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Acetilkolinesteraza (acetilkolin-acetilhidrolaza, E.C. 3.1.1.7) enzim je kojeg inhibiraju neki orga-
nofosforni spojevi medu koje spadaju i oni koji se koriste kao pesticidi te ziv¢ani bojni otrovi.
lako su biskvaterni piridinijevi oksimi dobro poznati kao antidoti, univerzalni antidot koji bi bio
udovoljavajuce djelotvoran pri otrovanju organofosfornim spojevima jos uvijek nije pronaden.
U ovom preglednom ¢lanku opisane su sinteze i antidotska svojstva dviju klasa spojeva — imida-
zolijevih i kinuklidinijevih — obje sa mogucim visestrukim uc¢inkom u kolinergi¢nom sustavu.
N-alkilimidazolijevi aldoksimski derivati spojevi su koji pokazuju visoki afinitet za kataliticko
mjesto enzima. Primarni antidotski ucinak imidazolijevih oksima je reaktivacija fosforilirane
AChE. Antidotska djelotvornost 3-supstituiranih kinuklidinijevih derivata rezultat je njihove in-
terakcije s AChE, ali i s drugim receptorima u kolinergi¢nom sustavu (npr. supresija presinapticke
sinteze acetilkolina). Do sada je sintetizirano nekoliko serija biskvaternih imidazolio-piridinije-
vih, piridinio-kinuklidinijevih te imidazolio-kinuklidinijevih oksima kako bi se istrazila svojstva
spojeva koji sadrze u svojoj strukturi po dvije aktivne funkcije. Neki su se od tih derivata poka-
zali dobrim antidotima organofosfornih spojeva. Raspravljena su svojstva pripravljenih spojeva
kao reverzibilnih i progresivnih inhibitora acetilkolinesteraze, aciliraju¢eg agensa kao i njihova
sposobnost zastite enzima od fosforiliranja te mogucnosti reaktiviranja AChE fosforilirane orga-
nofosfornim spojevima.

Kljucne rijeci: Acetilkolinesteraza, organofosforni inhibitori, imidazolijevi i kinuklidinijevi spoje-

vi, zastita enzima, reaktivacija oksimima

Uvod

S obzirom na fiziolosku ulogu acetilkolinesteraze (AChE) u
Zivéanom sustavu, ovaj enzim se vec vise od pola stoljeca
sustavno izucava. Brojne biokemijske, fizicko-kemijske i
kristalografske studije, a odnedavno sve vise i molekulsko
modeliranje, primijenjuje se da bi se objasnio nacin funk-
cioniranja ovog enzima. AChE je ciljni enzim pri otrovanju
organofosfornim spojevima medu koje spadaju neki insek-
ticidi i Zivéani bojni otrovi (soman, sarin, tabun i VX).
Rjesenje problema zastite i lijeenja pri otrovanju organo-
fosfornim spojevima aktualno je i danas buduci da jos uvi-
jek nije pronaden antidot koji bi bio zadovoljavajuce dje-
lotvoran u slucajevima trovanja razli¢itim organofosfornim
spojevima. Antidoti koji su nasli primjenu i u humanoj te-
rapiji kvaterni su derivati piridin-2-, odnosno piridin-4-al-
doksima.!

Ovaj rad predstavlja revijalni prikaz dosadasnjih saznanja o
AChE, mehanizmima inhibicije organofosfornim spojevi-
ma te zastite i reaktivacije antidotima. Bit ¢e prikazani pri-
mijeri iz literature te istrazivanja imidazolijevih i kinuklidi-
nijevih antidota pripravljenih u Zavodu za organsku kemi-
ju PMF-a, na kojemu postoji dugogodisnja tradicija bav-
lienja ovom tematikom.?

Acetilkolinesteraza

Acetilkolinesteraza (acetilkolin-acetilhidrolaza, AChE, EC
3.1.1.7) ubraja se u skupinu esteraza, podskupinu hidrola-
za i podpodskupinu hidrolaza karboksilnih kiselina. Njezi-
na fizioloska funkcija je hidroliza kemijskog transmitera
acetilkolina (ACh) tijekom prijenosa zivcanih impulsa.
AChE spada u najucinkovitije enzime iz porodice serinskih
hidrolaza — brzina hidrolize ACh bliska je onima difuzijski
kontroliranih reakcija.? Enzim AChE vezan je na membra-
ne preko kolagenske zavojnice i postoji u obliku monome-
ra, dimera i tetramera.* Brojne biokemijske* i kristalo-
grafske® studije omogucile su detaljan uvid u karakteristike
enzima na molekularnoj razini i pomogle razumijevanju
nacina na koji dolazi do inhibicije. Takoder su dobiveni
podaci o nacinu na koji ovaj enzim katalizira hidrolizu svo-
jih supstrata.

