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KRATICE

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

AChE, acetilkolinesteraza

ATCHh, acetiltiokolin

AMT, transcitoza potaknuta apsorpcijom

BChE, butirilkolinesteraza

DAM, 3-(hidroksiimino)butan-2-on

DMS, dimetilsulfid

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

hAChE, ljudska acetilkolinesteraza

HBA, broj akceptora vodikovih veza u molekuli

HBD, broj donora vodikovih veza u molekuli

HI-6, 4'-Karbamoil-2-formil-1,1'-(oksdimetilen)di-piridinij-diklorid-2-oksim
KMB, krvno-mozdana barijera

logD, logaritam koeficijenta razdjeljenja izmedu oktanola i vode pri pH 7.4 ovisno o
ionizacijskom stanju molekule

logSw, logaritam molarne topivosti

mAChE, misja acetilkolinesteraza

MAChR, muskarinski acetilkolinski receptori
MES, mozdane epitelne stanice

MINA, 1-(hidroksiimino)propan-2-on
nAChR, nikotinski acetilkolinski receptori
PES, periferne epitelne stanice

PPB, vezanje za proteine plazme

RB, broj rotirajuc¢ih veza

TEPP, tetraetilpirofosfat

TMB-4, 4- Hidroksiiminometil-(3-4(hidroksiiminometil-1-piridinio)propil) piridinijev
dibromid
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1. UVOD

Acetilkolinesteraza (AChE; EC 3.1.1.7) predstavlja primarnu kolinesterazu u
ljudskom organizmu te zbog svoje velike kataliticke mo¢i pripada skupini naju¢inkovitijih
enzima u prirodi (Taylor i sur. 2009). Katalizom reakcije hidrolize AChE uklanja
neurotransmiter acetilkolin (ACh) iz sinapticke pukotine i time regulira prijenos zivéanog
impulsa u sredi$njem (SZS) i perifernom Zivéanom sustavu (PZS) (Stryer 1991; Taylor i
Radi¢ 1994). Zivéani bojni otrovi (soman, sarin, tabun, ciklosarin, VX) strukturno su
organofosforni (OP) spojevi koji su toksi¢ni za organizam i ponasaju se kao ireverzibilni
inhibitori AChE (Gupta 2005). Osim kao oruzje u teroristickim napadima i ratovima, OP
spojevi se koriste 1 kao pesticidi u okolisu (Cannard 2006). Mehanizam toksi¢nog djelovanja
OP spojeva je kovalentno vezanje fosfora za serin aktivnog mjesta AChE uslijed kojeg je
enzim ireverzibilno inhibiran te kao rezultat inhibirana je hidroliza ACh. Inhibicija AChE
uzrokuje nakupljanje ACh u sinaptickoj pukotini te prekomjernu stimulacije nikotinskih
(nNAChR) i muskarinskih (mAChR) acetilkolinskih receptora (McDonough i Shih 1997).
Trovanje OP spojevima uzrokuje Siroki spektar zdravstvenih problema, ukljucujuci
oStecenje ziv€éanog, imunoloskog, endokrinog i reproduktivnog sustava (Gupta 2005).
Takoder, dugorocna izlozenost OP spojevima uzrokovala je neuropatoloske promjene
odredenih mozdanih regija te neuroloSke poremecaje poput ataksije, disartrije, fascikulacije

i kome (Gupta 2005).

Najbrza klini¢ka dijagnoza kolinergi¢ne krize nastale kao posljedica trovanja
ziv€anim bojnim otrovima temelji se na mjerenju aktivnosti kolinesteraza u krvi (Worek i
sur.2005). Terapija trovanja OP spojevima dijeli se na profilakticne lijekove (pr.
piridostigmin) i lijekove razli¢itih mehanizama koji se koriste nakon trovanja: antagonist
mAChHR (pr. atropin) koji ublazava muskarinske simptome te po potrebi antikonvulziv (pr.
diazepam). Medutim, oksimske molekule (pr. 2-PAM, HI-6, obidoksim, TMB-4)
predstavljaju lijek sa mogucnosti reaktivacije AChE inihibirane OP spojem (Bajgar i sur.
2007).

Oksimi djeluju kao reaktivatori zbog svoje aninonsko oksimske skupine koja im
omogucava da nukleofilnim napadom na enzim-OP konjugat uklone fosforilnu skupinu s
inhibiranog enzima i time vrate aktivnost katalitickog mjesta kolinesteraze (Bismuth i sur.

1992). Kako bi bio spreman za ljudsku upotrebu, potrebno je da oksim zadovolji veliki broj



uvjeta prilikom pretklinickih i klinickih ispitivanja (Gupta 2005). Oksimi se medusobno
razlikuju po ucinkovitosti reaktivacije koja ovisi 0 njihovoj interakciji s OP spojem vezanim
za AChE 1 moguénosti da se suprotstave toksicnim ucincima nastalim posljedicom
djelovanja OP spoja u organizmu (Aragao 1996). U skupinu standardnih oksima ubrajamo
2-PAM, HI-6, obidoksim i TMB-4. Standardni oksimi posjeduju pozitivno nabijeni kvaterni
dusikov atom u sklopu jednog ili dva piridinijeva prstena (tzv. kvaterni mono- ili
bispiridinijevi oksimi) §to otezava i usporava difuziju oksima kroz krvno-mozdanu barijeru
(KMB) &ime je pristup SZS-u uvelike ograni¢en (Kusié i sur. 1985; Moore i sur. 1991;
Thiermann i sur. 2010). Svaki od navedenih oksima drugacije je ucinkovit u aspektu
reaktivacije S$to ukazuje na visoku specifi¢nost djelovanja oksimskog antidota prema
pojedinom OP spoju (Kuca i sur. 2005; Kuca i sur. 2007). Ograni¢en spektar djelovanja
oksima prema OP spoju u pogledu reaktivacije, slaba penetracija kroz KMB i ograni¢ena
kemijska stabilnost oksima su razlozi koji su naveli na istrazivanja s ciljem pronalaska
u¢inkovitijih  reaktivatora. Nedavno je sintetiziran neutralni oksim iz klase
hidroksipiridinskih oksima nazvan JR595, koji se pokazao ucinkovitim reaktivatorom

ljudske AChE (hAChE) (Zorbaz i sur. 2018).

Svrha ovog diplomskog rada bila je odredivanje farmakokinetickih i
farmakodinamickih karakteristika hidroksipiridinskog oksima JR595 te procjena njegove
ucinkovitosti usporedbom in silico i in vitro karakteristika sa in vivo podatcima dostupnih u
literaturi. Za odredivanje farmakokineti¢kih karakteristika odredena su fizikalno-kemijska i
farmakokineticka (ADME, engl. Absorption, Metabolism, Distribution, Elimination)
svojstva  JR595 oksima koriStenjem racunalnog programa. Farmakodinamicka
karakterizacija bazirala se na odredivanju konstanti inhibicije i reaktivacije na mis§jem i
ljudskom modelu AChE. Izmjerene su aktivnosti hAChE i miSje (mAChE)
acetilkolinesteraze u ovisnosti 0 raznim koncentracijama supstrata acetiltiokolina (ATCh)
kako bi se usporedili enzimi iz dviju vrsta. Nadalje, dodatna usporedba dvaju enzima
temeljila se na odredivanju afiniteta hAChE i mAChE prema nekoliko nabijenih (2-PAM,
HI-6, obidoksim) i neutralnih (MINA, DAM, JR595) oksima. Za usporedbu s reaktivacijom
ljudske inacice enzima odredena je ucinkovitost oksima JR595 u reaktivaciji mAChE
inhibirane sarinom i VX-om pracenjem povratka aktivnosti inhibiranog enzima u prisutnosti
razli¢itih koncentracija oksima. Osim toga, usporedeni su reaktivacijski parametri na sobnoj
(25°C) i fizioloskoj (37°C) temperaturi kako bi se procijenio utjecaj in vitro-in vivo

translacije farmakodinamickog ucinka reaktivatora. Konacno, dobiveni rezultati usporedeni



su s literaturnim podacima o in vivo farmakokineti¢kim i farmakodinamickim svojstvima
oksima JR595.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kolinesteraze

2.1.1. Opcenito o kolinesterazama

Kolinesteraze (ChEs) prema enzimskoj nomenklaturi predstavljaju hidrolaze estera
karboksilnih kiselina koje cijepaju estere kolina. AChE i butirilkolinesteraza (BChE; E.C.
3.1.1.8) dva su enzima iz skupine kolinesteraza koja su od primarne vaznosti u pogledu
istrazivanja trovanja organofosfornim (OP) spojevima (Taylor i Radi¢ 1994). AChE se jo$
naziva pravom ili specificnom kolinesterazom jer pokazuje specifi¢cnu aktivnost prema
supstratu ACh, dok se BChE naziva psuedo ili nespecificnom kolinesterazom, koja takoder
katalizira razgradnju ACh, ali pokazuje vecu specificnost prema sloZenijim supstratima

poput butirilkolina i/ili propionilkolina (Taylor i Radi¢ 1994).

AChE se primarno nalazi u miSi¢ima, mozgu i krvi. Razgradnjom svog specifi¢nog
supstrata ACh u kolinergi¢noj sinapsi, AChE kontrolira prijenos Zivéanog impulsa u SZS-u
i PZS-u (Stryer 1991; Taylor i Radi¢ 1994). BChE je prije svega prisutna u plazmi te u
cerebrospinalnoj tekucini, crijevima, gusteraci, jetri te zivéanom sustavu. Za razliku od
AChE, esencijalna fizioloska uloga ovog enzima nije razjasnjena, ali poznata je njezina
uloga u biotransformaciji odredenih lijekova i ksenobiotika, metabolizmu lipida 1

lipoproteina te ostalim fizioloskim i patofiziolo§kim procesima (Cokugras 2003).

2.1.2. Struktura kolinesteraza

AChE i BChE Klasificirane su u obitelj o/B hidrolaza (Harel i sur. 1992; Taylor i
Radi¢ 1994; Darvesh 2003). Oba enzima mogu tvoriti monomere i homodimere ¢ije su
podjedinice povezane disulfidnom vezom izmedu dva C-terminalna kraja (Sussman i sur.
1991) te homotetramere ¢iji su dimeri medusobno povezani tetramerizacijskom domenom

na C-terminalnom kraju (Blong i sur. 1997; Altamirano i Lockridge 1999).

Aktivno mjesto oba enzima nalazi se na dnu uskog katalitickog zdrijela Cije su
dimenzije 20 A duzine i 5 A girine (Harel i sur. 1993). Identificirano je pet domena koje ine
aktivno mjesto oba enzima (Slika 1.): a) kataliti¢ka trijada koja ima esteraznu aktivnost, b)
oksianionska Supljina koja stabilizira prijelazno stanje prilikom katalize supstrata (Froede i

Wilson 1971; Rosenberry 1975), c) kolinsko mjesto vazno za stabilizaciju pozitivno



nabijenog kvaternog dijela kolinskih supstrata, d) acilni dzep odgovoran za smjesStavanje
acilnog dijela supstrata (Wilson i Quan 1958.) i ¢) periferno mjesto smjeSteno na otvoru
zdrijela koje sluzi kao dodatno mjesto za interakciju sa supstratom ili ligandima (Taylor i
Lapi 1975).
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ALOSTERICKO
MJESTO

O

-

%
/\ MJESTO VEZANJA
\ KOLINA

a—

e
(o)
d OKSIANIONSKA
SUPLJINA

Y KATALITICKA TRIWJADA

ACILNI DZEP

Slika 1. Shematski prikaz aktivnog mjesta ChEs sa strukturom supstrata ACh i strelicom koja
oznacava smjer ulaska i pozicioniranje ACh u aktivnome mjestu kolinesteraza (preuzeto i

prilogodeno iz: Bosak i sur. 2011).

Detalji strukture AChE te mehanizam njezine kataliticke aktivnosti detaljnije su opisani s
obzirom da je ona mjerena u svrhu dobivanja rezultata za ovaj diplomski rad. Kataliticka
trijada i oksianionska Supljina zajedno predstavljaju tzv. esterazni dio enzima koji provodi
kataliticku funkciju AChE (Roseberry 1975; Quinn 1987; Sussman i sur 1991; Bourne i sur.
1995; Harel i sur. 1996; Cheng i sur. 2007; Silman i Sussman 2008; Rosenberry 2010).
Kataliticku trijadu ljudske AChE c¢ine tri aminokiseline: Ser203, His447 i Glu334.
Kataliticka aktivnost AChE kao serinske hidrolaze podijeljena je na korak acilacije 1
deacilacije. Korak acilacije ukljuc¢uje nukleofilni napad O-atoma aktivnog Ser203 na
karbonilni C-atom supstrata, koji je pracen protonskim transferom sa Ser203 na His447 pri
¢emu Glu334 modulira histidin i sudjeluje u acido-baznoj katalizi. Uslijed toga dolazi do

nastanka tetraedarskog prijelaznog stanja. U nastavku procesa proton se dalje prenosi na



izlaznu skupinu supstrata u svrhu formiranja acil-enzim kovalentnog kompleksa pri cemu se
oslobada kolin. Deacilacija predstavlja korak nukleofilnog napada molekule vode na
karbonilni ugljik aciliranog enzima, pri ¢emu se oslobada octena kiselina 1 enzim se vra¢a u

prvobitno slobodno stanje.

