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POPIS KRATICA

ACHhE - acetilkolinesteraza

BChE - butirilkolinesteraza

HuBChE - butirilkolinesteraza iz ljudskog seruma
RSBChE - butirilkolinesteraza iz seruma kunica
EgBChE - liofilizirana butirilkolinesteraza iz seruma konja
ACh - acetilkolin

ATCh - acetiltiokolin

Ch - kolin

OP - organofosforni spojevi

n-BuLi - n-butil-litij

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

TNB anion - 5-tio-2-nitrobenzoatni anion
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1. UVOD

Acetilkolinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7.) i butirilkolinesteraza (BChE, E.C. 3.1.1.8.) su enzimi
koji su dio grupe serinskih esteraza. AChE hidrolizira acetilkolin (ACh) i povezana je s
prijenosom ziv€anih impulsa te ju redovito nalazimo u sinapsama dok BChE, poznata kao i
plazma kolinesteraza ili pseudokolinesteraza, hidrolizira butirilkolin, sintetizira se u jetri i

. ;e v e -1
nalazi se u vec¢oj koli¢ini u plazmi.

Neki organofosforni spojevi (OP spojevi), kao naprimjer sarin, tabun, soman i dr.,
inhibiraju AChE i BChE $§to dovodi do nakupljanja ACh u sinapsama te izaziva razne
fizioloske promjene, a moguce i smrt. OP spojevi se koriste kao insekticidi, pesticidi i bojni
otrovi te je potraga za univerzalnim antidotom i danas aktualna iz razloga Sto joS$ uvijek nije

pronaden antidot koji bi djelovao na §irok spektar toksi¢nih OP spojeva.’

Inhibicija AChE se smatra primarnim uzrokom trovanja OP spojevima. Terapeutske
strategije su usmjerene prema zaustavljanju prekomjerne stimulacije receptora, terapiji
atropinom i reaktivaciji inhibirane AChE oksimima (R-CH=NOH). Reaktivacija je bitna
unutar zivéano-misSi¢ne sinapse, gdje je atropin neucinkovit, budu¢i da vanjska blokada
ziv€ano-misi¢ne sinapse vodi do prestanka rada respiratornog sustava. Pacijentima otrovanim

OP spojevima se treba §to brze postaviti dijagnoza.

Danas su u klinickoj primjeni samo cetiri piridinijeva oksima koji se koriste u

kombinaciji s atropinom. Glavni nedostatak svih oksima je slab prijelaz barijere krv-mozak.*’
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1 ACETILKOLINESTERAZA

Acetilkolinesteraza se ubraja u skupinu esteraza, podskupinu hidrolaza i podpodskupinu
hidrolaza karboksilnih kiselina.> AChE moZemo naéi u Zivéanim i glija stanicama ljudskog
mozga.® Njena fiziologka uloga je hidroliza transmitera acetilkolina (ACh) tijekom prijenosa
zivcanih impulsa (slika 1.), a moze se objasniti u nekoliko koraka. Prvo se ACh otpusta iz
presinaptickog zivca u sinapticku pukotinu zbog akcijskog potencijala koji prolazi stanicom.
Potom ACh difundira kroz sinapsu te se veZze na ACh receptor (koji kontrolira ulazak K" iona
u postsinapticki zivac ili misi¢nu stanicu). Tako se stvara akcijski potencijal u postsinapti¢koj

stanici. Tada AChE brzo hidrolizira ACh i prekida Ziv&ani impuls.’

i Kolin (Ch) @D Kolin acetiltransferaza (ChAT)
B Acetilkolin (ACh) . Acetilkolinesteraza (AChE)
mh Acetat

receptor

Akcijski
potencijal

Presinapticki neuron

Postsinapticka
membrana

Slika 1. Shematski prikaz prijenosa ziv€anog impulsa s presinaptickog neurona na
postsinapticku membranu; ACh se sintetizira u presinaptiCkom neuronu pomocu kolin
acetiltransferaze (ChAT); acetilkolinesteraza (AChE) hidrolizira ACh u kolinergickoj

sinapsi.”
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AChE spada u najefikasnije enzime iz skupine serinskih hidrolaza - brzina hidrolize
supstrata joj je bliska brzinama difuzijski kontroliranih reakcija. ACh-om posredovani
prijenosi zivéanih impulsa su od zivotne vaznosti jer je iznenadan prekid ovog procesa
smrtonosan, a promjene vode do kvarenja kognitivnih i neuromiSi¢nih funkcija, kao npr. u
slucaju Alzheimerove bolesti. AChE nije samo enzim koji sudjeluje u kolinergi¢nom
ziv€anom sustavu nego ima i ulogu u drugim bioloskim procesima kao $to su neuritogeneza,

adhezija i diferencijacija stanica te nastajanje amiloidnih vlakana.®

2.1.1. STRUKTURA I AKTIVNO MJESTO AChE

Prva molekulska struktura AChE je rijeSena rendgenskom strukturnom analizom ¢ime je
potvrdeno da je ovaj enzim serinska hidrolaza.”'' AChE je polimorfni enzim, vezan na
membrane stanica preko kolagenske uzvojnice, sastavljen od globularnih Kkatalitickih
podjedinica, svaki mase 70-80 kDa. Te podjedinice se grupiraju u oligomerne strukture koje
se dijele na dvije klase: globularne strukture (sastavljene od monomera, dimera ili tetramera) i
asimetricne strukture (koje se dijele u tri posebne grupe: kataliticke, kolagenske i

nekolagenske podjedinice).””’

Prva rijeSena trodimenzionalna struktura AChE (Torpedo californica, TcAChE) je
otkrila da se katalitiCka trijada, sli¢na onima u drugim serinskim hidrolazama i proteazama,
sastoji od sljede¢ih aminokiselina: Ser200, His440 i Glu327."? U TcAChE, kataliti¢ka trijada
se nalazi na dnu 20 A dubokog i uskog Zdrijela.'”"* AChE ima stalni dipol koji je paralelan s
osi aktivnog mjesta zdrijela Sto rezultira efikasnim navodenjem pozitivno nabijenog supstrata
kroz Zdrijelo."” Ovo elektrostatsko navodenje supstrata, koje je rezultat velikog dipolnog

momenta samog enzima, doprinosi velikoj katalitikoj u¢inkovitosti.'*"?

AChE je alosteri¢ki enzim $to je dokazano kineti¢kim istrazivanjima.” Na alosteri¢ku
stranu se vezu odredeni supstrati, reverzibilni inhibitori i organofosforni spojevi.16 Kada je
ligand vezan na perifernu stranu, on moze sprjecavati ulazak supstrata u zdrijelo te moze
promijeniti konformaciju samog aktivnog mjesta. U visokoj koncentraciji sam ACh inhibira,
alosterickim mehanizmom, AChE tako Sto se veZze na periferno mjesto i time mijenja

konformaciju aktivnog mjesta te sprje¢ava vezanje u aktivni centar i hidrolizu.’
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Slika 2. Struktura 7cAChE s ACh vezanim u aktivnom mjestu.'’

2.1.2. MEHANIZAM HIDROLIZE KATALIZIRANE AChE

Mehanizam hidrolize katalizirane AChE je baziran na stvaranju tetraedarskog acil-enzim
meduprodukta, te kiselo-baznim reakcijama.! Mehanizam slijedi klasiéni Michealis-
Mentenic¢in model koji vrijedi za neutralne supstrate ili pozitivno nabijene supstrate u niskim
koncentracijama, dok za ostale treba primijeniti druga¢iji model.' Jedan od modela uzima u

obzir moguénosti aktivacije ili inhibicije supstratom.

Zbog visoke kataliticke konstante koja premaguje iznos od 10* s™', AChE ubrajamo u
najaktivnije enzime, gdje je difuzija ACh do aktivnog mjesta korak koji odreduje brzinu
reakcije. AChE ne katalizira samo hidrolizu ACh nego 1 druge supstrate kao Sto su: neki arilni

esteri, anilidi, tioesteri, selenoesteri te drugi acikli¢ki i N-demetilirani spojevi analogni ACh.’
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Slika 3. Mehanizam hidrolize ACh u aktivhom mjestu AChE.