Prva rijeSena trodimenzionalna struktura AChE® (Torpedo
californica) otkrila je da se kataliticka trijada sastoji od slje-
decih aminokiselina: Ser200, His440 i Glu327. Kataliticka
trijada nalazi se na dnu Zzdrijela dubokog oko 20 A. Oko
pukotine nalazi se 14 aromatskih aminokiselina, za koje se
pretpostavlja da olaksavaju difuziju supstrata do aktivnog
mjesta. U samom aktivnom mjestu jos su tri podrucja takve
konfiguracije da omogucavaju brojne interakcije enzima sa
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supstratom: vezno kolinsko mjesto, acilni dzep i oksianion-
ska Supljina.*

AChE je alostericki enzim. Postojanje alostericke strane en-
zima dokazano je kineti¢kim istrazivanjima.* Na aloste-
ricku stranu vezu se odredeni supstrati, reverzibilni inhibi-
tori i organofosforni spojevi.” Ligand, kada je vezan na pe-
riferno mjesto AChE, moze sprjecavati ulaz supstrata u
zdrijelo sterickim, a kationski ligand i elektrostatskim smet-
njama. Takoder moze izazvati i promjenu konformacije ak-
tivnog mjesta.* AChE se alosterickim mehanizmom inhibi-
ra i samim supstratom ACh. Kada se ACh nalazi u velikoj
koncentraciji, veze se na periferno mjesto i mijenja konfor-
maciju aktivnog mjesta onemogucavajuci vezanje u aktivni
centar i hidrolizu.*

Kataliticki koraci u hidrolizi ACh ukljucuju: stvaranje Michae-
lisovog kompleksa (MC), nukleofilni napad enzima (E) na
supstrat (S) uz nastanak acetiliranog enzima (EA) te izlazak
kolina (P"). Acetilirani enzim zatim se hidrolizira u octenu ki-
selinu (P?) i slobodni enzim kako je prikazano na shemi 1.3

k
E+ST=—> MC—+—>EA+P' ——>[+P"
Shema 1
Scheme 1

Inhibicija organofosfornim spojevima

Pri otrovanju OP spojevima dolazi do inhibicije AChE, pa
je stoga poznavanje strukture enzima vazno kako pri dizaj-
niranju inhibitora, tako i pri pronalazenju antidota. Neki
progresivni inhibitori AChE koji se primijenjuju kao Zivcani
bojni otrovi prikazani su u tablici 1.3

Enzim reagira s progresivnim OP inhibitorima na isti nacin
kao i sa supstratom ACh. U prvom stupnju reakcije dolazi
do fosforiliranja enzima, a u drugom do hidrolize i regene-
riranja enzima.> Medutim, brzina hidrolize fosforiliranog
enzima puno je sporija (nekoliko minuta, sati, dana ili tje-
dana) od brzine hidrolize acetiliranog enzima (hidrolizira
unutar dijela milisekunde).?

Soman, sarin, tabun i VX najpoznatiji su predstavnici ziv-
¢anih bojnih otrova, tablica 1.2 Kod ovih spojeva prije
stupnja hidrolize moze dodi i do dealkilacije fosforiliranog
enzima (tzv. starenje enzima).'® Tako inhibirani enzim pu-
no je teze reaktivirati ¢ak i jacim nukleofilima od vode.
Brzina dealkilacije somana (3,3-dimetilbut-2-il-metilfosfo-
nofluoridat) tolika je da je tu reakciju tesko pratiti konven-
cionalnim tehnikama na sobnoj temperaturi i pri pH 7.
Poluvrijeme brzine "starenja" enzima inhibiranog soma-
nom in vitro samo je 6 minuta kod 25 °C,'? odnosno 2,3
minute kod 37 °C."3

Tablica 1— Strukture nekih Zivcanih bojnih otrova®

Table 1 - Structures of some nerve warfare agents’

Ime Structura
Name Structure
0
)\ I
Sarin (GB) o/ |\F
CH3
i
=)
Soman (GD) o F
CH3
i
Tabun (CA) _P
(HC)N” | “CN
OC2Hs5
i
VX P
((H3C)2HC)2AN(HC)2S™ | "OC2H5
CH3
O
’IDI
DFP F7| ~OCH(CH3)2
OCH(CH2)2

Mehanizmi djelovanja antidota pri
trovanju organofosfornim spojevima

AChE moze se kako reverzibilnom tako i progresivnom in-
hibicijom zastititi od fosforiliranja, a vec fosforilirani enzim
moze se reaktivirati oksimima.' Veza izmedu atoma fosfo-
ra i enzima cijepa se nukleofilnim napadom oksimske hi-
droksilne skupine na elektrofilni atom fosfora uz nastanak
slobodnog enzima i fosforiliranog oksima, shema 2.

U potrazi za sto djelotvornijim oksimskim reaktivatorima
istraZeni su i brojni derivati mono i biskvaternih piridinije-
vih aldoksima, a Cetiri koja su nasla primjenu u humanoj
terapiji prikazana su u tablici 2.1

Kolinsko vezno mjesto ostaje slobodno nakon inhibicije or-
ganofosfornim spojem. Ono moze pridonijeti i procesu re-
aktivacije i zato su kao reaktivatori dizajnirani oksimi koji
imaju kvaternu amonijevu skupinu. Antidot se u aktivno
mjesto mora smijestiti tako da nukleofilni kisikov atom oksi-
ma bude na prikladnoj udaljenosti od atoma fosfora u
kompleksu u kojem postoji maksimum interakcija ostatka
molekule oksima s enzimom, slika 1.

