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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Kandidat: Mgr. Jiti Binder

Skolitel: doc. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Nézev dizertacni préace: In silico studium interakci cholinesteras s jejich modulatory

a navrh novych latek tohoto typu

Pocitacové modelovani je vyznamnym nastrojem soucasného védeckého
vyzkumu. Umoziuje studovat strukturu, konformace, dynamiku a vzajemné
nevazebné interakce biologického systému. Hlavnim cilem je nalezeni energeticky
nejvyhodnéjsi konformace pomoci minimalizace energie systému. Z takto
vypoctenych hodnot mizeme piedpoveédét ztratu aktivity pro urCité analogické
slouCeniny, coz umoznuje snizit pocet latek, které by bylo zapotfebi nasledné
syntetizovat. Molekulové modelovani se podili na popisu interakci ligandt s vétSimi
systémy a zlepSuje tak orientaci v milionech aktivnich latek, které by mohly byt
vyuzity jako potencidlni léCivo. Stava se tak vyznamnou soucasti farmaceutického
priamyslu.

Cilem této prace bylo ovéfit vybranou metodiku pocitacové predikce ligand-
protein komplexli, pomoci molekuldrniho dockingu ziskat popis zakladnich interakci
modulatorti cholinesteras s témito enzymy a na zdkladé téchto poznatkli navrhnout
strukturu nového ucinného inhibitoru acetylcholinesterasy. Pro in silico testovani byly
pouzity modulétory syntetizované v ramci této prace, predchazejici diplomové prace,
slouceniny piipravené¢ studenty ve spolupraci Katedry farmaceutické chemie
a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy a Katedry toxikologie
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany a také Siroce pouZivané
modulétory acetylcholinesterasy.

Validace metody byla provedena na nékolika krystalovych strukturach. Ziskané
vysledky byly vyuzity k popisu zakladnich vztahii mezi strukturou, zpiisobem
interakce a afinitou k enzymu. Podle vyslednych parametrii bylo navrzeno nékolik
potencidlnich inhibitorGi acetylcholinesterasy. Byla popséna jejich interakce
s enzymem a vypocteny jejich fyzikalni charakteristiky. Tyto latky je mozné vyuZit

v profylaxi otrav nervove paralytickymi latkami nebo 1écb& Alzheimerovy choroby ¢i



myasthenia gravis. Vysledky prace byly publikovany v odbornych casopisech
a prezentovany formou posteri na odbornych konferencich v Ceské Republice

1 v zahrani¢i.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical analysis

Candidate: Mgr. Jiti Binder

Supervisor: Assoc. Prof. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: In silico studies of cholinesterases interactions with their

modulators and design of new compounds of this type

Computer modeling is an important tool of contemporary scientific research.
It allows to study the structure, conformation, dynamics and mutual interaction
of nonbinding interactions of a biological system. The main objective is to find the best
energy conformations by minimizing the energy of the system. On the base of these
calculated values, one can predict the loss of activity for certain analogous compounds,
thus reducing the number of materials that would be needed to subsequently
synthesize. A molecular modeling contributes to describe the interactions of ligands
with larger systems and improves the orientation in millions of active substances
that could be used as potential drug. It becomes an important part of the pharmaceutical
industry.

The aim of this study was to verify the selected methodology of computer
prediction of protein-ligand complexes, to obtain a description of the basic interactions
of the modulators of cholinesterase enzymes by molecular modeling, and on the basis
of this knowledge to design the structure of a new potent inhibitor
of acetylcholinesterase. For the in silico testing, the modulators synthesized
in the present thesis and in the previous diploma thesis, compounds prepared
by students in collaboration with the Department of Pharmaceutical Chemistry
Pharmaceutical and Pharmaceutical analysis, Faculty of Charles University
and the Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, University
of Defence, and also widely used acetylcholinesterase modulators were used.

The method validation was performed at several crystal structures.
The obtained results were used to describe the relationships between the basic structure
and a manner of interaction and the affinity for the enzyme. According to endpoints
some several potential inhibitors of acetylcholinesterase were obtained. Their

interaction with the enzyme was described and their physical characteristics were



calculated, too. These substances can be used in the prophylaxis of nerve agent
poisoning or treating Alzheimer's disease or myasthenia gravis. The results were
published in scientific journals and presented as posters at scientific conferences

in Czech Republic and abroad.
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Seznam pouzitych zkratek

ACh
AChE
AD
APP
Asp
BChE
His
GA
Glu
HEB
HF
ChAT
ChE
ICso
LDso
MC
MD
MG
mAChR
MM
MP2
nAChR
NCBR

Nm
NPL
OFI
PDB
PES
PAM
Phe
QM
Ser
SI
THA
TNF
Trp
Tyr
Wat
7-MEOTA

acetylcholin

acetylcholinesterasa

Alzheimerova choroba

prekurzor amyloidniho proteinu
kyselina asparagova
butyrylcholinesterasa

histidin

geneticky algoritmus

kyselina glutamova
hematoencefalickd bariera

Hartree Fock

cholinacetyltrasferasa

cholinesterasa

stiedni inhibi¢ni koncentrace

sttedni letalni davka

metoda Monte Carlo

molekulova dynamika

myasthenia gravis

muskarinové acetylcholinové receptory
molekulova mechanika
Mollerova-Plessetova poruchova teorie
nikotinové acetylcholinové receptory
National Centre for Biomolecular Research
receptory nikotinové neuronalni
receptory nikotinové muskularni
nervove paralytické latky
organofosforové inhibitory

Protein Data Bank

plocha potencialni energie

periferni anionické misto

fenylalanin

kvantovd mechanika

serin

index selektivity

takrin

tumor nekrotizujici faktor

tryptofan

tyrosin

molekula vody

7-methoxytakrin
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1. Uvod

Vyzkum Katedry toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity
obrany byl zaméfen hlavné na obranu proti bojovym chemickym latkam a pesticidim
a na terapii jejich otrav. Zejména ve spolupraci s Katedrou farmaceutické chemie
a kontroly léc¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy byl projekt rozsifen
o vyzkum reverzibilnich inhibitori acetylcholinesterasy. Inhibitory 1ze krom profylaxe
pted otravou nervove paralytickymi latkami vyuzit i v terapii Alzheimerovy choroby
¢1 myasthenia gravis.

Mnozstvi slouCenin, syntetizovanych a testovanych v ramci vySe uvedené
spoluprace, utvaii rozsdhlou knihovnu informaci. Tu lze vyuzit k analyze vztahu mezi
strukturou a ti¢inkem daného typu modulatoru.

Rozvoj vypocetni techniky je Gizce spjat s vyuzitim in silico metod pro popis
biologickych a chemickych systéml. Molekulové modelovani zlepSuje orientaci
ve slouceninach, které by bylo mozné vyuzit k modulaci enzymu. Popis jejich
interakce s enzymem umoziuje odhadnout zménu aktivity analogickych struktur

a snizit tak mnozstvi syntetizovanych sloucenin.
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2. Cile prace

Cilem prace byla syntéza monokvartérnich a biskvartérnich inhibitort
cholinesteras za uc¢elem doplnéni knihovny informaci, kterd bude vyuzita pro dalsi
studium vztahii mezi strukturou modulatoru a jeho U¢inkem. U téchto sloucenin
otestovat aktivitu pomoci standardnich in vitro metod a porovnat s ostatnimi derivaty.
DalSim cilem této prace bylo ovéfit vybranou metodiku molekuldrniho dockingu
a z dostupnych krystalovych struktur ziskat podstatné informace o struktufe
a vlastnostech enzymu.

Hlavnim cilem prace bylo ziskat z vysledkti dockingovych simulaci informace
o charakteru interakce jednotlivych moduldtorti s rezidui enzymu. Tyto interakce
popsat a ptipadné vysvétlit neobvyklé vysledky pozorovani. Na zaklad¢ téchto

poznatkil pak navrhnou strukturu nového t¢inného inhibitoru acetylcholinesterasy.

12



3. Teoreticka cast

3.1 Acetylcholin

Acetylcholin (ACh) je neuromediator, ktery svym pisobenim na nikotinové
a muskarinové receptory prendsi signal v synapsich parasympatiku, gangliich
sympatiku a v nervosvalovém spojeni.(1) ACh je syntetizovan v cytoplazmé neuronu
za pomoci enzymu cholin-O-acetyltransferasy (ChAT, EC 2.3.1.6) z bazického
alkoholu cholinu a acetylkoenzymu A, ktery vznikd v mitochondriich (schéma 1).
Vznikly ACh je transportovan specifickymi transportnimi proteiny do vezikul,

ve kterych je skladovan.(2)

0]
HO cholin- O-acetyltransferasa Y
\L . + AcCoA - O
N
N L
AR
cholin acetylcholin

Schéma 1 Syntéza acetylcholinu.

Pti cholinergni transmisi dochdzi na zaklad¢ akéniho potencidlu (AP) ke vstupu
Ca?" do nervového zakonceni napétové Fizenymi kalciovymi kanaly. Ca®" umozni
splynuti membrany vezikul s membranou nervového zakonceni a dochézi
ke ,kvantalnimu“ vylevu ACh do synaptické stérbiny (obr. 1). Zde ACh ptisobi
na postsynaptické receptory, kde vyvolava parasympatomimetické UCinky,
a na presynaptické ,,autoreceptory” jejichZ ovlivnénim moduluje mnoZstvi ACh
uvolnovaného akénim potencidlem. ACh plisobi na receptory velmi kratce (cca 2 ms)
a po jeho uvolnéni je okamzit€¢ hydrolyzovan acetylcholinesterasou (AChE)
na kyselinu octovou a cholin, ktery je aktivné pfijiman zpét do nervového zakonceni.
Pomala dekompozice miZe vést k cholinergni krizi, jejiz projevy jsou midza, zvysena
sekrece 7laz, gastrointestinalni obtize, bronchokonstrikce, bradykardie, kiece, koma,
smrt.(3) V centralnim nervovém systému pak ovliviiuje 1 ostatni neuromediatory

(glutamat, dopamin).(4)
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Obr. 1 Pochody cholinergni transmise (pfevzato z lit.(5)).

3.2 Receptory

cholin

botulotoxin

e

®

acelal

ACHE

®

synapticka
stérbina

o =
(I postsynaptickd membréna WI

Flexibilita vazeb ACh a pfitomnost kvartérniho dusiku umoZziuje molekule

pusobeni na rizné typy receptort a tim vyvolava Sirokou skélu odpovédi. Muskarin

a nikotin (obr. 2), jakozto selektivni agonisté, dali ndzev zakladnim typtim receptorti:

muskarinové (mAChR) a nikotinové (nAChR). Receptory jsou pfitomny zejména

na postsynaptické €asti nervového spojeni, kde vyvolavaji cholinergni odpovéd.

Na presynaptické C¢asti spojeni plsobi autoregulacné. Strukturné jsou mAChR

a nAChR znac¢né odlisné.
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Obr. 2 Selektivni agonisté cholinergnich receptori.

3.2.1 Nikotinové receptory

nAChR jsou ionotropni receptory, které obsahuji dvé vazebna mista pro ACh.
Po jejich obsazeni se otvird transmembranovy kanal specificky propustny pro kladné
nabité ionty (Na®, Ca", K"), dojde k depolarizaci a rychlé excitatni odpovédi.
Receptory jsou slozené z péti podjednotek uspotrddanych do kruhu (obr. 3). Je znamo
péet zakladnich typti podjednotek: a 1-10, f 14, v, & a €. Svou stavbou si jsou podobné
a jejich zastoupeni rozhoduje o tom, pro které ionty bude iontovy kanal prostupny.(6)
Podle lokalizace rozdélujeme receptory na neurondlni (Nn), které se nachazeji
v centradlnim nervovém systému a perifernich synapsich. Podili se na fyziologickych
a kognitivnich procesech v organismu (uceni, pamét’, pozornost). Druhym typem jsou
receptory muskuldrni (Nm), které jsou lokalizovany na nervosvalové ploténce.
Naruseni funkce nAChR vede k vaznym poruchdm c¢innosti nervového systému

napt. Alzheimerova choroba (AD), schizofrenie nebo Parkinsonova choroba.(7, 8)

Obr. 3 Struktura nikotinového receptoru (PDB 4BOR).(9) Obrazek utvofen pomoci aplikace UCSF

Chimera.



3.2.2 Muskarinové receptory

Muskarinové receptory patii do skupiny metabotropnich receptori sptazenych
s G-proteinem. Odpovéd’ muze byt jak inhibi¢ni, tak excitani a je pomalejsi nez
u receptor nikotinovych. Muskarin, alkaloid muchomurky c¢ervené (Amanita
muscaria), je typickym agonistou téchto receptor. Pomoci dalsich agonistt (arekolin,
karbachol, oxotremorin) a antagonisti (pirenzepin, atropin) bylo rozliSeno
5 zakladnich typti muskarinovych receptorii: M1, M2, M3, M4 a M5.(10) Strukturné
jsou mAChR glykoproteiny uspofadané do sedmi transmembranovych ¢asti,
propojenych intracelularnimi a extraceluldrnimi smyckami (obr. 4). M1 , M3 a M5
podtypy jsou spojeny s aktivaci fosfolipasy C prostfednictvim G-proteinu. M1 se
nachdzeji zejména v gangliich sympatiku, ovliviiuji ¢innost slinnych Z1az ¢i sekreci
zalude¢ni kyseliny. M3 ovliviiuyji ¢innost hladkého svalstva travici soustavy,
mocovych cest ¢i exokrinnich zlaz. M5 jsou lokalizovany v CNS, zejména v cévach.
Subtypy M2 a M3 jsou spojeny s inhibici adenylatcyklasy a prodlouzenim otevieni
draselnych kanalii. Aktivaci M2 receptoru v kardiomyocytech dochazi k negativné
chronotropni, inotropni a dromotropni reakci. M4 mAChRs jsou Siroce rozSifené

v plicich a mozku.(11, 12)

Obr. 4 Struktura M2 (PDB 4MQM) (13) a M3 receptoru (PDB 4DAJ) (14). Obrazek utvotfen pomoci
aplikace UCSF Chimera.
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3.3 Cholinesterasa

Cholinesterasa (ChE) je obecny termin pouzivany pro rodinu piirodnich
enzyml, které patii do esterasové rodiny ve vySSich eukaryotech.(15) Serinové
hydrolasy a proteasy jsou vSudy pfitomnou skupinou enzymit, které se podileji
na mnoha zivotnich funkcich. V lidském téle se nachdzeji dva typy serinovych
hydrolas, které jsou si strukturné i funkéné velmi blizké: acetylcholinesterasa (AChE,

EC 3.1.1.7, obr. 5) a butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8).(16-18)

Obr. 5 Acetylcholinesterasa s navazanym ligandem. Obrazek byl vytvofen pomoci aplikace UCSF

Chimera.

Oba katalyzuji hydrolyzu acetylcholinu s podobné vysokou tc¢innosti, ale lisi
se distribuci v téle a afinitou k vétSim substratim. BChE je sekre¢ni enzym
produkovany jaternimi bunikami. Vyskytuje se v krevni plazmé, ledvinach a jatrech.
Lépe hydrolyzuje estery s vétSimi skupinami, jako je butyrylcholin nebo
benzoylcholin. Jeji uloha v organismu neni stale Upln¢ jasna. Sklada se ze dvou

dimert, jejichz podjednotky jsou spojené disulfidickymi mustky a nekovalentnimi

17



interakcemi. Je tvofena 574 aminokyselinami a jeji molekulovd hmotnost
je 348000.(19) Nekteré z genetickych variant BChE vykazuji nizsi aktivitu, coz se
muze projevit po podani urcitych 1ékti nebo pii poklesu syntézy BChE v dusledku
poskozeni jaterniho parenchymu.

AChE se vyskytuje pfevazné v centrdlnim nervovém  systému,
neuromuskuldrnich spojenich a hematopoetickém systému obratlovci. Je vazana
membranovym glykoproteinem a existuje v nékolika molekuldrnich formach. Hlavnim
ukolem AChE je ukonceni pfenosu impulsti na cholinergnich synapsich rychlou
hydrolyzou neurotransmiteru acetylcholinu. Rychlost hydrolyzy je velmi vysoka.
Jedna molekula enzymu je schopna degradovat 10°~10° molekul ACh za sekundu.(20)
AChE je intenzivné studovana pro své farmakologické funkce. Inhibice AChE vede
ke kumulaci ACh a ovlivnéni cholinergniho ptenosu. Hlavni klinické pouZiti inhibitori

ACHhE je v 1é¢bé myasthenia gravis, Alzheimerovy choroby ¢i oftalmologii.(21)
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3.4 Struktura cholinesteras

AChE je dlouhodobé¢ studovany enzym. Prvni krystalograficka struktura byla
ziskéna v roce 1991 (1ACJ).(22) V PBD databazi je v soucasné dobé vice nez 170
krystalografickych struktur AChE z nékolika druh organismti. 3D struktura
je evolucné znacné€ zachovald navzdory vétsSimu rozdilu v aminokyselinové sekvenci.
Lidskd (hAChE) a mysi (mAChE) jsou z 88 % identické a z 97 % homologni.
S acetylcholinesterasou z Torpedo californica (tcAChE) je identicka z 57 %,
ale homologni z 88 %. Zakladni strukturni podjednotky dillezité pro funkci AChE jsou
si velmi podobné (obr. 6).(23)

SER203
FHS447

/'O

TYR72

\

TRP86
=

—

Obr. 6 Prostorové rozlozeni aminokyselinovych rezidui lidské AChE (PDB 2GYV). Obrazek byl
vytvofen pomoci UCSF Chimera.

Aktivni misto enzymu je uloZeno na dné asi 20 A hluboké kavity, ktera pronika
do poloviny enzymu. Vstup do kavity je ptekryt omega smyckou (Cys69—Cys96)
a je ohranien perifernim anionickym mistem (PAS).(24) PAS se sklada
z hydrofobnich rezidui (Tyr72, Tyrl24, Trp286, Tyr341) a anionického Asp74.

PAS je podstatné pro interakci s modulatory AChE a koordinaci jejich vstupu
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do kavity. Aminokyseliny v molekule AChE vytvafi permanentni dipélovy moment,
ktery napomaha orientaci kladné¢ nabitych substrat pti pohybu kavitou. Povrch kavity
je témét z 60 % tvofen zbytky aromatickych aminokyselin, které pomoci kation-n
interakci napomadhaji cesté substrdtu k aktivnimu mistu enzymu.(25) Jednotliva
rezidua maji s vyjimkou Trp286 a Phe338 rigidni postaveni. Jejich flexibilita ma
podstatny vliv na afinitu modulator. Absence Phe338 v BChE oproti AChE ovliviiuje
afinitu k nékterym inhibitorim. Aktivni misto BChE neni uloZeno v uzké Stérbiné

a pristup k nému je tak podstatné snadnéjsi (obr. 7).(26)

N

Obr. 7 Prostorova orientace takrinu v kavit¢ BChE (4BDS).(27) Obrazek byl vytvofen pomoci aplikace
UCSF Chimera.

Aktivni misto AChE je tvofeno dvéma podjednotkami. Esteratické misto
je tvofeno katalytickou triddou Ser203, His447, Glu202 (pro lidskou BChE Ser198,
Glu325 a His438) a katalytické anionické misto Trp86 a Phe338. Role anionického
mista je orientovat nabité Casti substratu pomoci kation-n interakci. Na stabilizaci
karbonylového kysliku acetylcholinu se podileji Gly121, Gly122 a Ala204, které jsou
v blizkosti katalytické triady. Cést vzniklého komplexu ACh-AChE pak interaguje
s Phe295, Phe297 a Phe338.(28) Z krystalovych struktur je patrno, Ze rezidua Trp286
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a Phe338 mohou zaujimat rizné konformace v komplexu ligand-enzym. Orientace
fenylového zbytku kontroluje otevieni ¢i zavieni kavity. Asp74 a Tyr341 pftitahuji
pozitivné nabité Casti substratu (kvartérni dusik). Interakce s témito rezidui vyvola
konformaéni zmény v monomeru AChE. Flexibilni ramena Q smycky se k sobé
priblizi a zasunou substrat hloub¢ji do kavity smérem k aktivnimu mistu enzymu.(29)
Trp86 utvari kation-r interakci s kvartérnim dusikem substratu.(30, 31) Dalsi rezidua
spolecné nastavi substrat k nukleofilni substituci. Nasledné¢ dochdzi k hydrolyze
katalytickou triddou. Imidazolovy kruh His447 ptfenasi elektrony z Glu202 na Ser203,
nukleofilni atak hydroxylového kysliku Ser203 na esterovou vazbu ACh vede
k acetylaci enzymu provazeného uvolnénim cholinového zbytku. Vznikla kovaletni

vazba je rychle hydrolyzovéana (Schéma 2).(32, 33)
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Schéma 2 Deacylace acetylcholinu (pfevzato z lit. (33)).
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Studie z molekulové dynamiky, na rozdil od krystalografickych, ptredpokladaji
pfitomnost vzniku kandl v tranzitnich stavech enzymu, které umozni odchod

produktii enzymatické reakce, ptfipadné solventu. AC v krystalografickych studii

vypada kavita rigidné, po¢itatova dynamika naznacuje otevirani 3.4 A $irokého kanalu
(backdoor) v prostoru mezi Tyr442 a Trp84 (obr.8).(34, 35) Druhy kanal (side door)
se zfejmé otvira v okoli Thr 75, Leu76 a Thr83.(36, 37)

Obr. 8 Otevirani “backdoor” kanalu v molekulové dynamice. Obrazek byl vytvofen pomoci aplikace

UCSF Chimera.