Predlozeni mehanizam se sastoji od dva nukleofilna napada i dva prijenosa protona, s
kovalentnim acil-enzim meduproduktom (slika 3.). U TcAChE, His440 uzima proton Ser200
¢ime on postaje nukleofil Ser-O™ te napada molekulu ACh tvore¢i tetraedarski meduprodukt.
Protonirani His440 je stabiliziran s Glu327. His440 ima veliku pokretljivost tijekom
kataliticke reakcije AChE te je njegov tocan polozaj vazan za ostvarivanje optimalne
kataliticke aktivnosti. Taj je polozaj odrzan steriCkom smetnjom Phe288 1 & -  interakcijom s
Phe331."” Donori vodikovih veza stabiliziraju acil-enzim meduprodukt pri acetilaciji i
deacetilaciji. Glyl18 i Gly119 tvore oksoanionsku Supljinu gdje se negativno nabijen kisikov

atom smjesta te ju stabilizira bez velikih konformacijskih promjena.'*'**°
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2.2. BUTIRILKOLINESTERAZA

AChE 1 BChE se razlikuju prema vrstama spojeva koje hidroliziraju. BChE je manje
selektivna prema veliCini i prirodi acilne skupine estera koja se hidrolizira. Dobro hidrolizira

11,21

butirilkolin 1 benzoilkolin. BChE takoder mozemo na¢i u ziv€anim i glija stanicama

ljudskog mozga.°

Fizioloska uloga BChE jo$ uvijek nije dobro istrazena. Nije esencijalna za prijenos
ziv€anih impulsa, ali ima naznaka da je njena uloga vazna tijekom nastajanja zZivéanog
sustava, da je ukljuena u metabolizam lipida i lipoproteina, diferencijaciji i rastu zivcanih
stanica, detoksifikaciji razli¢itih otrova te regulaciji koli¢ine ACh u glatkim migi¢ima.'"?°
Nedavno je predlozeno da BChE moze posluziti kao spremiste enzima, preuzimajuci ulogu u

regulatornom mehanizmu AChE u kolinergi¢noj sinapsi pri odredenim uvjetima.®

Strukturno se BChE razlikuje od AChE u 55% aminokiselinskih sekvencija, ali ima
sli¢ne katalititke osobine.”” Razli¢ita specifi¢nost prema nekim supstratima, ireverzibilnim
inhibitorima i reverzibilnim ligandima uzrokovana je strukturnom razlikom aktivnih mjesta za
nekoliko aminokiselina. Phe je zamjenjen manjim aminokiselinama (Leu, Ile ili Val) Sto
stvara veéi acilni dZep koji prima veée skupine kao §to su butanoil ili benzoil.' BChE iz
razli¢itih organizama se takoder razlikuju u primarnoj strukturi te aminokiselinama u
aktivnhom mjestu koje ne moraju biti ocuvane. Konjska BChE dijeli 90,4 % aminokiselinskih
sekvencija s ljudskom BChE 1 82,2 % s mi§jom BChE. Usporedba aminokiselinskih
sekvencija je pokazala da se ljudska, konjska i misja BChE razlikuju u 15 aminokiselina.
Medutim, trodimenzijski prikaz konjske BChE pokazao je da se izmedu tih 15 aminokiselina
samo Thr69 nalazi blizu perifernog veznog mjesta. Aminokiseline na polozaju 277, Val, Ala i
Arg te na polozaju 285 Leu, Pro i Ile nalaze se u konjskoj, ljudskoj i misjoj BChE te se
pretpostavlja da su s aminokiselinom na polozaju 69 odgovorne za razlicite inhibicije tih triju

BChE.??
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Slika 4. Struktura ljudske BChE.*

2.3. ORGANOFOSFORNI SPOJEVI

Organofosforni (OP) spojevi su u Sirokoj primjeni kao pesticidi, insekticidi te kao ziv€ani
bojni otrovi. To su spojevi koji inhibiraju AChE i BChE zbog fega dolazi do znatnih
fizioloskih promjena u organizmu, a takoder mogu uzrokovati i smrt. Godisnje 220 000 ljudi

umire od trovanja OP spojevima.”*

OP spojevi su organske molekule koje sadrze fosforilnu (P=0) ili tiofosforilnu
skupinu (P=S). U te spojeve ubrajamo estere, amide ili tiolne derivate fosforne, fosforaste ili

hipofosforaste kiseline s drugadijim vezanjem atoma kisika, ugljika, dusika ili sumpora.”’
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Klasifikacija OP spojeva je kompleksna zbog moguénosti raznovrsnog vezanja bo¢nih lanaca

2
na atom fosfora.?®

.....

nalazimo u insekticidima. Vecina ziv¢anih bojnih otrova su fosfonofluoridati i S-supstituirani
fosfonotioati, dok OP spojevi u insekticidima su fosfonotioati s P=S vezom.' Neki od

poznatih Ziv&anih bojnih otrova su Tabun, Sarin, Soman i VX (slika 5.).”

0] O 0
| | |
P
07| >F  aoNT | eN 0~ | > F
)\C e oot .
Sarin (GB) Tabun (GA) Ciklosarin
(0] (0]
(H;C),HC ﬂ {l
3%)2 .
CNH,CH,C—S” | >Soc,H; o | >F
(H;C),HC CH; CH;
VX Soman (GD)

Slika 5. Strukture nekih Ziv&anih bojnih otrova.'?

2.3.1. MEHANIZAM INHIBICIJE AChE S ORGANOFOSFORNIM SPOJEVIMA

OP spojevi inhibiraju AChE te sprjecavaju hidrolizu ACh §to dovodi do nakupljanja ACh u
svim kolinergi¢nim sinapsama i rezultira prekomjernom stimulacijom s ACh. Mehanizam
reakcije ukljucuje nukleofilni napad serina u AChE katalitickoj trijadi na atom fosfora iz OP
spoja. Za razliku od acetilirane AChE, koja se brzo regenerira i otpusta octenu kiselinu,
fosforilirani enzim je stabilan i tesko se reaktivira. Inhibirani enzim, kada je fosforiliran, ne
moze hidrolizirati ACh (slika 6.). Reakcija se moze opisati adicijsko-eliminacijskim

mehanizmom u dva stupnja. Adicija je korak koji odreduje brzinu reakcije.'
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O=—=P.IR,

OR,
Inhibirani enzim

Slika 6. Mehanizam inhibicije AChE s OP spojevima (X = izlazna skupina).

OP spojevi su inhibitori i BChE pa se ona moze koristiti kao ,,sakupljac®, spoj koji

e e v .. .. . . . . 2731
razgraduje ili veZe otrove prije njihovog ireverzibilnog vezanja za enzim.”””

2.4. OKSIMI KAO ANTIDOTI

Terapija protiv trovanja OP spojevima uklju&uje tri vrste supstancija:**™>

1. Antikolinergicke supstancije koje smanjuju utjecaj nakupljenog acetilkolina u
kolinergi¢kim receptorima

2. Depresore srediSnjeg Zivéanog sustava koji pokazuju anikonvukzivno djelovanje

3. Oksime koji kao reverzibilni inhibitori Stite enzim od fosforiliranja, a takoder djeluju

kao reaktivatori inhibiranog enzima



LITERATURNI PREGLED

Atropin je najceS¢e koriSteni antikolinergik (slika 7.). NatjeCe se s ACh za
muskarinske receptore te na taj nacin ublazava utjecaj nakupljenog ACh. Atropin ne sprjecava
inhibiciju AChE.

H;C

Slika 7. Struktura atropina.

Depresori sredisSnjeg ziv€anog sustava ublazavaju gréenje misSi¢a do kojeg dolazi zbog
akumulacije ACh. Najcesce koriSteni spojevi iz ove skupine su diazepam i piridostigmin

bromid (slika 8.).

e NTO X
o TO
Slika 8. Strukture diazepama (lijevo) i piridostigmina (desno).

AChE 1 BChE posjeduju dva vezna mjesta za supstrat i reverzibilne inhibitore —
kataliticko 1 periferno alostericko mjesto. Vezanje liganda na kataliticko mjesto inhibira
enzim dok je alostericko mjesto kataliticki neaktivno. Bez obzira na neaktivnost, vezanje
liganda na alostericko mjesto takoder moze uzrokovati promjene katalitiCkih svojstava
enzima. Piridinijevi, imidazolijevi 1 kinuklidinijevi oksimi su reverzibilni inhibitori AChE i
BChE te na taj nacin Stite enzim od reakcije s OP spojevima. Spojevi koji se vezu na oba

. . . .. . .. . .. v . . )
mjesta na enzimu su redovito bolja in vitro zastita od onih koji se vezu samo na jedno mjesto.