E—CHz //(i/\ |<|)
O—P\ + HO—N\\ _— E—C{-Iz +

/ —

E-zjo R1 HC—R
fosforilirani enzim aldoksim
phosphorylated enzyme aldoxime

RHCNO™ > R1
OH R20

fosforilirani oksim
phosphorylated oxime

slobodni enzim
free enzyme

Shema 2
Scheme 2
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Tablica 2 — Oksimi koji se primjenjuju kao antidoti u humanoj terapiji pri trovanju organofosfornim spojevima

15

Table 2 — Oximes which are used as antidotes in human therapy of OP poisoning'”
Oksim Struktura Zastitno djelovanje
Oxime Structure Protective potential
| N zadovoljavajudi antidot sarinu i VX, ne reaktivira tabunom i somanom
PAM-2 PWLR fosforiliranu AChE;
(pralidoxime) N - o effective antidote against sarin poisoning, noneffective against tabun
CHs and soman poisoning
vrlo dobar antidot tabuna, sarina i VX, kontraindiciran kod trovanja
TMB-4 somanom;

HOL A\ 2 _ N, O
I 2x o
_ +N\/\/N\

Trimedoxime

the most effective antidote against tabun, sarin and VX poisoning,

contraindicated in soman poisoning

TOKSOGONIN ~ HOS o~~~ Lz () Ny O
Toxogonine N0 N
(obidoxime)

HOL
i I
HI6 sz% 2 K@
+
S NG

vrlo dobar antidot sarina, VX i raznih pesticida, antidot tabuna, kon-
traindiciran kod trovanja somanom;

the most effective antidote against sarin and VX poisoning, effective
against tabun poisoning, contraindicated in soman poisoning

izvrstan antidot VX, antidot somanu i sarinu, vrlo slabo djelovanje pri
trovanju tabunom

excellent antidote against VX poisoning, effective against sarin and so-
man poisoning, poorly effective against tabun poisoning

PAM-2
Trp84 acilni
dzep
. ' acyl
cl.loll.ne kolinsko kataliticko pocket
binding vezno Glu199 mjesto
site mjesto catalytic
site

Slika 1 — Shematski prikaz orijentacije PAM-2 u aktivnom mje-
stu fosforilirane AChE

— Schematic representation of PAM-2 orientation in the
active site of phosphorylated AChE

Fig. 1

Primjena piridinijevih spojeva PAM-2, TMB-4, toksogoni-
na, HI-6 pri trovanju organofosfornim spojevima ograni-
Cena je time Sto niti jedan od njih nije zadovoljavajuce
djelotvoran antidot za sva cetiri zivéana bojna otrova, ta-
blica 2. Primjerice, HI-6 ima visoku mo¢ zastite i reaktivi-
ranja AChE pri trovanju sarinom i VX, jedini stiti i reaktivira
enzim pri otrovanju somanom te slabo djeluje pri otrova-
nju tabunom."™ Medutim, pokusi sa somanom in vivo po-
kazali su da reaktivacija fosforilirane AChE nije jedini me-
hanizam antidotskog djelovanja oksima.’® Nadeno je da
oksimi u sinapsi hidroliziraju transmiter, inhibiraju otpu-
Stanje transmitera iz predsinapticke stanice u sinapsu, inhi-
biraju visokoafinitetni kolinski prijenosni sustav (HAChU)
te da postoji interakcija s postsinaptickim i predsinaptickim
receptorom.!” Ova nereaktivatorska djelovanja ukazala su
da se dobar terapeutik ne treba traziti iskljucivo medu re-
aktivatorima AChE, tj. oksimima.

Derivati imidazola kao antidoti

Istrazivanja antidotske djelotvornosti raznih heterociklickih
aromatskih spojeva, ukazala su na imidazolijeve aldoksime

kao moguce antidote, slika 2.1 Imidazolijevi derivati
odabrani su poglavito zbog svoje strukturne slicnosti 1-me-
tilpiridinijevim aldoksimima (slika 2). Osim toga i zbog
brojnih sintetskih mogucnosti, lakoce kvaternizacije dusika
u prstenu (potrebne Coulombove interakcije s anionskim
mjestom AChE) i optimalne kiselosti oksimske hidroksilne
skupine (pK, 8).2° Pretpostavilo se da ¢e delokalizacija na-
boja izmedu dusikovih atoma, $to je karakteristika imida-
zolijevih sustava, pridonositi boljem vezanju na aktivno
mjesto enzima.