Usporedba AChE iz Covjeka, miSa i elektricne jegulje (Torpedo californica)
pokazuje da tri enzima dijele 55% identi¢nih aminokiselina te 76 % slicnosti u
aminokiselinskom slijedu cijelih enzima (Slika 2.). Medutim, zbog 93% homologije u
primarnoj strukturi aktivnog mjesta enzima (Zorbaz i sur. 2018), medu kojima su svakako
aminokiseline prije navedenih domena aktivnog mjesta, ne ocekuje se znacajna razlika u

katalitickoj aktivnosti enzima iz ovih vrsta.
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Slika 2. Usporedba primarne strukture AChE iz mi$a (mAChE), ¢ovjeka (hAChE) i elektrine jegulje
(TcAChE) (preuzeto iz: Zorbaz i sur. 2018).



2.2. Organofosforni spojevi

2.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva i vaznost OP spojeva

Prema svom podrijetlu, OP spojevi su kemijski sintetizirani spojevi koji predstavljaju
estere, amide i tiole derivirane iz fosforne, fosfonske i fosfinske kiseline (Slika 3.). U ¢istom
stanju, uz sitna odstupanja, OP spojevi su tekucine bez boje i mirisa. Veéina OP spojeva je
slabo topiva u vodi, imaju nizak tlak para $to ih ¢ini hlapivima te se razgraduju procesom

hidrolize do hidrofilnog produkta.

O (S)

|
Ro— P X

R1

Slika 3. Osnovna struktura organofosfornog spoja. Ri1i Rz predstavljaju oznake za arilnu i alkilnu
skupinu koje su direktno ili preko atoma kisika (O) ili sumpora (S) vezane za atom fosfora (P).
Oznaka X, takoder povezana s atomom P, predstavlja Siroki raspon elemenata halogene, alifatske,

aromatske i heterociklicke skupine (preuzeto iz: Carullo i sur. 2015).

Razvoj prvih OP spojeva zapoceo je krajem 19. stoljeca kada je J. L. Lassaigne
reakcijom alkohola i fosforne kiseline dobio trietil-fosfat. Godine 1854. sintetiziran je
tetraetilpirosfat (TEPP) koji je koristen kao insekticid u podrucju agrokulture. Visoka stopa
sinteze OP spojeva kre¢e nakon Drugog svjetskog rata, a dva pesticida proizvedena u
najvec¢im kvantitetama bila su paration i malation. Tijekom 1970-ih OP insekticidi (paration-
etil, paration-metil, diklorvos) zabranjeni su za upotrebu zbog visoke otpornosti i
akumulacije u okoli$u. Slika 4. prikazuje ostale ucestale OP pesticide medu kojima su i tri
zabranjena. Napredak u razvoju OP doveo je do njegove Siroke primjene u obliku pesticida

(herbicidi, insekticidi, fungicidi) (Costa i sur. 2005).
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Slika 4. Primjeri organofosfornih pesticida. Crveno su oznaceni pesticidi zabranjeni za koristenje.

2.2.2. Ziv&ani bojni otrovi

Ziv&ani bojni otrovi stekli su svoje ime zbog direktnog utjecaja na funkciju Zivéanog

sustava organizma. Prvi poznati Ziv€ani bojni otrov, tabun, sintetiziran je 1930-ih od strane

njemackog kemicara Gerharda Schradera tijekom istrazivanja na OP pesticidima. Kraj

navedenog istrazivanja rezultirao je razvojem G-serije ziv€éanih bojnih otrova u koju, osim

tabuna, ubrajamo sarin i soman (L6pez-Mufioz i sur. 2008). Do 1960-ih razvijeni su brojni

Ziv¢ani bojni otrovi medu kojima je i VX iz V-serije te predstavlja unaprijedenu verziju G-

serije. U usporedbi sa sarinom, VX je pokazao vecu stabilnost, manju hlapljivost i manju

hidrofilnost sto ga ¢ini potentnijim otrovom (Stuart i sur. 2003). U svom ¢istom stanju, svi

bojni otrovi predstavljaju bezbojne tekuéine. U Tablici 1. prikazana su najbitnija fizikalno-

kemijska svojstva.



Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva OP spojeva: olfaktorna svojstva, molarna masa M, vreliSte

Tv, topivost u vodi S te poluvrijeme hidrolize t1/2.

OP spoj Olfaktorna svojstva M / g mol? Tv/°C twz/ h

Bezbojna do )
Vo¢éni
Tabun smeckasta . 162,1 240 98 (20°C) 8,5 (pH 7,0)
miris
tekuéina
) Bezbojna -
Sarin Bez mirisa 140,1 158 Mijesa se 39 (pH 7,0)
tekuéina
Bezhbojna Voéni
Soman o 182,2 190 21 (20°C) 45 (pH 6,6)
tekuéina miris
Gusta
VX bezbojna Bez mirisa 267,4 298 20 (20°C) 1000 (pH 7,0)
tekuéina

2.2.3. Mehanizam toksi¢nosti OP spojeva

Mehanizam toksi¢nosti OP temelji se na ireverzibilnoj inhibiciji AChE, a odvija se
putem kemijske reakcije u kojoj se hidroksilna skupina Ser akitvnog mjesta progresivno
fosfilira. Brzina fosfilacije ovisi o vrsti OP spoja, odnosno o arilnoj i alkilnoj skupini koje
su vezane za atom fosfora (P) (Aldridge 1950). Visoki afinitet AChE prema OP spoju
proizlazi iz sli¢nosti strukture OP spoja s tetraedarskim prijelaznim stanjem koji nastaje
prilikom katalize hidrolize ACh. Za razliku od aciliranog enzima, koji deacilacijom obnavlja
svoju kataliticku aktivnost uslijed katalize hidrolize supstrata, defosfilacija enzima (spontana
reaktivacija) je u vecini slucajeva toliko spora da se inhibicija enzima OP spojem smatra
ireverzibilnom. Inhibicija AChE uzrokuje nakupljanje neurotransmitera ACh u sinapsama
Ziv¢anog sustava te prekomjernu stimulaciju nikotinskih (nAChR) i muskarinskih (MAChR)
acetilkolinskih receptora SZS-a i PZS-a $to pak rezultira razvojem nikotinskih i
muskarinskih simptoma. Muskarinski simptomi posljedica su prekomjerne stimulacije
parasimpatickog sustava i ukljuuju miozu zjenica, prekomjernu salivaciju, bradikardiju 1
abdominalnu bol, a nikotinski simptomi posljedica su poremecaja funkcije autonomnih
ganglija 1 ukljucuju tahikardiju i1 hipertenziju. Ostali specificni simptomi vezani za razlicita
tkiva, organe i SZS prikazani su u Tablici 2. U najtezim slu¢ajevima trovanja razvija se
paraliza respiratornih misic¢a i inhibicija respiratornog centra §to dovodi do smrti (Benschop

i De Jong 1988; Sidell 1997; Marrs 2007).



Tablica 2. Simptomi trovanja OP spojevima podijeljeni prema nikotinskim (nAChR) i muskarinskim

(mAChR) receptorima.

Podtipovi ; :
Vrsta receptora Podruéje mehanizma Simptomi

receptora

NI Neuromuskularna fascikulacije, gréevi,
o sinapsa paraliza
Nikotinski (NnAChR) _ _
- Autonomni gangliji tahikardija,
Nadbubrezna Zlijezda hipertenzija
ataksija, koma,
M1-M5 Sredi$nji ziv¢ani sustav anksioznost,
respiratorna depresija
bradikardija,
M2 Srce ) N
hipotenzija
Muskarinski i _
M3,M2 Oko mutan vid, mioza
(mAChR)
dijareja, povecana
M3,M2 Egzokrine Zlijezde okularna lakrimacija,
prekomjerno znojenje
abdominalna bol,
M3, M2 Glatki misic¢i
bronhospazam

Sistemski simptomi trovanja OP spojevima se javljaju nakon Sto je inhibirano vise od 50%
enzima, a smrt nastupa nakon 90% inhibiranog enzima (Moretto 1998). U vecini slucajeva,
simptomi uzrokovani razli¢itim OP spojevima slicni su, dok su njihova apsorpcija,
distribucija, metabolizam i potencijal inaktivacije razli¢iti (Gupta 2015; Worek i sur. 2020).
Toksicni potencijal Ziv€anih bojnih otrova za ¢ovjeka krece od najtoksi¢nijeg redom VX >
sarin ~ soman > tabun za unos inhalacijom te redom VX > soman ~ tabun > sarin za unos
putem koze (Gupta 2015).

2.2.4. Terapija i antidoti za Zivéane bojne otrove

Neposredno nakon kontakta sa Ziv€anim bojnim otrovom, obvezna je provedba hitne
njege na izlozenoj osobi te transport u odgovarajucu ustanovu kako bi se proveo puni
tretman. Tijekom tretmana, osoblje uvodi mjere opreza kako bi sprijecilo vlastitu
kontaminaciju ziv€anim bojnim otrovom (Sidell 1997). Dana$nja terapija koja se
primjenjuje nakon akutnog trovanja OP spojevima dijeli se na ne-farmakolosku i
farmakoloSku. Ne-farmakoloSka terapija ukljucuje proces reanimacije, opskrbu kisikom 1

metode dekontaminacije. U farmakolosku terapija ukljucene su tri skupine lijekova: lijek s
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antikolinergi¢nim djelovanjem (pr. atropin) koji je antagonist muskarinskih receptora
tijekom nakupljanja ACh unutar kolinergiénih sinapsi, depresori SZS-a koji se ponasaju kao
antikonvulzivi (pr. diazepam) i oksimi kao reaktivatori inhibirane AChE (Somani i sur.
1992; Sidell 1997; Cannard 2006; McDonough i Shih 2007).

Atropin ulazi u kompeticiju s ACh za mAChR te na taj nacin sprije¢ava prekomjernu
stimulaciju navedenog receptora vlastitim neurotransmiterom. Diazepam se upotrebljava u
svrhu ublazavanja nastalih konvulzija i misi¢nih gréeva nastalih tijekom akutne intoksikacije
ziv€anim bojnim otrovom. Oksimi, za razliku od prethodno opisanih simptomatskih
lijekova, djeluju kao nukleofili snazniji od vode te imaju mogucnost reaktivacije inihibirane
AChE. Mehanizam reaktivacije temelji se na nukleofilnom napadu aniona oksimske skupine
(oksimat) na elektrofilni ostatak OP spoja pri ¢emu se stvara konjugat oksim-OP, a kao
rezultat navedenog kovalentna veza izmedu enzim-OP konjugata puca i enzim je ponovno
aktivan. Reaktivacija je moguca ako pretpostavimo da fosfilirani enzim nije uSao u proces
starenja (engl. aging). Starenje predstavlja dealkilaciju, tj. spontano odcjepljenje alkilnog
dijela od fosfil-alkoksi ostatka OP spoja vezanog za Ser203, pri ¢emu nastaje enzim-OP

konjugat koji nije moguce reaktivirati niti oksimima (Shafferman i sur. 1996).
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2.3. Farmakologija oksimskih reaktivatora acetilkolinesteraze

Sredinom prosloga stoljeca, nakon $to Wilson i sur. otkrivaju snazne oksimske
nukleofile koji reaktiviraju AChE inhibiranu OP spojem, posljedi¢no dolazi do razvoja
razli¢itih oksimskih vrsta u svrhu tretmana inhibirane AChE (Wilson 1959; Froede i Wilson
1971; Wilson i Ginsburg 1955). Prvi oksim dostupan za uporabu, 2-hidroksiiminometil-1-
metilpiridinijev iodid (2-PAM), razvijen je gotovo simultano 1955. u Sjedinjenim
Americkim Drzavama (SAD) i Velikoj Britaniji (VB) (Childs i sur. 1955; Wilson i Ginsburg
1955). Za razliku od ostalih lijekova, upotreba oksima u svijetu nije univerzalna te se
razlikuje po drzavama. Dok veéina europskih drzava koristi obidoksim (Toxogonin®), SAD
nemaju licenciranu uporabu obidoksima te koriste 2-PAM. Kanada takoder koristi 2-PAM,
ali Kanadske Oruzane Snage podnijele su peticiju s kojom bi HI-6 zamijenio trenutni 2-
PAM. Izrael, kao bliskoisto¢na drzava, koristi TMB-4 (Bentur i sur. 2006). Navedeni oksimi
predstavljaju tzv. standardne oksime te su prikazani na Slici 5. lako se koriste u terapijske
svrhe, reaktivacijski potencijal oksimskih antidota uvelike je ogranicen te postoji potreba za

razvojem novih i u¢inkovitijih oksima (Worek i sur. 2020).

o
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TMB-4

Slika 5. Formule standardnih oksima (2-PAM, HI-6, obidoksim i TMB-4).
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2.3.1. Farmakodinamika i farmakokinetika oksimskih antidota

Farmakodinamika je definirana kao kvantitativno proucavanje odnosa izmedu
primjenjene doze, tj. koncentracije lijeka i njegove u¢inkovitosti u organizmu. U najvaznije
znacajke farmakodinamike ubrajamo: receptorski mehanizam, doza-odgovor krivulju i
terapijski indeks lijeka. Receptorski mehanizam opisuje nacin vezanja lijeka na stani¢noj
razini, doza-odgovor krivulja vizualizira odnos doze lijeka i zeljenog u¢inka, dok terapijski
indeks omogucava uvid U omjer toksi¢nosti i u¢inkovitosti lijeka. Farmakokinetika proucava
nac¢in na Koji organizam procesira lijek i obuhvaca apsorpciju, distribuciju, metabolizam i
eliminaciju lijeka (ADME prema engl. Absorption, Distribution, Metabolism and
Excretion). Odnos izmedu farmakodinamike i farmakokinetike oksimskog antidota biti ¢e

opisan u nastavku.

