzio je nisku zastitu kod
trovanja somanom. S druge strane, pro-2-PAM se pokazao u¢inkovitim kod supresije napadaja
induciranih DFP-om u zamoraca ¢ime je smanjeno i neuroloSko osteéenje te je sprijecena
pojava simptoma trovanja u miseva izlozenim DFP-u i sarinu. Medutim, pro-2-PAM pruza tek

ograni¢enu zastitu SZS-a kod trovanja OP spojevima.'4*

AN N
| oksidacija |
N _N +.2
HO™ = N HO™ = N

pro-2-PAM 2-PAM

\J

Slika 2.16. Oksim pro-2-PAM in vivo oksidira u 2-PAM.*%

Glikozilirani oksimi (slika 2.17) sintetizirani su pod pretpostavkom da ¢e biti preneseni kroz
KMB-u koriste¢i transportere za glukozu, GLUTI1, po uzoru na neke glukozne konjugate
lijekova koji su pokazali farmakolosku uginkovitost u SZS-u u usporedbi s ishodnim
molekulama. In vivo eksperimenti gdje je ispitana akutna toksi¢nost odabranih glikoziliranih
oksima pokazano je da imaju znacajno manju toksi¢nost od oksima 2-PAM nakon i.m.
primjene, a ostalim testovima toksi¢nosti pokazano je da je uslijed primjene glikoziliranih
oksima morfologija neurona o¢uvana, te da nije bilo degeneracije neurona.'®® Medutim, in vitro
analiza nekoliko sintetiziranih oksima pokazala je nisku ucinkovitost u reaktivaciji ljudske
AChE inhibirane s DFP-om i paraoksonom te reaktivaciju usporedivu s 2-PAM-om za VX i

sarin.

Slika 2.17. Primjeri glikoziliranih oksima.t%

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 37

Wagner i suradnici su ispitali transport oksima uklopljenih u nanocestice kroz in vitro model
barijere.’®® Oksimi obidoksim diklorid i HI-6 (diklorid monohidrat i dimetansulfonat)
uklopljeni su u nanocestice napravljene od albumina iz ljudskog seruma s adsorbiranim ili
kovalentno vezanim apolipoproteinom E (ApoE) koji bi sluzio za transcitozni prijenos preko
KMB-e potaknut receptorom za ApoE. Pokazano je da navedene nanocestice s oksimima
nemaju citotoksic¢an uc¢inak U izoliranim primarnim stani¢nim kulturama endotelnih stanica
kapilara mozga svinje. Takoder, u primarnim kulturama je utvrdeno je da nanocestice prelaze
model barijere u ve¢oj mjeri od slobodnih oksima te je pomoc¢u fluorescentnih obiljezivaca
pokazan znacajan unos nanocestica s oksimom u citosol stanica linije endotelioma misjeg

mozga.

0 o)
HO’N%)J\N/\/NO HO’N\\)I\N/\/NQ

H H
RS41A RS194B

Slika 2.18. Nenabijeni N-supstituirani 2-hidroksiminoacetamidni reaktivatori.**

Nadalje, sintetizirana je nova serija oksimskih reaktivatora, N-supstituirani 2-hidroksimino-
acetamidni alkilamini s tercijarnom aminskom ili imidazolnom protoniraju¢om funkcionalnom
skupinom, ¢ija pKa vrijednost (7 — 10) omogucava ravnotezu izmedu kationskih, neutralnih te
zwitterionskih i anionskih vrsta pri fizioloskom pH 7,4.%® Smatra se da bi pritom neutralne i
zwitterionske vrste oksima mogle prolaziti kroz KMB-u u vecoj mjeri nego standardni oksimi,
te bi se u SZS-u ponovno uspostavila Kiselo-bazna ravnoteza izmedu razli¢itih molekulskih
vrsta. U ovoj seriji oksima se RS41A (slika 2.18) pokazao vodec¢im reaktivatorom temeljem in
vitro reaktivacije AChE inhibirane OP spojevima te je njegova reaktivacijska ucinkovitost
usporediva s oksimom 2-PAM. Strukturni analog RS41A oksima, RS194B oksim (slika 2.18),
pokazuje dobru ucinkovitost u reaktivaciji AChE inhibirane OP spojevima, a kao glavni razlog
tome naveden je poveéan afinitet inhibiranog enzima prema oksimu.*’ Takoder, RS194B
pokazao je nisku akutnu toksi¢nost (LDso > 500 mg/kg) nakon i.m. primjene (doza 80 mg kg™)
u miSeva, a za oba oksima RS41A i RS194B utvrdeno je da ostvaruju koncentraciju u mozgu
koja je jednaka 12 — 30 % koncentracije u krvi.*® Mis§ tretiran s OP spojem pokazao je bolji

oporavak nakon tretmana s RS194B nego nakon primjene oksima RS41B ili 2-PAM.* Takoder,
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RS194B se pokazao u¢inkovitim i u in vivo pokusima na rezus majmunima (Macaca mulatta)

izlozenim sarinu i paraoksonu, 6162

S o UNes
/[}l\/\/\o

MSU 001 \/@
ey Y
~ IB\/\/\O

MSU 020
Slika 2.19. Vode¢i fenoksialkil piridinijevi oksimi.5!

Sintetizirani su i oksimi nalik detergentima, fenoksialkil piridinijevi oksimi (slika 2.19) kod
kojih je na piridinijev prsten s kvaternim dusikovim atomom vezan lipofilni suspstituent.®® Ti
oksimi su ucinkovito reaktivirali AChE inhibirane analozima sarina i VX-a in vitro, ali manje
uc¢inkovito od oksima 2-PAM. Medutim, za razliku od oksima 2-PAM, fenoksialkil piridinijevi
oksimi su pokazali sposobnost in vivo reaktivacije AChE u mozgu §takora izloZenih subletalnim

dozama analoga sarina i VX-a ¢ime je potvrdeno da prolaze u mozak.

~
N

HO”~ N
Slika 2.20. Vode¢i amidin-oksimski reaktivator N-[2-(butiliminioil)-2-(dimetilamin)etiliden]hidroksilamin.*6

Nova klasa oksima, koji nemaju Klasi¢nu piridinijevu strukturu, su amidinski oksimi koji
takoder formiraju zwitterione pri fizioloskom pH, a nukleofilni potencijal proizlazi iz njihove
amidinske skupine.’®® Za vodeé¢i amidinski oksim, N-[2-(butiliminioil)-2-(dimetilamin)
etiliden]hidroksilamin (slika 2.20), pokazano je da prolazi kroz KMB-u. Takoder, isti oksim se
pokazao metabolicki stabilnim te nije pokazao sposobnost inhibicije CYP450 enzima, a nije
uocena niti citotoksi¢nost na stanicama sisavaca, kao ni prividna toksi¢nost ili promjene u

ponasanju in vivo u dozama do 200 mg kg™.

Katz i suradnici pokazali su da molekule bez oksimske skupine posjeduju reaktivacijski
u¢inak za AChE inhibiranu paraoksonom i DFP-om te analozima sarina i somana.®’ Strukturno,

ovi spojevi spadaju u Mannichove fenole (vodec¢i reaktivator je ADOC, 4-amino-2-
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(dietilaminometil)fenol) ili analoge klorokina (pr. analog klorokina s imidazolnim prstenom,
SP138) (slika 2.21) te se pretpostavlja da je reaktivacija rezultat nukleofilne supstitucije ili
bazne katalize. Dva spomenuta vodeca neoksimska spoja ispitani su u in vivo eksperimentima
na misevima izlozenim letalnim dozama OP spojeva te su novi spojevi pokazali u¢inkovitiju
reaktivaciju AChE u mozgu i znacajnije prezivljenje zivotinja tijekom 24 sata u usporedbi s
oksimom 2-PAM.¥

H
© N\/\N/\\N
\/
o o
\/N\JQ\NZH Br

ADOC SP138

Slika 2.21. Vode¢i neoksimski reaktivatori: ADOC iz skupine Mannichovih fenola kao analog antimalarika
amodiakina te spoj SP138 kao analog klorokina.®’
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Oksimi

U ovoj doktorskoj radnji testirane su dvije novosintetizirane skupine oksima, hidroksipiridinski

oksimi (tablica 3.1) i klorpiridinijevi oksimi (tablica 3.2).

Tablica 3.1. Hidroksipiridinski oksimi.

Struktura IUPAC kemijsko ime spoja
HO
JR585 | N 2-[(hidroksiimino)metil]-6-[5-
N _ N (piperidin-1-il)pentil]piridin-3-ol
HO™ X N
HO | N
2-[(hidroksiimino)metil]-6-[4-
—
JR595 HO NS N N/\ (morfolin-4-il)butil]piridin-3-ol

o)

HO N
RMO048 | h o 2-[(hidroksiimino)metil]-6-[5-
N _ N\) (morfolin-4-il)pentil]piridin-3-ol
HO™ XX N
HO O 6-[5-(6,7-dimetoksi-1,2,3,4-
GM415 | tetrahidroizokinolin-2-il)pentil]-2-
HO/N\ N/ N o~ [(hidroksimino)metil]piridin-3-ol

HO | N O
N = N ~
HO™ N (0) 6-(5-{1-[4-(dimetilamino)fenil]-6,7-
dimethoksi-1,2,3,4-
GM508 O tetrahidroizokinolin-2-il}pentil)-2-
/N\

[(hidroksiimino)metil]piridin-3-ol

Hidroksipiridinski oksimi, preciznije 3-hidroksi-2-piridinski oksimi, sintetizirani su na
Normandie Université, UNIROUEN, INSA Rouen, CNRS, COBRA (UMR 6014), Rouen,
Francuska i njihova sinteza je objavljena u publikaciji.!’? 1zvorne otopine oksima JR585,
JR595, RM048 i GM508 koncentracije 100 mmol dm™ pripremljene su u ¢&istom dimetil
sulfoksidu (DMSO; Kemika, Zagreb, Hrvatska), dok je ishodna otopina oksima GM415
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(50 mmol dm) pripremljena u ¢istom metanolu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) i otopine su

¢uvane na 4 °C. Daljnja razrjedenja (1 — 2 mmol dm) pripremljena su u vodi ili 0,1 mol dm?

fosfatnom puferu, izuzev oksima GM508 ¢ija je topljivost u vodi ili puferu bila u rasponu od

100 — 300 pmol dm™. Oksim JR595 dodatno je sintetiziran kao sol trifluorooctene kiseline
(JR595 x 1,5 TFA) kako bi se poboljsala njegova topljivost u vodi (100 mmol dm).

Tablica 3.2. 3-klorpiridinijevi (K865, K866, K867) i 3,5-diklorpiridinijevi (K868, K869, K870) oksimi.

Struktura

IUPAC kemijsko ime spoja

SNE N A
K865 N | | NH
N N
N AN N2\ = B
2 Br
0]
= NH,
K866
| +
SOAGe
I
_N
HO™ X AN 2 Br
0]
/| NH,
K867
| +
I _
N
HO X 2 Br
Cl 0]
HO
SN
K868 N Y NH,
cl X l:l\/\/[\rl = ~
2 Br
0]
= NH,
N
K869 Cl~ N/\/\/l:l\
| -
N X 2 Br
HO™ X
Cl
0]

| NH,

%
K870 N N NN
|
N _
HO XN 267
Cl

4-karbamoil-1-(3-{3-klor-4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)piridinijev
dibromid

4-karbamoil-1-(4-{3-klor-4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)piridinijev
dibromid

4-karbamoil-1-[4-{3-klor-4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-
enil]piridinijev dibromid

4-karbamoil-1-(3-{3,5-diklor-4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)piridinijev
dibromid

4-karbamoil-1-(4-{3,5-diklor-4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)piridinijev
dibromid

4-karbamoil-1-[4-{3,5-diklor-4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-
enil]piridinijev dibromid
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Oksimi s jednim ili dva atoma klora vezanih na jedan piridinijev prsten bispiridinijevih oksima

su sintetizirani u Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Hradec Kralové,

Hradec Kralové, Ceska Republika. 1zvorne otopine oksima (10 ili 1000 mmol dm) priredene su

U destiliranoj vodi i ¢uvane pri 4 °C, dok su daljnja razrjedenja oksima u vodi pripravljena

neposredno prije pokusa.

Tablica 3.3. Piridinijevi oksimi 2-PAM, HI-6, obidoksim, K027, K048 i K203 te tercijarni oksimi MINA i DAM.

Struktura
<
2-PAM N N
N* N 0oH
| cr
(@]
= | NH,
+
HI-6 NI O Ny
S -
N 2Cl
OH
~ O
HO\NAG @/\N
Obidoksim + ¥
N 0] NN
~N O 2Cr
(@)
HO.
K027 N7 | X7 NH,
N I:Ll\/\/[\rl = -
2 Br
0
= NH,
K048
I
_N N
HO™ ™% 2Br
o}
= NH,
K203 \/@/\/\/'ﬂ\
I
N
HO™ X X
2 Br
(@]
MINA
N\
)J\¢ OH
(@]
DAM

IUPAC kemijsko ime spoja

2-[(hidroksiimino)metil]-1-metilpiridinijev
klorid

4-karbamoil-1-[({2-[(hidroksiimino)
metil]piridinio}metoksi)metil]
piridinijev diklorid monohidrat

4-[(hidroksiimino)metil]-1-[({4-[
(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)metil]
piridinijev diklorid

4-karbamoil-1-(3-{4-
[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)
piridinijev dibromid

4-karbamoil-1-(4-{4-
[hidroksiimino)metil]piridinio}butil)
piridinijev dibromid

4-karbamoil-1-(4-{4-
[hidroksiimino)metil]piridinio}
but-2-enil)piridinijev dibromid

1-(hidroksiimino)propan-2-on

3-(hidroksiimino)butan-2-on
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Osim navedenih novih skupina oksima, u nekim analizama su za usporedbu koristeni i oksimi
prikazani u tablici 3.3. Oksimi 2-PAM, HI-6, obidoksim, K027, K048 i K203 su sintetizirani u
Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, University of Defence, Hradec
Kralové, Ceska Republika. Oksimi MINA i DAM kupljeni su od Sigma-Aldrich, SAD. Izvorne

otopine ovih oksima (10 ili 100 mmol dm) priredene su u destiliranoj vodi i ¢uvane pri 4 °C.
3.2. Spektrofotometrijska i kineticka mjerenja

3.2.1. Kemikalije i enzimi

U kineti¢kim istrazivanjima je koristen 0,1 mol dm™ natrijev fosfatni pufer pripremljen
titracijom 0,1 mol dm otopina soli Na;HPO4 i NaH,PO4 do pH 7,4 pri temperaturi 25 °C.
Pritom je koristen pH-metar SevenEasy pH s InLab® Expert Pro elektrodom (Mettler-Toledo
GmbH, Svicarska) bazdaren standardnim otopinama pufera pH 4,01 £+ 0,02, pH 7,00 + 0,02 i
pH 9,21 + 0,02 (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska). Acetiltiokolin jodid (ATCh; Sigma-Aldrich,
SAD) koristen je kao supstrat kolinesteraza, te su ishodne otopine supstrata (10 ili 20
mmol dm=) i dodatna razrjedenja pripremljene otapanjem u destiliranoj vodi neposredno prije
pokusa. Reagens u Ellmanovoj metodi, 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina) (DTNB)
(Sigma-Aldrich, SAD), prireden je kao 6 ili 10 mmol dm otopina u fosfatnom puferu koja je
Cuvana pri 4 °C. Izvorna otopina albumina govedeg seruma (BSA; Sigma-Aldrich, SAD)
pripravljen je kao 1 %-tna otopina u 0,1 mol dm natrijevom fosfatnom puferu. Sve koristene

kemikalije bile su analiticke ¢istoce.

U pokusima enzimske kinetike je koristena ljudska rekombinantna AChE i ljudska
BChE dobivena iz ljudske plazme, koje je darovao dr. sc. Florian Nachon, Département de
Toxicologie et Risques Chimiques, Institut de Recherche Biomédicale des Armées, Brétigny-
sur-Orge, Francuska. lzvorne otopine enzima (20 puta razrijedene) pripravljene su u
1 %-tnoj otopini BSA, a daljnja razrjedenja pripremana su neposredno prije pokusa u
0,1 %-tnoj otopini BSA u fosfatnom puferu. Finalna razrjedenja enzima koja pri 1 mmol dm™
supstratu ATCh rezultiraju s enzimskom aktivnoséu AA/min oko 0,1 iznose oko 20 000 puta za
hAChE i 40 000 puta za hBChE.

Koristeni su OP spojevi sarin (izopropil-metilfosfonofluoridat), ciklosarin

(O-cikloheksil-metilfosfonofluoridat), VX (S-2-diizopropilaminoetil-O-etil-metilfosfonotioat)
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i tabun (etil-dimetilaminocijanofosfonat) kupljeni od NC Laboratory, Svicarska, dok je
paraokson-etil (dietil-4-nitrofenil-fosfat) kupljen od Sigma-Aldrich, SAD. lzvorne otopine
sarina, VX-a, ciklosarina i tabuna (5000 ug mL™) pripremljene u izopropilnom alkoholu, dok
je izvorna otopina paraoksona (2750 pg mL™) pripremana je u 96 %-tnom etanolu, a sve su
¢uvane na 4 °C. Daljnja razrjedenja su pripremana u destiliranoj vodi, odnosno u etanolu u

slu¢aju paraoksona, neposredno prije pokusa. Svi navedeni spojevi bili su analiticke Cistoce.
3.2.2. Odpredivanje pKa vrijednosti oksimske skupine

Zbog mn—n* elektronskih prijelaza unutar prstena piridina javlja se karakteristicni signal
(maksimum) apsorpcijskog spektra na valnoj duljini unutar raspona 344 — 370 nm. Porast
intenzitet apsorpcije na navedenoj karakteristicnoj valnoj duljini korelira s porastom
koncentracije deprotoniranog oblika skupina vezanih na prsten piridina, najées¢e oksimske
skupine kao u slucaju klorpiridinijevih oksima, dok hidroksipiridinski oksimi imaju dvije
protonirajuce skupine, oksimsku i hidroksilnu. Mjerenjem apsorpcijskih spektara (220 — 450
nm) u otopinama razli¢itth pH vrijednosti (4,4 — 11,3), koje su pripremljene mijeSanjem
razli¢itih omjera 0,1 mol dm™ otopina soli NazHPO4 i NaH2PO4, odredene su konstante kiselo-
bazne ravnoteZe, Ka. Otopine luznatog pH (> 9,35) pripremljene su dodatkom 0,2 mol dm
NaOH. Spektri su mjereni pomocu spektrofotometra CARY 300 (Varian Inc., Australia) pri
25 °C u kvarcnim kivetama (QS) s optickim putem od 1 cm. Iz snimljenih spektara dobiveni su
grafovi ovisnosti apsorbancije pri karakteristicnim maksimumima spektra o koncentraciji
vodikovih iona. Kiselo-bazna ravnoteza moze se opisati shemom 1, u kojoj je diprotonirani
oblik oksima oznaéen s H2L2*, monoprotonirani oblik oksima s HL" i neprotonirani oblik
oksima s L. U slucaju kada oksim ima samo jednu protoniraju¢u skupinu vezanu na prsten
piridina (pr. klorpiridinijevi oksimi), kiselo-bazna ravnoteza opisana je samo drugim korakom
Sheme 1:

K, K, Shema 1
: H® + HL' H" + L

H2L2+

Primjenom jednadzbi (1) i (2) za nelinearnu regresiju izracunate su konstante kiselo-bazne

ravnoteze Ka1, 0dnosno Kaz i Ka2:
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) Ay [H'] + 45 K, 1)
tot [H+] +Ka1
Ay [ 4 Ay [HY] Ky + Ay Ky - K @)

tot

[H+]2 T [H+] "Ka tKa - Ky

gdje je Atwt, apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini maksimuma spektra jednaka sumi
apsorbancijskih udjela svih prisutnih ionizacijskih oblika oksima. Apsorbancije A1, A2, Az su
apsorbancije, kako slijedi, diprotoniranog oblika (H2L?*), monoprotoniranog oblika (HL") i
neprotoniranog oblika (L). Koncentracija vodikovih iona u otopini oznacena je s [H'].
Primjenom jednadzbe (3) pomocu programa Prism6 (GraphPad Software, San Diego, SAD)
odredene su pKa vrijednosti te je primjenom Henderson-Hasselbalchove jednadzbe (4)

izraCunat udio oksima s deprotoniranom oksimskom skupinom pri pH 7,4:
pK, =-logK, 3)

(4)

_ [A']
pH=pK, + log [HA]

gdje [A7] predstavlja koncentraciju oksima s deprotoniranom oksimskom skupinom, a [HA]

koncentraciju oksima s protoniranom oksimskom skupinom koja odgovara jednakosti (1-[A7]).
3.2.3. Odredivanje aktivnosti kolinesteraza metodom po Ellmanu

Aktivnost kolinesteraza pracena je spektrofotometrijski indirektnom metodom po Ellmanu pri
25 °C uz supstrat ATCh i DTNB kao tiolni reagens.'® Enzimskom hidrolizom ATCh supstrata
nastaje tiokolin (TCh) koji reagira s DTNB reagensom pri ¢emu nastaje anion 5-ti0o-2-
nitrobenzojeve kiseline (TNB") koji daje zuto obojenje reakcijskoj smjesi (Slika 3.1). Porast
apsorbancije TNB™ aniona u vremenu prati se pri valnoj duljini od 412 nm te je proporcionalan

aktivnosti enzima koja slijedi Lambert-Beerovu zakonitost (5):
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_AA/min~R

— ()

v

gdje AA/min predstavlja porast apsorbancije u jedinici vremena, v aktivnost enzima, R je
kona¢no razrjedenje enzima, & je molarni ekstinkcijski koeficijent za TNB" anion, a
d predstavlja duljinu opti¢kog puta. Za mjerenje enzimske aktivnosti pri valnoj duljini 412 nm

molarni ekstinkcijski koeficijent iznosi 14 150 dm?® mol* cm™.16°

o acetilkolinesteraza o
)K ,Lr + Hzo—:»* + |\|1+’ +2H*
A) NN o -5 NN
ATCh octena kiselina tiokolin
COO

o
' |
| S o0 S g N
/\/Nér\ + | —_— NO; + S ™
B) S \ S@ ] O,N
NO,

tiokolin S coo

DTNB TNB anion

Slika 3.1. Ellmanova metoda: A) enzimskom hidrolizom acetiltiokolina (ATCh) oslobada se tiokolin, B) tiokolin
potom reagira s DTNB reagensom, pri ¢emu se oslobada Zuto obojeni anion TNB~.164

Reakcijska smjesa za odredivanje enzimske aktivnosti sadrzavala je 30 pmol dm= DTNB,
fosfatni pufer te enzim u finalnom razrjedenju koje u mjerenju pokazuje promjenu apsorbancije
u vremenu (AA/min) od oko 0,1 pri 1,0 mmol dm™ koncentraciji supstrata ATCh (25 °C,
pH 7,4). Mjerenje enzimske aktivnosti zapoceto je dodatkom supstrata ATCh u reakcijsku
smjesu 1 trajalo je od dvije do cetiri minute. Prilikom mjerenja aktivnosti svih uzoraka,
promjena apsorbancije bila je linearna s vremenom. Sva mjerenja Ellmanovom metodom
izvedena su na spektrofotometru CARY 300 (Varian Inc., Australia) s termostatiranim
kucistem pri 25 °C u kivetama s optickim putem od 1 cm ili na ¢itacu mikrotitarskih plocica
Tecan Infinite M200PRO (Tecan Group Ltd., Svicarska) u mikrotitarskim plo¢icama s opti¢kim
putem od 0,8 cm.
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3.2.4. Reverzibilna inhibicija kolinesteraza oksimima

In vitro metodom odredivanja enzimske aktivnosti u rasponu koncentracija supstrata ATChiu
prisutnosti nekoliko koncentracija testiranog oksima odredene su konstante reverzibilne
inhibicije (Ki) kolinesteraznih enzima, tj. konstante disocijacije kompleksa enzim-oksim, a koje
govore o afinitetu enzima prema oksimu. Reakcijska smjesa za odredivanje reverzibilne
inhibicije kolinesteraza s oksimima sadrzavala je 30 pmol dm™ DTNB, fosfatni pufer, enzim u
finalnom razrjedenju te oksim i supstrat zeljene koncentracije. Koncentracijski raspon oksima
za inhibiciju odabran je tako da, pri koriStenoj koncentraciji supstrata, inhibicija kolinesteraze

bude izmedu 20 % i 80 % kada to omoguéava topljivost oksima u fosfathom puferu.

B
A) DMSO ) Metanol

100 1007

80 807

60 607
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0,1% Bl 05%
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Slika 3.2. Aktivnost AChE pri tri koncentracije supstrata ATCh i u prisutnosti naznac¢enih postotaka organskih
otapala: A) DMSO, B) metanola, C) etanola i D) izopropanola.