10
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Kljuéno svojstvo antidota za OP spojeve jest reaktivacija ve¢ fosforiliranog enzima.*
Prilikom reaktivacije enzima oksimska hidroksilna skupina nukleofilno ¢e napasti elektrofilni

atom fosfora pri ¢emu dolazi do oslobadanja aktivnog mjesta enzima 1 fosforililiranja oksima

(shema 1).2

(0)
E—CH, 0
/2R E—CH, lll
O—P_  + HO—N — > + N
| 7 R, N\ OH ' RHCNO™ | "R,
R,0 HC—R R,0
Fosforilirani enzim Aldoksim Slobodni enzim Fosforilirani oksim

Shema 1. Reaktivacija fosforiliranog enzima.’

Istrazivanja su pokazala da antidot mora imati odredena strukurna obiljezja kako bi
pokazao dobra reaktivatorska svojstva.! Kvaterni dusikov atom uvelike olak$ava ulazak
antidota u aktivnho mjesto enzima zbog interakcije s anionskim bo¢nim ograncima koji se
tamo nalaze. Antidot mora posjedovati bar jednu oksimsku skupinu koja je s heterociklickom
jezgrom povezana alifatskom poveznicom odgovarajuce cvrstoce 1 duljine kako bi se

nukleofilni kisikov atom nasao u prikladnom poloZaju za reakciju (slika 9.).?

PAM-2 0
N C || acilni
‘ R,O/T —R, \P
()
Trp84|—5 NH \/ = \\ W
@ O
| H
CH;,

kolinsko
vezno
mjesto

Katalititko Ser200
mjesto
Glu199

Slika 9. Shematski prikaz usmjerenja PAM-2 u aktivnom mjestu fosforilirane AChE.?

Prednost oksimske pred ostalim nukleofilnim skupinama jo$ nije razja§njena.’”*®

11
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U potrazi za §to djelotvornijim oksimskim reaktivatorima istrazeni su brojni mono i
biskvaterni piridinijevi aldoksimi od kojih se neki i primjenjuju u humanoj terapiji, no nijedan

od njih nije univerzalan (tablica 1.).*

Tablica 1. Oksimi koji se primjenjuju kao antidoti u humanoj terapiji pri trovanju OP
39

spojevima.
ZASTITNO
OKSIM STRUKTURA
DJELOVANJE
zadovoljavajuci
antidot sarinu i VX,
PAM-2 N ne reaktivira tabunom
. . N . . R
(pralidoxime) S 1TJ/ Z " Non 1 sarinom fosforiliranu
1© CHy AChE
HO S _OH vrlo dobar antidot
~ ~
NT N © o N tabuna, sarina i VX,

TMB-4 ’ 2X
) ®
(trimedoxime) NN AN kontraindiciran kod

trovanja somanom

o on Vrlo dobar antidot
H NNF AN o X \N/ ) ) .
2X ‘ sarina, VX i raznih
TOKSOGONIN N o N - o )
. Z NN pesticida, antidot
(toxogonine,
Ca tabuna,
obidoxime) o
kontraindiciran kod
HO .
N trovanja somanom
HO |
N ) ) )
o X o ‘ izvrstan antidot VX,
N (0] N .
. Z N N Z somana, sarina, vrlo
HI-

slabo djelovanje pri

trovanju tabunom
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2.5. ANTIDOTSKA AKTIVNOST DERIVATA IMIDAZOLA

Zbog strukturne sli¢nosti s piridinom, istrazivanja antidotske aktivnosti usmjerena su prema

imidazolijevim aldoksimima (slika 10.).**!
CHNOH CHNOH
+ 7
Ry7™ NS @ TR @
|
R

Slika 10. Opée strukturne formule imidazolijevih i piridinijevih aldoksima.***!

Imidazol je planarni heterociklicki spoj aromatskog karaktera. Vazan je kao strukturna
jedinica esencijalne aminokiseline histidina, te njegovom dekarboksilacijskom produktu
histaminu koji je 1 kemijski neurotransmiter. Polaran je i stoga je topljiv u vodi i drugim
polarnim otapalima. Imidazolni prsten je amfoteran §to ima vaznu funkciju u aktivnim
mjestima enzima. Slobodni imidazol je srednje jaka organska baza (pK, = 7,0), a moze
djelovati i kao kiselina (pK, = 14,5). Pri fizioloskom pH od 7,4 podjednake su koncentracije
protoniranog i neutralnog imidazola. Dolazi u dva jednaka tautomerna oblika jer se vodikov
atom moze nalaziti na bilo kojem od dva dusSika u prstenu. Kation 1 anion su simetricno

delokalizirane strukture (shema 6).*

~ + + N
N7 DN N H R HYZ ONH

) T o )

Shema 6. Rezonancijske strukture imidazola.*

Imidazol je klasificiran kao aromatski spoj zbog prisutnosti Sest m-elektrona

(elektronski par na protoniranom dusSiku, te Cetiri elektrona iz dvostrukih veza). Odli¢an je
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nukleofil zato $to slobodni elektronski par na duSikovom atomu nije ukljuen u aromatski

42,44
sustav.™

Dodatni razlog za proucavanje imidazolijevih aldoksima jesu laka kvaternizacija
dusikovog atoma i optimalna kiselost oksimske hidroksilne skupine (pK,=8).* Takoder se
pretpostavlja da ¢e delokalizacija naboja izmedu dva duSikova atoma doprinositi boljem

vezanju na aktivno mjesto enzima.

Istrazivana je antidotska aktivnost derivata imidazola kao reaktivatora AChE koja je
inhibirana s diizopropil-fosfofluoridatom. Samo su se derivati 2-hidroksiiminometilimidazola
pokazali kao aktivni u in vitro pokusima. Uoceno je da je zamjena 1-metilne skupine s 1-

arilnom rezultirala boljom reaktivacijom in vitro.*

Pripravljen je veliki broj mono i biskvaternih imidazolijevih oksima koji su ispitani in
vitro, a neki i in vivo na miSevima.*'"**® Pokazalo se da se uvodenjem razgranatih
supstituenata znatno smanjuje reakcijska djelotvornost spojeva in vitro.*’ Medutim, u
pokusima in vivo na miSevima, takvi spojevi su se pokazali kao bolji antidoti.*"* Slaba
korelacija izmedu rezultata in vivo 1 in vitro ukazala je da imidazolijevi spojevi mogu
antidotski djelovati i drugim mehanizmima osim reaktivacije fosforilirane AChE.*"°
Pretpostavljeno je da je prevladavajuéi mehanizam antidotskog djelovanja upravo
reverzibilna, nekovalentna interakcija spoja s katalitickim mjestom enzima jer nije primjecena

interakcija ovih spojeva s nikotinskim i muskarinskim receptorima.*' Time se 3titi organizam

od fosforiliranja fizickim blokiranjem pristupa organofosfatu.

Do danas su pripravljeni i ispitani derivati biskvaternih imidazolijevih i imidazolio-
piridinijevih aldoksima ¢€iji su prstenovi povezani razliCitim lancima (slika 11.). Odredena su
njihova antidotska svojstva i interakcija s AChE.**! Veéina priredenih spojeva je pokazala da
su jaki inhibitori AChE. Pokazalo se da vrsta supstituenta i duljina lanaca izmedu prstenova
znatno utjece na inhibitornu mo¢ ovih spojeva. Takoder se pokazalo da su bisimidazolijevi

spojevi jaci inhibitori od imidazolio-piridinijevih.

14
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OH H H
| 7 P
//N N\ P N HO\
HC NcH HC N
A A A /=
R—N" SNCCH-Y-CH,—~KZ “N—R R—N" SN-CHy-Y-CH/-N 7
\—/ \—/ \—/ \_/
2X 2X
R Y
-CH; -0-
-CH2C6H5 -CH=CH‘
-C¢Hs -CH,-CH,-
-C6H4P-OCH3 -(CH2)4-
-C¢Hsp-F -0-(CH,),-O-
-C6H5p-CH3 -O-(CH2)3-O-
Slika 11. Pripravljeni spojevi biskvaternih imidazolijevih 1 imidazolio-piridinijevih

aldoksima.?
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. OPCE NAPOMENE

Sve upotrebljene kemikalije i otapala su bili analiticke Cistoce ili su procis¢avana
uobi¢ajenim postupcima. Spojevi N-metilimidazol (Aldrich), n-butil-litij (Aldrich), p-
nitrobenzil-bromid, p-brombenzil-bromid, m-metilbenzil-bromid, m-klorbenzil-bromid
(Sigma-Aldrich), 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina) (Sigma-Aldrich), acetiltiokolin
(ATCh) (Fluka) i liofilizirana butirilkolinesteraza (EgBChE) iz seruma konja (Sigma) su
komercijalno dostupni, a ljudski serum (HuBChE) i serum kuni¢a (RSBChE) su dobiveni s

Imunoloskog zavoda.”