Dostupna koncentracija lijeka u krvi ovisi o njegovoj brzini apsorpcije, nacinu
administracije, brzini distribucije te brzini i na¢inu eliminacije. Apsorpcija oznacava brzinu
i opseg pri kojem lijek putuje od mjesta administracije do krvotoka (Allen 1982), sto
prvenstveno odreduje koncetraciju lijeka u krvi u usporedbi sa primjenjenom dozom.
Razli¢iti nacini administracije lijeka rezultiraju drugac¢ijom biodostupnosti lijeka. Oralna
administracija (p.o. od lat. per o0s) lijeka predstavlja jedan od najpogodnijih nacina primjene
koji omogucava sistemski ucinak lijeka, ali vrlo niska biodostupnost uzrokovana sporom
apsorpcijom i moguc¢nosc¢u enzimske razgradnje lijeka u gastrointestinalnom traktu (GIT)
¢ini navedeni na¢in administracije nepozeljnim za primjenu oksimskog antidota. Takoder,
proces difuzije kojim se lijek apsorbira putem oralne primjene nepogodan je za hidrofilne
spojeve poput oksima. Za razliku od p.o, intravenozni (i.v) nain primjene omogucava
100%-tnu biodostupnost primijenjene doze, dok ireverzibilnost efekta lijeka uslijed vrlo brze
apsorbcije predstavlja jedan od nedostataka ovakvog nac¢ina primjene. Intramuskularni (i.m)
nacin primjene predstavlja najceséi tip administracije u pogledu primjene oksimskih antidota
zbog visokog postotka biodostupnosti (75-100%) i moguénosti koriStenja autoinjektora
kontrolirani fizioloskim faktorima. Brzina distribucije Cesto je pod utjecajem brzine
apsorpcije i krvne perfuzije odredenog tkiva, a opseg distribucije ovisi o topivosti molekule,
vezanju za proteine plazme ili tkiva (PPB prema engl. plasma protein binding) i pKa
vrijednostima funkcionalnih skupina lijeka, odnosno njegovoj nabijenosti (Siepmann i sur.
2016; Lin 1 sur. 2017). Dok lipofilne molekule vrlo lagano prolaze kroz fosfolipidnu stani¢nu

membranu, kretanje hidrofilnih molekula odvija se sporo pasivnim transportom. Elektricki
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neutralne molekule pokazuju bolju topivost u lipidima (lipofilnost) te imaju veéu mogucnost
penetracije u razlicita tkiva organizma. To je dovelo do razvoja oksimskih spojeva bez
kvaternog dus$ika tj. stalnog pozitivnog naboja koje nazivamo neutralnim oksimima
(Mitragotri i sur. 2014; Sanchez-Lopez i sur. 2017). Nadalje, eliminacija lijeka definirana je
kao uklanjanje lijeka iz krvi putem bubrega (renalna eliminacija), jetre (hepaticka
eliminacija) te ostalih manje bitnih puteva (izdahom ili znojenjem). Eliminacija hidrofilnih
lijekova, ovisno o veli¢ini molekula, odvija se filtracijom kroz nefrone kojom ti lijekovi
dospijevaju u mjehur (eliminacija urinom), a lipofilni lijekovi eliminiraju se putem jetre i
zu¢nog kanala u duodenum tankog crijeva (eliminacija fecesom). Lipofilni lijekovi ¢esto
podlijezu metabolizmu u jetri kojim se prevode u hidrofilnije i lakSe izlu¢ive spojeve, a
glavni enzimi ukljuceni u taj proces spadaju u citokrom P450 metabolicke enzime (CYP)

(Lewis i sur. 2004).

2.3.2. Farmakoloski profil standardnih oksima i njihovi nedostaci

Upotreba prvog standardnog oksima u svrhu reaktivacije AChE inhibirane OP
spojem pocinje 1955. nakon sinteze 2-PAM monopiridinijevog okisma. Nekoliko godina
nakon, Littringhaus i Hagedorn sintetiziraju obidoksim (Toxogonin®) iz skupine
bispiridinijevih oksima koji se pokazao kao znatno potentiji reaktivator prema OP spojem
inhibiranoj AChE (Erdmann i Clarmann 1963; Luttringhaus i Hagedorn 1964). HI-6, oksim
iz serije sintetizirane pod vodstvom Else Hagedorn, pokazuje iznimnu ucinkovitost u
reaktivaciji AChE inhibirane Sirokim spektrom OP spojeva, ali je potpuno neu¢inkovit u
slu¢aju tabuna. Niska vrijednost topivosti i brzine otapanja HI-6 dikloridne soli
onemogucavaju otapanje potrebnih koli¢ina u cilju postizanja terapeutskih ucinaka.
Medutim, zemjenom klorida sa dimetilsulfidom (DMS) stvara se HI-6 DMS sa znatno
ve¢om topivosti i brzinom otapanja. Bundeswehr Medical Service namjerava razviti
autoinjektor koji ¢e u kombinaciji sadrzavati atropin sulfat, HI-6, DMS i hidrofilni
benzodiazepin (pr. Avifazon, Midazolam) kako bi unaprijedili i prilagodili terapiju
namijenjenu intoksikaciji ziv€anim bojnim otrovima. Opcenito, ucinkovitost oksima kao
reaktivatora ovisi o afinitetu inhibiranog enzima za oksim te o reaktivacijskom nukleofilnom
potencijalu prema specificnom fosfiliranom konjugatu AChE. Reaktivacijski, odnosno
nukleofilni potencijal definiran je udjelom oksima s deprotoniranom oksimskom skupinom
(oksimatni oblik) vezanog za piridinijev prsten sto ovisi o pKa oksimske skupine. Afinitet
pak ovisi o raznim fizikalno-kemijskim svojstvima same molekule (pr. stericka

kompatibilnost, elektrostatski ucinci, hidrofobne interakcije) te njenim interakcijama s
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aminokiselinama fosfiliranog enzima. Farmakodinamicki profil oksimskog reaktivatora
stoga ovisi 0 njegovoj strukturi i o strukturi OP spoja, odnosno o njegovom dijelu koji nakon

fosfiliranja ostaje vezan na kataliti¢ki serin.

Svi pozitivno nabijeni piridinijevi oksimi imaju medusobno slicne farmakoloske
profile. Pokazuju dobru i brzu apsorpciju (5-10 min) nakon i.m primjene te dolazi do brze
distribucije u dobro perfundirana/prokrvlijena tkiva. Njihova biotransformacija
(metabolizam) nema veliki znafaj za njihovu bioloSku aktivnost, jer se uglavnom iz
organizma eliminiraju nepromijenjeni. Proces eliminacije odvija se brzo renalnim putem S$to

potvrduje hidrofilni karakter standardnih oksima.

Terapijska ucinkovitost standardnih oksima je trenutno kontroverzna tema. Niti
jedan od standardnih oksima nije djelotvoran za trovanje sa svim OP spojevima, odnosno
nemaju univerzalnost ¢ime je njihova primjena otezana (Jokanovi¢ i Stojiljkovi¢ 2006).
Nadalje, postoji mogucénost da se djelotvorne koncentracije oksima zadrzavaju prekratko u
organizmu kako bi imali reaktivacijski u¢inak na ciljna tkiva. Stoga ako se terapija oksimom
ne primjenjuje dovoljno dugo, postoji mogucnost reinhibicije AChE jer OP spojevi radi
svoje lipofilnosti ostaju neko vrijeme od trovanja pohranjeni u tkivima otrovane osobe. Jo3§
jedan farmakoloSki nedostatak standardnih oksima je njihov slab prolazak kroz krvno-
mozdanu barijeru (KMB). Trajno pozitivan naboj kvaternog dusikovog atoma oteZava
transport kroz KMB §to rezultira malim koncentracijama oksimskog antidota u SZS-u,

manjim od 10 % njihove koncentracije u krvi (Kalasz i sur. 2015).
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2.4. Dizajn reaktivatora s djelovanjem na srediSnji ZivCani
sustav

2.4.1. SrediSnji Ziv€ani sustav

SZS je graden od mozga i ledne mozdine koji su medusobno povezani mozdanim
deblom. Mozak je smjesten u lubanji gdje je podijeljen na Cetiri reznja i graden od otprilike
100 bilijuna neurona i 1000 bilijuna potpornih glija stanica (Slika 6.A; Slika 6.B), a ledna
mozdina proteze se spinalnim kanalom te Se iz nje grana 31 par spinalnih zivaca. Mozak
upravlja motori¢kim aktivnostima, stvara memoriju, kontrolira sekreciju hormona,
omogucuje sposobnost rjeSavanja problema te razne sposobnosti od visoke vaznosti za
organizam, dok ledna mozdina provodi informacije iz mozga u periferiju i obrnuto. Mjesto
putem kojeg neuroni medusobno komuniciraju kemijskim ili elektri¢nim prijenosom signala
naziva se sinapsa (Slika 6.C). Neurotransmiteri prenose informacije iz presinapti¢kog do

postsinaptickog zavrsetka neurona ili postsinapticke misiéne ili zZljezdane stanice koja prima

informaciju.
B C ’
"\wn')
};g soma (tijelo)
b ]
29
nijol
dendrit akson pukotina . _On
ZivEani zavrSeci V 9 v
ostsnapticka stank
OLIGODENDROCIT I
'(A
ASTROCIT
MIKROGLIA

Slika 6. A) Prikaz mozga s razli¢ito obojenim reznjevima, B) Neuron i glija stanica (mikroglija,
astrociti i oligodendrociti), C) Prikaz sinapse koja se sastoji od presinaptickog zivéanog zavrsetka
(akson), sinapticke pukotine te postsinapticke stanice (dendrit ili soma) (preuzeto i prilagodeno iz:
Zorbaz 2018).
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2.4.2. Krvno-mozdana barijera

Krvno mozdana barijera (KMB) je selektivno propusna barijera ¢ija je glavna uloga
odrzavanje homeostaze SZS-a $to je kljuéno za pravilno funkcioniranje neurona te zastitu
S7S-a od toksina, patogena, upala, ozljeda i bolesti (Zlokovic 2008; Daneman 2012). KMB
je specificna za mozdanu mikrovaskulaturu jer posjeduje niz dodatnih svojstava koja
omogucuju visoku preciznost pri kontroli prijenosa molekula, iona i stanica izmedu Krvi i

S7S-a za razliku od Zila koje opskrbljuju ostala tkiva organizma.

KMB je gradena od vise tipova stanica: epitelnih stanica koje formiraju membrane
krvnih Zila te potpornih stanica poput pericita i astrocita smjestenih na vanjskoj povrsini
epitelnog sloja (Sims 1986; Aird 2007). Funkcija KMB kao zastitne barijere vecinski se
manifestira putem epitelnih stanica, ali indukcija, odrzavanje te funkcije omoguceni Su
interakcijom epitelnih stanica sa pericitima, imunoloskim i glija stanicama. Mozdane
epitelne stanice (MES) razlikuju se od perifernih epitelnih stanica (PES). Prvo, PES
dopustaju makromolekularno kretanje (pr. proteini) kroz vlastitu stani¢cnu membranu koje se
odvija putem receptorom potaknute transcitoze (RMT prema engl. Receptor-Mediated
Transcytosis) ili apsorpcijom potaknute transcitoze (AMT prema engl. Adsorptive-Mediated
Transcytosis). Navedena dva procesa ne javljaju se ucestalo u MES. RMT se odvija
prihvacanjem odredenog liganda za receptor ¢ime nastaje alveola koja se odvaja u vezikulu,
a disocijacija liganda odvija se tijekom stani¢nog prijenosa ili tijekom egzocitoze na
albuminalnu stranu. AMT je odgovorna za unos veéih kationskih molekula, peptida i
pozitivno nabijenih proteina. Drugo, PES posjeduju fenestracije, tj. otvore koji omogucuju
transport svih molekula male molekularne mase, dok MES nisu fenestrirane te su usko
povezane sa susjednom stanicom u svrhu efektivnog zatvaranja mozdanih vaskularnih

odjeljaka.