Konacni sadrzaj DMSO-a kao otapala za odredene hidroksipiridinske oksime odrzavan je ispod
0,1 % u finalnoj reakcijskoj smjesi kako bi se umanjio njegov utjecaj na aktivnost enzima.
Konkretnije, uocena je inhibicija AChE s DMSO-om koja ovisi 0 prisutnoj koncentraciji
supstrata (kompetitivna inhibicija). U Sirem rasponu koncentracija ATCh u prisutnosti 0,1 %
DMSO-a uocena je relativno niska inhibicija aktivnosti AChE od oko 10 % u odnosu na
kontrolnu enzimsku aktivnost (slika 3.2.A). Osim DMSO-a, testiran je potencijal inhibicije
aktivnosti AChE i nekim drugim organskim otapalima poput metanola, etanola i izopropanola

(slika 3.2.B-D). Navedena otapala tek pri volumnim udjelima od 0,5 % pokazuju odredenu
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inhibiciju enzima (3 — 15 %), a medu njima metanol ima najmanji inhibicijski potencijal.
DMSO nije pokazao =znaajnu inhibiciju aktivnosti BChE enzima pri testiranim
koncentracijama oksima. Slican utjecaj DMSO-a na kolinesteraze, tj. inhibicija aktivnosti
rekombinantne i eritrocitne nativne AChE te neznatan utjecaj DMSO-a na aktivnost BChE,

pokazan je i u literaturi.1®®

Mijerenje enzimske aktivnosti zapoceto je dodatkom supstrata (0,1 — 1,0 mmol dm>) u
reakcijsku smjesu. Za svaku koncentraciju supstrata izmjerena je aktivnost enzima uz barem tri
koncentracije oksima. Kona¢ni volumen reakcijske smjese bio je 300 pL i enzimska reakcija je
pracena nekoliko minuta pri temperaturi 25 °C na ¢itacu mikrotitarskih plocica Tecan Infinite
M200PRO (Tecan Group Ltd., Svicarska). Tijekom mjerenja, promjena apsorbancije je bila
linearna s vremenom. U prisustvu oksima u reakcijskoj smjes, kod mjerenja enzimske
aktivnosti Ellmanovom metodom, dolazi do reakcije izmedu oksimske skupine i ATCh
supstrata, tzv. neenzimska reakcija ili oksimoliza, pri ¢emu takoder nastaje TCh te produkt
TNB- anion koji daje porast apsorbancije u vremenu. Vrijednost neenzimske reakcije se
odredila u reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala 30 umol dm™ DTNB, fosfatni pufer te oksim
(niz koncentracija), a mjerenje reakcije od pet minuta je takoder zapoceto dodatkom supstrata
ATCh (raspon koncentracija). Kod svih uzoraka tijekom mjerenja promjena apsorbancije bila
je linearna s vremenom. Konacna aktivnosti enzima u prisutnosti oksima, V(e+s), je odredena iz

izraza:

V(E+S) = V(E+S+0X) ~ V(S+0X) (6)

gdje VE+s) predstavlja AA/min enzimske hidrolize supstrata, VE+s+ox) ukupnu izmjerenu
aktivnost tj. AA/min, a v(s+ox) vrijednost AA/min neenzimske reakcije za danu koncentraciju
oksima i supstrata. Kataliticke konstante reverzibilne inhibicije kolinesteraza oksimima
odredene su iz Hunter-Downsovog prikaza:

v; - [OX]

Kiapp = o (7

Ki+ — - [S] (8)
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gdje su vo i vj aktivnosti enzima u odsutnosti (0) odnosno prisutnosti oksima kao inhibitora (i),
dok Kiapp predstavlja prividnu konstantu disocijacije kompleksa izmedu enzima i oksima,
buduci da se inhibicija prati u prisutnosti supstrata [S] (ATCh). Jednadzba (8) opisuje utjecaj
supstrata S na vezanje inhibitora na jedno od mogucih veznih mjesta na enzimu — aktivno ili
periferno alostericko mjesto, te Ki predstavlja stvarnu konstantu disocijacije enzim-oksim
kompleksa, dok Ks predstavlja konstantu disocijacije enzim-supstrat kompleksa (Michaelis-
Mentencin tip kompleksa). 1z ovisnosti Kiap odredenih jednadzbom (7) o koncentraciji
supstrata, odredenima je konstanta K; (odsje¢ak na ordinati) koristenjem jednadzbe (8) i Prism6

(GraphPad Software, San Diego, SAD).
3.2.5. Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oksimima

Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza pomoc¢u oksima odreduje se mjerenjem povratka
aktivnosti kolinesteraza inhibiranih razli¢itim OP spojevima u odredenim vremenskim tockama
od pocetka reaktivacije tj. od dodatka oksima u reaktivacijsku smjesu. Za pocetno testiranje
reaktivacijskog potencijala odabrana je jedna koncentracija oksima, ovisno o afinitetu enzima
za pojedine oksime, za probir (engl. screening) obecavajucih reaktivatora. Dalje su odabrani

oksimi testirani detaljno u rasponu koncentracija kako bi se odredili reaktivacijski parametri.

Koncentrirani enzimi AChE ili BChE su inkubirani s pojedinim OP spojem (oko 10 puta
u suvisku) u vremenu od 30 — 90 min do postizanja 90 — 100 % inhibicije aktivnosti enzima.
Nakon utvrdene inhibicije, suviSak OP spoja uklonjen je filtracijom uzorka pomocu filtracijske
kolonice Strata® C18-E (Phenomenex, Torrance, SAD). Isto je u€injeno i s kontrolnim
neinhibiranim enzimom, u koji je umjesto OP spoja dodan odgovarajuci volumen vode. Nakon
filtracije dodana je 0,1 %-tna otopina BSA u fosfatnom puferu do Zeljenog razrjedenja
inhibiranog enzima, tj. do razrjedenja koje u analognom finalnom razrjedenju neinhibiranog
enzima daje aktivnost AA/min ~0,1 pri 1 mmol dm ATCh. Alikvot uzorka inhibiranog enzima
je potom razrijeden u reaktivacijskoj smjesi koja sadrzava odredenu koncentraciju oksima ¢ime
je zapocet proces reaktivacije. U odredenom vremenu (0 — 24 h) od pocetka reaktivacije,
alikvoti reaktivacijske smjese su razrijedeni u reakcijskoj smjesi za mjerenje aktivnosti enzima,
ukupnog volumena 1 mL, koja je sadrzavala pufer i 30 umol dm™ DTNB. Mjerenje aktivnosti
zapodeto je dodatkom supstrata ATCh (konaéne koncentracije 1,0 mmol dm™) i trajalo je dvije
minute. Tijekom mjerenja, kod svih uzoraka promjena apsorbancije bila je linearna s

vremenom. Identi¢an postupak proveden je i s neinhibiranim uzorkom enzima kako bi se
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utvrdile kontrolne vrijednosti aktivnosti enzima u prisutnosti ispitivanih koncentracija oksima.
Reaktivacija i kontrolna aktivnost pra¢ene su pri 25 °C najvise kroz 24 h tijekom cega je
kontrolna aktivnost enzima bila stabilna, osim ako nije drugacije naznafeno u rezultatima.
Paralelno s prac¢enjem reaktivacije inhibiranih kolinesteraza oksimima pracen je i spontani
povratak aktivnosti enzima inhibiranih OP spojem te je njen iznos, ukoliko je bio znacajan, bio
oduzet od vrijednosti oksimom-potpomognute reaktivacije za odgovaraju¢a vremena. Sva
mjerenja enzimske aktivnosti u eksperimentima reaktivacije izvedena su na spektrofotometru
CARY 300 (Varian Inc., Australia). Budu¢i da je uoceno da brzina reaktivacije ovisi i o
koncentraciji inhibiranog enzima u reaktivacijskoj smjesi,**’ te dodatno kako bi se prilikom
razrjedenja alikvota u Ellmanovoj smjesi u¢inkovito zaustavila reakcija reaktivacije i umanjio
utjecaj oksimolize u ukupno izmjerenim vrijednostima enzimske aktivnosti, odnos razrjedenja

izmedu koraka bila su kao na slici 3.3.

< = = <
i

Uklanjanje suviska [OX]1

(u | u \

1[E]+10 [OP] L=
— T
L

) )

[OX]z ATCh + E> TCh

| +ATCh Enzimska aktivnost
—— —_—

=

S—
m

|~
\_\'

|
/ | [OX]5 ATCh + OX > TCh
- Oksimoliza
| [OXlq i N
TCh + DTNB > TNB-

Pufer + DTNB Detekcija TNB- aniona pri 412 nm

E + OP > E-OP | E-OP + OX > E + OX-OP

4 X razrjedenje 100 x razjedenje

Slika 3.3. Shematski prikaz pokusa reaktivacije s nazna¢enim odnosom medusobnih razrjedenja izmedu tri glavna
koraka: 1) inhibicije enzima (E) organofosfornim spojem (OP), 2) reaktivacije inhibiranog enzima (E-OP) s nizom
koncentracija oksima (OXi234. ), te 3) odredivanje povratka enzimske aktivnosti prema Ellman-ovoj metodi.
Prikaz prema ref. 167.

Reaktivacija se opisuje sljede¢om shemom:

Shema 2

EP + OX

k+2
[EP[OX] —=» E + P-OX
K4

Kr
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gdje EP predstavlja fosfilirani enzim, [EP][OX] reverzibilni kompleks Michaelis-Mentenc¢inog
tipa izmedu EP i oksima (OX), E je slobodni enzim, a P-OX fosfilirani oksim. Dodatno, k> je
konstanta brzine reaktivacije prvog reda (odnosno konstanta brzine nukleofilne supstitucije
izmedu oksima i OP ostatka vezanog na kataliticki serin), a kr je ukupna konstanta brzine

reaktivacije drugog reda. Reakcija reaktivacije (shema 2) opisana je jednadzbom:

[EP], ko [OX] )
"TEP], Kox[OX] | ob’!

gdje su [EP]o i [EP]: koncentracije fosfiliranog enzima u vremenu 0 odnosno u vremenu t, Kox
odgovara omjeru (k-1+k+2)/k+1 te je priblizno jednaka konstanti disocijacije [EP][OX]
kompleksa, a kops je konstanta brzine reaktivacije prvog reda za odredenu koncentraciju oksima.

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

L3 (10)

Rezultati mjerenja izrazeni su kao postotak reaktivacije enzima (Reakt):

11
Reakt = V€90t 10004 (1)
V(E+OX)

gdje ver+ox)t predstavlja aktivnost reaktiviranog enzima oksimom u vremenu t, dok vE+ox)
predstavlja aktivnost neinhibiranog enzima u prisutnosti oksima (kontrolna aktivnost). Ovisnost
postotka reaktivacije dobivenog za pojedinu koncentraciju oksima (Reakt) o vremenu

reaktivacije t obi¢no slijedi izgled jednofazne eksponencijalne krivulje (reaktivacijska krivulja):
Reakt = Reakt,,,, - (1 — e~ Kobs't) (12)

gdje je Reaktmax maksimalni ostvaren postotak reaktivacije. Vrijednost kobs za Svaku

koncentraciju oksima je odredena direktno iz jednadzbe (12) ili se, u slu¢aju kada reaktivacija
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s pojedinim oksimom dolazi do razli¢itih Reaktmax, crta graf ovisnosti log(100-Reakt) o vremenu
reaktivacije za pocetni linearni dio reaktivacijske krivulje kako bi se eliminirao utjecaj razli¢itih
platoa. Budué¢i da (100-Reakt) odgovara 100-[EP]¢/[EP]o, konstante brzine reaktivacije
odredene su iz grafa ovisnosti Kobs 0 koncentraciji oksima prema jednadzbi (9). Kada je testirani
raspon koncentracija pojedinog oksima pratio nelinearnu ovisnost jednadzbe (9) bilo je moguce
odrediti reaktivacijske parametre k+2 i Kox te je kr izraCunata pomocu jednadzbe (10). Kada je
raspon koncentracija oksima pokazivao linearnu ovisnost jednadzbe (9) kr je bila jednaka
nagibu tog pravca. Za sve izracune reaktivacijskih parametara koristen je Prism6 (GraphPad
Software, San Diego, SAD).

3.3. Insilico metode

3.3.1. Odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava oksima

Koristenjem racunalnog programa ChemAxon's Marvin (verzija 16.11.7.0; Budimpesta,
Madarska) odredila su se sljedeca fizikalno-kemijska svojstva oksima: koeficijent lipofilnosti,
logP; koeficijent lipofilnosti pri pH 7,4 logD74; konstante disocijacije odredenih skupina u
molekuli, pKa; broj donora i akceptora vodikovih veza, HBD (engl. hydrogen-bond donor) i
HBA (engl. hydrogen-bond acceptor); broj veza koje se mogu rotirati, RB (engl. rotatable
bond); molarna masa, M; podru¢je ukupne polarne povrsine molekule, TPSA (engl. total polar
surface area). Koeficijenti lipofilnosti logP i logD74 odredeni su koristenjem Consensus
metode implementirane u ChemAxon's Marvin programu. Vrijednosti konstanti disocijacije,
pKa, 1 udio pojedinih mikrospecija pri odredenim pH vrijednostima, procijenjeni su za uvjete
gdje je ionska jakost definirana koncentracijom kationa (Na*, K*) i aniona (CI") jednakoj

0,1 mol dm te pri temperaturi 25 °C.
3.3.2. Molekulsko modeliranje oksima u 3D strukture kolinesteraza

Oksimi su metodom molekulskog pristajanja (engl. molecular docking) smjestavani u aktivno
mjesto kristalnih struktura kolinesteraza inhibiranih s odredenim OP spojevima koje su
dostupne u podatkovnoj bazi PDB (engl. Protein Data Bank). Kao rigidni receptori su koriStene
miSja AChE inhibirana VX-om (PDB: 2Y2U), ljudska BChE (PDB: 2PM8) na koju je
konjugiran ostatak VX-a, mi§ja AChE inhibirane ciklosarinom (PDB: 3ZLU) te AChE
inhibirane tabunom (PDB: 2JEZ, 3DL4, 2JF0). Molekulskim modeliranjem se pokazalo kako
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se odabrani oksimi smjeStaju unutar aktivnog zdrijela enzima inhibiranog OP spojem, koje
interakcije s aminokiselinskim ostacima pritom mogu ostvariti te koja je udaljenost kisika

oksimske skupine i atoma fosfora OP spoja.

Prije svega, konjugati inhibiranih kolinesteraza dizajnirani su i minimizirani
koristenjem MMFF94 (Merck Molecular Forcefield 94) polja sila implementiranog u
ChemBio3D Ultra 12.0 (PerkinElmer Inc., SAD). Za molekulsko pristajanje oksima koriSteno
je CHARMmM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) polje sila implementirano
u Dock Ligands protokolu (CDOCKER) racunalnog paketa Biovia Discovery Studio Client
v17.2 (Accelrys, San Diego, SAD). Prvo je unutar AChE ili BChE definirano vezno mjesto tj.
aktivno Zdrijelo u enzimskoj strukturi okruzeno sferom (r = 13 A). Zatim je generiran set od 20
nasumic¢nih konformacija svakog oksima unutar definiranog veznog mjesta. Nakon toga je
zadrzano 20 nasumiénih orijentacija oksima s energijom manjom od 30 vdW, i taj proces je
nastavljen dok nije pronaden Zeljeni broj konformacija dovoljno niske energije ili dok nije
dostignut maksimalan broj losih orijentacija (800). Nadalje, svaka orijentacija je podvrgnuta
molekulskoj dinamici metodom simuliranog kaljenja (engl. simulated annealing) pri ¢emu je
temperatura povecana na 700 K i zatim spuStena na 310 K (2000 ili 5000 ciklusa zagrijavanja
i hladenja), a dodatno je koristeno prosirenje mreze (engl. grid extension) (8,0 A). Zatim je
izvedena kona¢na minimizacija svake poboljSane poze liganda u rigidnom receptoru
koristenjem punog potencijala (engl. full potential) te je za svaku kona¢nu pozu izracunata
CHARMmM energija (zbroj interakcijske energije i napetosti liganda) i interakcijska energija
zasebno prema ¢emu je poze sortirane te je odabrano 20 najbolje ocijenjenih poza
(najnegativnijih, dakle najpovoljnijih za vezanje). Kona¢ne odabrane poze za svaki kompleks
enzim-oksim minimizirane su Kkoristenjem Minimization protokola sa Smart Minimizer
algoritmom (1000 koraka metode najstrmijeg spusta s iznosom vrijednosti tolerancije RMS
gradijenta 3 iza Cega slijedi minimizacija metodom konjugiranog gradijenta s vrijednostima
maksimalnih koraka (Max Steps) i RMS gradijenta koje iznose 500 i 0,01) pri ¢emu je koristen
implicitni model otapala (dielektricne konstante 80) Generalized Born with Molecular
Volume.1**14® Nepolarna povrsina koristena je za procjenu nepolarne komponente solvatacijske
energije. Vrijednost grani¢ne udaljenosti koristena za brojanje neveznih interakcijskih parova

namjestena je na 14 A.
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3.4. Eksperimentalno odredivanje lipofilnosti oksima

3.4.1. Kemikalije

Za odredivanje Chrom logD koristene su 10 mmol dm™ izvorne otopine oksima pripravljene u
DMSO-u (JR585, JR595, RMO048, GMS508), metanolu (GM415) ili destiliranoj vodi
(klorpiridinijevi oksimi, HI-6, 2-PAM, obidoksim, TMB-4; K027, K048, K203, DAM, MINA).
Ostale koriStene kemikalije su acetonitril (Merck, Njemacka) te mravlja kiselina, octena
Kiselina i amonijev acetat kupljene od Sigma-Aldrich, Njemacka. Sve koristene kemikalije bile

su analiticke Cistoce.
3.4.2. Odredivanje Chrom logD koeficijenta lipofilnosti oksima

Kromatografska odredivanja koeficijenata lipofilnosti Chrom logD izvedena su u laboratoriju
Fidelta d.o.o0., Zagreb, Hrvatska. Pitom je koristena analiza tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC1100, Agilent Technologies, SAD) spregnute s masenim spektrometrom
(Waters Micromass Quattro micro API™, SAD). 1z 10 mmol dm izvornih otopina oksima
pripremljena su daljnja razrjedenja u acetonitrilu koncentracije 1,25 mmol dm™. Volumen
uzorak 2 mL se injektirao na kolonu Luna C18 (duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm,
veli¢ine ¢estica 5 um, veli¢ine pora 100 A; Phenomenex, Torrance, SAD) te je mjerenje trajalo
5 minuta uz brzinu protoka 1,0 mL min, temperaturu kolone 25 °C i temperaturu uzorka
15 °C. Mobilna faza sastojala se od gradijenta otopine A (smjesa 0,1 % mravlje kiseline pri pH
2,7 ili 50 mmol dm= amonijevog acetata pri pH 7,4 i pH 10,5) te otopine B (acetonitril): od
100 % otopine A prema 100 % otopine B (0 — 3 min), 100 % otopina B (3 — 3,5 min), od
100 % do 0 % otopine B (3,5 — 3,7 min), te vratanje na pocetne uvjete s 100 % otopine A
(3,7 — 5 min). Iz snimljenih UV kromatograma su odredena retencijska vremena oksima.
Takoder, za kalibracijsku krivulju eksperimentalno su odredena retencijska vremena
standardnih spojeva poznatih kromatografski odredenih vrijednosti indeksa hidrofobnosti
(CHI, engl. chromatographic hydrophobicity index) objavljenim u literaturi®® te je iz dobivene
jednadzbe pravca izracunata CHI vrijednost oksima, a zatim je koeficijent lipofilnosti

Chrom logD izracunat prema jednadzbi:

Chrom logD = CHI - 0,0857 - 2 (13)
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3.5. Odredivanje toksi¢nog ucinka oksima na stanice

3.5.1. Kemikalije, mediji i stanicne linije

U pokusima izvodenim na stani¢nim linijama koristio se PBS pufer (od engl. phosphate-
buffered saline; Kemika, Hrvatska). Za ispitivanje citotoksi¢nosti koriste se spojevi 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol (MTS) i
fenazin-metosulfat (PMS) koji hvata elektrone i ¢ini otopinu MTS spoja stabilnom. lzvorne
otopine MTS spoja (2 mg dm™) i PMS spoja (0,92 mg dm) pripravljene su u PBS puferu i
¢uvane na - 20 °C do pokusa. Na dan pokusa pripremana je zasebna otopina PMS:MTS:PBS u
odnosu 1:20:120 (MTS reagens). U pokusima odredivanja indukcije oksidacijskog stresa
koristen je reagens 2°,7’-diklorofluorescin diacetat (DCFDA) pripremljen kao izvorna otopina
koncentracije 10 mmol dm2i ¢uvana na - 20 °C. Takoder, koristena je i 10 mol dm™ izvorna
otopina vodikovog peroksida (30 % v/v; Kemika, Hrvatska) iz kojeg je dalje pripremljena

50 umol dm™ otopina razrjedenjem u PBS-u. Sve kemikalije bile su analiti¢ke &istoce.

Od stani¢nih linija bile su koriStene adherentna stani¢na linije ljudskih stanica
neuroblastoma SH-SY5Y (ECACC 94030304; European Collection of Authenticated Cell
Cultures, Engleska), adherentna stani¢na linija ljudskih stanica astrocitoma mozga, 1321N1
(ECACC 86030402; European Collection of Authenticated Cell Cultures, Engleska),
adherentna stani¢na linija ljudskih hepatocita HepG2 (ATCC HB8065; American Type Culture
Collection, SAD) i adherentna stani¢na linija svinjskih stanica bubrega, PK-15 (engl. porcine
kidney; ATCC® CCL-33™; American Type Culture Collection, SAD).

Sve stanice uzgajane su pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO: i temperaturi 37 °C) i u
odgovaraju¢im medijima. SH-SYS5Y stani¢na linija uzgajana je u Dulbecco’s modified Eagle
F12 (DMEM; Sigma-Aldrich, SAD) mediju uz dodatak 15 % (v/v) fetalnog govedeg seruma
(FBS) (Gibco, Paisley, UK), 2 mmol dm glutamina i 1 % neesencijalnih aminokiselina.
1321NT1 stani¢na linija uzgajana je u DMEM mediju (Sigma-Aldrich, SAD) uz dodatak 10 %
(vIV) FBS (Gibco, Paisley, UK) i 2 mmol dm glutamina. HepG2 stani¢na linija uzgajana je u
Eagle’s Minimum Essential mediju s Earlovim solima i natrijevim bikarbonatom bez
L-glutamina (EMEM; Sigma-Aldrich, SAD) uz dodatak 10 % (v/v) FBS (Gibco, Paisley, UK)
i 2 mmol dm™ glutamina. PK-15 stani¢na linija uzgajana je u RPMI-1640 mediju (Gibco,
Paisley, UK) uz dodatak 10 % (v/v) FBS (Gibco, Paisley, UK). Za potrebe pokusa, stanice su
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nasadene u mikrotitarske plocice s 96 jazica u koncentraciji od 10° stanica po jazici dva dana
prije pokusa u slucaju stani¢nih linija SH-SYS5Y i1 HepG2 ¢ije vrijeme diobe iznosi 48 h. U
slucaju stani¢nih linija 1321N1 ili PK-15 ¢ije vrijeme diobe iznosi 24 h, stanice su nasadene u
istoj koncentraciji jedan dan prije pokusa. Za odvajanje stanica od podloge koristila se otopina
0,25 % tripsina i EDTA (Sigma-Aldrich, SAD), nakon ¢ega su se stanice resuspendirale i

nasadile u mikrotitarske plocice s 96 jazica za pokuse.
3.5.2. Odredivanje citotoksicnosti oksima

Za potrebe odredivanja citotoksi¢nosti oksima, tj. inhibicije stani¢nog rasta uslijed tretmana
oksimima, koristio se MTS test prema protokolu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, SAD). Ovaj test citotoksi¢nosti zasniva se na Cinjenici da se
MTS tetrazolijev spoj (Owenov reagens) u Zivim stanicama reducira u formazan pomocu
NADPH ili NADH spojeva koji nastaju u metabolic¢ki aktivnim stanicama u reakcijama
kataliziranim s dehidrogenazama (slika 3.4). Koncentracija nastalog formazana odreduje se
mjerenjem apsorbancije na 490 nm i direktno je proporcionalna broju zivih stanica u stani¢noj

kulturi.16®

OCH,COOH OCH,COOH
N, so5 NADPH =N, Sloky
N NADH N
N=N+ o N \\N
s .
— N

\y

MTS formazan

Slika 3.4. Princip MTS testa citotoksi¢nosti gdje dolazi do redukcije MTS spoja uslijed aktivnosti dehidrogenaza
u metabolicki aktivnim stanicama

Na dan pokusa stani¢ni medij je zamijenjen otopinama oksima u stanicnom mediju u nizu
koncentracija (serijska razrjedenja oksima 1:2 pocevsi od 800 ili 500 umol dm) ukupnog
volumena 120 pl po jazici. Stanice su inkubirane s otopinama oksima tijekom 24 sata pri
kontroliranim uvjetima (5 % pCO- i temperaturi 37 °C). Nakon inkubacije stanice su isprane s
PBS puferom te je dodan MTS reagens do ukupnog volumena 120 pL, a nakon 1 — 4 sata je
ocitana apsorbancija pri 490 nm na ¢itatu mikrotitarskih plocica Tecan Infinite M200PRO

(Tecan Group Ltd., Svicarska). Otapalo DMSO nije imao nikakvog utjecaja na stani¢no
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prezivljenje u onim koncentracijama koje su prisutne kod najviSih testiranih koncentracija
oksima (0,8 %). Rezultati citotoksi¢nosti prikazani su kao postotak inhibicije stani¢nog rasta |

u odnosu na netretirane kontrolne stanice:

A
I=[1-A—t]-100% (14)

gdje je At apsorbancija izmjerena u tretiranih stanica, a An apsorbancija izmjerena u netretiranih
stanica. Kada je u rasponu testiranih koncentracija bio odreden cijeli profil citotoksi¢nosti
(I =0 — 100 %) odredena je i koncentracija oksima pri kojoj je inhibicija stani¢nog rasta bila
50 % (ICs0) pomocu jednadzbe za sigmoidalnu ovisnost definiranoj u Prism6 (GraphPad
Software, San Diego, SAD).