Tijek reakcija, identifikacija i kontrola Cistoce pripravljenih spojeva ispitivana je
uzlaznom tankoslojnom kromatografijom (TSK), infracrvenom spektroskopijom (IR) te 'H i

*C (APT) nuklearnom magnetskom rezonancijom.

Uzlazna tankoslojna kromatografija je radena na plocicama silikagela (DC-Alufolien

Kiesegel 60 F,s4, Merck). Supstancije su detektirane UV lampom i prskanjem s H,SOs.

IR spektri su snimani na FTIR Perkin-Elmer Spectrum Two spektrometru kao pastile
kalijevog bromida ili kao tanki film na plo€icama natrijeva klorida. Vrijednosti valnih brojeva

su izrazeni u cm™.

UV/VIS kineticka mjerenja su pracena na AnalytikJena Specord 200 spektrofotometru

s termostatiranim kucistem pri 30 °C u kivetama s opti¢kim putem od 1 cm.

NMR spektri su snimljeni na spektrometru Brucker AV300 i/ili AV600 u deuteriranim
otapalim na sobnoj temperaturi. Kemijski pomaci (d) su izrazeni u dijelovima na milijun
(ppm) prema tetrametilsilanu (TMS, [(CHj3)4Si]) kao unutra$njem standardu (6=0,00 ppm), a
konstante sprezanja (J) su izrazene u hercima (Hz). Signali su oznaceni kao s=singlet,

d=dublet, t=triplet, g=kvartet i m=multiplet.

" Imunologki zavod d.d., Rockefellerova ulica 2, 10000 Zagreb
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Tocke taljenja su odredene na uredaju BUCHI Melting Point (B540) u otvorenim

kapilarama i nisu korigirane.

Opticka skretanja odradena su na polarimetru SCHMIDT+HAENSCH Polartronic NH8
(589 nm) na sobnoj temperaturi (25 °C) u ¢eliji dugoj 1 dm. Koncentracije otopine izrazena je

kao masa otopljenog uzorka u 100 mL otopine (g/100 mL).

3.2. PRIPRAVA SPOJEVA

3.2.1. PRIPRAVA N-METILIMIDAZOL-2-KARBALDEHIDA™ (1)

U otopinu N-metilimidazola (10 mL, 12,6 mmol) u dietil-eteru (150 mL), koja je mijeSana i
hladena na temperaturi -80 do -40 °C (suhi led-aceton), dodan je laganim dokapavanjem n-
butil-litij (n-BuLi) (50 mL). Reakcijska smjesa je zatim mijeSana mehani¢kom mijesalicom 1
sat na temperaturi -80 do -40 °C. Nakon toga, u reakcijsku smjesu je dokapavana otopina
DMF-a (15 mL) u dietil-eteru (20 mL). Dodatkom cijele koli¢ine otopine DMF-a smjesa je

ostavljena preko noci kako bi temperatura postepeno narasla na sobnu temperaturu.

Nakon 24 sata, reakcijskoj smjesi je dodana otopina HCl (5 M, 75 mL). Vodeni sloj je
odvojen, a organski je ekstrahiran s otopinom HCI (5 M, 3 x 30 mL). Kiseli vodeni ekstrakti
su spojeni i zaluzeni s otopinom Na,CO; do pH=7-8, a zatim ekstrahirani ponovno
diklormetanom (3 x 40 mL). Spojeni ekstrakti su upareni, a sirovi produkt je proc¢isc¢en

destilacijom uz sniZeni tlak.

Dobiven je spoj 1 (9,90 g, 71,7 %), t.v.=59-65 °C / 10 mmHg (lit. 65%, t.v.=89-95 °C/ 12
mmHg)52

IR (NaCl) v/em™: 3110 (=C-H); 2857 (C-H aldehid); 1675 (C=0); 1517(C=N)

"H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 4,024 (s, 3H,CH;-N); 7,196 (s, 1H, Im-H1); 7,254 (s, 1H, Im-
H2); 9,000 (s, 1H, -CHO)

13C NMR (DMSO-dg) 6/ppm: 34,14 (CH;-N); 130,68 (Im-C2, Im-C4, Im-C5); 181,21 (CHO)

17
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3.2.2. PRIPRAVA 2-HIDROKSIIMINOMETIL-1-METILIMIDAZOLA® (2)

Predestilirani N-metilimidazol-2-karbaldehid (1) (9,90 g, 90 mmol) je otopljen u
minimalnoj koli¢ini etanola. Toj otopini je zatim dodana vodena otopina hidroksilamin-
hidroklorida (6,30 g, 90,5 mmol) u vodi. pH otopine je podesen na pH=7-8 dodatkom vodene
otopine Na,COs3. Otopina je zatim refluksirana jedan sat na 40 °C. Nakon toga u otopinu je
dodana otopina HCI (4 M) do pH=5-6. (Ako kristali ne nastaju odmah otopinu je potrebno
ohladiti). Nastali kristali su profiltrirani vakuum filtracijom. Nakon prekristalizacije iz vode

dobiven je 2-hidroksiiminometil-1-metilimidazol u obliku bijelih kristala.

Dobiven je spoj 2 (5,77 g, 51,3 %), t.t.=158,8-160,1 °C (lit. 70 %, t.t.=176 °C)*

IR (KBr) v/em’™: 3200-2500 (O-H, =C-H); 1518 (C=N); 978 (N-O)

"H NMR (DMSO-dg) 6/ppm: 3,80 (s, 3H, CH3-N); 6,98 (s, 1H, Im-H2); 7,25 (s, 1H, Im-H1);
8,05 (s, 1H, CH=N); 11,47 (s, 1H, OH)

3C NMR (DMSO-dg) &/ppm: 35,18 (CH;-N); 125,00 (Im-C2); 128,90 (Im-C4, Im-C5);
141,80 (CH=N-)

3.2.3. PRIPRAVA 2-HIDROKSIIMINOMETIL-N,N-DIMETILIMIDAZOLIJEVOG
JODIDA* (3)

2-hidroksiiminometil-1-metilimidazol (2) (2 g, 16,0 mmol) je otopljen u suhom
acetonu (100 mL). Otopini je dodan metil-jodid (6 mL, 96,4 mmol) uz mijeSanje. Reakcijska
smjesa je mijeSana (3 dana) na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije je pracen s tankoslojnom
kromatografijom (TSK) na plocici silikagela. Nakon toga, zuckasti talog je profiltriran

vakuum filtracijom 1 ispran suhim acetonom. Produkt je prekristaliziran iz metanola.

Dobiven je spoj 3 (3,9483 g, 92,5 %) t.t.=210-211.8 °C (lit. t.t.=223-225 °C)*

IR (KBr) v/em™: 3114 (O-H); 1623 (C=N-OH); 1526 (C=N); 986 (N-O)

18
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"H NMR (DMSO-dq) §/ppm: 3,92 (s, 3H, CH;-N); 7,81 (s, 2H, Im-H1, Im-H2); 8,52 (s, 1H,
CH=N); 12,97 (s, 1H, OH)

3C NMR (DMSO-dg) d/ppm: 36,50 (2xCHs-N); 124,27 (Im-C2, Im-C4, Im-C5); 135,60
(CH=N)

3.2.4. PRIPRAVA BENZILNIH DERIVATA 2-HIDROKSIIMINOMETIL-3-
METILIMIDAZOLIJEVIH BROMIDA*

2-hidroksiiminometil-1-metilimidazol (2) (0,150 g, 1,2 mmol) je otopljen u suhom
acetonu (10 mL). Toj otopini je zatim dodan p-nitrobenzil-bromid (0,295 g, 1,4 mmol) u
blagom suvisku. Otopina je ostavljena 3-5 dana na 4 °C da produkt kristalizira. Tijek reakcije
je pracen tankoslojnom kromatografijom (TSK) na plocici silikagela. Kvaterna sol (4),
iglicasti kristali, je profiltrirana vakuum filtracijom 1 isprana suhim acetonom. Produkt je

prekristaliziran iz acetonitrila. Spojevi 5, 6 1 7 (tablica 2.) su pripravljeni na analogan nacin.

Tablica 2. Benzilni derivati 2-hidroksiiminometil-3-metilimidazolijevih bromida.

