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Souhrn

Reaktivace jako chemicka reakc#, miz je inhibované serinové proteaze navracerikggalyticka din-
nost, je zndma jiz pafmé dlouho. Nicmé# stale jest nebyl nalezen reaktivator, jeZ by byl schopen uspo
kojive reaktivovat acetylcholinesterazu inhibovanou jadé@unervoy paralytickou latkou (NPL), nafklad
sarinem, cyklosarinem, somanem, tabunem a VX. Rolalézt takovou latku sgizaly do této chvile jen v ex-
perimentalnich metodach a strukturni aspekty reake sledované ptiacovymi metodami doposud objas-
néeny nebyly. V tomto/fpacé se jedna o chemickou reakci, a to uz samo & ggbaduje pouziti pestré palety
metod vypéetni chemie, aby mohly byt/egeny jak strukturni, tak i energetické aspektghaeprocesu.

Kli ¢ova slova:Acetylcholinesteraza; Reaktivace; Oximy; Molekulaamika; Docking; Kvantova chemie.

Computer Modeling and Simulation — New Technologieg Development
of Means against Combat Chemical Substances

Summary

Reactivation process, when catalytical potencyh® inhibited serine protease is returned, has been
known for a long time. Unfortunately, no singletstholinesterase (AChE) reactivator able to reaate suf-
ficiently AChE inhibited by all nerve agents (samgclosarin, soman, tabun or VX) has been usddnfuts
to find such a compound were based on experimemg#thods only. However, structural aspects of reacti
ation examined by computer methods have not begaiead till now. In this article, chemical reactio
(reactivation) is described using the broad rangea@mputer chemistry methods that is necessargdiw-
ing structural and energetical aspects of the wiprlecess.

Key words: Acetylcholinesterase; Reactivation; Oximes; Molaculynamics; Docking; Quantum chemistry.

Uvod V soutasné dob se uZivaji i intoxikacich orga-
nofosforovymi slodeninami jako antidotni terapie
Zastupci organofosforovych sléenin, nervo anticholinergika (zejména atropin) a reaktivatory
paralytické latky a pesticidy (obr. 1), maji schogin AChE, ozna&ované podle funini skupiny jako oxi-
puasobit toxicky naclovéka. Tento efekt spdva v my. Z chemického hlediska se jedna o monokvar-

ireverzibilni inhibici enzymu acetylcholinesterazy terni¢i biskvarterni pyridiniové slateniny s funk-
(AChE; EC 3.1.1.7), kter& je nezbytna pro spravnou ¢ni aldoximovou skupinou. Mezi nejznéj$i zas-
funkci cholinergniho nervového systétiaveka (1). tupce této skupiny latek gatmonokvarterni prali-
Tyto latky fosforyluji¢i fosfonyluji hydroxysku- doxim (2-PAM; 2-(hydroxyiminomethyl)-1-methyl-
pinu serinu v esteratické&sti enzymu. Stabilni ko-  pyridinium chlorid) nebo biskvarterni obidoxim
valentni konjugaty vzniklé inhibici mohou byt na-  (Toxogonirf; 1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridi-
sledré hydrolyzovany (spontanni reaktivace) nebo nium)-2-oxapropan dichlorid) a HI-6 (1-(4-hydroxy-
dealkylovany (starnuti enzymu; aging) (obr. 2).-Pro  iminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoyl-pyridini-
toZe spontanni reaktivace inhibovaného enzymu je um)-2-oxapropan dichlorid) (obr. 3) (3).
pomalé a v fipack starnuti k ni dokonce prakticky Reaktiv&ni efekt &chto latek spdiva ve St-
nedochazi, howdme o tchto latkach jako o irever-  peni vazby vzniklé mezi inhibitorem (organofosfo-
zibilnich inhibitorech AChE (2). rova slogenina) a enzymem (AChE). Fui oxi-
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Obr. 1: Zastupci nervavparalytickych latek a pesticid
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Obr. 2: Inhibice, spontanni reaktivace a starnutétylcholinesterazy
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Obr. 4: Reaktivace acetylcholinesterazy inhibovaaénem

mova skupina { pH lidské krve disociuje a vznik-
ly oximatovy anion je vlastnim nukleofilem napa-
dajicim vazbu ©P (obr. 4) (4).