3.5.3. Odredivanje indukcije oksidacijskog stresa oksimima

Odredivanje indukcije oksidacijskog stresa u stanicama temelji se na ¢injenici da fluorogeni
reagens, 2’°,7’-diklorofluorescin diacetata (DCFH-DA) ulazi u stanice, gdje pomoc¢u stani¢nih
esteraza deacetilacijom prelazi u nefluorescentni oblik (DCFH) kojeg ROS vrste oksidiraju u
fluorescentni produkt 2°,7’-diklorofluorescein (DCF) (slika 3.5). Indikator oksidacijskog stresa
izazvanog u stanicama je upravo DCF spoj ¢iji se intenzitet fluorescencije odreduje
fluorimetrijski. DCFDA test odraden je prema protokolu DCFDA - Cellular Reactive Oxygen
Species Detection Assay (Abcam, UK).170

Na dan pokusa je stani¢ni medij zamijenjen s DCFDA spojem u PBS puferu (finalne
koncentracije 20 umol dm=) u kojem su stanica bile inkubirane tijekom 45 minuta i pri
kontroliranim uvjetima (5 % pCO: i temperaturi 37°C). Nakon inkubacije, stanice se ispiru S
PBS puferom te se dodaju otopine oksima odredenih koncentracija (serijska razrjedenja 1:2
podevsi od 400 pmol dm™) pripravljene u PBS puferu. Nakon tretmana od Getiri sata pri
kontroliranim uvjetima (5 % pCO: i temperaturi 37 °C), odreduje se intenzitet DCF produkta
na &itadu mikrotitarskih plo¢ica Tecan Infinite M200PRO (Tecan Group Ltd., Svicarska) pri
ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm, te emisijskoj valnoj duljini od 535 nm. Istovremeno se
odreduje sadrzaj ROS vrsta i u netretiranim stanicama. Koli¢cina DMSO otapala prisutna kod

najvecih koncentracija nekih oksima nije pokazivala dodatnu indukciju ROS vrsta u stanicama
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u odnosu na netretirane stanice. Istovremeno je ispitana indukcija ROS vrsta u prisutnosti
50 umol dm™ vodikovog peroksida kao pozitivne kontrole, tj. spoja iz skupine ROS vrsta.
Rezultati su prikazani kao relativni odnos indukcije ROS vrsta u stanicama tretiranim s

oksimima ili H202 spojem i indukcije ROS vrsta u netretiranim kontrolnim stanicama.

HzCOCH,CO o} OCOCH,4 HO o} OH
o0 O
cl cl cl cl

esleraze

COOH u stanici COOH
DCFH-DA O O DCFH

ROS vrste
HO 0 ]
AL,
COOH
O DCF

Slika 3.5. Princip odredivanja indukcije oksidacijskog stresa u stanicama: DCFH-DA ulazi u stanice gdje pomocu
stani¢nih esteraza deacetilacijom prelazi u oblik DCFH kojeg ROS vrste oksidiraju u fluorescentni produkt DCF.

3.6. Metaboli¢ka stabilnost oksima in vitro
3.6.1. Kemikalije i mikrosomi

U pokusima ispitivanja metaboli¢ke stabilnosti su koristene sljedece kemikalije: fosfatni pufer,
DMSO, B-NADP, glukoza-6-fosfat, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza i magnezijev klorid
heksahidrat (MgCl.x6H20) i mravlja kiselina nabavljeni od Sigme-Aldrich (SAD) te acetonitril

I metanol nabavljeni od Mercka (Njemacka). Sve kemikalije bile su analiticke Cistoce.

Izvorne otopine oksima koncentracije 10 mmol dm su pripravljene u DMSO-u (JR585,
JR595, RM048, GM508) ili metanolu (GM415) i ¢uvane na 4 °C. Koristeni su kontrolni spojevi
propranolol hidroklorid i kofein (Sigma-Aldrich, SAD) te testosteron (Steraloids, Newport,

ey e
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3.6.2. Odredivanje metabolicke razgradnje oksima uslijed inkubacije s mikrosomima

Eksperimenti odredivanja metabolicke stabilnosti izvedeni su u laboratoriju Fidelte d.o.o.,

Zagreb, Hrvatska. Oksimi finalne koncentracije 1 pmol dm

u fosfathom puferu
(50 mmol dm, pH 7,4) su inkubirani 60 minuta na 37 °C zajedno s jetrenim mikrosomima u
odsustvu i prisustvu NADPH kofaktora za kontrolu stabilnosti u puferu. Metabolicka aktivnost
jetrenih mikrosoma je verificirana pomocu pozitivnih kontrola testosterona i propranolola te
negativne kontrole kofeina. Koncentracija oksima i kontrolnih spojeva odredena je na masenom
spektrometru ABSciex API 4000 Triple Quadrupole Mass Spectrometer (Sciex, Division of
MDS Inc., Toronto, Kanada) spregnutim s tekucinskim kromatografom ultravisoke
djelotvornosti UHPLC Nexera X2 (Shimadzu, Japan). Uzorci volumena 2 uL injektirani su na
HPLC kolonu Luna Omega Polar (duljine 30 mm, unutarnjeg promjera 2,1 mm, veli¢ine Cestica
1,6 mm; Phenomenex, Torrance, SAD) na 50 °C. Vodena otopina je bila 0,1 % mravlja kiselina
u deioniziranoj vodi, a kao organska pokretna faza koriStena je smjesa vode, acetonitrila i
mravlje kiseline u volumnim omjerima 90:10:0,1 (v/v/v). Brzina protoka pokretne faze bila je
700 uL min tijekom svih mjerenja. Gradijentna elucija je bila kako slijedi: 2 %-tna organska
pokretna faza (0 — 0,15 min), gradijent od 2 do 95 % organske pokretne faze (0,15 — 0,7 min),
95 % organske pokretne faze (0,7 — 1,1 min), gradijent od 95 do 2 % organske pokretne faze
(1,1 — 1,11 min) te vracanje pocetnih uvjeta s 95 % vodenom pokretnom fazom (1,11 — 1,5
min). Za detekciju masenim spektrometrom koriStena je ionizacija elektrorasprSenjem uz
primjenu pozitivnog potencijala s temperaturom izvora iona od 550 °C te vremenom pracenja
iona od 75 ms. Kvantifikacija je izvedena metodom pracenja jednostrukih ili visestrukih
reakcija (MRM, od engl. multiple reaction monitoring) pri prijelazima specifi¢nim za svaki
spoj: JR585 (m/z 292,3 — 207,1), JR595 (m/z 280,3 — 193,2), RM048 (m/z 294,3 — 207,1),
GM415 (m/z 400,2 — 236,2), GM508 (m/z 519,4 — 365,2). Diklofenak (m/z 296,1 — 213,7)

je koristen kao unutarnji standard.

Poluvrijeme metabolicke razgradnje spoja (t1/2) izracunato je iz nagiba linearne ovisnosti
koncentracije ishodnog oblika oksima o vremenu inkubacije. Normalizacijom vrijednosti
prema koli¢ini proteina u inkubacijskoj smjesi i uz pretpostavku da ¢ovjek ima 52,5 mg proteina

po g jetre, iz ty2je odreden in vitro intrinzi¢ni klirens Clint spoja pomocu jednadzbe:
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n2 v (15)

= — X —

int th m
gdje je V predstavlja volumen krvi po inkubaciji, a m masu proteina po inkubaciji. Intrinzi¢ni
Klirens oznacava koli¢inu krvi koja u minuti prode kroz krvozilni sustav jetre gdje se spoj
metabolicki razgraduje, a izrazava se u pL min? mg? jetre. Nadalje, za izradun vrijednosti

predvidenog in vivo klirensa Cl koristi se jednadzba:

oy Cln ABC (16)
~ C+Cly AB

gdje je A omjer miligrama proteina po gramu jetre, B ozna¢ava omjer mase jetre i mase tijela i
specifican je za vrstu (kod ¢ovjeka iznosi 25,7, a kod misa 87,5.), a C je protok krvi kroz jetru
(mL min? kg) specifi¢an za vrstu (kod ¢ovjeka iznosi 21/1,26 mL min™? kg?; a kod misa
131/7,86 mL min't kg™1). In vivo relativni hepaticki klirens, LBF, izracunat iz omjera vrijednosti
Cl i C, sluzZio je za svrstavanje spoja u jednu od tri katergorije hepatickog klirensa: niski

(LBF < 30 %), umjereni (LBF = 30 — 70 %) ili visoki (LBF > 70 %) hepaticki klirens.
3.7. Farmakokinetika oksima JR595 na modelu misa
3.7.1. Kemikalije i Zivotinje

Koncentracije oksima JR595 u uzorcima krvi i mozga miSa odredene su tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC). Kemikalije kori$tene pri pripremi uzoraka i
HPLC analizi su: trikloroctena kiselina (TCA) (Kemika, Zagreb), acetonitril (J. T. Baker,
Deventer, Nizozemska), mravlja kiselina (Kemika, Zagreb) te deionizirana voda pripravljena
primjenom sustava Mili-Q za prociscavanje vode (Milipore, Bedford, SAD). Sve kemikalije
bile su analiti¢ke ¢istoce. Za optimizaciju analitiCkog postupka pripravljena je izvorna otopina
JR595 TFA u vodi masene koncentracije 295,2 pg mL™?, iz koje su daljnjim razrjedivanjem u
vodi ili 5 % TCA u vodi pripravljene standardne otopine za HPLC analizu i pripravu modelnih
uzoraka. Sve otopine su Cuvane na 4 °C. Otopina JR595 TFA za tretman Zivotinja je

pripravljena kao 40 mg mL* otopina u fiziologkoj otopini na dan pokusa.
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Ispitivanje farmakokinetike oksima JR595 provedeno je na muZjacima miseva (soj
CD-1) tezine 30 do 40 grama, starosti 2 do 2,5 mjeseca. Tijekom svih eksperimenata, Zivotinje
su boravile u makrolonskim kavezima pod kontroliranim uvjetima (periodi¢na izmjena svjetla
svakih 12 sati, temperatura 24 °C) sa slobodnim pristupom hrani (4RF21; Mucedola, Italija) i
vodi. Eksperimenti su provedeni u skladu s Etickim povjerenstvom Instituta za medicinska
istrazivanja i medicinu rada, Zagreb, Hrvatska i uz odobrenje Povjerenstva za bioetiku i
dobrobit zivotinja Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Sveucilista u
Zagrebu. Misevi CD-1 soja nabavljeni su s Instituta Ruder Boskovi¢ (Pogon laboratorijskih

Zivotinja, Zavod za molekularnu medicinu, Zagreb, Hrvatska).
3.7.2. Tretiranje miseva i priprema uzoraka

Spoj JR595 apliciran je i.m. u dozi od 100 mg kg™ tjelesne tezine miga. Volumen aplicirane
doze, Vapi, 40 mg mL* otopine JR595 ovisio je o tjelesnoj teZini misa, M, i izradunat je prema
jednadzbi:

Vo Mmis® 100 mgkg™?!
Pl ™ 40 mg mL1 (17)

Nakon odredenog vremena od aplikacije, zivotinje su anestezirane neposredno prije Zrtvovanja
sukladno uputama AVMA (Guidelines for the Euthanasia of Animals, 2013).1™* Anestezija je
izazvana i.p. ubrizgavanjem koktela Narketan, 80 mg kg*/Xylapan, 12 mg kg?. Smrt je
nastupila uslijed presijecanja arterije prilikom cega je krv sakupljena direktno iz arterije u
hepariniziranu epruvetu (34 1.U.; BD Vacutainer, Kanada). Zatim je obavljena perfuzija
fizioloSkom otopinom kako bi se uklonila zaostala krv iz krvozilnog sustava organa.
Prikupljena tkiva su trenutno smrznuta u teku¢em dusiku te pohranjena na - 80 °C do daljnje

analize. Krv je prije pohranjivanja na - 80 °C prebacena u plasti¢ne epruvete.

Prije analize, uzorci krvi su odmrznuti na sobnoj temperaturi i pripremljeni na prije
optimiziran nac¢in. Alikvot uzorka krvi od 0,5 mL pomijesan je s 1,0 mL 5 % TCA kiselinom
radi taloZenja proteina. Nakon toga, uzorak je centrifugiran 10 minuta na 10 000 rpm u
centrifugi Mikro 22R (Hettich, Njemacka) pri 4 °C. Supernatant je profiltriran kroz PTFE-filtar
veli¢ine pora 0,2 um (Acrodisc CR13; Waters, Milford, SAD) i1 analiziran tekuc¢inskom

kromatografijom. Prema potrebi uzorci su razrjedivani dodatkom 5 %-tne TCA kiseline. Prije
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pripreme i analize, uzorci mozga su odmrznuti na sobnoj temperaturi te odvagani. U uzorke
mozga se dodao 1 mL deionizirane vode i uzorak je homogeniziran pomoc¢u homogenizatora
T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Njemacka). U homogenat je dodano 2 mL 5 %-tne TCA
kiseline nakon Cega je uzorak centrifugiran 10 min na 10000 rpm na centrifugi Universal
320/320R (Hettich, Njemacka) pri 4 °C. Supernatant je profiltriran kroz PTFE-filtar veli¢ine
pora 0,2 um (Acrodisc CR13; Waters, Milford, SAD) i dalje analiziran tekucinskom

kromatografijom.
3.7.3. Odredivanja koncentracije oksima JR595 u bioloskim uzorcima

Pripremljeni uzorci analizirani su na teku¢inskom kromatografu Varian (Walnut Creek, SAD)
sastavljenom od pumpe ProStar 230 SDM, UV detektora ProStar 330 s nizom fotodioda (UV-
DAD, od engl. Diode-Array Detector) i automatskog uzorkiva¢a AutoSampler 410. Pritom je
koristena kromatografska kolona Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm) s predkolonom Gemini C18
(4 mm x 3 mm), obje veliine Cestica 5 um (Phenomenex, Torrance, SAD). Kao pokretna faza
su koristeni acetonitril (faza A) i 5 %-tna mravlja kiselina u vodi (faza B). Oksim je eluiran s
kolone uz primjenu linearnog gradijenta: od 10 % faze A i 90 % faze B do 100 % faze A kroz
30 minuta uz protok pokretne faze 1 mL min™. Volumen injektiranog uzorka bio je 100 ul,
a valna duljina odredivanja oksima JR595 bila je 230 nm. Primjer kromatograma dobivenih
teku¢inskokromatografskom analizom standardne otopine oksima JR595 te uzorka krvi i mozga

dan je naslici 3.6.

Razrada analitickog postupka ukljucivala je optimizaciju uvjeta analize teku¢inskom
kromatografijom, utvrdivanje linearnosti odziva tekucinskokromatografskog detektora i
odredivanje granice detekcije. Snimanjem UV spektra oksima JR595 otopljenog u deioniziranoj
vodi i TCA odabrana je valna duljina apsorpcijskog maksimuma prikladna za detekciju.
Primjenom gradijentnog eluiranja s acetonitrilom i 5 %-tnom vodenom otopinom mravlje
kiseline postignuta je dobra osjetljivost i selektivnost odredivanja na nepolarnoj koloni.
Linearnost odziva UV (DAD) detektora provjerena je analizom standardnih otopina oksima
JR595 (kona¢ne koncentracije 0,295, 0,738 i 1,475 pg mL™?). Regresijska analiza
kromatografskin podataka ukazuje na linearnost odziva detektora u rasponu masenih
koncentracija od 0,295 pg mL? do 1000 pg mL? (koeficijente korelacije u rasponu od
0,9987-0,9998. Granica detekcije odredena je analizom standardnih otopina temeljem omjera

visine signala analiziranog spoja i Suma osnovne linije 3:1, a djelotvornost postupka pripreme
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uzorka ispitana je analizom modelnih uzoraka krvi i mozga kako je prikazano u tablici 3.4.
Modelni uzorci krvi/mozga s kona¢nim masenim koncentracijama oksima JR595 od 14,76 i
29,52 pg mL* pripremljeni su dodatkom standardnih otopina oksima JR595 u krv odnosno
homogenat mozga netretiranih Zivotinja, te su oni obradeni na isti nacin kako je objaSnjeno za
uzorke tretiranih zivotinja. Standardne otopine za analizu tekucinskom kromatografijom
(konaéne koncentracije 0,295, 0,738 i 1,475 ug mL™) pripravljene su pipetiranjem odredenog

volumena izvorne otopine i razrjedivanjem s 5 %-tnom TCA kiselinom u deioniziranoj vodi.

Tablica 3.4. Djelotvornost postupka pripreme uzorka (+ standardna pogreska) i granice detekcije spoja JR595 u
pripremljenim uzorcima krvi i mozga.

Koncentracija JR595 u Djelotvornost? / % . .. A
modelnom uzorku / pg mL-* Granica detekcije / pg mL
0,492 75+0,1 (5) 50 + 0,04 (5) 0,130

1,476 102+ 0,1 (6) 92+0,1(7) 0,130

2Broj u zagradi predstavlja broj analiziranih uzoraka (N).
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Slika 3.6. Primjer HPLC-UV DAD kromatograma: A) standardna otopina JR595 (1,475 ug mL™), te
B) uzorak krvi i C) uzorak mozga miseva kojima je administriran JR595.
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§4. REZULTATI

4.1.

Hidroksipiridinski oksimi

4.1.1. Procjena nukleofilnog potencijala oksima prema pKa oksimske skupine

Vrijednosti kiselo-bazne konstante disocijacije, odnosno pKa vrijednosti, oksimske skupine

odredene su snimanjem apsorpcijskih spektara oksima (slika 4.1) u otopinama razli¢itih pH.

Zbog m—m* elektronskih prijelaza unutar piridinskog prstena javlja se karakteristi¢ni signal

(maksimum) apsorpcijskog spektra na valnoj duljini od priblizno 360 nm koji odgovora

deprotoniranom obliku skupina vezanih na piridinski prsten.’2 Hidroksipiridinski oksimi imaju

jedan piridinski prsten s oksimskom skupinom na polozaju 2 i hidroksilnom skupinom na

polozaju 3, te je uoceno da obje skupine utjeu na promjenu intenziteta signala apsorpcijskog

maksimuma.
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Slika 4.1. Apsorpcijski spektri hidroksipiridinskih oksima u otopinama razli¢itih pH vrijednosti.
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Iz snimljenih spektara dobivena je ovisnost apsorbancije pri karakteristicnim maksimumima o
koncentraciji vodikovih iona, iz kojih su pomocu jednadzbe (2) i (3), izracunate pKa1 I pKa2
vrijednosti koje pretpostavljeno odgovaraju oksimskoj, odnosno hidroksilnoj skupini. U slu¢aju
JR595 i GM415 oksima bilo je moguce odrediti obje pKa vrijednosti. Vrijednosti pKai
hidroksipiridinskih oksima krec¢u se izmedu 8,0 — 8,2 te su prema tome oksimske skupine
JR585, RM048, JR595 i GM415 pri fizioloskom pH 20 %, 19 %, 17 %, odnosno 14 % u
deprotoniranom obliku (tablica 4.1). Nedovoljna topljivost oksima GM508 je onemogucila
odredivanje pKa vrijednosti njegove oksimske skupine snimanjem apsorpcijskih spektara.

Tablica 4.1. Eksperimentalno odredene pK, vrijednosti (+ standardna pogreska) za oksimsku skupinu (=N-OH) i

hidroksilnu skupinu (-OH) hidroksipiridinskih oksima pri 25 °C te udio molekula s deprotoniranom oksimskom
skupinom (oksimat) pri fizioloskom pH 7,4 izra¢unat jednadZzbom (4).

In vitro pKa (360 nm)

Oksimat / %

JR585 8,01 +£0,04 n.o.2 20
JR595 8,08 £ 0,04 10,53 £0,21 17
RMO048 8,03 + 0,06 n.o.2 19
GM415 8,20 £ 0,06 10,44 + 0,27 14
GM508P - -

2n.0.- pKaz vrijednosti nisu bile odredene; PpKa vrijednosti za oksim GM508 nisu odredene zbog slabe topljivosti.
4.1.2. Reverzibilna inhibicija kolinesteraza oksimima

Konstanta disocijacije (Kj) kompleksa AChE ili BChE s razli¢itim oksimima odredena je
mjerenjem enzimske aktivnosti kolinesteraza u prisutnost niza koncentracija supstrata ATCh i
oksima. Svi oksimi su inhibirali aktivnost oba enzima u mikromolarnom podruéju (tablica 4.2)
$to je usporedivo s Ki odredenim za standardne piridinijeve oksime (pr. 2-PAM, HI-6).173
Oba enzima imala su najveéi afinitet (Ki < 10 umol dm™) prema oksimu s piperidinskim
prstenom, JR585, odnosno oksimu s fenil-tetrahidroizokinolinskim aromatskim sustavom,
GM508. Prema ostalim oksimima enzimi su imali umjeren afinitet (Ki = 30 — 170 pmol dm™).
Iz odnosa Kj za AChE i BChE moze se primijetiti blaga selektivnost BChE (oko 3 puta) jedino
prema oksimu JR595 iako on ima isti morfolinski prsten kao oksim RMO048. Stoga se moze
zakljuciti kako je kra¢a poveznica oksima JR595 (Cetiri ugljikova atoma u odnosu na pet kod

oksima RM048) omogucuje jace interakcije oksima aminokiselinama aktivnog mjesta BChE.
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Tablica 4.2. Konstante disocijacije (K + standardna pogreska) za komplekse AChE ili BChE s hidroksipiridinskim
oksimima i piridinijevim oksimima 2-PAM i HI-6 odredene koriste¢i navedene koncentracijske oksima pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® Ki/ pmol dm Oksim/ pmol dm3 Ki/ pmol dm®

JR585 05-24 10+1.5 5-30 9,8+£3,0
JR595 2,0-120 135+ 14 5-150 46 +20
RMO048 67 —133 168 +23 67 —133 170+ 15
GM415 20 —-100 37+1,1 20 -100 33+1,2
GM508 05-8,0 54+1,2 3-10 2,3+0,5
2-PAM2 50 — 1000 175+ 10 50 — 2000 390 + 50
HI-62 10 —200 25,0+1,5 100 — 1000 215+ 10

aPodaci iz ref. 173.

4.1.3. Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oksimima

Reaktivacija AChE i BChE fosfiliranih sarinom, VX-om, ciklosarinom, tabunom i
paraoksonom testirana je pri jednoj koncentraciji oksima (0,1 mmol dm= kod AChE, odnosno
0,2 mmol dm kod BChE) te su odredeni maksimum povratka aktivnosti, Reaktmax, i prividna
konstanta brzine reaktivacije, kobs, kako je prikazano na slici 4.2. Opéenito, hidroksipiridinski
oksimi su ucinkovito reaktivirali AChE inhibiranu sa svakim testiranim OP spojem. Najbrza
reaktivacija inhibirane AChE s hidroksipiridinskim oksimima ostvarena je u slu¢aju AChE
fosfilirane s VX-om, paraoksonom i sarinom. U slucaju reaktivacije inhibirane BChE,
hidroksipiridinski oksimi su bili najucinkovitiji za ciklosarin, VX i paraokson, dok su brzine
reaktivacije kod sarina bile niske, a kod tabuna je slaba reaktivacija uo¢ena samo s oksimom
GMA415. Kako bi se definirao ukupan reaktivacijski potencijal (k;) oksima opisan konstantom
disocijacije fosfilirani enzim-oksim (tj. afinitetom pojedinog inhibiranog enzima prema
oksimima), Kox, te maksimalnom brzinom reaktivacije (brzina nukleofilne supstitucije), k2,
ispitana je reaktivacija s nizom koncentracija oksima. Zbog slabe reaktivacije BChE inhibirane
sarinom i tabunom s 0,2 mmol dm oksimima, detaljno testiranje nije provedeno. Za procjenu
reaktivacijskog potencijala hidroksipiridinskih oksima, dobiveni parametri su usporedeni s
onima za standardni oksim HI-6, ili u sluCaju tabuna s rezultatima za TMB-4 Koji je

najuéinkovitiji standardni oksim u reaktivaciji AChE inhibirane tabunom.*’*

Reaktivacija sarinom inhibiranih kolinesteraza pokazala je da su hidroksipiridinski
oksimi u¢inkoviti u reaktivaciji inhibirane AChE, ali ne inhibirane BChE (tablica 4.3). Oksimi
JR595, RM048 i GM415 pokazali su se najucinkovitijim hidroksipiridinskim oksimima u

reaktivaciji AChE inhibirane sarinom. Oksim JR595 je ostvario najvec¢u maksimalnu brzinu
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reaktivacije, dok je afinitet AChE inhibirane sarinom bio najvec¢i prema GM415. S druge strane,
unatoc vrlo visokom afinitetu inhibirane AChE prema GM508 oksimu, on nije ostvario visoke
brzine reaktivacije (k2 = 0,02 min™?). Dodatno, maksimalna brzina reaktivacije AChE
inhibirane sarinom sa standardnim oksimom HI-6 je bila najmanje tri puta brza od onih

dobivenih prilikom reaktivacije s hidroksipiridinskim oksimima.
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Slika 4.2. Reaktivacija AChE (gornji panel) i BChE (donji panel) inhibirane sarinom, ciklosarinom, VX-om,
tabunom i paraoksonom s 0,1 mmol dm (u slu¢aju AChE) i 0,2 mmol dm* (u slu¢aju BChE; iznimno 0,3
mmol dm oksimi kod tabuna, te 0,1 mmol dm= GM508 kod sarina) hidroksipiridinskim oksimima: vrijednost
konstanta brzine reaktivacije prvog reda kops (min™?) na lijevoj ordinati (stupié¢i u boji) i vrijednost ostvarenog
postotka reaktivacije na desnoj ordinati (sivi stupi¢i).
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Tablica 4.3. Reaktivacija sarinom inhibirane AChE i BChE s hidroksipiridinskim oksimima i oksimom HI-6:
kineticke konstante (+ standardna pogreska) izracunate jednadzbama (9) — (11) iz eksperimentalno dobivenih
prividnih konstanti kops, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u kojem je postignut. Parametri
su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® k2 / mint Kox / pmol dm? | kr/ mol't dm®min?® | Reaktmax/ %

JR585 (100—1000) 0,075 £ 0,003 160 + 20 490 + 50 100 60
JR595 (50-1500) 0,29 + 0,03 270+ 90 1080 +290 100 10
RMO048 (100—1500) 0,12 +0,01 220+ 60 560 + 130 100 30
GM415 (50—1500) 0,180 + 0,005 130+ 10 1380 + 60 90 15
GM508 (10-100) 0,019 £0,001 20+5 1000 £220 80 >300?
HI-6 (5-300) 0,9+0,1 170 £ 40 5420 + 780 60-90 4

@Reaktivacija nije bila gotova u oznacenoj vremenskoj tocki.