3.5 Inhibitory acetylcholinesterasy

Existuje mnoho latek, liSicich se ptvodem, strukturou ¢i mechanismem
pusobeni, které jsou schopné ovliviiovat aktivitu AChE. Inhibitory AChE se lisi
chemickou strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.(38) Tyto vlastnosti jsou
podstatné pro interakci s enzymem, schopnost pronikat hematoencefalickou bariérou
(HEB) ¢i pfimo stimulovat ¢i blokovat receptory pro ACh. Jedna skupina latek utvari
kovalentni vazbu se Ser203 katalytické triady aktivniho mista. Touto cestou inhibuji
AChE dvé nejvyznamnéjsi podskupiny latek — organofosfosforové inhibitory
a karbamatové inhibitory. Zasadni odliSnost je v rychlosti disociace vzniklého
komplexu. Druhou skupinou jsou reverzibilni inhibitory, které utvaieji komplexy
na zaklad¢€ nevazebnych interakci. Pro rozvoj ve skupiné nepifimych cholinomimetik
bylo dulezité objasnéni struktury a mechanismu uc¢inku alkaloidu fysostigminu
ve 20. az 30. letech 20. stoleti. V posledni dobé& byl vyvoj ve skupiné cholinergik
oziven v souvislosti se zvySenym vyskytem raznych typl demence, predevSim

AD.(39)
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3.5.1 Organofosforové inhibitory (OFI)

Jednd se o synteticky pfipravené latky, které fosfonyluji nebo fosforyluji
hydroxylovou skupinu aminokyseliny serinu v aktivnim misté enzymu. Tato vazba
je fyziologicky neodstranitelnd. Pii inhibici AChE dochézi k nahromadéni
acetylcholinu na synapsich nervového systému a hyperstimulaci cholinergnich
receptord v perifernich organech i centralnim nervovém systému.(40) Bylo pfipraveno
jiz n€kolik tisic OFI, které jsou pouzivané zejména jako pesticidy (malathion,
chlorpyrifos) nebo v prumyslu jako zmékcovadla, plastifikatory ¢i inhibitory
hoteni.(41) Jejich nebezpecnost je v mozné kontaminaci potravin ¢i zdroju pitné vody.
Kazdy rok je vyrobeno okolo 3 miliont tun pesticidt. Dle statistik WHO je jimi ro¢né
intoxikovano az 2 miliony lidi a na nésledky otrav zemfte az 200 000 lidi, zejména pak
v zemich tfetitho svéta.(42) OFI jsou dale pouzivany v humdnni ¢i veterinarni
medicingé. Vysoce toxické OFI (obr. 9), oznacované jako nervové paralytické latky
(NPL), jsou estery nebo amidy kyseliny fosforecné nebo fosfonové. Zbyvajici
hydroxyl byvé nahrazen kyanoskupinou (tabun) nebo fluorem (soman, sarin).
VX obsahuje zbytek N, N-diisopropylethantiolu. Byly zneuzivany ve véle¢nych
konfliktech diktatorskymi rezimy (Iran, Irdk, Syrie) a ziejmé se stdle nachdzeji
v arsendlu nékterych zemi. Jedna se o latky, které lze relativné snadno a levné
syntetizovat a existuje tak 1 riziko jejich zneuZiti radikalnimi skupinami. V tokijském
metru bylo pfi teroristickém utoku zasazeno sarinem pies pét tisic lidi a dvanact jich
zemielo.(43)

Terapii otrav po zasazeni OFI je potieba vzhledem k jeji zdvaznosti zahajit
co nejdiive. Jeji soucasti je potlaceni ptiznaki otravy a obnoveni funkce AChE. Krom
antidotni terapie je vyuZivano podani antikonvulziv (diazepam), podpora dychacich

funkei (oxygenoterapie) a piipadné podani centralnich stimulancii (efedrin).

23



sarin
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Obr. 9 Zastupci organofosforovych inhibitord.

I pfesto, Ze je zndm mechanismus, jakym tyto latky pusobi, neni terapie
intoxikaci touto skupinou sloucenin dodnes uspokojivé vyfeSena. Jako antidota
jsou podévana anticholinergika (atropin, benaktyzin), kterd brani
nahromadéného acetylcholinu na cholinergni receptory, a tim zabranuji jejich
nadmérné stimulaci. Déle jsou podany reaktivatory AChE (pralidoxim, obidoxim nebo

asoxim znamy také jako HI-6), které jsou silngjsi nukleofily nez voda a jejich ptisobeni

NO,

paraoxon

na komplex AChE-OFI vede k uvolnéni enzymu (obr. 10).(44-46)
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Obr. 10 Reaktivator HI-6 v kavit¢ AChE (PDB 2GYV). Obrazek byl vytvofen pomoci aplikace
UCSF Chimera.

I rychlé podani antidot nemusi zabranit intoxikaci, post-expozicni paralyze,
kfe¢im, poruchdm a trvalému poskozeni mozku. Aktivaci NMDA receptorti dochazi
ke zvySenému piijmu vapenatych iontl nervovymi builkami a jejich naslednému
odumirani. Hepatotoxické piisobeni NPL, imunosuprese a mutagenita se mohou
projevovat i n€kolik let po expozici.(47, 48)

Ochranu pfed témito ucinky je vSak mozZzné zajistit podanim vhodného
a u¢inného profylaktického prostredku, ktery zabrani toxickému pisobeni uvedenych
latek po jejich priniku do organismu. Pfi podezieni na pouziti OFI (detekce pomoci
senzort, klinické projevy otravy) je moznd profylaktickd aplikace reverzibilnich
inhibitortt AChE, které maji afinitu ke stejnému mistu enzymu, jako latky vyvolavajici
intoxikaci, a tim zabrani vzniku ireverzibilni vazby mezi toxicky pusobici latkou
a enzymem.(49) Tyto latky se spontanné€ po uplynuti urcité doby od AChE odpoutaji,

a tak uvolni jeji aktivni misto, ¢imz obnovuji 1 aktivitu AChE. Standardem v dnesni
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dobé¢ je podani pyridostigminu. Pro toto vyuziti byly testovany i dalsi slouceniny jako
fysostigmin nebo huperzin A. Pozadovanou vlastnosti je dostate¢né selektivni inhibice
AChE tak aby BChE mohla nadale vykonavat svou funkci bioscavangeru.

Druhou moznosti je podani reaktivatoru AChE pied vlastni intoxikaci. Tato
skupina latek se vyznacuje afinitou a slabym inhibicnim uU¢inkem k AChE
a u nékterych latek i BChE. Enzym s navdzanym reaktivatorem je takto chranén
pied ucinky pesticidii a dalSich organofosforovych inhibitord. Oximova skupina
reaktivatorti je vysoce nukleofilni a OFI k ni maji vyssi afinitu nez k AChE. Dochazi
k fosforylaci nebo fosfonylaci oximu a k uvolnéni AChE (schéma 3). Reaktivator je
zaroven schopen, pii vytvotreni dostatecné plazmatické koncentrace, castecné reagovat
s pritomnymi OFI za vzniku sloucenin, které podléhaji v organismu dal$i metabolizaci.
V soudasnosti je v armadé Ceské republiky zaveden transdermaélni piipravek Transant,
ktery jako ucinnou latku obsahuje relativné Sirokospektry reaktivator oximového typu

HI-6.(48, 50)

R
NO o ,

/ Kol
ACHE"PL R+ B =——= AChE + O M
=N % N

Schéma 3 Reaktivace AChE.

Reaktivatory je nutné aplikovat co nejdiive po styku s NPL, protoZe dochazi
k tzv. starnuti vazby AChE-OFI (schéma 4), kdy postupnou hydrolyzou vznika
komplex enzymu s kyselinou fosforecnou (fosfonovou) Komplex je jiz
nereaktivovatelny a je potfeba syntézy de novo.(51) Polocasy starnuti se pohybuji

v fadech minut az hodin.(52)

/ H,0 o OH
AChE/\P\OJ\ — 2 = AChE” P Ft VO

‘7

Schéma 4 Starnuti inhibovaného enzymu.
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Spole¢nym strukturnim rysem reaktivatort je molekula pyridinu s kvartérnim
dusikem a navézanou oximovou skupinou (R-CH=NOH). Molekula reaktivatoru
obsahuje jedno (pralidoxim) nebo dv¢ pyridinova jadra (obidoxim) a miize obsahovat

jednu az &tyfi oximové skupiny (obr. 11). U¢innost reaktivatoru je dana typem

NPL.(53, 54)
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Obr. 11 V soucasnosti nejpouzivangjsi reaktivatory.(47)

DalSim perspektivnim feSenim je pouziti tzv. bioscavengerd, coZ jsou
biomolekuly, obvykle enzymy ze skupiny cholinesteras, které maji schopnost pfimo
vychytavat toxické OFI v krevnim obchu jesté piedtim, nez dosahnou svych
prirozenych cili (AChE). Jako nejperspektivnéj$i cesta v oblasti bioscavengeri
se v soucasnosti jevi vyuZiti lidské butyrylcholinesterasy (BChE), jejiZz dostatecna

ucinnost byla potvrzena in vivo na primatech.(55, 56)

3.5.2 Pseudoireverzibilni inhibitory
Pseudoireverzibilni inhibitory jsou skupinou latek, které utvareji kovalentni
vazbu s enzymem stejn¢ jako jeho pfirozeny substrat ACh. Nejvyznamnéjsi skupinou

latek jsou karbamaty. Funkéné jsou podobné OFI, ale jejich vazba na enzym
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je fyziologicky hydrolyzovatelnd a doba inhibice se pohybuje v fadech minut. Stabilita
komplexu se prodluzuje s rostouci délkou alkylu. Disubstituované derivaty jsou
ucinnéjsi nez monosubtituované. Karbamatové inhibitory s terciarnim dusikem se
dobie vstiebavaji, pronikaji HEB a maji periferni i centralni ucinky. Slouceniny typu
kvartérnich bazi pisobi piedevsim periferné. Navic maji pfimé G€inky na nikotinové
receptory, predev§im na nervosvalovou ploténku, a jsou proto vyhodné pro 1écbu
myastenia gravis (MG). NejpouzivanéjSim karbamétovym inhibitorem v 1€cbé MG
je pyridostigmin (Mestinon®).(57) Nasel své uplatnéni i v terapii otrav OFL(58)
Rivastigmin na rozdil od pyridostigminu Iépe prochazi HEB a vyuziva se v terapii AD
(Exelon®).(59) Aby se piedeslo moznym nezadoucim tcinkiim zejména
na gastrointestindlni trakt je nutné déavky titrovat. Rivastigmin ve studiich
na potkanech inhibuje acetylcholinesterasu méné¢ vyrazné nez fysostigmin (60),
avSak na rozdil od fysostigminu ucinkuje selektivnéji v hippocampu a kortexu.
Pyridostigmin ma mensi gastrointestinalni nezddouci ucinky a je 1épe tolerovan nez
neostigmin.(61, 62) Nckteré karbamaty, zejména lipofilni, nasly uplatnéni jako

pesticidy (karbaryl, moban, dimetan, isolan). Dal§i pak v humdanni ¢i veterinarni

medicing.
-
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Obr. 12 Struktura vybranych karbamatt.
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3.5.3 Reverzibilni inhibitory

Mechanismem pisobeni reverzibilnich inhibitorli je nevazebna interakce
s aminokyselinovymi rezidui kavity. Dle mista plisobeni mizeme tyto latky rozdélit
na kompetitivni a nekompetitivni. Kompetitivni inhibitory inhibuji aktivni centrum
enzymu, kde stericky brani dekompozici substratu (takrin, edrofonium).
Nekompetitivni inhibitory plsobi na periferni anionické misto (galantamin).
Biskvartérni latky jsou schopné pusobit na obé mista soucasné¢ (dekamethonium).

Z chemického hlediska se jedna o velmi rtiznorodou skupinu (obr. 13).
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galantamin edrofonium

Obr. 13 Reverzibilni inhibitory acetylcholinesterasy.

Latky s vyssi lipofilitou dobfe prochazeji pfes HEB a maji tedy centralni
pusobeni. Tyto latky jsou v souc¢asné dob€ vyuzivany v terapii AD. Pii degenerativnich
proceses této choroby dochdzi k rapidnimu ubytku cholinergnich neuronti a snizeni
produkce ACh.(63) Nasledné jsou naruSeny vSechny medidtorové systémy v CNS.
Inhibici AChE dochazi k navySeni koncentrace ACh v synaptické Stérbing,

coz se projevi zlepSenim kognitivnich funkci pacienta. Hlavnim benefitem,
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ktery inhibitory pfinasi, je zpomaleni prib¢hu a oddaleni tézkych stadii demence,
ktera jsou spojena s nesobéstacnosti pacienta. Demenci nevyléci, ale prodluzuji dobu
zachovani zakladnich aktivit bézného dne. Kvartérni latky prochéazeji pres HEB
v mensi mife.(64, 65) Jejich pfimé plsobeni na receptory je vyuZzivano v terapii

myasthenia gravis.

3.6 Alzheimerova choroba a reverzibilni inhibitory pouzivané v klinické praxi

Roku 1906 provedl Alois Alzheimer poprvé klinickou diagnostiku dnes velmi
rozsifené choroby.(66) Spolu s vaskuldrni demenci je nejcastéjSim typem demence
u lidi nad 80 let.(67) Pfi této chorobé dochazi k patologické tvorbé B-amyloidnich
proteind jako dusledku zvySené exprese jejich prekurzoru APP (amyloid precursor
protein).(68) APP je Stépen proteasami na B-amyloidni proteiny o rtzné délce.
Nejdulezitéjsi pro rozvoj AD je fragment oznaCovany jako AP
(42 aminokyselinovych rezidui), ktery se pfi nedostatecné clearence v dusledku
zvySené exprese shlukuje do preamyloidnich plakd. Pozdé€ji vznikaji v okoli
nervovych bunék heterogenni plaky slozené z rizné¢ dlouhych B-amyloidnich
proteinti.(69) Zpusobuji tak poskozeni nervovych bunék a jejich odumirani. Soucasné
je ovlivnéna aktivita ChAT a AChE (70), tedy enzymil nutnych pro syntézu
a dekompozici acetylcholinu. NaruSeni cholinergniho systému se nejprve projevuje
zhorSenim kratkodobé paméti, zmatenosti a problémy v rozhodovani. Postupem casu
dochazi k naruseni kognitivnich funkci, zméné chovani, agresivité, halucinacim
a celkové zméné osobnosti. Problémy s vykonavanim béznych €innosti, feci, orientaci
v Case a prostoru vedou k tomu, ze v kone¢nych stadiich se pacient o sebe neni schopen
sam postarat. Od stanoveni diagn6zy dochazi k umrti do deseti let. Celosvétove je AD
JiZ patou nejcastéj$i pfi¢inou smrti. Pfiiny vzniku tohoto onemocnéni jsou stale
neznamé. VéEtsina pacientil je starSi 65 let. Propuknuti této choroby pred 40 rokem je
pravdépodobné ovlivnéno genetickymi predispozicemi nejspiSe v disledku zmeén
na l., 14. a21. chromozomu.(71)

S AD je téZ spojovéana izoforma E4 Apolipoproteinu E (ApoE).(72) ApoE
zajiStuje vazbu lipoproteind na specifickd vazebna mista. V mozku se podili
na reparaci a rustu dendritli. Na 19. chromozomu byly identifikovany 3 alely genu

pro ApoE €2, €3 a €4. Ty kdéduji 3 izoformy ApoE2, ApoE3 a ApoE4.(73) V ptipadé
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pfitomnosti dvou kopii alely ApoE4 je pro clovéka osmkrat vyssi riziko vzniku AD
ve srovnani s ApoE3.(74) ApoE2 mé dokonce protektivni vliv na rozvoj AD.(75)

K dalsim rizikovym faktorim patifi poranéni hlavy, prodélané infekéni
onemocnéni, autoimunitni onemocnéni ¢i nezdravy zZivotni styl.(76, 77) Na rozvoji se
muze podilet toxické plsobeni hliniku, glutamatu ¢i nedostatek nékterych zivin
(vitaminy skupiny B).(78) Zjisténi, ze pii AD dochazi k poklesu koncentrace ACh

v synaptické Stérbin€, vedlo k rozvoji farmaceutického vyzkumu v této oblasti.
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Takrin

Takrin (THA, 1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin) byl prvnim klinicky
pouzivanym inhibitorem pii terapii AD. Syntetizovan byl v roce 1945 a roku 1993
schvalen pro uziti k 1é¢bé AD. Vedle inhibice AChE piisobi i na monoaminoxidasu
(79), blokuje draslikové kanaly a zpétné vychytavani serotoninu a dopaminu (80) ¢i
interaguje s muskarinovymi receptory.(81) Vzhledem k vyznamnym nezadoucim
ucinkiim, zejména hepatotoxicité, byl postupné nahrazen jinymi slouceninami,
avSak vyvoj takrinovych analogt s vyhodnéjsimi vlastnostmi stale pokracuje. Ve snaze
ziskat derivat s vyhodnéjSimi farmakodynamickymi vlastnostmi a menSimi
nezadoucimi u€inky bylo syntetizovano a testovano mnoho molekul. Mnohé se dostaly
az do klinickych studii (velnakrin, amiridin).(82, 83) Nabizi se n€kolik moZznosti
obmén — zmeéna velikosti kruhti, otevieni benzenového kruhu nebo zacClenéni

heteroatomt (obr. 14).

NHR

Obr. 14 Takrin a moznosti obmén.

Pro uCinek je dilezitd heteroaromatickd c¢ast molekuly, kterd pomoci m-n
a kation-m interakci utvari sendviCovou strukturu s Trp84 a Phe330. Dusik
pyridinového kruhu utvaii vodikovy mistek s His 440 a jeho ndhrada vede ke ztraté
aktivity. Aminoskupina THA pak utvafi vodikové mustky s molekulami vody (obr.
15). Dalsi moZnosti je substituce na zadkladnim skeletu tetrahydroakridinu. Substituce

v pozici 6 a 7 vyznamné ovliviiuje biologickou aktivitu.
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His440

Phe330

Obr. 15 Krystalova struktura AChE z Torpedo californica s takrinem PDB (1ACJ)(22). Takrin se
nachazi v sendviCovém uspofadani mezi Trp84 a Phe330. Naznacené jsou vodikové miustky

aminoskupiny s molekulami vody. Obrazek byl vytvoren v aplikaci UCSF Chimera.

Monosubstituované derivaty (Cl, CH3,NO2) v pozici 6 maji vyssi aktivitu nezZ
monosubstituované v pozici 7 ¢i disubstituované s vyjimkou 6,7-difluoro derivatu.(84)
Elektrondonorové substituenty v pozici 7 aktivitu snizuji. Rovnéz derivaty
s objemnymi substituenty vdzanymi na aminoskupinu v poloze 9 byly méné aktivni
neZ THA. N-heptyl v této pozici aktivitu naopak zvySuje.(85) Ze série 1-hydroxy
analogi se do faze klinickych studii dostal velnakrin.(86) Jeho vyrazna hepatotoxicita
je jednim z divodl, pro¢ neni klinicky uzivan.(87) Podobny osud potkal 1 dalsi

nadéjny derivat amiridin (obr. 16).(88)
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Obr. 16 Struktury takrinovych derivatu.

