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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lékarskych véd

Kandidat: Bc. Lenka Pulkrabkova
Skolitel: PharmDr. Miroslav Kovafik, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Martina Hrabinova

Nazev diplomové prace: Porovnani schopnosti takrin-fenothiazinovych derivat
inhibovat cholinesterasy

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni fatalni neurodegenerativni
porucha a nejbéznéjSi typ demence. Projevuje se fadou neuropsychiatrickych
pfiznaku, jako je ztrata paméti, socialni dovednosti atd. Etiologie a patogeneze
onemocnéni maji multifaktorialni charakter a nejsou dobfe znamy. Mezi hlavni
patologické znaky patfi: ztrata neuronu, zvlasté ztrata cholinergnich neurond,
extracelularni amyloidni plaky, intracelularni agregaty hyperfosforylovaného tau
proteinu, oxida¢ni stres apod. Jelikoz AD je ovliviiovana mnoha faktory, hlavni
strategii |éCby je intervence nékolika cild v mozku. Takové Iéky jsou
oznaCovany jako multi-target-directed ligands (MTDLs) a ovliviuji rdzné

molekularni abnormality AD.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat schopnost takrin-
fenothiazinovych derivatu inhibovat cholinesterasy. Testovani byly podrobeny
derivaty, které obsahovaly rGzné substituenty a jejich spojovaci fetézce byly

dlouhé od dvou az do péti uhlikd.

Pro studii bylo pouZito 36 strukturné odliSnych derivatd inhibujicich
acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu. Inhibi¢ni aktivita sloucenin byla
stanovena in vitro pomoci Ellmanovy metody. Inhibiéni ucinnost kazdého
inhibitoru byla proméfena v kazdém bodé koncentra¢ni fady od 102 aZ po

1085 mol/l. Smisenim v8ech potiebnych sloZzek reakce vzniklo Zluté zabarveni



roztoku, jehoz intenzita byla spektrofotometricky proméfena. Ze ziskanych

hodnot byla vypoé&tena polovi¢ni inhibiéni koncentrace (ICso).

Porovnanim hodnot I1Cso byly zjiStény strukturni zavislosti, které maji vliv
na ucinnost inhibice. Jako nejlepSi se ukazaly slouCeniny obsahujici atom

chloru v poloze 6. Vliv délky spojovaciho fetézce byl nepatrny.

KliCova slova: acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, Alzheimerova

choroba, inhibitor, takrin, fenothiazin



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Bc. Lenka Pulkrabkova
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Title of diploma thesis: A comparison of tacrine — phenothiazine derivatives in
the efficacy of cholinesterase inhibition

Alzheimer’'s disease (AD) is a progressive fatal neurodegenerative
disorder and the most common type of dementia. It is manifested by a variety of
neuropsychiatric symptoms such as memory loss, social skills etc. Ethiology
and pathogenesis of the disease has a multifactorial character and is not well
known. Among the major pathological features belong: presence of neuronal
loss, especially loss of cholinergic neurons, extracellular amyloid plaques,
intracellular aggregates of hyperphosphorylated tau protein, oxidative stress
etc. As AD is influenced by multiple factors, the main strategy in treatment is
intervention multiple targets in the brain as well. Such drugs are denoted as
multi-target-directed ligands (MTDLs) and they affect different molecular

abnormalities of AD.

The aim of this diploma thesis was the evaluation of the ability of tacrine-
phenothiazine derivatives to inhibit cholinesterases (AChE, BChE). Derivatives
with two to five carbons linking chains between tacrine and phenothiazine

moiety, which containing various substituents were tested.

The 36 structurally different derivatives of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase inhibitors were used for this study. The inhibitory activity
of the compounds was determined in vitro by the Ellman’s method.

A concentration range of all inhibitors was established. The concentration of



inhibitors solution started at a concentration 103 and finished at a concentration
of 108% mol/l. The all necessary components of the reaction were mixed
and resulting  yellow coloration of the solution was measured
spectrophotometrically. The inhibitory concentrations were calculated from the

obtained values.

The structural dependencies were confirmed comparing inhibitory
concentrations. The compounds containing the chlorine atom at position 6
showed the best inhibitory activity of all tested compounds. The influence of the

length of the linker chain was insignificant.

Keywords: acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer’s disease,

inhibitor, tacrine, phenothiazine



1. UVOD

Alzheimerova choroba patfi mezi neurodegenerativni choroby.
Onemocnéni postihuje v souCasné dobé znacnou cast populace a jeho
incidence stale stoupa. Typickymi pfiznaky jsou zhor$ené kognitivni funkce,
porucha paméti, zména chovani a poruchy feCi. Etiopatogeneze tohoto
onemocnéni neni stale objasnéna. SoucCasna léCiva vyuzivajici se v terapii
tohoto onemocnéni jsou pouze symptomaticka a zpomaluji progresi choroby.
Pro leh¢i az stfedni formu demence se pouzivaji inhibitory cholinesteras,

v v v

pro léCbu tézSi formy je pacientovi podavan blokator NMDA receptoru.

Tato diplomova prace se zabyva substituovanymi derivaty takrinu
a fenothiazinu, jez jsou spojeny rGzné dlouhymi fetézci. Takrin byl jeden
z prvnich objevenych inhibitorl acetylcholinesterasy, ale vykazoval znacnou
hepatotoxicitu, proto se od jeho vyuziti v praxi upustilo. Modifikaci jeho molekuly
dochazi ke snizeni jeho toxickych vlastnosti. Fenothiaziny jsou velmi
vSestranna l|éCiva. Maji antioxidacni ucinek, ktery by mohl byt vyuzit pravé
v |éCbé zminovaného onemocnéni. Derivaty byly testovany na miru afinity
k enzymu AChE a BChE, ktera byla vyjadfena inhibi¢nim potencialem téchto
latek. Inhibitory byly syntetizovany dle nového pfistupu tzv. ,MTDLs —
multi-target-directed ligands®. Slou€eniny pfipravené takovymto zpUsobem by
mély soucasné ovliviiovat vice patologickych procesu, které se podili na vzniku

Alzheimerovy choroby.
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2. CiL PRACE

Cilem prace bylo porovnat inhibi¢ni u€innost 36 derivatl, jez byly
pfipraveny spojenim takrinu a fenothiazinu. Tyto slouceniny byly obohaceny
o dalSi substituenty, jez mély snizit jejich toxicitu a zvysit jejich prostupnost pres
hematoencefalickou bariéru. Inhibitory byly proméfeny v koncentraéni fadé
od 103 az po koncentraci 1085 mol/l. Z naméfenych dat byla vypocétena ICso.
Na zakladé ziskanych vysledkd budou nejlepSi slou€eniny prochazet dalSim
in vitro testovanim a nasledné slouzit jako podklad pro syntézu novych

potencialnich l€Civ Alzheimerovy nemoci.

11



3. TEORETICKA CAST

3.1 Enzymy

V Zivych organismech probiha nesCetné mnozstvi reakci, které jsou
katalyzovany enzymy. Pojem ,enzym“ poprvé pouzil némecky fyziolog Wilhelm
Kihne jiz v 70. letech 19. stoleti, ale existence enzyma, dfive oznaCovanych
jako fermenty, byla znama mnohem dfive. Postupem Casu a s pfibyvajicimi
znalostmi vznikl o enzymech samostatny védni obor zvany enzymologie.
Enzymy l|ze charakterizovat jako biomolekuly, jez katalyzuji biologické reakce.
Obecné plati, ze katalyzatory snizuji aktivacni energii reakce, neovlivriuji jeji
rovnovazny stav a vychazeji z reakce nezménény. Enzymy se od ostatnich
katalyzatort odliSuji v prvé Ffadé vysSi reakéni rychlosti, jsou tedy ucinnéjsi.
Dale jsou schopny pracovat za mirnéjSich podminek (nizka teplota, neutralni

pH). Maiji vysSi specifitu reakce, jsou schopny regulace a nejsou toxické (1).

Strukturné muzeme enzymy rozdélit na jednoduché a slozené.
Jednoduché enzymy obsahuji pouze polypeptidovy fetézec. Slozené
biokatalyzatory, jak uz nazev napovida, jsou tvofeny polypeptidovym Fetézcem
(apoenzymem) a nebilkovinnou slozkou (kofaktorem). Sam apoenzym je
neaktivni, aby vznikla aktivni molekula enzymu, tedy holoenzym, je nutna

pritomnost kofaktoru (obr. 1).

Su substrat
+ Ko™ —» Ko
Ap Ap
apoenzym kofaktor holoenzym

Obrazek 1: Schématické zobrazeni aktivace apoenzymu (2).
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Jako kofaktory mohou slouzit ionty kovl nebo organické molekuly, které
délime dle pevnosti vazby na koenzymy a prostetické skupiny. Koenzymy jsou
schopné samostatné existence a na apoenzym jsou vazany piechodné
napfiklad NAD* a NADP?*. DalSimi zminénymi kofaktory jsou prosteticke
skupiny, jez jsou trvale kovalentné spojeny s enzymem, pfikladem je hem

¢i flavin (3).