Svi hidroksipiridinski oksimi su reaktivirali AChE inhibiranu ciklosarinom do 100 %, ali
maksimalne brzine reaktivacije nisu bile veée od 0,09 min* te je ukupna konstanta brzine
reaktivacije bila najmanje 70 puta niza od one dobivene u reaktivaciji s oksimom HI-6 (tablica
4.4). Zanimljivo je primijetiti da su hidroksipiridinski oksimi bili u¢inkovitiji reaktivatori
inhibirane BChE nego inhibirane AChE zbog najmanje pet puta vecih ki2 u slu¢aju BChE.
Medutim, afinitet BChE inhibirane ciklosarinom za ove oksime bio je poprili¢no nizak,
vjerojatno zbog vecéeg stupnja slobode smjestanja oksima u aktivnom zdrijelu BChE koje je za
200 A3 veée od zdrijela AChE.!13

Tablica 4.4. Reaktivacija ciklosarinom inhibirane AChE i BChE hidroksipiridinskim oksimima i oksimom HI-6:
kineti¢ke konstante (+ standardna pogreska) izraunate jednadzbama (9) — (11) iz eksperimentalno dobivenih
prividnih konstanti kops, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u kojem je postignut. Parametri
su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® k+2 / mint Kox / pmol dm™ | kr/mol* dm3 min? Reaktmax/ %

JR585 (50-500) 0,06 = 0,01 330+ 110 180 = 40 100 60
JR595 (100-1000) 0,09 = 0,01 430 = 130 210+ 40 100 45
RMO048 (50-500) 0,04 + 0,01 120 + 80 320+ 140 100 100
GM415 (50-500) 0,020 + 0,006 120 = 100 170 + 90 100 120
GM508 (10-200)? - - 80 +3 80 >250P
HI1-6 (1-50) - - 22100 + 1300 100 <1
JR585 (100-1500) 0,32 +0,04 810 200 390 + 50 90 15
JR595 (100-1500) 0,5+0,1 790 + 420 610 + 180 90 10
RMO048 (100-1500) 0,39 = 0,05 700 £ 190 560 + 80 90 15
GM415 (50-500) 0,32+ 0,07 330 £ 140 980 £210 90 15
GM508 (20-200) 0,11 +0,03 160 = 70 710 £ 150 90 60
H1-6 (10-100)? - - 780 + 30 90 30

3L inearna ovisnost Kobs 0 koncentraciji oksima; PReaktivacija nije bila gotova u 0znadenoj vremenskoj tocki.
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Hidroksipiridinski oksimi pokazali su visok reaktivacijski potencijal u slu¢aju AChE inhibirane
VX-om s brzinama reaktivacije do 0,7 min? (tablica 4.5). Zbog visokog afiniteta AChE
inhibirane VX-om (Kox= 10 pmol dm?) i relativno brze reaktivacije, oksim GM415 je pokazao
izuzetno visoku ukupnu konstantu brzine reaktivacije (30 900 mol™? min™), dok su oksimi
JR595, odnosno RMO048 ostvarili najvece maksimalne brzine reaktivacije koje su dvostruko
vece od brzine ostvarene U reaktivaciji s oksimom HI-6. AChE inhibirana VX-om je imala
visoki afinitet i prema oksimu GM508, ali je on pokazao niske brzine reaktivacije. U¢inkovitost
reaktivacije BChE inhibirane VX-om s hidroksipiridinskim oksimima bila je usporediva s
ucinkovitosti standardnog oksima HI-6. S druge strane, ucinkovitost u reaktivaciji AChE
inhibirane VX-om pomocu hidroksipiridinskih oksima bila je slabija od uc¢inkovitosti za
inhibiranu BChE zbog nizih brzina reaktivacije (k+2). Prije sintetizirani hidroksipiridinski
oksimi s fenil-tetrahidroizokinolinskom skupinom, kakvu ima oksim GM508, pokazali su se
uéinkovitim reaktivatorima zbog visokog afiniteta AChE inhibirane VX-om (Kox =6 —47 umol
dm3) i visokih brzina reaktivacije,*? dok su hidroksipiridinski oksimi s triptolinskim prstenom

postigli brzu reaktivaciju obje kolinesteraze inhibirane VX-om.446

Brzina nukleofilne supstitucije etil-N,N-dimetilfosforamidne skupine tabuna u AChE
pomocu hidroksipiridinskih oksima nije bila povoljna, ali s obzirom da je rije¢ o konjugatu koji
je poprilicno rezistentan na reaktivaciju oksimima te za koji je oksim HI-6 potpuno neucinkovit,
ostvarena reaktivacija s hidroksipiridinskim oksimima od 50 — 90 % predstavlja poboljSanje u
odnosu na standardni oksim HI-6 (tablica 4.6). Oksimi JR595, RM048 i GM415 i ovdje su bili
najucinkovitiji oksimi, iako su dobivene maksimalne brzine reaktivacije oko 10 puta niZe nego
u slucaju reaktivacije s oksimom TMB-4. U slucaju reaktivacije BChE inhibirane tabunom,
hidroksipiridinski oksimi su bili potpuno neucinkoviti, osim oksima GM415 koji je pokazao
tek slabu sposobnost reaktivacije. Takoder, ranije spomenuti hidroksipiridinski oksimi s fenil-
tetrahidroizokinolinskom ili triptolinskom skupinom pokazali su se i potentnim reaktivatorima
AChE inhibirane tabunom zbog visokog afiniteta, odnosno visokih maksimalnih brzina

reaktivacije usporedivih s brzinama ostvarenim u reaktivaciji s oksimom TMB-4.4246
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Tablica 4.5. Reaktivacija VX-om inhibirane AChE i BChE hidroksipiridinskim oksimima i oksimom HI-6:
kineticke konstante (+ standardna pogreska) izracunate jednadzbama (9) — (11) iz eksperimentalno dobivenih
prividnih konstanti kops, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u kojem je postignut. Parametri
su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® k2 / mint Kox / pmol dm3 kr / mol'* dm3 min-! Reaktmax/ %

JR585 (5-300) 0,17 +0,03 90 +30 1890 =410 90 30
JR595 (5-500) 0,68 +0,07 300 + 60 2270 + 240 100 10
RMO048 (10-500) 0,57 + 0,08 120 £ 50 4900 + 1250 100 10
GM415 (1-500) 0,31 +£0,01 10+3 30900 + 8100 100 10
GM508 (5-100) 0,07 £0,01 30+£10 2310 £ 650 90 60
HI-6 (10—-1000)2 0,33 +0,02 60£10 5740 £ 1120 90 15
JR585 (20—300) 0,05 +0,01 270 £ 150 180 + 50 90 120
JR595 (20-300) 0,10+ 0,04 370 + 240 270+ 70 100 60
RMO048 (50—-1000) 0,059 £ 0,004 160 + 40 360 + 65 80 60
GMA415 (20-1000) 0,096 £ 0,007 130+ 30 760 + 150 80 45
GM508 (20—-300) 0,020 + 0,002 190 + 40 110+ 10 80 150
HI-6 (5-1000)° 0,12 +0,03 370 + 230 330 +230 85 120

apodaci iz ref. 175; PPodaci iz ref. 176.

Tablica 4.6. Reaktivacija tabunom inhibirane AChE i BChE hidroksipiridinskim oksimima i oksimima HI-6 i
TMB-4: kineticke konstante (+ standardna pogreska) izraCunate jednadzbama (9) — (11) iz eksperimentalno
dobivenih prividnih konstanti kops, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u kojem je
postignut. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm k+2 / min?t Kox / pmol dm | kr/ moltdmémin? | Reaktmax/ %

JR585 (20-300) 0,0033 £ 0,0004 110 + 40 30+5 50 400
JR595 (20-300) 0,016 +0,007 410 + 280 40410 80 420
RMO048 (100-2000) 0,014 +0,001 310+ 100 45410 90 240
GM415 (10-2000) 0,014 % 0,002 140 + 60 100 + 40 80 210
GM508 (5-300) 0,0029 £ 0,0002 7,642.5 390 + 120 60 520
H1-6 (100-1000) - - - 10 24h
TMB-4 (50-5000)° 0,15 + 0,02 490 + 200 310+ 130 100 20

ee
JR585 (300)° - - - <10 24h
JR595 (300)° - - - <10 24h
RMO048 (300)? - - - <20 24h
GM415 (300-2000) 0,004 = 0,001 540 + 290 79428 40 24 h
GM508 (300)° - - - <25 24h
H1-6 (1000-3000)° 0,0016 +0,0004 1800 + 1000 0,91 + 0,57 25 18h

3Parametri nisu odredeni zbog slabog reaktivacijskog potencijala; "Reaktivacija ljudske eritrocitne AChE, Podaci iz ref. 56;
Podaci iz ref. 177.
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Hidroksipiridinski oksimi, to¢nije JR595, RM048 i GM415, su se pokazali ucinkovitijim
reaktivatorima AChE inhibirane paraoksonom od standardnog oksima HI-6, zbog 10 — 15 puta
vec¢ih maksimalnih brzina reaktivacije. Medutim, afinitet AChE inhibirane paraoksonom je bio
popriliéno nizak za hidroksipiridinske oksime, osim u slucaju oksima GMS508 (Ki = 30
umol dm™). Medutim, u odnosu na druge hidroksipiridinske oksime, on je najsporije reaktivirao
AChE inhibiranu paraoksonom. U slucaju reaktivacije BChE inhibirane paraoksonom s
oksimom JR595, maksimalna brzina reaktivacije bila je i do 22 puta ve¢a u odnosu na brzine s
oksimom HI-6, ali je afinitet inhibirane BChE prema JR595 bio iznimno nizak (K; > 1
mmol dm=). Inhibirana BChE je imala visi afinitet prema oksimima RM048 i GM415, ali su

k+2 bile najmanje dva puta niZe nego u reaktivaciji s JR595.

Tablica 4.7. Reaktivacija paraoksonom inhibirane AChE i BChE hidroksipiridinskim oksimima i oksimom HI-6:
kineti¢ke konstante (+ standardna pogreska) izraunate jednadzbama (9) — (11) iz eksperimentalno dobivenih
prividnih konstanti kops, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u kojem je postignut. Parametri
su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® k2 / mint Kox / pmol dm™ | kr/ molt dm®min? | Reaktmax/ %

JR585 (20—300) 0,07 £ 0,02 200+ 110 340 + 100 70 30
JR595 (20-1500) 0,36 = 0,03 850+ 150 430 £ 40 80 10
RMO048 (50-2000) 0,27 £0,03 620 + 180 440 + 80 80 15
GMA415 (20-2000) 0,24 0,02 190+ 70 1300 +350 80 10
GM508 (20-300) 0,058 £ 0,006 3010 1800 + 600 80 30
HI-6 (100-1500) 0,026 £ 0,001 590 + 50 50+2,2 90 170
JR585 (20—300) 0,020 £ 0,003 140 + 40 140 + 30 90 270
JR595 (20—1500) 0,15+0,02 1160 £310 130+ 20 90 40
RMO048 (50—-1000) 0,056 + 0,006 250+ 80 230+ 50 100 90
GMA415 (20-1000) 0,075+ 0,01 290+ 110 260+ 70 100 90
GM508 (20-300) 0,023 £ 0,008 640 + 280 35+4 80 270
HI-6 (100-1500) 0,0068 = 0,0004 450+ 70 15+£2 80 500

4.1.4. Afinitet razlicitih konjugata enzima prema oksimima te molekulsko modeliranje

Kako bi se poblize analizirao utjecaj strukturnih razlika oksima na afinitet AChE (neinhibirane
ili inhibirane OP spojem) odredene konstante disocijacije enzima i oksima stavljene su u odnose
kako je prikazano na slici 4.3. Afinitet AChE prema oksimima JR585, JR595 i GM508 je
najveci kada je enzim neinhibiran 1 znacajno pada u sluc¢ajevima kada je enzim inhibiran s
jednim od OP spojeva. Visok afinitet kojeg ima neinhibirana AChE prema GM508 relativno je
zadrZzan jedino kod AChE inhibirane tabunom. U sluc¢aju oksima GM415 i RMO048, afinitet
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AChE inhibirane VX-om, odnosno VX-om i ciklosarinom, bio je veci od afiniteta neinhibirane
AChE. Opc¢enito, najmanji afinitet enzima AChE pokazan je prema oksimima JR595 i RM048,
dok je najveci afinitet AChE pokazan prema oksimu GMS508. U sluc¢aju BChE, inhibirani enzim
je imao bitno nizi afinitet prema oksimima od neinhibiranog enzima, osim u slucaju oksima
RMO048 za koji su afiniteti BChE inhibirane VVX-om i afinitet neinhibiranog enzima bili sli¢ni.
Vedi afinitet inhibiranog enzima u odnosu na afinitet neinhibiranog enzima cilj je u dizajnu
oksimskih reaktivatora kako bi se izbjegla moguca inhibicija reaktiviranog enzima samim
oksimom. U tom smislu oksimi RM048 i GM415 predstavljaju mogu¢e modele za buduca
istrazivanja koja bi dala odredene smjernice za sintezu reaktivatora za koje bi inhibirani enzimi

(s ciklosarinom i/ili VX-om) pokazivali vecu selektivnost od neinhibiranog enzima.

AChE
1.0
Oksim | Kiox (Y=0) / pmol dm™
JR585 10
0.8 JR595 135
% RM048 120
¥ 06- GM415 10
— GM508 5,4
€
= 0.4
o
c
0.2
Bl Neinhibirani
0.0- M sarin
JR585 JR595 RMO048 GM415 GM508 B Cikiosarin
Il vx
BChE
1.0 [ Tabun
I Paraokson
0.8
x
2
¥
5 0.6 Oksim | Kijox (Y=0) / pmol dm™
. JR585 9,8
€
E o4 JR595 46
e RM048 120
GM415 33
0.2 GM508 2.3
0.0_ X X X X X X X X X X
JR585 JR595 RMO048 GM415 GM508

Slika 4.3. Usporedba afiniteta AChE (gornji panel) i BChE (donji panel) za pojedini hidroksipiridinski oksim kada
je enzim neinhibiran, odnosno inhibiran sarinom, ciklosarinom, VVX-om, tabunom ili paraoksonom. Vrijednosti
normalizirane prema najveéem afinitetu (1/Kijox) enzima za oksim (odgovarajuce vrijednosti konstante disocijacije
prikazane u tablici).

Nadalje, kako bi predvidjeli orijentaciju oksima i interakcije izmedu oksima i aminokiselina u

Zdrijelu enzima koriStene su raGunalne metode molekulskog pristajanja tri najpotentnija
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reaktivatora (JR595, RM048 i GM415) u kristalne strukture enzima. Sva tri hidroksipiridinska
oksima su u slucaju reaktivacije AChE inhibirane VX-om ostvarili visoke maksimalne brzine
reaktivacije uz niske i umjerene Kox vrijednosti (vidi tablicu 4.5) stoga su za pocetak
modelirani kompleksi ta tri oksima s AChE inhibiranom VX-om te je njihova superpozicija
prikazana na slici 4.4. Unutar zdrijela AChE inhibirane VX-om, sva tri oksima se vezu u
izduljenoj konformaciji s piridinskim prstenom smjestenim na dnu zdrijela u katalitickom
mjestu te preko njega ostvaruju ni-7 i/ili -sigma interakcije s Trp86 u kolinskom mjestu enzima
i takva interakcija je prethodno zabiljezena u Kristalnim strukturama kolinesteraza u kompleksu
s takrinskim derivatima.l®1"817® Jako je udaljenost izmedu oksimske skupine i atoma fosfora
OP spoja blizu one optimalne od 4 — 5 A za nukleofilni napad oksima na atom fosfora,
orijentacija oksimske skupine nije optimalna za in line nukleofilni napad, tj. ne prilazi atomu

fosfora pod kutom od ~ 180° u odnosu na izlaznu skupinu.'8%18!

ASP74 ASP74

L

ILE294 ILE294

I‘I“T;‘t_’_l_?\4112\4 =~ ARG296 f "FTYRJZ‘ZI = 'ARGZQG

i&‘ HIS447 ‘
° -7 e

GLY120 | | gepong GLy120

SER203

Slika 4.4. Stereoskopski prikaz superpozicije modeliranih komplekasa izmedu AChE inhibirane VX-om
(PDB:2Y2U) i oksima JR595 (zeleni), RM048 (ljubicasti) i GM415 (plavi). Ostatak VVX-a vezanog za serin je
istaknut kuglastim prikazom fosfora.

Uoceno je da jako sliéne konformacije ovih triju oksima ostvaruju razli¢ite interakcije unutar
zdrijela konjugata VX-AChE. JR595 formira vodikovu vezu izmedu svog morfolinskog prstena
1 Tyr124 ostatka perifernog mjesta, dok GM415 i RM048 formiraju vodikove veze izmedu
hidroksilne skupine na piridinskom prstenu i Gly120 ostatka oksianionske Supljine. RM048
formira dodatne vodikove veze izmedu oksimske skupine i His447 te izmedu kisika u
morfolinskom prstenu i 11e294. U literaturi je pokazano da His447 ima ulogu u odvlacenju

vodika iz oksimske skupine $to poveéava nukleofilnost oksimske skupine.'® Dvije metilenske
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skupine oksima RMO048, tj. metilenska skupina susjedna kisiku morfolinskog prstena i
metilenska skupina vezana na morfolinski prsten, formiraju vodikove veze s Arg296, odnosno
Tyrl24 ostatkom. Takoder, jedna metilenska skupina iz poveznice oksima RMO048 stvara
n-sigma interakciju s Tyr341 ostatkom. Za razliku od JR595 i RM048, oksim GM415 ima
tetrahidroizokinolinsku skupinu koja omogucava interakcije s Trp286 perifernog mjesta Sto
moze objasniti 10, odnosno 30 puta veéi afinitet VX-AChE konjugata prema GM415 u odnosu
na afinitete prema RMO048, odnosno JR595. Slicne interakcije zabiljeZene su i u kristalnim

strukturama kolinesteraza s oksimom HI-6 i ostalim oksimima.128183

§ !
| GLY117 | GLY117
GLY116 GLY116
L ) SER198 Ny ) SER198
TRPE2 |\ b / TRP82 |\
N | HIS438 | HIS438

Slika 4.5. Stereoskopski prikaz superpozicije modeliranih komplekasa izmedu BChE (PDB: 2PMS8) inhibirane
VX-om i oksima JR595 (zeleni), RM048 (ljubiasti) i GM415 (plavi). Ostatak VVX-a vezanog za serin je istaknut
kuglastim prikazom fosfora.

Buducdi da je reaktivacija BChE inhibirane VX-om s JR595, RM048 i GM415 bila 3 — 10 puta
sporija u odnosu na reaktivaciju AChE inhibirane VX-om, dodatno su napravljeni modeli
kompleksa ova tri oksima s kristalnom strukturom BChE inhibirane VX-om te je njihova
superpozicija prikazana na slici 4.5. Uocene su znacajne razlike u orijentaciji triju oksima, kao
i u broju interakcija u odnosu na modele kompleksa s AChE inhibirane VX-om. Piridinski
prsten oksima RM048 i GM415 je pozicioniran unutar katalitickog mjesta s oksimskom
skupinom usmjerenom prema dnu aktivnog mjesta, dok je tetrahidroizokinolinski dio GM415
oksima smjesten unutar perifernog mjesta, a morfolinski prsten oksima RM048 odmah ispod
perifernog mjesta. Medutim, oksimi GM415 i RMO048 su zauzeli razlicite dijelove aktivnog
mjesta, tako da se oksim GM415 smjestio blizu zida aktivnog zdrijela, dok se oksim RM048

smjestio po sredini zdrijela. Oksim JR595 zauzima isti dio zdrijela kao oksim GM415, ali s
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piridinskim prstenom orijentiranim prema otvoru aktivnog zdrijela s oksimskom skupinom
udaljenom od atoma fosfora OP spoja, dok se morfolinski prsten smjestio blizu kolinskog
veznog mjesta BChE. Od ova tri oksima, jedino GM415 ostvaruje n-m interakcije izmedu
piridinskog prstena i Trp82 kolinskog veznog mjesta koja je u literaturi istaknuta kao interakcija
bitna za specifi¢no vezanje s BChE.!84 Medutim, selektivnost BChE prema GM415 nije vidljiva
u in vitro odredenim Kox vrijednostima (vidi tablicu 4.5). Dodatno, u kompleksima BChE
inhibirane VX-om s oksimima GM415 i RM048 predvideno je formiranje vodikovih veza
izmedu hidroksilne skupine njihovog piridinskog prstena i aminokiseline His438 za oksim
GM415, odnosno karbonilnog kisika Trp82 za oksim RM048.

Ove razlike u vezanju i smjestanju oksima u enzimima inhibiranim VX-om mogu
objasniti razlike u Kox vrijednostima koje su kod AChE nize (10 — 30 puta) za oksim GM415
u odnosu na oksime JR595 i RMO048 zbog stabilizacije GM415 u perifernom mjestu AChE
enzima; te interakcije nema u BChE enzimu koji umjesto Trp286 ima Ala277 te je Kox samo
dva puta nizi za GM415 u odnosu na Kox za JR595, i usporediv s onim za RM048. lako su u
reaktivaciji AChE uocene vrlo visoke brzine nukleofilne supstitucije, rezultati molekulskog
pristajanja ne daju objasnjenje za tu opservaciju, Sto potvrduje u kojoj mjeri inhibirani enzim,
kao ni oksim, nisu staticne komponente, tj. da dinamika sustava ima vaZznu ulogu u

reaktivaciji.3®1°
4.1.5. Fizikalno-kemijska svojstva oksima

Vjerojatnost prolaska hidroksipiridinskih oksima kroz KMB-u moze se procijeniti analizom
njihovih fizikalno-kemijskih svojstava te njihovom usporedbom s preporucenim vrijednostima
tih svojstava za lijekove koji imaju djelovanje u SZS-u.*>® Fizikalno-kemijska svojstva, koja
opisuju veli¢inu, polarnost i fleksibilnost oksima, su prikazana u tablici 4.8.

Tablica 4.8. Vrijednosti fizikalno-kemijska svojstva hidroksipiridinskih oksima odredena in silico i preporuka

gornjih granica tih vrijednosti za lijekove s djelovanjem u SZS-u: molarna masa (M), podruéje ukupne polarne
povrsine (TPSA), broj donora i akceptora vodikove veze (HBD i HBA) te broj veza koje se rotiraju (RB).

Oksim | M / g molt | TPSA?/ A2 | HBD* | HBA* | RB |
JR585 291,39 68,95 (70,15) 2(3) 5 (4) 7
JR595 279,34 78,18 (79,38) 2 (3) 6 (5) 6
RMO048 293,37 78,18 (79,38) 2 (3) 6 (5) 7
GM415 399,49 87,41 (88,61) 2(3) 7 (6) 9
GM508 518,66 90,65 (94,68) 2(2) 8 (6) 11
Preporuke® <450 <60 —70 <3 <7 <8

aV/rijednosti TPSA, HBD, HBA u zagradi predstavljaju vrijednosti pri pH 7,4; Preporuke iz ref. 153.
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Iz toga proizlazi da vec¢ina hidroksipiridinskih oksima, osim GMS508, ima optimalnu vrijednost
molarna mase (M = 280 — 400 g mol™) dok je vrijednost ukupnog podruéja polarne povrsine
svih oksima (TPSA =70 — 95 A?) na granici ili iznad preporudenih vrijednosti uz povoljan broj
heteroatoma koji predstavljaju donore vodikovih veza (HBD = 2 — 3), odnosno heteroatoma
koji sluze kao akceptori vodikovih veza (HBA = 4 — 7). Takoder, fleksibilnost oksima JR585,
JR595 i RM048 je optimalna (RB = 6 ili 7). Jedino oksim GM508 ima veci broj svojstava Cije
su vrijednosti iznad preporuéenih za molekule s djelovanjem u SZS-u. Takoder oksim GM415
ima veci broj veza koje rotiraju (9) od preporucenog broja (8). Veca fleksibilnost oksima
GM415 i GM508 u usporedbi s ostalim hidroksipiridinskim oksimima proizlazi iz njihovog
tetrahidroizokinolinskog aromatskog sustava.

Nadalje, bitna fizikalno-kemijska karakteristika molekula za prolaz kroz membrane je
njihov naboj te je poznato da nabijene molekule prolaze kroz membranu sporije nego
nenabijene. Naboj molekula ovisi o ionizacijskom stanju funkcionalnih skupina unutar
molekule te se medusobno iste molekule s razli¢itim ionizacijskim stanjem barem jedne
funkcionalne skupine nazivaju mikrospecijama. Stoga, hidroksipiridinski oksimi, koji imaju tri
skupine podlozne ionizaciji, odnosno Eetiri u slu¢aju oksima GM508, mogu imati 14 — 19
razli¢itih mikrospecija u cijelom rasponu pH (0 — 14). Prema in silico odredenim pKa
vrijednostima (tablica 4.9), samo se dvije funkcionalne skupine mogu smatrati biorelevantnim,
odnosno samo dvije skupine ¢e imati 1 odredeni udio ioniziranih oblika pri fizioloSkom pH 7,4.
To su oksimska skupina i tercijarni dusikov atom unutar supstituenta vezanog na piridinski
prsten.

Tablica 4.9. In silico odredene pKa vrijednosti oksimske skupine (=N-OH) i hidroksilne skupine (-OH) vezane na

piridinski prsten, dusSika piridinskog prstena (R=N-R') te tercijarnog amina u supstitutentu (Rs-NH*)
hidroksipiridinskih oksima, te sukladno tome udio potpuno neioniziranih molekulskih vrsta oksima pri pH 7,4.

In silico odredena pKa

JR585 8.10 9.82 3.41 10.49 0,2
JR595 8.33 10.33 3.29 7.32 30
RMO048 8.37 10.33 3.41 7.50 22
GM415 8.52 10.33 3.44 7.89 9
GM5082 10.34 8.90 3.35 7.82 4

80ksim GM508 ima dodatnu skupinu koja je podlozna ionizaciji: tercijarni dimetil amin (in silico pKa je 4,17).