(|)H
N
XCH
X/
N L
(O] / CH
— 3
Br \ /
SPOJ X ISKORISTENJE ¢/ °C
4 p-NO2 55 % 209,1-210,0
5 m-Cl 34 % 151,2-153,0
6 p-Br 44 % 180,1-182.5
7 m-CH3 40 % 152,0-153,3
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2-HIDROKSIIMINOMETIL-3-METIL-1-(p-NITROBENZIL)-IMIDAZOLIJEV
BROMID (4)

IR (KBr) v/em™: 3450-2700 (O-H, =C-H, C-H); 1643 (C=N-OH); 1520 i 1348 (NO,); 1445-
1400 (C=C); 990 (N-O)

"H NMR (DMSO-dg) §/ppm: 3,98 (s, 3H, CH3-N); 5,82 (s, 2H, CH,-N"); 7,55-7,58 (d, 2H,
J=8,82 Hz, Bn-H2, Bn-H6); 7,96 (d, 1H, J=1,96 Hz, Im-H5); 8,01 (d, 1H, J=1,97 Hz, Im-H4);
8,23-8,26 (d, 2H, J=8,81 Hz, Bn-H3, Bn-H5); 8,599 (s, 1H, CH=N); 13,01 (s, 1H, OH)

13C NMR (DMSO-dg) 8/ppm: 37,15 (CH3-N); 51,59 (CH»-N"); 124,28 (Im-C5, Bn-C3, Bn-
C5); 125,72 (Im-C4); 129,13 (Bn-C2, Bn-C6); 135,83 (Im-C2); 137,90 (CH=N); 142,71 (Bn-
C1); 147,82 (Bn-C4-NO,)

2-HIDROKSIIMINOMETIL-1-(m-KLORBENZIL)-3-METILIMIDAZOLIJEV
BROMID (5)

IR (KBr) vem™: 3450-2400 (O-H, =C-H, C-H); 1634 (C=N-OH); 1523 (C=N); 1477-1425
(C=C); 996-977 (N-O);

"H NMR (DMSO-de) &/ppm: 3,96 (s, 3H, CH3-N); 5,66 (s, 2H, CH,-N"); 7,28 (s, 1H, Bn-
H6); 7,43 (m, 3H, Bn-H2, Bn-H4, Bn-H5); 7,93 (d, 1H, J=1,93 Hz, Im-H5); 7,97 (d, 1H,
J=1,96 Hz, Im-H4); 8,60 (s, |H, CH=N); 13,03 (s, 1H, OH)

13C NMR (DMSO-dg) 6/ppm: 37,15 (CH3-N); 51,31 (CH>-N"); 124,04 (Im-C5); 125,06 (Im-
C4): 126,75 (Bn-C6); 127,96 (Bn-C2); 128,93 (Bn-C4); 131,20 (Bn-C5); 133,94 (Bn-C3);
135,92 (Im-C2); 137,71 (CH=N); 141,59 (Bn-C1)

2-HIDROKSIIMINOMETIL-1-(p-BROMBENZIL)-3-METILIMIDAZOLIJEV
BROMID (6)

IR (KBr) v/em™: 3450-2700 (O-H, =C-H, C-H); 1614 (C=N-OH); 1518 (C=N); 1491-1417
(C=C); 998-986 (N-O)
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'"H NMR (DMSO-d) d/ppm: 3,95 (s, 3H, CH3-N); 5,63 (s, 2H, CH,-N"); 7,28-7,30 (d, 2H,
J=8,46 Hz, Bn-H2, Bn-H6); 7,60-7,63 (d, 2H, J=8,45 Hz, Bn-H3, Bn-H5); 7,92 (d, 1H,
J=1,95 Hz, Im-H5); 7,96 (d, 1H, J=1,98 Hz, Im-H4); 8,59 (s, |H, CH=N); 13,01 (s, 1H, OH)

13C NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 37,22 (CH;-N); 51,42 (CH,-N"); 122,18 (Bn-C4-Br); 124,03-
125,65 (Im-C5, Im-C4); 130,52 (Bn-C2, Bn-C6); 131,94 (Bn-C3, Bn-C5); 134,57 (Bn-C1);
135,79 (Im-C2); 137,62 (CH=N)

2-HIDROKSIIMINOMETIL-1-(m-METILBENZIL)-3-METILIMIDAZOLIJEV
BROMID (7)

IR (KBr) v/em™: 3450-2400 (O-H, =C-H, C-H); 1633 (C=N-OH); 1523 (C=N); 1477-1424
(C=C); 996-977 (N-O);

"H NMR (DMSO-dg) 6/ppm: 3,29 (s, 3H, Bn-CHs); 3,94 (s, 3H, CH3-N); 5,64 (s, 2H, CHo-
N"); 7,28 (s, 1H, Bn-H6); 7,42 (s, 3H, Bn-H2, Bn-H4, Bn-H5); 7,91-7,90 (d, 1H, J=1,93 Hz,
Im-H5); 7,96-7,95 (d, 1H, J=1,94 Hz, Im-H4); 8,58 (s, 1H, CH=N); 13,00 (s, 1H, OH)

13C NMR (DMSO-dg) 8/ppm: 36,66 (CH3-N); 50,90 (CH,-N"); 123,54 (Im-C5); 125,17 (Im-
C4): 126,32 (Bn-C6); 127,48 (Bn-C4); 128,4 (Bn-C2); 130,7 (Bn-C5); 133,46 (Bn-C3); 135,4
(Im-C2); 137,12 (CH=N); 137,14 (Bn-C1)

3.2.5. PRIPRAVA D-FRUKTOZA-OKSIMA® (8)

Otopina hidroksilamina (0,65 g, 9 mmol) u suhom metanolu (5 mL) neutralizirana je
na 0 °C otopinom natrijeva metoksida u metanolu (pripravljen otapanjem 0,18 g natrija u 1
mL metanola). Nastali bijeli talog je profiltriran 1 ispran suhim metanolom. U filtrat koji
sadrzi neutralizirani hidroksilamin dodana je D-fruktoza (1 g, 5,55 mmol). Reakcijska smjesa
je mijeSana 24 h na sobnoj temperaturi. Otapalo je upareno i dobiven je bezbojni uljasti

produkt.
Dobiven je uljasti produkt 8 (0,926 g, 85,5 %) [a]3°=-21° (c=1, MeOH)

IR (KBr) vem™: 3500-2600 (OH, C-H); 1646 (C=N-OH); 1520-1410 (C=N); 930-894 (N-O)
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"H NMR (DMSO-dg) é/ppm: 3,32-3,39 (m, 2H, -CH,-O (C1)); 3,52-3,60 (m, 2H, -CH,-O
(C6)); 3,90-3,94 (d, 1H, J=12,26 Hz, H4); 4,18-4,22 (d, 1H, J=12,34 Hz, H3); 4,31-4,41 (m,
1H, H5); 4,50 (s, 1H, C-OH (C3)); 4,79-4,92 (m, 3H, C-OH (C4, C5, C6)); 5,18-5,19 (d, 1H,
J=3,99 Hz, C-OH (C1)); 10,64 (s, IH, N-OH)

13C NMR (DMSO-dg) 8/ppm: 60,31 (C1); 63,95 (C6); 66,16 (C3); 71,44 (C5); 72,04 (C4);
160,74 (CH=N)

3.2.6. PRIPRAVA D-RIBOZA-OKSIMA* (9)

Otopina hidroksilamin-hidroklorida (0,687 g, 9,9 mmol) u suhom metanolu (6,6 mL)
hladena je pri 0 °C i neutralizirana kalijevim tert-butoksidom (1,037 g, 9,24 mmol) uz
mijesanje. Nastali bijeli talog je profiltriran i ispran suhim metanolom (3 mL). U filtrat koji
sadrzi neutralizirani hidroksilamin dodana je D-riboza (1 g, 6,66 mmol). Reakcijska smjesa je
mijeSana 12 h na sobnoj temperaturi. Otapalo je upareno, a zaostaje uljasti produkt koji

stajanjem kristalizira (9).

Dobiven je produkt 9 (0,880 g, 80 %)

IR (KBr) v/em™: 3450-2700 (OH, C-H); 1643 (C=N-OH); 1511-1409 (C=N); 934-890 (N-O)

"H NMR (DMSO-dg) 6/ppm: 3,33-3,59 (m, 4H, C-OH); 4,30-4,35 (d, 2H, J=4,85 Hz, CH>-
0); 4,72-4,73 (d, 1H, J=5,4 Hz, H2); 4,82-4,84 (m, 1H, H4); 5,03-5,04 (d, 1H, J=4,85 Hz,
H3); 6,65-6,67 (d, 1H, J=6,32 Hz, CH=N); 10,76 (s, 1H, N-OH)

3C NMR (DMSO-dg) d/ppm: 63,82 (C3); 66,07 (C5); 71,87 (C4); 73,94 (C2); 152,29
(CH=N)
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3.3. ENZIMSKA KINETIKA

3.3.1. MJERENJE AKTIVNOSTI ENZIMA

Aktivnost BChE mjerena je spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu uz supstrat ATCh i
DTNB pri 30 °C.” Shematski je prikazana reakcija tiokolina i DTNB na kojoj se temelji

Ellmanova metoda (shema 7).

