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POVZETEK

Alzheimerjeva bolezen je oblika demence znacilna za starejSo populacijo. Zdravila, Ki bi
odpravila Alzheimerjevo bolezen vse do danes ne poznamo. S staranjem svetovne
populacije in posledicno vedno ve¢jim ekonomskim bremenom, raziskovanje novih
zdravilnih uéinkovin za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni oziroma njenih simptomov
pridobiva na pomenu.

V magistrski nalogi smo se usmerili v sintezo novih N — alkil naftalensulfonamidov, ki
zavirajo delovanje humanega encima butirilholin-esteraze. Encim butirilholin-esteraza,
katerega aktivnost in koncentracija z razvojem Alzheimerjeve bolezni rasteta, hidrolizira
Stevilne estre, med njimi tudi zivéni prenasalec acetilholin. Zaviralce smo nacrtovali na
podlagi strukture spojine vodnice (2). Zeleli smo raziskati vpliv odstranitve verige —
(CH2),-OMe in zamenjavo le-te z alkilnimi verigami -Me, -Et, -nPr, -nBu na zaviralno
aktivnost. Sintetizirali smo pet novih spojin, ki imajo v primerjavi s spojino vodnico (2)
predvidene boljse farmakokineticne lastnosti. Izboljsane farmakokineti¢ne lastnosti
omogocajo boljSe prehajanje mozgansko krvne pregrade in povecajo koncentracijo spojine
na mestu delovanja. Vse spojine so zavirale butirilholin-esterazo v nanomolarnem
koncentracijskem obmocju. Vse sintetizirane spojine so izkazovale primerljivo zaviralno
jakost. Najmoc¢nejsi zaviralec v skupini petih sintetiziranih spojin je spojina 4 s 24,97 nM
srednjo zaviralno koncentracijo. Encimski testi in razreSena Kristalna struktura nakazujejo,
da —(CH),-OMe veriga stabilizira spojino na vhodu v aktivno mesto. Kisik eterske
skupine tvori vodikovo vez z aminokislinskim preostankom Asn698 preko molekule vode,
kar se odraza v boljsi jakosti zaviranja encima. Sintetizirane spojine s spremenjeno
metoksietilno verigo sicer izkazujejo malenkost slabse zaviralno delovanje, imajo pa zaradi
nizje molekulske mase in vrednosti logP napovedane bolj$e farmakokineti¢ne lastnosti.

S pridobljenimi rezultati smo dolocCili odnos med strukturo in delovanjem N — alkil

sulfonamidov, ki bodo sluzili kot podlaga za nadaljnjo optimizacijo spojine vodnice 2.

Klju¢éne besede: Alzheimerjeva bolezen; zaviralci butirilholin-esteraze; strukturna

optimizacija
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease is a form of dementia, which is typical for the older population. There
iIs no medication available up to this day capable of healing the disease. With aging of the
world’s population and the increasing economical burden, inflicted by the widespread of
the disease, research in the field of Alzheimer’s disease and its symptoms is gaining
interest.

We have focused towards the synthesis of novel N — alkyl naphthalenesulphonamides,
which are capable of inhibiting human butyrylcholinesterase. Butyrylcholinesterase
hydrolyses many esters, amongst others also the neurotransmitter acetylcholine. Its
concentration is increased with the development of Alzheimer’s disease. Inhibitors were
designed and developed on the basis of the structure of the lead compound (2). Our aim
was to gain an understanding about the importance of the side chain —(CH;),-OMe and the
effect of its removal or replacement with other alkyl chains, such as -Me, -Et, -nPr, -nBu,
on the butyrylcholinesterase inhibitory potency. We synthesised five novel compounds
with predictably better pharmacokinetic characteristics if compared with the lead
compound (2), and a better capability to penetrate the blood-brain barrier, which increases
compound’s concentration at the active site. Synthesised compounds showed inhibitory
potencies in the nanomolar range and similar inhibitory capabilities. Compound 4 proved
to be the most potent synthesised inhibitor, with the ICsy value of 24,97 nM. Gathered
enzyme test results and a solved crystal structure suggest that —(CH;),-OMe chain
stabilises the compound at the entry into the active site, while a bond is observed between
the ether oxygen of the compound 2 N — alkyl chain and structural water, which forms a H-
bond with Asn698. The result is a better inhibitory potency. Synthesised compounds with
replaced N — alkyl chain show slightly weaker inhibitory capabilities. However, due to the
lower molecular mass and logP values, they have predictably better pharmacokinetic
characteristics.

We were able to determine the relationship between the structure and potency of novel N —
alkyl naphthalenesulphonamides that will provide a foundation for further optimisation of
the lead compound 2.

Keywords: Alzheimer’s disease; Butyrylcholinesterase inhibitors; Structural optimisation
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SEZNAM OKRAJSAV

Et alkilna veriga —CH,CHj3

Me alkilna veriga—CHj3

nBu alkilna veriga —(CH,)3;CHs

nPr alkilna veriga —(CH,),CHjs

A angstrem - merska enota (1 A = 0,1 nm)
AB Alzheimerjeva bolezen

ACh acetilholin

AChE acetilholin-esteraza

APOE apolipoprotein E

APP amiloidni prekurzorski protein

ATCI acetiltioholin-jodid

Ap amiloid 3

bd Siroki dublet

bs Siroki singlet

BTCI butiriltioholin-jodid

BChE butirilholin-esteraza

ChE holin-esteraza

ChEl zaviralec holin-esteraz

cLogP merilo hidrofobnosti

CST cerebrospinalna tekoc¢ina

CZS centralni ziveéni sistem

d doublet

dd doublet doubleta

DMSO dimetil sulfoksid

DTNB 5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzojska kislina
HPLC tekocinska kromatografija visoke locljivosti
HRMS masna spektrometrija visoke lo¢ljivosti
HTS visoko zmogljivo reSetanje

huBChE humana rekombinantna butirilholin-esteraza
Hz herz

I1Cs srednja zaviralna koncentracija

IR infrardeca spektroskopija

Vi
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J sklopitvena konstanta

KMB krvno mozganska bariera

m multiplet

MAChE miSja acetilholin-esteraza

MES 2-(N-morfolino) etansulfonska kislina

MF mobilna faza

MM molekulska masa

NMDA N-metil-D-aspartat

NMR jedrska magnetna resonanca

PAS periferno anionsko mesto

ppm Stevilo delcev na milijon (parts per million)
q kvartet

RA rezidualna encimska aktivnost (razmerje med

aktivnostjo encima ob dodatku zaviralca

in ob njegovi odsotnosti)