S obzirom na lipofilnost fosfolipidnog dvosloja staniéne membrane, difuzija
molekula najvise ovisi o njihovoj lipofilnosti i molekularnoj masi. Kao posljedica
navedenog, samo molekule plinova poput O, CO2i NO2 prolaze slobodno. Nadalje, transfer
lipofilnih molekula djelomic¢no je ogranicen molekularnom masom (<400-600 Da), a spojevi
poput etanola, nikotina i diazepama, ¢ija su lipofilnost i masa ispod odgovarajuce granice,
imaju iznimno visoku permeabilnost (Laterra 1999). lako lipofilni, brojne ksenobiotike SZS
prepoznaje kao Stetne te se oni kao takvi transportiraju nazad u krvotok putem ABC

transportera lociranih na endotelnim stanicama. Hidrofilne molekule nemaju moguénost
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slobodnog prolaska te se njihov transport u mozak zasniva na aktivnom transportu

specificnim transporterima.

2.4.3. Pristupi u dizajnu oksimskih reaktivatora s djelovanjem na SZS

WHO procjenjuje brojku od 200000 smrtnih slucajeva na godiSnjoj razini
uzrokovanih trovanjem OP spojevima. Trenutni oksimski reaktivatori u upotrebi (pr. 2-
PAM, HI-6, obidoksim) s obzirom na svoju selektivnost ne predstavljaju zadovoljavajuci
tretman u svrhu reaktivacije AChE inhibirane s razli¢itim OP spojevima. Dok u periferiji
organizma pokazuju mogucnost reaktivacije, slab prolaz kroz KMB onemoguéava znacajan
utjecaj na SZS, tj. na ublazavanje ili uklanjanje neurotoksi¢nih u¢inaka OP spojeva (Clement
1982; Kassa 2002; Bajgar 2004). Kako bi pronasli odgovarajuéi tretman, osim bolje
penetracije lijeka u SZS, potrebno je postiéi odgovarajuéi afinitet enzim-OP konjugata
prema oksimu te odgovarajuc¢u koncentraciju i vrijeme aktivnosti lijeka unutar organizma.
Trenutno je razvijeno nekoliko razli¢itih pristupa u dizajnu oksimskih antidota s ciljem
preciznije i kvalitetnije dostave u SZS. Direktna dostava oksimskog antidota ukljuduje
primjenu injektora te upotrebu pristupa za poboljsanu dostavu lijeka (pr. nanocestice,
liposomi). Nanocestice mogu biti organskog ili sintetickog podrijetla. Njihova veli¢ina ne
prelazi 1000 nm, poboljsavaju transport lijeka ciljano u mozak te imaju mogucénost zastititi
lijek od enzimske razgradnje. Nakon i.v. administracije, nanocestice putuju krvotokom do
KMB kroz koju prolaze raznim mehanizmima endocitoze. Konjugat nanocestica-ligand
zajedno s fizikalno-kemijskim svojstvima nanocestice odreduje mehanizam prolaska kroz
KMB. Neke od bitnijih uloga liganada (pr. apolipoproteini, transferini) nevedenog konjugata
su posredovanje i poboljsanje prijenosa u mozak te direktna interakcija sa odgovaraju¢im

receptorom epitelnih stanica KMB-e.

Manipulacija fizikalno-kemijskim svojstvima molekula (pr. lipofilnost) u svrhu
poboljsanja prijenosa lijeka kroz KMB pasivnim transportom jedan je od ucestalijih pristupa
kojim se pokusava unaprijediti prolazak oksimskog antidota u SZS. Povecanje lipofilnosti
molekule ima za cilj povecani transport kroz fosfolipidni dvosloj endotelnih stanica KMB.
Ugradivanjem atoma fluora (F) u heterociklicki prsten piridinijevih oksima rezultiralo je
povecanom lipofilnosti i penetracijom nevedne skupine oksima (Jeong i sur. 2009) Koriste¢i
metodu permeabilnosti paralelnih umjetnih membrana (PAMPA prema engl. parallel
artificial membrane permeability assay) pokazala se pozitivna korelacija izmedu povecéanja

stupnja permeabilnosti i broja F atoma vezanih na heterociklicki prsten oksima te su tako di-
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fluorirani oksimi pokazali ve¢u permeabilnost kroz membranu nego mono-fluorirani oksimi
(Jeong i sur. 2009). Nazalost, fluorirani analozi su pokazali bolju penetraciju kroz KMB, ali

ne i veéi stupanj reaktivacije od standardnih oksima.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije i enzimski preparati

U svim kineti¢kim mjerenjima koristen je 0,1 mol dm™ natrijev fosfatni pufer pH=
7,4 pripremljen titracijom otopina NazHPO4 i NaH2PO4 x H2O pri temperaturi 25 °C. 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina (DTNB) (Tablica 3.) (Sigma-Aldrich, SAD),
pripremljena je kao 6 ili 10 mmol dm= otopina u 0,1 mol dm™ natrij fosfatnom puferu pH=
7,4 te Cuvana pri 4°C. Kao supstrat koriSten je acetiltiokolin jodid (ATCh) (Tablica 3.)
(Sigma-Aldrich, SAD). Za izvor enzima KkoriSteni su uzorci ljudske eritrocitne
acetilkolinesteraze (hAChEgr) dobivene od dobrovoljnog davatelja krvi na Institutu za
medicinska istrazivanja i medicinu rada, Zagreb, rekombinantna ljudska acetikolinesteraza
(hAChErec) pripremljena u Departement de Toxicologie et Risques Chimiques, Institut de
Resherche Biomedicale des Armees, Bretigny-sur-Orge, Francuska, i rekombinantna misja
acetikolinesteraza (MAChE) pripremljena u Department of Pharmacology, University of
California, San Diego, SAD. U pokusima reverzibilne inhibicije kao reverzibilni inhibitori
koriSteni su oksimi: HI-6, 2-PAM, obidoksim, DAM i MINA (Tablica 3.). Oksim JR595
(Tablica 3.) koristen je u pokusima reverzibilne inhibicije i u pokusima reaktivacije kao
reaktivator inhibirane AChE.
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Tablica 3. Strukturne formule reaktanata koriStenih u eksperimentima te njihova funkcija.

NAZIV ‘ STRUKTURA FUNKCIJA
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o 0
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3.2. In silico odredivanje fizikalno-kemijskih i
farmakokinetiCkih parametara

Za analizu molekularnih te osnovnih farmakokinetickih svojstava koristeni su
Molecular Properties i ADMET Descriptors protokoli dostupni unutar BIOVIA Discovery
Studio Client racunalnog programa (v.18.1.100.18065, 2017, Dassault Systemes, San
Diego). Molekularna svojstva koja su analizirana protokolom Molecular Properties su:
naboj, AlogP, AlogD, molekularna masa, logS, pKa, HBA (engl. hydrogen bond acceptor),
HBD (engl. hydrogen bond donor) , RB (engl. rotatable bonds) i PSA (engl. polar surface
area). U protokolu ADMET Descriptors analizirana su topljivost molekule, apsorpcija
molekule iz intestinalnog trakta u krvotok, vezanje na proteine plazme, prolazak kroz KMB,
inhibicija CYP2D6 metaboli¢kog enzima te hepatotoksiéni potencijal molekule. U nastavku
u Tablicama 4.-6. su kategorije za pojedine parametre prema vrijednostima te njihovo

znacenje.

Tablica 4. Kategorije intestinalne apsorpcije (ADMET _Absorption_Level) nakon oralne primjene

lijeka, pripadajuce vrijednosti za ADMET Absorption vrijednosti odredene temeljem 2D strukture

molekule te znacenje rezultata.

Kategorija Vrijednost ADMET _Absorption (Abs.) Znacenje
0 Abs. <6,1261 (unutar 95%)1 dobra apsorpcija
1 6,1261 < Abs. < 9,6026 (unutar 99%) srednja apsorpcija
2 9,6026 < Abs. (van 99%) niska apsorpcija

ADMET PSA 2D > 150, _ _ ~
3 jako niska apsorpcija
ADMET AlogP98 <-2,0ili > 7,0

195% spojeva za koje je predvidena dobra apsorpcija nalaze se unutar povriine omedene elipsom ,,95%, koja
ukljuéuje spojeve s povoljnom korelacijom vrijednosti ADMET_AlogP98 i ADMET_PSA_2D; 2 znagenje za
99% analogno znacenju za 95%.
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Tablica 5. Kategorije topljivosti spoja u vodi (ADMET Solubility Level) prema predvidenoj

vrijednosti logaritma molarne topljivosti (logSw) spoja iz modela linearne regresije dobivene za

eksperimentalnu i predvidenu topljivost 775 spoja podatkovne baze (training set).

Kategorija Vrijednost logSw Vjerojatnost da molekula bude lijek
0 logSw < -8,0 Iznimno niska
1 -8,0 < logSw < -6,0 Ne, vrlo niska, ali moguée
2 -6,0 <logSw < -4,1 Da, niska
3 -4,1 <logSw < -2,0 Da, dobra
4 -2,0 <logSw=10,0 Da, optimalna
5 0,0 < logSw Ne, previse topljivo

Tablica 6. Kategorije penetracije kroz krvno-mozdanu barijeru (ADMET BBB) nakon oralne
primjene te pripadne vrijednosti logaritma omjera predvidenih koncentracija spoja u mozgu i krvi

(logBB) te znacenje.

Kategorija ‘ Vrijednost logBB Znacenje

Vrlo visoka penetracija: omjer koncentracija spoja u mozgu
0 logBB > 0.7
1 krvi veéi od 5:1

Visoka penetracija: omjer koncentracija spoja u mozgu i

1 0 <logBB < 0,7
krvi veéi izmedu 1:11 5:1

Srednja penetracija: omjer koncentracija spoja u mozgu i

2 -0,52 <logBB <0
krvi veéi izmedu 0,3:11 1:1
Niska penetracija: omjer koncentracija spoja u mozgu i
3 logBB <-0,52 . .
krvi manja od 0,3:1

4 nije definirano Izvan elipse oznacene kao 99% pouzdane

ADMET_EXT_PPB model ispituje vjerojatnost da udio molekula vezana na protein
plazme bude visok ( > 90%). Racunalni model na temelju kojeg je napravljen ovaj model
ukljucivao je 854 spoja s poznatim vezanjem za proteine plazme. Pritom je koristen Bayesov
model racunalnog ucéenja za koji je pokazano da ima osjetljivost 0,866 (raspon 0-1) i

specificnost 0,770 (raspon 0-1). Spojevi koji su prema Bayesovom modelu bodovani sa
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vrijednoscu ve¢om od -2,209 klasificirani kao spojevi koji se u visokom udjelu (>90%) vezu

za proteine plazme.

ADMET EXT CYP2D6 model predvida inhibiciju CYP2D6 metabolickog enzima
koriste¢i 2D strukturu molekule. Racunalni model za procjenu inhibicije ovog enzima
odreden je prema setu od 151 strukturno razli¢ita spoja s poznatim konstantama inhibicije
za CYP2D6. Pritom je koriSten Bayesov model racunalnog ucenja za koji je pokazano da
ima osjetljivost 0,812 (raspon 0-1) i specifi¢nost 0,854 (raspon 0-1). Spojevi koji su prema
Bayesovom modelu bodovani sa vrijednos¢u ve¢om od 0,161 klasificirani su kao inhibitori

CYP2D6.

ADMET _hepatotoxic model razvijen je prema literaturnim podacima za 436 spoja
koji dokazano uzrokuju toksi¢an uc¢inak na jetru: pozitivni na promjene (hepatocelularne,
koleostati¢ne ili neoplasti¢ne) ovisne o dozi ili povisuju aminotransferaznu aktivnost u krvi
u viSe od 10% populacije povezano uz odredenu dozu koja djeluje kao okidac. Pritom je
koriSten Bayesov model racunalnog ucenja za koji je pokazano da ima osjetljivost 0,913
(raspon 0-1) i specifi¢nost 0,750 (raspon 0-1). Spojevi koji su prema Bayesovom modelu

bodovani sa vrijednos¢u ve¢om od -4,154 klasificirani su kao hepatotoksicni.