CHNOH
/CHNOH | VA
N/T :+\N +/J
Ri™ '\ TRy ’l\l
R
Slika 2 — Opce strukturne formule imidazolijevih i piridinijevih
aldoksima
Fig. 2 — Ceneral formulae of imidazolium and pyridinium al-
doximes

Priprava derivata imidazol-2-aldoksima

Kada odgovarajuci N-supstituirani imidazol nije komerci-
jalno dostupan, prvi korak u sintezi obiljezava alkiliranje
dusikovog atoma imidazola. N-supstituent na imidazolu
moze se uvesti reakcijom imidazola s odgovaraju¢im alkil-
ili aril-halogenidom te kalijevim karbonatom kao bazom?'
ili reakcijom u teku¢em amonijaku s elementarnim natri-
jem, shema 3.22 Tako dobiveni N-supstituirani imidazoli
mogu se prevesti u 2-karbaldehide reakcijom s n-butil-liti-
jem (n-Buli), a zatim, bez izoliranja nestabilnog organoliti-
jevog spoja dodatkom N,N-dimetilformamida (DMF)?3 ili
reakcijom s formaldehidom nakon koje slijedi oksidacija sa
SeO,, shema 3.%
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[\ a [T\ b [\
TR _ —2  ~ N. .N—R
NVN H RX NVN R \Y
o7 H

a) K,CO5/CuBrili NH3/Na; b) 1. #-BuLi, 2. DMF ili 1. HCHO/A, 2. SeO,

a) K,CO5/CuBr or NH3/Na; b) 1. n-BuLi, 2. DMF or 1. HCHO/A, 2. Se¢O,

Shema 3
Scheme 3

Imidazol-2-karbaldehidi lako se prevedu u oksim na uobi-
¢ajen nacin reakcijom s hidroksilaminom u etanolu kod
pH 5-6, shema 4.%> Standardnim postupkom kvaterniza-
cije tercijarnih amina, reakcijom s metil-jodidom u su-

hom acetonu, dobivaju se monokvaterni derivati, shema
18,26,27 ' '
41826,

[\ H,NOH T CHgl [\
N— Na_ N—R 3 H3C-Ns N—R |
NX pH 5-6 Y 3 Y
o7 H N2 N
| |
OH OH
Shema 4
Scheme 4

Simetri¢ni biskvaterni derivati imidazola mogu se prirediti
reakcijom N-supstituiranih imidazolijevih oksima i odgova-
rajucih dihalogenalkanskih, dihalogenalkenskih ili dihalo-
geneterskih?®2? lanaca.??3" Biskvaterni imidazolio-piridi-
nijevi derivati prireduju se reakcijom N-supstituiranih imi-
dazolijevih oksima i odgovaraju¢ih meduprodukata piri-

din-aldoksima3? u otopini natrijevog jodida u suhom ace-
tonu.26:27,33

Antidotska aktivnost derivata imidazola

Derivati 1-metilimidazola s hidroksiiminometilnom skupi-
nom na razlicitim polozajima u prstenu istrazivani su kao
reaktivatori AChE inhibirane diizopropil-fosfonofluoridatom.
Samo su se derivati 2-hidroksiiminometilimidazola poka-

zali aktivni u pokusima in vitro. Takoder, uoceno je da je

zamjena 1-metilne skupine T-arilnom rezultirala boljom

reaktivacijskom in vitro djelotvorno$¢u pripravljenih spoje-
34

va.

Pripravijene su homologne serije monokvaternih n-alkil-
nih, razgranatih alkilnih, ciklickih, arilnih,?° alkenilnih, al-
kinilnih i nezasi¢enih aromatskih'® alkoksimetil derivata
2-hidroksiiminometil-1-metilimidazolijevih halogenida i
odredena je njihova mogucnost reaktivacije fosforilirane
AChE. Pokazalo se da se uvodenjem razgranatih supstitue-
nata znatno smanjuje reaktivacijska djelotvornost testiranih
spojeva in vitro.? Medutim, u pokusima in vivo na misevi-
ma, upravo su se takvi spojevi pokazali boljim antidoti-
ma.'?%% lako su imidazolijevi spojevi dizajnirani da imaju
afinitet prema aktivnom mjestu AChE, slaba korelacija iz-
medu rezultata in vitro i in vivo ukazala je da mogu anti-
dotski djelovati i drugim mehanizmima osim reaktivacije
fosforilirane AChE.3>3® Pretpostavljeno je da je prevlada-
vajuéi mehanizam antidotskog djelovanja upravo reverzi-
bilna, nekovalentna interakcija spoja s katalitickim mje-
stom AChE, jer nije primijecena interakcija ovih spojeva s
nikotinskim i muskarinskim receptorima.?® Time se §titi en-
zim od fosforiliranja fizickim blokiranjem pristupa organo-
fosfatu.