Bylo pfipraveno 1 velké mnozstvi analoghh s obménou nasycené¢ho kruhu,
z nichz nékteré svou aktivitou pievysSovaly THA, ale do klinické praxe se zadny
nedostal.(89) Dockingové studie takrinu a jeho analogi, které maji dobrou shodu
s krystalografickymi strukturami, ukazuji druhou moznost vazby derivata v perifernim
anionickém misté. Vysledky byly inspiraci pro syntézu latek, které by mohly
interagovat s obéma misty soucasné€. Prvni takto pfipravenou skupinou latek byly
derivaty bis-tetrahydroaminoakridinu (bis-THA).(90) Jako nejvyhodnéjsi se ukazal
derivat se sedmiclenym spojovacim fetézcem, ktery je 150krat Gi¢innéjsi a 250krat
selektivngjs$i nez THA. U dimernich sloucenin lze pfedpokladat ucinnost 1 na jiné
enzymy, piipadné receptory. U bis-7-takrinu je prokdzana inhibice B-sekretasy,
NO synthasy a ddle GABA a NMDA receptort.(91-93)

Obr. 17 Bis-7-takrin.

V poslednich letech zaznamenala nejvétsi pozornost skupina heterodimerd,
kdy dochazi ke spojeni dvou latek s rozdilnou farmakologickou charakteristikou.
Molekula THA byla spojena naptiklad s donepezilem, karvedilolem, melatoninem,
niacinem ¢i huperzinem. Vznikla tak obrovska Skala latek, které pfiznivé ovliviiuji

nejen aktivitu AChE. (94-96)
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Donepezil

Donepezil ((RS)-2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-
dihydroinden-1-on) byl druhou latkou schvélenou k 1é¢bé AD pod komerénim nazvem
Aricept®. Jedna se o synteticky derivat dihydroinden-1-onu, ktery byl pivodné
syntetizovan k 1éCbé arteridlni skler6zy.(97) V porovnani s takrinem ma nizsi
davkovani, lepsi farmakokinetiku a hlavné¢ méné nezddoucich ucinkd. Pro svou
bezpec¢nost a u¢innost je nejvice pouzivanym lécivem v terapii AD. Stejné jako takrin
ma vyssi selektivitu pro AChE (5.7 nM) nez BChE (7000 nM). V praxi se pouziva
racemicka smés K;=3.35nM (R), 17.5 nM (§).(98) Donepezil se rozprostira pies celou
kavitu od anionického mista na dné¢ kavity k perifernimu anionickému mistu
u jejiho vstupu. (99) Z hlediska interakci se da molekula rozdélit na nékolik ¢asti.
Indenonovy kruh vytvari m-minterakci s indolovym kruhem Trp279 periferniho
anionického mista (obr. 18). Rozsifeni kruhu vede k vyznamnému sniZeni aktivity.
Karbonylova skupina utvaii vodikové mustky s hydroxylovymi skupinami Tyr121
a Tyr70. Pro ucinek je podstatnd. Jeji nahrada hydroxylem vede ke snizeni aktivity
(300 nM) a jeji odstranéni snizuje aktivitu 1000krat. Substituce na aromatickém jadie
methoxy skupinou zvySuje aktivitu jako je tomu v ptipadé 5,6-dimethoxy derivatu.
Methoxyskupiny pomoci vodikovych vazeb interaguji s Arg289 pies molekulu vody.
Jako spojovaci fetézec mezi indenonovou a piperazinovou casti je nejvhodnéjsi
alifaticky fetézec s lichym poctem uhlikd (C1 = 5.7 nM, C2 = 30 nM, C3 = 1.5 nM,
C4=35nM, C5 =14 nM).(100)
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Obr. 18 Prekryv dvou krystalovych struktur AChE s molekulou donepezilu. Lidskd AChE vyznacena
bézoveé (PDB 4EY7) (101) AChE z Torpedo californica vyzna¢ena modie (PDB 1EVE) (99). Obrazek

byl vytvoten pomoci UCSF Chimera.

Vzdalenost karbonylové skupiny od dusiku piperidinového kruhu je podstatna
pro ucinek. Nahrada  benzylpiperidinu  benzylpiperazinem (94 nM)
nebo 4-benzylpiperidinem (480 nM) aktivitu snizuje.(100) Protonizovany dusik utvaii
vodikové vazby s karboxylovou skupinou Asp72 a hydroxylovou skupinou Tyr121
pres molekulu vody Wat1159 a podili se na kation-r interakci s benzenovym kruhem
Phe330. Bazicita piperidinového dusiku je pro inhibi¢ni ucinek zasadni. Benzyl utvaii
n-m interakci s indolovym kruhem Trp84, coz je vazebné misto pro kvartérni
modulatory AChE.(22) Néhrada benzylu benzoylem nebo jeho Gplné odstranéni vede
ke ztraté aktivity. Naproti tomu substituce v poloze 3 methylem nebo nitroskupinou

aktivitu mirné zvysuje.(100, 102)
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Galantamin

Galantamin (4a,5,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-11-methyl-6 H-benzofuro
[3a,3,2-¢e.f][2]-benzazepin-6-0l) byl poprvé izolovan v roce 1952 z cibuli snézenky
Galanthus woronowii.(103) Tento terciarni alkaloid byl nasledné izolovan i z dalSich
rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Jeho vyhodou oproti jinym inhibitorim AChE je pfimé
pusobeni na nikotinové receptory. Toho bylo vyuzivano k antagonizaci
neuromuskularni blokady a neurologickych poruch. Hlavni uplatnéni nachézi v terapii
AD. Galantamin je na trhu od roku 2001 pod komeréni zna¢kou Reminyl®. Déle je ho
mozné vyuzit v 1é¢bé MG. Piisobenim na presynaptické N-receptory reguluje nejen
uvoliovani ACh, ale i dal§ich neuromediatorti (GABA, glutamova kyselina, serotonin
a noradrenalin) ovliviiyjicich pamétové funkce, ndladu a emoce.(104, 105)
Krystalograficka studie (1DX6) galantaminu v AChE z Torpedo califormica ukazuje,
ze galantamin interaguje s aktivnim mistem enzymu.(106) Pro inhibi¢ni aktivitu
galantaminu je podstatna pfitomnost dvojné vazby cyclohexenového kruhu,
hydroxylové skupiny na cyclohexenovém kruhu, terciarni aminoskupiny
a methoxyskupiny. Jejich obménou dochazi k ovlivnéni farmakodynamickych
a farmakokinetickych vlastnosti. Dvojna vazba cyclohexenového kruhu je ptitahovana
n systémem indolového kruhu Trp84. Hydroxylova skupina utvaii vodikovou vazbu
jednak pfimo s Glu199 (2.7 A) a dile s dvéma molekulami vody. Pfes jednu z nich
interaguje s NH skupinami Gly118, Glyl19 a Ala201. Druhd molekula vody pak
umoziuje spojeni s Tyr130 a Glyl17. Methoxyskupina galantaminu je v blizkém
kontaktu s Phe288 a Phe290 a déle tvoti vodikovou vazbu s hydroxylovou skupinou
Ser200. Na interakci se nepodili kvartérni dusik, jak je tomu u jinych inhibitora,
ale vysoka afinita rigidni struktury galantaminu je zplsobena vys$§im mnoZstvim

slabsich interakci (obr. 19).
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Obr. 19 Krystalova struktura lidské AChE s galantaminem 4EY6.(101) Enzym zobrazen ve stuzkovém

provedeni s naznacenym povrchem. Galantamin zobrazen erven¢. Obrazek byl vytvofen pomoci UCSF

Chimera.

Utinné latky lze ziskat esterifikaci hydroxylové skupiny v poloze 6.(107)
RovnéZ prevedeni tercidrni aminoskupiny na iminoskupinu zvySuje aktivitu, ¢ehoz
bylo vyuZito pifi pifipravé homo- a ucinnéjSich heterodimerickych derivati
interagujicich 1 s PAS. N-substituované derivaty jsou u¢innéj$i nez O-substituované

a jako nejvyhodnéjsi se jevi osmiclenny methylenovy spojovaci fetézec.(96, 108)

3.7 Myasthenia gravis

Myasthenia gravis (MG) je vzacné autoimunitni onemocnéni s vyskytem asi
100 ptipadl na milion obyvatel. Jednd se o polygenni onemocnéni, ale spoustécem
muze byt 1 infekce (herpetické viry, chlamydie). Postihuje vice Zeny hlavné mezi
25.a35. rokem, a muze kolem padesati let.(109, 110) Projevuje se svalovou ochablosti

zejména po veétsi fyzické zaté€zi. Projevy obvykle zacinaji nesymetrickou ptézou
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o¢nich vicek, postizenim svalii obli¢eje, poklesem koutkl, snizenou mimikou,
poruchami polykani a artikulace. Nasledné¢ mohou byt postizeny svaly krku a koncetin.
Progrese nemoci vede k respiracni insuficienci a selhani dechu.(111)

Pfi tomto onemocnéni dochazi k napadeni struktur postsynaptické membrany
receptoru nervosvalové ploténky protilatkami a nasledné k naruseni nervosvalového
pfenosu. Dochézi k postizeni zejména nikotinovych receptorti, blokovani vazebnych
mist pro ACh a nasledné imunitni reakci proti témto receptorim.(112) Protilatky jsou
zjistitelné v krevnim séru a slouZzi tak v diagnostice MG. Ve vice nez 60 % ptipada
jsou zjistény patologické zmény na brzliku. Thymektomie je tedy jeden
ze zvazovanych postupt terapie. Soucasna farmakoterapie je pro kazdého pacienta
individualni. Byva zalozena na inhibitorech AChE, jejichz ucinkem je jednak
nahromadéni ACh v synaptické Stérbin€ v disledku inhibice AChE a dale piimé
pusobeni na nikotinové receptory. V klinické praxi se pouziva pyridostigmin
(Mestinon®), ktery je lékem prvni volby. Déile je mozné vyuzit odlisnych
farmakologickych vlastnosti ambenonia (Mytelase®) a neostigminu (Syntostigmin®)
(obr. 20).(113, 114) Pro inhibitory AChE pouzivané v terapii MG je charakteristicky

kvartérni dusik, ktery snizuje moznost prostupu HEB a tim i centralni ptisobeni.(115)

Cl

ambenonium neostigmin

Obr. 20 Struktura slouc¢enin pouzivanych pfi terapii myasthenia gravis.

Pti nedostate¢né odpovédi na 1é€bu inhibitory AChE, zeyjména v pocatcich
1é¢by, jsou nasazeny latky potlacujici imunitu. Z kortikoidl je nejcastéji nasazen
prednison, jehoz davky jsou obvykle titrovany. Nejpouzivanéj$im imunosupresivum
je diky své dobré toleranci a niz§im vyskytem nezadoucich ucinka azathioprin.
Ptfi Spatné toleranci nebo nedostate¢né tucinnosti je vyuzivano cyklosporinu
(Equoral®), cyklofosfamidu (Endoxan®) nebo takrolimu (Advagraf®).(116) Stale vice

nabyvd na vyznamu biologicka 1é¢ba. Basiliximab (Simulect®) je monoklonalni
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protilatka proti receptoru pro interleukin 2 (IL-2).(117) Brzdi tak aktivaci dalSich
bun¢k imunitniho systému a rozvoj nezadouci imunitni reakce. Pro casty vyskyt
nezadoucich reakci, zejména Castych infekci, je od jeho uzivani ustupovano. T-bunky
pacientll s MG nesou na svém povrchu vice receptorti pro tumor nekrotizujici faktor
(TNF) nez je tomu u zdravych jedinct. K vychytavani TNF je vyuzivan fazni protein
etanercept (Enbrel®).(118) Zastupcem tzv. ,,antisense therapy* je monarsen, ktery se
nachazi ve fazi klinického testovani. Je to oligonukleotid, jehoZ mechanismus ucinku
je zalozen na navazani na mRNA kodujici monomerni izoformu AChE, jejiz zvysSeny
vyskyt byl pozorovan u pokusnych zvitat s navozenou MG. Nedochazi tak k syntéze

této rozpustné izoformy AChE, kterd u MG zvySuje degradaci ACh.(119)
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3.8 Molekulové modelovani

Metody molekulového modelovani pouzivame k pochopeni funkce molekul,
jejich struktury a interakei.(120) Rozvoj vypocetni techniky, tvorba klastri
studiu interakci potencidlniho lé¢iva s cilovou molekulou. Cesta nového 1éciva
do praxe trva vice jak deset let a stoji okolo 2 miliard dolarti.(121) Je potieba popsat
cestu molekuly organismem od absorpce, pies distribuci a metabolismus
az po vyluCovani. PocitaCova simulace mize pfispét k vyrazné tspore financnich
prostredkt, ke kvalitnéjSimu prozkoumani vlastnosti budouciho 1é¢iva a lepsi
predpovédi jeho ucinkl. Molekulové modelovani umoziiuje téz urcit stereospecificitu
latek. Mize objasnit neobvyklé pozorovani v pribéhu studia vlastnosti enzymu.
M4 znacnou predpovédni schopnost a vede k projektovani novych, G€inngjsich
sloucenin nebo uplné novych struktur, které nebyly odvozeny od strukturnich ryst
uz znamych sérii biologicky aktivnich latek. Pfes tivodni skepsi prokazala fada praci
dobrou shodu mezi molekulovym modelovanim a realitou. Svéd¢i o tom 1 velké
mnozstvi odbornych casopisit zabyvajicich problematikou pocitacové chemie
a molekulového modelovani.

Techniky molekulového modelovéni se snazi pomoci zjednoduseni fyzikalniho
modelu atomli popsat elektrostatické ¢i  dynamické chovani molekul
v mikroskopickém m¢éfitku. Z farmaceutického hlediska jsou nejzajimavé;si
makromolekuly proteinti a nukleovych kyselin, kde je vzhledem k soucasnému vykonu
pocitacii nutna zna¢na aproximace.

Podklady pro 3D strukturu jsou ziskany z rentgenografickych struktur nebo
z ab initio vypoCtu kvantovou mechanikou. Ziskana data se priméruji pro kazdy
atomovy typ nebo fragmenty molekul a jsou dale pouzity pfi vypoctu soufadnic
celkové geometrie molekuly. Pro charakterizaci energie se pouzZivaji dvé zakladni

metody vypoctu, a to teoretické a empirické.

3.8.1. Kvantova a molekulova mechanika
Teoretické metody vypoctu energie jsou zaloZené na kvantové mechanice
(QM). Krom geometrie a energie molekuly poskytuje i informaci o molekulovych

orbitalech — energeticky nejvySe obsazeném (HOMO) a nejnize neobsazeném
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(LUMO). Nejcastéji jsou pouzivany dva zakladni modely. Prvnim je model Hartreeho
a Focka (HF), ktery nezahrnuje elektronovou korelaci, a druhym je Mollerova-
Plessetova formulace poruchové teorie (MP2), ktera elektronovou korelaci zahrnuje
a hardwarové znacné€ narocnd, proto je pouzivana jen na malé systémy. Vypocetni
narocnost ¢astecné fesi semi-empirické modely, které zahrnuji jen valenéni elektrony
a prispévky ostatnich elektroni jsou nahrazeny empirickymi parametry.
Nejpouzivanéjsimi semi-empirickymi metodami jsou AM1 (122) a PM3.(123)
Empirické metody, na rozdil od kvantové mechaniky, vyuzivaji aproximace
vypoctli na atomové urovni, které jsou provadény na trovni elektronovych struktur.
ZjednoduSené¢ si lze pfedstavit atomy v tomto systému jako nabité kuli€ky o rizné
velikosti a tvrdosti dle atomového typu, které jsou spojené pruzinami piedstavujicimi
vazby a jejich torzni a vazebné tihly. Tato aproximace umoziuje sledovat rozsahlejsi
systtm. K vypoctu energii je vyuzivana molekulovd mechanika (MM),
ktera charakterizuje molekuly pomoci potencidlni energie.(124) Vychazi z predstavy
tzv. silového pole (force field), kdy je celkovd energie ddna souctem piispévkil
vazebnych a nevazebnych interakci dané konformace. Vazebné ptispévky jsou dany
odchylkou od rovnovazného stavu zptisobenou zménou délky vazeb, vazebnych thlu
a rotaci vazeb (obr. 21). Na nevazebnych pfispévcich se podileji inter-
a intramolekuldarni Coulombovy interakce, vodikové mistky, Londonovy,

van der Waalsovy a dipolové sily. Vypocet je vyjadien rovnici:

Etot = Estretch + Ebend + EvdW + Edih + Eelst + Ecros

kde E je celkova energie molekuly, Eguerch je piispévek dany zménou délkou vazeb, Epend 0dpovida
zménam vazebnych hld, E.ww prispévek van der Waalsovskych interakci, Egin pfispévek energie
ze zmén dihedralnich hlG, Eey pfispévky interakci parcidlnich naboji, Ecros spoleény piispévek

nékolika komponent k celkové energii (soucasna zména vazebného uhlu a délky vazby).(125)
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Obr. 21 Vazebné ptispévky molekuly do celkové energie silového pole (pfevzato z webovych stranek

NCBR).

K vypoctlim jednotlivych ¢lenli rovnice jsou pouZivany matematické vztahy,
jejichz parametry ziskdvame bud’ empiricky, nebo pfesnymi kvantové chemickymi
vypocty. Plivod parametrti pro vypocet silového pole pro délky vazeb a vazebné thly
pochazi z rentgenové krystalografie. Silové konstanty jsou ziskané z empirickych dat.
Tyto metody jsou vhodné zejména ke studiu konformacénich zmén vétsich molekul.
Nejcastéji pouzivana silova pole jsou MM3 (malé organické molekuly)(126), OPLS
(simulace v roztocich),(127) AMBER (128) a CHARMM (biopolymery).(129)

Zatimco u molekul vétSich jsme odkazani na metody semi-empirické ¢i
empirické, tak u malych molekul si mizeme dovolit pouzit velmi piesné metody
vypoctu. Nutnost dobré parametrizace je nevyhodou MM oproti QM. Je to ¢asove

naro¢na procedura, ale oproti QM nam umoziiuje sledovat podstatné vétsi molekuly.
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3.8.2 Energeticka minimalizace molekuly
Na zéklad¢ vztahu mezi geometrii a energickym stavem molekuly ziskame

hyperplochu potencidlni energie (PES - Potential Energy Surface, obr. 22).
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Obr. 22 Hyperplocha potencidlni energie (pfevzato z lit.(130)).

Nelinearni molekula ma celkem 3N - 6 vnitfnich soufadnic, kde N je pocet
atoml. S vyuzitim Bornovy-Oppenheimerovy aproximace Schrodingerovy rovnice
ziskdme 3N - 6 rozmérny prostor, ve kterém kazdy bod ptedstavuje geometrii
molekuly s pfifazenou potencialni energii.(131)

Néro¢nost vypoctl je dana poctem volné rotovatelnych vazeb a nastavenim
stupiiti rotace. Pro dvé vazby a 10 stupiiii rotace je to 36 x 36 = 1236 bodi mfizky,
které vytvafeji hyperplochu. Pro Sest vazeb je to pies dvé miliardy bodd,
coz je za hranici vykonu dneSnich pocitaci. Na hyperplose se nachazi n€kolik
vyznamnych bodt (obr. 23). Jsou to lokdlni minima, kterd odpovidaji stabilnim
polohdm jader a geometrii molekuly. Nejnizsi stav energie molekuly pak nazyvame
minimem globalnim. Naproti tomu sedlové body jsou koordindty s maximem energie,

pres které molekula prechazi do jiného lokalniho minima.
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Obr. 23 Hyperplocha potencialni energie (pfevzato z webovych stranek NCBR).

Pro dal§i vypocty je podstatna optimalizace geometrie molekuly
tj. minimalizace vSech pnuti v molekule. K vyhledavani minim lze vyuZit n¢kolika
zakladnich metod, z nichZ nejpfesnéjsi jsou prvni nebo druhé derivace energie podle
soufadnic.

V soucasné dob¢ je nejvice vyuzivano gradientovych metod v kombinaci
s druhou derivaci.(132) Vypocetni narocnost stoupd s konformacné bohatSimi
molekulami. U biopolymerii je vzhledem k enormnimu mnozstvi lokélnich minim

vysokd pravdépodobnost, ze vyslednd optimalizace skonci daleko od globalniho

minima. Proto byly vyvinuty specidlni metody, které pravdépodobnost nalezeni
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zvySuji. U simulovaného zihani dochazi k pomalému zahiivani molekuly a uvolnéni
vSech pnuti v molekule a naslednému ochlazovani, které by mélo systém dovést
do globalniho nebo jiného redlného minima (obr. 24).(133) Tohoto procesu lze vyuzit

jen u malych a stfedné velkych molekul.

O
zahfati na
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Obr. 24 Simulované zihani (pfevzato z webovych stranek NCBR).