3.3. Mjerenje Kkineticke aktivnosti enzima

Kineticka aktivnost enzima mjerena je acetiltiokolinskim supstratom, ATCh, pri
25°C spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu (Ellman i sur 1961). Finalna reakcijska
smjesa za mjerenje enzimske aktivnosti sadrzavala je 0,33 mmol dm=DTNB, 0,1 mol dm?
natrij fosfatni pufer (pH=7,4), 0,01% govedi serumski albumin (BSA; Sigma-Aldrich, SAD)
te supstrat ATCh ¢ija je koncentracija bila ovisna o tipu pokusa. AChE katalizira reakciju
hidrolize supstrata ATCh pri ¢emu se oslobada tiokolin (Slika 7.A) koji reagira s tiolnim
DTNB reagensom pri ¢emu nastaje anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (Slika 7.B).
Nastanak tog aniona odreduje se mjerenjem apsorpcije pri valnoj duljini A= 412 nm, a ima
molarni apsorpcijski koeficijent e=14250 dm®mol™* cm™ i daje zutu boju otopini. Mjerenje
aktivnosti koje pocinje dodatkom supstrata trajalo je minimalno 2 minute. Finalno
razrjedenje enzima bilo je odredeno na na¢in da enzimska aktivnost AA/min sa 1 mM ATCh
bude oko vrijednosti 0,1. Mjerenja aktivnosti su radena na spektrofotometru CARY 300

(Varian-Australia), termostatiranom na 25 °C.
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Slika 7. Reakcija hidrolize supstrata acetiltiokolina acetilkolinesterazom u tiokolin i octenu kiselinu

(A) i reakcija tiokolina sa reagensom DTNB uz nastajanje zutog aniona 5-tio-2-nitrobenzojeve

kiseline (B).
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3.3.1. Mjerenje reverzibilne inhibicije

Proces reverzibilne inhibicije postignut je 1 mjeren uz koriStenje standardnih i
neutralnih oksima kao inhibitora. Koristeni oksimi bili su: HI-6, 2-PAM, DAM i MINA.
Odredivanje inhibicije enzima provodilo se mjerenjem enzimske aktivnosti enzima pri
razli¢itim koncentracijama supstrata ATCh (0,05-0,5 mmol dm®) i uz razli¢ite koncentracije
oksima kao reverzibilnih inhibitora. Reakcijska smjesa za odredivanje inhibicije enzima na
CARY 300 spektrofotometru (Varian Inc., Australia) bila je ukupnog volumena 1 mL i
sastojala se od 50 L. DTNB (6 mmol dm), 830 pL natrij fosfatnog pufera (0,1 mol dm;
pH = 7,4), 50 uL enzima odgovaraju¢eg razrjedenja, 20 uL inhibitora odgovarajuceg
razrjedenja i naposljetku 50 uL dodanog supstrata ATCh odgovarajuceg razrjedenja. Veci
dio pokusa reverzibilne inhibicije mjeren je u reakcijskoj smjesi volumena 300 uL s
jednakim finalnim koncentracijama reaktanata u jazicama mikrotitarskih plo¢ica pomocu
gitata Tecan Infinite M200PRO (Tecan Group Ltd., Svicarska). Usporedno sa reakcijskim
smjesama koje sadrze oksime kao inhibitore, mjerena je i kontrolna enzimska aktivnost bez
inhibitora. Ujedno je odredena vrijednost neenzimske reakcije, u kojoj su prisutne sve iste
komponente reakcijske smjese osim enzima, kako bi se odredio potencijal hidrolize ATCh
samim oksimom (tzv. oksimoliza). Od apsorbancije inhibirane probe oduzeta je apsorbancija
neenzimske probe. Za reakciju inhibicije svakog enzima sa pojedinim oksimom izvedena

su minimalno tri eksperimenta.

3.3.2. Reaktivacija fosforiliranih kolinesteraza koriStenjem oksima

Reaktivacija fosfiliranih kolinesteraza koriStenjem oksima odredivana je mjerenjem
povratka aktivnosti mAChE ireverzibilno inhibirane sarinom ili VX-om u odredenim
vremenskim to¢kama od dodatka oksima u reaktivacijsku smjesu. Enzim mAChE je
inkubiran sa sarinom ili VX-om u vremenu od oko 60 min do postizanja 100 % inhibicije
aktivnosti enzima. Nakon inkubacije, suvisak OP spoja je uklonjen pomocu filtracijske
kolonice Strata® C18-E (Phenomenex, Torrance, SAD). Isto je ucinjeno i s kontrolnim
neinhibiranim enzimom, u koji je umjesto OP spoja dodan odgovaraju¢i volumen vode.
Nakon filtracije, alikvot uzorka inhibiranog enzima je potom razrijeden u reaktivacijskoj
smjesi koja sadrzava odredenu koncentraciju oksima ¢ime je zapocet proces reaktivacije. U

odredenom vremenu (1 — 180 min) od pocetka reaktivacije, alikvoti 10 pL reaktivacijske
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smjese su razrijedeni u reakcijskoj smjesi za mjerenje aktivnosti enzima koja je sadrzavala
30 pmol dm™ DTNB u fosfatnom puferu ukupnog volumena 940 pL. Mjerenje aktivnosti
zapodeto je dodatkom 50 pL supstrata ATCh finalne koncentracije 1,0 mmol dm. Tijekom
dvije minute mjerenja aktivnosti promjena apsorbancije s vremenom bila je linearna.
Identi¢an postupak proveden je i s neinhibiranim uzorkom enzima kako bi se utvrdile
kontrolne vrijednosti aktivnosti enzima u prisutnosti ispitivanih koncentracija oksima. Sva
mjerenja enzimske aktivnosti u eksperimentima reaktivacije izvedena su na
spektrofotometru CARY 300 (Varian Inc., Australia).

3.4. KoriStene jednadZzbe i obrada podataka

Racuni, statisticka obrada i vizualizacija podataka izradeni su u

odgovaraju¢em programu GraphPad Prism6 (GraphPad Inc., San Diego, SAD).

3.4.1. Kataliticke konstante

Kataliticke konstante enzimske kintetike, Km (Michaelisova konstanta koja
predstavlja koncentraciju supstrata potrebnu za 50% brzine reakcije u 0dnosu nNa Vmax) | Vimax
(maksimalna brzina reakcije pri zasienoj koncentraciji supstrata), odredene su po
Michaelis-Menteninoj jednadzbi iz eksperimentalno odredene aktivnosti enzima (V) pri
razli¢itim koncentracijama supstrata [S]:

V=V = (1)

max [S] +KM

3.4.2. Konstante reverzibilne inhibicije

Reverzibilna inhibicija ostvaruje se stvaranjem adicijskog kompleksa izmedu enzima
i inhibitora vezanjem inhibitora na aktivno i/ili periferno mjesto enzima. Postotak inhibicije
enzima ne mijenja se s vremenom izloZenosti enzima inhibitoru, nego njihovom
koncentracijom, a stupanj reverzibilne inhibicije definiran je konstantom disocijacije i
jednadzbom prema Hunter-Downsu:

K,y = 21 @

WP py—v;

27



Vo i Vi predstavljaju aktivnosti enzima u odsutnosti i prisutnosti inhibitora koncentracije [I]
mjerene uz istu koncentraciju supstrata. Kaspp (konstanta disocijacije inhibitora i enzima) je
prividna jer se reakcija izmedu enzima i inhibitora odvija u prisutstvu supstrata koji moze

imati utjecaj na jacinu inhibicije. Preuredenjem jednadzbe (2) dobiva se novi oblik:

L (3)

Utjecaj supstrata na reverzibilnu inhibiciju u aktivnom mjestu moguce je opisati Hunter-
Downsovom jednadzbom:

K,

Ki
wp = Ki 12 [S] (4)

gdje Ki predstavlja konstantu disocijacije inhibitora i enzima u aktivnom mjestu enzima, a
Ks konstantu disocijacije kompleksa enzim-supstrat Michaelisovog tipa. Za izracunavanje Ki

koristena je jednadzba (4), gdje je Kj odsjecak na ordinati.

3.4.3. Konstante reaktivacije

Uklanjanjem fosforilne skupine sa serina AChE postize se procesom reaktivacije.

Reaktivacija se opisuje sljedeCcom shemom (Shema 1.):

Kiq Shema 1.

I(+2
[EP][OX] —> E+P-OX

EP + OX

Ka

Ke

gdje EP predstavlja fosfilirani enzim, [EP][OX] reverzibilni kompleks Michaelis-
Menteninog tipa izmedu EP i oksima (OX), E je slobodni enzim, a P-OX fosfilirani oksim.
Dodatno, k+> je konstanta brzine reaktivacije prvog reda (konstanta brzine nukleofilne
supstitucije izmedu oksima i OP ostatka vezanog na kataliticki serin203), a kr je ukupna

konstanta brzine reaktivacije drugog reda. Reakcija reaktivacije (5) opisana je jednadzbom:

[EP]y _ kip7[OX] ()

"TEP], Kox[OX] ' Mot

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]
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kompleksa, a kons je konstanta brzine reaktivacije prvog reda za odredenu koncentraciju

oksima. Ukupna konstanta brzine reaktivacije drugog reda, ki, izrazena je kao omjer:

k 6
kr _ +2 ( )
Kox

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

V(EP+0X) " @)

Reakt = -100%

VE+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 (7) o vremenu
reaktivacije t obi¢no slijedi izgled jednofazne eksponencijalne krivulje (reaktivacijska

krivulja) izrazene jednadzbom:
Reakt = Reakt,,,, - (1 — e~ Kobst) (8)

gdje je Reaktmax maksimalni ostvaren postotak reaktivacije. Vrijednost kons za svaku
koncentraciju oksima je odredena direktno iz jednadzbe (8) ili se, u sluc¢aju kada reaktivacija
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 razlicitih platoa. Buducéi da (100-Reakt) odgovara 100-[EP]/[EP]o, konstante brzine
reaktivacije odredene su iz grafa ovisnosti Kobs 0 koncentraciji oksima prema jednadzbi (5).
Kada je testirani raspon koncentracija pojedinog oksima pratio nelinearnu ovisnost
jednadzbe (5) bilo je moguce odrediti reaktivacijske parametre k+2 i Kox te je kr izraCunata
pomocu jednadzbe (6). Za sve izraCune reaktivacijskih parametara koristen je GraphPad

Prism6 (GraphPad Inc., San Diego, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. In silico procjena farmakokinetike JR595 oksima

Pomoc¢u Discovery Studio Client raCunalnog programa analizirana su molekularna te
osnovna farmakokineticka svojstva oksima JR595, a dobiveni parametri prikazani su u
Tablici 7. Posebno su analizirana dva oblika oksima JR595 prisutna pri fizioloSkom pH:
neutralni oblik JR595 (0) 1 oblik s protoniranim dusikom u morfolinskom prstenu (+1)
(Slika 8).

HO N HO X

N ’ P _N | = H
HO™ X N N/\l HO™ X N +N/\
JR595 (0) K/O JR595 (+1) K/o

Slika 8. Neutralni oblik JR595 (0) i nabijeni oblik JR595 (+1) koji se u najve¢em udjelu nalaze pri
fizioloskom pH 7.,4.

Molekularna svojstva vazna za procjenu prolaska molekule kroz membrane, bilo intestinalne
ili KMB, uklju¢uju one parametre koji govore o naboju, lipofilnosti, polarnosti i
fleksibilnosti molekule. Ukupni naboj moze se procijeniti prema konstantama disocijacije
kiseline za ionizirajuée skupine molekule, tj. pKa vrijednostima. Lipofilnost molekule
opisana je koeficijentom razdjeljenja molekula izmedu oktanola i vode (logP), ali jo$ vazniji
je koeficijent razdjeljenja ovisan o stupnju ionizacije molekule pri pH 7,4 (logD). Polarnost
molekule reflektirana je u ukupnom boju akceptora i donora vodikovih veza unutar molekule
(HBA i HBD, prema engl. hydrogen bond acceptor/donor) i podrucju polarne povrsine
molekule (PSA, prema engl. polar surface area). Prema predvidenim pKa vrijednostima
ionizirajucih skupina, molekula JR595 pri fizioloskom pH nalazi se u svom neutralnom i
nabijenom obliku. Neutralni oblik pokazuje vecu tendenciju otapanja u lipidnom sloju (veci
logP) nego nabijeni oblik. Konac¢na lipofilnost molekule JR595 koja pri pH 7,4 ima veci
udio neutralnog oblika od nabijenog reflektira se u vrijednosti logD=1,45. Za molekulu koja

se smatra potencijalnim lijekom, pozZeljan je iznos logP izmedu 0 i 5 (Pajouhesh 1 Lenz
2005).

30



Tablica 7. Molekularna i farmakokineticka svojstva odredena ra¢unalnim programom Discovery
Studio Client.