Do danas su pripravljeni i ispitani brojni derivati biskvater-
nih imidazolijevih i imidazolio-piridinijevih aldoksima koji-
ma su heterociklicki prstenovi povezani alkanskim, eter-
skim ili dieterskim lancima, slika 3, te odredena njihova
antidotska svojstva i interakcija s AChE.26:27,33,37-42

Vecina priredenih spojeva pokazali su se jakim inhibitori-
ma AChE. Pokazalo se da tip supstituenta na imidazolije-
vom prstenu i duljina lanca izmedu prstenova izrazito utje-
¢u na inhibitornu mo¢ ovih spojeva.*® Opcenito, bisimida-
zolijevi oksimi jaci su inhibitori od imidazolio-piridinijevih
spojeva. Slab antidotski ucinak ovih spojeva pripisan je nji-
hovoj jakoj inhibiciji AChE.

Afinitet imidazolijevih derivata prema AChE pokusalo se
iskoristiti da se dizajniraju dobri progresivni inhibitori koji
¢e ucinkovito stititi AChE od fosforiliranja. Dobra zastitna

CHNOH

=\, /= =\+ Vah

R—N._ N—CHy—Y—CHy-N\__N—R R—NYN—CHZ—Y—CHQ—N\\J

CHNOH  2x° CHNOH CHNOH  2x-
R Y Ref.
-CH, -O- 26
-CHj, -CH,CgHs, -CgHs, -CoH4p-OCH; -O- 27
-CgHsp-F -O- 33
-CHj, -CH,C¢Hs, -CgHs, -CoHyp-OCH,, -CoHsp-F -CH=CH-, -(CH,),- 37
-CgHsp-CHy -O- 38
-CH5, -CH,CyHs, -CgHs, -CgHsp-F -CH,-, -(CH,),-, -O~(CH,),-O-, -O-(CH,);-O- 39, 40

Slika 3 — Pripravljeni biskvaterni imidazolijevi te imidazolio-piridinijevi aldoksimi testirani kao antidoti

Fig. 3

— Synthesized bisquaternary imidazolium and imidazolio-pyridinium aldoximes tested as antidotes
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svojstva pri otrovanju OP spojevima pokazali su karbamati,
jer je hidroliza karbamoilirane AChE u odnosu na jako
brzu hidrolizu enzima acetiliranog supstratom te jako spo-
ru reakciju hidrolize AChE fosforilirane zivéanim bojnim
otrovima umjereno spora reakcija (npr. vrijeme spontane
hidrolize (t;/,) dimetilkarbamoilirane AChE je oko 1 sat).*
Pripravljeni imidazolijevi karbamati, prikazani na slici
4 a)* pokazali su se dobrim karbamoiliraju¢im agensima,
ali i jakim inhibitorima, stoga su neupotrebljivi za terapiju.
Medutim, N,N-dimetil i N-metilkarbamati 1,3-dimetilhi-
droksimetilimidazola, slika 4 b), analozi N,N-dimetilkarba-
moilkolina pokazali su puno slabiji afinitet prema enzimu,
ali dobra antidotska svojstva u slu¢aju otrovanja miseva so-
manom.**

CHg CHs
0,CNCH) N_CH,0,CNR;
2 32 [+
AT A
CHs

R2=H, CH3
b)

Slika 4 - Imldazolljew karbamati: a) ref. 43 i b) ref. 44

Fig. 4 — Imidazolium carbamates: a) ref. 43 and b) ref. 44

3-supstituirani derivati kinuklidina
kao antidoti

Heterociklicki sustav kinuklidina, 1-azabiciklo[2,2,2]okta-
na, strukturni je dio brojnih prirodnih i sintetskih, fizioloski
aktivnih supstancija. Kinuklidin-3-ol i njegovi esteri mogu
se promatrati kao biciklicki analozi kolina, tj. acetilkolina,
pa ne iznenaduje interakcija derivata kinuklidina s raznim
receptorima u kolinergickom sustavu, slika 5.4

Priprava derivata 3-supstituiranih kinuklidina

Kinuklidin-3-on komercijalno je dostupna supstancija koja
se moze prirediti iz etil-izonikotinata u osam sintetskih
stupnjeva.**4” Kinuklidin-3-on se lako prevede u oksim ili
reducira u kinuklidin-3-ol standardnim sintetskim postup-
cima, shema 5. U literaturi su opisani nacini g)rlprave este-
ra kinuklidin-3-ola s anhidridima kiselina,*34° acil-klori-
dima,®® kiselinom aktiviranom 1,1—karb0d||m|dazo|om51
te transesterifikacijom s alkoksidom kinuklidin-3-ola.>? U
tim reakcijama kinuklidin-3-ol istodobno sluzi i kao baza
pa se npr. najbolji prinos pri pripravi N,N'-dimetilkarba-
mata dobiva kada se u reakcijsku smjesu dodaju dva ekvi-
valenta alkohola koji se tijekom reakcije talozi kao hidro-
klorid.>3

a) b)

o)
CH,
OH \/+N\/// Z// LN

Z@o LiAIH, Z@N H RCOX
N THF N

pHselNHZOH ,NCOX
R
pa 77/“‘
Shema 5
Scheme 5

lako je bazi¢nost kinuklidina (pK, 10,58) priblizno jednaka
bazi¢nosti alifatskih amina (dietilamin, pK, 10,77) i N-akil-
piperidina (N-metilpiperidin, pK, 10,08), kinuklidinski de-
rivati puno brze reagiraju s alkil-halogenidima i lako je pri-
rediti kvaterne, odnosno biskvaterne derivate kinuklidina,
shema 6.°4