3.1.1 Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku enzymu je zaloZen na interakci enzymu a substratu
za vzniku komplexu enzym-substrat. Vzapéti je substrat za katalyzy enzymem
pfeménén na produkt a vznika komplex enzym-produkt. V poslednim kroku se
tento komplex rozpadne a dojde k uvolnéni produktu. K interakci substratu
a enzymu by nedoSlo bez aktivniho mista. Aktivni misto je mala oblast molekuly
skladajici se z vazebného a katalytického mista. Ukolem vazebného mista je
specificky vazat substrat, naopak za katalytickou aktivitu enzymu je

zodpovédné misto katalytické (4).

3.1.2 Zymogeny, izoenzymy

Nékteré enzymy jsou specifické tim, Ze jsou sekretovany v inaktivni
formé a nazyvame je zymogeny neboli proenzymy. Mezi takovéto
biokatalyzatory Ize zafadit nékteré travici enzymy jako je napfiklad pepsinogen,
ktery je aktivovan nejen pomoci ZaludecCni kyseliny chlorovodikové na aktivni
pepsin, ale také samotnymi molekulami pepsinu. Dale do této skupiny Ize

zaradit nékteré enzymy srazeni krve, jmenovité mizeme zminit protrombin (3).

Enzymy, jez katalyzuji stejnou reakci v ruznych c&astech organismu,
ale lisi se fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, oznacujeme jako izoenzymy.
Tyto enzymy maiji geneticky podminéné rozdily v primarni struktufe a jednotlivé
izoenzymy se lisi afinitou k substratim a moznosti regulace aktivity. Typickym
izoenzymem je laktatdehydrogenasa (LD), ktera je tvofena Ctyfmi
podjednotkami. Ty mohou byt sloZzeny ze dvou typd monomera (M a H), takze

existuje celkem 5 isoenzym s oznacenim LD+ az LDs (5).
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3.1.3 Regulace enzym

Latky, které ovliviiuji katalytickou cinnost enzymud, nazyvame efektory.
Pokud dojde vlivem efektoru ke zvySeni aktivity enzymu, oznaCujeme dany
efektor jako aktivator. V opacném pfipadé, kdy dojde ke snizeni u€inku enzymu,
jedna se o inhibitor. Efektory muzeme rozdélit na pfirozené a nepfirozené.
Do pfirozenych fadime fyziologické soucasti bunék, jako jsou metabolity
Ci koenzymy. Za nepfirozené efektory povazujeme jedy, modelové latky

a néktera léCiva (6).

Inhibici |ze rozdélit na reversibilni a ireversibilni. K ireversibilni inhibici
dochazi v pfripadé, Zze se inhibitor kovalentné navaze na enzym. Prfikladem
ireversibilnich inhibitord jsou organofosfaty nebo tézké kovy. Reversibilni
inhibitory se vazi nekovalentné a tento typ inhibice délime na kompetitivni,
nekompetitivni a akompetitivni. V pfipadé kompetitivni inhibice dochazi
k soutézeni inhibitoru a substratu o aktivni misto daného enzymu. Pokud dojde
k navazani inhibitoru na enzym, je mozné jej vytésnit zvySenim koncentrace
substratu. Navaze-li se inhibitor mimo aktivni centrum, avSak pozméni-li
konformaci enzymu, neni mozna vazba substratu na enzym. V takovéto situaci
hovofime o nekompetitivni inhibici. Pfi akompetitivni inhibici se inhibitor vaze
pouze na enzym, jehoz konformace byla dfive zménéna navazanim substratu

(7).

3.1.4 Nazvoslovi

Prvnim pouzitym nazvoslovim pfi studiu enzym( bylo nazvoslovi trivialni,
pro néjz byla typicka koncovka -in. Nazvy enzymu byly odvozovany od metod,
jimiz byly enzymy objeveny, pfikladem muaze byt pepsin nebo trypsin.
Toto pojmenovani nékterych enzymd je Casto vyuzivano i dnes. Koncem
19. stoleti zaved| francouzsky mikrobiolog a chemik Duclaux koncovku -asa.
Nazev enzymu tvofime dle katalyzovaného substratu nebo dle typu
katalyzované reakce. Nazvy enzymu odvozené od katalyzovaného substratu
jsou napfiklad amylasa Ci lipasa. Naopak oxidasy, hydrolasy, transaminasy

a dalSi jsou pojmenovany dle katalyzované reakce (1).
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S rostoucim pocétem nové objevenych enzyml, bylo potfeba vyresit jejich
jednoznacnou a jednotou nomenklaturu. Proto bylo v roce 1961 Mezinarodni
unii biochemie zavedeno systémové rozdéleni enzym( spolu s jejich
systémovymi nazvy. Jednim z hlavnich rysu tohoto klasifikaéniho systému je
seskupeni enzymd do Sesti hlavnich tfid, z nichz kazda ma soustavu podtfid
a skupin. Kazdy nazev enzymu ma dveé casti, prvni ¢ast je odvozena od nazvu
substratu a druha €ast, ktera konCi koncovkou -asa, oznacuje typ katalyzované
reakce. Kazdy enzym je oznacCen jedineCnym nazvem a systémovym cislem.
Systémové Cislo (obr. 2) je slozeno ze Cc&tyr Cislic, nasleduje po zkratce
EC (Enzyme Commission) a udava informaci o zafazeni konkrétniho enzymu

(6).

Tiida  — oxidoreduktasy

Podttida — donorem H je skupina >CHDH

Skupina — akceptorem H je NAD”

Cisle enzymu uvniti skupiny

Obrazek 2: Znaceni tfid enzymu (1).

3.1.5 Tridy enzymu a jejich funkce

Jak jiz bylo zminéno, enzymy délime do 6 hlavnich tfid, jedna se
o oxidoreduktasy, transferasy, hydrolasy, lyasy, isomerasy a ligasy. Prvni
neboli oxidacné-redukéni reakce, jez jsou v biochemickych cestach velmi Casté.
Pfi redoxnich reakcich ziska jeden substrat elektrony a redukuje se. Druhy
substrat elektrony ztraci a oxiduje se. PFfikladem oxidoreduktas jsou
dehydrogenasy, hydroxylasy a oxidasy. Hojné vyuzivanymi kofaktory této tfidy
jsou nikotinamidové a flavinové nukleotidy, ale také tfeba hem (8).
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V pofadi druhou tfidou enzym( jsou transferasy, které prenaseji funkéni
skupinu z jedné molekuly na druhou. Dle pfenasené skupiny délime transferasy
na podtfidy. Pokud je pfenasenou skupinou napfiklad vysokoenergeticky fosfat,
enzym katalyzujici tuto reakci je kinasa. Je-li pfenasenou skupinou
uhlovodikovy zbytek, enzym oznacujeme jako glykosyltransferasu a pokud je
pfenasena acylova skupina, nese enzym nazev acyltransferasa. Stejné jako
oxidoreduktasy se transferasy vyskytuji ve formé sloZzenych bilkovin.

Vyznamnymi kofaktory této tfidy enzymu jsou adenosintrifosfat a koenzym A
(4).

St&peni chemickych vazeb za G&asti vody zajistuji enzymy tieti tfidy, tedy
hydrolasy. Dle typu vazby, kterou dany enzym Stépi, se dale déli na podtfidy.
Mezi hydrolasy muzeme zarfadit nékteré travici enzymy napf. lipasy,
z disacharidi je to sacharasa nebo proteasy a do nich spadajici pepsin.
Povahou jsou hydrolasy jednoduché bilkoviny a pracuji pfevazné bez kofaktoru
(9).

Ctvrtou tfidou enzymi jsou lyasy, které $tépi nebo naopak tvofi vazby
za pomoci jinych prostfedkl, nez jsou hydrolyza a redoxni reakce. Jedna se
0 méné pocetnou skupinu enzymu, které maji povahu slozenych bilkovin.
Mezi lyasy patfi dekarboxylasy, dehydratasy, aldolasy a dalSi. Dle Stépenych
nebo syntetizovanych vazeb délime enzymy dale na podtfidy. Jednim
z vyznamnych kofaktorl této skupiny ucastnicich se enzymatickych reakci je

acetylkoenzym A (9).

Enzymy majici povahu jednoduchych bilkovin umoznujici intramolekularni
presuny atoml a skupin, se nazyvaji isomerasy. Tato tfida zahrnuje nejmensi
poCet enzym( a tyto biokatalyzatory se obvykle obejdou bez kofaktoru. Mezi
isomerasy spadaji napfiklad epimerasy, které méni polohu hydroxylové skupiny

v molekule (8).

Posledni tfidou enzymu jsou ligasy, jez maji povahu slozenych bilkovin.
Katalyzuji tvorbu energeticky naroénych vazeb spojenych s hydrolyzou

adenosintrifosfatu. Mezi ligasy nalezi kupfikladu karboxylasy a DNA-ligasy (6).
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3.1.6 Vyuziti enzymu

Jiz vdobé objevu prvnich enzymi mély tyto biokatalyzatory Siroké
uplatnéni, a to nejen v potravinarstvi pro vyrobu alkoholu, ale také v textilnim,
chemickém ¢i papirenském primyslu. Bezesporu obrovskym kladem byl
pfichod enzymového inZenyrstvi. Jedna se o biotechnologicky obor, ktery se
zabyva ziskem, upravou, ale také tfeba stabilizaci enzymu (1). Dal§im oborem
vyuzivajicim enzymy je medicina, ve které Ize biokatalyzatory pouzit
k diagnostice onemocnéni nebo k léCbé pacienta. Uvedme priklad, kdy je
méfena hladina enzymu alaninaminotransferasy spolecné
s aspartataminotransferasou a vysledek nam vypovida o poSkozeni jater (7).
RestrikCni endonukleasy, proetasy, polymerasy a cholinesterasy, to je jen

zlomek enzymu, které nasly mnohostranné uplatnéni ve védé a vyzkumu (10).