Opis i/ili mjerna jedinica JR595 (0) JR595 (+1)
Protokol: Molecular Properties
Naboj Formalni naboj molekule. 0 1
Logaritam konstante disocijacije
pKa kiseline K, ioniziraju¢ih skupina 6,18 /7,28 /8,96 / 9,05
molekule
MW Molekularna masa molekule (g mol?) 279,335 280,166
ALogP Logar!tam koeficijenta ~razdjeljenja 1,694 0,133
izmedu oktanola i vode
Logaritam koeficijenta razdjeljenja
LogD izmedu oktanola i vode pri pH 7.4 1,447
ovisno o ionizacijskom stanju molekule
HBA Broj akceptora vod|I_<OV|h vezau 3
molekuli
HBD Broj donora vodikovih veza u molekuli 1
W e o 2
Molecular_PSA R o Bk OYISIH?..(A ) e 78,18 79,38
2D aproksimaciji
RB Broj veza koje se mogu rotirati 6
(fleksibilnost molekule)
Protokol: ADMET Descriptors
ADMET_Solubility Koeficijent topljivost logSw -2.014 -0.683
Level Kategoricka razina topljivosti 4 3
ADMET_ALogP98 Logar!tam particijskog .koeflcuenta 1714 0,153
- izmedu oktanola i vode
ADMET_PSA _2D Podrudje polarne povrsine (A2) 76,497 76,349
. Kategori¢ka razina apsorpcije iz
DI ABSTITELTe LEvE gastrointestinalnog sustava u krv 0
Logaritam (koncentracije u
ADMET_BBB mozgu)/(koncentracije u krvi) logBB -0.835 -1.315
Level Kategoricka razina penetracije kroz 3 3
KMB
Bodovanje prema Bayesovom modelu
za ispitivanje vezanja molekule na i i
ADMET_EXT_PPB proteine plazme u visokom postotku (> s LR e
false false
90%)
Rezultat testa
Bodovanje prema Bayesovom modelu
ADMET EXT CYP2D6 za ispitivanje mh_lblcue CYP2D6 -1.03742 -4.82446
- - enzima false false
Rezultat testa
Bodovanje prema Bayesovom modelu
ADMET _hepatotoxic za ispitivanje heRatotokswnog -7.46528 -2.44908
- potencijala false true
Rezultat testa

31



Osim toga, manja molekularna masa omogucava bolji pasivni transport kroz lipidnu
membranu KMB. Prema Levinu, granica za moguc¢i prolazak kroz KMB je 400 Da ili manje,
dok Waterbeemd predlaze 450 Da ili manje (Levin 1980; Atkinson 2002). Navedeni rasponi
navode na zakljucak da neutralni i protonirani oblik JR595 posjeduje odgovaraju¢u masu za
penetraciju u SZS te da, o¢ekivano, nema znadajnih razlika u brojkama izmedu dva tipa.
Parametri HBA, HBD i PSA reflektiraju heteroatome prisutne u molekuli i opisuju njezinu
polarnost i potencijal da stvara vodikove veze s fosfolipidima membrane $§to moZe otezati
pasivni transport kroz membrane. Preporu¢ene gornje granice za navedene parametre jesu:
HBA=7, HBD=3, PSA=60-70 A? (Pajouhesh i Lenz 2005). Za analizirana dva oblika JR595
iz tablice, HBA i HBD vrijednosti su unutar preporucenih i o¢ekivano su potpuno jednake
za dva oblika JR595, jer ne ovise 0 naboju molekule. Takoder, za vrijednost PSA uocena su
minimalna odstupanja. Medutim, procijenjene vrijednosti PSA nepozeljne su $to bi moglo
biti uzrokom ipak slabijeg prolaska molekule JR595 kroz KMB. Uz lipofilnost lijeka,
molekularna fleksibilnost je stavka koja bitno utjece na transport lijeka kroz membranu, a
odredena je brojem veza koje se rotiraju (RB) u molekuli. Umjerena fleksibilnost predstavlja
prednost pri prolasku lijeka kroz membranu, a preporuka za maksimalan broj RB je 8
(Pajouhesh i Lenz 2005).

Vjerojatnost da se ¢e se molekula koristiti kao lijek ovisi prvenstveno o njezinim
farmakokinetickim svojstvima, ali 1 vjerojatnoS¢u da ne izaziva interakcije s metabolizmom
drugog lijeka koji moze biti primjenjivan kod pacijenta ili da nema toksican uc¢inak na vitalne
organe. Prvi i osnovni preduvjet da se molekula primjenjuje kao lijek je njegova topivost u
vodi. Topljivost u vodi jedan je od problema kod vise od 40% novorazvijenih farmakoloskih
lijekova. Lijek zahtjeva odgovarajuéi stupanj topljivosti u vodi jer je za njegovu apsorpciju
nuzno da bude primijenjen u obliku otopine. Prema rac¢unalnoj analizi topljivosti, nabijeni
oblik JR595 sa vrijednosti 4 spada u kategoriju spojeva s optimalnom topljivoséu za
aplikaciju, dok neutralni spoj spada u kategoriju dobre topljivosti (3).

Apsorpcija lijeka odredena je njegovom mogucnosti transcelularnog i paracelularnog
prolaza kroz membranu, tj. ukupnom permeabilnosti. Vrijednosti iz Tablice 7. ukazuju na
dobru apsorpciju oba tipa (kategorija 0), a ona je u direktnoj korelaciji sa pozeljnim
vrijednostima  podru¢ja polarne povrSine (ADMET PSA 2D) i lipofilnosti
(ADMET_ALo0gP98) oba oblika spoja JR595. Nakon §to se apsorbira u krvotok, lijek moze
biti distribuiran u razna tkiva te naposlijetku eliminiran. U krvi lijek se moze vezati za
proteine plazme poput albumina i alfa kiselog glikoproteina sto potencijalno smanjuje

njegovu efikasnost jer je manja koncentracija lijeka dostupna za odlazak i interakciju s
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ciljnom molekulom. ADMET_PPB parametar rezultat je ispitivanja to¢nosti tvrdnje da je
udio molekula vezan na protein plazme > 90%, i za slucaj JR595 spoja dobiveni rezultat
»hetocno* predvida pozeljno slabije vezanje oksima na proteine plazme.

Prema ,,ADMET_BBB level* modelu analize, oba oblika spoja JR595 svrstani su u
kategoriju spojeva niskog potencijala za prolazak kroz KMB (3). Tom kategorijom su
definirani spojevi za koje je o¢ekivani omjer koncentracija u mozgu i krvi manji od 0.3:1, tj.
u mozgu se ne ocekuje vise od 30% koncentracije spoja u krvi. ADMET_Absorption i
ADMET BBB modeli temelje se na predikcijskim elipsama u grafu ovisnosti predvidenog

koeficijenta lipofilnosti i podru¢ja polarne povrsine (Slika 9).

8

Il ADMET_AlogP98
Il Absorption-95

Absorption-99
S i 8BB-95
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Slika 9. ADMET profil za nabijeni (+1) i nenabijeni (0) oblik oksima JR595. Predikcijske eplise
koje obuhvacaju spojeve s onim vrijednostima lipofilnosti (AlogP98) i1 podrué¢ja polarne povrsine
(PSA_2D) koje pogoduju intestinalnoj apsorpciji i prolasku kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB) s
granicama pouzdanosti od 95% i 99%.

Predikcijska elipsa predstavlja podru¢je u kojem se predvidaju koordinate, tj. broj novih
opservacija iz odredene populacije s pretpostavkom da je navedena populacija bivarijabilna
s normalnom distribucijom. Slika 9. prikazuje predikcijske elipse sa vlastitim intervalima
pouzdanosti. Konkretnije, elipsa s intervalom pouzdanosti od 95% ukazuje na podrucje u
kojem se ocekuje 95% opservacija iz populacije za ispitivani model (pr. 95% molekula koje
prolaze kroz KMB nalazit ¢e se unutar granica te elipse), dok elipsa s intervalom pouzdanosti
od 99% ukazuje na podrucje u kojem se o¢ekuje 99% opservacija iz populacije za ispitivani

model. U nasoj analizi, napravljene se dvije predikcijske elipse (95% i 99%) za spojeve koji
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imaju potencijal intestinalne apsorpciji te dvije predikcijske elipse (95% i 99%) za spojeve
s mogucnosti prolaska kroz KMB nakon oralne primjene. Neutralni oblik JR595 pokazuje
relativno centraliziran poloZaj unutar sve Cetiri elipse, $to potvrduje da taj Spoj prema svojim
vrijednostima ADMET_AlogP98 i ADMET_PSA 2D pripada skupini lijekova Kkoji
pogoduju intestinalnoj apsorpciji i prolazu kroz KMB u organizmu. Centralni polozaj
ukazuje na srednju vrijednost parametara opservacije u odnosu na sve uzorke unutar elipse.
Nabijeni oblik JR595 takoder se nalazi unutar sve Cetiri elipse, ali u relativno rubnim
podruc¢jima. Usporedujuci koordinate nabijenog i neutralnog oblika oksima JR595 unutar
elipsa, ocekuje se da ¢e neutralni oblik imati bolju intestinalnu apsorpciju i prodor kroz
KMB, kako je i o¢ekivano.

Kao dio ADMET analize, ispitivanja je li molekula inhibitor CYP2D6 metabolickog
enzima jetre ili ima li hepatotoksi¢ni potencijal dio su regulatornih procedura u otkrivanju i
razvoju novih lijekova. CYP2D6 predstavlja jednu od najucestalijih izoformi CYP porodice
enzima te je ukljucen u metabolizam Sirokog spektra lijekova i njegova inhibicija predstavlja
opasnost od interakcije potencijalnog lijeka s postojecim lijekom koji se potencijalno moze
davati pacijentu. Takoder, lijekovi s mogucnosti inhibicije navedenog enzima potencijalno
mogu inhibirati vlastiti metabolizam te je poZeljno da lijek ima §to manji postotak inhibicije
CYP2D6 zbog sprjecavanja prekomjernog nakupljanja i toksi¢nog efekta u krvnoj plazmi.
In silico analiza je procijenila da spoj JR595 u oba oblika nije inhibitor CYP2D6. S druge

strane, za nabijeni oblik JR595 predviden je hepatotoksi¢ni potencijal.
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4.2. Procjena farmakodinamic¢kog profila oksima in vitro
kinetickim metodama

Za procjenu farmakodinamickog profila oksima in vitro kinetickim metodama
usporedeni su modeli kako bi se utvrdilo ima li razlike medu vrstama na razini molekularne
mete lijeka, tj. AChE enzima. To je prije svega u¢injeno odredivanjem aktivnostima mAChE
I hAChE u ovisnosti o koncentraciji supstrata ATCh te odredivanjem afiniteta nativnog
enzima prema standardnim (2-PAM, HI-6, obidoksim) i neutralnim oksimima (MINA,
DAM, JR595). Zatim je utvrden reaktivacijski potencijal JR595 na modelu mMAChE koja je
prethodno inhibirana sarinom ili VX-om u ovisnosti o razli¢itim koncentracijama oksima.
Dodatno je ispitan utjecaj poviSenja temperature sa sobne (25°C) na fiziolosku (37°C) na

reaktivacijski potencijal JR595 u slucaju mAChE inhibirane sarinom.

4.2.1. Usporedba aktivnosti ljudske (hAChE) i miSje (mAChE) acetilkolinesteraze

Usporedba enzima iz dvaju razli€itih izvora (mis§ja i ljudska) temeljena je na mjerenju
ovisnosti enzimske aktivnosti o koncentraciji supstrata ATCh te su obje pS krivulje, krivulje
s logaritamskom skalom koncentracije supstrata, prikazane na Slici 10. Iz navedenog prikaza
vidimo jednak zvonoliki profil ovisnosti aktivnosti MAChErc i hAChEgr. Toc¢nije, oba
enzima dostizu maksimalnu brzinu aktivnosti pri koncentraciji ATCh oko 1 mmol dm, dok
pri ve¢im koncentracijama ATCh dolazi do inhibicije enzimske aktivnosti supstratom.
Takav profil uobicajen je za ovisnost aktivnosti AChE o ATCh i ACh supstratima
(Nachmansohn i Rosenberg 1945). Kao razlog inhibicije supstratom, navodi se vezanje
druge molekule supstrata u podrucju perifernog alosterickog mjesta aktivnog zdrijela AChE
(Harel i sur. 1993). Iz dobivenih ovisnosti, odredene su konstante vezanja za komplekse
enzim-supstrat (ES), Michaelisova konstanta Kwm, 1 konstanta vezanja druge molekule
supstrata na ES kompleks (SES), Kss. Navedene konstante prikazane su u Tablici 8.
Michaelisova konstanta predstavlja koncentraciju supstrata potrebnu za ostvarivanje 50%
vrijednosti od maksimalne brzine (1/2 Vmax) enzima. Niza vrijednost konstante Kv za
MAChERec ukazuje na veci afinitet prema ATCh u odnosu na hAChEe. te iz hiperbola (Slika
10.) mozemo zakljuciti da je neSto manja koncentracija istog supstrata potrebna kako bi se
ostvarila Vmax kod misje inaCice enzima. Zbog veceg afiniteta prema ACTh, mAChERec
takoder ima nizu konstantu inhibicije (Kss) i time je potrebna niza koncentracija supstrata

koja ¢e uzrokovati prezasi¢eno stanje i inhibiciju kataliticke aktivnosti enzima vezanjem
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druge molekule supstrata u aktivno mjesto sto posljedi¢no uzrokuje neproduktivno vezanje.
Medutim, navedene razlike takoder ne predstavljaju znacajne razlike koje bi utjecale na
mehanizme reakcija prikazanih u nastavaku (reverzibilna inhibicija i reaktivacija oksimima).
U radu Kovarik i sur. (2003) odredene konstante vezanja supstrata ATCh za mAChErec SU
iznosile Ky = 0,047 mmol dm3, a Kss= 9,6 mmol dm™, §to je usporedivo s ovdje dobivenim

rezultatima za mAChE.