- BChE )J\ ~
+ - = + O N + +
ATCh tiokolin
S}
(6{0]0]
NO
/Cj/ | COO@ |
NO, S -
e N + _— +
SN S o
S O,N
tiokolin S
TNB anion (6{0]6}
NO,
S}
(6{0]0]
DTNB

Shema 7. Reakcija u Ellmanovoj metodi mjerenja aktivnosti BChE.

Hidrolizom supstrata oslobodeni tiokolin reagira s tiolnim reagensom (DTNB) pri
¢emu se oslobada zuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB anion). Povecanje
apsorbancije TNB aniona koje odgovara povecanju koncentracije tiokolina, praceno je pri

A=412 nm (¢=14250 dm’ mol"' cm™).”

Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti enzima sadrzavala je ATCh (0,1 - 0,9 mmol
dm™), DTNB (3,3 mmol dm™), enzim (EgBChE 50 pL 0,1 g dm™; HuBChE 20 pL; RSBChE
50 uL) i fosfatni pufer (0,1 mol dm™, pH=7,4). Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 3
mL. S mjerenjem se pocelo otprilike 5 sekundi nakon dodatka enzima u reakcijsku smjesu, a

trajalo je 4 minute. Svi su uzorci pokazali linearnu ovisnost apsorbancije o vremenu.
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3.3.2. MJERENJE REVERZIBILNE INHIBICIJE

Mjerena je reverzibilna inhibicija butirilkolinesteraze iz seruma Covjeka (HuBChE), kunica
(RSBChE) te butirilkolinesteraze liofilizirane iz seruma konja (EgBChE) s oksimima 3-9 u
prisutnosti ATCh (0,1-0,9 mmol dm™) pri 30 °C. Koncentracija oksima je odabrana tako da
inhibicija bude u rasponu od 20 - 80 %.

Reakcijska smjesa ukupnog volumena 3 mL sadrZavala je oksim (1 mmol dm” za
oksime 3-7, a 12 mmol dm™ za oksime 8 i 9), ATCh (0,1-0,9 mmol dm’ ), DTNB (3,3 mmol
dm™) enzim (EgBChE 50 uL 0,1 g dm™; HuBChE 20 uL; RSBChE 50 pL) i fosfatni pufer
(0,1 mol dm™, pH=7,4). Svako je mjerenje zapocelo otprilike 5 sekundi nakon dodatka

enzima u reakcijsku smjesu i trajalo je 4 minute.

Do reverzibilne inhibicije dolazi stvaranjem adicijskog kompleksa enzima i inhibitora
vezanjem inhibitora na aktivno i/ili periferno mjesto enzima.’® Inhibiciju pri odredenoj

koncetraciji supstrata moguce je izracunati prema jednadzbi:

Vo — vy

inhibicija = -100 %

Vo

gdje je vy aktivnost enzima u odsustvu inhibitora te v; aktivnost enzima u prisustvu odredene
koncentracije inhibitora.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu je opisana priprava razli¢itih vrsta oksima (slika 12.) te je ispitana njihova

interakcija s BChE iz razli¢itih organizama.

OH OH OH

N N N
\CH %CH \CH

H3C\@)\ __CH; 5N @)\ _CH, @)\ __CH;,
N N o N N o N N

I \_/ Br Br
3

i
|

al
4 5
OH
‘|)H (|)H CH,OH 1L
N _OH \\

N
)\ )\ HO——H H——on
Br
® CH ® CH
R S o N7 N L on H—|—OH
r

H,C H———OH H———OH

6 7 CH,O0H CH,OH

Slika 12. Pripravljeni kvaterni imidazolijevi oksimi i oksimi D-fruktoze i D-riboze.

4.1. PRIPRAVA SPOJEVA

4.1.1. N-METILIMIDAZOL-2-KARBALDEHID

Priprava spoja 1 provedena je reakcijom pocetnog spoja N-metilimidazola s nizom reagensa u

dietil-eteru prema prethodno opisanim postupcima (shema 8).*+
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H o
=
, Li >~
1) n-BuLi /k 2) DMF )\
Et,0 Et,0
N/\N—CH3 - N7 N—CH; - N7 N—CHj;
L >-40 °C \ / 3) SM HCI \ ]
1

Shema 8. Priprava N-metilimidazol-2-karbaldehida.

Reakcija N-metilimidazola s n-BuLi je vrlo egzotermna i burna. n-BuLi sluzi za
deprotonaciju ugljikovog (C2) atoma u N-metilimidazolu koji je najkiseliji zbog toga Sto dva
susjedna dusikova atoma stabiliziraju nastali anion. Organolitijev meduprodukt koji nastaje je
potrebno Cuvati na temperaturama nizim od -40 °C jer je pri viS§im temperaturama nestabilan.
n-BuLi vrlo burno reagira s vlagom iz zraka i postoji mogucnost zapaljenja stoga se mora
dodavati vrlo pazljivo 1 u odsustvu vlage. Cijela reakcija provodi se u inertnoj atmosferi

dusika.

DMF (dimetil-formamid) se takoder dokapava polagano 1 pazljivo u reakcijsku smjesu
pri niskoj temperaturi zbog vrlo velike reaktivnosti organolitijeva spoja. Reakcijom
organolitijevog meduprodukta, odnosno nukleofilnim napadom na karbonilni ugljikov atom
DMF-a nastaje kompleks koji zakiseljavanjem reakcijske smjese prelazi u konacni produkt.
Vodeni ekstrakti se zaluze s Na,COs 1 ekstrahiraju diklormetanom. Otopina soli se dodaje radi
isoljavanja 1 istiskivanja produkta u organsko otapalo. Upareni produkt se procisti

destilacijom pri snizenim tlakom.

e P
n-Bu—Li 3 \N H o
| o u° OH
CH;
H ® R
)\ n-Bu ol L 4 @ONT[TH ion  ®ONT|H
> —_— - =
N7 N—CH; N/\N—CHJ “ N—CH, 7 e,
@
OH
(-\Q H\C/OH H\C/O
+H® (H3C),HN H -(H3C),NH /K H® )\
@ —_— —_—
N—CH; N N—CHj; N N—CH;

Shema 9. Mehanizam priprave N-metilimidazol-2-karbaldehida.
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4.1.2. 2-HIDROKSIIMINOMETIL-1-METILIMIDAZOL

Priprava spoja 2 provedena je reakcijom N-metilimidazol-2-karbaldehida i

hidroksilamin-hidroklorida u etanolu (shema 10).*%*!

(|)H
H\C %O _— N
1) H,NOH-HCVEtOH/ HC
)\ Na,CO; (pH 7-8)
7 > z
N N—CH _
\ N—CHs ) 4 HCI (pH 5-6) N N—CH;

2

Shema 10. Priprava 2-hidroksiiminometil-1-metilimidazola.

Reakcija predstavlja klasi¢ni primjer priprave oksima iz ketona u reakciji s

hidroksilaminom.>’

Reakcija se odvija u minimalnoj koli¢ini etanola. Zbog toga Sto je dusik u
hidroksilamin-hidrokloridu kvaterniziran, nije reaktivan pa se stoga dodaje baza koja
neutralizira HCI 1 tako oslobada reaktivni oblik hidroksilamina, HoNOH. Hidroksilamin
nukleofilno napada karbonilni ugljikov atom u N-metilimidazol-2-karbaldehidu (shema 11).
Reakcija se odvija u blago luznatim uvjetima (pH=7-8) jer oni najbolje pogoduju nastanku
oksima. U prekiseloj sredini se hidroksilamin protonira i nije u moguénosti nukleofilno
napasti aldehid. Bazi¢ni medij pogoduje nukleofilnosti hidroksilamina, ali ne moze do¢i do
protoniranja —OH skupine ¢ime bi se postigla bolja izlaznost skupine. Reakcijska smjesa se
zagrijava na blagoj temperaturi od 40 °C. Po zavrSetku reakcije oprezno se dodaje
klorovodi¢na kiselina za neutralizaciju neizreagirale baze Sto takoder uzrokuje taloZenje
produkta. Prejakim zakiseljavanjem nastaje kvaterni amonijev produkt koji je dobro topljiv u
polarnom mediju. Ako kristali ne nastanu odmah, potrebno je tikvicu s reakcijskom smjesom
ohladiti. Stajanje u hladnjaku pospjesuje stvaranje kristala. Konacni prekristalizirani spoj 2 je

kristali¢an 1 bijele boje te je dobiven u iskoriStenju od 51,3 %.