3.8.3 Metoda Monte Carlo a molekulova dynamika

U biomakromolekul je PES nahrazena simula¢ni metodou, kterd poskytuje
strukturni a termodynamickou charakteristiku studovaného systému. Tyto metody
generuji velké mnozstvi ne piili§ odlisnych konfiguraci (10° a vice). Jednou z moZnosti
je molekulovd dynamika (MD), kterd na zakladé¢ vypoctu Newtonovy pohybové
rovnice klasické mechaniky (obr. 25) popisuje realné pohyby makromolekuly ¢i

systému v Case. (134)
F.=m, a
_dE [ dv
dr. dt

an

dE dzri dt
m;

dr, dt?

Obr. 25 Integrace Newtonovych pohybovych rovnic, kde m je hmotnost télesa, a;je zrychleni, r; je

vektor polohy, v; je rychlost a t je Cas. (pievzato z webovych stranek NCBR)
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Pti znalosti sil pisobicich na jednotlivé atomy molekuly Ize takto ptedpovédét
chovani systému v casovych usecich fadové desitek nanosekund. Pii kroku
1 femtosekunda je k simulaci trvajici 1 nanosekundu potteba provést pres jeden milion
vypocti. Simulovany tsek je dostatecné dlouhy k pozorovani nékterych jevii, reakci
rozpoustédla s makromolekulou ¢i naptiklad k ptipravé vlozeni modulatoru
do aktivniho mista enzymu. MD je metoda piisné deterministickd, coz znamena,
ze jakykoli stav systému v budoucnosti se principidlné da najit z jeho soucasného
stavu.

Dalsi moznosti je metoda Monte Carlo (MC), coz je metoda nahodného
prohledévani, kdy makroskopické chovani systému je statisticky ptredpovidano
na zaklad¢ ndhodné generovanych zmén mikroskopickych ¢asti. Vysledkem velkého
mnozstvi provedenych experimentii je vysoka pravdépodobnost vyskytu urcitého
jevu.(135) Pii generovani fetézce stavi metodou MC je casto pouzivano
Metropolisovo kritérium, podle néhoz je nasledujici stav systému automaticky
akceptovan, pokud je jeho energie nizsi nebo shodnd se stavem soucasnym.(136)
Simulaci MC je pouZitim vysokych teplot pokryt konformacni a konfiguracni prostor,
ktery je oddélen vysokymi energetickymi bariérami. U MD je vysoka teplota rizikem
pro poskozeni a nevratnou deformaci molekuly MD i MC vyuzivaji
ve vypoctech principy MM. Pro studium enzymovych reakci nebo jinych
acidobazickych ¢i redoxnich dé&jii je potfeba vyuzit hybridnich QM/MM metod,
QM simuluje reakéni centrum a substrat. Zbytek enzymu a rozpoustédlo je pak feSeno
rychlej§i MM.(137, 138) Struktura enzymu, jejimz zdrojem je naptiklad rentgenova
krystalografie, je doplnén o molekuly rozpoustédla. Po minimalizaci vychoziho stavu
je pseudondhodnym algoritmem pfidélena vS§em atomlm rychlost a systém je zahiat
na pozadovanou teplotu pro danou simulaci, pii které je pozorovana energie komplexu,
trajektorie atomti a dal§i parametry interakce. Pravdépodobnost, ze dojde k jevu,
ktery chceme pozorovat, je v§ak velmi mald. MiZeme ji zvysit systémem tzv. fizené
molekulové dynamiky, kterd spociva v aplikaci sily v Zadaném sméru na cast
atomu.(139) Techniky MD jsou zna¢né zdlouhavé a nékladné. Byly proto vyvinuty
zjednoduSené postupy MD pro interakci makromolekuly s nizkomolekularnimi

ligandy oznacované jako docking.(140)
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3.8.4 Molekulovy docking

Docking je jedna z velmi rozsifenych pocitacovych metod, kterda ndm
umoziuje predvidat zpusob interakce dvou molekul. Nejcastéji se jedna o ligand
a biomakromolekulu (obr. 26). Tato metoda hleda uspotadani, v jakém spolu mohou
tyto dvé molekuly interagovat. Pokud takové uspofadani existuje, najde nejvhodnéjsi
orientaci obou molekul z hlediska nejvétsi komplementarity a z hlediska maximalniho
poctu nevazebnych interakci a nejmensi energie celého systému.(141) Pomoci metod
molekulového modelovani mizeme odhadnout ztratu aktivity pro urcité analogické
slouceniny, coz umoziuje snizit pocet latek, které¢ by bylo zapotfebi nésledné
syntetizovat pii vyvoji novych lé¢iv. Jedna se o statickou metodu, ktera na rozdil

od MD neumoziiuje pohled na systém v Case.

Obr. 26 Mozné vazebné pozice pro ligand v molekule AChE dle dockingové simulace. Obrazek utvoren

v aplikaci UCSF Chimera.

Pro kvalitni dockingové studie je potfeba mit co nejkvalitnéjsi trojrozmérnou
strukturu systému. V soucasné dob¢ takové informace poskytuje rentgenova difrakce,
nuklearni magneticka rezonance nebo homologni modelovéani. Posuzujeme jeho

relevantni geometrii, flexibilitu, schopnost interakce s ligandem nebo pfitomnost
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molekul vody ve vazebném mist€. Pro zmenSeni vypocetnich narokd je potieba
identifikovat vazebné misto ligandu, coz je v pfipadé AChE a jejich modulatort
zejména aktivni misto a PAS. Protein Data Bank (PDB) je volné pfistupna databaze
3D struktur malych 1 velkych rozméra, ktera byla zaloZzena v roce
1970 v Brookhavenské narodni laboratofi.(142) Zahrnuje zejména proteiny
a nukleové kyseliny. V soucasné¢ dobé je zde ulozeno vice nez 170 krystalovych
struktur AChE 2z rGznych zivo¢icht (Mus musculus, Torpedo californica,
Homo sapiens, Electrophorus electricus) v Cisté formé¢ ¢i s vazanym ligandem
(galantamin, huperzin, HI-6). Pro srovnani v roce 2000 bylo téchto struktur 20.
Néroc¢nost této metody je ve flexibilité¢ interagujicich molekul a neznalosti
mista interakce. Existuje tedy nékolik milionii moznych uspotddani, které je potfeba
prozkoumat. Mezi metody dockovani patii vkladani rigidniho ligandu do rigidniho
receptoru, flexibilniho ligandu do rigidniho receptoru, flexibilniho ligandu
do flexibilniho receptoru ¢i dockovani dvou proteint.(141, 143) U rigidnich struktur
pocitadme s Sesti stupni volnosti (3 translacni a 3 rotacni). Konformacni zmény zvysuji
vypocetni narocnost experimentu a vyzaduji tedy jeho zjednoduSeni. Jedna z moZnosti

spociva ve zmenseni prostoru prohledavani miizkou. Pro interakce s ligandem je pak

predpocitan tzv. grid (obr. 27).(144)

Obr. 27 Zjednoduseni prohledavani pomoci mfizky. Pfevzato v manualu pro AutoDock 4.
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O ligandu je uvazovano jako o molekule slozené z rigidnich ¢asti spojenych
flexibilnimi mustky a konformacni zmény jsou provadény stochastickymi
nebo systematickymi metodami.(145) Systematické algoritmy prohledavaji vSechny
stupné volnosti. Lze je rozdélit na konformacéni prohledavani, fragmentacni metody
a databazové metody (obr. 28). Zatimco konformacni prohledavani generuje vSechny
mozné kombinace a je tak vypocetné znacné narocné, tak fragmentani metody
nejprve dokuji rigidni fragment ligandu do aktivniho mista makromolekuly a nasledné
jsou pripojené flexibilni ¢asti. Databazové metody pak dokuji do aktivniho mista
rigidni struktury ligandu ziskané z databazi s definovanymi konformaénimi stavy
ligandu.(146)

Stochastické metody prohledavaji konformaéni prostor pomoci ndhodnych
zmén stavovych proménnych. V soucasné dobé€ je nejvyuzivanéjsi metodou geneticky
algoritmus (GA) a jeho kombinovand forma s lokdlnim prohleddvanim (LGA —
Lamarckian genetic algorithm).(147) GA popisuje konformaci pomoci genu
a ndhodnym kiizenim gent je prohledavan konformacni prostor. Vstupni populace ma
v chromozomech uloZeny informace nahodnych konformaci a hodnoty jednotlivych
proménnych. Nova generace vznikd kiizenim, mutaci a selekci ptvodnich geni
za vzniku evoluén¢ dokonalejSich jedinct. Kvalita se generacné zvysuje a k zastaveni
vypoctu dojde po ziskani dostatecné kvality feSeni. Dalsi stochastickou metodou je
MC, kterda pro pfijeti ¢i odmitnuti konformace pouziva Boltzmannovu

pravdépodobnostni funkeci.(148)

A Pre-generate ensemble of conformations B orient the ri gid fragment

B ®

C Score all conformations
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Obr. 28 K prohledavani prostoru jsou vyuzity rizné konformace, orientace a polohy ligandu.
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Pro vypocet volné energie jsou pouzivany skorovaci funkce, které ohodnocuji
konkrétni pozici ligandu na zakladé zjisténych mezimolekularnich interakct, jako jsou
van der Waalsovy sily, vodikové mistky, hydrofobni interakce, solvatacni
nebo sterické interakce.(149, 150) Volna energie je tak definovana zménou enthalpie
a entropie. Cim niz$i ma konformace energii, tim je stabilngj3i.(151)

Pro molekulovy docking existuje velké mnozstvi programil volné¢ dostupnych
¢1 komercnich. Nejvice pouzivané programy pro docking jsou: AutoDock (152),
DOCK (153),GOLD (154), FlexX (155) Vina (125). Spojeni s pocitatovou grafikou
umoziuje vizualizaci intermolekularni interakce mezi ligandem
a biomakromolekulou. Programy obsahuji grafické rozhrani, pfipadné lze vyuzit

k vizualizaci i jiny software jakoPymol, Chimera (156) ¢i VMD.(157)
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4. Metodicka cCast

4.1 Chemikalie a charakteristika pripravenych sloucenin

Chemikélie a rozpoustédla pouzité v této praci byly zakoupeny od firmy
Aldrich a Merck v kvalit¢ “Cisty”. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna
na deskach DC-Alufolien Cellulose F. Chromatogramy byly vyvijeny vzestupnym
zpusobem v chromatografickych komorach nasycenych parami mobilni faze, nejdiive
dve hodiny po naliti elu¢ni soustavy. Slozeni mobilni faze — butanol : kyselina octova
:voda—5:1:2. K detekci kvartérnich latek bylo pouzito Dragendorfovo ¢inidlo. TLC
slouzilo k monitorovani pribéhu reakce, ovéieni Cistoty noveé syntetizovanych latek
a ke stanoveni reten¢niho faktoru (Rf).

Spektra NMR byla méfena na piistroji Varian Gemini 300 (‘H 300 MHz,
3C 75 MHz, Palo Alto CA, USA). Hodnoty chemickych posund jsou uvedeny
v jednotkach ppm a jsou vztazeny dimethylsulfoxidu. Hodnoty interakénich konstant
J jsou uvedeny v Hz. Spektra byla zpracovana programem Mestrec (Mestrelab
Research, verze 4.8.6.0, University of Santiago de Compostela, Spané&lsko). Signaly
jsou uvedené jako s (singlet), d (dublet), t (triplet) a m (multiplet). Teploty tani byly
meéfeny na bloku Boétius PHMK 05 (VEB Kombinat Nagema, Radebeul, Némecko).
Jejich hodnoty nebyly korigovany. Elementarni analyzy (C, H, N) byly provedeny
na pfistroji Perkin-Elmer 2400 (PerkinElmer, Waltham, USA).

Pti ptipravé slouCenin byly pouzity postupy bézné pouzivané v organické
syntéze. V piipadé¢ znamych latek se jednalo o reprodukci jiz popsanych postupt,
u latek novych bylo postupovéano per analogiam.(158) Latky byly charakterizovany
obvyklym zpiisobem, tj. teplotou tani, 'H NMR a '3C NMR spektry.
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4.2 Princip stanoveni aktivity modulatora cholinesteras

Ptesné stanoveni aktivity modulatort cholinesteras je nutné pro popsani vztahu
mezi strukturou a €inkem a je zakladnim piedpokladem pro nadvrh novych substanci
tohoto typu. Pro kvartérni inhibitory bylo pouzito titrimetrického stanoveni.
Pro takrinové derivaty a reaktivatory pak bylo vyuzito fotometrickych metod. Hodnoty
LogP, molekulové hmotnosti a polarniho povrchu molekuly byly vypocteny pomoci
programu Molinspiration (Bratislava, Slovensko) a CS ChemOffice Ultra ver. 10.0
(CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).(159, 160)

4.2.1 Titrimetricka stanoveni

Afinita syntetizovanych latek k enzymu (AChE) byla testovana standardnim
in vitro pokusem.(161) Byl sledovan vliv koncentrace testované latky v reakénim
médiu na aktivitu AChE. Afinita pfipravenych slouc¢enin k AChE je reprezentovana
disocia¢ni konstantou komplexu enzym-inhibitor (Kpis). Vyssi hodnota Kpis odpovida
ubytku afinity ligandd k enzymu. Enzym AChE §tépi pfidany substrat — acetylcholin-
jodid (AChl) za wvzniku cholinu (Ch) a kyseliny octové (AA)

(schéma 5).

0] AChE \ OH
7 \ I 7 \

AChl Ch AA

Schéma 5 Stépeni substratu enzymem.

Pomoci titratoru je udrzovano pH reak¢ni smési na hodnoté 8 dotitrovavanim
uvolnéné kyseliny octové roztokem NaOH. Spotfeba NaOH je tmérna mnozstvi
kyseliny octové, ktera vznikla rozkladem AChI enzymem (AChE). Pti reakci AChE
s inhibitorem se sniZuje aktivita enzymu. Je-li aktivita AChE sniZena, snizi se

1 mnoZstvi kyseliny octové vzniklé pii rozkladu AChI a tim 1 spotieba roztoku NaOH.
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Chemikalie

Jako zdroj enzymu byl pouzit 10% (w/v) homogenidt mozku bilého
laboratorniho potkana (kmen Wistar). Uspana zvifata byla usmrcena vykrvenim
z karotidy a mozek byl vyjmut a oplachnut studenym fyziologickym roztokem.
Homogenizace byla provedena v destilované vodé pomoci Ultra-turrax homogenizéru
pti 20000 ot. / min. po dobu 1 min. 2 ml tohoto homogenatu byly vlozeny do zkumavek
a byly uchovany pfi -35°C. Rozmrazeny byly az tésn¢ pred pouzitim. K méfeni byly
piipraveny roztoky 0.01 M NaOH na titraci kyseliny octové, 0.02 M roztok
acetylcholin-jodidu (AChI) a 3 M roztok NaCl.

Viastni postup meérent

K 0.200 ml roztoku heteroareniovych soli o dané koncentraci (od 107 do 10!
M) bylo ptidano 19.8 ml vody, 2.5 ml roztoku chloridu sodného a 0.5 ml homogenatu
potkaniho mozku. Potom byly pfidany 2.0 ml roztoku substratu — AChl. Enzymova
aktivita byla zjiSt€éna pomoci automatického titratoru RTS 822 (Radiometer
Copenhagen) sloZzeného z pH metru, automatického titratoru

a zapisovace.

Vypocty

Aktivity intaktniho a kvartérni latkou inhibovaného enzymu byly odecteny
ze zavislosti spotfeby roztoku hydroxidu sodného na case, kterd je pifimo imérna
titrované kyseliné octové uvolnéné hydrolyzou acetylcholinu. Z naméfenych hodnot
aktivit bylo vypocitano procento inhibice AChE. Disociac¢ni konstanta (Kpis) byla
ziskana nelinedrni regresi ze zavislosti enzymové aktivity na koncentraci
heteroareniovych soli. Pro vypocet byl pouZit program GraphPad Prism (verze 3.02

pro Windows; vyrobce GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.2.2 Fotometricka stanoveni

Pro stanoveni aktivit byla pouzita Ellmanova metoda, kdy se ke kvantifikaci
reakce pouzivaji produkty schopné interakce s viditelnym svétlem. Thiocholin, ktery
je produktem hydrolytického Stépeni substratu, reaguje

s 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoovou) kyselinou (DTNB). Produktem je krom smésného
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disulfidu 5-sulfanyl-2-nitrobenzoovy aniont (TNB"), ktery poskytuje zluté zbarveni

s absorpénim maximem pii 412 nm (schéma 6).(162)

AChE

\ 4 s__0O ~ HO
~ Z —_— N
AN T NMo~sn %
NO,
COOH

~ ! u I s COOH
Mg+ T + Y
|
S\QCOOH NO,
COOH NO,

NO,
Schéma 6 Princip fotometrického stanoveni.

Chemikalie a viastni postup méreni

Pro stanoveni byla pouzita lidskd rekombinantni AChE a plazmatickd BChE.
Jako substratu bylo pouZito acetylthiocholin-jodidu a bytyrylthiocholin-jodidu.
Aktivita pfipravenych modulatori byla méfena pomoci vicekomorového
spektrofotometru Sunrise (Tecan, Salzburg, Rakousko). K pfipravenému roztoku
cholinesterasy bylo v kyveté ptidano 20 pl fosfatového pufru a Cerstvé pfipraveny
roztok 0.4 mg/ml DTNB. Nasledné& byl pfidan testovany modulator (100 mM — 1 nM;
5 ul) a celd smés byla inkubovana 5 minut. Poté byl pfidan piislusny thiocholin-chlorid
(1 mM) ve fostatovém pufru (20 pl). Smés byla po dalSich 5 minutach inkubace

protiepana a odectena absorbance pii vinoveé délce 412 nm.

Vypocty
Procento inhibice (I) bylo vypocitano z namétenych hodnot jako pomér zmény
absorbance zpusobenou aktivitou moduldtoru (Aj) vi¢i zméné absorbance
neinhibovaného enzymu po ptidani fosfatového pufru (Ao).
AA;

| = (E)x 100

ICso byla ur€ena za pouZiti programu Origin 6.1 (Northampton, MA, USA).
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4.3 Molekularni modelovani

Docking je metoda, kterd predikuje interakce mezi ligandem a studovanym
enzymem na zaklad¢ vstupnich dat a definovanych parametrii. Z voln¢ dostupnych
programi byl pro docking vyuzit AutoDock 3.0.5 a AutoDock 4.2 (MGL, The Scripps
Research Institute, La Jolla, USA). (144, 163) Dockingové simulace vyuzivaji
pro vypocet volné energie semi-empirickych metod. Silové pole je definovano
na zaklad¢ velkého mnozstvi experimentdlné¢ popsanych interakci ligand-enzym.
Pro kvantitativni popis komplexace ligandu s enzymem je rozhodujici vypocet

Gibbsovy energie, kterd odpovida asociaci v roztoku:

AC}binding,solution = A(}binding,vacuo + A(}solvation(EI) - AGSOlVEltiOH(E"‘I):

kde AGvindingvacuo je ziskana z dockingovych simulaci a zména volné energie
po solvataci ligandu, enzymu a jejich komplexu je odhadnuta z experimentalné

popsanych interakei (obr. 29).(164)

AG

J.lirm’irrg.'umw.l
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Obr. 29 Schéma metody pro vypocet Gibbsovy energie. Pfevzato z manualu pro Autodock 3.0.5.
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Vlastni proces mlizeme rozd¢lit do nékolika kroki:

Vyber a priprava enzymu a jeho modulatori

Zdrojem enzymu pro docking byla proteinova databaze PDB, které obsahuje
vice nez 170 krystalovych struktur AChE a 41 BChE. Krystaly jsou z n€kolika druhi
organismt — Homo sapiens (hAChE), Mus musculus (mAChE), Torpedo californica
(tcAChE), Electrophorus electricus (€éAChE). Mohou obsahovat navazané ligandy
(takrin, donepezil, HI-6), kovalentné vazané inhibitory (OFI) ¢i byt ve volné formé.
Dostupné jsou v riizném rozliSeni, resp. kvalité. Enzym nebyva kompletni, nékteré
¢asti chybi a je nutné je pomoci softwaru domodelovat, ptidat atomy vodiku, vypocist
naboje a strukturu nasledné minimalizovat. Nepoldrni vodiky jsou vymazany a jejich
naboje slouceny s ptislusnymi atomy uhliku. Vystupni soubor je ve formatu PDBQT.
Obsahuje tedy informaci o polarnich vodicich, atomovych typech, parcidlnich
nabojich a atomovych koordinatech.