Vysledkem reaktivéniho procesu je uvolni ak-
tivniho enzymu, ktery rize ot plnit svou fyziolo-
gickou funkci, a komplexu reaktivator AChighibi-
tor nasleds detoxikovaného organismem.

ProtoZe pro zavedeni nové latky do terapie je za-
potrebi otestovat &kolik tisic slowenin, jsou inten-
zivné hledany zpsoby jak tento proces zkrétit, zkva-
litnit a sniZzit jeho ekonomickou nafwost. Mezi ¥-
decké pistupy, které toto umadkiji, pati pcogitaco-
vé modelovani.

Trojrozm érna struktura molekul — nezbytny
zaklad pro efektivni aplikaci pogita¢ovych
metod

K tomu, abychom mohli pouzit pri®Seni tak
komplikovaného problému, jako je reaktivacegipo
tatové metody, pdebujeme mit hned na @étku
dovaného systému v prostoru, tedy trojrémmou
(3-D) strukturu tohoto systému. ldealni je, kdyina
takovou informaci poskytnegfaka experimentalni
metoda. Existuji v podstativé metody, které nam
mohou takova data nabidnetutentgenova difrakce

a nuklearni magneticka rezonance. ProtoZenodyi

sva uskali, mize se stat, Ze 3-D strukturu musime
ziskat aplikaci metod paatovych. Problém, s kte-
rym se takto setkAvame, se da charakterizovat jako
pievod molekuly ze dvou dimenzi (vzorec na papi-
ie) do realného sta i dimenzi. Dnes je tato Uloha
vcelku uspokoji¢ vyreSena pro malé molekuly, v
naSem fpack pro inhibitory a reaktivatory samot-
né. Postup vychazi z rentgenostrukturnich, ev. vy-
soce pesnych teoretickyclb-initio kvantowche-
mickych dat o geometrii malych molekul. Tato data
se pfiméruji pro kazdy atomovy typ (jako je nap
spruhlik) nebo pro ¥t&i fragmenty (nap karboxyl,
aminoskupinu apod.).rtPgenerovani 3-D sdadnic

se pak celkova geometrie sklada z geometrii men-
Sich fragmenit ziskanych vyse uvedenym igm-
bem (obr. 5a). Takto ziskané 3-D adnice ne-
musi vibec byt definitivni (postup je velmi necitli-
vy, nag. ke konform&nim stawim), a tak pi ge-
nerovani 3-D saiadnic je teba znané oberet-
nosti zejména u konformiaé bohatych molekul.

Podstatd komplikovargjSi je situace u velkych
biopolymefi, v naSem fipact u AChE. Tam je nut-
né pouzivat specialni metody daleko vice zavislé
na experimentalnich strukturnich datech a na hle-
dani analogie s nimi (homology modeling)-5.
Priklad vysledné struktury AChE ziskané z dat rent-
genové difrakce uvadi obrazek 5b.
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Obr. 5a): 3-D struktura reaktivatoru pralidoximu-2AM) z rent-
genové krystalografie v trutkové reprezentaci, kde je trdka
umistna do kazdé vazby.
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Obr. 5b): 3-D struktura enzymu AChE z rentgenovéthiy-
grafie v téZe reprezentaci se zviditglimi aminokyselinami v
aktivnim misgt, pribeh proteinové pate je zvyrazen stuzkou.
Atomy uhliku jsou zrany s¥tle mode, dusik je tmavmodry,
kyslikcerveny a vodik Sedy.