27



REZULTATII RASPRAVA
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Shema 11. Mehanizam sinteze aldoksima.

4.1.3. KVATERNI DERIVATI IMIDAZOL-2-ALDOKSIMA

Spoj 3 je pripravljen otapanjem 2-hidroksiiminometil-1-metilimidazola i metil jodida u suhom

acetonu. Reakcija je provodena 3 dana na sobnoj temperaturi zasticena od svijetlosti. Produkt,

kvaterna sol 3, taloZi iz reakcijske smjese zbog slabe topljivosti u acetonu (shema 12).*¢

(|)H (I)H
N N
= =
HCT HCT
)\ CHI ® )\
> H;C
N7 N—CH;, suhi aceton N7 N—CH;
—/ °\—/
- 1 N
2 3

Shema 12. Priprava 2-hidroksiiminometil-N,N-dimetilimidazolijevog jodida.
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Spojevi 4-7 su pripravljeni otapanjem 2-hidroksiiminometil-1-metilimidazola i
odgovaraju¢eg benzil-bromida u suhom acetonu. Produkti, kvaterne soli 4-7, taloze iz

reakcijske smjese nakon 3-5 dana na 4 °C zbog slabe topljivosti u acetonu (shema 13).%
H H

I |
Br
X
- N A\ N
X HC 4 X =p-NO,
— )\ 5 X =m-Cl
7

- 6 X=p-Br
N 7 N—CH; suhi aceton N/CH3

N N 7 X =m-CH
\ __ / BY \_/ }
2

Shema 13. Priprava benzilnih derivata 2-hidroksiiminometil-3-metilimidazolijevih bromida.

4.1.4. OKSIMI D-FRUKTOZE I D-RIBOZE

Priprava spojeva 8 i1 9 provedena je reakcijom D-fruktoze i D-riboze s hidroksilamin-
-hidrokloridom u metanolu (shema 14). Reakcija je primjer priprave oksima iz karbonilnog

spoja (shema 11).

CH,OH CH,0H
t—o e _OH
H,NOH-HC/MeOH
HO———H MeO'Na*/MeOH HO———H
H——OH H——OH
H—1—OH H——OH
CH,0H CH,0OH
D-Fruktoza 8
OH
0 !
H(‘// \CH
H,NOH-HCI/MeOH
H——OH MeO'Na*/MeOH  H——OH
H—1—OH - H——OH
H—1—OH H——OH
CH,0H CH,OH
D-Riboza 9

Shema 14. Priprava oksima D-fruktoze i D-riboze.
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4.2. INTERAKCIJA OKSIMA S BUTIRILKOLINESTERAZOM
17 LJUDSKOG SERUMA

Reverzibilna inhibicija HuBChE oksimima 3-7 koncentracije 1 mmol dm™ mjerena je pri
rasponu koncentracija ATCh od 0,1 do 0,9 mmol dm™, a za oksime 8 i 9 koncentracije 12
mmol dm™ pri koncentraciji ATCh 0,9 mmol dm™. Na slici 13 prikazana je aktivnost
HuBChE pri razli¢itim koncentracijama supstrata za reakciju bez oksima i za reakcije s
oksimima 3-7. Pri ve¢im koncentracijama supstrata dolazi do aktivacije enzima oksimima 3-6,

819 (tablica 3.).

@ bez oksima a3 A4 o5 06 7
0,003 -
< 0,0025 -
£ § *
= S
g 0,002 - A
g * §
*é 0,0015 - i
£ 0001 1 ¢
< o
0,0005 1 O
)
0 T T T T
0,05 0,25 0,45 0,65 0,85
¢ (ATCh) / mmol dm?3

Slika 13. Aktivnost HuBChE u reakciji bez oksima i s oksimima 3-7 o koncentraciji ATCh u

rasponu od 0,1 do 0,9 mmol dm®.
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Tablica 3. Usporedba aktivnosti HuBChE bez oksima i s oksimima 3-9 pri razli¢itim

koncentracijama supstrata.

¢ (ATCh) / mmol dm™
OKSIM
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
3 50,13 28,59 18,19 aktivacija aktivacija
4 67,34 46,19 27,35 10,82 aktivacija |
5 66,96 46,03 22,22 2,78  aktivacija | 3
6 69,25 46,27 21,89 aktivacija aktivacija <:?
7 71,81 5221 3528 18,67 9,08 | &
8 - - - - aktivacija | =
9 - - - - aktivacija

Utjecaj oksima 3-7 na brzinu hidrolize ATCh pri nizim i vi§im koncentracijama ATCh
je razlicit. Kod visih koncentracija ATCh brzina hidrolize veca je u prisutnosti oksima dok pri

nizim koncentracijama ATCh oksimi pokazuju inhibitorno djelovanje.

Iz dobivenih rezultata moguée je zakljuciti da se kvaterni derivati imidazol-2-
aldoksima vezu u aktivno, ali i alostericko mjesto enzima. Pri nizim koncentracijama
supstrata oksim se natjece sa supstratom u vezanju za aktivno mjesto $to rezultira inhibicijom
enzima (od 30 do 70%). Pri viSim koncentracijama supstrata manje oksima se natjece sa
supstratom za aktivho mjesto enzima pa postaje izraZeniji ucinak vezanja oksima na

alostericko mjesto enzima Cime se isti aktivira.

Najjacim inhibitorom enzima pokazao se oksim 7, a najslabijim oksim 3. Oksim 7 je
jedini koji ni pri koncentraciji ATCh 0,9 mmol dm™ nije izazvao aktivaciju enzima. Medutim,
temeljem sustavnog smanjenja postotka inhibicije vidljivo je da u prisutnosti oksima 7 postoji

efekt aktivacije.

Oksimi monosaharida ne inhibiraju enzim ve¢ ga aktiviraju. Takoder je potrebna puno
veca koncentracija tih oksima (12 puta veca koncentracija) kako bi efekt aktivacije koji

izazivaju bio usporediv s efektom kvaternih derivata imidazol-2-aldoksima.
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4.3. INTERAKCIJA OKSIMA S BUTIRILKOLINESTERAZOM
1Z SERUMA KUNICA

Reverzibilna inhibicija RSBChE oksimima 3-7 koncentracije 1 mmol dm™ mijerena je pri
rasponu koncentracija ATCh od 0,3 do 0,9 mmol dm™, a za oksim 9 koncentracije 12 mmol
dm™ pri koncentraciji ATCh 0,9 mmol dm™. Na slici 14 prikazana je aktivnost RSBChE pri
razli¢itim koncentracijama supstrata za reakciju bez oksima i za reakcije s oksimima 3-7. Pri
veéim koncentracijama supstrata dolazi do zasi¢enja enzima supstratom te aktivacije enzima

oksimima 4, 6, 1 9 (tablica 4.).

@ bez oksima a3 A4 o5 06 7

J

0,0025

0,002

¢ ®

0,0015 ¢

L 4
oce be»
o<

Aktivnost / mmol dm3s1

0,001

aop

0,0005

1

< &ad

0

0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95
¢ (ATCh) / mmol dm

Slika 14. Aktivnost RSBChE u reakciji bez oksima i s oksimima 3-7 o koncentraciji ATCh u

rasponu od 0,3 do 0,9 mmol dm®.
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Tablica 4. Usporedba aktivnosti RSBChE bez oksima i s oksimima 3-7 1 9 pri razli¢itim

koncentracijama supstrata.

¢ (ATCh) / mmol dm™
OKSIM

0,3 0,5 0,7 0,9
3 58,31 4922 28,89 29,04
4 63,6 3484 671 aktivacija |
5 732 4223 17,89 22,11 | &
6 6192 5026 1,05 aktivacija | &
7 79,83 - 21,08 - =
9 - - - aktivacija -

Interakcija oksima 3-7 s RSBChE slicna je onoj s HuBChE. Pri manjim
koncentracijama supstrata ATCh dolazi do inhibicije enzima oksimima, koja se prema vecim
koncentracijama ATCh sustavno smanjuje, odnosno prelazi u aktivaciju. Najja¢im
inhibitorima pokazali su se oksimi 7, 5 i1 3, a najslabijim oksim 6. Oksimi 3 i § ne uzrokuju
aktivaciju enzima pri koncentraciji supstrata od 0,9 mmol dm™ kao oksimi 4 i 6, no iz trenda
smanjenja inhibicije moguce je zaklju¢iti da dolazi do takvog nizanja koje rezultira

aktivacijom. Oksimi monosaharida ne inhibiraju ni RSBChE ve¢ ga aktiviraju.