Rf retencijski faktor

S singlet

TLC tankoplastna tekoCinska kromatografija
tPSA merilo polarnosti povrSine molekul

Vil
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1 UVvOD

1.1 Alzheimerjeva bolezen

Demenca je skupno ime za vsa bolezenska stanja, katerih najocitnej$a posledica je izguba
spomina. Demenco delimo na reverzibilno in ireverzibilno. Alzheimerjeva bolezen (AB)
spada med slednje in predstavlja kar 70 % delez vseh oblik demenc. Demenco lahko
povzrocijo tudi nekatera druga obolenja kot na primer mozganska kap, Parkinsonova
bolezen, alkoholizem, Downov sindrom in travmatska poSkodba mozganov [1].
Reverzibilne demence so manj pogoste in deloma ozdravljive z odstranitvijo vzro¢nih
dejavnikov, ireverzibilne demence pa so progresivne in do danes neozdravljive [2].

AB je dobila ime po nemskemu psihiatru dr. Aloisu Alzheimerju, ki je leta 1906 opisal
primer te bolezni po histopatoloski preiskavi vzorca mozganov pacientke [3]. V zadnjih
letih smo bili prica velikim napredkom diagnosti¢nih tehnik. Skupaj z izboljSano
tehnologijo so raziskovalci dognali, da v mnogih primerih ne gre za »sklerozo mozganov,
ampak za bolezen poznano kot Alzheimerjeva bolezen. Kriteriji, s katerimi lahko klini¢no
ovrednotimo AB, so demenca (ugotovljena z dvema nevropsihiatri¢nima testoma), najmanj
dve prizadeti kognitivni podro€ji, progresivno peSanje spomina, motnje zavesti ter
pricetek bolezni v starosti od 40 do 90 let (najpogosteje po 65. letu). Klini¢na diagnoza je
dovolj, da sumimo na AB, vendar pa je dokonéna diagnoza mogoca le s histopatolosko
potrditvijo [4]. AB delimo na druzinsko obliko, ki paciente prizadene med 40. in 50. letom
in sporadi¢no, ki se pojavi med 70. in 80. letom starosti [5]. Priblizno 5 % primerov AB je
druzinskih z mutacijo v genu za amiloidni prekurzorski protein (APP) ali v genu za
presenilin. Vecina mutacij v obeh genih spremeni presnovo APP. Rezultat spremenjene
presnove je najveckrat vecja koli¢ina amiloida B z daljSo verigo (AB42), ki je podvrZena
vedji agregaciji t.j. vecji tvorbi amiloidnih Ieh. Omenjene lehe najdemo tudi pri pacientih s
sporadi¢no obliko AB [6]. Pri vseh treh oblikah AB je bil apolipoprotein E (APOE)
prepoznan kot dejavnik tveganja. Natan¢nejSa spoznanja, ob dejstvu, da je E4 alel APOE
gena dejavnik tveganja, predpostavljajo, da ima holesterol vlogo v patogenezi bolezni [7].
Kot dejavniki tveganja so bili prepoznani tudi posSkodbe glave, sladkorna bolezen,
menopavza, virusne okuzbe, staranje, kap, kajenje, depresija, alkoholizem idr., vendar iz

rezultatov raziskav Se vedno ni mo¢ predpostaviti jasnih etioloskih zakljuckov [8].
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Glavni patoloski znacilnosti bolezni sta prisotnost zunajcelicnih amiloidnih leh, ki se
tvorijo z agregacijo peptida AP, ter znotrajceli¢no tvorjenje nevrofibrilarnih pentelj, ki so
posledica odlaganja hiperfosforiliranega proteina Tau (Slika 1). Poleg omenjenih, se pri
AB znacilno zmanjsa Stevilo mozganskih celic (predvsem holinergi¢nih nevronov) ter
koli¢ina zivénega prenaSalca acetilholina (ACh). Rezultat se odraza v holinergicni
disfunkciji znacilni za AB [9]. Amiloidne lehe se sprva pojavijo v frontalnem delu
mozganov in se kasneje razsirijo po celotnih mozganih. Hiperfosforiliran protein Tau in
nevrofibrilarne pentlje pa se pojavijo v limbi¢nem sistemu (hipotalamusu) in napredujejo
proti zunanjemu delu mozganov [6]. Nastanek amiloidnih leh in nevrofibrilarnih pentelj
spremlja tudi oksidativni stres in vnetne reakcije, kar zaznamo kot upad kognitivnih

funkcij in pesanje spomina [8].