1.1+
1.0+
0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+

0.3+

Normalizirana aktivnost enzima

0.2+
- MAChE,¢.

. hAChEErC

0.01 0.1 1 10 100

ATCh (mmol dm™)

0.1+

Slika 10. Ovisnost normalizirane aktivnosti miSje (mAChEw) i ljudske (hAChEgc)
acetilkolinesteraze o koncentraciji supstrata acetiltiokolina (ATCh).

Tablica 8. Konstante vezanja odredene za ljudsku AChE (hAChEgc) i mi§ju (mAChErc)
acetilkolinesterazu i supstrat acetiltiokolin (ATCh): Michaelisova konstanta, Kwu, i konstanta

inhibicije supstratom, Kss.

Konstante vezanja hAChEE/. MACHE e
Kwm (mmol dm) 0,079 £ 0,006 0,058 + 0,005
Kss (mmol dm®) 111+1,1 8,6+0,9
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4.2.2. Reverzibilna inhibicija hAChE i mAChE sa standardnim i neutralnim

oksimima

Prava konstanta inhibicije (Ki) za pojedini oksim predstavlja vrijednost inhibicije
koja nije pod potencijalnim utjecajem koncentracije supstrata. Odredena je kao sjeciSte
pravca X i y-osi koordinatnog sustava gdje vrijednost na x-osi (koncentracija supstrata)
iznosi 0, prema Hunter-Downsovoj jednadzbi (4). Konstante inhibicije mMAChEr i ljudske
eritrocitne hAChEgr sa standardnim oksimima 2-PAM, HI-6, obidoksimom te prvom
generacijom neutralnih oksima DAM i MINA prikazane su u Tablici 9. te Slici 11. K;
vrijednosti 2-PAM gotovo su jednake za oba enzima. HI-6 takoder ima gotovo jednake Ki
vrijednosti za oba enzima, ali te su vrijednosti oko 4 puta manje od onih odredenih za 2-
PAM oksim. Za razliku od prethodna dva oksima, Kj vrijednosti obidoksima znaéajno se
razlikuju za hAChEgr i MAChErec. U slucaju dva neutralna oksima, MINA i DAM, nije bilo
moguce odrediti K; vrijednosti za hAChEEr u testiranom rasponu koncentracija do 5 mmol
dm3 §to govori o jako slabom afinitetu hAChERec za navedene neutralne oksime.

Odredene K vrijednosti za JR595 oksim (Tablica 10.) za hAChEgrc i MAChE;ec
iznosile su redom 365 i 273 pmol dm, to pokazuje nesto veéi afinitet MAChE prema ovom
neutralnom oksimu u odnosu na hAChEg. U radu Zorbaz i sur. (2018), u kojem je koristen
oksim JR595 topiv u organskom otapalu DMSO, odredena je konstanta inhibicije za
hAChEec koja je iznosila 135 umol dm™. Budu¢i da je u ovom radu koristena trifluorooctena
sol JR595 oksima topiva u vodi, razlika u konstantama odredenim u ovom diplomskom radu
i navedenom znanstvenom radu vjerojatno je posljedica dodatnog utjecaja DMSO-a na
enzimsku aktivnost (Kumar i Darreh-Shori, 2017). Kako bi se to dodatno ispitalo, JR595
topiv u vodi testiran je dodatno i na rekombinantnom ljudskom enzimu hAChErec. Odredena
Ki za hAChErec 326 umol dmbliska je vrijednosti utvrdenoj za eritrocitni enzim hAChEgr
Sto potvrduje hipotezu da topivost spoja i utjecaj otapala na AChE aktivnost mogu utjecati 1
na odredivanje konstanti inhibicije. Grafovi prema Hunter-Downsovom modelu za
reverzibilnu inhibiciju triju razli¢itih AChE enzima s oksimom JR595 prikazani su na Slici
12.

U usporedbi s K; vrijednostima standardnih oksima za hAChEgrc i MAChEyec, JR595
ima nesto vecu K vrijednost za iste enzime (Tablica 9. i 10.) odnosno manji afinitet vezanja
od standardnih oksima. To je o¢ekivano s obzirom na nedostatak kvaternog dusika i naboja

kojim se ostvaruju povoljne nekovalentne interakcije vezanja.
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Tablica 9. Konstanta vezanja oksim-enzim, K;, odredena za komplekse misje ili ljudske AChE sa

standardnim ili neutralnim oksimima

Ki (tmol dm)

hAChEeg MACHhE e
standardni oksimi
2-PAM 186 + 17 150 + 10!
HI-6 3214 42 + 92
obidoksim 176 £ 17 81+21
neutralni oksimi
MINA >5000 =
DAM >5000 -

1Podaci iz ref. Katalini¢ i sur. 2018.; 2Podaci iz ref. Kovarik i sur. 2006.

Tablica 10. Usporedba konstanti inhibicije, Ki, dobivenih za komplekse oksima JR595 sa trima
razli¢itim enzimima: rekombinantne ljudske (hAChE«c) i eritrocitna ljudska (hAChEgc) i
rekombinantna misja (mAChE) acetilkolinesteraza.

Ki (umol dm)

hAChE e 326 + 20
hAChEErc 365 + 24
mAChErec 273+ 33
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Slika 11. Graficki prikaz ovisnosti prividnih konstanti inhibicije K;app 0 koncentraciji supstrata ATCh

odredenih za inhibiciju hAChEg. sa standardnim oksimima 2-PAM, HI-6 i obidoksim (po Hunter-
Downsovom modelu).
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Slika 12. Graficki prikaz ovisnosti prividnih konstanti inhibicije K;app 0 koncentraciji supstrata ATCh

odredenih za inhibiciju eritrocitne ljudske hAChEeg. i rekombinantne ljudske hAChE. te misje
MAChE.e sa oksimom JR595 (po Hunter-Downsovom modelu).
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4.2.3. Reaktivacija mAChE inhibirane sarinom i VX-om pomoéu JR595

Potencijal oksima JR595 da reaktivira mAChE inhibiranu sarinom i VX-om testiran
je odredivanjem povratka aktivnosti enzima pri 1 mmol dm® ATCh s razligitim
koncentracijama oksima kroz tri sata. Pritom su odredeni reaktivacijski parametri:
maksimalna konstanta brzine reaktivacije prvog reda, ki, disocijacijska konstanta
reverzibilnog kompleksa inhibiranog enzima i oksima, Kox te ukupna konstanta brzine
reaktivacije drugog reda, kr(Tablica 11.). Reaktivacija mAChE inhibirane VX-om sa JR595
pokazuje cetverostruko veci k+2 nego u slucaju reaktivacije mAChE inhibirane sarinom. T0
u kombinaciji sa slicnom disocijacijskom konstantom rezultira viSom ukupnom konstantom
reaktivacije kr (3280 mmol dm? min?) u sludaju reaktivacije VX-mAChE nego sarin-
mMAChE (1030 mmol dm min™). Slika 13. pokazuje reprezentativni pokus reaktivacije na
kojem se moze primijetiti da brzina postizanja maksimalne reaktivacije ovisi o koncentraciji
oksima odnosno s najvisom koncentracijom JR595 postize se 100%-tna reaktivacija u
najkraéem vremenu. Vazno je istaknuti da pri koncentraciji od 0,2 mmol dm™ JR595 takoder
dovodi do potpune reaktivacije u zadovoljavajuéem vremenu.

Usporedba reaktivacije mAChE i ljudske inadice enzima inhibiranih sa sarinom i
VX-om (Tablica 12.; preuzeto iz Zorbaz i sur. 2018) pokazuje da nema znacajnih razlika u
konstantama reaktivacije kada se uzme u obzir i njihova standardna pogreska. 1z obje ove
tablice je vidljivo da uc¢inkovitost JR595 u reaktivaciji AChE, iako ovisi o afinitetu vezanja
(1/Kox), prvenstveno ovisi 0 njegovoj nukleofilnosti i potencijalu za reaktivaciju (k+2), a oba
ova parametra ovise o strukturi konjugiranog dijela OP spoja na katalitiCkom serinu. Drugim
rije¢ima oksim JR595 je bolji reaktivator VX-om inhibirane AChE bez obzira na izvor
enzima. Stovise, ovi rezultati pokazuju da in vitro model misa kod terapije trovanja OP-

ovima dobro opisuje model ¢ovjeka.
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Slika 13. Primjer pokusa ovisnost povratka aktivnosti (%Reaktivacije) mMAChE inhibirane sarinom

(A) i VX-om (B) o vremenu reaktivacije (t) sa oksimom JR595 (10-500 mmol dm?).

Tablica 11. Parametri koji opisuju reaktivaciju mAChE inhibirane sarinom ili VX-om pomoc¢u

oksima JR595 (10-1000 mmol dm™): maksimalna konstanta brzine reaktivacije, k+,, konstanta

vezanja inhibiranog enzima i oksima, Kox, ukupna konstanta reaktivacije, k.. Odredeno iz dva pokusa

reaktivacije.

Reaktivacijski parametar i
sarin VX
Ks2 (Min™) 0,18 £ 0,02 0,77 +£0,16
Kox (umol dm-) 175 £ 57 235 + 140
kr (mmol dm™ min‘t) 1030 + 240 3280 + 1370
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Tablica 12. Parametri koji opisuju reaktivaciju hAChE inhibirane sarinom ili VX-om pomoc¢u
oksima JR595 (10-1000mmol dm) objavljeni u radu Zorbaz i sur. 2018.

Reaktivacijski parametar

sarin VX
ks2 (min™) 0,29 £ 0,03 0,68 + 0,07
Kox (umol dm3) 270+ 90 300 + 60
kr (mmol dm™ min™) 1080 + 290 2270 + 240

4.2.4. Utjecaj temperature na reaktivacijski potencijal JR595

Kako bismo procijenili kako bi se brzina reaktivacije s oksimom JR595 mogla
razlikovati od in vitro odredene brzine reaktivacija na 25°C, reaktivacijska smjesa
inkubirana je na 37°C. Testirana je brzina reaktivacije s tri koncentracije JR595 oksima: 10,
100 i 200 pmol dm. Postignute reaktivacije izmedu dviju temperatura usporedene su u
nekoliko vremenskih to¢aka prikazanih na Slici 14. Najniza koncentracija JR595 zahtijeva
najdulji vremenski period do visokog stupnja reaktivacije (90-100%) inhibiranog enzima te
je u vremenu od 80 minuta ostvaren samo pri uvjetu od 37 °C (fizioloSka temperatura).
Potpuna reaktivacija (100%) u najkra¢em vremenskom periodu ostvarena je s najvecom
koncentracijom oksima pri oba temperaturna uvjeta. Iz grafickog prikaza mozemo zakljuciti
da pri sve tri koncentracije, u ranijim vremenskim to¢kama, JR595 molekula postize veéi

postotak reaktivacije pri fizioloskoj temperaturi nego pri sobnoj temperaturi.
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Slika 14. Usporedba ostvarenog postotka reaktivacije mAChE inhibirane sarinom naznacenim
vremenima pri sobnoj (25 °C) i fizioloskoj (37°C) temperaturi, a s tri razlicite koncentracije oksima

JR595 (10, 100 i 200 pmol dm3).

Dodatno su usporedena vremena potrebna za postizanje maksimalne reaktivacije (Tablica
13.) iz kojih se vidi da je reaktivacija mAChE-sarin sa JR595 oksimom pri 37°C ranije
dostize maksimalnu reaktivaciju nego pri 25°C. Navedeno potvrduje da je brzina postizanja
maksimalne reaktivacije veca pri temperaturi od 37°C nego od 25°C, ali vrijednosti
maksimalne reaktivacije se ne razlikuju znacajno izmedu dviju temperatura (podaci nisu

prikazani).

Tablica 13. VVremena potrebna za postizanje maksimalne reaktivacije mMAChE inhibirane sarinom
koristedi tri razli¢ite koncentracije JR595 oksima (10, 100, 200 umol dm?3) i pri temperaturama 25
°Ci37°C.