3.2 Cholinesterasy

Cholinesterasa (ChE) je obecny termin pouzivany pro skupinu pfibuznych
enzymu, které hydrolyzuji estery cholinu rychleji nez jiné estery za optimalnich
podminek. Jedna se o serinové hydrolasy patfici do skupiny esteras v ramci
vySSich eukaryot. Tato skupina enzyma pUsobi na rdzné typy karboxylovych
esterll (11). V lidském téle existuji dva typy ChE s nékolika variantami, pfi¢emz

obé ChE v literatufe nalézame pod rdznymi nazvy.

Acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BChE) sdili 65%
homologii aminokyselinové sekvence a maji podobné molekularni formy
a aktivni centra, i kdyz jsou produkty riznych gend na lidskych chromozomech.
Jmenovité se jedna o chromozom 7 v pfipadé AChE a chromosom 3 u BChE
(12).

AcCkoliv jsou tyto enzymy uzce pfibuzné, vykazuji velmi odliSné
substratové specifity, které se pouze ¢aste¢né prekryvaji. Tato nerovnomérnost
je z velké c&asti zpusobena rozdily v poctu aromatickych zbytkd lemujicich
aktivni mista enzymu. V pfipadé BChE je Sest ze 14 aromatickych
aminokyselinovych zbytkl, které lemuji aktivni misto AChE, nahrazeno
alifatickymi aminokyselinovymi zbytky. Tato situace zpusobuje, Zze objem

aktivniho mista BChE je vétSi nez objem aktivniho mista AChE. Nahrazeni

17



aromatickych aminokyselin alifatickymi aminokyselinami je zodpovédné

za selektivni citlivost vuci riznym inhibitordm obou enzyma (13).

3.2.1 Acetylcholinesterasa

Acetylcholinesterasa (EC 3.1.1.7) neboli acetylcholin acetylhydrolasa take
znama jako prava, specifickd nebo ChE typu 1. Tento enzym se nachazi
v erytrocytech, nervovych zakoncenich, plicich, sleziné a vSech ¢astech mozku.
Enzym AChE je membranové vazany glykoprotein a existuje v nékolika
molekularnich formach (14). Hlavni funkci AChE je rychla hydrolyza

neurotransmiteru acetylcholinu na cholinergnich synapsich (15).

Vigviv s

Tento enzym katalyzuje hydrolyzu estert acylcholinu s relativni specifitou pro
acetylcholin (ACh). ACh je bézZnym neurotransmiterem, ktery najdeme
v centralnim a perifernim nervovém systému. Jakmile se ACh uvolni z axonu,
zacne se pohybovat napfi€ synaptickou stérbinou, aby se navazal na receptor
na postsynaptické membrané. V perifernim nervovém systému se ACh nachazi
na neuromuskularnim spojeni, kde plsobi regulaci svalové kontrakce. ACh se
také uplatriuje v autonomnim nervovém systému. Intracelularni ucinky ACh jsou
zprostifedkovany aktivaci nikotinovych a muskarinovych acetylcholinovych
receptord. Po rychlé hydrolyze ACh pomoci AChE dojde k ukon&eni pfenosu

neuronalnich impulzd (16).

3.2.1.1 Struktura

Enzym existuje ve vice molekularnich formach, které maji podobné
katalytické vlastnosti, ale liSi se v jejich oligomerni sestavé a zpUsobu pfipojeni
k povrchu bunék. V mozku savcu se vétSina AChE vyskytuje jako tetramerni
forma G4 s mnohem men8im mnoZstvim monomerni formy G1 (17). Monomer
AChE obsahujici 537 aminokyselin je elipsoidni molekula o rozmérech
45x60x65A a spada do tfidy a/f proteind. Monomer enzymu obsahuje

12 B-skladanych centralné smisSenych lista, které obklopuje 14 a-helixt (18).
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NejpozoruhodnéjS§im znakem AChE je uzka a pfiblizné 20 A hiuboka
kavita, jez pronika témér polovinou enzymu a rozSifuje se smérem k aktivnimu
mistu, které se nachazi na jeho dné (19). Dulezitymi strukturami, které jsou
soucasti zminované kavity (obr. 3), jsou dvé vazebna mista, periferni anionické
misto (PAS) a katalytické anionické misto (CAS), a v neposledni fadé
katalyticka triada a acylova kapsa (18,20). PAS AChE, znamé také jako
B-anionické misto, je oblasti nachazejici se na vstupu katalytické kavity,
pfiblizné ve vzdalenosti 14 A od aktivniho centra (21-24). Ligandy obsazujici
PAS cCasto méni konformaci aktivniho centra (25,26). PAS obsahuje Tyr70,
Tyr121 a Trp279. Mezi témito aminokyselinami je kliCovym Trp279, jenz je
zodpovédny za adhezni funkci AChE (27). Prvnim krokem v katalytické draze je
pfechodna vazba substratu na PAS, ktery vaze kladny kvarterni amin cholinové
¢asti ACh. Pravé tato podjednotka je zodpovédna za vazbu kvarternich ligandd,
pusobicich jako kompetitivni inhibitory (23,28), a kvarternich oxima, jez ucinné
reaktivuji AChE inhibovanou organofosfaty (29). Aktivni misto je lemovano
Ctrnacti aromatickymi aminokyselinami, jejichz zbytky interaguji se substraty

(30). VSechny tyto aminokyseliny jsou vysoce konzervativni napfi¢ druhy (31).

Periferni
anionickeé misto

Acylova kapsa

Katalyticke
anionické misto

Katalyticka triada

Obrazek 3: Schema aktivniho mista acetylcholinesterasy (18).

Nedaleko dna kavity se nachazi CAS, jehoz soulasti je Trp84, ktery

interaguje s kvarternim aminem ACh. Acetylova skupina je vazana v acylové
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kapse, ktera je tvofena dalSimi aromatickymi zbytky, které lemuji vnitfni sténu
kavity. Jelikoz je mezi anionickymi misty kavita zuzena a neni mozny prostup
ACh, je nutné, aby protein podstoupil znacné konformacni zmény. Tim dojde

k rozSifeni kavity a je umoznén prostup substratu (32).

Dno kavity, kde dochazi k hydrolyze ACh na acetat a cholin, obsahuje,
podobné jako aktivni mista dalSich serinovych hydrolaz, katalytickou triadu
aminokyselin. Triadu tvofi aminokyselinova sekvence Ser200-His440-Glu327.
Vazba ACh v CAS a acylové kapse umozriuje interakci ACh s aktivnim mistem.
Hydrolyzou karboxylu vznika acylderivat enzymu a volny cholin. Poté,
v pritomnosti His440, podléha acylderivat nukleofilnimu ataku molekulou vody.

Nasleduje uvolnéni kyseliny octové a regenerovaného volného enzymu (33).

3.2.1.2 Vyuziti

Znalost struktury a vlastnosti katalytické triady AChE vede k navrhu
a vyvoji novych inhibitort AChE (IAChE) jako potencionalnich terapeutik
pro léCbu Alzheimerovy choroby (34). Mechanismus inhibice AChE se uplatiuje
také pfi vyvoji reaktivatort jakozto antidot pfi I€é€bé otrav nervové paralytickymi
latkami (35). DalSi uplatnéni inhibitort AChE je vIéEbé onemocnéni,
které zpusobuje svalovou slabost a Uunavu, a je nazyvano myasthenia gravis.
Toto autoimunitni onemocnéni je zplsobeno autoprotilatkami zaméfenymi
na postsynaptické acetylcholinové receptory. Indikace IAChE je obvykle prvni

volbou lé€by a poskytuje symptomatickou ulevu (36).

3.2.2 Butyrylcholinesterasa

Druhym typem ChE je butyrylcholinesterasa (EC 3.1.1.8) nebo téz
acylcholin acylhydrolasa jinak oznaCovana jako plazmaticka, sérova, falesna,
nespecifickd nebo ChE typu 2. Tento enzym vyskytujici se v plazmé ma vice
nez jedenact izoenzymovych variant, dale je pfitomny v jatrech, hladké
svaloving, stfevech, pankreatu, srdci a bilé hmoté mozkove (14).

Vyznam BChE spociva nejen v metabolismu lipoproteinl a nékterych
sloucenin, ale zasadni ulohu ma i v bunécné adhezi a neurogenezi, udrzovani
myelinu, odstrafiovani toxickych molekul a pfi zpracovani prekurzoru

amyloidniho proteinu (37). BChE pulsobi jako detoxikacni enzym, vychytava
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organofosfatové a karbamatové inhibitory jesté predtim, nez doputuji k AChE.
Inhibuje néktera IéCiva jako je napfiklad kokain a amitriptylin. V pfipadé, ze neni
AChE pfitomna, funguje BChE jako zaloha a pfebira regulaci cholinergniho

prenosu (38).