1.2 Hipoteze o nastanku Alzheimerjeve bolezni

Od leta 1906, ko je Alois Alzheimer prvi¢ predstavil obolenje, do leta 1950 ni bilo zaradi
2. svetovne vojne nobenega vecjega napredka pri razvoju teorij in zdravljenju obolenja. V
petdesetih letih 20. stoletja pa se je zanimanje za obolenje zacelo povecevati. V letu 1959
je prevladovalo mnenje, da je AB redka pre-senilna bolezen. Omenjena trditev je bila
ovrzena v letu 1976, ko je dr. Robert Katzman primerjal prevalenco s smrtnostjo obolenja
AB. Zakljucil je da zaradi visoke smrtnosti in vse vecjega Stevila pacientov , ki bolehajo za
AB, obolenje potrebuje ve¢jo pozornosti, ve¢ energije ter sredstev vlozenih v raziskovanje
AB. [8]. Rezultat so nova dognanja in hipoteze, ki so jih skozi leta postavili razli¢ni
raziskovalci [10]. V sklopu magistrske naloge sta prikazani dve prevladujo¢i hipotezi za
nastanek AB; amiloidna in holinergi¢na hipoteza. Obe omenjeni hipotezi imata svoje
nasprotnike. Predpostavljajo namre¢, da sta zastavljeni napacno, saj doumevata, da eno
patolosko stanje povzro¢i drugo navkljub dejstvu, da je kopicenje amiloidnih plakov in

nevrofibrilarnih zank pri AB prostorsko loceno [11].

1.2.1 Amiloidna hipoteza

Amiloidna hipoteza pravi, da je za nastanek AB primarno odgovorno kopicenje AP, ki
tvori amiloidne fibrile v amiloidnih plakih ter kasnejsi nastanek nevrofibrilarnih zank, Ki
vodi v izgubo sinaps in smrt nevralnih celic [12]. Amiloidna hipoteza predvideva, da se
skupki AP odlagajo v mozganih in spodbujajo apoptozo s perforacijo celicne membrane.
Odlaganje amiloidnih plakov ali delno agregiranih, topnih AB spodbudijo nevrotoksi¢no

kaskado in povzro¢ijo nevrodegeneracijo, ki vodi v AB. Oksidativho neravnovesje,
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oksidativni stres in funkcionalne spremembe v tvorjenju AP so prvi kazalci bolezni.
Nenormalen metabolizem AP je odgovoren za nastanek nevrotoksi¢nih zvrsti, ki so
posledica mutacij v amiloidni kaskadi. Mutacije v proteinin APP, APOE4, presenilin-1 in
presenilin-2 so odgovorni za avtosomalno - dominantno druzinsko obliko AB [5]. 1z tega
vidika so zaviralci agregacije zanimivi kandidati za zdravljenje AB v zacetnih fazah

bolezni [8].

1.2.2 Holinergi¢na hipoteza

Holinergi¢ne nevronske poti, ki izvirajo iz sprednjega bazalnega mozganskega debla in
projecirajo v mozgansko skorjo ter hipokampus, igrajo veliko vlogo pri kognitivnih
funkcijah mozganov [13]. Raziskave bolnikov z napredovalo AB v preteklih 20. letih
kazejo na abnormalnosti v omenjenih poteh, predvsem v sprednjih bazalnih mozganih.
Hipoteza opisuje, da izguba holinergi¢ne funkcije v centralnem Zivénem sistemu mocno
prispeva k upadu kognitivnih funkcij, ki so povezane z napredovalimi stopnjami AB [14].
V letu 1981 je bilo s testi na misih dokazano, da se biosinteza ACh pri mladih in starejsih
misih razlikuje za 75 %, pri pacientih z AB pa se aktivnost acetilholin-esteraze (AChE)
dokazano poveca, kar vodi v pove€ano razgradnjo nevrotransmitorja ACh, ki ga zaradi
smrti holinergi¢nih nevronov in starosti pacienta nastaja vedno manj [15]. Studije
domnevajo, da AChE poleg razgradnje ACh med drugim spodbuja agregacijo AP [8].
Dokazano je bilo, da AChE spodbuja agregacijo fragmentov peptida AP s tem, da tvori
kompleks z rastocimi fibrili. Omenjeni kompleksi so bolj toksi¢ni kot sam Af. Strukturna
domena AChE, ki naj bi bila odgovorna za to delovanje je periferno anionsko mesto
encima (PAS) [8]. Hipoteza zakljucuje, da vplivanje na holinergi¢no funkcijo, z rezultatom

povecanja koncentracije ACh, izboljSa kognitivne funkcije v AB.
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Slika 1: Shematski prikaz kopi¢enja nevrofibrilarnih zank in amiloidnih plakov.

1.3 Holin-esteraze

AChE ima specificno in dobro definirano fizioloSko vlogo: izni¢i delovanje
nevrotransmitorja ACh v sinapsi. Po drugi strani butirilholin-esteraza (BChE), znana tudi
kot psevdoholin-esteraza, nima jasne funkcije. Ljudje z zmanjSano koli¢ino BChE so
asimptomatski. Skupna jim je povecana obcutljivost na misi¢ni relaksant sukcinilholin;
substrat AChE in BChE [16]. Z novimi in izbolj$animi analitskimi metodami je bilo
dokazano, da AChE prevladuje v miSicah in moZzganih, v drugih tkivih pa prevladuje
BChE. Hkrati je bilo dokazano, da je BChE sposobna nadomestiti delovanje AChE.
Encima BChE in AChE sta identi¢na v 52 % aminokislinske sestave, vendar ju kodirata
razli¢na gena [17]. Oba omenjena encima spadata v alfa / beta druzino hidrolaz. V to
druzino, skupaj s holin-esterazami, spadajo tudi lipaze in karboksil-esteraze. Vsem je
skupna terciarna struktura ter njihova hidrolitska funkcija. Aktivno mesto oziroma acilni
vezavni Zepek karboksil-esteraz in holin-esteraz sestavlja triada Ser200, His440, Glu327,
ki lezi blizu dna aktivnega mesta encima (priblizno 20 A od povrsine encima) [18]. Holin-
esteraze imajo poleg acil-vezavnega zepka Se holin-vezavni zepek, ki je odgovoren za
vezavo holinskega dela ACh ter za pravilno umescanje esterske vezi za nukleofilni napad
Ser200. V primeru AB koncentracija AChE v zaletnih stopnjah naraste. Dokazi
namigujejo, da sta koncentraciji obeh holin-esteraz regulirani sorazmerno, v nekaterih

primerih pa celo obratno sorazmerno. Recipro¢no razmerje je dobro vidno ob razli¢nih



Domen Kutosa Nacrtovanje, sinteza in vrednotenje novih N-alkil naftalensulfonamidov kot potencialnih zaviralcev holin-esteraz

obolenjih, med drugim tudi pri AB, Kjer se koncentracija BChE v kasnejsih fazah AB
kompenzacijsko poveca tudi za dvakrat ob so¢asnem padcu koncentracije AChE [16].