Eksperimentalne (vidi tablicu 4.1) i in silico odredene pKa vrijednosti oksimske skupine
medusobno se razlikuju za oko 0,09 — 0,32 pH jedinice te se moze zakljuciti, uzimajuéi u obzir

sve faktore koji mogu utjecati i na eksperimentalno odredene i izracunate pKa vrijednosti, da je
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algoritam racunalnog programa ChemAxon's Marvin primjenjiv za in silico procjenu pKa
vrijednosti  oksimske  skupine hidroksipiridinskin  oksima. Glavna mikrospecija
hidroksipiridinskih oksima koja prevladava pri fizioloskom pH jest mikrospecija s
protoniranom tercijarnom skupinom i protoniranom oksimskom skupinom. Najve¢i udio
neioniziranih mikrospecija pri fizioloSkom pH ostvaruju oksimi JR595 (30 %) i RMO048
(22 %), dok ostali oksimi imaju < 9 % neioniziranih mikrospecija.

Tablica 4.10. Koeficijenti lipofilnosti (logP? i logD74") odredeni in silico te eksperimentalno odreden Chrom
logDy7 4 hidroksipiridinskih oksima i tercijarnih oksima MINA i DAM.

Oksim | logP? | logD7,4° | Chrom logD7,4 |
JR585 3,14 (1,97) 2,33 1,23

JR595 1,62 (1,18) 1,01 1,41

RMO048 2,07 (1,58) 15 1,85

GM415 3,74 (3,03) 2,98 2,69

GM508 5,63 (4,73) 4,98 4,96

MINA 0,21 -0,99 <-0.32

DAM 0,40 -0,53 0,22

2n silico logP vrijednost odredena za nenabijenu molekulsku vrstu (u zagradi je logP pri pH koji je jednak izoelektri¢noj tocki
pl); PProcjena in silico logD7,4 vrijednosti ovisi o in silico odredenim pKa vrijednostima.

Lipofilnost spoja se moZe prikazati kao koeficijent raspodjele spoja izmedu organskog otapala
i vode, logP. U tablici 4.10 prikazane su in silico predvidene logP vrijednosti te koeficijent
lipofilnosti pri pH 7,4 (logD7,4), kao i kromatografski odreden koeficijent lipofilnosti pri pH 7,4
(Chrom logD~,4) hidroksipiridinskih oksima. Eksperimentalno odredeni koeficijenti lipofilnosti
su potvrdili da su znatno vecu lipofilnost hidroksipiridinskih oksima u odnosu na standardne
oksime (2-PAM, HI-6, obidoksim) za koje je Chrom logD74 bio < — 0,32. In silico odredeni

logD dobro se slaze s eksperimentalno odredenim vrijednostima.

1001
801

60

CHI

40

201

JR585 JR595 RMO048 GM415 GM508

Slika 4.6. Kromatografski odredene vrijednosti indeksa hidrofobnosti (CHI) pri kiselom (2,7), neutralnom (7,4) i
bazi¢nom (10,5) pH koje govore o kiselo-baznom karakteru hidroksipiridinskih oksima.
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Hidroksipiridinski oksimi pokazali su se lipofilnijima i od oksima DAM i MINA.
Odredivanjem Chrom logD (indeksa hidrofobnosti, CHI) u otopinama razli¢itih pH vrijednosti
(pH 2,7, pH 7,4 i pH 10,5) bilo je moguce odrediti kiselo-bazni karakter oksima (slika 4.6).
Pokazano je da oksimi JR585, GM415 i GM508 imaju karakter jake baze, a oksimi JR595 i
RMO048 amfifilni karakter.

4.1.6. Citotoksicnost oksima i indukcija oksidacijskog stresa u stanicnim linijama

Za testiranje toksi¢nog potencijala u stani¢nim linijama, odabrani su najuc¢inkovitiji reaktivatori
iz skupine hidroksipiridinskih oksima (JR595, RMO048 i GMA415) te je ispitan njihov
citotoksi¢ni potencijal mjerenjem metaboliCke aktivnosti stanica u stani¢nim linijama
neuroblastoma (SH-SY5Y), astrocitoma (1321N1), hepatocita (HepG2) i nefrocita (PK-15)
koriste¢i MTS test (slika 4.7), kao i njihova sposobnost da induciraju stvaranje ROS vrsta u
stani¢nim linijama neuroblastoma i astrocitoma (slika 4.8). Hidroksipiridinski oksimi nisu se
pokazali znacajno toksi¢nima ni za jednu stani¢nu liniju u testiranom koncentracijskom rasponu
(do 500 ili 800 umol dm™), osim oksima GM415 koji je pokazao toksi¢an u¢inak za stanice
neuroblastoma i nefrocite veé pri koncentraciji od 160 odnosno 100 pmol dm™ (tablica 4.11).
Standardni oksimi, 2-PAM i HI-6, su testirani za usporedbu te njihova citotoksi¢nost nije
uodena ni u jednoj stani¢noj liniji u koncentracijama < 800 umol dm™,

Tablica 4.11. Citotoksi¢nost oksima JR595, RM048 i GM415 prikazana kao ICso vrijednosti za 24-satni tretman
stani¢nih linija neuroblastoma SH-SY5Y, astrocitoma 1321N1, hepatocita HepG2 i nefrocita PK-15.

1Cs0? / 1 dm3

SH-SY5Y 1321N1 HepG2 PK-15
JR595 > 800 (800) > 800 (800) > 800 (800) > 800 (800)
RMO048 > 800 (800) > 500 (500) > 500 (800) -

GM415 160 (800) > 500 (500) > 500 (500) ~ 100 (500)

aU zagradi je naznacena maksimalna testirana koncentracija oksima.

Uslijed tretmana neuroblastoma i astrocitoma s hidroksipiridinskim oksimima (JR595, RM048
1 GM415) uoceno je povecanje indukcije ROS vrsta u odnosu na kontrolne netretirane stanice
I stanice tretirane standardnim oksimima ovisno o koncentraciji (slika 4.8). Najznacajnija
indukcija oksidacijskog stresa u obje testirane stani¢ne linije uocena je prilikom tretmana
stanica s oksimom GM415 u odnosu na netretirane stanice. Oksimi JR595 i RM048 izazvali su
sli¢an profil indukcije oksidacijskog stresa ovisan o koncentraciji oksima u obje stani¢ne linije,
te su pri nizim koncentracijama (do 100 umol dm) pokazali indukciju priblizno 4 — 6 puta

vecu u odnosu na onu u netretiranim stanicama. H202 je, kao predstavnik ROS vrste, sluzio kao
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pozitivna kontrola i pri koncentraciji H202 od 50 pmol dm™ izazvao je 2 — 3 puta vedéi signal

od signala dobivenog za netretirane stanice.
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Slika 4.7. Inhibicija stani¢nog rasta (%) stani¢ne linije neuroblastoma (SH-SY5Y), astrocitoma (1321N1),
hepatocita (HepG2) i nefrocita (PK-15) uslijed 24-satnog tretmana s oksimima JR595, RM048 i GM415.
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Slika 4.8. Indukcija oksidacijskog stresa u stani¢noj liniji neuroblastoma (SH-SY5Y) ili astrocitoma (1321N1)
nakon 4-satnog tretmana oksimima JR595, RM048 i GM415 te standardnim oksimima HI-6 i 2-PAM, odnosno
H.0; spojem kao ROS vrstom (pozitivna kontrola). Vrijednosti na ordinati odgovaraju indukciji oksidacijskog
stresa pri razli¢itim koncentracijama pojedinog oksima i normalizirane su prema indukciji ROS wvrsta u
netretiranim stanicama (K=1).
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4.1.7. Metabolicka stabilnost oksima uslijed inkubacije s mikrosomima

Kako bi se testiralo jesu li hidroksipiridinski oksimi kao lipofilni spojevi podlozni metabolickoj
razgradnji CYP450 enzimima, odredena je njihova stabilnost prilikom inkubacije s ljudskim
jetrenim mikrosomima koji sadrze te enzime. Prema poluvremenima metaboli¢ke razgradnje,
hidroksipiridinski oksimi su svrstani u tri kategorije metaboli¢ke stabilnosti prema
procijenjenom in vivo hepatickom klirensu (tablica 4.12). Oksimi JR595 i RM048 spadaju u
kategoriju metaboli¢ki stabilnih spojeva, JR585 i GM415 u kategoriju umjereno metabolicki
stabilnih spojeva, dok je GM508 izuzetno metaboli¢ki nestabilan i potpuno se razgraduje unutar
60 minuta. Njihova razgradnja s mikrosomima tijekom vremena je prikazana na slici 4.9.
Metabolicka stabilnost oksima JR595 potvrdena je i prilikom inkubacije s mi$jim mikrosomima

(tablica 4.12) bududi da je JR595 odabran za daljnje testiranje in vivo u misevima.

Tablica 4.12. Metabolicka stabilnost hidroksipiridinskih oksima uslijed inkubacije s ljudskim mikrosomima:
poluvrijeme razgradnje spoja (ti2), vrijednosti intrinzi¢nog klirensa (Clin) i in vivo hepati¢kog klirensa (LBF)
izraCunate jednadZbama (15) i (16) te kategorija klirensa.

| twe/min | Clin/pL min mg?! | Kategorija klirensa |
JR585 205 6,7 30 Umjeren
JR5952 560 (285) <6,7 (<12,5) 14 (15) Nizak
RMO048 650 <6,7 14 Nizak
GM415 140 10,2 39 Umjeren
GM508 7,6 182,2 92 Visok

8U zagradi vrijednosti odredene prilikom inkubacije s mi§jim mikrosomima.
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Slika 4.9. Ovisnost koncentracije hidroksipiridinskih oksima o vremenu inkubacije s ljudskim mikrosomima.
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4.1.8. Koncentracije oksima JR595 u krvi i mozgu tretiranih miseva

Temeljem svih prethodnih ispitivanja odabran je JR595 kao vodeé¢i oksim skupine
hidroksipiridinskih oksima, te je s njim provedeno dodatno ispitivanje in vivo u miSevima soja
CD-1 kako bi se odredilo prolazi li novosintetizirani oksim kroz KMB-u. Spoj JR595 je
apliciran intramuskularno (i.m.) u dozi od 100 mg kg™ nakon ega misevi nisu pokazali nikakve
znakove toksi¢nosti u praéenom vremenu (3 sata). U svim uzorcima Krvi je uspjesno odredena
masena koncentracija spoja JR595 izmedu 30. 1 180. minute cirkulacije. Maksimalna masena
koncentracija JR595 u krvi (31,83 pg mL™) odredena je kod misa (br. 3) Zrtvovanog nakon 35
minuta. To¢nu masenu koncentraciju oksima JR595 u mozgu bilo je moguée odrediti samo za
8 od ukupno 17 uzoraka zbog slabe osjetljivosti metode. Maksimalna masena koncentracija
JR595 u mozgu (6,66 ug mL™t) odredena je u uzorku misa (br. 4) takoder Zrtvovanog nakon 35
minuta. Na slici 4.10 je prikazana ovisnost masene koncentracije spoja JR595 u krvi (ug mL™?)
i mozgu (ug gt mozga) o vremenu proteklom od trenutka aplikacije. Maksimalna masena
koncentracija oksima JR595 u krvi (~ 30 ug mL™) odgovara molarnoj koncentraciji ~ 100 pmol
dm3. Prema vrijednostima maksimalno ostvarenih koncentracija JR595 spoja u krvi i mozgu
(vrijeme cirkulacije od 30.-35. minute) odredeno je da u mozak prelazi od 6 — 26 %
koncentracije JR595 odredenih u krvi svake zivotinje zasebno. Tablica 4.13 prikazuje odredene
vrijednosti koncentracija u krvi i mozgu za pojedinog misa i druge podatke relevantne za obradu
podataka. LC-MS analizom u laboratoriju Fidelta d.o.0., Zagreb, je potvrdena ispravnost
postupka obrade i analize uzorka u svrhu odredivanja koncentracije JR595 u bioloskim

uzorcima krvi i mozga (nije prikazano).

407
® kv (ng mL’l)

7 ® mozak (ng g™
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Slika 4.10. Koncentracije oksima JR595 odredene u krvi i mozgu mi$eva Zrtvovanih nakon vremena prikazanog
na apscisi, a koje je proteklo od i.m. aplikacije 100 mg kg JR595.
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Tablica 4.13. Podaci o tjelesnoj masi (mmis) i masi mozga (Mmozak) miSeva te masene koncentracije JR595 spoja
odredene u krvi (yirv) | M0zgu (ymozak) Nakon navedenih vremena cirkulacije t.

© 0 ~NOoO 0N WwN Y

el A el el i
oUr WN RO

17

30
33
35
35
42
49
60
60
63
65
70
73
74
180
180
180
180

34,6
34,1
34,1
35,5
30,0
37,7
30,2
38,5
33,5
36,0
36,2
33,7
33,0
33,7
31,2
311
33,6

0,42
0,37
0,33
0,33
0,33
0,33
0,42
0,34
0,39
0,37
0,38
0,37
0,33
0,35
0,37
0,36
0,41

15,83
19,69
31,83
25,96
22,78
21,88
15,92
1,80
6,84
4,59
3,62
4,95
2,79
2,21
0,46
0,50
1,08

}’mozakb / ng g'l
1,01
1,28
2,35
6,66
1,73
2,06
1,80
n.o.t
n.o.
1,56
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.

Omjer Ymozak / Ykrv
0,06
0,07
0,07
0,26
0,08
0,09
0,11
0,00
0,00
0,34
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

aKoncentracija u uzorku pomnozena s faktorom razrjedenja; "Koncentracija u uzorku pomnozena s faktorom razrjedenja i
normalizirana prema masi mozga; °n.o. — koncentracije u pripremljenim uzorcima ispod granica detekcije (0,13 pg mL™?).
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4.2. Klorpiridinijevi oksimi

4.2.1. Procjena nukleofilnog potencijala prema pKa oksimske skupine

Snimljeni apsorpcijski spektri 3-klorpiridinijevih (K865, K866, K867), 3,5-diklorpiridinijevih
(K868, K869, K870) i piridinijevih oksima K027 i HI-6 u otopinama pH vrijednosti u rasponu

4,6 — 11,1 prikazani su na slici 4.11.
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Slika 4.11. Apsorpcijski spektri Klorpiridinijevih oksima u otopinama razli¢itih pH vrijednosti.
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Promjena intenziteta apsorbancije piridinijevih oksima na maksimumu 344 — 370 nm ovisi
isklju¢ivo o promjeni koncentracije deprotoniranog oblika oksimske skupine i konstanta kiselo-
bazne ravnoteze, Ka, izracunala se i prikazala kao pKa vrijednost primjenom jednadzbe (1) i (3)
(kolona 3 tablice 4.14).2"? Vrijednost pKa oksimske skupine odredena je i iz sjecista pH-
ovisnosti apsorbancije pri maksimumu koji odgovara deprotoniranom obliku oksimske skupine
(344 — 370 nm) i pH-ovisnosti apsorbancije pri maksimumu koji odgovara protoniranom obliku
oksimske skupine (299 — 303 nm) (kolona 4 tablice 4.14) te je uo¢eno tek blago odstupanje od
pKa vrijednosti kolone 3 tablice 4.14.

Tablica 4.14. Eksperimentalno odredene pKj vrijednosti (+ standardna pogreska) za oksimske skupine (=N-OH)
klorpiridinijevih i piridinijevih oksima pri 25 °C te udio molekula s deprotoniranom oksimskom skupinom
(oksimat) pri fizioloskom pH 7,4 izraGunat prema jednadzbi (4).

Amax pikova / nm (xmaizgz&r%gg;m)a 1z sjeciSta dviju specija® Oksimat / %

K865 300/360 7,66 +0,01 7,57 35/41
K866 300/356 7,82 +£0,01 7,68 28/34
K867 303/359 7,72 £ 0,01 7,60 32/39
K868 299/370 7,68 +0,01 7,53 35/43
K869 299/368 7,72 £0,02 7,66 32/35
K870 300/370 7,66 + 0,02 7,55 35/42
K027 275/344 8,15+0,01 8,32 (8,42° 15/11
K048 - - 8,444 -/9

K203 - - 8,33¢ -/11

HI1-6 300/355 7,38 £ 0,03 7,46° 51/47

2pKa vrijednost (+ standardna pogreska) odredena pomoéu jednadzbe (1) i (3); PVrijednosti pKa iz sjecista pH-ovisnosti oksima
s deprotoniranom odnosno protoniranom oksimskom skupinom; ®Podaci iz ref. 186; 9Podaci iz ref. 173; Podaci iz ref. 174.

Valna duljina apsorpcijskog maksimuma oksima pokazala je porast s brojem atoma klora na
pirdinijevom prstenu (10 — 12 nm po atomu klora), npr. piridinijev oksim bez atoma klora K027
je imao maksimum na 344 nm, a 3-klorpiridnijev oksim K865 i 3,5-diklorpiridinijev oksim
K868 na 360 nm, odnosno 370 nm. Opéenito, pKa vrijednost oksimske skupine klorpiridinijevih
oksima bila je oko 0,7 jedinice niza od one odredene za analogne piridinijeve oksime bez klora.
Ocekuje se da klorpiridinijevi oksimi pri fizioloskom pH imaju 30 — 40 % molekulskog oblika
s deprotoniranom oksimskom skupinom, dok se za njihove analoge bez atoma klora (K027,
K048 i K203) ocekuje oko 10 — 15% oksimata. Rezultati odredivanja pKa vrijednosti oksimske
skupine za oksime K027 i HI-6 dobro se slazu s prije objavljenim rezultatima (8,42 za K027,
7,47 za HI-6).188
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4.2.2. Reverzibilna inhibicija kolinesteraza oksimima

Konstante disocijacije enzim-oksim kompleksa, Ki, za komplekse AChE ili BChE s
Klorpiridinijevim oksimima i njihovim analozima bez atoma klora prikazane su u tablici 4.15.
Svi kompleksi su imali K vrijednosti u mikromolarnom podrucju, ali je afinitet AChE prema
svim navedenim oksimima (1/Kj) bio oko 4 — 12 puta veci od afiniteta BChE. Takoder, afinitet
AChE za klorpiridinijeve oksime je ve¢i nego za analogne piridinijeve oksime bez klora.
Dodatno, AChE i BChE pokazuju nesto vec¢i afinitet prema 3,5-diklorpiridinijevim oksimima
nego prema 3-klorpiridinijevim oksimima §to sugerira da drugi atom klora dodatno stvara

interakcije s aminokiselinama aktivnog zdrijela na nacin koji stabilizira enzim-oksim kompleks.

Tablica 4.15. Konstante disocijacije (Ki + standardna pogreska) za komplekse AChE ili BChE s klorpiridinijevim
i piridinijevim oksimima odredene koriste¢i navedene koncentracije oksima pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® Ki/ pmol dm® Oksim / pmol dm3 Ki / pmol dm3
K865 25-200 42+ 4 200 — 1000 273 £42
K866 25-200 365 200 — 1000 265+ 52
K867 25-200 24 +3 200 — 1000 294 + 41
K868 25-100 21+2 100 — 300 195+ 18
K869 25-100 12+2 100 — 300 140+ 12
K870 25-100 2242 100 — 300 187+9
K027 64 — 4502 73 £10 500 — 4500°¢ 660+ 110
K048 100 — 5008 110+ 10 500 — 3000°¢ 420 + 60
K203 50 —500° 90 £ 12 500 — 2000° 910+ 16

3L judska eritrocitna AChE, podaci iz ref. 56; "Podaci iz ref. 58; “Podaci iz ref. 177.

4.2.3. Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza oksimima

Povratak aktivnosti fosfiliranih kolinesteraza uslijed reaktivacije s klorpiridinijevim oksimima
prvo je testirana pri jednoj koncentraciji oksima: 0,1 mmol dm=u slu¢aju AChE fosfiliranih
sarinom, ciklosarinom, VX-om, tabunom i paraoksonom, odnosno 1 mmol dm= u sluéaju
reaktivacije BChE fosfilirane istim OP spojevima (slika 4.12). Prilikom reaktivacije inhibirane
AChE ustanovljen je izniman reaktivacijski potencijal 3,5-diklorpiridinijevog oksima K868 za
ciklosarin, kao i dobar potencijal za sarin i VX. S druge strane, reaktivacijski potencijal svih
Klorpiridinijevih oksima bio je najslabiji u slucaju tabuna i paraoksona, i u tim slu¢ajevima
najucinkovitiji reaktivator je bio K867, odnosno K869. Radi utvrdivanja afiniteta inhibiranog
enzima prema pojedinom klorpiridinijevom oksimu te ukupnog reaktivacijskog potencijala,

napravljeni su detaljni kineti¢ki eksperimenti reaktivacije inhibirane AChE s nizom
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koncentracija oksima te su odredeni reaktivacijski parametri usporedeni s onima odredenim za

analogne piridinijeve oksime bez klora.
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Slika 4.12. Reaktivacija AChE (gornji panel) i BChE (donji panel) inhibirane sarinom, ciklosarinom, VX-om,
tabunom i paraoksonom s 0,1 mmol dm (u slu¢aju AChE) ili s 1 mmol dm™ (u slu¢aju BChE) klorpiridinijevim
oksimima; na lijevoj ordinati je konstanta brzine reaktivacije prvog reda kobs (Mint) prikazana stupiéima u boji, a
na desnoj ordinati je vrijednost ostvarenog postotka reaktivacije (sivi stupi¢i). Vrijednosti za K870 u sluc¢aju BChE
nisu mogle biti odredene zbog inhibicije enzima s oksimom.
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Opcenito, u slucaju reaktivacije inhibirane BChE, brzina reaktivacije s klorpiridinijevim
oksimima ovisno o OP spoju kretala se redom: sarin >V X ~ ciklosarin > tabun ~ paraokson.
Oksim K868 je opet bio najmanje 2 — 4 puta brzi reaktivator u slucaju sarina i VX-a od ostalih
Klorpiridinijevih oksima, a u slu¢aju ciklosarina bio je usporediv s oksimom K869. U slu¢aju
reaktivacije tabuna i paraoksona Kops Su bile manje od 0,02 min™ unato¢ visokoj koncentraciji
oksima (1 mmol dm). Zanimljivo je da je K868 pokazao odredenu u¢inkovitost u reaktivaciji
BChE inhibirane tabunom (80 % reaktivacije enzima u manje od 200 min), dok je u slucaju
AChE inhibirane tabunom bio potpuno neucinkovit. K870 je reaktivirao BChE inhibiranu
sarinom, ciklosarinom i VX-om do 100 %, 50 % i 30 % aktivnosti unutar 20 — 30 minuta, nakon
¢ega je pokazao snaznu reinhibiciju enzima (reaktiviranog i kontrolnog enzima). U slucaju
BChE inhibirane tabunom i paraoksonom, K870 je reaktivirao manje od 10 % inhibiranog
enzima. Zbog manjeg afiniteta BChE prema Kklorpiridinijevim oksimima u odnosu na afinitet
AChE, te njihovog relativno slabog reaktivacijskog potencijala s 1 mmol dm koncentracijom

oksima, detaljna kinetika reaktivacije fosfilirane BChE nije odredivana.

U reaktivaciji BChE inhibirane sarinom i VX-om su svi oksimi, osim oksima K870,
pokazali neobi¢nu dvofaznu ovisnost postotka reaktivacije o vremenu, tj. kratkotrajna brza
reaktivacija iza koje slijedi usporenje brzine reaktivacije. Takav fenomen je primijeen i u
reaktivaciji AChE inhibirane sarinom, ciklosarinom i VX-om s nekoliko oksima (naznaceno
kasnije u poglavlju), a primjer je pokazan na slici 4.13.A. Pojava dvofaznosti u reaktivaciji s
piridinijevim oksimima spominje se i u literaturi.8" Jedno od moguéih objasnjenja takvog
profila reaktivacijske krivulje je reinhibicija enzima nastalim fosfiliranim oksimima koji mogu
imati visok inhibicijski potencijal i tako usporiti reaktivaciju. Unato¢ dvofaznoj reaktivacijskoj

krivulji, kobs vrijednosti su odredene prema jednofaznoj eksponencijalnoj jednadzbi (12).

Klorpiridinijevi oksimi su se pokazali potentnim reaktivatorima u slu¢aju AChE
inhibirane sarinom, tj. svi su reaktivirali 80 % inhibiranog enzima i postigli slicne brzine
nukleofilne supstitucije (0,2 — 0,4 min) kako je prikazano u tablici 4.16. AChE inhibirana
sarinom je pokazala poprili¢no nizi afinitet (14 — 23 puta) prema 3-klorpiridinijevim oksimima
nego prema 3,5-diklorpiridinijevim oksimima. Takoder, bitno je spomenuti da je u reaktivaciji
ovog konjugata s 3-klorpiridinijevim oksimima (K865, K866 i K867) i analognim piridinijevim

oksimima bez klora (K027, K048, K203) uo¢ena dvofazna ovisnost reaktivacije o vremenu.

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 89

Tablica 4.16. Reaktivacija sarinom inhibirane AChE klorpiridinijevim oksimima i analognim oksimima bez klora
te oksimom HI-6: kinetiCke konstante (+ standardna pogreska) izracunate jednadzbama (9) — (12) iz
eksperimentalno dobivenih prividnih konstanti kows, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u
kojem je postignut. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® k2 / mint Kox / pmol dm3 | kr/ mol* dm? min-? Reaktmax/ %

K865 (10-500)? 0,37 +0,14 745 + 425 490 + 100 80 90
K866 (10-500)? 0,38 £0,16 1150 + 640 330+ 50 80 90
K867(10-500)? 0,35+ 0,06 840 + 195 420 + 30 80 60
K868 (10-200) 0,43 + 0,04 35+ 10 12000 + 2500 80 10
K869 (10-200) 0,20 = 0,01 50+ 10 3880 + 430 80 30
K870 (10-200) 0,17 £0,02 60£10 2830 +390 80 30
K027 (10-1000) 1,2 0,06 320 + 20 3640 =270 80 20
K048 (10-1000)2 12+0,3 510 +£250 2340 + 640 100 300
K203 (10-1000)? 1,5+0,3 650 + 290 2250 + 520 100 300
HI-6 (5-300) 0,9+0,1 170 + 40 5420 = 780 60-90 4

aReaktivacija pokazuje dvofaznu ovisnost % reaktivacije o vremenu; POvisnost kobs 0 koncentraciji K027 pokazuje devijaciju
od uobicajenog profila hiperbole; Kox odredena kao vrijednost ICso sigmoidalne ovisnosti.