R R

{ N ﬂ» < Nt—R' X
Shema 6
Scheme 6

Medutim, nukleofilnost kinuklidina ¢ini problem kada se
Zele prirediti kinuklidinijevi meduprodukti s odgovaraju-
¢im dihalogenoalkanima posebno ako su u pitanju eterski
dihalogenidi koji u susjedstvu izlazne skupine imaju kisi-
kov atom.>> Zato je potrebno raditi s velikim suviskom di-
halogenida i derivat kinuklidina otopiti u sto vecoj kolic¢ini
otapala te uvoditi u otopinu u to duljem trajanju.>®

Piridinio-kinuklidinijevi spojevi mogu se prirediti i reakci-
jom piridinijevih meduprodukata®? s odgovarajuc¢im deri-
vatom kinuklidina, a biskvaterni imidazolio-kinuklidinijevi
derivati reakcijom odgovarajuceg kinuklidinijevog medu-
produkta i T-supstituiranog imidazol-2-aldoksima u suhom
DMEF, kako je prikazano na shemi 7.>° Pokusaji da se prire-
de meduprodukti imidazola rezultirali su redovito nastan-
kom simetri¢nih biskvaternih derivata imidazola.

Antidotska aktivnost 3-supstituiranih kinuklidina

Interakcija s AChE te djelotvornost u zastiti AChE od inhi-
bicije organofosfornim spojevima odredena je i za spojeve
prikazane na slici 6. Svi testirani spojevi pokazali su se kao
reverzibilni inhibitori AChE.>>57:%¢ Za 3-okso i 3-hidroksi
derivat pokazano je da osim u kataliticko mjesto dolazi i

(0]
r
)

c) d)

Slika 5 — Strukture a) kolina, b) kinuklidin-3-ola, ¢) acetilkolina i d) kinuklidin-3-il-acetata

Fig. 5
din-3-yl acetate

— Structures of a) choline, b) quinuclidin-3-ol, ¢) acetylcholine and d) quinucli-
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OH p
HO
Shema 7
Scheme 7

do vezanja u alosteri¢ko mjesto enzima.>>>8 N,N-dimetil-
karbamat kinuklidina, strukture analogne piridostigminu
ima 2000 puta slabiju antikolinesteraznu aktivnost.>® Razli-
ka u brzini inhibicije mogla bi se objasniti rezonantnom
stabilizacijom izlazne skupine koja nastaje karbamoilira-
njem enzima piridostigminom. Nadalje, testiran je samo
racemat karbamata, a poznato je da samo (R)-enantiomer
N-metilkarbamata kinuklidina progresivno inhibira AChE.>?
Ispitivanjima in vivo pokazalo se da testirani spojevi Stite
miSeve od 2 x LD, somana, osim 3-hidroksi derivata koji
stiti od 1,3 x LDy, somana.>>>”

R

R
=NOH

r =0
-OH
-OCON(CH3),

Slika 6 — Kvaterni N-metil derivati kinuklidina evaluirani kao
antidoti®>>7:>8

— Quaternary N- methgl derivatives of quinuclidine te-
sted as antidotes®>°7>

Fig. 6

Derivati kinuklidina koji u pokusima in vitro inhibiraju sin-
tezu ACh pokazali su dobru zastitu od otrovanja soma-
nom.>? Buduci da je mogucnost reaktivacije AChE inhibi-
rane somanom ograniena brzim 'starenjem" enzima, a
akutna toksi¢nost somana posljedica prekomjernog nago-
milavanja ACh u sinapsi, istrazena je zastitna djelotvornost
derivata kinuklidina koji u pokusima in vitro inhibiraju sin-
tezu ACh inhibicijom HAChU, slika 7.°%®" Nadjelotvorniji-
ma su se pokazali 3-hidroksi-N-alilni (slika 7) i 3-okso-
-N-metilni (slika 6) kinuklidinijevi derivati.®* Nakon jednog
sata udjel smrtnosti smanjen je sa 70 % na 30 % odnosno
20 % aplikacijom 1 umola kg™ 3-hidroksi, odnosno 3-okso
derivata intramuskularno, 30 minuta prije otrovanja soma-
nom (koncentracije koja uzrokuje 80 % smrtnost zivotinja).
Nakon toga je primijenjena terapija atropinom i oksimskim
reaktivatorom (PAM-2). Potrebna je opreznost pri tumace-

OH

/N /N

07]/NHCH3
o)
X X X X

Slika 7 — Strukture kvaternih 3-hidroksi (jaki inhibitor HAChU)
i 3-metilkarbamoiloksi (progresivni inhibitor AChE) N-alilnih kinuk-
IIdInIéE‘VIh derivata testiranih kao antidoti u slucaju trovanja soma-
nom

Fig. 7 — Structures of quaternary 3-hydroxy (strong inhibitor
of HAChU) and 3-carbamoyloxy (progressive inhibitor of AChE)
N-allyl derivatives of quinuclidine tested as antidotes in soman po-

isoning®?%2

nju mehanizama djelovanja tih spojeva bududi da neki te-
stirani spojevi koji takoder inhibiraju HAChU nisu pokazali
zamjetnu zadtitnu djelotvornost.%6!