1.3.1 Acetilholin-esteraza

AChE je sestavljena iz holinskega vezavnega zepka in acilnega zepka, ki je sestavljen iz
dveh ostankov fenilalanina (Phe288 in Phe290). Relativno velike stranske aromatske
verige v acilnem zepku omejujejo dostop do aktivnega mesta vec¢jim substratom, medtem
ko se ACh in ostali manjsi substrati lahko vezejo brez tezav. 14 aromatskih
aminokislinskih ostankov je razporejenih po celotnem lijaku. Vkljuceni so v holinsko
vezavno mesto (Trp84, Tyr130 in Phe330), acilni Zepek (Phe288 in Glu290) in periferno
anionsko mesto (Tyr70, Tyrl21l, Trp279 in Tyr334). Preostalin pet aminokislin
razporejenih po lijaku naj bi sodelovalo pri prehajanju pozitivno nabitih substratov do
aktivnega mesta s pomocjo n-kationskih interakcij. AChE ima poleg holinskega vezavnega
mesta tudi periferno vezavno mesto, ki lahko veze razline substrate (poleg ACh tudi
druge). Nahaja se blizu roba lijaka. Sestavljen je iz enega kislinskega ostanka (Asp72) in
stirih aromatskih ostankov (Tyr70, Tyrl21, Trp279 in Tyr334). PAS sodeluje pri vezavi in
usmerjanju kationskih substratov v encim s pomocjo m-kationskih interakcij. AChE ne
prikazuje Michaelisove kinetike in izkazuje substratno inhibicijo pri fizioloSkem pH. Ta se
izkazuje pri visokih koncentracijah substrata, ko se substratna molekula veze v PAS,
medtem ko je ena molekula substrata v aktivnem mestu [16]. Z vezavo dveh molekul ACh

se omeji dostop vode, kar otezi deacetilacijo encima in vodi v substratno inhibicijo [19].

1.3.2 Butirilholin-esteraza

BChE podrobneje raziskujejo od leta 1940. Po uvedbi miSi¢nega relaksanta sukcinilholina
so ugotovili, da imajo nekateri ljudje obliko BChE, ki ni zmoZzna hidrolizirati
sukcinilholina. Nadaljnje raziskave so pokazale, da lahko ljudje Zivijo v polni odsotnosti
delovanja BChE. Omenjeno odkritje je bilo podlaga za razmislek, ali je BChE sploh
potrebna. Kasneje je bilo dokazano, da prisotnost BChE pri opicah poveca odpornost na
zivéne strupe organofosfate, kar je odpravilo dvome o BChE. Danes velja spoznanje, da je
povisana koncentracija BChE prednost, ker visek le-te ne vpliva na nobeno zivljenjsko
funkcijo [20]. BChE ima med drugim pomembno toksikolosko vlogo, saj lahko deluje
profilakti¢no in razgradi toksine kot sta fiziostigmin in kokain, kakor tudi organofosfatne
estre, pesticide in anatoksine [18]. Glavna farmakoloska razlika med obema omenjenima

holin-esterazama (BChE in AChE) je v reakcijah s substrati in zaviralci ter encimska



Domen Kutosa Nacrtovanje, sinteza in vrednotenje novih N-alkil naftalensulfonamidov kot potencialnih zaviralcev holin-esteraz

kinetika. BChE namre¢ prikazuje substratno aktivacijo in ne substratnega zaviranja, kot v
primeru AChE. BChE je sposobna hidrolizirati vecje substrate v primerjavi z AChE (na
primer butirilholin, po katerem je dobila tudi svoje ime). Strukturne razlike med AChE in
BChE so odgovorne za razlike v aktivnosti in kinetiki. BChE je namre¢ v 52 % strukturno
identicna AChE. Aktivno mesto in oksanionska luknja v BChE sta skoraj identi¢na kot v
AChE. V holinskem vezavnem mestu BChE je Phe330 zamenjan z Ala328. Omenjena
substitucija je vzrok za spremenjeno encimsko Kinetiko. Ta zamenjava v povezavi z
zmanjSanjem $tevila aminokislinskih ostankov v PAS BChE, je najverjetneje odgovorna za
znacilno substratno aktivacijo BChE. Ostanki fenilalanina v acilnem zepku AChE so
zamenjani z manj voluminoznimi alifatskimi ostanki Leu286 in Val288 v BChE. To
poveca volumen zepka, kar omogoca vstopanje vecjih substratov v aktivno mesto (Slika
2). Stevilo aromatskih ostankov v lijaku je pri BChE zmanj$ano na 8, kar poveéa volumen
le-tega za priblizno 200 A.

BChE je prisotna tudi v serumu, kar je najverjetneje tudi vzrok za vecjo glikozilacijo
BChE kot AChE. BChE ima namre¢ vezanih 9 glikanskih verig, ki podalj$ajo razpolovni
¢as BChE v plazmi [16].