Pro docking byly nejcastéji pouzity krystalové struktury AChE 2GYU, 2GYY,
INSM,1ACJ a 2JEZ.(22, 165-167) Pro BChE pak 3DJY, 1POI, 1IPOM a 2PMS.
(27, 167, 168) Jednotlivé ligandy byly pfipraveny v programu ChemOffice, kde byly
1 optimalizovany Hartree-Fockovou metodou s bazi 6-31G*. Pro vypocet nabojt
pro jednotlivé atomy ligandu byl pouzit modul antechamber ze skupiny programii
Amber (AMBER Software, University of California, San Francisco, USA).(169)
Mezi testované modulatory byly zafazeny slouCeniny pfipravené v ramci této prace,
kterd navazuje na praci diplomovou. Ddéle slouceniny piipravené na Katedie
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Karlovy Univerzity a Katedie toxikologie

Univerzity obrany.(170-175)

Vypocet mrizky

Rychlé hodnoceni energie systému je uleh¢eno ptedpocitanim potencidlni
energie pro kazdy bod pfedem definované miizky (obr. 30). Miizka je pocitana
pro definované atomové typy. Nastaveni vzdalenosti mezi jednotlivymi body se
pohybuje mezi 0.2 a 1 A a pocet bodii se voli tak aby miizka obsahla v§echna mozna

vazebna mista pro ligand. (176)
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Obr. 30 Grid pro zjednoduseni vypoctu. Pfevzato z manualu pro Autodock 3.0.5.

Pro vypocty byla zvolena mtizka zahrnujici celou kavitu o rozmérech 90x90x90 bodi

a vzdalenosti mezi body 0.2-0.375 A pro riizné typy vypo&ti.

Nastaveni parametri vypoctu

Idealn& nastaveny proces nalezne globalni minimum interakéni energie mezi
ligandem a proteinem prohledanim vSech stupiii volnosti daného systému.
Ke konfiguracnimu prohleddvani prostoru bylo pouzito metod LGA (Lamarckian
Genetic Algorithm) a metody simulovaného Zihani (SA). Vypocet byl nastaven
na 100-200 sérii, velikost populace 50200, mutace 0.02, kiizeni 0.8 a RMSD 1.5 A.
Ostatni parametry byly ponechdny na ptednastavenych hodnotich. AutoDock
potiebuje tedy pro vypocet gridovou mapu, PDBQT soubor s ligandem
a definované parametry vypoctu.

AutoDock 4 nabizi moznost volby flexibilnich ¢asti enzymu. Flexibilita je

ve vypoctech omezena na rotamery aminokyselin v misté pfedpokladané vazby
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ligandu. Vyssi pocet zvolenych flexibilnich vazeb rozsituje prohledavany konformacni

prostor a zvySuje naroky na vypocetni techniku.

Hodnoceni vysledkii

Ligand nabizi rGzné stupné volnosti — posun, rotace, flexibilita vazeb.
Pro kazdy krok je spocitana energie, kterd je porovnana s predchéazejici konfiguraci.
Hodnoty nejvyhodnéjSich pozic jsou zaznamenany a nejbliz§i pozice jsou ulozeny
podle pfedem definovanych parametrii do klastra. Klastry s nejvyssim poctem c¢lenti
a zaroven s vysSim energetickym ohodnocenim by mély popisovat interakei vérnéji
nez klastry s niz§im po¢tem ¢lend, avsak s nejvyssi energii. K analyze byl z kazdého
klastru vybran zastupce s nejlepsim skore.

K analyze vysledki lze pouzit program AutoDockTools, ktery obsahuje
nastroje pro hodnoceni klastrii, konformacnich podobnosti a vizualizaci konformaci
a vazebnych interakci systému. Dalsi programy pouzité pro hodnoceni vysledkii byly
VMD a Chimera. Vysledky experimentli byly srovndvany s experimentalnimi daty

z in vitro pokust a literatury.
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5. Experimentalni ast

5.1 Syntéza inhibitoru cholinesteras

5.1.1 Piiprava monokvartérnich inhibitora

Vsechny monokvartérni derivaty byly piipraveny dle uvedeného schématu 7.
Substituovany pyridin byl rozpustén v acetonu a néasledn¢ piidan nadbytek
methyljodidu. Smés byla nechdna za stalého michani pod refluxem. Produkt byl
po vychladnuti vysrazen etherem, vyloucené krystaly byly odfiltrovany

a prekrystalizovany z n-butanolu.

R

N aceton
+ CH;l -

Z
N

Schéma 7 Piiprava monokvartérnich derivati pyridinu.

4-[(hydroximino)methyl]-1-methylpyridinium-jodid (K024)
CH=NOH

Vytézek 45 %.

T.t. 179-180 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.15 (d, 2H, J = 6.0, ArH), 8.65 (s, 1H, NOH), 8.39
(d, 2H, J = 6.0, ArH), 8.26 (s, 1H, Ar-CH), 4.39 (s, 3H, N*-CHs).

13C NMR (75 MHz, DMSO): 5 163.32, 147.73, 146.42, 125.31, 48.00.
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4-karbamoyl-1-methylpyridinium-jodid (K025)
CONH,

Vytézek 68 %.

T. t. 269-270 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.07 (d, J = 6.00 Hz, 2H, ArH), 8.43 (s, 2H, NH>),
8.23 (d, J= 6.00 Hz, 2H, ArH); 4.60 (s, 3H, N*-CH3).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 163.32, 147.71, 146.42, 125.31, 48.03.

1-methylpyridinium-jodid (K001)

Vytézek 71 %.

T.t. 117-118°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.98 (d, J= 5.57 Hz, 2H, ArH), 8.57 (t, J=7.82 Hz,
1H, ArH), 8.12 (t, J=7.09 Hz, 2H, ArH), 4.34 (s, 3H, N*-CHj3).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 146.25, 145.75, 128.37, 48.67.

4-kyano-1-methylpyridinium-jodid (K143)
CN

Vitezek 48 %.
T. t. 198 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.26 (d, J = 6.62 Hz, 2H, ArH), 8.67 (d, J = 6.33 Hz,
2H, ArH), 4.40 (s, 3H, N*-CHs).
13C NMR (75 MHz, DMSO): & 146.88, 130.38, 114.73, 48.91.

4-(N'-hydroxykarbamimidoyl)-1-methylpyridinium-jodid (K144)
C(NH ,)=NOH

Vytézek 67 %.

T.t. 197 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): 6 10.90 (s, 1H, NOH), 8.93 (d, J = 6.84 Hz, 2H, ArH),
8.26 (d, J=6.93 Hz, 2H, ArH), 6.41 (s, 2H, NH>), 4.30 (s, 3H, N*-CH3).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 147.36, 146.94, 145.26, 122.33, 47.34.

4-(dimethylamino)-1-methylpyridinium-jodid (K146)
N(CH 3),

Vytézek 98 %.

T. t. 248 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.22-8.18 (m, 2H, ArH), 7.03-6.99 (m, 2H, ArH),
3.89 (s, 3H, N*-CHz), 3.16 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 146.28, 142.76, 107.39, 43.92.
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4-benzyl-1-methylpyridinium-jodid (K020)

Vytezek 56 %.

T. t. 181 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.19 (d, J = 6.57 Hz, 2H, ArH), 8.34 (d, J = 6.45 Hz,
2H, ArH), 7.63 (t, J=7.82 Hz, 2H, ArH), 7.85-7.81 (m, 2H, ArH), 7.79 (m, 1H, ArH),
4.44 (s, 3H, N*-CH3), 3.33 (s, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 151.19, 146.40, 134.75, 134.11, 130.16, 129.03,
127.23, 126.39, 48.11.

4-fenyl-1-methylpyridinium-jodid (K017)

Vytezek 81 %

T.t. 169 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.00 (d, J = 7.06 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 7.06 Hz,
2H, ArH), 8.09-8.04 (m, 2H, ArH), 7.66 (t, J = 2.09 Hz, 2H, ArH), 7.64 (d, J = 1.80
Hz, 1H, ArH), 4.32 (s, 3H, N*-CH3).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 154.22, 145.55, 133.50, 132.02, 129.65, 128.00,
124.05, 47.03.
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4-acetyl-1-methylpyridinium-jodid (K147)
COCH ,

Vytézek 66 %.

T.t. 179 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.17 (d, J= 6.61 Hz, 2H, ArH), 8.46 (d, J=6.71 Hz,
2H, ArH), 4.40 (s, 3H, N*-CH3), 2.73 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 195.63, 147.95, 146.96, 125.42, 48.15, 27 .41.

4-tert-butyl-1-methylpyridinium-jodid (K016)
C(CH 3)

Vytezek 80 %.

T. t. 123-124 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.87 (d, J = 7.08 Hz, 2H, ArH), 8.14 (d, J= 7.01 Hz,
2H, ArH), 4.28 (s, 3H, N*-CHs), 1.33 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 169.26, 144.84, 124.57, 46.92, 36.10, 29.47.

64



4-hydroxymethyl-1-methylpyridinium-jodid (K148)
CH,OH

Vytézek 82 %.

T.t. 130 °C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO): & (ppm) 9.01 (d, J = 6.61 Hz, 2H, ArH), 8.42
(d, J=6.71 Hz, 2H, ArH), 4.81 (s, 2H) 4.48 (s, 3H, N*-CH3).

13C NMR (75 MHz, DMSO): & (ppm) 162.01, 144.76, 123.85, 61.06, 47.24.

5.1.2 Priprava biskvartérnich inhibitora
Pyridinové derivaty

Ptiprava pyridinovych derivati probihala dle schématu 8. Pyridin byl
rozpustén v dimethylformamidu (DMF) a pfidan pfislusny dibromid. Reakce
probihaly za stalého michéni pod refluxem nékolik hodin. Produkt byl vysrazen

etherem, vznikl¢é krystaly byly odfiltrovany a piekrystalizovany v acetonitrilu.

N DMF o T
| + Br(CH,) Br ———— || P
N n
Br Br

Schéma 8 Priprava pyridinovych derivatu.

1,1'-methandiylpyridinium-dibromid (K210)

Vytézek 34 %.
T. t. 270-272 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.64 (d, J = 5.58 Hz, 4H, ArH), 8.80 (t, J = 7.82 Hz,
2H, ArH), 8.40-8.27 (m, 4H, ArH), 7.45 (s, 2H, CH>).
13C NMR (75 MHz, DMSO): & 148.89, 146.03, 128.80, 76.32.

1,1'-ethan-1,2-diyldipyridinium-dibromide (K211)

Br \
+
=
\ / Br-
Vytezek 38 %.

T. t. 302-303 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.12 (d, J = 5.78 Hz, 4H, ArH), 8.68 (t, J = 7.82 Hz,
2H, ArH), 8.21 (t, J = 6.74 Hz, 4H, ArH), 5.32 (s, 4H, N*-CH,).

13C NMR (75 MHz, DMSO): & 146.82, 145.53, 128.58, 59.54.

1,1'-propan-1,3-diyldipyridinium-dibromid (K212)

| X X
+ +
N~ _ N
Br Br

Vytezek 71 %.

T. t. 245-247 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): & 8.98 (d, J = 5.64 Hz, 4H, ArH), 8.46 (t, J = 7.81 Hz,
2H, ArH), 8.02 (dd, J = 7.69, 6.70 Hz, 4H, ArH), 4.58 (t, J = 7.40 Hz, 4H, N*-CH,)
2.49 (m, 2H, N*-CH»-CH>).

13C NMR (75 MHz, DMSO): 5 146.05, 145.19, 128.40, 57.65, 31.98.

1,1'-butan-1,4-diyldipyridinium-dibromid (K213)

AN ]
| + Br
/NM\/\NJ’/
Br
NN
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Vytezek 64 %.

T. t. 244-246 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.16 (d, J = 5.54 Hz, 4H, ArH), 8.62 (t, J=7.81 Hz,
2H, ArH) 8.17 (dd, J = 7.68, 6.74 Hz, 4H, ArH), 4.71 (t, J = 5.71 Hz, 4H, N*-CH,),
1.96 (m, 4H, N*-CH,-CH»).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.82, 145.19, 128.34, 59.93, 27.37.

1,1'-pentan-1,5-diyldipyridinium-dibromid (K214)

AN X
| + +
Br Br

Vitezek 17 %.

T. t. 198-199 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 9.17 (d, J = 5.72 Hz, 4H, ArH), 8.62 (t, J = 7.76 Hz,
2H, ArH), 8.26-8.12 (m, 4H, ArH), 4.64 (t, J = 7.39 Hz, 4H, N*-CHa), 2.06-1.90
(m, 4H, N*-CH,-CH>), 1.29 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.74, 145.00, 128.28, 60.33, 30.12, 21.98.

1,1'-hexan-1,6-diyldipyridinium-dibromid (K215)

AN B}
N+ Br
2NN N+/
Br |
NN
Vytezek 54 %.

T. t. 244-246 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO):  9.18 (s, 4H, ArH), 8.61 (t, J = 6.84 Hz, 2H, ArH), 8.17
(t, J = 6.18 Hz, 4H, ArH), 4.63 (t, J = 6.48 Hz, 4H, N*-CH,), 1.91 (s, 4H, N*-CHa-
CH»), 1.31 (s, 4H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): & 145.69, 144.95, 128.24, 60.61, 30.55, 24.88.
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1,1'-heptane-1,7-diyldipyridinium-dibromid (K341)

N N
| + +
No~~~ A
Br Br
Vytezek 24 %.

T. t. neméfena (amorfni).

"H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.85 (d, J = 5.59 Hz, 4H, ArH), 8.54 (t, J = 7.87 Hz,
2H, ArH), 8.07 (t, J = 7.06 Hz, 4H, ArH), 4.61 (t, J = 7.35 Hz, 4H, N'-CH>),
2.09-1.93 (m, 4H, N*-CH,-CH>), 1.34 (s, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO): & 145.65, 144.91, 128.21, 60.95, 30.64, 27.21, 22.96.

1,1'-oktan-1,8-diyldipyridinium-dibromid (K342)

Br o
+
= N*’\/\/\/\/N Z
| Br
NN
Vytezek 47 %.

T. t. 195-196 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): & 8.84 (d, J = 5.91 Hz, 4H, ArH), 8.59-8.50 (m, 2H,
ArH), 8.07 (t, J = 7.01 Hz, 4H, ArH), 4.60 (t, J = 7.30 Hz, 4H, N*-CH,), 2.01
(t,J = 6.71 Hz, 4H, N*-CH,-CH>), 1.33 (s, SH).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.60, 144.89, 128.18, 60.31, 28,61, 27.35, 24.97.

1,1'-nonan-1,9-diyldipyridinium-dibromid (K343)

X XN
| + +

N o~~~ N s
Br Br

Vytézek 63 %.

T. t. neméfena (amorfni).
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'H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.85 (d, J = 5.58 Hz, 4H, ArH), 8.54 (t, J = 7.86 Hz,
2H, ArH), 8.06 (t, J = 7.12 Hz, 4H, ArH), 4.60 (t, J = 7.33 Hz, 4H, N*-CH,), 2.00
(t,J = 6.93 Hz, 4H, N*-CH»-CH>), 1.31 (s, 10H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.56, 144.86, 128.16, 60.32, 28.70, 27.76, 27,64,
24.98.

1,1'-dekan-1,10-diyldipyridinium-dibromid (K344)

- AN
Br 'L
y N+ N _~
| Br
X
Vytszek 60 %.

T. t. 196-198 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.85 (d, J = 5.79 Hz, 4H, ArH), 8.53 (d, J = 7.87 Hz,
2H, ArH), 8.07 (t, J = 7.02 Hz, 4H, ArH), 4.61 (t, J = 7.30 Hz, 4H, N"-CH,), 2.01
(t,J = 6.70 Hz, 4H, N*-CH»-CH>), 1.28 (s, 12H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.48, 144.82, 128.11, 60.35, 28.71, 27.77, 27.65,
24.97.

1,1'-undekan-1,11-diyldipyridinium-dibromide (K345)

X X
| + +
~.N N, ~
Br Br
Vytézek 76 %.

T. t. neméfena (amorfni).

"H NMR (300 MHz, DMSO): § 8.75 (d, J = 5.52 Hz, 4H, ArH), 8.44 (t, J = 7.87 Hz,
2H, ArH), 7.97 (t, J = 7.13 Hz, 4H, ArH), 4.51 (t, J = 7.34 Hz, 4H, N"-CH»), 1.91
(dd, J =9.67, 4.39 Hz, 4H, N"-CH»-CH>), 1.18 (s, 14H).

3C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.44, 144.79, 128.09, 60.35, 28.73, 27.87, 27.83,
27.59, 25.03.
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1,1'-dodekan-1,12-diyldipyridinium-dibromid (K346)

| N N Br
N
/ N N+/
Br |
X
Vytézek 82 %.

T. t. 140-141 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO): & 8.97-8.80 (m, 4H, ArH), 8.53 (d, J = 7.86 Hz, 2H,
ArH), 8.07 (t, J = 7.10 Hz, 4H, ArH), 4.61 (t, J = 7.29 Hz, 4H, N*-CH), 2.27
(d, J = 24.44 Hz, 4H, N*-CH,-CH,), 2.02 (s, 16H).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 145.42, 144.77, 128.08, 60.45, 29.03, 28.86, 28.52,
28.48, 25.46.

Isochinolinové derivaty
Ptiprava isochinolinovych derivati probihala dle schématu 9. Isochinolin byl
rozpustén v acetonitrilu a pfidan pfisluSny dibromid. Reakce probihaly za stalého

michéani pod refluxem nékolik hodin. Produkt byl vysrdzen etherem, vzniklé krystaly

byly odfiltrovany a ptekrystalizovany v acetonitrilu.
| A BH(CH) B acetonitril | A TN
r r ————>
N T BrCR); N, N
™,
Br Br

Schéma 9 Piiprava biskvartérnich isochinolint.
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2,2'-methandiyldiisochinolinium-dibromid (K291)

N N
+ +
NN A
Br Br

Vitezek 15 %.

T. t. 257-258 °C.

'H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): & 10.88 (s, 2H, ArH), 9.32 (d, J = 6.82 Hz,
2H, ArH), 8.81 (d, J = 6.81 Hz, 2H, ArH), 8.61 (d, J = 8.22 Hz, 2H, ArH), 8.55
(d, J = 8.21 Hz, 2H, ArH), 8.32 (m, 2H, ArH), 8.03 (m, 2H, ArH), 6.01 (s, 2H, N*-
CHy).

13C NMR (75 MHz, DMSO): § 150.00, 136.83, 136.73, 134.82, 131.05, 130.21,
127.12, 127.09, 125.68, 78.43.

2,2'-ethane-1,2-diyldiisochinolinium-dibromid (K292)

Br M\
— N
\ /N+—-/_ —
Br

Vytézek 21 %.
T. t. 282283 °C.
"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.29 (s, 2H, ArH), 8.93 (d, J = 6.81 Hz,
2H, ArH), 8.69 (d, J = 6.79 Hz, 2H, ArH), 8.47 (d, J = 8.23 Hz, 2H, ArH), 8.29
(d, J = 7.60 Hz, 2H, ArH), (t, J = Hz, 2H), 8.05 (t, J =7.60 Hz, 2H, ArH), 5.22
(s, 4H, N"-CH»).
3C NMR (75 MHz, DMSO): § 149.97, 136.81, 136.71, 134.80, 131.01, 130.20,
127.11, 127.10, 125.67, 61.43.

2,2'-propane-1,3-diyldiisochinolinium-dibromid (K293)

\ | \
| + +
/Nv\/N =
Br Br
Vitzek 58 %.
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T. t. 244-246 °C.

'H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): & 10.28 (s, 2H, ArH), 8.91 (d, J = 6.81 Hz,
2H, ArH), 8.64 (d, J = 6.78 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.24 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J= 8.23 Hz, 2H, ArH), 8.26 (t, J = 7.59 Hz, 2H, ArH), 8.07 (t, J = 7.60 Hz, 2H,
ArH), 4.96 (d, J=7.13 Hz, 4H, N*-CHy), 2.91 (d, J = 7.13 Hz, 2H, N*-CHy-CH,-CH,).
13C NMR (75 MHz, DMSO d6): & 149.98, 136.81, 136.70, 134.79, 131.03, 130.19,
127.13, 127.11, 125.69, 61.30, 34.85.

2,2'-butan-1,4-diyldiisochinolinium-dibromid (K294)

A i
+ Br
/QW\NP
r
AN

Vytézek 1.11 g (60 %).

T. t. 263 °C.

"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.25 (s, 2H, ArH), 8.86 (dd, J = 6.78, 0.97
Hz, 2H, ArH), 8.62 (d, J = 6.80 Hz, 2H, ArH), 8.49 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J = 8.19 Hz, 2H, ArH), 8.29-8.21 (m, 2H, ArH), 8.10-8.03 (m, 2H, ArH), 4.84
(s, 4H, N*-CH») 2.14 (s, 4H, N"-CH,-CH>).