,Posazeni“ substratuéi inhibitoru do aktivniho
mista enzymu

| kdyZz mame k dispozici 3-D strukturu enzymu
a reaktivatoru, neznamena to ¢e3te dokazeme jed-
nozna&né uréit strukturu jejich komplexu (obr. 6).
Také tady je situace idealni vipact, Ze strukturu
komplexu zndme z aplikace NMR spektroskafie
rentgenové difrakceCasto tomu ale tak neni a pak
musime k pedpovdi struktury komplexu pouzit
pccitacové metody. NejSirSifi
obecré ozn&ované jako ,docking”. OvSem tyto me-

reaktivator

aktivni centrum inhibované sarinem

Obr. 6: Struktura komplexu sarinem inhibované AGpEalid-
oximem — vysledek ,dokovani* programem AutoDocR.(Zlen-
zymu je vidt jen proteinova pate(Sroubovice jsou znazafmy
valci, skladané listy SirSi stuhou a zbytek pateubickou; pni-

beh patee je zvyrazen postupnym zbarvovanim reprezentace
barvami duhy) a aminokyseliny aktivhiho mista. Reator je
znazor@n pro znénu tak, Ze kazdy atom je nahrazen dadu

a ty jsou spojeny trubikami umistnymi do vazeb. Barevna kon-
vence je stejna jako vgdchozim obrazku, fosfor sarinu jechn
dozeleny.

tody jsou obvykle schopné generovat&@méamnoz-
stvi ne vzdy relevantnickeSeni, jejichz spolehli-
vost se pak musi testovat dalSimi omezujicimi pod-
minkami. Prohledani stavového prostoru, kdy 2 mo-
lekuly tvori komplex, gedstavuje powrné Siroky
problém. Pokud budeme povazovat aholekuly
za zcela rigidnifeSime Ulohu se Sesti stupni vol-
nosti (ti rotaéni a ti transl&ni). Zahrneme-li ale
jeS€ mozné konforméni zmeEny obou molekul,
stavé se problém resSitelnym bez dalSich omezeni.
Algoritmy pouzivané v saiasné dob se v drti-
vé WtSiné omezuji pouze na zahrnuti konforma
nich zn&n malych ligand (v naSem fipadt reakti-
vatori a inhibitofi) a hostitelské molekuly berou
jako zcela rigidni. B dokovani je v hostitelské mo-
lekule vytvaen ,negativni“ obraz aktivniho mista
(10) nebo je toto aktivni misto ra#dno pomoci
miiZzky (11). Dokovana molekula je roddna na
fragmenty zahrnujicitdezité funkni skupiny. Jed-
notlivé fragmenty jsou potom vkladany do obrazu
aktivniho mista a pomoci empirickych silovych poli
(rovnice (2)) je po¢itdna interaé&ni energie vznik-
lého komplexu. Energeticky vhodné komplexy jsou
dale vyhodnocovany. Molekulové dokovani vyuziva
pro generovani vhodnych komptexndmé metody
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pouZivané v molekulovém modelovani i pro jiné
Gcely. Mezi nejpouziva¥si metody pat genetické
algoritmy (12), Monte Carlo metody, simulované
Zihani a distaini geometrie (6). Existuji vSak také
metody schopné fpdpovidat strukturu kompléx
biopolymefi. Nagiklad pro hledani vhodnych kom-
plexi dvou nebo vice proteinse v sotiasné dob
pouziva komplementarity tvartéchto molekul se
zahrnutim elektrostatickych sil (13).

Simulaéni metody jako néstroj pro sledovani
molekularniho systému vase

Metody molekularniho ,dockingu“ uvedené v
predchozim oddile jsou statické, tj. neunfig¥ nam
pohlizet na vyvoj systému &ase, na chovani mo-
lekul solventu, iont, na jemné usazovani reaktiva-

0°r () __0E
ot? ot*

F.(t) =ma (t) =m (1),

E= Z Evazeb+ Z Evazﬂhlu + Z Etors.L’lhIi} + Z Enevazinterakci

nevazenné
interakce

vazebné
ahly

vazby torse

kde:

toru v aktivnim mist a podoba. K tomu &elu byly
vyvinuty patitatové simul&ni metody, z nichz nej-
dilezitgjSi je molekulova dynamika (MD). Ta se
snazi popsat realné pohyby molekéiynolekular-
niho systému ¥ase. Na vypeet pozici a rychlosti
jednotlivych atoni v ¢ase jsou aplikovany Newto-
novy pohybové rovnice klasické mechaniky (rov-
nice (1)) a pomoci nich se ziska vzdy dalsi poazice
rychlost kazdého atomu na zakdgatedchozi. Tak
je produkovana posloupnost jednotlivych stav
ktera se nazyva trajektorie. U MD je trajektorie po
sloupnost stavv ¢ase.