X y Asp70 ;
. Periferno
val288 vezavno
K mesto
r ¥ l‘

Holinski

vezavni
Zepek

Trp231

His438

Slika 2: Shematski prikaz aktivnega mesta encima humane BChE. Crna puitica prikazuje smer vstopa v aktivno
mesto, Kkjer je prikazano anionsko periferno vezavno mesto (Asp70, modro), holinski vezavni Zepek (Trp82,
rdece), acilni vezavni Zepek (Trp231, Leu286 in Val288, zeleno) in kataliti¢na serin ter histidin (Ser198 in His438,

oranzno) [21].
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1.4  Zdravljenje Alzheimerjeve bolezni

Za zdravljenje AB imamo trenutno na voljo terapijo z antagonisti NMDA- receptorja in z
zaviralci holin-esteraz (ChEl), ki modulirajo koncentracijo nevrotransmitorja ACh, ne
zavrejo pa Sirjenja amiloidnih leh in nevrofibrilarnih zank (Slika 3). Signifikanten u¢inek
terapije s ChEI je stabilizacija kognitivne funkcije za obdobje enega leta ali ve¢ pri
najmanj 50 % bolnikov z AB. Veliko Stevilo klini¢nih $tudij dokazuje, da se s ChEl
kognitivno funkcijo stabilizira do obdobja dveh let. Prav tako je dokazano, da pri
pacientih, ki se ne odzovejo na terapijo z eno vrsto ChEl, po zamenjavi le-teh opazimo
izboljSave pri 50 % bolnikov [1]. Do danes odkriti ChEI, ki se uporabljajo v terapiji, so
donepezil, rivastigmin, galantamin in takrin, ki je bil zaradi hepatotoksi¢nih neZelenih
u¢inkov umaknjen iz trga [22]. Takrin, donepezil, rivastigmin in galantamin zavirajo ChE.
Galantamin izboljsa holinergi¢ni nevrotransport z delovanjem na nikotinske acetilholinske
receptorje in s tem poveca presinapticno spros¢anje ACh in postsinapti¢ni nevrotransport.
Rivastigmin poleg delovanja na AChE zavira tudi BChE, kar je pomembno ob dejstvu, da
se z napredovanjem AB koncetracija AChE zmanjSa, koncentracija BChE pa se
predvidoma na racun proliferacija celic glije poveca [23]. Donepezil, rivastigmin in
galantamin se farmakolo$ko in farmakokineti¢no razlikujejo. Donepezil, ki je derivat
piperidina, nekompetitivno reverzibilno zavira AChE, je selektiven in se veze na
plazemske proteine (96 %) ter ima dolg razpolovni ¢as (70 ur). Rivastigmin je pocasno
vezo¢, reverzibilen zaviralec, Ki tvori kovalentno vez [24]. V nizkih koncentracijah se veze
na plazemske proteine in ima kratek razpolovni ¢as. Galantamin je selektiven, reverzibilen
inhbitor AChE in predstavlja pozitivni alosteri¢cni modulator nikotinskih receptorjev na
piramidalnih nevronih. Slabo se veze na plazemske proteine in ima kratko razpolovno
dobo. Kljub velikim razlikam v farmakokinetiki je bilo dokazano, da imajo vse zgoraj
omenjene zdravilne uc¢inkovine podoben ucinek na bolnike z AB [23].

Poleg terapije z ChEI, poznamo tudi terapijo z antagonisti NMDA-receptorjev. NMDA
receptorji so receptorji za glutamat, ki je glavni ekcitatorni nevrotransmitor v centralnem
zivénem sistemu. V primeru AB je zunajceli¢na koncentracija glutamata povefana na
racun poveCanega presinaptiCnega spro$¢anja glutamata in zmanj$anega privzema, kar
vodi v aktivacijo NMDA receptorja in ekscitotoksi¢nost [22]. Memantin je ne-kompetitivni
NMDA antagonist, ki zas¢iti nevrone pred glutamatno ekscitotoksi¢nostjo, ne da bi

preprecil fiziolosko aktivacijo NMDA receptorja [23].
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Glavni problem AB je njena neozdravljivost. Z obstojeCimi terapijami lahko delujemo
zgolj simptomatsko, torej upofasnimo napredovanje bolezni ter omilimo ze nastale
kognitivne poskodbe. S to vrsto terapije pa Zal ne prepre¢imo propadanja zivénih celic in
postopnega upadanja koncentracije ACh. S tem razlogom je znanost zacela poglobljeno
raziskovati moznosti novih tarénih terapij, ki bodo ciljale predvsem glavne krivce za
nastanek AB. Raziskujejo se moznosti na podro¢ju zaviranja agregacije AP, povecanje
izlo¢anja AP, imunoterapija, delovanje na protein Tau in Se Stevilne druge moznosti [22].
V letu 2010 je bilo v IIl fazi klinicnih S§tudij kar nekaj zdravil, kot na primer:
Semagecestat, ki naj bi zmanjsal sintezo A z inhibicijo gama sekretaze; Bapineuzumab in
Solanezumab - humanizirani monoklonski protitelesi, ki se vezeta na AP in preko vecjega
ocistka zmanj$ata njegovo koncentracijo v mozganih ter intravenozni imunoglobulin G

(Intravenous immunoglobulin G), ki naj bi prav tako znizal koncentracijo AP [25].
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Slika 3: Strukturni prikaz zaviralcev ChEl, ki se uporabljajo v terapiji AB. Aktivnost je podana kot srednja

zaviralna koncentracija (1Csp).