3.2.2.1 Struktura

U BChE stejné jako u AChE existuji rizné molekularni formy (obr. 4)
zahrnujici monomery a oligomery, které se skladaji z identickych katalytickych
podjednotek (39). Molekularni formy BChE jsou identifikovany podle jejich
monomerni a oligomerni povahy. Symetrickou monomerni formu oznacujeme
jako globularni formu - G1. Dimerni forma, oznacena jako G2, se sklada ze dvou
monomerd, které jsou spojeny disulfidovym muistkem vytvofenym mezi Cys571
z kazdého monomeru. Dvé formy G2 mohou byt spojeny dohromady pomoci
hydrofobnich interakci za vzniku tetramerni globularni formy G4 (40). VSechny
tyto tfi molekularni formy Gi, Gz, Ga jsou symetrické, hydrofilni, globularni
a nachazeji se predevSim vrozpustné formé. Globularni BChE se také
vyskytuje v asymetrickych, membranové vazanych formach, které jsou amfifilni
a sestavaji ztetramerld Gs, které jsou zakotveny na membranach pomoci
proteinové kotvy. Protein, jenz upeviiuje BChE k membranam, je znamy jako
proteinova kotva bohata na prolin a podili se také na oligomerizaci jednotlivych
katalytickych podjednotek (41). Mimoto existuji dalSi formy BChE, které jsou
asymetrické, sestavené z tetramer( katalytickych podjednotek a k membranam
jsou pfipojeny trojitou, nekatalytickou, kolagenovou kotvou. Tyto tetramery
oznacCujeme jako A4, dva takovéto tetramery tvofi formu As a tfi vytvari formu
A12 (42). Kolagen, ktery sestavuje BChE do heteromerickych multimerd,
oznaCujeme jako kolagen Q. Zminovany kolagen ma vazebnou doménu

bohatou na prolin (43).
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Obrazek 4: Molekularni formy cholinesteras (44).

Monomer tvoreny pfiblizné 574 aminokyselinami ma 20 A hlubokou kavitu
lemovanou pfiblizné 55 aminokyselinovymi zbytky. PAS se nachazi u usti kavity
a zbytky Asp70 a Tyr332, které jsou jeho soucasti, se podileji nejen na
pocatecni vazbé kladné nabitych substratu, jako jsou kvarterni amoniové estery
obsahujici cholin, ale také na kontrole aktivace. Mezi Asp70 a Tyr332 se
nachazi vodikova vazba, ktera kontroluje funkéni stavbu aktivniho mista BChE.
Navazanim kladné nabitého substratu na enzym dojde ke vzniku komplexu
kation-m s aromatickym kruhem Tyr332, souCasné substrat interaguje
s negativné nabitym Asp70, coz vede ke konformaénim zménam v monomeru.
Poté se obé ohebna ramena omega smycky pfiblizi k sobé a substrat sklouzne
ke zbytku Trp82, jenz je soucasti cholinového vazebného mista. Toto misto
bylo plvodné oznaceno jako anionické misto, ale nyni je znamo, Zze neexistuje
zZadny zbytek s negativnim nabojem, ktery by byl odpovédny za vazbu kvartérni

amoniové skupiny (38).

Oxyanionové misto, nachazejici se v blizkosti cholinového vazebného
mista, zahrnuje Gly116, Gly117 a Ala199 a pomaha otacet substrat z vertikalni
do vodorovné polohy, kde mlze byt substrat hydrolyzovan za ucasti Ser198.
Aminokyseliny oxyanionového mista maji peptidické NH funkce s karbonylovym

nebo fosforylovym kyslikem esterové vazby (45).
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V pfipadé, Ze je substrat otoCen vodorovné, dojde k vazbé acylové Casti
substratu na misto oznaCované jako acylova kapsa. Acylové kapsy AChE
a BChE obsahuji rizné aminokyselinové zbytky. V acylové kapse AChE
fenylové kruhy Phe295 a Phe297 omezuji miru volnosti navazaného substratu
a zvySuji katalyzu nejkratSi acylové skupiny, jez je soucasti napf. substratu
ACh. Nahrazeni fenylalaninu alifatickymi zbytky Leu286 a Val288, jez se
nachazeji v acylové kapse BChE, umoznuje katalyzu substratu obsahujiciho

vétsi acyl skupinu. Takovymto substratem je napfiklad butyrylcholin (46).

Katalyticka triada esteratického mista (obr. 5) slozena ze Ser198, His438
a Glu325 hydrolyzuje substrat, jenz je stabilizovan mezi oxyanionovym mistem
a acylovou kapsou. Imidazolovy kruh His438 pfenasi elektrony z Glu325
na Ser198 a hydroxylovy kyslik Ser198 se stava nukleofilem. Nukleofil atakuje
esterovou vazbu substratu, coz ma za nasledek vznik meziproduktu acyl-enzym
a volného cholinu. Nasledné je acylova skupina hydrolyzovana ze Ser198
nukleofilni molekulou vody, jez je aktivovana prevzetim protonu z His438
(45,47).
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Vysvétlivky: A-alanin; D-kys. asparagova; E-kys. glutamova; G-glycin; H-histidin;

L-leucin; S-serin; V-valin; W-tryptofan; Y-tyrosin.

Obrazek 5: Schéma aktivniho mista butyrylcholinesterasy (38).

3.2.2.2 Vyusziti

BChE je pfitomna v lidské plazmé a lze ji z ni snadno izolovat. Enzym
BChE rychle reaguje s estery organofosfatll (OP) i pfi velmi nizkych davkach.
OP vytvari nevratnou kovalentni vazbu s BChE, jez je stabilni v krevnim obé&hu
ale i v odebrané plazmé. BChE ma polo€as rozpadu 120 dni, coz znamena, Ze
mnoZzstvi aduktu OP-BChE Ize detekovat i nékolik dni po expozici OP. VSechny
tyto aspekty svéd¢i pro vyuzivani BChE jako biomarkeru pfi expozici nervové

paralytickymi latkami a organofosforovymi pesticidy (48).

Enzym BChE hraje dilezitou roli v metabolismu kokainu. Je to hlavni
detoxifikaCni enzym pfirodniho i syntetického kokainu v plazmé. Neaktivni
metabolity produkované BChE jsou methylestery ecgoninu a benzoové
kyseliny, které se z ob&hu rychle vyluCuji ledvinami (49). ZvaZzuje se jeji vyuziti

jako bioscavengeru pfi 1éEbé otrav kokainem (50).
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BChE by mohla byt v€asny marker v diagnostice Alzheimerovy choroby
(AD). Bylo zjisténo, Ze cerebrospinalni tekutina pacientl s touto chorobou ma
specifickou formu BChE, jejiz glykosylace je zménéna. Pfedpoklada se,
Ze analyza této formy v mozkomiSnim moku by mohla byt pouzita v citlivé
a specifické detekci AD (51).

3.3 Alzheimerova choroba

AD je progresivni neurodegenerativni porucha a je povazovana za
nejCastéjsi priCinu demence. U starSich osob je AD relativné Casta, postihuje
13 % populace starSi nez 65 let a tento podil stoupa na 45 % u osob ve véku
85 let (52). Podle statistik bylo celosvétové v roce 2015 pfiblizné 47 miliond
dokumentovanych pfipadl, coz vroce 2050 dosahne 107 miliont, pokud
nebude k dispozici novy Iék na zpozdéni progrese onemocnéni (53). Vzhledem
k rychle rostoucimu poctu pfipadd a nedostatku ucinné terapie predstavuje AD
v mnoha zemich vaznou socialni, ekonomickou a politickou zatéz. Vyvoj
a aplikace novych léki klécbé AD nebo dokonce k zastaveni progrese

onemocnéni pfitahuji globalni pozornost nejen farmaceutickych firem (54).

3.3.1 Historie

Bavorsky psychiatr Alois Alzheimer vroce 1906 v Mnichové poprvé
definoval klinicko-patologicky syndrom nesouci jeho jméno. Puvodni pacientka
AD, Zena oznaCovana jako Auguste D., ve své zpravé ilustruje nékolik
zakladnich ryst onemocnéni, které dnes pozorujeme u vétSiny pacientl. Mezi
tyto rysy patfi progresivni porucha paméti, neusporadané kognitivni funkce,
zmeéneéné chovani v€etné paranoie a bludl a v neposledni fadé postupny pokles
jazykovych funkci. BEéhem rané a stfedni faze tohoto pomalého, neuprosného
procesu je bdélost pacienta dobfe zachovana a motorické a senzorické funkce
jsou v podstaté neporusené. Nicméné postupem Casu dochazi ke zpomalovani
motorickych funkci, jako je chlze a koordinace, coz mulze pfFipominat

extrapyramidové motorické poruchy jako je parkinsonismus.