Aby mohly byt pouZity Newtonovy pohybové
rovnice, je teba znat sily {sobici na jednotlivé
atomy v systému. Tyto sily se vyfitaji jako deri-
vace energie (rovnice (1)), ktera se ziska g,
nag. pomoci empirického vztahu (rovnice (2)).

(2)

E.,..eo= K, (0—1,)? Ky je silova konstanta charakterizuijici silu vazbje vzdalenost mezi atomytaje

vazeb —

idealni vzdalenost mezi atomy

Koje silova konstanta charakterizujici vazebny uBgk

hodnota vazebného Uhl®g je idealni hodnota vazebného thlu

K,je silova konstanta charakterizujici torzni uingke ¢etnost

rotace torzniho uhlyg ad je odchylka od idealni hodnoty

— 2
Evazﬂhlu - Ke (@ - OO)
Eiorsang = K, @+ cosfy - 9))
Rmin; Rmin; g;d:
Enevazinterakci = gij [( J )12 _( : )G]) + er :
) e

ij ij

Rmin je vzdalenost dvou ataimodpovidajici minimalni energii,
rij je vzdalenost mezi atomyaj, & je empiricka konstanta
silového pole (tatdast vyjaduje tzv. van der Waalsovu

interakci

g aq jsou elektrostatickeé naboje atdmaj, rjj je vzdalenost
mezi Emito atomy a¢ je dielektricka konstanta, ktera charakte-
rizuje prostedi (tato¢ast vyjaduije interakci nabdj na atomech)



17c

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

RA@NIK LXXIV, 2005, & 5-6

MD je metoda fisrg deterministicka, coz zna-

Na tomto mist je vhodné podotknout, Ze zatim-

mena, ze jakykoli stav systému v budoucnosti se co z hlediska experimentatora je zajegiSinou

principialré da najit z jeho s@asného stavu. Na-
opak asi nej#tSi nevyhodou MD je velmi kratky
casovy krok kolem fs (10*° s ), ktery je vynucen
pozadavkem dostateé gesnosti vypétu. To v pra-
Xi znamend, Ze pro pinsolvatované biopolymery
Ize pomoci sotasnych poitact simulovatéasové
Usekyradow desitky az stovkps (10° s). Fi kroku

1 fs znamena simulace trvajicink proveést vypoet
pro jeden milion krok, coz niize trvat v realném
¢ase i rkolik tydni. PrestoZze simulovanyas je
zdanliw kratky, lze v jeho gibéhu vystopovatadu
vyznamnych vlastnosti molekularniho systému, ja-
ko je chovani molekul solventti iontd. Je-li sys-
tém na poatku vypatu v dolfe zvolené geometrii,
Ize za tento kratkgasovy Usek také ,posadit” re-
aktivator do aktivniho mista a podr@banalyzovat
nag. jeho interakce s jednotlivymi rezidui enzymu.

Predpowd pribéhu chemickych reakci
(reaktivace) pomoci kvantové chemie

Chceme-li k pedpovdi praibéhu chemické reak-
ce, tedy k pedpoxdi jeji kinetiky i termodynamiky,
pouzit metody p&tatového modelovani, vychazi-
me z mivodniho Fukuiho fistupu, tzv. ,vnitni re-
akeni koordinaty“ (Intrinsic Reaction Coordinate)
(14). Ta je reprezentovana jako sjednoceni dva ces
Jedna vede z tranzitnihoit§ehodového) stavu ces-
tou nejw&tSiho (energetického) spadu&em k vy-
chozim latkdm, druha sfrem k produkim reakce.
Vychozi latky i produkty fedstavuji minima na této
cest, tranzitni stav je maximum (obr. 7).

transitni stav

vychozi latky

Energie

produkty

Reakéni koordinata

Obr. 7: Schéma reaktivai reakce

soustedn na vychozii koncové energetické mi-
nimum, z4jem pé&itacového chemika je obracen do
zna&né miry k tranzitnimu stavu, jehoZ znalost je
pro reho daleko cen$)Si. Je totiz daleko snazSi na-
Iézt vhodné cesty z tranzitniho stavu do sousednich
energetickych minim nez cesty @pa. Plati to i fi
studiu reaktivace AChE.