3C NMR (75 MHz, DMSO): § 149.93, 136.83, 136.71, 134.80, 131.05, 130.20,
127.14, 127.09, 125.71, 61.31, 34.89.

2,2'-pentan-1,5-diyldiisochinolinium-dibromid (K295)

A N
| + +
Br Br

Vytezek 16 %.

T. t. 207-209 °C.

'H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): & 10.29 (s, 2H, ArH), 8.89 (d, J = 6.79 Hz,
2H, ArH), 8.61 (d, J = 6.80 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.24 Hz, 2H, ArH), 8.35
(d, J=8.22 Hz, 2H, ArH), 8.25 (dd, J = 8.03, 7.12 Hz, 2H, ArH), 8.07 (t, J = 7.59 Hz,
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2H, ArH), 4.78 (t, J = 7.24 Hz, 4H, N*-CH, ), 2.19-2.07 (m, 4H, N*-CH»-CH>), 1.39
(td, J = 7.13 Hz, 2H, N"-CH»-CH,-CH>).

3C NMR (75 MHz, DMSO): § 149.97, 136.92, 136.75, 134.85, 131.10, 130.25,
127.14, 127.13, 125.75, 60.32, 34.92, 31.90.

2,2'-hexan-1,6-diyldiisochinolinium-dibromid (K296)

AN -
+ Br
2N NN\
Br
NN
Vtszek 40 %,

T. t. 233-235 °C.

"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.26 (s, 2H, ArH), 8.87 (dd, J = 6.79, 1.07
Hz, 2H,ArH), 8.61 (d, J = 6.79 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.22 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J =8.23 Hz, 2H, ArH), 8.29-8.21 (m, 2H, ArH), 8.07 (dd, J=11.19, 4.03 Hz, 2H,
ArH), 4.76 (t, J = 7.35 Hz, 4H, N"-CH>), 2.11-1.97 (m, 4H, N"-CH2-CH>), 1.40
(s, 4H, N"-CH,-CH»-CH>).

B3C NMR (75 MHz, DMSO): & 149.89, 136.81, 136.69, 134.81, 131.04, 130.20,
127.13, 127.09, 125.71, 60.49, 34.91, 31.91.

2,2'-heptan-1,7-diyldiisochinolinium-dibromid (K297)

X B
| + +
N~~~ NA
Br Br
Vytezek 26 %.

T. t. 205-207 °C.

"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.26 (s, 2H, ArH), 8.87 (d, J = 6.78 Hz,
2H, ArH), 8.61 (d, J = 6.78 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.24 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J=8.18 Hz, 2H), 8.28-8.21 (m, 2H, ArH), 8.07 (dd, J = 11.22, 3.97 Hz, 2H, ArH),
4.74 (t, J = 7.31 Hz, 4H, N*-CH>), 2.03 (dd, J = 12.61, 6.07 Hz, 4H, N*-CH»-CH>),
1.34 (m, 6H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO): § 150.31, 137.17, 136.99, 134.33, 131.22, 131.20,
127.77, 127.00, 126.21, 61.21, 33.90, 32.35, 31.67.

2,2'-oktan-1,8-diyldiisochinolinium-dibromid (K298)
- f \
Br N+
+
Z >N NN =

| Br

X
Vytézek 53 %.
T.t. 221-223°C.
'H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.23 (s, 2H, ArH), 8.86 (d, J = 6.80 Hz,
2H, ArH), 8.61 (d, J = 6.79 Hz, 2H, ArH), 8.36 (d, J = 8.28 Hz, 2H, ArH), 8.25
(dd, J=8.03, 7.18 Hz, 2H, ArH), 8.07 (t, /= 7.61 Hz, 2H, ArH), 4.73 (t, J = 7.37 Hz,
4H, N*-CHa), 2.04 (dd, J = 7.95, 7.32 Hz, 4H, N*-CH»-CH>), 1.31 (m, 8H).
13C NMR (75 MHz, DMSO): & 149.83, 136.81, 136.72, 134.81, 131.04, 130.21,
127.15, 127.09, 125.71, 60.55, 35.09, 32.00, 30.31.

2,2'-nonan-1,9-diyldiisochinolinium-dibromid (K299)

X N
| + +
Br Br
Vitszek 30 %.

T. t. 160-162 °C.

'H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): & 10.23 (s, 2H, ArH), 8.86 (d, J = 6.73 Hz,
2H, ArH), 8.61 (d, J = 6.77 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.23 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J=8.21 Hz, 2H, ArH), 8.25 (t, J = 7.57 Hz, 2H, ArH), 8.07 (t, J = 7.59 Hz, 2H,
ArH), 4.73 (t, J = 7.33 Hz, 4H, N*-CHa), 2.00 (s, 4H, N*-CH,-CHb), 1.29 (m, 10H).
13C NMR (75 MHz, DMSO): § 149.82, 136.77, 136.66, 134.81, 131.03, 130.21,
127.13, 127.11, 125.71, 60.57, 35.09, 32.03, 30.31, 28.44.
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2,2'-dekan-1,10-diyldiisochinolinium-dibromid (K300)
Br oo
= N+/\/\/\/\/\/N_ Z
| Br
N
Vytézek 45 %.
T. t. 221-224 °C.
"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.22 (s, 2H, ArH), 8.86 (dd, J=6.79, 1.10
Hz, 2H, ArH), 8.62 (d, J = 6.80 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.22 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J = 8.20 Hz, 2H, ArH), 8.29-8.21 (m, 2H, ArH), 8.11-8.03 (m, 2H, ArH), 4.73
(t,J=7.37 Hz, 4H, N"-CH>), 2.00 (s, 4H, N"-CH>-CH>), 1.26 (m, 12H).
3C NMR (75 MHz, DMSO): § 149.61, 138.17, 137.69, 134.63, 132.01, 130.63,
128.31, 127.88, 127.07, 62.33, 36.00, 32.65, 28.80, 28.75.

2,2'-undekan-1,11-diyldiisochinolinium-dibromid (K301)

AN XX
| + +

/NV\/\/\/\/\/N =
Br Br

Vytézek 51 %.

T. t. 180-182 °C.

"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.22 (s, 2H, ArH), 8.86 (dd, J = 6.80, 1.12
Hz, 2H, ArH), 8.62 (d, J = 6.81 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.18 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J = 8.22 Hz, 2H, ArH), 8.30-8.21 (m, 2H, ArH), 8.11-8.03 (m, 2H, ArH), 4.73
(t, J=7.37 Hz, 4H, N'-CH»), 2.01 (dd, J = 9.23, 3.43 Hz, 4H, N'-CH»-CH>), 1.25
(m, 14H).

3C NMR (75 MHz, DMSO): § 150.37, 137.19, 136.96, 134.24, 131.25, 131.20,
127.73, 126.95, 126.17, 61.45, 34.13, 32.66, 31.84, 29.25, 29.19.
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2,2'-dodekan-1,12-diyldiisochinolinium-dibromid (K302)

AN .
+ Br
N Wv\ -
= _ N+
Br |
NN
Vytézek 52 %.

T. t. 225-227 °C.

"H NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 10.22 (s, 2H, ArH), 8.86 (dd, J = 6.79, 1.05
Hz, 2H, ArH), 8.62 (d, J = 6.80 Hz, 2H, ArH), 8.50 (d, J = 8.24 Hz, 2H, ArH), 8.36
(d, J=8.22 Hz, 2H, ArH), 8.29-8.22 (m, 2H, ArH), 8.07 (dd, J = 11.19, 4.03 Hz, 2H,
ArH), 4.73 (t, J = 7.37 Hz, 4H, N'-CH,), 2.07-1.95 (m, 4H, N*-CH,-CH>), 1.24
(m, 16H).

BC NMR (75 MHz, DMSO): & 149.82, 136.77, 136.68, 134.80, 131.04, 130.21,
127.11, 127.08, 125.70, 60.61, 35.08, 32.07, 30.30, 28.69, 28.59.
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5.2 Molekularni modelovani a biologické hodnoceni modulatori cholinesteras

5.2.1 Redocking

Redocking slouzi k ovéfeni metodiky nastavené pro in silico studium interakci
modulator-enzym. Z PDB databaze je vybrana krystalova struktura s navazanym
ligandem. V nasem pfiipad€é jde o struktury s takrinem (1ACJ) a biskvartérnim
bis-7-takrinem (2CKM).(177) Enzym je ptipraven pro simulace dle vySe uvedeného
postupu (str. 57). Totozny ligand je pfipraven pro docking pomoci ChemOffice.
Vysledkem spravné nastavené metodiky by méla byt vyznamna shoda mezi
rentgenovou strukturou a nejlépe energeticky ohodnocenym konformerem

nejpocetnéjsiho klastru dockingové simulace (obr. 31 a 32).

GLU3 27 4
W

-

Obr. 31 Metodika byla ovéfena na molekule takrinu. Energeticky nejvyhodnéjsi pozice z klastru
zobrazena fialové. Enzym je ve stuzkovém zobrazeni, vyznamna rezidua jsou zvyraznéna a takrin

zobrazen zeleng.
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PHE330

Obr. 32 Redocking bis-7-takrinu ukazal dobrou shodu. Energeticky nejvyhodnéjsi pozice z klastru

zobrazena zluté. Vyznamné aminokyseliny a bis-7takrin z rentgenové krystalografie v trubicovitém

zobrazeni v barevném provedeni dle atomovych typt.
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5.2.2 Porovnani krystalografickych struktur

Sofwarova vizualizace ndm umoziuje vzajemné¢ porovnat krystalové struktury
obsazen¢ v PDB databazi. Mlizeme napiiklad porovnavat rozdily v 3D struktuie
enzymu mezi jednotlivymi organismy i orientaci a pohyblivost rezidui ve vztahu
k vazanému ligandu (obr. 33). Se ziskanymi poznatky tak miizeme vybrat pro simulace

vhodnou strukturu enzymu. V piipadé flexibilniho dockingu pak usnaniuje vybér

pohyblivych vazeb makromolekuly.

Obr. 33 Vizualizace piekryvu Sesti vybranych struktur tcAChE (1ZGB, 1UT6, 2CKM, 2W6C, 1U65,
31GZ, 1GPN).

Pti porovnani nékolika vybranych struktur tcAChE zjistime, Ze vétSina ze 14
aromatickych rezidui tvoricich kavitu je dle pfedpokladii rigidnich. Jedna se o Phe120,
Trp233, Tyr70, Trp432, Tyr121, Phe331, Phe288 a Phe290. Pohyblivost rezidui Trp84,
Tyr130, Tyr442 a Tyr334 zjisténa v simulacich molekularni dynamiky nebyla v Zadné
krystalové struktuie pozorovana.(178) Naproti tomu obrovskou flexibilitou disponuji
rezidua Phe330 a Trp279.

Phe330 tvoii s Tyr121 hrdlo kavity. Zména konformace otevira nebo uzavira
vstup k jejimu dnu. Ve vSech krystalovych strukturdch je Tyr121 ve stejné pozici
a bude tedy strukturou rigidni. Naproti tomu Phe330 je diky své flexibilité rozhodujici
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pro vstup substratu k aktivnimu mistu enzymu. Za rozdilné konformace jsou

zodpovédné n—n a kation-r interakce, které utvari Phe330 s riiznymi ligandy (obr. 34).

Obr. 34 Prekryv krystalovych strukrur enzymu se zaméfenim na flexibilitu Phe330.

Trp279 formuje s Tyr70 periferni anionické misto, které hraje klicovou roli
v pfitazeni a vsunuti substratu do kavity a odstranéni produktd z ni. Flexibilita Trp279
je podstatna pro stabilizaci ligandd, které interaguji soucasné s CAS i PAS (donepezil,
bis-7-takrin) pomoci m-m a kation-t interakci (obr. 35). Aromaticka jadra jsou
nositelem silného kvadrupdlového momentu, ktery je disledkem oddéleni
n—elektronového oblaku pod a nad rovinu jadra. m-w interakce si tak 1ze predstavit jako
vzajemné pusobeni dipold dvou aromatickych jader. Kation-n interakce
je elektrostatickd interakce mezi kvadrupdlem arométu a piisluSnym kationtem,

na které se podili 1 dal$i jevy jako indukované dipdly, polarizovatelnost, disperzni sily

atd.(179)
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Obr. 35 Prekryv krystalovych struktur enzymi se zamétenim na flexibilitu Trp279.

Flexibilitu jednotlivych rezidui v ramci simulaci Ize fesit dockingem ligandu
do nékolika riznych struktur AChE liSicich se pozici téchto rezidui nebo volbou
rotamert v Autodocku 4.2.

Krystalova struktura krom enzymu a ptipadného ligandu obsahuje molekuly
vody. Voda je kli¢ovy faktor mnoha chemickych a biologickych pochodl v organismu.
Pti porovnani krystalovych struktur miZeme zjistit, ze molekuly vody se v ur¢itém
prostoru kavity vyskytuji vZdy a jejich maximalni odchylka od stfedové hodnoty
je 0.5 A (obr. 36). Takové molekuly vody miizeme oznadit jako strukturni a lze se
domnivat, Ze se svymi interakcemi podili na 3D struktufe enzymu a hraji kli¢ovou roli
pfi stabilizaci komplexu ligand-enzym. V dockingovych simulacich je tfeba s touto
vodou pocitat nejen kvuli interakcim s ligandem, ale i kviilli nezanedbatelnému

sterickému branéni.
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Obr. 36 Vizualizace porovnani krystalografickych struktur v zaméfeni na molekuly vody.

5.2.3 Molekularni modelovani a biologické hodnoceni reaktivatori

Oximové reaktivatory se ve spojeni s atropinem vyuzivaji jako G¢inné antidota
pii otravé NPL. Pro jejich Ucinek je nezbytna dostate¢nd afinita k enzymu. Jejich
slabsiho inhibi¢ni u¢inku a vazbé na dosud neinhibovany enzym lze vyuzit k profylaxi
pted otravou OFI.

V ramci spole¢ného feSeni grantu NATO (CBP.EAP.CLG 983024) KTOX
a Institute of Medical Research and Occupational Health (Zahteb, Chorvatsko) bylo
zkuméno né€kolik novych reaktivatort AChE a BChE (obr. 37). Vyznam BChE
pfi otravach je ve vychytavani a neutralizaci molekul NPL diive, neZ se dostanou
k AChE v nervovych synapsich. BChE tak lze vyuzit jako bioscavenger, kdy podani
¢istého enzymu zvysuje LDso OFIL.(180) Reaktivatory pak uvolnuji BChE pro pfijeti
dalsi molekuly OFI.
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Obr. 37 Struktury studovanych oximul.

V ramci prace byla testovana schopnost oximil reaktivovat AChE a BChE
inhibovanou tabunem a paraoxonem. Zdrojem BChE byla lidska plazma a pro AChE
erytrocyty. Ke stanoveni enzymovych aktivit byla pouzita Ellmanova metoda.(162)

Z velkého mnozstvi ziskanych pozic v dockingové simulaci byly vybrany ty, v nichz
se oximové skupina nachazi 5-6 A od fosforylovaného aktivniho mista enzymu.
Predpokladame, Ze tato pozice vede dale k utvofeni tranzitniho stavu mezi oximem
a fosforylovanym enzymem. VSechny oximy utvafely velmi podobné interakce

v BChE i AChE. V inhibované BChE utvaii oximy n-n interakci s Trp82 a vodikové
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mustky s His438 a Leu286. Vzdalenost oximové skupiny od fosforylované¢ho ser198
se pohybovala okolo 5 A (obr. 38).

—

Asp74 K127 Val288

S
- v
, Ala328 “ N ’ v Leu286
Q ¢ | 74 ,
1 s —(¢
¢ O GR ¢ Phe329
Trp82 ¢ \v AN
X\ iy | Ser198
His438 \ 2 iR

Obr. 38 Vizualizace interakce oximu K127 a aktivhim mistem tabunem inhibované BChE.

V inhibované AChE pak utvafi jedno z jader oximu tzv. sendvi¢ové uspotradani
s Trp286 a Tyr124, kde mezi jadry plsobi kationt-w interakce. Ty stabilizuji i druhé
z jader mezi Tyr337 a Phe338. Jadra s amidoskupinou jsou vazana v PAS
a aminoskupina utvari vodikové mistky s Glu285 a Ser298. Oximova skupina pak

tvoii vodikové mustky s His447 (obr. 39).
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Glu285

Trp86

Obr. 39 Oxim K203 v tabunem inhibované AChE.

Pfi porovnani molekularnich modelt oxim@ v inhibované BChE a AChE je
patrné, ze pro stabilizaci druhého jadra oximu jsou podstatna aromaticka jadra PAS,
ktera jsou v BChE nahrazena alifatickymi rezidui. Prostorové umisténi oximu je tedy
v BChE jiné a snizuje se tak pravdépodobnost utvoteni tranzitniho stavu nukleofilnim
atakem na fosforylovany serin. Kavita BChE je mnohem vétsi a ke spravné orientaci
oximové skupiny by bylo vhodné zavedeni objemnéjSich substituentli nebo skupin
utvarejich silnéjsi nevazebné interakce se strukturami BChE.

Trimedoxim je G€inny reaktivator AChE a diky své afinit¢ k enzymu i slabsi
inhibitor. Strukturné je velmi podobny obidoximu. Ellmanovou metodou byla afinita
trimedoximu stanovena na ptiblizné¢ 82 mM. Krystalova struktura siln€jSiho inhibitoru

obidoximu je dostupna v PDB databazi (obr. 40).
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Obr. 40 Porovnani dockingové simulace trimedoximu a krystalové struktury obidoximu.

Jedno z pyridinovych jader je stabilizovano kationt—n interakcemi mezi jadra
Trp286 a Tyr72 a oximova skupiny utvaii vodikovy miistek (3.2 A) s karbonylovym
kyslikem Val282. Druhé z jader utvaii kationt-wt interakce s aromatickym povrchem
Tyr337 a Tyr341. Kyslik oximové skupiny pak tvoii vodikovy mustek s molekulou
vody Wat368 (obr. 41).
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Obr. 41 Vizualizace trimedoximu v kavit¢ enzymu. Jedno z jader je sevieno mezi Trp286 a Tyr72
a druhé interaguje s elektonovym systémem aromatickych struktur kavity a dale utvati vodikové vazby

s molekulou strukturni vody.

Naproti tomu reaktivator HI-6 utvaii sendvicové uskupeni s Tyr124 misto
Tyr72. Dusik 4-karboxamidové skupiny tvoii vodikovy mustek s molekulou vody
Wat260 (2.8 A) a karboxylovy kyslik této skupiny pak s dusikem Ser298 (2.9 A).
Druhé jadro pak utvaii slabsi interakce s Tyr337, Phe338 a Tyr341. Kvartérni dusik
tvoii slabsi vodikovy mistek s Tyr124 a kyslik oximové skupiny pak silngjsi vodikovy
mustek s dusikem Phe295 (obr. 42). Pozice druhého jadra a hlavné oximové skupiny
je odlisné od trimedoximu a obidoximu, coz mize byt vysvétlenim, pro¢ HI-6 neni

schopnd vyznamné reaktivovat AChE inhibovanou tabunem.
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Obr. 42 Vizualizace interakce HI-6 s rezidui kavity.
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5.2.4 Molekulové modelovani a biologické hodnoceni monokvartérnich inhibitora
Nové syntetizované pyridinové derivaty maji schopnost inhibovat AChE.
Inhibi¢ni Gc¢innost je v porovnani s biskvartérnimi derivaty nizsi. Jejich inhibi¢ni

aktivity a vypoctené vlastnosti jsou uvedené v tabulce (tab. 1).

Tabulka 1 Struktura, in vitro biologicka aktivita a fyzikdlné-chemické vlastnosti testovanych

monokvartérnich inhibitort.

No | Oznaceni | AChE ICso [mM] | log P* | log P* | TPSA* MW=
1 K024 2.254 -4.016 | -1.725 | 36.477 130.958
2 K025 3.981 -5.206 | -4.532 | 46.979 129.952
3 K001 0.197 -4.199 | -3.252 | 3.885 99.68
4 K143 0.902 -4.766 | -3.734 | 27.677 116.54
5 K144 2.060 -5.317 | -4.792 62.5 142.247
6 K146 0.033 -3.546 | -3.130 | 7.123 145.586
7 K020 0.622 -2.132 | -2.560 | 3.885 187.89
8 K017 0.449 -2.311 | -2.276 | 3.885 171.089
9 K147 0.258 -4.544 | -3.526 | 20.956 135.224
10 KO016 0.169 -2.373 | -2.815 | 3.885 165.867
11 K148 N -5.537 | -4.168 | 24.113 124.5

# poitano v ChemOffice

* pocitano v Molinspiration
Do dockingovych simulaci byly zatfazeny monokvartérni derivaty syntetizované
v rdmci této prace a slouceniny pripravené na pracovisti KTOX. Zpisob interakce je
u vSech monokvartérnich derivatii dle dockingovych simulaci obdobny. Aromatické
jadro utvari s Trp286 a Tyr72, ptipadné Tyrl124, sendvicové uspofadani pomoci
kationt-nt interakci — graficky znazornéno na ptipadu 10-methylakridininium-jodidu
(obr. 43). Pozice na dné kavity je energeticky mén¢ vyhodné a pocet jedinct v takovém
klastru je velmi maly (graf 1).