Usporedbom podataka u tablicama 3 1 4 moze se zakljuciti da je kod RSBChE manje

izrazen efekt aktivacije pri ve¢im koncentracijama supstrata za oksime 3 1 5.

4.4. INTERAKCIJA OKSIMA S BUTIRILKOLINESTERAZOM
1Z SERUMA KONJA

Interakcija EgBChE s oksimima 3-7 koncentracije 1 mmol dm™ mjerena je pri
koncentracijama ATCh 0,3 i 0,9 mmol dm™, a za oksime 8 i 9 koncentracije 12 mmol dm™ pri
koncentraciji ATCh 0,9 mmol dm™. Na slici 15 prikazana je aktivnost EgBChE pri razli¢itim
koncentracijama supstrata za reakciju bez oksima i1 za reakcije s oksimima 3-7. Pri svim

koncentracijama supstrata opazena je aktivacija enzima oksimima 3-9.
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¢ bez oksima a3 A4 o5 06 7

0,003 -
L 0,0025 -
=
z
£ 0,002 -
£ A
20,0015 -
=
Z
= 1
= 0,001 g - . .
L g
0,0005 - R
*
0 T T T T
0,05 0,25 0,45 0,65 0,85
¢ (ATCh) / mmol dm

Slika 15. Aktivnost EgBChE u reakciji bez oksima i s oksimima 3-7 o koncentraciji ATCh pri
0,31 0,9 mmol dm™.

Svi sintetizirani oksimi pokazali su aktivacijski utjecaj na EgBChE 1 pri nizim 1 pri
visSim koncentracijama ATCh. Kako je pri manjoj koncentraciji ATCh opaZzena manja
aktivacija, moze se zakljuciti da se oksimi 3-7 takoder natjecu sa supstratom i u aktivhom

mjestu enzima.
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5. ZAKLJUCCI

Sintetizirani su oksimi: 2-hidroksiiminometil-V,N-dimetilimidazolijev jodid (3), 2-
hidroksiiminometil-3-metil-1-(p-nitrobenzil)-imidazolijev bromid (4), 2-hidroksiiminometil-
1-(m-klorbenzil)-3-metilimidazolijev bromid (5), 2-hidroksiiminometil-1-(p-brombenzil)-3-
metilimidazolijev bromid (6), 2-hidroksiiminometil-1-(m-metilbenzil)-3-metilimidazolijev
bromid (7), D-fruktoza-oksim (8), D-riboza-oksim (9); te potvrdeni IR, 'H i *C NMR

spektroskopskom analizom.

UV/VIS spektrofotometrijom odredena je interakcija navedenih oksima s
butirilkolinesterazom iz seruma covjeka i kunica te liofiliziranom butirilkolinesterazom iz

seruma konja.

Kvaterni derivati imidazol-2-aldoksima inhibiraju enzime iz seruma covjeka i kuni¢a

pri nizim koncentracijama supstrata, a aktiviraju pri viSim koncentracijama supstrata.

Oksimi monosaharida ne inhibiraju testirane enzime ve¢ je uocen efekt aktivacije pri

najvecoj testiranoj koncetraciji supstrata.

Butirilkolinesteraza liofilizirana iz seruma konja aktivirana je svim sintetiziranim

oksimima 1 pri niZzim i pri viSim koncentracijama supstrata.

Razlike u inhibicijama pripravljenih oksima s butirilkolinesterazama iz razli¢itih

organizama mogu pomoc¢i u razumijevanju nacina vezanja u alostericko mjesto enzima.
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SAZETAK
Sandro Makari¢ i Sara Morasi Piperci¢

PRIPRAVA OKSIMA IMIDAZOLA 1 MONOSAHARIDA TE
NJIHOVE INTERAKCIJE S BUTIRILKOLINESTERAZAMA

U okviru ovog rada sintetizirani su oksimi monosaharida (D-riboze i D-fruktoze) te kvaterni
derivati imidazol-2-aldoksima s razli¢ito supstituiranim N-benzilnim skupinama te su odredne

njihove interakcije s butirilkolinesterazom iz seruma razli¢itih organizama.

Oksimi monosaharida pripravljeni su iz odgovaraju¢e aldoze/ketoze uz hidroksilamin-
-hidroklorid standardnim postupkom. Komercijalno dostupan N-metilimidazol modificiranom
Iversen-Lundovom metodom preveden je u N-metilimidazol-2-karbaldehid te zatim u
odgovaraju¢i aldoksim. Kvaternizacija tako priredenog aldoksima s meta- 1 para-
supstituiranim benzil-bromidima rezultirala je zeljenim N-kvaternim derivatima. Strukturna
svojstva pripravljenih spojeva proucavana su IR, 'H i >C NMR spektroskopskim metodama.

Opticka Cistoca oksima monosaharida odredena je optickim skretanjem.

UV/VIS spektrofotometrijom mjerena je aktivhost BChE iz seruma covjeka i1 kunica te
liofilizirane BChE izolirane iz seruma konja bez oksima te uz prisutnost svakog od
pripravljenih oksima. Kvaterni derivati imidazol-2-aldoksima pokazali su se inhibitorima
BChE iz seruma c¢ovjeka i kuni¢a pri nizim koncentracijama supstrata, a aktivatorima pri
visSim testiranim koncentracijama supstrata dok su oksimi monosaharida aktivirali BChE iz
seruma cCovjeka 1 kuni¢a. Svi sintetizirani oksimi pokazali su se aktivatorima BChE izolirane

iz seruma konja.

KLJUCNE RIECI: oksimi monosaharida, kvaterni derivati imidazol-2-aldoksima,

butirilkolinesteraza, inhibicija, aktivacija
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ABSTRACT
Sandro Makari¢ & Sara Morasi Pipercié¢

SYNTHESIS OF IMIDAZOLIUM AND MONOSACCHARIDE
OXIMES AND THEIR INTERACTIONS WITH
BUTIRYLCHOLINESTERASES

The aim of this work was to synthesize pure D-ribose- and D-fructose oximes as well as N-
quaternary substituted benzyl imidazole-2-aldoxime derivatives and to determine interactions

with butyrilcholinesterase from different organisms.

Monosaccharide oximes were prepared from the corresponding aldose/ketose with
hydroxylamine hydrochloride by using the standard procedure. Commercially available N-
methylimidazole was converted to the appropriate N-methylimidazole-2-carbaldehyde by
using the modified Ivesen-Lund method. Quaternization of the prepared imidazole-2-
aldoxime with meta- and para- substituted benzyl bromides gave the desired N-benzyl
derivatives. Structural properties of the prepared compounds were studied by IR, 'H and "*C
NMR spectroscopies. The optical purity of chiral compounds was determined by optical

rotation.

UV/VIS spectroscopy was used to measure activitiy of human, rabbit and equine BChE in the
presence and out of all prepared oximes. Quaternary imidazole-2-aldoxime derivatives inhibit
HuBChE and RSBChE at lower concentration while activation occurs at higher substrate
concentrations. Monosaccharide oximes have shown only activation at all substrate
concentrations. All the prepared oximes have been proven to be activators of lyophilizated

EgBChE.

KEY WORDS: monosaccharide oximes, N-quaternary imidazole-2-aldoxime derivatives,

BChE, inhibition, activation
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Slika d7. 'H (gore) i °C (dolje) NMR spektar spoja 8.
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SpinWorks 3: Baumann ROX
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Slika D8. 'H (gore) i °C (dolje) NMR spektar spoja 9.
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2. KINETICKA MJERENJA

2.1. AKTIVNOST HuBChE
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< 0.9mM

Apsorbancija

v=00057x + 2,323
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Slika D9. Promjena apsorbancije u vremenu za reakciju kataliziranu BChE iz ljudskog

seruma mjerena pri koncentracijama supstrata 0,1-0,9 mmol dm™ bez prisustva oksima i s
oksimima 3-9.
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Slika D10. Promjena apsorbancije u vremenu za reakciju kataliziranu BChE iz seruma kunic¢a
mjerena pri koncentracijama supstrata 0,3-0,9 mmol dm™ bez prisustva oksima i s oksimima

3-719.

2.3. AKTIVNOST EgBChE
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Slika D11. Promjena apsorbancije u vremenu za reakciju kataliziranu liofiliziranom BChE iz
seruma konja mjerena pri koncentracijama supstrata 0,3 i 0,9 mmol dm™ bez prisustva oksima
1 s oksimima 3-9.

55