Vypocitame-li energie obou minim a energii ma-
xima, zname vlastnkinetiku i termodynamiku dané
reakce a tim dokazeme z vy odhadnout, ktera
latka bude lepSim a ktera horSim reaktivatorenb-Pro
Iém je v tom, Ze energii nelze v tomtéigad po-
¢itat jednoduchym vztahem, jako je hajvnice (2),
ale musime pouzit metody kvantehemické, kte-
ré jsou podstatncasow naranégjsi.

Vypocetni chemie pouziva dwéakladni katego-
rie kvanto¥chemickych metodab-initio a semiem-
pirické. Ab-initio metody jsou schopné reproduko-
vat experimentalni data bez pouziti empirickych
parametit.Kvalita vysledk je zavisla na velikosti
baze (6), tj. pesnosti aproximativniho vystizeni vi-
nové funkce, a na pouZzité Urovni teorie. Oliecn
plati, Ze¢im &tSi je pa@et funkci baze, tim delsi je
vypoéetnicas. Obect ale nemusi platit, z&6m vét-

Si je baze, tim lepSi bude shoda vystedlexperi-
mentem (5). Je tomu tak proto, Z& mouZziti mensi
baze nize dojit k ndhodnému zruSeni chyb s@pa
nymi znaménky a ,opticky“ pak vysledky vypadaji
piesrgjsi (15).

Zakladnim omezeninab-initio metod, zvlast
téch, které pouZzivaji velké baze a vysokou Uiove
teorie, je zn&nacasova narénost a pozadavky na
panét’ paiitate. To v praxi znamena, Ze tyto metody
jsou dnes prakticky aplikovatelné pouze na velmi
malé systémy (pouzeskolik desitek nevodikovych
atomi; vodikové atomy jsou pro kvant&shemické
metody ,levné“, protoZze obsahuji malo orhifal
Tento nedostatekast&né odstraiuji tzv. semiem-
pirické kvanto¢ chemické metody. Ty explicin
zahrnuji pouze valeéni elektrony (na rozdil odb-
-initio, které zahrnuji vSechny elektrony¥igpsvek
vSech dalSich elektrdnstejré jako hodnoty &-
kterych integrdl pottebnych pi vypoctu findlnich
molekulovych orbital jsou substituovany empiric-
kymi parametry. Ty jsou ziskany &iuexperimen-
talnimi hodnotami nebo vysocégsnymiab-initio
metodami. Semiempirické metody umioj v sou-
¢asné dobiesit systémy, jejichz velikostgsahuje
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1000 atond. OvSem pi pouziti €chto metod je po-
tteba mit na pa#ti jejich mozné zavazné nedos-
tatky, zejménaip modelovani tranzitnich staxche-
mickych reakci.

Zavér, vyhledy do budoucnosti

Postupy molekularniho modelovani jsou Siroce
vyuzivany a rozvijeny dnes uz ve vSech oblastech
kvalifikované chemie, tedy nejen v tradich do-
ménéach, jako je farmacie a chemie matériale
také v biotechnologiich &ad® dalSich oblasti. Tyto
metody jsou pouzivany farmaceutickymi koncerny
pii vyvoji novych I&€iv. Provazani pétatovych
metod s vysledky biologického testovani utg
racionaljSi pristup @i navrhu novych &nnych
terapeutickych substanci. Aplikacéchto metod
jsme se snazilifiiblizit na jednom fikladu reakti-
vace acetylcholinesterazy, ale existuje podsteitre
aplikaci a peoitatové modelovani a simulace maji
svij zenit jis& jeSE pred sebou i v oblasti vyzkumu
bojovych latek a ochranytg@d nimi.

Za &elem zkvalitgni sokasného vojenského
vyzkumu v oblasti vyvoje antidot uzivanychi p
otravach nervoy paralytickymi latkami vyuziva ka-
tedra toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany v satasnosti technologie Bt
tatového modelovani prastdnictvim spoluprace s
Narodnim centrem pro vyzkum biomolekul Masa-
rykovy univerzity v Brig.
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