25°C 37°C

JR595 (umol dm-3) tmax (Min)
10 180 80
100 40 15
200 20 8
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5. DISKUSIJA

Analiza farmakokinetike i farmakodinamike u¢inkovitog reaktivatora AChE vrlo je
vazna u pogledu razvoja novih ili modificiranja trenutnih oksimskih antidota. In vitro
ispitivanja reaktivacijskog u¢inka oksima hidroksipiridinske skupine pokazala su visoki
reaktivacijski potencijal za ljudsku hAChE u prijasnjoj studiji. S obzirom da ova skupina
oksima nema stalni naboj, prolaze kroz KMB u dovoljnoj mjeri da pokazu bolju reaktivaciju
u mozgu nego standardni oksimi (Zorbaz i sur. 2018). Dodatne analize metabolicke
stabilnosti 1 citotoksi¢nog potencijala istaknule su oksim JR595 kao najboljeg kandidata za
daljnja in vivo ispitivanja na misu (Zorbaz i sur. 2020). Stoga je u ovom radu cilj bio
usporediti in silico procjene farmakokinetickih karakteristika oksima JR595 i njegovog
farmakokineti¢kog profila dobivenog na modelu miSa dostupnog u literaturi (Zorbaz i sur.
2020), usporediti njegove kineticke parametre in vitro analizom ljudske i misje AChE
inhibirane sarinom i VX-om te opisati moguci utjecaj razlike u temperaturi (sobna Vs.

fizioloska) na in vitro rezultate.

Za primarnu usporedbu miSje 1 ljudske AChE odredena je pS krivulja ovisnosti
enzimske aktivnosti o supstratu ATCh te reverzibilna inhibicija enzima s JR595,
standardnim i odabranim oksimima. Standardni oksimi pripadaju skupini mono i bis-
piridinijevih oksima, dok odabrani oksimi nemaju stalni naboj u svojoj strukturi kao i oksim
JR595. JR595 pripada skupini hidroksipiridinskih oksima koji nemaju kvaterni dusikov
atom unutar piridinskog prstena, ve¢ ugljikov atom vezan za polozaj 6 piridinskog prstena
¢ime je izbjegnut stalan pozitivni naboj molekule. Takoder, visoka hidrofilnost, niski
potencijal prolaska kroz KMB i slabo ili nikakvo djelovanje standardnih oksima na SZS

naveli su na razvoj novih neutralnih oksima s boljim potencijalom djelovanja u SZS.

Pokusima enzimske kinetike odredene su aktivnosti ljudske AChE i misje AChE u
ovisnosti koncentracije supstrata ATCh. Ova krivulja opisuje obrnutu parabolu za oba
enzima potvrdujuéi od ranije poznat fenomen inhibicije aktivnosti supstratom Km. Vrijednost
MAChEr od 0,058 mmol dm™ ukazala je na veéi afinitet prema koristenom supstratu od
hAChEgr: (Km = 0,079 mmol dm). Medutim, vrijednosti Michaelis-Mentenine konstante i
njezine standardne pogreske te profil pS krivulja navode na zaklju¢ak da nema bitne razlike
u kinetici ovog enzima iz dvije specije koji bi trebali utjecati na mehanizam reverzibilne
inhibicije ili reaktivacije enzima oksimom. Sli¢no je pokazano pokusima reverzibilne

inhibicije odredivanjem konstanti inhibicije za standardne oksime (2-PAM, HI-6,
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obidoksim) i neutralne oksime (DAM, MINA, JR595), odnosno afiniteta enzima za vezanje
pojedinog oksima. lako se o¢ekuje da se konstante koje opisuju te interakcije razlikuju, one
ne bi trebale biti bitno razliite. To je potvrdeno u pokusima reverzibilne inhibicije
odredivanjem disocijacijske konstante, K za standardne (2-PAM, HI-6 i obidoksim) i
neutralne oksime (DAM, MINA, JR595). Ova konstanta opisuje afinitet vezanja enzima
prema pojedinom oksimu i mjera je inhibicije enzima samim oksimom. Dok K vrijednosti
2-PAM i HI-6 pokazuju da se njihovi afiniteti gotovo ne mijenjaju prema mAChE i hAChE,
afinitet obidoksima otprilike je dva puta ve¢i za mAChE u usporedbi s hAChE. Usporedujuci
Kivrijednosti za tri analizirana standardna oksima mozemo zakljuciti da HI-6 (Ki= 32 pumol
dm3; Ki =42 pumol dm) ima oko pet puta veéi afinitet od 2-PAM i obidoksima prema obe
acetilkolinesteraze. Neutralni oksim JR595 sa K; vrijednosti od 326 pmol dm= prema
hAChEEr pokazuje znac¢ajno manji afinitet od tri koristena standardna oksima. lako veliki
afinitet enzima za oksim mozda izgleda kao nedostatak za primjenu oksima kao reaktivatora
AChE inhibirane OP-om, barem in vitro (Cali¢ i sur. 2006), smatra se da koncentracije
oksima koje se mogu postic¢i in vivo ne mogu znacajno utjecati na aktivnost enzima. In vitro
odredene ukupne konstante reaktivacije (k) OP-mAChE i OP-hAChE konjugata s oksimom
JR595 nisu pokazale znacajne razlike pa se moze utvrditi da in vitro model misa kod terapije
trovanja OP -ovima dobro opisuje model ¢ovjeka. Analizom utjecaja temperature na brzinu
reakitvacije, vrijednosti pokazuju da su sve tri ispitane koncetracije JR595 pokazale oko dva
puta kra¢i vremenski period (min) do postizanja maksimalne reaktivacije na visoj

(fizioloskoj) temperaturi. Stoga se u in vivo moze ocekivati i brza reaktivacija.

Analizom molekularnih 1 osnovnih farmakokinetickih svojstava uz upotrebu
Molecular Properties i ADMET Descriptors protokola procijenjena je in silico
farmakokinetike oksima JR595. Prema analizi molekularnih karakteristika, spoj JR595 ima
ve¢inu zadovoljavajucih karakteristika te je jedino PSA izvan preporucenih vrijednosti.
Vjerojatnost slabijeg prolaska JR595 kroz KMB je kombinacija polarnosti molekule i
ionizacija molekule pri fizioloSkom pH. U literaturi je dostupan podatak o udjelu neutralnog
oblika JR595 pri fizioloskom pH koji iznosi 30 %, $to je takoder odredeno koristeéi in silico
procjenu pKa vrijednosti ioniziraju¢ih skupina spoja (Zorbaz i sur, 2018). Medutim, to je

najpovoljniji udio koji je ostvaren medu pet predstavnika 3-hidroksi-2-piridniskih oksima.

Nadalje, procjenjuje se da bi spoj JR595 pokazao pozeljnu apsorpciju iz crijeva u krv

nakon oralne primjene, a tijekom distribucije manje od 90% spoja veZe se na proteine plazme
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Sto znaci da dolazak spoja na zeljeno mjesto djelovanja nece biti znacajno smanjen. Vrlo je
bitno da je afinitet lijek prema ciljanom receptoru ili enzimu ve¢i od afiniteta prema
proteinima plazme poput albumina (HSA prema engl. human serum albumin) kako bi se
sprijecilo stvaranje velikih zaliha vezanog lijeka u krvnoj plazmi (Krueger i sur. 1965; Benet
I sur. 1996). HSA najbrojniji je protein krvne plazme te ima moguénost vezanja raznovrsnih
vrsta lijekova, a posebice veliki afinitet prema lipofilnim i negativno nabijenim molekulama
(Goodman i Gilman 1996; Peters 1996). Interakcija lijekova u krvnoj plazmi uzrokovana
plazmatskim proteinskim vezanjem predstavlja farmakokineticki mehanizam koji moze
rezultirati dislociranjem s proteinskog mjesta jednog od lijeka te posljedi¢no uzrokovati
toksi¢nost nastalu poveéanom koncentracijom slobodnog lijeka u plazmi. Navedeni
mehanizam vazan je kontrolirati i za tretman oksimskim reaktivatorima s obzirom da se
primjenjuju u kombinaciji s atropinom ili diazepamom. Kao primjer dislokacije s
proteinskog veznog mjesta moze se navesti varfarin (Coumadin™) &ije koncentracije u
obliku slobodne molekule mogu biti nepozeljno poveéane uzrokom interakcije s drugim
lijekom u plazmi (Dubey i sur. 2017). lako su prema ADMET_BBB modelu analize oba
oblika JR595, nabijeni i neutralni, Klasificirana u skupinu lijekova s niskim potencijalom
prolaska kroz KMB nakon oralne primjene (koncentracija u mozgu iznosi do 30%
koncentracije u krvi), takav prolazak bi i dalje bio bolji nego $to postizu standardni oksimi
(Kalasz i sur. 2015). U literaturi (Zorbaz i sur. 2020) je pokazano da koncentracija JR595 u
mozgu miSeva nakon intramuskularne primjene iznosi do 40% koncentracije u krvi, §to je
blisko in silico procijenjenoj vrijednosti. Koriste¢i predikcijske elipse za modele
ADMET _Apsorbtion i ADMET BBB level mozemo zakljuciti da neutralni oblik JR595
zbog vece lipofilnosti (AlogP98) ima povoljniji polozaj unutar sve ¢etiri elipse, tj. pokazuje
bolju apsorpciju i prodor kroz KMB. O¢ekivano, neutralnost oksima pozeljnija je od njegove
nabijenosti. Polarnost molekule priblizno je jednaka za oba oblika JR595 te promjena naboja

iste molekule ne rjesava potencijalni problem visoke PSA.

Usporedba vrijednosti logD pri pH 7,4 (1,447) dobivene in silico analizom JR595 sa
vrijednosti Chrom logD (1,41) odredene eksperimentalno (Zorbaz i sur. 2020) pokazuje
dobro slaganje. Iako povecana lipofilnost spoja moze povecati njegov potencijal vezanja za
CYP enzime i time uzrokuje metaboli¢ku razgradnju (Lewis i sur. 2004), pokazano je da ne
dolazi do znacajnog razgradivanja JR595 s ljudskim ili mi§jim CYP enzimima.
Farmakokineticki profil JR595 odreden je nakon i.m. primjene 100 mg/kg na modelu misa

iz Cega su odredene koncentracije spoja u krvi i mozgu (Zorbaz i sur. 2020). Kompatibilno
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sa vrijednostima in silico analize, spoj je pokazao brzu apsorpciju te je maksimalna
koncentracija u krvi izmjerena u periodu od 15min nakon primjene (tmax = 15 min).
Maksimalna koncentracija u krvi iznosila je ~140 uM. Medutim, na modelu misa je utvrdena
1 brza eliminacija, koja vjerojatno nije posredovana metabolickom razgradnjom CYP
enzimima. Razlika u brzini metabolizma i eliminacije izmedu glodavaca i vecih sisavaca
treba se uzeti u obzir prilikom analize farmakoloskog profila JR595 dobivenog in vivo
pokusom na modelu misa. Na primjeru antibiotika, poluvrijeme zivota primjenjenog spoja
6-9 puta je duze kod ¢ovjeka nego kod glodavaca, uglavnom zbog brze renalne eliminacije
glodavaca (Andes i Craig 2002). Kada bi se isto dogodilo u slu¢aju oksima JR595 on bi u
organizmu ¢ovjeka ostvario dulje vrijeme cirkulacije u krvi. Brza eliminacije spoja kod
modela misa smanjuje ucinkovitost lijeka prema ciljanome mjestu te primjenom jednake
koncetracije JR595 na model ¢ovjeka mozemo ocekivati bolji antidotski potencijal nego $to
je pokazano na modelu miSa gdje je glavni nedostatak pri terapiji miSeva otrovanih VX-om

ili sarinom bila brza eliminacija JR595 iz cirkulacije (Zorbaz i sur. 2020).
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6. ZAKLJUCAK

¢ Analizom rezultata reaktivacijskih parametara u in vitro uvjetima te in silico analizom fizikalno-
kemijskih i farmakoloskih karakteristika neutralnog oksima JR595, ofekuje se pogodan prolazak
spoja kroz KMB te bolji reaktivacijski potencijal u mozgu u odnosu na trenutno koriStene

standardne oksime.

e ADMET profil neutralnog oblika (0) JR595 prikazan statistickim modelom predikcijskih elipsa
ocekivano se pokazao se povoljnijim od ADMET profila nabijenog (+1) oblika JR595 zbog
pozeljnije lipofilnosti spoja koja pogoduje boljoj gastrointestinalnoj apsorpciji te boljem prolasku
kroz KMB.

e Dodatnim ispitivanjem utjecaja povisenja temperature sa sobne (25°C) na fiziolosku (37°C) na
reaktivacijski potencijal JR595 u sluc¢aju mAChE inhibirane sarinom potvrdena je veéa brzina
postizanja maksimalne reaktivacije pri temperaturi od 37°C.

e In vitro odredene Kkataliticke konstante enzima, konstante inhibicije s oksimom te ukupne
konstante brzine reaktivacije OP-mAChE i OP-hAChE konjugata s oksimom JR595 nisu
pokazale znacajne razlike pa se moze utvrditi da in vitro model miSa kod terapije trovanja OP-

ovima dobro opisuje model ¢ovjeka.
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