Po mnoho desetileti po puvodnim popisu AD doslo k malému pokroku
v definovani patogeneze AD. Tato situace se zaCala ménit v 60. letech,

kdy pfichod elektronové mikroskopie dovolil popisovat napadné ultrastrukturalni
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zmény, které jsou zakladem patologickych lézi. V pozdnich 70.a zacatcich
80. let byly v mozkové tkani napadené AD identifikovany ruzné deficity
neurotransmiternich systému. Védci zjistili, Ze AD na rozdil od Parkinsonovy
nemoci nezahrnuje degeneraci jedné tfidy neurond, ale hned nékolika.
V minulych letech doslo k pokrokim v biochemické patologii, tedy v pouziti
kompozicnich analyz, imunocytochemie a molekularni genetice. Tyto metody se

pouZzivaji k detekci patologickych 3 amyloidnich plaku (55).

3.3.2 Hypotézy vzniku AD

AD je charakterizovana postupnou ztratou paméti, klesajicimi kognitivnimi
funkcemi, snizenim fyzické funkce a nakonec smrti (56). Za typické znaky
patofyziologie AD jsou povazovany [ amyloidni plaky (AB), které jsou
zpUsobeny Stépenim amyloidového prekurzorového proteinu (APP) enzymem
B-sekretasa. Vznikem a nahromadénim AR dochazi ke spousténi komplexni
patologické kaskady zpusobujici dysfunkci neurond, zanét a ztratu neurona.
Tato kaskada hraje ustfedni roli v patogenezi a je oznaCovana jako amyloidni
hypotéza AD (57,58). DalSimi diskutovanymi hypotézami jsou cholinergni (59),
mitochondrialni (60) atau proteinova teorie (61), ale velka pozornost je
sméfovana i na studium vlivu oxidaéniho stresu (62), tézkych kovla (63)

a genetickych predispozic na vznik AD (55).

Pro vznik AD se pouzivaji dvé hlavni teorie, cholinergni a amyloidni.
Cholinergni hypotéza se tyka neurodegenerace se ztratou cholinergni
neurotransmise. Amyloidni hypotéza koreluje s tvorbou AP a progresem

onemocnéni (64).

3.3.2.1 Cholinergni hypotéza

Podle cholinergni hypotézy degenerace cholinergnich neuront v bazalnim
pfednim mozku a souvisejici ztrata cholinergni neurotransmise v mozkové kure
a dalSich oblastech vyznamné pfispivaji ke zhorSeni kognitivnich funkci
pozorovanych u pacientd s AD (64). Enzym, jenz se nachazi v hipokampu
a kife mozku, syntetizujici z prekurzord acetylkoenzymu A a cholinu
neurotransmiter ACh, se nazyva cholin acetyltransferasa. V poloviné 70. let bylo
zjisténo, Ze aktivita tohoto enzymu, ktery slouzi jako spolehlivy marker
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cholinergnich neuroni a synapsi, u pacientd s AD klesa (65). Ve stejnych
tkanich se nachazeji i dalsi dva specifické markery funkce cholinergnich
synapsi, jedna se o depolarizaci indukované uvolfiovani ACh a vychytavani
cholinu v nervovych zakon&enich. Ve vzorcich tkani pacientl trpicich AD byly
tyto markery také snizeny (66). Paralelni pozorovani vyrazné sniZzeného poctu
cholinergnich neuronl v nucleus basalis Meynerti vede k zavéru, Ze hlavnim
mechanismem v patogenezi AD je degenerace cholinergniho spojeni z nucleus
Meynerti do kdry a hipokampu (67). Vzhledem ktomu, Ze poruchy paméti
ademence jsou primarnimi pfiznaky AD, pak porucha pFfenosu ACh
v kognitivnich funkcich podporuje tento zavér (68). Cholinergni hypotéza byla
prvni navrzenou teorii k vysvétleni patogeneze AD a v souCasné dobé

predstavuje jediny smér terapie AD (69).

3.3.2.2 Amyloidni hypotéza

Na druhé strané je zapojeni amyloidni kaskady do progrese AD
podporovano mnoha dukazy. APP je multifunkéni protein spojeny
s Zivotaschopnosti, riistem a funkcemi centralnich neuron(i (57,70). Stépenim
APP [B-sekretasou vznika AP, jenz je tvofen ze 40 aminokyselinovych zbytku,
avsak pocet zbytkl je variabilni a mize se pohybovat mezi 39 a 43. Peptidy AR
obsahujici 42 aminokyselinovych zbytki jsou S$patné rozpustné, snadno
agreguiji, dochazi tak k tvorbé fibril a nakonec vzniku amyloidnich plakd (71).
Amyloidni hypotéza uvadi, ze praveé tyto peptidy jsou zodpovédné za zahajeni
neurotoxické kaskady, ktera nakonec vede ke smrti neuroni a demenci
(57,72,73). Mnohé dldkazy naznacuji, ze tvorba AP je rozhodujicim faktorem pro

poskozeni mozku pfi AD (57,74). V tomto procesu hraji dulezitou roli sekretasy.

Mezi sekretasy fadime a-, B- a y-sekretasu. a-sekretasa zabranuje
uvolnéni AB a vede k sekreci rozpustného APP po jeho Stépeni. Rozpustny
APP ma neuroprotektivni ucCinky a také ucCinky zlepSujici pamét (75).
B-sekretasa Stépi fetézec APP (obr. 6) v polohach, ve kterych se nachazi
methionin a kyselina asparagova. Vznika derivat obsahujici aminovou skupinu
a B C-koncovy fragment o délce 99 aminokyselin. Fragment je dale Stépen
y-sekretasou za vzniku AB peptidu (73,76). Vedle APP ma [B-sekretasa i jiné

substraty a identifikace téchto substratd je dllezita nejen pro hodnoceni
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potencialni toxicity, jejiz mechanismus je zaloZzen na zakladé inhibice
B-sekretasy, ale také pro navrh silnych a selektivnich inhibitorll zminéného

enzymu (77).

amyloidni plaky

Extracelularni prostor h
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Obrazek 6: Schématické znazornéni vzniku amyloidnich plaku (78).

3.3.3 Lécbha

vvvvvv

a socialnich probléma u starSich lidi v industrializovanych
a neindustrializovanych zemich (79). Dosavadni zpUsoby léCby jsou pouze
symptomatické a snazi se vyvazit poruchy neurotransmiteru. Pro IéCbu mirného
az stfedniho stupné AD se pouzivaji inhibitory cholinesteras (80). Jedna se
o donepezil, rivastigmin a galantamin (81), jejichz struktura je vyobrazena nize
(obr. 7). DalSi dostupnou terapeutickou moznosti pro stfedné tézkou
az zavaznou AD je memantin (obr. 7), ktery je zaloZzen na blokaci NMDA
receptoru (82). SouCasné je na behavioralni symptomy pouzivana
antipsychoticka a antidepresivni 1é¢ba (83). Medikamenty, které jsou schopny
zastavit nebo alespori uc¢inné zménit pribéh AD, oznacované jako nemoc-

modifikujici 1éky, jsou stale pfedmétem rozsahlého vyzkumu (79).
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Obrazek 7: Strukturni vzorce IéCiv pouzZivanych v terapii AD (84).

3.3.3.1 Multi-target-directed ligands

AD je mnohostranna neurodegenerativni porucha charakterizovana na
molekularni urovni poruSenim a agregaci protein(, oxidaénim stresem,
mitochondrialnimi abnormalitami a neurozanétlivymi procesy (85). V minulosti
byl vztah mezi cholinergni dysfunkci a zavaznosti AD dlvodem
k terapeutickému pouziti inhibitord AChE jako je takrin. Bez ohledu na pfijatou
klinickou praxi byla zpochybnéna ucinnost IAChE, které ackoliv jsou prospésné
pfi zlepSovani kognitivnich a behavioralnich symptoma, neoddaluji ani nebrani
neurodegeneraci (86,87). Multifaktorialni povaha AD a soucasné jeji
jedina sloucenina schopna interagovat s nékolika molekularnimi cili zapojenymi
do neurotoxické kaskady. Dusledkem je, Zze objevovani lékl v AD postupné
prechazi z vyvoje molekul, které jsou schopny modulovat biologickou funkci
jediného cile, na ligandy s multifunkénim charakterem (MTDLs, multi-target-
directed ligands) (88,89). Zminované MTDLs jsou v zasadé ucinné pfi IéCbé
slozitych onemocnéni, protoze maji schopnost interagovat s vice cili, které jsou
zodpovédné za patogenezi nemoci. Nejbéznéjsi strategie navrhu MTDLs je

zalozena hlavné na propojeni dvou spravné vybranych farmakoforu, které maiji
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aktivitu proti dvéma rdznym molekularnim cilim (90). Spojeni farmakofor
pfinasi klady v podobé snizeni rizika interakci nejen farmakokinetickych
a farmakodynamickych, ale i interakci s dalSimi 1éCivy. Jednim
z nejpouzivanégjSich pfistupu je modifikace molekularni struktury IAChE, za

ucelem zleps$eni jejich biologickych vlastnosti, jez se uplatriuji v 1éEbé AD (91).