Takoder, u reaktivaciji AChE inhibirane sarinom je oksim K027 pokazao devijaciju od
hiperbolne ovisnosti (slicne Michaelis-Menten¢inom modelu) konstante brzine reaktivacije o
koncentraciji oksima (slika 4.13.B), tj. pri koncentracijama iznad 0,2 mmol dm= je uodeno
znaajno ubrzanje reaktivacije u relativno uskom koncentracijskom podrucju K027
(sigmoidalna ovisnost). Kada se usporeduje s analognim 3,5-diklorpiridinijevim oksimom
K868, K027 je postigao vece brzine nukleofilne supstitucije (k+2) od K868, ali je inhibirani
AChE inhibirana sarinom pokazala oko 10 puta maniji afinitet prema K027 nego prema K868.

Stoga je K868 najpotentniji reaktivator AChE inhibirane sarinom.

@ 1,0 mmol dm™
- 0,4 mmol dm

-A- 0,2 mmol dm™

Reaktivacija / %

O 01mmordm™

© 0,05 mmoldm 2

70 100 130

t/ min

K027 / mmoldm >

Slika 4.13. Anomalije od uobicajenih profila u reaktivaciji AChE inhibirane sarinom s oksimom KO027:
(A) vremenska ovisnost postotka reaktivacije te prilagodba funkcije za jednofaznu (puna linija) i dvofaznu
(isprekidana linija) ovisnost, (B) ovisnost prividnih konstanti brzine reaktivacije, kons, 0 koncentraciji oksima.
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Klorpiridinijevi oksimi su se pokazali dobrim reaktivatorima AChE inhibirane ciklosarinom
(tablica 4.17.), a oksim K868 je potpuno reaktivirao enzim unutar minute ¢ak i pri nizim
koncentracijama. Zanimljivo je primijetiti da su svi 3,5-diklorpiridinijevi oksimi postigli 4 — 10
puta ve¢e maksimalne konstante brzine reaktivacije u odnosu na 3-klorpiridinijeve oksime, dok
je afinitet inhibiranog enzima prema analognim oksimima bio slican. Analogni piridinijevi
oksimi bez klora su ostvarili veée brzine nukleofilne supstitucije (k+2) od 3-klorpiridinijevih
oksima, ali je afinitet AChE inhibirane ciklosarinom bio 2 — 20 puta nizi prema piridinijevim
oksimima bez klora nego prema piridinijevim oksimima s jednim atomom klora. Pri reaktivaciji
AChE inhibirane ciklosarinom, dvofazna ovisnost reaktivacijske krivulje uo¢ena je samo kod

piridinijevih oksima bez klora, K048 i K203.

Tablica 4.17. Reaktivacija ciklosarinom inhibirane AChE klorpiridinijevim oksimima i analognim oksimima bez
klora i oksimom HI-6: kineticke konstante (+ standardna pogreSka) izracunate jednadzbama (9) — (12) iz
eksperimentalno dobivenih prividnih konstanti Kops, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u
kojem je postignut. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm’? | Kox/pmoldm® | ki/mol*dm*min? | Reaktma/ % | t/min |
K865 (10-500) 0,49 +0,08 200+ 70 2500 500 100 10
K866 (10-500) 0,027+ 0,001 80+ 10 340 £ 40 100 150
K867(10-500) 0,040 0,002 160 £ 20 240+ 20 100 120
K868 (10-500) 42£07 160 £ 70 25900 + 6400 100 1
K869 (10-500) 0,101 =0,004 50+ 10 2120 +230 80 40
K870 (20-500) 0,49 0,04 220430 2200 190 100 10
K027 (10-1000) 12+0,06 400 £ 40 2900 180 100 5
K048 (10-1000)? 0,07:£0,02 1740 4550 43+4 100 240
K203 (10-1000)* 0,08+ 0,02 740 £ 270 11020 100 240
HI-6 (1-50)° - : 22100 = 1300 00 <1

Reaktivacija pokazuje dvofaznu ovisnost % reaktivacije o vremenu; PLinearna ovisnost kobs 0 koncentraciji oksima.

Reaktivacija AChE inhibirane VX-om (tablica 4.18) je bila ucinkovita sa svim
Klorpiridinijevim oksimima. Unato¢ tome S$to su najviSe brzine reaktivacije ostvarene s
piridinijevim oksimima bez klora K027 i K048, 3,5-diklorpiridinijev oksim K868 je opet bio
najpotentniji testirani oksim zbog visoke k+2> u kombinaciji s visokim afinitetom inhibiranog
enzima. Najve¢i afinitet inhibiranog enzima je uocen za 3,5-diklorpiridinijev oksim K869
(Kox = 10 pmol dm®), koji je oko 10 puta veéi nego za njegov 3-klorpiridinijev analog K866
te oko 30 puta veci nego za analogni piridinijev oksim bez klora K048. U reaktivaciji s
analozima K867 i K870, nisu uo¢ene znacajne razlike afiniteta enzima ili brzine reaktivacije.

Dvofazna ovisnost reaktivacijske krivulje i ovdje je uocena s oksimima K866, K048 i K203.
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Tablica 4.18. Reaktivacija VX-om inhibirane AChE klorpiridinijevim oksimima i analognim oksimima bez klora
i oksimom HI-6: kineticke konstante (+ standardna pogreska) izraGunate jednadzbama (9) — (12) iz
eksperimentalno dobivenih prividnih konstanti kows, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u
kojem je postignut. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm® k+2 / mint Kox / pmol dm3 kr / mol'* dm3 min-! Reaktmax/ %

K865 (10-500) 0,17 £0,02 200 + 50 820 + 130 100 40
K866 (20-500)? 0,18 £ 0,02 430 + 80 410 £ 40 100 100
K867(20-500) 0,14 + 0,01 320+ 60 440 + 40 100 60
K868 (10-500) 0,53+ 0,05 70 £20 7660 + 1280 100 10
K869 (10-500) 018 £0,01 40£10 4310 + 840 60 20
K870 (10-500) 0,059 + 0,003 10+4 6500 +2370 80 60
K027 (10-500) 1,1+04 920 + 500 1180 =280 100 20
K048 (10-1000) 0,902 1130 £ 310 775 = 90 100 120
K203 (10-1000)2 0,5+0,1 290+210 1530 £ 720 100 120
HI1-6 (10—-1000)° 0,33 £ 0,02 60=+10 5740 £ 1120 90 15

aReaktivacija pokazuje dvofaznu ovisnost % reaktivacije o vremenu; °Podaci iz ref. 175.

U slucaju reaktivacije AChE inhibirane tabunom, svi 3-klorpiridinijevi oksimi su reaktivirali
enzim do 80 % aktivnosti u vremenu od 30 — 300 minuta, dok su 3,5-diklorpiridinijevi oksimi
bili potpuno neucinkoviti (tablica 4.19). lako je ukupni reaktivacijski potencijal (k)
3-klorpiridinijevih oksima imao isti trend (K865 < K866 < KB867) kao kod analognih
piridinijevin oksima bez klora (K027 < K048 < K203),°%5% maksimalna konstanta brzine
reaktivacije 3-klorpiridinijevog oksima K867 je bila oko Sest puta niza od one objavljene za
najpotentniji piridinijev oksim bez klora u reaktivaciji AChE inhibirane tabunom, K203, koji

se pokazao potentnijim reaktivatorom i od standardnog oksima TMB-4.%8

Tablica 4.19. Reaktivacija tabunom inhibirane AChE klorpiridinijevim oksimima i analognim oksimima bez klora
te standardnim oksimima TMB-4 i HI-6: kineticke konstante (+ standardna pogreska) izracunate jednadzbama
(9) — (12) iz eksperimentalno dobivenih prividnih konstanti kqps, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i
vrijeme (t) u kojem je postignut. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm’? ke/min? | Kox/pmoldm® | ki/mol*dm?min? | Reaktma/% | t/min |
K865 (10-500) 0,0020 + 0,000 743 280 £ 120 80 24h
K866 (10-500) 0,017+ 0,001 40£10 470 £ 80 80 400
K867(10-500) 0,021 +0,001 40£10 560+ 110 80 200
K868 (10-500)* : : . <20 24h
K869 (10-500)° . . : <20 24h
K870 (50)° . : : <40 10n
K027 (30-5000)° 0,032 % 0,002 85+ 20 380+ 90 100 120
K048 (50-5000)" 0,074 +0,003 11010 670 =70 100 30
K203 (10-1000)° 0,13£0,01 70£20 1800 + 490 9 20
TMB-4 (50-5000)° 0,15+0,02 490 200 310+ 130 100 20
HI-6 (100-1000)° : : : 10 241

aparametri nisu odredeni zbog slabog reakt. potencijala; PLjudska eritrocitna AChE, podaci iz ref. 56; Podaci iz ref. 58.
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Reaktivacija AChE inhibirane paraoksonom klorpiridinijevim oksimima i analozima je
prikazana u tablici 4.20. Afinitet AChE inhibirane paraoksonom prema svim klorpiridinijevim
oksimima je bio usporediv (Kox = 60 — 130 pmol dm™®) i postignuti Reaktma je bio
zadovoljavajuci (80 %). Medutim, oksim K869 je bio najpotentniji reaktivator zbog najvece
konstante brzine reaktivacije k+2. Oksim K870 je pokazao pad konstanti brzine reaktivacije i
inhibiciju enzima oksimom pri koncentracijama > 0,1 mmol dm. Najveéa brzina nukleofilne
supstitucija dobivena je pri reaktivaciji s piridinijevim oksimom bez klora K027, iako je prema

njemu AChE inhibirana paraoksonom pokazala najniZi afinitet medu testiranim oksimima.

Tablica 4.20. Reaktivacija paraoksonom inhibirane AChE klorpiridinijevim oksimima i analognim oksimima bez
klora: kineti¢ke konstante (+ standardna pogreska) izradunate jednadzbama (9) — (12) iz prividnih konstanti Kobs,
eksperimentalno dobivenih iz provedenih pokusa, te maksimalan postotak reaktivacije (Reaktmax) i vrijeme (t) u
kojem je postignut. Parametri su evaluirani iz najmanje tri pokusa izvedena pri 25 °C.

Oksim / pmol dm k+2 / min?t Kox / pmol dm™ | kr/ mol-* dm® mint Reaktmax/ %

K865 (10-500) 0,040 £ 0,002 60+ 10 630 + 80 80 100
K866 (10-500) 0,064 + 0,005 100 + 20 670+ 110 80 60
K867(10-500) 0,05+0,01 120 + 50 470 £+ 140 80 100
K868 (10-200) 0,11+0,01 80 £20 1300 + 260 80 60
K869 (10-500) 0,21 +£0,02 130+ 40 1600 + 280 60 30
K870 (10-100)? 0,04 +0,01 35+25 1340 + 660 90 150
K027 (10-500) 0,41 +0,07 460 £ 160 890 + 180 80 30
HI-6 (100—1500) 0,026 = 0,001 590 £ 50 50+2,2 90 170

3Snizenje prividnih konstanti kobs i inhibicija enzima pri K870 > 0,1 mmol dm3.

4.2.4. Afinitet razlicitih konjugata enzima prema oksimima te molekulsko modeliranje

Afiniteti AChE prema klorpiridinijevim oksimima bio je ve¢i kada je enzim neinhibiran nego
kada je bio inhibiran s bilo kojim OP spojem, osim za slu¢aj oksima K865 za kojeg je AChE
inhibiran tabunom imao najveci afinitet, a tek onda neinhibirani enzim (razlika afiniteta
priblizno 6 puta) (slika 4.14). Budué¢i da se 3,5-diklorpiridinijev oksim K868 pokazao
najpotentnijim reaktivatorom za AChE inhibiranu sarinom, ciklosarinom i VX-om, on i njegovi
analozi, 3-klorpiridinijev oksim K865 i piridinijev oksim bez klora K027, su uzeti za procjenu
utjecaja atoma klora vezanih na piridinijev prsten na reaktivacijski potencijal tj. na
reaktivacijske parametre ostvarene pri reaktivaciji pojedinih konjugata inhibirane AChE.
Usporedujuci reaktivacijske parametre (slika 4.15) vidi se da afinitet inhibiranih enzima raste
s porastom broja atoma klora vezanih na piridinijev prsten kod reaktivacije AChE inhibirane
sarinom, ciklosarinom i VX-om, dok je u slu¢aju paraoksona i tabuna afinitet najveéi prema

3-klorpiridinijevom oksimu K865.
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Slika 4.14. Usporedba afiniteta AChE za pojedini Klorpiridinijev oksim kada je enzim neinhibiran, odnosno
inhibiran sarinom, ciklosarinom, VVX-om, tabunom ili paraoksonom. Vrijednosti su normalizirane prema najveéem
ostvarenom afinitetu (1/Kiox) za pojedini oksim (odgovarajuce konstante disocijacije prikazane u tablici).

lako je piridinijev oksim bez klora K027 ostvario najveée konstante brzine reaktivacije kod
reaktivacije AChE inhibirane svim OP spojevima osim ciklosarina, ukupne konstante brzine
reaktivacije su bile najvec¢e za 3,5-diklorpiridinijev oksim u svim slucajevima osim U
reaktivaciji AChE inhibirane tabunom. Oksim K868 je bio potpuno neuc¢inkovit u reaktivaciji
ACHhE inhibirane tabunom §to moze znaciti da drugi atom klora uzrokuje znacajne promjene u
interakcijama izmedu oksima i inhibiranog enzima. lako je AChE inhibirana tabunom imala
najvedi afinitet za K865, bolja ukupna reaktivacija je dobivena za piridinijev oksim K027. Stoga
kod tabuna dolazi do izrazaja koliko je vazna brzina nukleofilne supstitucije izmedu oksima i
OP ostatka vezanog na serin enzima i koliko reaktivacija pojedinim oksimom ovisi o strukturi
OP spoja. K868 je jedino u slucaju reaktivacije AChE inhibirane ciklosarinom imao najvecu

k+2 te najveci afinitet inhibiranog enzima (najmanji Kox) u odnosu na analogne oksime.
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Slika 4.15. Ovisnost maksimalne konstante brzine reaktivacije (k2), afiniteta inhibiranog enzima prema oksimu
(1/Kox) i ukupne konstante brzine reaktivacije (kr) za reaktivaciju AChE inhibirane sarinom, ciklosarinom, VX-
om, tabunom ili paraoksonom o broju atoma klora vezanih na piridinijev prsten s oksimskom skupinom (naznaé¢eno
na apscisi: 0 za oksim K027, 1 za oksim K865 i 2 za oksim K868).
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Dodatno se utjecaj broja atoma klora vezanih na piridinijev prsten ispitao molekulskim
modeliranjem smjestanja ovih analognih oksima unutar zdrijela aktivnog mjesta AChE
inhibirane ciklosarinom i tabunom, dva slucaja inhibicije AChE koji pokazuju drugacije
trendove ovisnosti reaktivacijskih parametara o atomima klora. Iznenadujuce, modeliranje u
AChE inhibiranoj ciklosarinom nije pokazalo znacajne razlike u smjestanju analognih oksima
K027, K865 i K868 (slika 4.16) koje bi objasnile izuzetno bolju reaktivacijsku u¢inkovitost
oksima K868 u reaktivaciji AChE inhibirane ciklosarinom u odnosu na analoge. Svi oksimi su
zauzeli orijentaciju u kojoj se karbamoilirani piridinijev prsten nalazi u perifernom anionskom
mjestu smjesten u tzv. m—x sendvi¢u izmedu aminokiselina Tyr124 i Trp286, dok je piridinijev
prsten s oksimskom skupinom orijentiran prema dnu aktivnog mjesta blizu Trp86. Jedino je
uocena razlika u udaljenosti kisika oksimske skupine i atoma fosfora koja je bila najmanja u
slu¢aju oksima K868 (6,9 A) u usporedbi s udaljenostima za K865 (8,1 A) i K027 (9,4 A)
oksime. Broj predvidenih nekovalentnih interakcija izmedu oksima i susjednih aminokiselina
slijedio je trend porasta afiniteta AChE inhibirane ciklosarinom (1/Kox) prema analognim
oksimima: K027 < K865 < K868 (vidi tablicu 4.17) $to podupire hipotezu da se afinitet AChE
inhibirane ciklosarinom povecava s brojem klorovih atoma (vidi tablicu 4.17) buduci da su 3-
Klorpiridinijev oksim K865 i 3,5-diklorpiridinijev oksim K868 ostvarili hidrofobne-r-alkilne
interakcije izmedu atoma klora i aminokiselina AChE te je ukupno oksim K865 ostvario dvije

takve interakcije, a oksim K868 Cetiri.

Modeliranje smjestanja analognih oksima K027, K865 i K868 u konjugatu AChE
inhibirane tabunom (slika 4.17) takoder nije pokazalo znacajne razlike u smjestanju oksima
koje bi mogle objasniti njihov in vitro odreden reaktivacijski potencijal. Pokazane su tek blage
devijacije u smjestanju piridinijevih prstena, ali su oksimske skupine sva tri oksima bile skoro
preklopljene. Ve¢i afinitet AChE inhibirane tabunom prema oksimu K865 nego prema oksimu
K027 mogao bi se objasniti vodikovom vezom izmedu njegovog atoma klora i Ser125. Oksim
K868 takoder ostvaruje hidrofobne-m-alkil interakcije izmedu atoma klora i susjednih
aminokiselinskih pobo¢nih lanaca, ali njegov afinitet nije mogao biti odreden in vitro zbog
neucinkovite nukleofilne supstitucije izmedu oksima i fosfiliranog enzima. Moguce objasnjenje
potpune neucinkovitosti K868 u reaktivaciji AChE inhibirane tabunom jest da opisane
interakcije stabiliziraju oksim K868 u konformaciji nepovoljnoj za nukleofilni napad i
reaktivaciju AChE inhibirane tabunom, a moguce je da neproduktivnu konformaciju uzrokuju

I stericke smetnje izmedu N,N-dimetilne skupine tabuna i drugog atoma klora oksima K868.
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Slika 4.16. Stereoskopski prikaz superpozicije modeliranih komplekasa izmedu AChE inhibirane ciklosarinom
(PDB ID: 5FPP) i oksima K027 (ljubicasto), K865 (zuto) i K868 (plavo). Ostatak ciklosarina vezanog za serin je
istaknut kuglastim prikazom fosfora, a nekovalentne interakcije izmedu atoma klora oksima i enzima su prikazane
isprekidanim zelenim linijama.
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Slika 4.17. Stereoskopski prikaz superpozicije modeliranih komplekasa izmedu AChE inhibirane tabunom (PDB
ID: 2JEZ, 3DL4 i 2JF0) i oksima K027 (ljubic¢asto), K865 (zuto) i K868 (plavo). Ostatak tabuna vezanog za serin
je istaknut kuglastim prikazom fosfora, a nekovalentne interakcije izmedu atoma klora oksima i enzima su
prikazane isprekidanim zelenim linijama.
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4.2.5. Fizikalno-kemijska svojstva oksima

Fizikalno-kemijska svojstva koje opisuju veli¢inu, polarnost i fleksibilnost Klorpiridinijevih
oksima prikazani su u tablici 4.21. Unato¢ prisustvu atoma Kklora, Klorpiridinijevi oksimi su
molekule umjerene veligine (320 — 370 g mol™). Podrugje njihove polarne povrsine je iznad
preporucenih vrijednosti (> 80 A?), ali imaju povoljan nizak broj donora i akceptora vodikovih

veza. Takoder, imaju umjeren broj veza koje rotiraju (6 — 7).t

Tablica 4.21. In silico odredena svojstva: molarna masa (M), podru¢je ukupne polarne povrsine (TPSA), broj
donora (HBD) i akceptora (HBA) vodikovih veza, te broj veza koje se rotiraju (RB).

TPSA2/ A?
K865 320,79 83,44 2 3 6
K866 334,81 83,44 2 3 7
K867 332,80 83,44 2 3 6
K868 355,23 83,44 2 3 6
K869 369,25 83,44 2 3 7
K870 367,24 83,44 (86,27) 2(1) 3(2) 6
Preporuke® < 450 < 60— 70 <3 <7 <8

aV/rijednosti TPSA, HBD, HBA u zagradi predstavljaju vrijednosti za pH 7,4; "Preporuke iz ref. 153.

In silico su odredene pKa vrijednosti oksimske skupine Klorpiridinijevih oksima i drugih
piridinijevih oksima za usporedbu (tablice 4.22) kako bi se utvrdilo je li za piridinijeve oksime

moguce pouzdano odrediti kiselo-bazne konstante disocijacije in silico.

Tablica 4.22. In silico odredene pK, vrijednosti oksimske skupine navedenih piridinijevih oksima te njihova
razlika od eksperimentalno odredenih pK, vrijednosti.

A In silico pKa A Bt
In silico pKa (modifikacija)® ApKa (eksp. — in silico)
K865 8,73 8,23 -1,16 (- 0,66)
K866 8,78 8,30 -1,1 (- 0,62)
K867 7,85 7,99 -0,25 (- 0,39)
K868 7,64 7,78 -0,11 (- 0,25)
K869 7,69 7,84 - 0,03 (- 0,18)
K870 6,78 7,53 0,77 (0,02)
K027 9,99 8,91 -1,67 (- 0,59)
K048 10,06 9,00 -1,62 (- 0,56)
K203 9,10 8,69 -0,77 (- 0,36)
HI-6 4,03 7,40 3,43 (- 0,06)

aStruktura oksima in silico modificirana zamjenom kvaternog dusika ugljikom; PRazlika pKa vrijednosti oksimske skupine
odredene eksperimentalno (iz sjecista; tablica 4.14) i in silico (u zagradi razlika od in silico odredene pKa vrijednosti za
modificiranu strukturu oksima).

Naime, za oksim HI-6, koji ima oksimsku skupinu vezanu na piridinijev prsten u orto-polozaju,
uoCena je znatna razlika izmedu pKa vrijednosti oksimske skupine odredene in silico i
eksperimentalno (oko 3 jedinice). Pod pretpostavkom da je los in silico izracun pKa posljedica

pozitivno nabijenog kvaternog dusika unutar piridinijevog prstena S vezanom oksimskom
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skupinom, napravljena je in silico modifikacija u strukturi oksima (zamjena tog kvaternog
dusika ugljikom) i to je rezultiralo in silico pKa vrijednoséu koja je usporediva s
eksperimentalno odredenom vrijednosti. Za razliku od oksima HI-6, in silico odredene pKa
vrijednosti oksimske skupine klorpiridinijevin oksima i ostalih piridinijevih oksima s
oksimskom skupinom u para-polozaju, bile su relativno usporedive s eksperimentalno
odredenim vrijednostima 1 kada in silico strukture nisu bile modificirane. Ipak, ista in silico
modifikacija (kvaterni dusik u ugljik) vecine para-piridinijevih oksima rezultirala je in silico
pKa vrijednostima oksimske skupine koje su blize eksperimentalno odredenim vrijednostima.
Opéenito, trend kretanja in silico pKa vrijednosti klorpiridinijevih oksima ovisan o strukturnim

karakteristikama oksima, isti je kao kod eksperimentalno odredenih vrijednosti.

Tablica 4.23. Koeficijenti lipofilnosti (logP i logD74) odredeni in silico te kromatografski odreden Chrom logD7 4
za navedene piridinijeve oksime.

Oksim | logP @ | logD7 4 | Chrom logD7 ¢ |
K865 -7,31 -7,33 <-0,32
K866 - 6,79 - 6,81 <-0,32
K867 - 6,84 - 6,96 <-032
K868 -6,71 - 6,89 <-0,32
K869 -6,19 -6,35 <-0,32
K870 - 6,24 - 6,85 <-032
K027 -7,91 -7,92 <-0,32
K048 - 7,40 - 7,40 <-032
K203 - 7,45 - 7,46 <-032
2-PAM -3,26 - 4,31 <-0,32
HI-6 - 7,59 -8,77 <-0,32
Obidoksim -6,93 -6,96 <-0,32

8n silico logP vrijednost odredena za nenabijenu molekulsku vrstu pomo¢u ChemAxon's Marvin racunalnog programa
(Consensus metoda); "Procjena in silico logDr,4 vrijednosti ovisi o in silico odredenim pKa vrijednostima; ‘Chrom logD7,4
izraCunat je iz odredenih CHI vrijednosti pomoc¢u kromatografske metode.

In silico su odredeni koeficijenti lipofilnosti logP i logD pri pH 7,4 za klorpiridinijeve oksimi i
drugi piridinijeve oksime (tablica 4.23). Za analogne piridinijeve oksime, moze se uociti
povecanje vrijednosti logP i logD s brojem vezanih atoma klora, ali klorpiridinijevi spojevi i
dalje su izrazito hidrofilni. Hidrofilnost svih piridinijevih oksima potvrdena je i
kromatografskim odredivanje koeficijenta lipofilnosti Chrom logD. Naime, Chrom logD
vrijednosti piridinijevih oksima nije bilo moguce odrediti niti pri jednoj pH (pH 2,7, pH 7,4 ili
pH 10,5) jer su u svim uvjetima bili hidrofilniji od najhidrofilnijeg standarda koji su imali

Chrom logD pri navedenim pH jednaku 17,9, - 0,32, odnosno - 1,57.
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4.2.6. Citotoksicnost oksima i indukcija oksidacijskog stresa u stanicnim linijama

U stani¢nim linijama neuroblastoma, astrocitoma, hepatocita i nefrocita testiran je citotoksi¢ni
potencijal najperspektivnijeg reaktivatora u skupini klorpiridinijevih oksima — oksima K868 i
njegovih analoga K027 i K865 (slika 4.18).
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Slika 4.18. Inhibicija stani¢nog rasta (%) neuroblastoma (SH-SY5Y), astrocitoma (1321N1), hepatocita (HepG2) uslijed 24-
satnog tretmana oksimima K027, K865 i K868.