1.5 Strukturno podprto reSetanje in optimizacija zadetkov

Resetanje visoke zmogljivosti oziroma »high-throughput screening« (HTS) je najpogosteje
uporabljena tehnika za iskanje novih spojin vodnic v farmaciji. Z uporabo HTS dobimo
veliko zadetkov, ki pa so v velikem Stevilu lazno pozitivni. Z uporabo razli¢nih filtrov, kot
je pravilo petic po Lipinskem, lahko filtriramo spojine in doseZemo manjse Stevilo
kvalitetnih spojin vodnic [26] [27]. Enakega procesa so se posluzili tudi raziskovalci na
Fakulteti za farmacijo, ki so virtualno reSetanje dodatno optimizirali z namenom skrajSanja
Casa, ki je potreben za izvedbo resetanja. Z dobrim poznavanjem strukture ChE so dolo¢ili
nujno potreben strukturni element (aminska skupina) za vezavo v aktivno mesto encima. Z
vpeljavo kriterijev in filtrov so uspeli knjiznico spojin zmanjSati na 1.5 milijona zadetkov.
Nadaljnjo virtualno reSetanje z uporabo dodatnih omejitvenih kriterijev na podlagi analiz
aktivnega mesta huBChE je zmanjsalo $tevilo spojin na zgolj 40, ki so bile ovrednotene s

pomocjo encimskih testov in vitro. Zaviranje je bilo ugotovljeno pri 7. zadetkih, od katerih
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je najboljse zaviranje izkazovala spojina 1. Z doloditvijo kristalne strukture encima BChE
v kompleksu s spojino 1 so raziskovalci uspeli odkriti vzroke za nizko nanomolarno
aktivnost spojine, ki so sluzili kot smernice za nadaljnjo optimizacijo spojin. Ugotovljeno
je bilo, da spojina zadetek 1 tvori s protoniranim duSikom piperidina mo¢ne kation — 7«
interakcije s Tyr332, z naftalenskim obrocem pa popolnoma zasede acilni — vezavni zepek,
kjer tvori m — & interakcije z aminokislinskim ostankom Trp231 [21]. Ugotovitve so sluzile
kot podlaga za nacrtovanje in sintezo spojine vodnice 2 (Slika 4), ki je mo¢nej$i zaviralec

huBChE kot spojina zadetek 1.

A
Slika 4: Kristalna struktura spojine vodnice 2 modre barve, vezane v encim huBChE. Aminokislinski ostanki,

pomebni za vezavo in za nadaljno optimizacijo v nasem raziskovalnem delu, so obarvani zeleno.
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2 NACRT DELA

Spojina vodnica (2) ima v primerjavi s spojino zadetka (1) na dusik piperidinskega obroc¢a
vezan benzilni fragment ter v skeletu karboksamidno skupino zamenjano s sulfonamidno
skupino. S pomocjo pridobljenih kristalnih struktur in zaviralnih testov je bilo ugotovljeno,
da je za boljse zaviralno delovanje nujen benzilni substituent vezan na piperidinski dusik in
naftalenski fragment vezan na sulfonamidno skupino.

Nadalje je bilo iz kristalne strukture spojine zadetka (1) ugotovljeno, da se veriga (CH,),-
OMe usmerja proti kataliti¢ni triadi (Ser198 in His438) encima BChE, medtem ko se
veriga —(CH;),-OMe spojine vodnice (2), vezane na dusik sulfonamidne skupine, usmerja
stran od kataliticne triade. Spojina vodnica (2) ima kljub temu boljSe zaviralno delovanje.
To spoznanje je bilo povod za globlje raziskovanje pomena verige —(CH;),-OMe za jakost
zaviralnega delovanja.

V diplomski nalogi bomo raziskali vpliv odstranitve verige —(CH3),-OMe in zamenjavo le-
te z verigami -Me, -Et, -nPr, -nBu na zaviralno aktivnost. Z uvedbo razli¢nih dolzin verig
pricakujemo spremembo interakcij spojin z encimom in posledicno spremembo jakosti
zaviralnega delovanja.

Vsem spojinam bomo dolo¢ili jakost zaviranja delovanja ChE (AChE in BChE) in vitro in
s pomoc¢jo pridobljenih kristalnih struktur poglobili razumevanje pomena verige —(CH>),-
OMe pri vezavi v aktivno mesto encima in odnosa med strukturo spojine in njenim
delovanjem.

: R =(CH,),-OMe
:R=H

:R=Me

:R=Et

:R=nPr

w :R=nBu
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Slika 5: Naértovani derivati N — alkil naftalensulfonamidov.
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2.1 Retrosinteza na¢rtovanih spojin

Pri naértovanju sinteze se bomo posluZili retrosintezne analize. Ze samo ime napeljuje, da
sintezo nacrtujemo nazaj, od koncne spojine proti zaCetnim izhodnim spojinam, ki jih
bomo uporabili v sintezi ciljne spojine. Molekulo cepimo na mestu, Ki ustreza znani
reakciji, za katero vemo, da je zanesljiva. S cepitvijo molekule dobimo dva sintona, ki
predstavljata idealiziran reagent. Sinton je najveCkrat nabita molekula, ki predstavlja
ustrezni sintezni reagent uporabljen v sintezi. Glavni namen retrosinteze je, da kon¢no
molekulo cepimo do komercialno dostopnih reagentov, ki med seboj reagirajo po znanih in

zanesljivih reakcijah [28].

2.1.1 Retrosinteza novih N — alkil sulfonamidov

Ob pregledu spojin 3-7 vidimo alkilno verigo pripeto na sulfonamid. S transformom a
cepimo vez med sulfonamidnim duSikom ter alkilno metilensko skupino spojin 3-7. S tem
korakom dobimo sekundarni sulfonamid ter sinton 4, ki je ekvivalent alkil halogenidom (5-
9). Nacrtovane N-alkil sulfonamide bomo tvorili z ustrezno reakcijo med alkil halogenidi
(5-9) in N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamidom (3). S transformom b
cepimo sulfonamidno vez, s ¢imer bomo dobili sinton (10) ter primarni amin 1-
benzilpiperidin-3-il)metanamin (12). Najbolj primeren in komercialno dostopen ekvivalent
sintonu (10) je naftalen-2-sulfonil klorid (11). S transformom c¢ bomo izvedli redukcijo
spojine 13 ter tako pridobili spojino 12. Pri spojini 12 bomo s transformom d cepili vez
med benzoilno skupino ter piperidinskim dusikom, in tako dobili nipekotamid (14) in
sinton (15), ki je sintezni ekvivalent benzoil kloridu (16). Retrosinteza je shematsko

prikazana na sliki 6.
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X=Brl

sinton

Ph o
O)k W PN
N ¢ *
— NH;

12 10
sinton

(TSR [ IS - o O//\\D
T u
/

14 15
sinton

Iz
®

Slika 6: Shematski prikaz retrosinteze novih N — alkil naftalensulfonamidnih zaviralcev BChE (3-7).