Karbamoilirani derivat 3-hidroksi-N-alil derivata kinuklidi-
na pokazao se kao jo$ bolji antidot pri otrovanju visestru-
kim LDs, dozama somana.”® 3-Metilkarbamoiloksi-N-alil-
kinuklidinijev bromid (slika 7) veze se na AChE karbamoili-
rajuéi enzim uz otpustanje odgovarajuceg alkohola za ko-
jeg se zna da je jaki inhibitor HAChU. Progresivna inhibici-
ja AChE stiti enzim od fosforiliranja, dok otpusteni alkohol,
inhibirajuci transport kolina, smanjuje nagomilavanje ACh
u sinapsi. Ocito je da oni spojevi za koje se zna da inhibi-
raju sintezu ACh cine strukturnu klasu koja moze dovesti
do razvoja boljeg tretmana u slucaju otrovanja somanom
iako se protektivni ucinci ovih inhibitora kolinskog prijeno-
sa kroz membranu ne mogu iskljucivo pripisati upravo dje-
lovanju na HAChU.>?

Serija 3-supstituiranih kinuklidinijevih derivata vezanih tri-
metilenskim, odnosno oksidimetilenskim lancem za piri-
din-2- j. piridin-4-aldoksim,>”3 dizajnirana je kako bi se
dobili spojevi koji osim piridin-2-aldoksimskog dijela (mo-
guca reaktivacija fosforilirane AChE), imaju i 3-supstituira-
nu kinuklidinsku jezgru koja moze osiguravati dodatnu in-
terakciju s receptorima za kolin i acetilkolin na presinap-
tickoj i postsinaptickoj membrani, slika 8.

N +/\\\CHNOH
\Q / 2X-

R =0, -OH, =NOH, -OCOCH,, OCOG;Hs

Y -CHy, -O-
Slika 8 — Sintetizirani i testirani piridinio-kinuklidinijevi oksi-
mi>7/63
Fig. 8 — Prepared and tested pyridinio-quinuclidinium oxi-
mes57,63

Kao obecavajuéi antidoti pri otrovanju organofosfornim
spojevima pokazali su se derivati 3-oksokinuklidina konju-
girani s piridin-2- i piridin-4-aldoksimom povezani oksidi-
metilenskim lancem.®3:¢4 Pokazali su izvanredna svojstva u
zastiti i terapiji eksperimentalnih Zivotinja (pokusi na mise-
vima) pri otrovanju somanom (TF 6-7,3).%3

Konjugati imidazola i kinuklidina

Da bi se utvrdilo mogu li se u jednoj molekuli dobiti pozi-
tivni ucinci i kinuklidinijevih i imidazolijevih derivata, pri-
pravljeni su biskvaterni nesimetricni derivati prikazani na
slici 9. Za konformacijsku analizu i odredivanje nekih
strukturnih parametara sintetiziranih spojeva primijenjeni
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2Cl \\ CHs
/N
HO
© NFTTONT N+/\>
HC N\
2Br \ Ry
N
/
HO
Ry R
=O -CH3
-OH -CH=CH,
-OCON(CHs),
-OCOCH;
Slika 9 — Sintetizirani i testirani imidazolio-kinuklidinijevi deri-
vatj>>—>8

Fig. 9 — Prepared and tested imidazolio-quinuclidinium deri-

vatives?>—58

su kvantno-kemijski molekularno-orbitalni proracuni ab
initio.>65

Antidotska svojstva konjugata imidazola
i kinuklidina

Konjugati imidazola i kinuklidina pokazali su se jacim re-
verzibilnim inhibitorima AChE od kinuklidinijevih derivata,
ali slabijim od odgovarajuceg kvaternog derivata imidazo-
la.>> Progresivna inhibicija AChE odredena je za biskvater-
ni dimetilkarbamat.”® U odnosu na monokvaterni N-metil-
ni derivat kinuklidin-3-il-karbamata, biskvaterni derivat s
imidazolom pokazao se 60 puta slabijim progresivnim in-
hibitorom u pokusima in vitro. Ispitivanja in vivo pokazala
su da svi testirani spojevi stite miseve od otrovanja soma-
nom.>>=>7 Za pripravljeni monokvaterni te biskvaterne de-
rivate 3-oksokinuklidina s 3-metilimidazol-2-aldoksimom
odredeni su pokusima in vivo terapeutski faktori (2,25 —
2,83) i terapeutske doze (2,0-2,52).>> Kada su 3-oksoki-
nuklidinijeva i imidazolijeva jezgra povezane oksidimeti-
lenskim lancem (TD 2,52), a ne trimetilenskim (TD 2,00),
terapeutsko djelovanje je bolje.>> Najbolje terapeutsko
djelovanje (TD) pokazao je biskvaterni dimetilkarbamat,
koji je osigurao prezivljavanje svih testiranih Zivotinja od
4 LD, somana.’” Nadalje, pokazalo se da povecanjem te-
rapeutske doze rezultira i zamjena T-metilne skupine na
imidazolu (TD 2,00) 1-vinilnom skupinom (TD 2,50).°¢ Po-
kusi in vitro pokazali su da spojevi koji imaju 3-okso i
3-N,N-dimetikarbamoiloksikinuklidinijevu  jezgru imaju
bolja biokemijska svojstva od 3-hidroksikinuklidinijevih
derivata.”®