ICso pro 10-methylakridinium-jodid (MA) byla 1.68 uM pro AChE a 3.54 uM
pro BChE. MA je tedy neselektivni inhibitor. Diky svym fyzikaln&-chemickym
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vlastnostem (log P =-0.32, PSA = 3.88 A%) ma nizky priinik HEB a jeho mozné vyuziti
je tak v profylaxi otravy NPL ¢i jako soucast 1écby MG. V profylaxi se uplatiiuje
1 afinita kvartérnich inhibitor k muskarinovym receptoriim a jejich antagonistické
pusobeni.(181) Testovani inhibi¢ni schopnosti MA na M receptorech bylo provedeno
podle zavedeného postupu.(182) MA byl shleddn alosterickym nekompetitivnim
inhibitorem s ICso= 1.90 uM pro M2 receptor.(183)

»
24

\\ | . \

Obr. 43 Orientace MA v PAS enzymu. MA tvoii sendvi¢ové uspoiadani s Trp286 (3.45 A) a Tyr124
(3.48 A).
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Graf 1 Cetnost klastrii a jejich energetické ohodnoceni pro MA.
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5.2.5 Molekulové modelovani a biologické hodnoceni biskvartérnich inhibitora
Syntetizované biskvartérni derivaty maji schopnost inhibovat AChE ve vétsi

mife nez inhibitory monokvartérni. Jejich inhibicni aktivity a vypoctené vlastnosti jsou

uvedené v tabulkéach (tab. 2 a 3). Biskvartérni pyridinové a isochinolinové inhibitory

maji vypoétenou hodnotu polarniho povrchu 5.4 A2,

Tabulka 2 Struktura, in vitro biologicka aktivita a fyzikalné-chemické vlastnosti testovanych

biskvartérnich pyridinovych derivati.

n Oznaeni | AChE ICso [uM] log P* log P * MW:

1 K210 407.9 -5.231 -5.836 170.405
2 K211 187.9 -7.034 -5.834 187.207
3 K212 128.16 -7.191 -5.790 204.009
4 K213 69.15 -8.034 -5.744 220.810
5 K214 49.56 -7.501 -5.651 237.612
6 K215 27.59 -6.976 -5.549 254.414
7 K341 15.36 -6.447 -5.161 271.216
8 K342 1.77 -5.918 -5.307 288.018
9 K343 0.89 -5.389 -5.161 304.819
10 K344 0.272 -4.862 -4.988 321.621
11 K345 0.076 -4.331 -4.780 338.423
12 K346 0.15 -3.802 -4.516 326.528

# pocitano v ChemOffice

* pocitano v Molinspiration
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Tabulka 3 Struktura, in vitro biologicka aktivita a fyzikalné-chemické vlastnosti testovanych

biskvartérnich isochinolinovych derivata.

n Oznadeni ICso [uM] log P*# log P * MW:

1 K291 244 .832 -2.883 -4.725 258.389
2 K292 97.213 -4.686 -4.719 275.19
3 K293 74.657 -4.843 -4.578 291.992
4 K294 15.86 -5.686 -4.413 308.794
5 K295 10.99 -5.157 -4.006 325.596
6 K296 0.817 -4.628 -3.501 342.398
7 K297 0.151 -4.099 -2.996 359.199
8 K298 0.176 -3.57 -2.490 376.001
9 K299 0.051 -3.041 -1.985 392.803
10 K300 0.051 -2.512 -1.480 409.605
11 K301 0.043 -1.983 -0.975 426.407
12 K302 0.076 -1.454 -0.470 443.208

# pocitano v ChemOffice

* pocitano v Molinspiration

Vsechny testované heteroareniové derivaty jsou stfedné silnymi reverzibilnimi
inhibitory acetylcholinesterasy. Jejich disocia¢ni konstanty reprezentuji jejich afinity

k enzymu. Ve vSech ptipadech byly ziskany sigmoidal dose-response kiivky (graf 2).
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Graf 2 Zavislost aktivity AChE na koncentraci testovanych isochinolinovych derivati.(160)
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Pro molekulové simulace byly pouzity derivaty syntetizované v ramci této
préce a slou€eniny syntetizované na pracovisti KTOX. Byl sledovan vliv spojovaciho
fet¢zce a charakteru dusikatého heterocyklu na afinitu k enzymu.
Pti sledovani zavislosti inhibi¢ni aktivity na poctu Clenii fetézce pozorujeme nizkou
afinitu u jedno az tfi ¢lenného fetézce. Afinita s délkou fetézce pak roste k cca jedenacti
¢lentiim, kde dosahuje nejvyssi hodnoty a s dale rostoucim fetézcem se jiz nezvysuje
(graf 3). Na vysledcich molekulového modelovéani isochinolinovych derivati lze

vysvétlit toto pozorovani.

450

400 4 ——isochinoliny —=—pyridiny

¥ ¥ ¥ "
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

délka spojovaciho retézce

Graf 3 Zavislost afinity na délce spojovaciho fetézce syntetizovanych biskvartérnich derivati.
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V ptipadé¢ jedno az ti uhlikatého spojovaciho fetézce je jedno z aromatickych
jader poutdno pomoci kationt—m interakci mezi Trp 286 a Tyr124 PAS a tvoii
sendvi¢ovou strukturu. Retézec sméfuje do kavity a druhé jadro interaguje
s aromatickym systémem Tyr337 a Tyr341 (obr. 44). Pravdépodobnost této pozice je
velmi vysoka (graf 4 a 5).
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Graf 4 Cetnost klastri a jejich energetické ohodnoceni pro isochinolinovy derivat K291.
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Graf 5 Cetnost klastri a jejich energetické ohodnoceni pro isochinolinovy derivat K292.
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Obr. 44 Interakce derivatu K291 s enzymem.

Bis-isochinolinovy derivat se ¢ty  uhlikatym fetézcem poskytuje
v nejéetnéjSim a energeticky vyhodnéj$im klastru obdobné interakce jako derivaty
s kratS8im spojovacim fetézcem. Druhy nejcetnéjsi klastr pak je jednim z jader
pfitahovan kationt-n interakcemi k Trp86 (obr. 45, graf 6). To miZze vysvétlovat

skokovy rozdil v aktivitach v souvislosti s rostoucim spojovacim fetézcem.
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Graf 6 Cetnost klastrii a jejich energetické ohodnoceni pro isochinolinovy derivat K294.
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Obr. 45 Vizualizace dockingové simulace derivatu K294. Cervené je nejlepsi vysledek z nejéetngjsiho

klastru. Modfe nejlepsi vysledek z druhého nejcetnéjsiho klastru.
Jiz od pétiuhlikatého spojovaciho fetézce jsou isochinolinové derivaty schopné
kationt-m interakci s obéma anionickymi misty soucasné (obr. 46). S rostouci délkou

fetézce je pak umoznéna vyhodnéj$i orientace aromatickych ¢asti derivatu vici
enzymu (graf 7).
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Graf 7 Cetnost klastrii a jejich energetické ohodnoceni pro isochinolinovy derivat K295.
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Obr. 46 Predpokladana orientace biskvartérnich derivati s delSim fetézcem v kavité¢ enzymu.

S délkou spojovaciho fetézce sice volna vazebna energie nadale roste (graf 8),
avSak od wurcité velikosti klesd cCetnost energeticky nejvyhodnéjSiho klastru.
Od jedenactiuhlikatého spojovaciho fetézce vySe pak pozorujeme vétSi Cetnost
vysledkl (graf 9), kdy je jedno z jader umisténo v PAS a druhé je mimo kavitu
(obr. 47). Derivat uz je natolik rozmérny, Ze jeho celé umisténi v kavité je méné
pravdépodobné. Timto lze vysvétlit Ubytek inhibi¢ni aktivity s dale rostoucim

fet€zcem.
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Graf 8 Zavislost dockovaci energie na délce spojovaciho fetézce.
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Obr. 47 Vizualizace dockingové simulace derivatu K302. Pozice Trp286 je mezi dvéma jadry

isochinolinového derivatu, kdy jedno z jader je umisténo mimo kavitu.
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Graf 9 Cetnost klastri a jejich energetické ohodnoceni pro isochinolinovy derivat K302.

Jednou ze strukturnich obmén je zavedeni alternativnich ¢lenti do spojovaciho
fetézce — =zavedeni heterocyklli, ndhrada uhliku kyslikem ¢i dusikem atd.
U aromatického cyklu zavedeného do spojovaciho fetézce predpokladdme tvorbu
n-1 interakei zejména ,,edge-to-face® charakteru (obr. 48). Omezeni flexibility
spojovaciho fetézce se projevi tvorbou vétsiho mnozstvi vicecetnych klastra (graf 10).
Z provedenych simulaci 1ze predpokladat, ze tato obména se stejné jako zavedeni

dvojnych vazeb projevi na afinité negativng.
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Graf 10 Klastrova analyza isochinolinového derivatu JBCH57.
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Obr. 48 Vizualizace energeticky nejvyhodnéjsi pozice isochinolinového derivatu JBCH57 v enzymové

struktufe.
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5.2.6 Molekulové modelovani a biologické hodnoceni takrinovych derivati

Takrin byl prvni latkou pouzivanou v terapii AD, ale kvtli ¢astému vyskytu
nezadoucich reakci bylo od jeho uzivani upusténo. Cilem mnoha pracovist’ je ptipravit
derivat takrinu s dostate¢nou Uc¢innosti a potlaenymi nezadoucimi ucinky. Jednou
z takovych sloucenin je 7-MEOTA.(184)

V dal$im experimentu bylo syntetizovano a testovdno nékolik derivati
s alkylovym fetézcem piipojenym pies amino skupinu. 7-MEOTA byla alkylovana
prislusnymi bromalkany v prostiedi KOH/DMSO (schéma 10). Vznikl¢ baze byly
probublavanim chlorovodiku pfevedeny na hydrochloridy a krystalizovany

z acetonitrilu s vytézkem 16 az 63 %.(185)

R
NH, HN

(0]
+ -Br - >
N/ Hel diethylether/HCI N/ Hel

Schéma 10 Priprava derivati 7-MEOTA.

Inhibi¢ni schopnosti derivatl byly testovany Ellmanovou metodou na rekombinantni
hAChE a plazmatické BChE (tab. 4). Derivat 5 z této série ma diky dostatecnému
inhibi¢nimu plsobeni a vysoké selektivit¢ nejvyhodnéjsi parametry pro vyuziti

v terapii AD. Derivaty 5-8 jsou u¢innéjsi inhibitory nez takrin nebo 7-MEOTA. Jejich

rozdélovaci koeficienty jsou ale vySsi nez 5.
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Tabulka 4 Stanovené hodnoty 1Cso pro AChE a BChE.

Oznaceni R AChE BChE SI
I1Cs0 pM ICso pM (BChE ICso/ AChE ICso)
1 -CoHs 66.05 97.07 1.47
2 -C3H7 9.24 69.7 7.54
3 -C4Ho 21.2. 63.84 3.01
4 -CsHi 6.65 16.43 2.47
5 -CeHi3 0.10 1.03 10.30
6 -C7H;5 0.27 0.04 0.15
7 -CsHiy 0.36 0.12 0.33
8 -CoHy9 1.56 0.36 0.23
9 -Ci1oH2: a a a
10 -C11Has a a a
11 -C12H>zs 1.01 a a
12 -C13Hz7 99.91 a a
13 -C14Ha9 45.53 a a
14 -C15H31 a a a
THA 0.5 0.023 0.05
7-MEOTA 15.0 21.0 1.40

a inhibice nebyla pozorovana

Dockingové simulace nabizeji, obdobné jako takrin ¢i 7-MEOTA, dva velmi

pocetné klastry. U energeticky vyhodné&j$i pozice dochazi k n-m interakcim s Trp86

a Tyr337. Orientaci nenasyceného kruhu nesouciho methoxyskupinu urcuji vodikové

mustky mezi touto skupinou, molekulami vody a Glu202 (obr. 50). V porovnani

s takrinem jsou tak nasyceny a aromaticky kruh orientovany obracené. Ve druhém

klastru je pak pozorovano sendvi¢ové uspotfadani s Trp286 a Tyr72 v PAS (obr. 49).
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TRP286

Obr. 50 Prostorové usporadani v aktivni ¢asti mAChE.
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Pii porovnani klastrové analyzy dimerd 7-MEOTA a THA spojenych
sedmiclennym methylenovym fetézcem zjistime, ze THA derivat dava vzhledem
k cetnosti energeticky nejvyhodnéjsiho klastru jednoznaCnou orientaci v kavité
enzymu (graf 11). VEétSi mnozstvi méné pocetnych klastri u 7-MEOTA derivatu
zpusobuje methoxy skupina, kterd poskytuje molekule alternativni moznosti interakce

s enzymenm.
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Graf 11 Porovnani klastrové analyzy THA a 7-MEOTA homodimerickych derivatt.
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5.2.7 Navrh novych struktur

Pomoci softwarovych nastrojii mtizeme vypocitat nebo piredpoveédét vlastnosti
sloucenin, aniz bychom je syntetizovali. V ptipadé navrhu novych reverzibilnich
inhibitort AChE vychéazime z dosud ziskanych poznatkii o zavislosti inhibi¢ni aktivity
z in vitro testl na struktufe inhibitoru a jeho zplsobu interakce s enzymem
z dockingovych simulaci. Pfi konstrukci novych latek, o kterych uvazujeme jako
o potencialnich Ié¢ivech pouzitelnych v humanni medicing, je nutné piedpovidat jejich
vstfebavani z gastrointestinalniho traktu a schopnost prochazet pies HEB.
Tyto vlastnosti formuluje Lipinského pravidlo péti a jeho dodatecné rozsiteni.(186-
188) Molekulova hmotnost by neméla ptekrocit 500, log P 5, pocet akceptor
vodikovych mistki by nemél byt vétsi nez 10, pocet jejich donorit by nemél
pfesahnout 5, pocet volné otacivych vazeb 10 a polarni plocha by neméla byt vétsi nez
140 A2.(189) V ptipadé, Ze uvazujeme jen o fragmentu u¢inné latky nebo o zakladnim
skeletu, je tato predikce zuzena na pravidlo tfi (log P < 3, MW < 300, akceptory
i donory vodikovych mistki <3 a PSA <60 A?).(190)

Z in vitro 1 in silico testl vyplyva, Ze derivaty schopné interakce s obéma
anionickymi misty soucasné jsou vyrazn¢ ucinnéjsi. Na miru afinity ma vliv charakter
interakce a délka spojovaciho fetézce mezi jadry. Obecny navrh struktury mizeme
tedy vyjadfit jako X-R-Z, kde Y a Z jsou aromatické systémy a R je spojovaci fetézec.
Pro potieby této prace bylo in silico testovano nékolik set struktur navrzenych na zakladé
tohoto obecného vzorce a doposud ziskanych poznatkii. Test byl vzdy proveden
na minimalné ¢tyfech vychozich krystalovych strukturdch a proveden tiikrat s raznym
nastavenim parametrt pro docking.

Na zékladé modelovacich studii 1ze predpokladat, ze délka spojovaciho fetézce
u téchto sloucenin koreluje se vzdalenosti dvou anionickych mist (PAS a CAS) enzymu.
Vzdalenost mezi aromatickymi jadry byla stanovena na pfiblizn& 16 A, coz odpovida
811 ¢lenim spojovaciho fetézce. Jednou z moznosti studovanych obmén je tedy
spojovaci fetézec. Testovano bylo zavedeni heteroatomli schopnych tvorby
vodikovych mustki s rezidui kavity, aromatickych struktur pro tvorbu n-m interakei ¢i
zavedeni dvojné vazby. Dvojné vazby sice nabizeji nové moznosti interakce
s aromatickymi rezidui stény kavity, ale je tomu na tkor flexibility celé molekuly,

ktera je pro afinitu k enzymu podstatna.
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Z jiz syntetizovanych takrinovych homodimerd se na zikladé zavislosti
aktivity na struktufe jako optimalni jevi derivat se sedmi uhlikatym fetézcem
(ICs0= 1.5 nM). V ptipadé€ nahrazeni prostfedniho uhliku spojovaciho fetézce dusikem
snizime log P na 6.5 z puvodnich 8.5 (pocitano v Molinspiration).(191) Jedno
takrinové jadro je m-m interakcemi umisténo mezi Trp86 a Tyr337 a dusik tohoto jadra
tvofi vodikovy mustek s molekulou strukturni vody (2.8 A), druhé jadro je
v sendvicovém uspotfadani s Trp286 a Tyr72 a dusik tohoto jadra tvoii vodikovy
mistek s Tyr124 (1.94 A). Dusik spojovaciho fetézce pak tvorbou vodikovych mistku
dusiku s hydroxylovymi skupinami Tyr337 (3.51 A) a Tyr124 (2.58 A) zesiluje afinitu
k enzymu (obr. 51). Vypoclitand volnd vazebnd energie je -18.25 kcal/mol,

coz v porovndni s takrinem (-9.7 kcal/mol) naznauje perspektivni inhibitor AChE.

Molekulova hmotnost je 493 a PSA 61.8 A2,

Obr. 51 Piedpokladana orientace G¢inného inhibitoru REF31 (tab. 5). Zobrazena vyznamna rezidua

a naznaceny vodikové mistky.
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Pii porovnani dockingovych simulaci si mizeme vSimnout, Ze stejn¢ jako
takrin, tak i ostatni derivaty tvoti dva Cetné klastry. V ptipad¢ takrinu a jeho derivatu
je energeticky vyhodnéjsi ten, kde se derivaty vyskytuji v aktivnim misté enzymu
pritahované n-m interakcemi k Trp86. Naproti tomu kvartérni derivaty upiednostiiuji
vazbu pomoci kationt-rt do PAS. Bylo proto zkoumano nékolik hybridnich struktur,
kdy je riznym spojovacim fetézcem propojeno takrinové jadro s heteroaromatickou
slouceninou. Miizeme je oznalit obecnym vzorcem takrin-R-Y. Nékteré derivaty
a jejich vypoctené a predikované vlastnosti jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach

(tab. 5 a 6) Ci grafické prezentaci vysledkti simulaci.
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Tabulka 5 Experimentalni hodnoty ziskané dockingovou simulaci a vypoctené hodnoty vlastnosti derivati. BE — volna vazebna energie (kcal/mol).

Oznadeni R Y BE MW?* log P* PSA? clog P*
takrin -9,79 198.26 3.05 34.2 3.274
bis-7-takrin -(CH2)7- takrin -17.52 492.70 8.465 48.2 10.095
REF27 -(CH2)3-N(Me)-(CH2)s- takrin 17,91 | 507.71 7.1 50.9 9.192
REF31 -(CH2)s-N(Me)-(CHz)s- takrin -18.24 | 521.74 7.378 50.9 9.041
REF43 | -(CH2)>-(1,4-Ph)-(CHy),- takrin 1711 | 526.71 8.418 48.2 10.046
JBT127 -(CH2)r- isochinolin | -16.24 | 424.60 2.799 26.8 2.938
JBT95 -(CH2)r- pyrazin 1553 | 375.53 1.73 38.1 0.567
JBT114 -(CH2)7- pyridin -15.41 374.54 0.695 26.8 1.824
JBT128 -(CH2)s- isochinolin -16.79 438.29 3.304 26.8 3.527
JBT96 -(CH2)s- pyrazin -15.84 | 389.56 2.235 38.1 1.096
JBT115 -(CH2)s- pyridin -15.65 388.57 1.201 26.8 2.353
JBT129 -(CH2)e- isochinolin -17.25 452.65 3.809 26.8 4.056
JBT97 -(CH2)e- pyrazin -16.47 | 403.59 2.74 38.1 1.625
JBT116 -(CH2)e- pyridin -16.36 402.59 1.706 26.8 2.882

# pocitano v ChemOffice

* pocitano v Molinspiration




Tabulka 6 Experimentalni hodnoty ziskané dockingovou simulaci a vypoétené hodnoty vlastnosti derivati. BE — valna vazebna energie (kcal/mol).