2.2 Farmakolosko testiranje

Za dolocanje zaviralne aktivnosti spojin bomo uporabili Ellmanovo reakcijo. Kot produkt
Ellmanove reakcije med substratom ter encimom, bomo dolocali tiolne skupine tioholina.
Meritve bomo izvajali na dveh encimih: huBChE ter mAChE. Pri zaviralnem testu s
huBChE bomo kot substrat uporabili butiriltioholin-jodid (BTCI), medtem ko bomo
acetiltioholin-jodid (ATCI) uporabili za dolo¢evanje zaviralne aktivnosti mAChE. Nastali

tioholin reagira z DTNB (5,5-ditio-bis-(2-nitrobenozojska kislina)) in tvori kon¢ni produkt

12
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reakcije (5,5-ditio-2bitrobenoatnega anion), ki se obarva rumeno. Koncentracijo nastalega
produkta bomo dolo¢ili spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 412 nm, po spodaj opisani

reakcijski shemi [29].

AChE ]
ATC —— tioholin + acetat

BChE ]
BTC —— tioholin + acetat

tioholin + DTNB —— 5 — tio — 2 — nitrobenzoatni anion

Zbrane podatke bomo rac¢unalni$ko obdelali in dolocili vrednosti ICsg za vse sintetizirane
kon¢ne spojine v okviru te magistrske naloge. Glede na rezultate analiz bomo podali tudi
kon¢no oceno zaviralne sposobnosti huBChE in mAChE vseh spojin, kar bo skupaj s
Kristalnimi strukturami spojin vezanih v aktivno mesto encima, razkrilo informacije o

strukturnih elementih, pomembnih za delovanje spojine.

13
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali
Reagenti in topila so bili naroceni pri Acros Organics, Alfa Aesar, Eurisio-Top, Fluka,
Merck, Sigma Aldrich in TCI Europe.

3.2 Sinteza

MeSanje in segrevanje reakcijske zmesi

V vseh reakcijskih postopkih, kjer je bilo zahtevano meSanje ali segrevanje, smo le-to
izvedli z magnetnim meSalom — grelnikom in teflonskim magnetom (v nadaljevanju
mesanje).

Odstranjevanje topil pri zniZanem tlaku

Uporabili smo rotavapor Rotavapor R-200, regulator tlaka Vakuum Controller VV-800 in
membransko ¢rpalko Vac V-500 proizvajalca Biichi. Podtlak smo nastavljali po potrebi,
glede na topilo, ki smo ga odstranjevali. Temperatura vodne kopeli je bila nastavljena na
40 °C (v nadaljevanju uparevanje).

Filtriranje s presesavanjem

Pri filtriranju s presesavanjem smo uporabili vodno ¢rpalko.

Risanje in poimenovanje struktur

Za namene poimenovanja in risanja kemijskih strukturnih formul spojin smo uporabili
racunalniSki program ChemBioDraw Ultra 14.0.

Obdelava kristalnih struktur

Za pomo¢ pri razreSevanju in urejanju pridobljenih Kristalnih struktur smo uporabili
racunalniSki program MacPyMOL.

Izracun fizikalno-kemijskih lastnosti struktur

Za namene dolocevanje fizikalno-kemijskih lastnosti spojin smo uporabili rac¢unalniski

program ChemBioDraw Ultra 14.0.

14
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3.3 Analitske metode

Infrardeca spektroskopija

IR spektri so bili posneti na spektrofotometru Perkin-Elmer 1600 FT-IR na Fakulteti za
farmacijo v Ljubljani. [zmerjena valovna dolzina je podana v cm .

Jedrska magnetna resonanca

BC-NMR in "H-NMR spektri so bili posneti na Perkin — Elmer 1600 FT — IR
spektrofotometru na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Meritve so bile izvedene v topilu
CDCl3. Kemijski premiki so izrazeni v w»parts per million« (ppm). NanaSajo se na
uporabljeno devterirano topilo. Sklopitvene konstante (J) so podane Hertzih (Hz).

Masna spektroskopija

Masni spektri so bili posneti na VG — Analytical Auspec Q spektrometru; proizvajalec
Micromass, Manchester. Uporabili smo ESI tehniko v Centru za masno spektrometrijo na
Indtitutu Jozef Stefan v Ljubljani.

»Flash« kolonska kromatografija

Uporabili smo Silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm, velikost delcev 230 — 400 proizvajalca
Merck. Pri locevanju smo uporabili razliéne mobilne faze. Posamezne mobilne faze so
navedene pri rezultatih posamezne spojine.

Tankoplastna tekocinska kromatografija (TLC)

Za analizo smo uporabili plosée Silikagel 60 F254 proizvajalca Merck. Na aluminijastem
nosilcu je 0,20 mm debel nanos silikagela z dodanim fluorescen¢nim indikatorjem.
Uporabili smo razlicne mobilne faze, ki so navedene pri posameznih rezultatih spojin.
Spojine na kromatografskih plos¢icah smo detektirali z UV svetlobo (A = 254 nm in A =
366 nm), ter z raztopino vizualizacijskega reagenta ninhidrina (15 mg/ml ninhidrina v 96
% EtOH/ACOH = 5/1).