Nijedan od testiranih oksima nije pokazao znaajnu inhibiciju stani¢nog rasta pri testiranim
koncentracijama, te se ¢ini da dodatak atoma klora na piridinijeve oksime s propilenskom
poveznicom izmedu prstena nema utjecaja na citotoksi¢an potencijal ovih oksima. S druge
strane, uoceno je povecéanje indukcije oksidacijskog stresa u stani¢nim linijama neuroblastoma

I astrocitoma proporcionalno broju atoma klora vezanih na piridinijev prsten (slika 4.19).
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Slika 4.19. Indukcija oksidacijskog stresa u stani¢noj liniji neuroblastoma (SH-SY5Y) ili astrocitoma (1321N1) nakon 4-satnog
tretmana oksimima K027, K865 i K868 te standardnim oksimima HI-6 i 2-PAM, odnosno H202 spojem kao ROS vrstom
(pozitivna kontrola). Vrijednosti na ordinati odgovaraju indukciji oksidacijskog stresa dobivenih pri razli¢itim koncentracijama
pojedinog oksima (normalizirane prema indukciji ROS vrsta u netretiranim stanicama, K=1).
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§ 5. RASPRAVA

Cilj dizajna i sinteze novih reaktivatora kolinesteraza inhibiranih OP spojevima je dobiti
reaktivator djelotvoran za raznovrsne OP spojeve te reaktivator koji bi ujedno u vec¢oj mjeri
prolazio kroz KMB-u. Stoga se sintetiziraju reaktivatori koji su lipofilniji od standardnih
piridinijevih oksima kako bi se pospjesio pasivni transport kroz KMB-u. Medutim, za oc¢ekivat
je da ¢e lipofilniji reaktivatori imati nesto drugaciji farmakokineticki profil i uzrokovati vise
nuspojava od standardnih oksima. Stoga bi kod takvih molekula trebalo voditi rauna o
terapijskom rasponu koncentracija spoja unutar kojeg se moze ostvariti farmakolo$ko
djelovanje bez pojave nezeljenih uéinaka. U ovom radu je ispitan i procijenjen farmakoloski
potencijal dviju novih skupina reaktivatora, hidroksipiridinskih i klorpiridinijevih oksima,
koriste¢i in silico, in vitro i in vivo metode. Osim odredivanja afiniteta farmakoloske mete za
ove oksime i odredivanja u¢inka u reaktivaciji kolinesteraza inhibiranih s Cetiri razlicita Ziv€ana
bojna otrova i jednim pesticidom, djelomi¢no su odredeni i njihovi farmakokineticki i
toksikoloski profili kako bi se u ranoj fazi istrazivanja moglo procijeniti imaju li

novosintetizirani oksimi potencijal zamijeniti standardne oksime u medicinskoj praksi.

Oksimi iz skupine hidroksipiridinskih oksima, dizajnirani su i sintetizirani kao
bifunkcionalni reverzibilni inhibitori AChE s dva strukturno razli¢ita dijela. Prvi dio je
piridinski prsten na koji je vezana oksimska skupina koja djeluje kao nukleofil i ima ulogu u
reaktivaciji AChE inhibirane OP spojem, dok drugi dio molekule sluzi za vezanje na periferno
anionsko mjesto enzima te tako omogucava Zeljenu orijentaciju oksima unutar aktivnog mjesta
enzima, tj. orijentaciju u kojoj je oksimska skupina usmjerena prema fosfiliranom serinu na dnu
aktivnog mjesta sto dovodi do uspjesne reaktivacije inhibiranog enzima. Poznato je da AChE
ima veci afinitet za takve bifunkcionalne reaktivatore nego za one koji imaju samo jednu
funkcionalnu skupinu za vezanje u aktivnom mjestu enzima.!417818 ako se velik afinitet
neinhibiranog enzima za oksim smatra nedostatkom, jer ima za posljedicu inhibiciju enzima
samim oksimom, moguce je da koncentracije oksima koje se mogu postic¢i in vivo ne inhibiraju
znacajno aktivnost AChE, pogotovo u uvjetima trovanja OP spojevima kada se akumulirani
ACh moze kompetitivno natjecati s oksimom za vezanje na kataliticko mjesto enzima. Takoder,

reverzibilni inhibitori se koriste i kao zastita AChE tako $to kratkotrajno zauzimaju aktivno
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mjesto enzima i sprjecavaju fosfilaciju katalitickog serina OP spojem,**® pod pretpostavkom da
su primijenjeni prije izlaganja OP spoju ili neposredno nakon izlaganja. Takoder, ova skupina
oksima nema kvaterni dusikov atom unutar piridinskog prstena (kao npr. standardni piridinijevi
oksimi), ve¢ je ugljikov lanac vezan na polozaj 6 piridinskog prstena i time je izbjegnut stalni
pozitivni naboj molekule. Medutim, zbog postojanja razli¢itih funkcionalnih skupina koje su
podlozne ionizaciji, pri fizioloskom pH se ocekuje istovremeno postojanje nabijenih i
nenabijenih molekulskih vrsta (razli¢ite mikrospecije) hidroksipiridinskih oksima. U svakom
slu¢aju, o¢ekuje se da bi nenabijene molekulske vrste hidroksipiridinskih oksima prolazile kroz
KMB-u ve¢om brzinom i u vecoj mjeri nego stalno nabijeni standardni oksimi. Pet
hidroksipiridinskih oksima testiranih u ovom radu medusobno se razlikuju u duljini poveznice
(Cetiri ili pet povezanih ugljikovih atoma) izmedu dvaju navedenih, funkcionalno razli¢itih,
dijela oksima koja omoguéava fleksibilnost cjelokupne molekule unutar aktivnog mjesta
enzima. Dio molekule koji bi se trebao vezati na periferno anionsko mjesto enzima dodano se
razlikuje izmedu pet hidroksipiridinskih oksima: piperidinski prsten kod JR585, morfolinski
prsten kod JR595 i RMO048, 6,7-dimetoksi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolinski aromatski sustav
kod GM415 i 6,7-dimetoksi-(1-(4-N,N-dimetilaminofenil)-1,2,3,4-tetrahidroizokinolinski
aromatski sustav kod GM508. Strukture navedenih hidroksipiridinskih oksima su sazeto
prikazane na slici 5.1. Nedavno je objavljena kristalna struktura kompleksa oksima RMO048 i
TCcAChE (PDB: 6EWK) (slika 5.2)1% u kojoj je vidljivo da morfolinski prsten oksima doista
ostvaruje nekovalentnu interakciju s perifernim anionskim mjestom enzima i usmjerava

oksimsku skupinu prema serinu koji se nalazi na dnu zdrijela enzima.
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Slika 5.1. Strukture hidroksipiridinskih oksima.

Nadalje, ranije je dokazana inhibicija enzima fosfiliranim piridinijevim aldoksimima, pogotovo

u slucaju 4-aldoksima s oksimskom skupinom u para-polozaju.'®! Stoga, dodatna prednost ove
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skupine oksima je postojanje hidroksilne skupine u a-poziciji na polozaju 3 piridinskog prstena

koja omogucava naknadnu intramolekularnu ciklizaciju fosfiliranog oksima pri ¢emu nastaje
192

izoksazol koji ne inhibira AChE enzim poput fosfiliranih oksima.

-

Slika 5.2. Kristalna struktura kompleksa RM048 oksima i TCAChE (PDB: 6EWK) preuzeta iz ref. 102.

Druga skupina novosintetiziranih oksima, klorpiridinijevi oksimi, sintetizirani su po uzoru na
prije sintetizirane piridinijeve oksime K027, K048 i K203, koji su se pokazali u¢inkovitim
reaktivatorima AChE inhibirane OP spojevima®*™° te su pokazali znacajno poboljsanje u
reaktivaciji AChE inhibirane tabunom in vitro i in vivo kada se usporedi sa standardnim
oksimima.®®%® Oksimi K027, K048 i K203 nisu pokazali citotoksi¢an udinak na vise testiranih
stani¢nih linija (jetra, bubreg, krvne stanice, ovariji)®® i njihova akutna toksi¢nost u miseva je
bila manja od akutne toksi¢nosti oksima TMB-4 (LDso: K048>K027>K203).5%8 Medutim,
zbog stalnog pozitivnog naboja je oksim K027 pokazao nisku penetraciju kroz KMB-u na
modelu §takora.!®® Takoder, oksimi K027 i K048 su pokazali da prolaze u mozak u manjoj
mjeri od obidoksima, ali je pokazano da ¢ak i pri niskim koncentracijama mogu utjecati na
aktivnost kolinske acetiltransferaze, enzima koji sudjeluje u sintezi ACh, u neuronima
S7S-a.1* Takoder, oksimi K027 i K048 opéenito pokazuju bolji zastitni udinak od obidoksima
in vivo kod trovanja paraoksonom i tabunom zbog vece ucinkovitost u reaktivaciji inhibirane

AChE na periferiji.}*® Pretpostavlja se to moze bit i posljedica u¢inka oksima K027 i K048 na

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 102

MAChR u parasimpatickom zivéanom sustavu i nNAChR u autonomnim ganglijima u
neuromuskularnim sinapsama.'*® Medutim, utvrdene koncentracije u mozgu nisu dovoljne za
znadajnu reaktivaciju inhibirane AChE u sinapsama SZS-a.281%% Kako bi se povecala lipofilnost
i eventualno poveéala sposobnost penetracije u SZS, sintetiziran je analog oksima K203 s
vezanim atomom fluora, oksim KR-22836.%8-°0 Smatra se da fluor poveéava lipofilnost spojeva
I u PAMPA testu je doista pokazano da se penetracija oksima s vezanim fluorom povecava S
povecéanjem broja atoma fluora u strukturi oksima.*® KR-22836 je pokazao nesto vecu zastitu
SZS-a u usporedbi sa samim K203, ali nije pokazao ve¢i stupanj reaktivacije inhibirane AChE
u mozgu $to sugerira da je povecana zastita vjerojatno rezultat direktnog utjecaja KR-22836 na
neke druge farmakoloske mete u SZS-u.>° Stoga su novosintetizirani klorpiridinijevi oksimi,
analozi potentnih reaktivatora K027, K048 i K203 na ¢ije je strukture dodan jedan (K865,
K866, K867) ili dva (K868, K869, K870) atoma klora na polozaj 3, odnosno polozaje 3 i 5
piridinijevog prstena s oksimskom skupinom (slika 5.3). Navedeni oksimi se medusobno
razlikuju prema vrsti poveznice koja povezuje dva piridinijeva prstena: oksimi K865, K868,
K027 i TMB-4 imaju propilensku, oksimi K866, K869, K048 i K074 butilensku, a oksimi
K867, K870, K203 i KO75 imaju but-2-ensku poveznicu.

X
o O” o
N \ | /\/\/N\ /\/\/N\
v N\/\/N

X,Y=-H,-H K027 X, ¥Y=-H-H K048 X, ¥=-H,-H K203
X, Y=-Cl,-H K865 X,Y=-Cl,-H K866 X, Y¥=-Cl-H K867
X,Y=-Cl-Cl K868 X,Y=-CI-Cl K869 X, ¥=-Cl-Cl K870

Slika 5.3. Analogni oksimi koji se razlikuju u supstituentima (-H ili —Cl) na polozajima 3 i 5 piridinijevog prstena.

Farmakoloski potencijal pojedinaéne skupine oksima analiziran je procjenom njihovog
farmakodinami¢kog 1 farmakokinetickog profila. Farmakodinamicki tj. reaktivacijski
potencijal pojedinih oksima ustanovljen je odredivanjem reaktivacijskih parametara kinetickim
pokusima te je taj reaktivacijski potencijal povezan sa strukturnim karakteristikama pojedinih
oksima. Reaktivacijski potencijal proizlazi iz nukleofilnog potencijala oksima, koji ovisi 0
kiselo-baznoj konstanti disocijacije oksimske skupine (Kz) i za koju je preporuc¢eno da bude u
rasponu izmedu 7,3 i 8,0.2° Za hidroksipiridinske oksime pokazano je da pKa vrijednosti
oksimske skupine izmedu 8,0 i 8,2 zbog Cega je pretpostavljeno da imaju umjereni nukleofilni

potencijal. Kod klorpiridinijevih oksima pKa vrijednosti su bile nize (7,53 — 7,68) $to osigurava
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ostvarivanje vec¢eg udjela nukleofilnijeg oblika oksima (oksimata) pri fizioloskom pH 7,4 od
analognih piridinijevih oksima bez atoma klora, a istovremeno i ve¢i nukleofilni potencijal
Klorpiridinijevih  oksima u odnosu na hidroksipiridinske oksime. Dodatno, svi
hidroksipiridinski oksimi i klorpiridinijevi oksimi su inhibirali kolinesteraze s konstantama
disocijacije oksim-enzim kompleksa, Ki, u mikromolarnom podrucju. Afinitet AChE prema
oksimima kretao se redom GM508 > JR585 > GMA415 > JR595 > RMO048, dok je kod
Klorpiridinijevih oksima afinitet AChE rastao proporcionalno povecanju broja atoma klora
vezanih na piridinijev prsten. Obi¢no fosfilirani enzim ima nizi afinitet od neinhibiranog enzima
prema oksimima zbog toga Sto nastali konjugat sprjecava interakcije koje oksimom ostvaruje
sa slobodnim enzimom,%+1% te je afinitet svih testiranih fosfiliranih AChE bio niZi od afiniteta
nefosfilirane AChE prema tri hidroksipiridinska oksima (JR585, JR595, GM508) i svim
Klorpiridinijevim oksimima osim K865. Opcenito je reaktivacija pomocu hidroksipiridinskih
oksima bila naju¢inkovitija u sluc¢aju AChE fosfilirane VVX-om, paraoksonom i sarinom zbog
visokih maksimalnih brzina reaktivacije (k+2 od 0,3 do 0,7 min), a koje su kod reaktivacije
AChE fosfilirane ciklosarinom i tabunom bile nize (k+20d 0,01 do 0,1 min't). Hidroksipiridinski
oksimi su imali visoke brzine reaktivacije i u slu¢aju BChE fosfilirane ciklosarinom
(k2 do 0,5 mint), umjerene kod reaktivacije BChE fosfilirane VX-om i paraoksonom
(k+2 do ~ 0,1 min), a za sarin i tabun je njihov reaktivacijski potencijal bio slab. Najbolji
reaktivacijski potencijal u reaktivaciji oba enzima inhibirana ve¢inom OP spojeva pokazali su
oksimi JR595, RM048 i GM415 i to je vidljivo na slici 5.4. gdje je prikazana ovisnost brzina
reaktivacije fosfilirane AChE o koncentraciji pojedinog hidroksipiridinskog oksima.
Molekulskim pristajanjem oksima JR595, RMO048 i GMA415 u konjugate VX-AChE ili
VX-BChE predvidene su nekovalentne interakcije koje mogu biti uzrokom razli¢itih afiniteta
ovih konjugata enzima prema navedenim oksimima (vidi tablicu 4.5). Visok afinitet AChE
inhibirane VX-om prema oksimu GM415 (Ki= 10 pmol dm™) moze se objasniti predvidenom
interakcijom njegove 6,7-dimetoksi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolinske skupine s Trp286 na
perifernom anionskom mjestu AChE te se ¢ini da je taj visok afinitet glavni razlog iznimno
visokog ukupnog reaktivacijskog potencijala GM415 za AChE inhibiranu VX-om. Analogno,
kod BChE na odgovaraju¢em mjestu se nalazi alanin, mala alifatska aminokiselina koja ne
moze stabilizirati oksim nekovalentnim interakcijama. Stoga je afinitet inhibirane BChE za
GM415 oko 13 puta nizi od afiniteta inhibirane AChE $to rezultira slabijim ukupnim
reaktivacijskim potencijalom za inhibiranu BChE (ki (AChE/BChE) ~ 40).
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Slika 5.4. Odnos ovisnosti konstanti brzine reaktivacije (Kobs) AChE inhibirane razli¢itim OP spojevima 0
koncentraciji pojedinih hidroksipiridinskih (lijevo) i klorpiridinijevih (desno) oksima.
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Medutim, i u kristalnoj strukturi neinhibiranog enzima TcCAChE u kompleksu s RM048 je
uocena nekovalentna interakcija izmedu morfolinskog prstena oksima i perifernog anionskog
mjesta enzima (slika 5.2), a unato¢ tome je afinitet AChE prema RMO048 bio tek umjeren
(Ki = 170 umol dm™®). Takva interakcija nije predvidena u modeliranom kompleksu oksima
RMO048 i AChE inhibirane VVX-om, ali je afinitet AChE inhibirane VX-om prema RM048
(Ki = 120 pmol dm™) ostao priblizno jednak afinitetu neinhibiranog enzima. Stoga se ¢ini da
afinitet AChE prema nekom od hidroksipiridinskom oksimu nije isklju¢ivo rezultat interakcije
oksima s perifernim anionskim mjestom enzima. Za oksim JR595 s najkra¢om poveznicom i
morfolinskim prstenom takoder nije predvidena interakcija s perifernim anionskim mjestom
AChE inhibirane VX-om, ali je on imao najveéu maksimalnu brzine reaktivacije
(ke = 0,7 min) za taj konjugat. Povoljan ukupan reaktivacijski potencijal pojedinih
hidroksipiridinskih oksima nije produkt isklju¢ivo visokog afiniteta prema enzimu, $to je
pokazano i u slucaju oksima GM508 prema kojem su oba enzima, neinhibirana i inhibirana
AChE imala najveci afinitet, a koji je pokazao lo§ reaktivacijski potencijal temeljem ki
konstanti. Iz navedenog proizlazi da interakcija oksima s perifernim anionskim mjestom nije
preduvjet za velik afinitet enzima prema oksimu, kao ni da velik afinitet enzima prema oksimu

nije preduvjet za uspjesnu reaktivaciju.

Pojedini klorpiridinijevi oksimi pokazali su se vrlo ué¢inkovitim reaktivatorima u slu¢aju
fosfilirane AChE zbog visokih maksimalnih brzina reaktivacije, ali i visokog afiniteta
inhibiranog enzima prema oksimima (tablica 4.16 — 4.20) te je ovisnost brzine reaktivacije o
koncentraciji pojedinog oksima prikazana na slici 5.4. lzuzetno potentan klorpiridinijev
reaktivator bio je 3,5-diklorpiridinijev oksim s propilenskom poveznicom izmedu piridinijevih
prstena, oksim K868; primarno u reaktivaciji AChE inhibirane ciklosarinom, VVX-om i sarinom,
a manje u reaktivaciji AChE inhibirane paraoksonom. S druge strane, za AChE inhibiranu
tabunom je K868 bio potpuno neucinkovit i opcenito su 3-klorpiridinijevi oksimi bili
ucinkovitiji reaktivatori AChE inhibirane tabunom od 3,5-diklorpiridinijevih oksima. Analizom
reaktivacijskih parametara analognih piridinijevih oksima s propilenskom poveznicom koji se
razlikuju u broju atoma klora vezanih na piridinijev prsten s oksimskom skupinom (K027 bez
klora, K865 s jednim klorom i K868 s dva klora) pokazano je da afinitet AChE inhibirane
sarinom, ciklosarinom i VX-om raste s brojem atoma klora vezanih na piridinijev prsten sto je
istovremeno uzrok i analognog rasta ukupnog reaktivacijskog potencijala. U slucaju AChE

inhibirane paraoksonom i tabunom, najveci afinitet je uocen za oksim s jednim klorom (K865).
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Analizom modeliranih kompleksa AChE inhibirane ciklosarinom ili tabunom i istih analognih
piridinijevih oksima K027, K865 i K868, nisu ustanovljene znacajne razlike u smjestanju
oksima koje bi mogle objasniti razlike u njihovom reaktivacijskom potencijalu. Takoder, za
oksim K868 se predvida stvaranje nekovalentnih interakcija izmedu njegova dva atoma klora
vezanih na piridinijev prsten i aminokiselina Zdrijela u modeliranim kompleksima s oba
konjugata AChE (inhibirana ciklosarinom i tabunom). Prema rezultatima reaktivacije, moze se
zakljuc¢iti da navedene interakcije izmedu K868 i inhibiranog enzima mogu rezultirati
stabilizacijom oksima u produktivnoj konformaciji, pogodnoj za u¢inkovitu reaktivaciju, kao
§to je slucaj u reaktivaciji AChE inhibirane ciklosarinom, ili pak iste interakcije mogu
stabilizirati oksim u neproduktivnoj konformaciji kao Sto je slucaj za smjestanje u zdrijelu
AChE inhibirane tabunom. Navedeno potvrduje vaznost utjecaja OP ostataka vezanog za serin
na uspjeSnost reaktivacije pojedinim oksimom te ukazuje na to koliki je izazov pronaci

univerzalno uc¢inkovit reaktivator.

Budu¢i da se BChE uglavnom nalazi u plazmi, odredivanje reaktivacije BChE
inhibirane OP spojevima sluzi kao procjena mogu li se oksimi smatrati korisnima za
pseudokataliti¢cko razgradivanje OP spojeva u krvi.}®1% Medutim, BChE inhibirana OP
spojevima i dalje je izazov za reaktivaciju te je u opseznoj analizi reaktivacijskog potencijala
Sirokog spektra kvaternih piridinijevih oksima pokazano da nijedan testirani oksim nije
perspektivni reaktivator fosfilirane BChE.!®” To je pokazano i za ovdje testirane
Klorpiridinijeve oksime. S druge strane, hidroksipiridinski oksimi pokazali su odredenu
ucinkovitost u reaktivaciji fosfilirane BChE, pogotovo za slu¢aj BChE inhibirane ciklosarinom,
a zatim i VX-om i paraoksonom. Oksimi JR595 i GM415, kao predstavnici potentnih
hidroksipiridinskih reaktivatora, pokazali su ucinkovitu pseudokataliticku razgradnju OP

spojeva (VX, sarin, ciklosarin i paraokson) u punoj krvi ex vivo.%?

Nadalje, analizom lipofilnosti, polarnosti i fleksibilnosti oksima moze se procijeniti
njihova distribucija u organizmu, prije svega prolazak kroz KMB-u. lako hidroksipiridinski
oksimi pri fizioloskom pH imaju uglavnom protonirani tercijarni atom dusika, oni istovremeno
stvaraju i1 udio neioniziranih molekulskih vrsta za koje se o¢ekuje brzi pasivni transport kroz
membrane. A osim toga, oksimi s protoniranim tercijarnim atomom dusika mogu preko
interakcije s negativno nabijenim fosfolipidima membrane biti uneseni u membranu gdje dolazi

do smanjena pKa vrijednosti tercijarne amino skupine i do otpustanja protona $to omogucéava
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prolazak molekule na drugu stranu membrane.'® Opéenito, predvidena lipofilnost
hidroksipiridinskih spojeva, potvrdena i eksperimentalno (Chrom logD74 od 1,0 do 5,0), navodi
na zakljuak da se mogu ostvariti povoljne interakcije izmedu ovih oksima i fosfolipidnog
dvosloja bitne za prijenos molekule kroz membranu. Za prolazak kroz membranu je bitna i
umjerena fleksibilnost molekule (RB < 8), sto vecina hidroksipiridinskih oksima zadovoljava,
tj. nije preniska da ne dozvoljava kretanje molekule kroz membranu, ali ni prevelika da se
prilagodava i ulazi u ¢vrste interakcije s lipidnim lancima dvosloja koji onemogucavaju izlazak
iz membrane. lako vecina hidroksipiridinskih oksima ima povoljan broj donora i akceptora
vodikovih veza, svi imaju vrijednosti ukupne polarne povrsine molekule jednaku ili nesto ve¢u
od gornje granice preporu¢enog raspona ( 60 — 70 A?).1% Medutim, u konaénici svi oksimi,
osim oksima GM508, zadovoljavaju vecinu kriterija za lijekove koji pokazuju djelovanje u
S7ZS-u, a koji se temelje na definiranim gornjim grani¢nim vrijednostima najbitnijih fizikalno-
kemijskih svojstava,'®® kako je i prikazano na slici 5.5. Takoder, algoritam koji su predstavili
Wager i suradnicit®-2! koristan je za procjenu potencijala da molekula pokazuje farmakoloski
u¢inak u SZS-u te se temelji na pojedinatnom bodovanju razli¢itih fizikalno-kemijskih
svojstava (logP, logD, TPSA, M, HBD i pKa), a produkt tog bodovanja oznacava se kao CNS
MPO (Central Nervous System Multi-Parameter Optimization) i nalazi se u rasponu 0 — 6.
Prema njemu su svi hidroksipiridinski oksimi povoljno bodovani, tj. imaju CNS MPO > 4
(tablica 5.1), osim oksima GM508, te se stoga procjenjuje da vecina hidroksipiridinskih oksima

ima visoku vjerojatnost prolaska kroz KMB-u.

Mx 102 /g mol?

RB A logP
-~~~ JR585
- -~ JR595

=-===RM048

GM415
HBA PSAx 101 / A2

-==-GM508

s Preporuka

HBD

Slika 5.5. Fizikalno-kemijska svojstva hidroksipiridinskih oksima (molarna masa, M; koeficijent lipofilnosti,
logP; podrugje polarne povrsine, PSA; broj donora i akceptora vodikovih veze, HBD i HBA, broj veza koje se
rotiraju, RB) odredenih in silico u odnosu na preporu¢ene vrijednosti tih svojstava (crvenom linijom oznacena
gornja grani¢na vrijednost) za lijekove s djelovanjem u SZS-u.1%
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Mogucnost pasivnog transporta hidroksipiridinskih oksima testiran je i in vitro metodom
odredivanja prolaska kroz umjetnu membranu od ekstrakta lipida iz svinjskog mozga u tzv.
PAMPA testu (engl. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) u suradnickom
laboratoriju u Barceloni, Spanjolska.’®® Pokazano je da svi hidroksipiridinski oksimi imaju
visoke brzine penetracije kroz membranu (6 — 30 - 10 cm s?) (tablica 5.1) sto je poboljsanje
u odnosu na standardne oksime HI-6 i 2-PAM koji u slicnom PAMPA testu postizu niske brzine
penetracije kroz membranu (< 3 - 108 cm s1).202

Tablica 5.1. Produkt bodovanja razligitih fizikalno kemijskih svojstava hidroksipiridinskih oksima (CNS MPO)?
te permeabilnost oksima (Pe) kroz umjetnu membranu odredena PAMPA testom.”