Zakljucak

Siroka primjena organofosfornih spojeva kao, na primjer,
ucinkovitih dezinficijensa, insekticida te kao ziv¢anih boj-
nih otrova uvjetuje da se sintezom antidota bavimo sustav-
no i danas. Poznavanje mehanizama inhibicije, strukture
enzima i drugih receptora u kolinergickom sustavu
olaksava razumijevanje procesa koji se dogadaju i dizajn

potencijalnih antidota. Imidazolijevi i kinuklidinijevi spoje-
vi pokazali su raznovrsne interakcije s kolinergickim recep-
torima te cine strukturne klase spojeva koje bi mogle osi-
gurati bolju terapiju u slucajevima otrovanja organofosfor-
nim spojevima.

Popis simbola
List of Symbols

ACh - acetilkolin
— acetylcholine

AChE - acetilkolinesteraza (EC 3.1.1.7)
— acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7)

HAChU - visokoafinitetni kolinski prijenosni sustav
— high affinity choline uptake

HI-6  — {4-karbamoil-1-[3-(2-hidroksiiminometil-1-piridi-
nio)-2-oksapropil] piridinijev diklorid}
— {4-carbamoyl-1-[3-(2-hydroxyiminomethyl-1-pyridi-
nio)-2-oxapropyl] pyridinium dichloride}

LDsy, — akutna toksi¢nost
— acute toxicity

oP — organofosforni
— organophosphorus

PAM-2 — 2-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijev jodid
— 2-hydroxyiminomethyl-1-methylpyridinium iodide

Sarin - fluorid O-izopropilmetilfosfonske kiseline
— isopropyl methylphosphonofluoridat

Soman — fluorid O-pinakoilmetilfosfonske kiseline
— pynacolyl methylphosphonofluoridat

Tabun - amid O-etil-N,N-dimetilcijanofosfonske kiseline
— ethyl N,N-dimethylphosphoramidocyanidate

D — terapeutska doza: broj LDs, doza organofosfornog
spoja koje u prisutnosti antidota prezive sve eksperi-
mentalne Zivotinje

— highest multiple LD, of OP compound fully counte-
racted by an antidote (survival of all animals)

TF — terapeutski faktor: LDsy u prisutnosti antidota/LDsy,
bez antidota
— LD of poison with antidote/LDs, of poison without
antidote

TMB-4 — {4-hidroksiiminometil-1-[3-(-4-hidroksiiminome-
til-1-piridinio)propil] piridinijev dibromid}
— {4-hydroxyiminomethyl-1-[3-(-4-hydroxyimino-
methyl-1-pyridinio)propyl]pyridinium dibromide}

VX — O-etil-S-(diizopropilaminoetil)metilfosfonotioat
— O-ethyl-S-(diisopropylaminoethyl)methylphosphonothioate
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SUMMARY

Imidazolium and Quinuclidinium Compounds - Potential Antidotes
in Organophosphorus Poisoning

I. Primozi¢ and S. Tomi¢

Organophosphorus (OP) compounds used as pesticides and nerve agents inhibit the enzyme
acetylcholinesterase (AChE) essentially irreversibly. Bisquaternary pirydinium oximes are well known anti-
dotes against OP poisoning but no fully satisfactory regimen has been found yet. In this survey, syntheses
and antidotal properties of two classes of compounds — imidazolium and quinuclidinium — with possible
multiple actions in cholinergic system are discussed. N-alkyl imidazolium aldoxime derivatives are com-
pounds with the usually high affinity for the catalytic site of the enzyme. The primary antidotal effect of
imidazolium oximes is reactivation of phosphorylated AChE. Antidotal efficacy of 3-substituted quinucli-
dinium derivatives is the result of their interaction with AChE and/or other receptors in the cholinergic
system (e.g. suppression of presynaptic synthesis of acetylcholine). Several bisquaternary imidazo-
lium-pyridinium, quinuclidinium-pyridinium and imidazolium-quinuclidinium oximes have been synthe-
sized in order to investigate the properties of compounds containing both moieties in the same molecule.
Some of these derivatives proved to be good antidotes against OP poisoning. Compounds were dis-
cussed as reversible inhibitors, acylating agents, protectors against phosphorylation, and reactivators of
AChE phosphorylated by some OP compounds.
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