* pocitano v Molinspiration

Oznadeni Y R BE MW? | logP * | PSA* | clogP?
JBT48 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)a- isochinolin | -17.73 | 500.70 | 4.031 | 26.8 | 4.386
JBT57 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)a- pyrazin -17.42 | 45163 | 2.963 | 381 | 1.955
JBT61 ~(CH2)s-(1,4-Ph)-(CH2)a- pyridin -17.03 | 45064 | 1.928 | 268 | 3.212
JBT45 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)2- isochinolin | -15.92 | 472.64 | 3.243 | 26.8 | 3.478
JBT59 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)2- pyrazin -14.61 | 42357 | 2.174 38.1 1.047
JBT74 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)2- pyridin -14.36 | 422.58 1.14 26.8 2.304
JBT43 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)3- isochinolin | -16.58 | 486.67 | 3.761 | 26.8 | 3.857
JBT73 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)3- pyrazin 1532 | 437.60 | 2.692 | 38.1 | 1.426
JBT 65 -(CH2)3-(1,4-Ph)-(CH2)3- pyridin -15.01 | 436.61 | 1.658 26.8 2.683
JBT 88 -(CH2)2-(1,4-Ph)-(CH2)2- isochinolin | -15,66 | 458.62 | 2.725 | 26.8 | 2.949
JBT 83 -(CH2)2-(1,4-Ph)-(CHa).- pyrazin -14,36 | 40955 | 1.656 | 38.1 | 0518
JBT 81 -(CH2)2-(1,4-Ph)-(CH2)2- pyridin -14.25 | 40856 | 0.622 | 26.8 | 1.775
JBT146 -(CH2)3-NH-(CHz)3- isochinolin -17.47 | 439.61 | 1.313 29.5 2.799
JBT 151 -(CH2)s-NH-(CH2)s- pyrazin -16.23 | 390.54 | 0.244 | 40.8 | 0.3685
JBT 163 -(CH2)3-NH-CHy)s- pyridin -16.09 | 389.56 | -0.76 | 295 | 1.626
JBT 148 -(CH2)3-NH-(CH2)4- isochinolin -18.32 | 453.64 | 1.584 29.5 1.944
JBT 153 -(CH2)3-NH-(CH2)4 pyrazin -17.16 | 404.57 | 0.515 40.8 -0.487
JBT 161 -(CH2)3-NH-(CH2).- pyridin -16.91 | 40358 | -052 | 29.5 0.77

# pocitano v ChemOffice




Vysledky dockingové simulace JBT316

Vysledkem simulace je velké mnozstvi klastrt (graf 12). Takrinové jadro
je uloZzeno v sendvicové strukture mezi Phe330 a Trp84. Zatimco chinolinové
jadro poskytuje znacné mnozstvi pozic (obr. 52). Vypoctené fyzikalni hodnoty

jsou v pozadovaném rozmezi — log P = 1.654, PSA =46.63 A>a MW =490.675.
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Graf 12 Cetnost klastrd a jejich energetické ohodnoceni pro takrinovy derivat JBT316.

Obr. 52 Vizualizace simulace JBT316. Barevné zobrazeny nejlepsi zastupci z klastrt.
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Vysledky dockingové simulace JBT129

JBT129 spojuje THA a isochinolin devitiuhlikatym fetézcem (obr. 53).
Pozice obou jader je u vSech téchto derivatil stejnd. THA ¢ast je uloZena na dné
kavity mezi Trp84 (3.45 A) a Phe330 (2.90 A). Pozorovan je i pocetny klastr
s opacnou orientaci jadra nez je tomu v krystalové struktufe enzymu s takrinem
(graf 13). Isochinolinové jadro je umisténo mezi Trp279 (3.55 A) a Tyr70
(3.38 A). Svymi vlastnostmi (log P = 3.8, MW = 352.62, PSA = 26.8 A?) je
JBT129 vhodnou ptedlohou pro strukturni obmeény.

WZO~THPZVOMZOOH

-P&O -16.0 -14.0 -12.0 -10.0 -8.0 -8.0
BINDING ENERGY

Graf 13 Cetnost klastri a jejich energetické ohodnoceni pro takrinovy derivat JBT129.

Obr. 53 Vizualizace predpokladané orientace derivatu JBT129 v kavité enzymu.
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Vysledky dockingové simulace JBT41

Takrinové jadro JBT41 nejpocetnéjsiho klastru (graf 14) utvati pomoci
n- interakci sendviovou strukturu s Trp286 (3.49 A) a Tyr72 (3.62 A) v PAS.
Aminoskupina pak utvaii vodikové mistky s Tyr124 (2.95 A) a molekulou vody
Wat2100 (3.02 A). Benzenové jadro spojovaciho fetézce utvafi m-m interakce
»edge to face” charakteru s Tyr124. Isochinolinové jadro pak tvoii obdobné

interakce s Tyr337 (obr. 54).

80|

60|

40|

WZO~THPZVOMZOOH

20|

lewe

=65 760 155 750 45 40 35 3.0
BINDING ENERGY

o
17

Graf 14 Cetnost klastri a jejich energetické ohodnoceni pro takrinovy derivat JBT41.

Obr. 54 Vizualizace nejlepsi pozice JBT41 nejpocetnéjsiho klastru.
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V piipadé energeticky nejvyhodnéjsiho klastru jsou jeho zéstupci
isochinolinovym jadrem umistény pomoci kation-m interakci mezi Trp86
(3.26 A) a Tyr337 (3.35 A). Benzenové jadro spojovaciho fetézce utvaii
n-m interakce ,,edge to face® charakteru s Tyr124 (obr. 55). Takrinové jadro je
stazeno do kavity a jeho aminoskupina utvéaii vodikové mustky s Tyrl121
(2.88 A). Vypocetné fyzikalni hodnoty pro tento derivét jsou log P = 3.486,
MW =446.618 a PSA =29.355 A2

Obr. 55 Vizualizace nejlepsi pozice JBT41 energeticky nejvyhodnéjsiho klastru.
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Vysledky dockingové simulace JBTS57

V ptipad¢ derivatu JBT57 pozorujeme obdobné jako u JBT41 dva typy
klastrt (graf 15), kdy jeden ma takrinové jadro umisténo v PAS a pyrazinové

v CAS a druhy naopak. Dalsi ¢etné klastry pak maji jako JBT316 takrinovou

J 24 v

cast v CAS a pyrazinova utvaii znacné mnozstvi pozic pomoci n-w a kation-nt

interakci s riznymi rezidui kavity (obr. 56).
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Graf 15 Cetnost klastrii a jejich energetické ohodnoceni pro takrinovy derivat JBT57.

Obr. 56 Jedna z moznych pozic derivatu JBTS57 v kavit€ enzymu.
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Vlastnostmi (MW = 451.62, log P = 2.963, PSA = 38.1 A?) spliiuje
pozadované parametry, ale jeho aktivita bude ziejmé niZzsi.

Podobné vysledky dockingovych simulaci pozorujeme 1 u ostatnich

derivath, které maji do spojovaciho fetézce zatfazen aromaticky ¢len (obr. 57).

\

Obr. 57 Interakce takrinového derivatu JBT71 s enzymem.
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Vysledky dockingové simulace JBT148
Derivat JBT148 pfinasi strukturni obménu v fetézci ndhradou jednoho
atomu uhliku dusikem. Vysledkem dockingové simulace je oproti derivatim

s aromatickym c¢lenem fetézce jednoznacna orientace derivatu v kavité enzymu
(obr. 58 a 59, graf 16).
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Graf 16 Cetnost klastrii a jejich energetické ohodnoceni pro isochinolinovy derivat JBT148.

Obr. 58 Vizualizace predpokladané orientace derivatu JBT148 v kavité enzymu.
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Pozice dusiku v fetézci umoziuje tvorbu vodikovych mistka s nékolika
partnery a podstatné se podili na afinité k enzymu. Takrinova ¢ast je ptitahovana
mezi Trp84 (3.32 A) a Phe330 (3.48 A). Aromaticky dusik tvoii vodikové
mustky s His440. Dusik aminoskupiny takrinové Casti stabilizuje pozici jadra
pomoci tvorby vodikovych miistkli s molekulami vody W2054 (2.86-3.82 A),
Wat2033 (2.92-4.05 A) a Wat2036 (3.41-4.18 A). Isochinolinova ¢4st je poutdna
mezi Trp279 (3.54 A) a Tyr70 (3.48 A). Zatimco atomy obou jader v ramci
klastru svou pozici pfili§ neméni, tak dusik se pohybuje mezi jednotlivymi
partnery, s kterymi utvaii vodikové mistky — Wat2036 (3.44 A), Tyrl2l
(2.49 A), dusik Asp72 (3.87 A) a kyslik Asp72 (3.03 A).

HIS440

PHE330

Obr. 59 Orientace takrinové ¢asti ve dné kavity. Naznacené vodikové mustky mezi ligandem

a strukturou enzymu.
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Obr. 60 Predpokladana orientace derivatu JBT148 v PAS enzymu.
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Vysledky simulaci potvrzuji piedpoklady o zpiisobu interakci
jednotlivych ¢asti hybridnich liganda. Takrinova cast je obvykle lokalizovana
na dné kavity v sendvi¢ovém uspoiadani mezi Trp a Phe (Tyr) a kvartérni cast
pak mezi Trp a Tyr v PAS (obr. 60). Charakter spojovaciho fetézce ovliviiuje
nejen afinitu k enzymu, ale i fyzikalné-chemické vlastnosti. Derivaty JBT 148,
JBT146 a JBT57 nejlépe vyhovuji vyse uvedenym predpokladiim pro bezpecné
a ucinné 1é¢ivo. Vysledky byly téz publikovany ve formé publikaci ¢i

posterového sdéleni.
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6. Diskuse

V ramci feseni této prace bylo zkouméno velké mnozstvi sloucenin
s predpokladanou schopnosti ovliviiovat aktivitu cholinesteras. Byly
syntetizovany a testovany na pracovistich Katedry farmaceutické chemie
a kontroly 1éciv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy a Katedry
toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany. Postup syntézy
jednotlivych sloucenin vychdzel z jiz diive popsanych postupii. Reakce
probihaly v fadech desitek hodin s uspokojivou vytéznosti (monokvartérni
derivaty pies 50 %, biskvartérni 16-85 %). Produkty byly nasledné
charakterizovany obvyklym zptsobem.

Pro testovani in vitro byla pouzita mysi nebo lidska rekombinantni AChE
a lidska plazmatickd BChE. VSechny testované derivaty mély dostatecnou
afinitu k enzymu.

Pti studiu vztahti mezi strukturou a ucinkem byl hodnocen vliv
heteroaromatickych cykll, substituentd na téchto cyklech a dale vliv délky
a charakteru spojovaciho fetézce na afinitu k enzymu. Modulatory byly
charakterizovany 1 z pohledu fyzikdlné-chemickych vlastnosti podstatnych
pro prinik bariérami. Optimalni hodnotou log P pro priichod HEB pasivni difuzi
lezi mezi 1.5-2.7. Hodnoty log P byly vypoéteny pomoci programi
molinspiration a ChemOffice. Ze ziskanych hodnot pak miizeme usuzovat
o smysluplnosti vyuZziti dané¢ho derivatu jako profylaktiku pfed otravou NPL
nebo o piipravku pro lécbu MG ¢i AD. Hodnoty pro latky obsahujici kvartérni
dusik byvaji vyrazn€ mimo toto rozmezi a jejich prinik pfes HEB by mél byt
prakticky nulovy. Avsak v nékolika publikaci byl popsan prinik téchto latek pies
HEB. V pfipad¢ biskvartérnich derivati je to 1.5 % a u monokvartérnich
az 10 %.(192, 193)

Rentgenova krystalografie nabizi stale vice zajimavych makromolekul
vyuZitelnych jako potencialnich cilli pro nova lé€iva. V soucasné dobé¢ si lze
z proteinové databaze vybrat cholinesterasy napiiklad z mysi, rejnoka ¢i thote.
Jsou ulozeny v cCisté formé, piipadné s vazanym ligandem (takrin, galantamin,
HI-6). Studie umisténi tohoto ligandu ndm poskytuje dulezité informace

o interakcich téchto latek s enzymem.
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Docking je metoda, kterd hleda uspotfadani, v jakém spolu mohou tyto
dv¢é molekuly interagovat a jako takova nabizi i vysledky diive nepozorované ¢i
dokaze vysvétlit neocekavané nebo neobvyklé vysledky in vitro experimenti.
Na zéklad¢ dockingu byla naptiklad odhalena moznost interakce molekuly
takrinu s PAS, kterd je jen nepatrn¢ mén¢ energeticky vyhodnad nez pozice
v aktivnim misté enzymu prezentovana v krystalografickych studiich.

Do in silico studie byly zahrnuty nové i diive syntetizované derivaty.
Téchto nékolik set sloucenin bylo doplnéno o vyznamné modulatory aktivity
AChE (takrin, donepezil). K vybudovani navrzenych ligandi byly pouzity
programy ChemDraw, Chimera a Antechamber. K samotnému dockovani byl
vybran program AutoDock 3.0.5 a AutoDock 4.2.

Prvnim cilem bylo ovéfeni vybrané in silico metody. Redockingem
ligandG do puvodni krystalové struktury bylo dosazeno zadanych vysledk.
Rovnéz tak byla pozorovana moznost vazby takrinu v PAS, jakozto druhého
nejpocetnéjSiho klastru. Vazebna energie je jen o 1 kcal/mol nizZsi,
ale v krystalografickych studiich nebyla nikdy pozorovana.

Pii porovnani krystalovych struktur mizeme zjistit, ze kavita se sklada
z témé&f rigidnich rezidui, které utvéieji tuto uzkou, asi 20 A hlubokou $térbinu.
Znacnou flexibilitu vykazuji jen dv€ aminokyseliny — Trp286 a Phe330. Jejich
flexibilita je podstatnd pro vstup substratu do kavity a jeho orientaci v ni.
Ve vSech strukturach lze nalézt n¢kolik molekul vody, které maji sviij vyznam
pro stabilitu enzymu a jeho reakci se substratem, a jejichz pozice se neméni.
Nelze je tak pfi simulacich opomenout.

Monokvartérni inhibitory byly pfipraveny jednoduchou syntézou
s vysokou vytéznosti. Jejich afinita k enzymu je v porovndni s biskvartérnimi
mensi. Dockingové vypocty poskytuji zajimavy vysledek, kdy oproti
takrinovym derivatim je energeticky vyhodnéjsi pozice v PAS. Vétsi pozornost
byla vénovana 10-methylakridinium-jodidu jakoZto potencialnimu profylaktiku.
Byl vyhodnocen jako slab§i neselektivni inhibitor cholinestaras
s nekompetitivnim antagonistickym plisobenim na M2 receptory. Vazba pomoci
kationt-m interakci mezi Trp286 a Tyr72 utvafi sendvicové usporadani.

Biskvartérni  slouceniny byly pfipraveny reakci dibromalkanti

s prisluSnymi heteroaromaty. Ze vztahli zévislosti aktivit na struktuie byl
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sledovén vliv velikosti aroméatu a délka spojovaciho fetézce na afinitu k enzymu.
Pti porovnani in vitro a in silico experimetu lze fici, zZe slouc¢eniny s objemnéjsim
jadrem maji vyssi afinitu k enzymu. Pfi navrhu nového inhibitoru je ale nutno
pocitat s celkovou molekulovou hmotnosti a vlivem jadra na dalsi parametry.
Dockingové simulace poskytuji mozné vysvétleni zavislosti délky spojovaciho
fetézce na afinitu k enzymu. Derivaty s jedno az tfi ¢lennym fetézcem pomoci
kationt-m interakci poutaji jedno z jader mezi Trp286 a Tyr72 a druhé pak utvari
slabsi interakce s aromatickymi rezidui kavity. Od péti uhlikatého spojovaciho
fetézce jsou derivaty schopny obsadit celou kavitu a interagovat s obéma
anionickymi misty soudasné. Optimalni délka fetézce se zda byt 16 A
(8—11 ¢lent). Ligandy s delSim fetézcem jiz maji nizsi afinitu, coz si lze vysvétlit
vysledkem simulace. S rostoucim fetézcem sice nadale roste volnd vazebna
energie, ale Cetnost tohoto energeticky nejvyhodnégj$iho klastru se snizuje.
Pievlada klastr energeticky méné vyhodny, kdy se jedno z jader nachazi v PAS
a druhé je mimo kavitu. V redlném procesu se tak ziejme druhé jadro ke dnu
kavity ani nedostane.

V této studii nelze opomenout takrin a jeho derivaty. Na katedie KTOX
jiz bylo syntetizovdno a biologicky testovano né&kolik set sloucenin
vychézejicich z tohoto inhibitoru. 7-MEOTA je derivat s niz§imi nezddoucimi
ucinky a srovnatelnou Uc¢innosti. Alkylaci aminoskupiny byly ziskédny derivaty
s vyS$i inhibi¢ni schopnosti a vyraznéjsi selektivitou v poméru k BChE neZ ma
predlohova struktura. V dockingovych simulacich pozorujeme obdobné
interakce, jako je tomu u takrinu. Energeticky vyhodné&jsi je pozice na dné kavity,
kdy derivat utvaii n-n interakce s elektronovym systémem jadra Trp86. Druha
pozice je pak mezi Trp286 a Tyr72 v PAS enzymu. Aminoskupina umoziuje
tvorbu vodikovych mistkli. V ptipadé dimernich sloucenin se pak molekula
roztahne pres celou kavitu a obsazuje obé anionickd mista souc¢asné. Nejvyhodné;jsi
se jevi sedmiuhlikaty fetézec. Derivat vSak md vysokou hodnotu log P (8.5).
Navrzenou obmeénou spojovaciho fetézce bylo dosazeno jednak snizeni této
hodnoty, a diky tvorbé vodikovych mistku s aminokyselinami hrdla kavity i zvySeni
afinity k enzymu.

Spojovaci fetézec nabizi velké mnozstvi obmén, z nichZ nejvétsi vyznam

ma zavedeni atomu ¢i funkénich skupin schopnych utvéret vodikové mistky
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pfimo ¢i pres molekuly vody s rezidui kavity. Zavedenim aromatického jadra do
spojovaciho fetézce 1ze rovnéz ovlivnit aktivitu, protoze u takovych derivati se
mohou uplatnit n-n interakce, za predpokladu, Ze mezi aromatickymi systémy
bude alespon tficlenny spojovaci fetézec.

Ze ziskanych udaji lze vyvodit zavér, ze kvartérni derivaty preferuji kation-n
interakci s Trp v PAS. Naproti tomu takrinové derivaty utvareji n-m interakce
s Trp v aktivnim misté. Navrzena byla proto hybridni struktura,
kdy jedno z jader je takrinové a druhé kvartérni. Volbou spojovaciho fetézce je
pak mozné ovlivnit nejen afinitu, ale i fyzikalné chemické vlastnosti. Optimalni
vlastnosti vykazuji navrzené struktury JBT148 a JBT57 (obr. 61).

7 N\
/_/_/N+_
NH
N/ A NH
| N NH
N
JBT148 JBTS7

Obr. 61 Derivaty JBT148 a JBTS7.
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7. Zavér

V této disertacni praci byl podan piehled o soufasném stavu
problematiky modulatorii cholinesteras. V 1ivodu jsou zminény poznatky
o struktufe enzymu. Popsana jsou rezidua enzymu podstatna pro interakci se
substratem a interakce s modulatory pouzivanymi v souc¢asné medicing.

Byla ovéfena metodika predikce pro ligand-enzymové komplexy.
Celkem bylo in silico testovano nékolik set struktur pravdépodobnych
modulator cholinesteras. Nov¢ syntetizované derivaty byly popsany
standardnimi metodami a pomoci softwarovych metod byly vypocteny nebo
predikovany jejich fyzikalné chemické vlastnosti.

Do studie vztahil mezi strukturou a mechanismem interakce s enzymem
bylo zatazeno 1 néckolik hypotetickych enzymovych modulétord, jejichz
struktura byla navrZzena na zéklad¢ diive ziskanych poznatkd. Jednalo se
o analoga jiz syntetizovanych a popsanych derivatt, ale i o iplné nové substance.
Vsechny studované derivaty jsou schopné vyznamné ovliviiovat aktivitu
enzymu. Byl popsan mechanismus jejich interakce s enzymem a vliv obmén
struktury ligandu na jeho aktivitu.

Bylo navrzeno né¢kolik struktur tak, aby spliovaly pitedpoklady
o prostupu télnimi bariérami, potlacenymi nezddoucimi G¢inky a dostatecnou
afinitou k enzymu. Vysledky prace byly publikovany v odbornych ¢asopisech
a prezentovany formou posterti na odbornych konferencich v Ceské Republice

1 v zahraniéi.
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