3.3.3.1.1 Takrin

V roce 1993 byl takrin (THA; 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) prvnim
léCivem, které bylo schvaleno americkym urfadem pro kontrolu potravin a IéCiv
(FDA) specialné pro lé€bu mirného az stfedniho stupné AD. AvSak brzy bylo
jasné, ze THA (obr. 8) ma nevyhody, které omezily jeho pouZiti. Hlavnim
handicapem byla jeho hepatotoxicita (92). THA je nekompetitivni, reversibilni
inhibitor ChE, jehoz akridinova Cast se vaze na indolovy kruh Trp84 v aktivnim
misté enzymu (93,94). Vlivem jeho relativné dobré rozpustnosti v lipidech
dochazi k dobrému prostupu pfes hematoencefalickou barieru (95). Ke zlepSeni
aktivity a eliminaci toxicity byly zavedeny zmény ve struktufe THA a byly
syntetizovany jeho nové derivaty. Nékteré tyto zmény umoznily vazbu na dalsi
vazebna mista AChE véetné PAS (96).

N
AN

/
NH,

Obrazek 8: Strukturni vzorec takrinu.

Jednim ztakovych derivatd (obr. 9) je napfiklad 7-methoxytakrin
(7-MEOTA,; 9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin), ktery byl
syntetizovan a rozvijen v Ceské republice (97). Farmakologicka charakteristika
7-MEOTA zlstava zachovana, naproti tomu THA vykazuje vySSi inhibi¢ni
ucinnost vaci AChE (98). Mezi vyhody derivatu patfi lepSi antioxida¢ni vlastnosti
a interakce s acetylcholinovymi receptory. NejvyznamnéjSim plusem je ovSem
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jeho niz8i toxicita, kterda je vysledkem exkrece hlavniho metabolitu
7-hydroxytakrinu. Metabolit, vznikajici v organismu demetylaci 7-methoxy
skupiny, podléha konjugaci s kyselinou glukuronovou a poté je vyluCovan moci
(99).

DalSim derivatem (obr. 9), vykazujicim silnou inhibici AChE, je
6-chlortakrin (6-CI-THA; 9-amino-6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin). Oproti THA
se 6-CI-THA vyznacuje vySSi inhibi¢ni aktivitou vaci AChE (100), ovSem toxicita

téchto dvou latek je srovnatelna (101).

N N Cl
X AN
_ / =
O
NH, NH,

7-methoxytakrin 6-chlortakrin

Obrazek 9: Strukturni vzorce derivatu takrinu.

3.3.3.1.2 Fenothiaziny

Fenothiaziny (PTZ) jsou jednoznacné jednou z nejuniverzalnéjSich
slou€enin z hlediska biologické aktivity. Od objevu PTZ bylo zjisténo hned
nékolik jejich novych vyuzitelnych farmakologickych vlastnosti. Proto maiji
dulezitou roli v mnoha oblastech mediciny, zejména v psychofarmakologii,
a jsou pfedmétem dalSiho zkoumani ve farmakologii. Bylo potvrzeno, Ze tyto
slouCeniny jsou schopné ucinné inhibovat dopaminové, histaminove,
serotoninové, acetylcholinové a a-adrenergni receptory. Jejich efektivita
a postranni ucinky jsou velmi rozmanité. Mimo antipsychotické aktivity maji PTZ
vyznamny antimikrobialni uc€inek, protoZze mohou zvySit baktericidni funkci
makrofagu a inhibovat efluxni pumpy. Mimo jiné jsou schopné eliminovat
bakterialni rezistenci plazmidd a diky jejich uc&inku, ktery destabilizuje
membranu, mohou ni€it bakterie. Rovnéz byla popsana jejich antivirova,
antiprotozoalni, antifungalni a antiprionova aktivita. Bylo také prokazano,
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ze PTZ ni¢i rakovinné bunky a zvysuji jejich citlivost k chemoterapii. Diky
objasnéni jejich role v antiangiogenezi a protinadorové aktivité by v budoucnu
mohly byt aplikovany jako adjuvanty pfi Ié€bé infekci a nadord. PTZ mohou byt
také ucinné pfi |éCbé neurodegenerativhich onemocnéni jako je AD
a Parkinsonova  choroba. Vyznamné jsou i derivaty odvozené
od fenothiazinového skeletu (obr. 10). Postranni alkylovy fetézec, jenz je
pfipojen k dusiku v poloze 10, je zodpovédny za specifické vlastnosti
slou€eniny. Zatimco substituent nachazejici se v poloze 2 ma vliv na ucinnost.
NejvySSi uCinnost poskytuji hlavné vysoce elektronegativni lipofilni substituenty,

jako jsou halogeny, zejména trifluormethylova skupina (102).

H
N

S

Obrazek 10: Strukturni vzorec fenothiazinu.

Vyzkum provadény ve 30. a 40. letech prokazal potencialni Siroké vyuZiti
PTZ. Byly detekovany insekticidni (103), anthelmintické (104) a antibakterialni
ucinky (105), avSak ktémto ucelim nebyly slou€eniny pfili§ pouzivany.
Ve 40. letech minulého stoleti byl do popfedi uveden novy fenothiazinovy
derivat, promethazin. Zminény derivat ma antihistaminovy ucinek, jenz byl
vyuzivan v l1é€bé alergickych onemocnéni a v anestezii (106,107). O nékolik let
pozdéji byl objeven chlorpromazin, ktery ma nejen antihistaminovy ucinek,
ale i silny anxiolyticky a antipsychoticky ucinek (108). Pfi vysokych
koncentracich chlorpromazinu byla popsana inhibice NMDA receptoru (109).
Témér pred fficeti lety, s pouzitim pfedbézné 1éCby fenothiazinem, byl v mysSich
modelech proveden vyzkum zaméfeny na sniZzeni post-ischemického poskozeni
mozku. Pozorovani bylo pfi€itano redoxnim vlastnostem PTZ, protoze bylo
prokazano, ze inhibuji peroxidaci lipidd a maji cytoprotektivni G&inky
na neurony. Vzhledem k tomu, Zze PTZ a jejich derivat methylenova modf jsou

jedny z nejucinnéjSich antioxidaCnich sloucenin, je zfejmé, Ze mohou mit
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dllezitou roli pfi Ié¢bé neurodegenerativnich procesu. V soucasnosti se timto

smérem ubiraji studie tykajici se mozné lécby AD (102).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Princip metody

Pro stanoveni schopnosti jednotlivych derivatd inhibovat ChE byla pouzita
kolorimetricka metoda dle Ellmana (110). Jeji princip spocCiva v hydrolyze
acetylthiocholin jodidu v pfipadé AChE nebo butyrylthiocholin jodidu v pfipadé
BChE, kdy vznika prislusna kyselina (kyselina octova nebo maselna)
a thiocholin  obsahujici SH- skupinu (obr. 11). Tato skupina reaguje
s 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoovou kyselinou) (DTNB). Thiocholin rozstépi
sulfidicky mustek, sam se vaze na jednu vzniklou SH- (thiolovou) skupinu.
Nasledné u uvolnéné 5-merkapto-2-nitrobenzooveé kyseliny (obr. 12) dochazi ke
konjugaci dvojnych vazeb (obr. 13). Zluté zbarveny chromofor,
5-thio-2-nitrobenzoovy aniont, podléha spektrofotometrickému stanoveni pfi

vinové délce 412 nm.

\er/\/S\ﬂ/ acetylcholinesterasa \n/o

7\ >
O
acetylthiocholin kyselina octova
_|_
\ﬁ/\/s_
VRN
thiocholin

Obrazek 11: Schématické znazornéni rozstépeni acetylthiocholinu (111).
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Obrazek 12: Schéma vzniku 5-merkapto-2-nitrobenzoové kyseliny (111).

NO, NO,
_ /E I OH —~— i I OH
S S

0 0

Obrazek 13: Schéma konjugace dvojnych vazeb (111).

4.2 Pouzity material

e Fosfatovy pufr (0,1 M, pH 7,4): 6,8 g KH2PO4 bylo rozpusténo
v 500 ml vody, ¢imz vznikl 0,1 M roztok. 17,799 g Na2HPO4 bylo

rozpusténo v 1000 ml vody za vzniku 0,1 M roztoku. Roztok 0,1 M

KH2PO4 byl upraven pomoci 0,1 M roztoku Na2zHPO4 na pH 7,4.

e Acetylthiocholin jodid (10 mM): 0,2891 g bylo rozpusténo v 10 mi

vody, €imZ vznikl 100 mM zasobni roztok, ktery byl nasledné 10x

nafedén. Vysledna koncentrace pracovniho roztoku byla 10 mM.
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Butyrylthiocholin jodid (10 mM): 0,3172 g bylo rozpusténo v 10 ml
vody, za vzniku 100 mM roztoku. Dale bylo postupovano stejné jako

u pfedchozi latky.

DTNB (0,00252 M): 0,05 g DTNB bylo rozpus$téno v 50 ml

fosfatového pufru.

Lidska rekombinantni AChE: Kenzymu AChE byl postupné
pfidavan fosfatovy pufr. Zakladni aktivita AChE byla upravena tak,
aby objem uzity v méfeni inhibicniho potencialu latek odpovidal
potfebam méfeni. Enzym byl stabilizovan pfidanim lidského

albuminu.

Lidska plazmaticka BChE: K plazmatické BChE byl pfidavan
fosfatovy pufr tak dlouho, dokud nebylo dosazeno pozadované

aktivity, vhodné pro potfeby méreni.
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Inhibitory: Pfipravena koncentrac¢ni fada od 10-3 do 10-85.