Oksim CNS MPO Pe (10° cms™)

JR585 45 30,1 +£5,5 (SZS +)
JR595 5,5 6,1 +0,5 (SZS +)
RMO048 55 8,1 £0,31 (SZS +)
GM415 4,5 12,1 £ 1,9 (SZS +)
GM508 2,1 12,8 £ 1,5 (SZS +)

3Fizikalno-kemijska svojstva (M, TPSA, HBD, HBA, RB, logP, pKa vrijednosti tercijarne amino skupine) bodovana prema
ref. 199 — 201; lijekovi s djelovanjem u SZS-u imaju CNS MPO > 4 (skala 0 — 6); "Spojevi s visokom brzinom penetracije
(Pe>5,157 - 10° cm s) oznaGeni su kao (SZS +). Podaci iz ref. 102.

lako je prema in silico odredenim vrijednostima fizikalno-kemijskih svojstava
hidroksipiridinskinh oksima utvrdeno da oksimi JR585, JR595 i RMO048 imaju najvecu
vjerojatnost prolaska kroz KMB-u pasivnim transportom, brzina penetracije u in vitro testu bila
je redom: JR585 > GM508 ~ GM415 > RM048 > JR595. Brzina penetracije u PAMPA testu
vise je korelirala s in vitro odredenim Chrom logD7 4 vrijednostima, izuzev oksima JR585 Kkoji
je imao najmanju vrijednost koeficijenta lipofilnosti (1,23), ali s druge strane i najmanju
vrijednosti ukupnog podru¢ja polarne povrsine (69 A?) §to je vjerojatno rezultiralo pokazanom
najbrzom brzinom penetracije u PAMPA testu. Medutim, potrebno je naglasiti da PAMPA test
pokazuje isklju¢ivo brzinu pasivnog transporta kroz lipidni dvosloj sSto izostavlja doprinos
aktivnih transportera ili pumpi kojima je KMB bogata i koji u organizmu sudjeluju u prijenosu
gitavog niza supstrata u ili iz mozga.}*>'*" Analizom fizikalno-kemijskih svojstava
klorpiridinijevih oksima i eksperimentalno odredenom lipofilnosti piridinijevih oksima (Chrom
logD7,4 <—0,32) utvrdeno je da se zbog kvaternog atoma dusika (pozitivnog naboja) ne postize
znacajno povecanje lipofilnosti klorpiridinijevih oksima u odnosu na analogne oksime bez
klora, odnosno oni i dalje imaju hidrofilni karakter $to otezava prolazak molekule kroz
KMB-u. Rezultati PAMPA ispitivanja klorpiridinijevih oksima, napravljenog u suradni¢kom
laboratoriju u Hradec Kralové, Ceska Republika, prikazani su u tablici 5.2. Klorpiridinijevi

oksimi pokazuju 3 — 6 puta vecu brzinu penetracije preko membrane od analognih piridinijevih
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oksima bez klora ili standardnih piridinijevih oksima 2-PAM i HI-6, ali i najmanje dva puta
nizu od hidroksipiridinskih oksima. Oksimi s but-2-enskom poveznicom izmedu piridinijevih
prstenova pokazali su najvece brzine permeabilnosti u odnosu spojeve s propilenskom i
butilenskom poveznicom u strukturi. Stoga, iako su klorpiridinijevi oksimi pokazali poboljSanje
reaktivacijske ucinkovitosti AChE inhibirane ve¢inom OP spojeva, ne predvida se da bi oni
ostvarili znacajno vise koncentracije u mozgu od onih pokazanih za standardne oksime
(maksimalno 10 % koncentracije u krvi).}1”® S obzirom na navedene rezultate, od dviju skupina
novosintetiziranih oksima, kao perspektivnija skupina reaktivatora koja bi mogla pokazati
uc¢inkovitiju reaktivaciju inhibirane AChE u mozgu u odnosu na standardne oksime, odabrana
je skupina hidroksipiridinskih oksima i provedena su daljnja ispitivanja.

Tablica 5.2. Permeabilnost (Pe) klorpiridinijevih i piridinijevih oksima bez klora kroz umjetnu membranu
odredena PAMPA testom.?

Oksim Pe (10°° cm s1)P

K865 1,40 + 0,17 (SZS -)
K866 1,00 + 0,12 (SZS -)
K867 2,60 + 0,23 (SZS +/-)
K868 1,73 + 0,20 (SZS -)
K869 1,40 + 0,14 (SZS -)
K870 2,21+ 0,32 (SZS +/-)
K027 0,33+ 0,03 (SZS -)
K048 0,34 + 0,08 (SZS -)
K203 0,45 + 0,04 (SZS -)
2-PAM 0,36 + 0,16 (SZS -)
HI1-6 0,84+ 0,19 (SZS -)

apodaci iz ref. 173; "Spojevi s niskom, srednjom ili visokom penetraciju ozna¢eni su kao (SZS -), (SZS -/+), odnosno (SZS +).

Budu¢i da je potvrdena visoka lipofilnost hidroksipiridinskih oksima, moguce je ocekivati
odredenu akumulaciju tih oksima u tkivima, pa temeljem toga i da pokazuju veéi toksi¢ni
potencijal od standardnih oksima. U nekoliko stani¢nih linija je ispitan citotoksi¢ni u€inak
nakon 24-satnog tretmana s najuéinkovitijim reaktivatorima (JR595, RM048 i GM415). Jedino
je oksim GM415 pokazao citotoksi¢an ucinak pri in vivo relevantnim nizim mikromolarnim
koncentracijama (ICso = 100 — 160 pmol dm). Dodatno, kako bi se utvrdilo hoée li nova
potencijalna terapija trovanja OP spojevima imati sinergistican ili antagonistican u¢inak na
jedan od sekundarnih mehanizama neurotoksi¢nosti uzrokovanih OP trovanjem - oksidacijski
stres, u stani¢nim linijjama SH-SYS5Y 1 1321N1, kao stanicama koje preteZito nalazimo u
S7ZS-u, ispitano je povecanje indukcije ROS spojeva uslijed tretmana s oksimima u odnosu na
netretirane stanice. S obzirom da je pokazana povecana indukcija ROS vrsta u stani¢nim

linijama uslijed tretmana oksimima JR595, RM048 i GM415 u odnosu na netretirane stanice,
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gdje GM415 pokazuje daleko najvecu indukceiju, potrebno je u buduénosti dodatno analizirati i
provjeriti utjecaj izazvanog oksidacijskog stresa te moze li se stanica oduprijeti tim koli¢inama
ROS spojeva pomocu vlastitog antioksidacijskog sustava. Dalje, a obzirom da su lipofilni
lijekovi esto supstrati CYP450 metabolickih enzima u jetri, 3 testirala se i metabolicka
stabilnost hidroksipiridinskih oksima inkubacijom s ljudskim mikrosomima. S obzirom na
rezultate, oksimi JR595 1 RM048 su se pokazali metabolicki stabilnim spojevima, JR585 i
GM415 metabolicki umjereno stabilnim spojevima, a GM508 izuzetno metabolicki nestabilnim
spojem. Veca metaboli¢ka stabilnost je bitna za dulje odrzavanje postignutih koncentracija
oksima u organizmu te su prema tome oksimi JR595 i RMO048 najpovoljniji za primjenu u

terapiji.

Konac¢an odabir vodeéeg reaktivatora iz hidroksipiridinske skupine temeljio se
prvenstveno na rezultatima in vitro reaktivacije fosfilirane AChE prema kojima su izdvojena
tri obecavajuca reaktivatora: JR595, RM048 i GMA415. Dalje, analizom in silico vrijednosti
fizikalno-kemijskih svojstava ovih oksima je zakljuceno da oksimi JR595 i RM048 imaju
najpovoljnija svojstva za prolazak kroz KMB-u, prvenstveno zbog najveceg udjela
neioniziranih mikrospecija koje ostvaruju pri fizioloskom pH te manje polarnosti molekula.
Buducdi da je oksim GM415 brze difundirao kroz umjetnu membranu in vitro u PAMPA testu,
rezultati testiranja citotoksi¢nog potencijala i indukcije oksidacijskog stresa u stani¢nim
linijjama dodatno posluzili su za eliminaciju GM415 kao kandidata za daljnje testiranje
antidotskog potencijala. Nadalje, kako je pokazano da visok afinitet inhibiranog enzima prema
oksimu nije preduvjet za uspjesnu i brzu reaktivaciju, za daljnja testiranja odabran je oksim
JR595 koji je u in vitro testovima ostvario najvece maksimalne brzine reaktivacije fosfiliranih

kolinesteraza.
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Slika 5.6. Ovisnost koncentracije JR595 u krvi o proteklom vremenu od i.m. primjene (100 mg kg™) s naznadenom
ostvarenom maksimalnom koncentracijom (Cmax) i viemenom potrebnom za postizanje te koncentracije (tmax).
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Daljnje testiranje antidotskog potencijala oksima JR595 je ukljucivalo preliminarno ispitivanje
njegovog farmakokinetickog profila na modelu misa za Sto je pripremljena TFA sol oksima
JR595 povecane topljivosti u fizioloskoj otopini. Spoj je apliciran i.m. u dozi od 100 mg kg,
dozi koja nije uzrokovala znakove toksi¢nosti u miSeva. Ovisnost koncentracije JR595 u krvi o
proteklom vremenu od aplikacije je pokazala uobicajen profil za i.m. primjenu lijekova
(slika 5.6).

10004

t1’12 / min
=

— Sarin
— Ciklosarin
14 = VX
Tabun
— Paraokson

‘ ' oo ' ‘ "
107 104 10 10+ 10 102 10°4

JR595 / mol dm™

Slika 5.7. Ovisnost poluvremena ti, za postizanje maksimalne reaktivacije fosfilirane AChE o koncentraciji
oksima JR595. Plavo oznaceno podrudje su koncentracije JR595 izmedu 60 i 100 pmol dm.

Maksimalna koncentracija u krvi (Cmax) 0d oko 100 pmol dm™ ostvarena je 39 minuta od
aplikacije. Vidljivo je da lipofilnost JR595 nije uzrokovala znacajno sporiju apsorpciju iz
miSica u krv kako bi se moZda moglo ocekivati kada se usporedi s farmakokinetickim profilima
i.m. primijenjenih standardnih oksima s ve¢om topljivos¢u u vodi.?®® Ovi preliminarni rezultati
farmakokinetike oksima JR595 su omogucili daljnju analizu terapijskog potencijala oksima
JR595 u periodu od 30. do 50. minute cirkulacije kada je koncentracija JR595 bila najveca,
tj. izmedu 60 i 100 umol dm™. Prema reaktivacijskim parametrima analizirana je ovisnost
poluvremena reaktivacijskog maksimuma o koncentraciji oksima kako je prikazano na
slici 5.7.89204 Smatra se da je za oporavak od trovanja OP spojem dovoljna reaktivacija 30 %
enzima u krvi u $to kracéem vremenu te su odredena vremena potrebna za postizanje tog postotka
reaktivacije AChE (na koju otpada 80 % aktivnosti kolinesteraza u krvi)!%? s koncentracijama
60 i 100 pmol dm™ ovisno o OP spoju (tablica 5.3). Zakljugeno je da bi se terapijski ucinak
oksima JR595 kod trovanja VX-om, sarinom i paraoksonom mogao ostvariti u vremenu od
2 — 20 minuta, a kod trovanja ciklosarinom u 20 — 30 minuta. Jedino bi u slu¢aju tabuna

reaktivacijski u¢inak oksima JR595 bio preslab s obzirom na prikazani farmakokineticki profil,
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te bi za postizanje terapijskog uc¢inka bilo potrebno odrzavati navedene koncentracije duze od

3 sata, Sto bi bilo moguce tek visestrukom primjenom oksima.

Tablica 5.3. Maksimalna reaktivacija AChE u in vitro pokusima (Reaktms, %), poluvrijeme postizanja Reaktma, tis,
i vrijeme potrebno da se reaktivira 30% AChE, tz0,% s 60 i 100 pmol dm koncentracijama JR595.

Paraokson | Ciklosarin
Reaktmax / % 100 100 80 100 80
tyz / min 6 13 30 63 340
tso / min 3,1 6,7 20,3 32,4 230
tiz / min 4 9 18 41 221
ts0 / min 2,1 4,6 12,2 21,1 150

3Kada je Reaktmax = 100 %, onda je tso = t12 * 0,514, odnosno kada je Reaktmax = 80 % onda je tso = tu2 * 0,678.

Oksim JR595 je postigao koncentracije u mozgu koje iznose 6 — 26 % koncentracije spoja u
krvi §to tek donekle pokazuje mogucnost odredenog poboljsanje u reaktivaciji inhibirane AChE
u mozgu u odnosu na standardne oksime za koje je pokazano da u mozgu ostvaruju maksimalno
10 % njihove koncentracije u krvi.??*3° Buduéi da su ostvarene koncentracije u mozgu nize
od ocekivanih, potrebno je dodatno ispitati mogucnost da je oksim JR595 supstrat transportnih
pumpi (pr. P-gp) koje izbacuju Sirok spektar molekula iz mozga u krv i time umanjuje njihov
u¢inak u mozgu. Tom problemu moglo bi se dosko¢iti koristenjem inhibitora P-gp pumpi.?®
Takoder, veca reaktivacija AChE inhibirane paraoksonom u mozgu Stakora uoc€ena je nakon

primjene GM415 uklopljenog u nanocestice (30 % kroz 5 sati) u odnosu na reaktivaciju nakon

primjene slobodnog oksima GM415 (< 5%).2%

Iz cjelokupnog istrazivanja mogu se izvesti odredeni zakljucci i preporuke za daljnji
razvoj i dizajn novih reaktivatora. Teoretski izvedene preporuke za vrijednosti reaktivacijskih
parametara jesu da afinitet prema reaktivatoru treba biti umjeren (Kox < 100 pmol dm?®), a
ostvarene maksimalne brzine reaktivacije, k+2, veée od 0,1 min~'.2%" Afinitet fosfiliranih AChE
za JR595 je bio od najveéi u slu¢aju inhibicije VX-om i sarinom (Kox ~ 300 pmol dm) te bitno
nizi u slucaju ostalih OP spojeva. Medutim, zbog visokih brzina maksimalne reaktivacije
(od 0,1 — 0,7 min™) predvida se dovoljan terapijski ué¢inak kod svih OP spojeva osim tabuna.
PoboljSanje u smislu povecavanja afiniteta pruzilo bi mogucénost ili duljeg djelovanja oksima
in vivo ili primjene nizih doza oksima. Za postizanje ve¢ih brzina pasivnog transporta
hidroksipiridinskih oksima kroz KMB-u trebalo bi sniziti polarnost molekule. Kona¢no, iako
se od hidrofilnih Klorpiridinijevih oksima ne ocekuje ostvarivanje visokih koncentracija u

mozgu, njihov reaktivacijski potencijal predstavlja napredak u odnosu na postojece piridinijeve

Tamara Zorbaz Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 113

oksimima. Stoga, dodatak klora na piridinijev prsten s oksimskom skupinom, koji omogucava
snizenje pKa vrijednosti oksimske skupine te povecanje nukleofilnog potencijala oksima,
svakako moze biti preporuka u dizajnu novih serija reaktivatora. Medutim, sam dodatak klora
ne rezultira nuzno optimalnim smjestanjem i stabilizacijom oksima u zdrijelu enzima
inhibiranog razli¢itim OP spojevima. U tome vaznu ulogu ima i ostatak strukture, tj. ugljikov
lanac izmedu piridinijevih prstenova i na primjeru klopiridinijevih oksima testiranih u ovoj
disertaciji je propilenski lanac bio znatno povoljniji od butilenskog ili but-2-enskog lanca za
vecinu testiranih OP spojeva, ali ne i za tabun. Iako je uoc¢ena indukcija oksidacijskog stresa
Klorpiridinijevim oksimima s propilenskom poveznicom u stani¢nim linijama zivéanog sustava,
daljnjem razvitku tih oksima pogoduje ¢injenica da ne pokazuju citotoksi¢nost pri farmakoloski

relevantnim koncentracijama, jednako kao ni njihov analog bez klora, K027.

In silico i in vitro detaljna evaluacija farmakoloske ucinkovitosti novosintetiziranih
antidota za trovanje OP smatra se novim pristupom u analizi reaktivatora fosfiliranih AChE,
kojim je omoguéen racionalni odabir vodec¢eg oksima ve¢ u ranoj fazi istrazivanja, prije in vivo
testiranja. Takav pristup smanjuje moguénost naknadnog uocavanja potencijalnih nedostataka

novih reaktivatora u in vivo sustavu te usmjerava daljnji razvoj novih reaktivatora.
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§ 6. ZAKLJUCAK

e Sveobuhvatnom analizom reaktivacijskih i farmakoloskih karakteristika oksima u in
silico, in vitro i in vivo uvjetima pokazan je potencijal i prednost novih skupina oksima
u terapiji trovanja OP spojevima u odnosu na oksime koji se danas koriste u medicinskoj
praksi.

e Najucinkovitiji reaktivator fosfilirane AChE iz skupine hidroksipiridinskih oksima
je bio oksim 2[(hidroksiimino)metil]-6-[4-(morfolin-4-il)butil]piridin-3-ol (JR595)
zbog najvisih maksimalnih brzina reaktivacije. Molekulskim modeliranjem je pokazano
da se oksim JR595 u aktivnom mjestu inhibiranog enzima smjes$ta povoljno za
nukleofilni napad. Takoder, JR595 ima fizikalno-kemijska svojstva povoljna za
prolazak kroz KMB-u, nije citotoksic¢an u fizioloski relevantnim koncentracijama te nije
podloZzan razgradnji CYP450 metabolickim enzimima. U preliminarnom in vivo
farmakokinetickom ispitivanju na modelu misa potvrden je prolazak JR595 u mozak
(do 26 % koncentracije u krvi).

e Iz skupine klorpiridinijevinh oksima, u reaktivaciji AChE inhibirane ciklosarinom,
VX-om i sarinom posebno se isti¢e 4-karbamoil-1-(3-{3,5-dikloro-4-[(hidroksiimino)
metil]piridinil}propil) piridinijev dibromid (K868) zbog visokog udjela nukleofilnije
deprotonirane oksimske skupine te njezinog povoljnog smjestanja u blizini fosfiliranog
katalitickog serina, stabiliziranog hidrofobnim-z-alkilnim interakcijama izmedu atoma
klora i aminokiselina aktivnog mjesta inhibiranog enzima. Lipofilnost klorpiridinijevih
oksima nije znacajno ve¢a u odnosu na analogne piridinijeve oksime bez klora, a manja
je od lipofilnosti hidroksipiridinskih oksima te se ne predvida da ¢e klorpiridinijevi
oksimi posti¢i visoke koncentracije u mozgu.

e U reaktivaciji fosfilirane BChE istaknuli su se hidroksipiridinski oksimi, posebice u
slu¢aju ciklosarina, VX i paraoksona, kada su pokazali ucinkovitiju reaktivaciju od
oksima HI-6 ili 2-PAM. To ih ¢ini potencijalnim kandidatima za pseudokataliticko
razgradivanje OP spojeva u krvi.

e Na osnhovu svih rezultata ove disertacije izgledno je da obje skupine oksima

predstavljaju ishodne spojeve za daljnji razvoj antidota za u¢inkovitu reaktivaciju AChE
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inhibirane raznim OP spojevima u perifernim neuromuskularnim sinapsama i krvi, a
hidroksipiridinski oksimi imaju potencijal i za reaktivaciju AChE u mozgu.

e Ovakav pristup analizi novosintetiziranih reaktivatora omogucéava bolji probir vodecih
spojeva od uobicajene analize bazirane samo na reaktivacijskoj u¢inkovitosti oksima i
stoga se preporuca prije in vivo testiranja u smislu uvazavanja op¢eprihvacéenih pravila

za zaStitu zivotinja.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Kratica Znacenje

1321N1 adherentne glija stanice astrocitoma ljudskog mozga

2-PAM 2-[(hidroksiimino)metil]-1-metilpiridinijeva sol

ABC transporter koji koristi ATP (engl. ATP-binding cassete)

AChE acetilkolinesteraza

ADME engl. adsorption, distribution, metabolism, excretion

AMT transcitoza potaknuta adsorpcijom (engl. adsorptive-mediated transcytosis)

ATCh acetiltiokolin jodid

ATP adenozin-trifosfat

BChE butirilkolinesteraza

BCRP protein rezistencije na karcinom dojke (engl. breast cancer resistance
protein)

BSA albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

CHARMM Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics

CHI kromatografski odreden indeks hidrofobnosti

Chrom logD logD odreden in vitro kromatografskom analizom

Ciklosarin O-cikloheksil-metilfosfonofluoridat

Clint in vitro intrinzi¢ni klirens spoja

Clin vivo predvideni in vivo klirens spoja

Cmax maksimalna koncentracija spoja u krvi

CYP450 citokrom P450 enzimski sustav

DAM 3-(hidroksiimino)butan-2-on

DCFH-DA 2’ 7’-diklorofluorescin diacetat

DCF 2’,7’-diklorofluorescin

DMEM engl. Dulbecco's Modified Eagle's medium

DMSO dimetil-sulfoksid

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

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina

EMEM engl. Eagle's Minimum Essential Medium
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FBS
GABA
GLUT1
GM415

GM508

HBA
HBD
HepG2
HI-6

HPLC
JR585
JR595
JR595 TFA
K027

K048

K203

K865

K866

K867

K868

K869

K870

KMB
LBF

fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)
y-aminomaslacna kiselina
engl. glucose transporter 1

6-[5-(6,7-dimetoksi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-2-il)pentil]-2-
[(hidroksimino)metil]piridin-3-ol

6-(5-{1-[4-(dimetilamino)fenil]-6,7-dimethoksi-1,2,3,4-
tetrahidroizokinolin-2-il}pentil)-2-[(hidroksiimino)metil]piridin-3-ol

broj akceptora vodikovih veza (engl. hydrogen bond acceptors)
broj donora vodikovih veza (engl. hydrogen bond donors)
adherentne epitelne stanice ljudskog hepatoma
4-karbamoil-1-[({2-[(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)metil]
piridinijeva sol

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
2-[(hidroksiimino)metil]-6-[5-(piperidin-1-il)pentil]piridin-3-ol
2-[(hidroksiimino)metil]-6-[4-(morfolin-4-il)butil]piridin-3-ol
JR595 sol trifluorooctene kiseline
4-karbamoil-1-(3-{4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-(4-{4-[hidroksiimino)metil]piridinio}butil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-(4-{4-[hidroksiimino)metil]piridinio}but-2-enil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-(3-{3-klor-4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-(4-{3-klor-4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-[4-{3-klor-4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}
but-2-enil]piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-(3-{3,5-diklor-4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}propil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-(4-{3,5-diklor-4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}butil)
piridinijev dibromid
4-karbamoil-1-[4-{3,5-diklor-4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}
but-2-enil]piridinijev dibromid

krvno-mozdana barijera

predvideni in vivo relativni hepaticki klirens
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LDso
logP
logD

M
mAChR
MDR
MEM
MINA
MM2
MMFF94
MRP

MTS

nAChR
NAD(P)H
OATP1A2
Obidoksim

OCT2

OP
Paraokson-etil
PEG

P-gp

PK-15

PMS

PRIMA

PSA
RB
RMO048
RMT
ROS

doza spoja koja usmrti 50 % ispitivane populacije

koeficijent raspodjele tvari izmedu oktanola i vode

koeficijent raspodjele tvari izmedu oktanola i vode ovisan o pH
molarna masa

muskarinski acetilkolinski receptor

protein rezistencije na razlicite lijekove (engl. multi-drug resistance)
engl. Minimum Essential Medium

1-(hidroksiimino)propan-2-on

engl. Molecular Mechanics 2

engl. Merck Molecular Forcefield 94

protein povezan s rezistencijom na razli¢ite lijekove (engl. multidrug-
resistance related protein)

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol

nikotinski acetilkolinski receptor
reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid(fosfat)
engl. organic anion transporter family member 1A2

4-[(hidroksiimino)metil]-1-[({4-[(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)
metil]piridinijev diklorid

engl. organic cation transporter family member 2
organofosforni spoj

dietil-4-nitrofenil-fosfat

polietilenglikol

P-glikoprotein

adherentne epitelne stanice bubrega svinje
fenazin-metosulfat

transmembranski protein koji veze AChE za membrane (engl. proline-rich
membrane anchor)

podrucje polarne povrsine (engl. polar surface area)

veze koje se mogu rotirati (engl. rotatable bonds)
2-[(hidroksiimino)metil]-6-[5-(morfolin-4-il)pentil]piridin-3-ol
transcitoza potaknuta receptorom (od engl. receptor-mediated transcytosis)

reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)
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Sarin izopropil-metilfosfonofluoridat

SH-SY5Y adherentne i suspendirane ljudske stanice neuroblastoma

SLC engl. solute carriers

S7ZS srediSnji ziv€ani sustav

Tabun etil-dimetilaminocijanofosfonat

TCA trikloroctena kiselina

TCh tiokolin

TEPP tetraetilpirofosfat

tmax vrijeme potrebno za postizanje maksimalne koncentracije spoja u krvi

TMB-4 4-[(hidroksiimin)metil]-1-(3-{4-[(hidroksiimin)metil]piridinio}propil)
piridinijeva sol

TNB" anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline

TPSA ukupno podrucje polarne povrsSine prema 2D prikazu molekule (engl. total
polar surface area)

Vd volumen distribucije spoja u tijelu

VX S-2-diizopropilaminoetil-O-etil-metilfosfonotioat
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