Pr. LG-427:

5,86 mg rozpusténo v 1105 ul DMSO, vznikne koncentrace 1072,
Odpipetovano 100 pl a pridano 900 pl destilované vody, ¢imzZ vznikne
koncentrace 107, Stejny postup byl opakovan aZ do vzniku koncentrace
10%°. Pro zisk mezikoncentrace odpipetovano 200 ul z pfedchozi celé
koncentrace 107 a pfidéano 430 ul destilované vody, tim byla ziskana
koncentrace 107°, takto se postupovalo u v§ech mezikoncentraci.

Obecny vzorec testovanych latek je znazornén na obrazku 14.

R? R?
R1
H S
N N
“ ™1
N

Obrazek 14: Strukturni vzorec takrin-fenothiazinového derivatu.
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4.3 Pristroje a pomicky
¢ Multidetekéni reader Synergy HT — BioTek — Vermont, USA
e Vortex Lab Dancer — IKA — Staufen, Germany
o Titra¢ni desti€ky s 96 jamkami — ThermoFisher Scientific
e Automatické pipety — Transferpette S — Essex, England

e Pipeta krokovaci Handy Step electronic — Brand — Wertheim,
Germany

e Zkumavky Safe-Lock — Eppendorf
o Spiéky — Eppendorf

e PC + program GraphPad Prism 5

4.4 Postup méreni

Do testovacich jamek bylo napipetovano 10 ul roztoku AChE nebo BChE.
K enzymu bylo pfidano 40 pl fosfatového pufru, 20 yl DTNB a 10 ul pfislusné
koncentrace daného inhibitoru. V jamkach s kontrolou byl inhibitor nahrazen
10 pl fosfatového pufru. Tato ziskana hodnota odpovidala 100 % aktivity
enzymu. Obsah titracni destiCky byl promichan a destiCka byla vlozena
do multikanalového spektrofotometru, kde po dobu 5 minut probihala inkubace
pfi 37 °C za kontinualniho protfepavani. Po uplynuti inkubacni doby byla reakce
odstartovana pridanim 20 ul substratu acetylthiocholin  jodidu nebo
butyrylthiocholin jodidu. Zména absorbance byla méfena pfi vinové délce
412 nm. Pro vSechny koncentrace inhibitori byla provedena tfi nezavisla

méreni.

4.5 Zpracovani vysledku

Vysledky byly zpracovany statistickym programem GraphPad Prism 5.
Ze ziskanych udaji byla vypocitana hodnota 1Cso, ktera udava koncentraci
inhibitoru, pfi niz aktivita enzymu klesne na 50 % puvodni aktivity.
Timto zpasobem byla zjisténa ICso u vSech 36 takrin-fenothiazinovych derivatu.
Podilem hodnot ICso BChE a AChE byl ziskan index selektivity (SI).
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5. VYSLEDKY

S vyuzitim Ellmanovy metody byl testovan inhibi¢ni vliv jednotlivych
derivatt. Byla promérena cela koncentracni $kala (102 — 10-%5 mol/l) inhibitord,
pfi¢emz byly stanovovany zmény v aktivité enzymi AChE a BChE. Procentualni
hodnoty odpovidajici aktivitt enzymu po pfidani jednotlivych koncentraci
inhibitord byly zpracovany statistickym programem GraphPad Prism 5.
Vystupem programu bylo stanoveni ICso jednotlivych derivatl. S klesajici
hodnotou ICso roste ucinnost derivatu inhibovat ChE. Slou€eniny, jez podléhaly
testovani, mély odliSnou strukturu. LiSily se nejen v délce spojovaciho fetézce,
ale i v poCtu a polohach navazanych funk&nich skupin, coz mélo vliv na jejich
inhibi¢ni aktivitu. Pfehled testovanych latek a jejich inhibi¢ni koncentrace jsou

uvedeny v tabulce €. 1.
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Tabulka 1: Tabulka testovanych takrin-fenothiazinovych derivat.

ICs0 + SEM (uM)

slouéenina| n R! R? R3 SI
AChE BChE

LG-305 2 - - - 2,040+ 0,080 |0,019+0,001 0,009
LG-309 2 - -O-CHs - 4,040+ 0,310 | 0,120+ 0,002 0,030
LG-310 2 Cl - - 0,280 + 0,010 | 0,026 + 0,001 0,093
LG-311 2 - - Cl 1,210+ 0,030 | 0,051 + 0,001 0,042
LG-312 2 - -O-CHs | clI 9,010 £ 0,840 |0,140 = 0,003 0,016
LG-313 2 cl - cl 0,350 + 0,020 | 0,085 + 0,003 0,243
LG-316 2 - - -CF3 1,710 £ 0,110 | 0,069 + 0,004 0,040
LG-317 2 - -O-CHs; | -CF5; | 18,600+ 2,700 | 0,480 £ 0,010 0,026
LG-318 2 Cl - -CF3 0,370 £ 0,020 | 0,300 £ 0,007 0,833
LG-332 3 - - - 4,520 + 0,380 | 0,120 + 0,004 0,027
LG-333 3 - -O-CHs - 3,500 + 0,200 | 0,400 £ 0,010 0,114
LG-334 3 Cl - - 0,320 £ 0,010 | 0,260+ 0,010 0,813
LG-322 3 - - cl 0,830 £ 0,080 |0,210 = 0,005 0,253
LG-323 3 - -O-CHs Cl 0,590 + 0,020 |0,810 0,020 1,373
LG-324 3 cl - cl 0,260 + 0,020 | 0,950 0,030 3,654
LG-327 3 - - -CF3; 1,700 £ 0,110 | 0,230+ 0,010 0,135
LG-328 3 - -O-CHs | -CF3 | 5,840+0,300 | 1,850 0,050 0,317
LG-335 3 cl - -CF; | 0,450+ 0,020 | 1,040+ 0,030 2,311
LG-353 4 - - - 4,690 + 0,540 | 0,092 + 0,004 0,020
LG-354 4 - -O-CHs - 6,330 £ 0,500 |0,047 +0,003 0,007
LG-355 4 Cl - - 0,440 £ 0,030 | 0,066 + 0,002 0,150
LG-343 4 - - cl 1,820+ 0,110 | 0,150 + 0,002 0,082
LG-344 4 - -O-CHs | cClI 2,830+ 0,250 |0,130 = 0,003 0,046
LG-345 4 cl - cl 0,480 + 0,040 | 0,230 % 0,008 0,479
LG-348 4 - - -CF; | 13,100+ 0,800 |0,430+ 0,013 0,033
LG-349 4 - -O-CHs3 | -CF5 | 24,100 3,400 | 0,580 £ 0,020 0,024
LG-350 4 Cl - -CF3; 1,450 + 0,150 | 3,820+ 0,800 2,634
LG-423 5 - - - 0,084 + 0,002 |0,019+0,001 0,226
LG-432 5 - -O-CHs - > 100 0,830 + 0,030 -
LG-425 5 Cl - - 0,008 + 0,000 |0,190 +0,010 23,457
LG-426 5 - - Cl 0,330 + 0,020 | 0,034 + 0,001 0,103
LG-427 5 - -O-CHs | ClI >100 0,810 + 0,030 -
LG-428 5 cl - cl 0,029 + 0,002 |0,420 0,020 14,500
LG-429 5 - - -CF; | 0,720+ 0,050 | 0,081 +0,002 0,113
LG-430 5 - | -O-CHs | -CFs > 100 2,350 +£ 0,090 -
LG-431 5 Cl - -CF3 0,120 £ 0,010 |4,350+ 0,130 36,250

AChE — acetylcholinesterasa; BChE — butyrylcholinesterasa

ICso — inhibi¢ni koncentrace, pri které aktivita enzymu klesne na 50 % puvodni aktivity

SI - index selektivity vyjadFfujici pomér ICso BChE a AChE
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6. DISKUSE

Prvni skupinou latek, které byly testovany, byly derivaty spojené fetézcem
o délce dvou uhlikl. Nejvyssi inhibi¢ni potencial ve stovkach nM va&i AChE
vykazovaly latky LG-310, LG-313 a LG-318. NejlepSi hodnotu ICs0 méla latka
LG-310. Tyto slou€eniny jsou na molekule THA v poloze 6 substituované
chlorem a jsou rovnéz nejselektivngjsi vuci AChE v porovnani s ostatnimi.
Naopak nejhorsi inhibi¢ni potencial méla latka LG-317, jejiz hodnota ICso byla
18,6 uM. Z tabulky je patrné, Ze latky s inhibiénim potencialem pohybujicim se
v desitkach nM, jsou slou€eniny LG-305, LG-310, LG-311, LG-313, LG-316.
Prvni dvé, vySe jmenované vykazovaly nejlepSi inhibi¢ni potencial k BChE.
Latka LG-317 vykazovala nejnizsi selektivitu k BChE.

DalSi skupinou derivatl, jez byly podrobeny testovani, byly latky se
spojovacim fetézcem, ktery byl tvofen tfemi uhliky. Mezi nejlepSi inhibitory
AChE z této skupiny Ize zaradit slouCeniny LG-334, LG-324 a LG-335, LG-322
a LG-323. Hodnota ICso prvnich tfi vySe jmenovanych se pohybovala
od 0,26 yM do 0,45 pM. NejvysSi selektivitu pro AChE vykazovala latka
LG-324. Tato latka obsahovala na THA molekule v poloze 6 chlorovy
substituent. Latky nejlépe inhibujici enzym BChE, jeZ maji spojovaci fetézec
o délce tfi uhlikd, jsou LG-332, LG-334, LG-322 a LG-327. Inhibi¢ni potencial
téchto latek se nachazel v setinach uM. Nejhlre z testované skupiny dopadila
latka LG-328, jejiz ICso pro AChE byla 5,84 uM a pro BChE 1,85 uM.

DalSi kategorii byly latky s délkou spojovaciho fetézce o Ctyfech uhlicich.
Latky LG-355 a LG-345 vykazovaly vic¢i AChE nejlepsi inhibi¢ni potencial.
Vysledna hodnota IC byla srovnatelna. Obé slou€eniny mély THA nahrazen
6-chlortakrinem. Latka LG-349 meéla hodnotu ICso nejvySSi (24,1 uM),
coz svédCi o jeji Spatné inhibi¢ni ucinnosti. Ve stejné kategorii, tedy s délkou
spojovaciho fetézce o délce Ctyf uhlikd, ale s inhibici vicéi enzymu BChE se
jako nejlepsi latky ukazaly slouCeniny LG-353, LG-354 a LG-355. Vypovidaji
o nejvysSi selektivité k BChE. Hodnoty ICso byly v rozmezi desitek nM. Nejnizsi
inhibiéni potencial vi¢i BChE s hodnotou ICs0 3,82 uM v této skupiné méla latka
LG-350.
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Posledni testovanou skupinou jsou slouc¢eniny s délkou spojovaciho
fetézce o péti uhlicich. NejhorSimi inhibitory AChE byly latky LG-432, LG-427
a LG-430, jejichz hodnota ICso pfesahla 100 uM. Naopak latka s nejvysSi
schopnosti inhibovat AChE byla LG-425. Hodnota jeji 1Cso byla 0,008 pM.
Prokazala tak nejlepsi inhibicni potencial va¢i AChE. Tato latka méla taktéz ve
své molekule 6-CI-THA misto takrinového motivu. Slouceniny LG-423, LG-426
a LG-429 inhibujici BChE, mély nejlepsi inhibi¢ni potencial, ktery se pohyboval
v desitkach nM. NejnizSi selektivitu va¢i BChE méla slou€enina LG-431. Tato

skuteCnost dokazuje nizky inhibiCni potencial zminované slouceniny.

Slouceniny, které vykazovaly nejvysSi inhibi¢ni aktivitu vac¢i AChE, byly
derivaty s 6-CI-THA a se substituentem chloru na molekule PTZ. Slou€eniny
LG-310, LG-324, LG-355, LG-425 majici ve své molekule 6-CI-THA byly ve
srovnani s ostatnimi slouceninami nejselektivnéjSimi vuci AChE. Latka LG-425
s ICs0 0,008 uM, prokazala ze v8ech testovanych slou¢enin nejvyssi schopnost
inhibovat AChE. Nejednalo se ovSem o latku s nejvy8Sim indexem selektivity
vuCi AChE, tou byla latka LG-431 s pétiuhlikatym spojovacim Fetézcem
a chlorem na THA v poloze 6 spole¢né s trifluormethylovou skupinou na PTZ
v poloze 2 (S| 36,25).

Derivaty substituované na THA v poloze 7 methoxy skupinou byly
nejméné ucinné vuci AChE (LG-317, LG-328, LG-349, LG-432, LG-427
a LG-430). Vubec nejméné aktivni z téchto sloucenin byly latky s pétiuhlikatym

spojovacim fetézcem, jejichz ICso bylo vice jak 100 pM.

Latky s nejvyraznéjSi inhibici BChE byly nesubstituované derivaty
s dvouuhlikatym, tfiuhlikatym a pétiuhlikatym spojovacim fetézcem (LG-305,
LG-332, LG-423). Z derivatd s Ctyfuhlikatym spojovacim fetézcem vykazoval
nejvysSi inhibi¢ni aktivitu derivat substituovany methoxy skupinou v poloze 7
(LG-354). S1Cs0 0,019 uM byly latky LG-305 a LG-423 nejlepSimi inhibitory
BChE.

Mezi nejméné aktivni latky vaci BChE s dvouuhlikatym a tfiuhlikatym
spojovacim fetézcem patfi derivaty substituované na THA v poloze 7 methoxy

skupinou a na PTZ v poloze 2 trifluormethylovou skupinou (LG-317, LG-328).
Slouceniny LG-350 a LG-431 vykazovaly nizkou inhibi¢ni aktivitu va&i BChE.
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Jedna se o latky, které obsahuji Ctyfuhlikaty a pétiuhlikaty spojovaci fetézec
a jsou substituované na THA v poloze 6 atomem chloru a na PTZ v poloze 2

trifluormethylovou skupinou.

Donepezil, rivastigmin a galantamin jsou IéCiva, ktera jsou v souCasnosti
pouzivana k terapii AD. Schopnost téchto |éCiv inhibovat BChE je oproti
testovanym derivatim velmi nizka. Inhibi¢ni potencial rivastigminu vu¢i AChE
byl 48 uM (112), coz je v porovnani s vétSinou takrin-fenothiazinovych derivat(
vysoka hodnota. Z toho Ize usuzovat, Ze latky v této studii jsou lepSimi inhibitory
AChE nez rivastigmin. 1Cso donepezilu byla 0,022 pyM (81), ve srovnani
s vétSinou testovanych latek je donepezil lepSim inhibitorem AChE. OvSem
latka LG-425 vykazuje lepSi inhibi¢ni aktivitu a latka LG-428 s I1Cso 0,029 yM ma
témér srovnatelny inhibiCni potencial jako zminéné l|écCivo. Slouceniny, jez
obsahuji 6-CI-THA, jsou v porovnani s galantaminem lepSimi inhibitory.
S inhibi¢ni aktivitou 0,800 uM je galantamin schopen |épe inhibovat AChE

oproti zbylym derivatiim, jez byly podrobeny experimentu (112).
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7. ZAVER

Cilem této studie bylo porovnat schopnost takrin-fenothiazinovych derivatu
inhibovat ChE. Derivaty se liSily v délce spojovaciho fetézce a v navazanych
substituentech. In vitro testovanim derivatd za pouziti Ellmanovy metody byly
stanoveny inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BChE. Ze ziskanych dat vyplyva,
Ze ze vSech 36 derivatl nejlepsi inhibi¢ni aktivita byla naméfena u latky LG-425
s ICs0 0,008 pM a zaroven s druhym nejlepSim indexem selektivity (S| 23,457).
S nejvy8Sim indexem selektivity vi¢i AChE byla latka LG-431. Navazané
substituenty mély vliv na inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE i BChE. Jako nejlepsi
substituent ovliviiujici inhibici AChE se ukazal atom chloru navazany na THA
v poloze 6. V pfipadé BChE byly nejlepSimi inhibitory slou€eniny se zakladnim
takrinovym motivem. Navazanim methoxy skupiny na THA v poloze 7 se
projevilo jako nevyhodné, protoze dosSlo ke snizeni inhibi¢niho u€inku vadi
AChE. Prednosti tohoto substituentu je nizSi toxicita latek, coz se muze projevit
v nasledujicich testech. Trifluormethylova skupina na PTZ v poloze 2 méla
stejny negativni ucinek jako methoxy skupina v pfedchozim pfipadé. Tento
substituent byl navazan na molekulu PTZ s cilem zvysSit rozpustnost dané
slou€eniny. Délka spojovaciho fetézce neméla na inhibi¢ni aktivitu derivatu

vyznamnéjsi vliv.
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8. POUZITE ZKRATKY

6-CI-THA ..o 6-chlortakrin

7-MEOTA.......eerreennn, 7-methoxytakrin

AB....erreeeessmmsssesesssesssseenns B amyloidni plaky

AD......ooteeeereersseseerssennenns Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease)

Lo O LR acetylcholin

ACRE.......oeeereeesrrreennns acetylcholinesterasa

APP. . coeeeetseneerseseens amyloidovy prekurzorovy protein

BChE.........oorrrremeeeeeeeenn butyrylcholinesterasa

CAS...oceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen: katalytické anionické misto (catalytic anionic site)

(BLLYS1O S dimethylsulfoxid

DTNB.......oooeeeeeeeerres dithionitrobenzoova kyselina

= O Enzyme Commission

FDA oo urad pro kontrolu potravin a Ié€iv (Food and Drug
Administration)

ChE....ooereeeeerrreseeras cholinesterasy

IACRE........ooreerereerrre inhibitory acetylcholinesterasy

L inhibiéni koncentrace

D laktatdehydrogenasa

MTDLS, ..o ligandy s multifunk&nim charakterem (multi-target-

directed ligands)

NMDA..........oomreerrereerennes N-methyl-D-glutamat

OP.... oo eeeeeeeeresmmmmssssssssssseee organofosfaty

PAS oo periferni anionické misto (periferic anionic site)
PTZ....cccssrrenneennnnn. fENOtNIAZINY

THA takrin
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