Analitska reverznofazna HPLC

Uporabili smo modularni sistem Agilent 1100 LC opremljenim z avtomatskim
vzoréevalcem, G1365B UV — VIS detektorjem (210,8, 254,16, 280,16 nm), kvarterno
¢rpalko, prostorom za termostatiranje kolone in podatkovnim sistemom ChemStation.
Uporabljena kolona je bila Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 Analytical 4,6 x 150 mm, 5
um. Uporabljena predkolona je bila Phenomenex Securty Guard Cartridge C18 CODS,
Octadecyl 4 mL x 3,0 mm ID. Analitsko reveznofazno HPLC smo izvajali po treh razli¢nih
metodah:
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Metoda A: V kolono smo injicirali 10 pL raztopine vzorca (0,1 mg/mL v MeCN), ter
eluirali z 1 mL/min pretokom. Za eluiranje smo uporabili linearni gradient acetonitrila in
vodne raztopine fosfatnega pufra (20 mM, pH = 8,00); uporabljen gradient: 0-15 minut, 30
% - 70 %; 15-20 minut, 70 %; 20-25 minut, 70 % - 30 %.

Metoda B: V kolono smo injicirali 10 pL raztopine vzorca (0,1 mg/mL v MeCN), ter
eluirali z 1 mL/min pretokom. Za eluiranje smo uporabili linearni gradient acetonitrila in
vodne raztopine fosfatnega pufra (20 mM, pH = 8,00); uporabljen gradient: 0-5 minut, 30
% - 70 %; 5-20 minut, 70 %; 20-25 minut, 70 % - 30 %.

Metoda C: V kolono smo injicirali 10 pL raztopine vzorca (0,1 mg/mL v MeCN), ter
eluirali z 1 mL/min pretokom. Za eluiranje smo uporabili linearni gradient acetonitrila in
vodne raztopine fosfatnega pufra (20 mM, pH = 8,00); uporabljen gradient: 0-5 minut, 50
% - 70 %; 5-25 minut, 70 %; 25-30 minut, 70 % - 50 %.

Za izvedbo metode D smo uporabili binarni Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
Rapid Separation LC sistem, opremljenim z avtomatskim vzoréevalcem, fotodiodnim
detektorjem, binarno c¢rpalko, prostorom za termostatiranje kolone in podatkovnim
sistemom Chromeleon Chromatography Data System. Uporabljena kolona je bila Agilent
Zorbax Eclipse Plus C18 Analytical 4,6 x 150 mm, 5 um. Uporabljena predkolona je bila
Phenomenex Securty Guard Cartridge C18 CODS, Octadecyl 4 mL x 3,0 mm ID

Metoda D: V kolono smo injicirali 10 pL raztopine vzorca (0,1 mg/mL v MeCN), ter
eluirali z 1 ml/min pretokom. Za eluiranje smo uporabili linearni gradient mobilne faze A
(70 % vodna raztopina fosfatnega pufra (5 mM, pH = 8,00; v/v in MeCN) in mobilne faze
B (30 % vodna raztopina fosfatnega pufra (5 mM, pH = 8,00; v/v in MeCN). Uporabljen
gradient: 0-7 minut, 0 % - 100 %; 7-20 minut, 100 %.

Vodne raztopine pufrov in vzorcev spojin smo pripravili z bidestilirano vodo pridobljeno z
napravo Millipore Advantage A10 sistema.

Dolocevanje talisca

Temperaturo tali§¢a spojin smo dolocali z mikroskopom Leica hot-stage.
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3.4 FarmakoloSko testiranje

UV - VIS Spektrofotometrija

Za odcitavanje smo uporabili c¢italec mikrotiterskih ploscic SynergyTM, BioTek
Instruments USA. Odcitavali smo pri valovni dolzini 412 nm. Vzorce in reference smo
nana$ali na mikrotiterske plos¢ice z 96 vdolbinicami. Dimetilsulfoksid (DMSO) je bil
uporabljen za referencni vVzorec.

Priprava vzorcev in reagentov za namene farmakoloskega vrednotenja

Reagenta BTCI in ATCI sta bila kupljena pri Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija).
MACNhHE in rekombinantna huBChE v koncentracijah 4,6 mg/mL v 10 mM MES pufru (pH
= 6,5) sta bila podarjena. Raztopine encima so bile pripravljene z red¢itvijo koncentriranih
vzorcev v fosfatnem pufru (0,1 M, pH = 8,0). Reakcija je bila izvedena v kon¢nem
volumnu 300 pL, ki je vseboval 0,1 M fosfatnega pufra pH 8,0; 3,7 x 10° M DTNB, 5 x
10" M substrata BTCI ali ATCI in 1 x 10 M huBChE v kolikor smo dodali BTCI ali 5 x
10™ M mAChE, v kolikor smo dodali ATCI. Aktivnost encima v tako pripravljenih
raztopinah je bila priblizno 500 mAU/min. Reagente smo pripravili z red¢enjem v pufru,

vzorce spojin pa z red¢enjem v DMSO.
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 Shema sinteze naftalensulfonamidov 3 - 7.

(o]
Ph
NH,
PhCOCI, Et;N, THF LiAIH . brezvodni THF
NH, : o
0°C - sobna T, 22 ur N Ar (g), refluks, 3 ure
N /K
H o}
13
Ph
N

P

NH;
Ph
14 12
C'\S OO ﬁ
O//\\O 1 .CH,Cl, E;N
AL » H
0°C - sobna T, 24 ur \S
0// \\c
3
) Ph 4:R=Me
X-Brl W 5:R=Et
N 6: R=nPr
R-X, MeCN, Cs,CO; . T 7: R=nBu
sobna T - 60°C, 1-6 ur N\S
VAN
o o
4-7

Slika 7: Shematski prikaz sinteze novih N — alkil naftalensulfonamidov (4-7).
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4.2 Sinteza 1-benzoilpiperidin-3-karboksamida (13)

O\[/Ph

N

ZT

PhCOCI, Et;N, THF
—
0°C -sobna T, 22 ur (0]

NH, NH,

14 13

Slika 8: Shematski prikaz sinteze 1-benzoilpiperidin-3-karboksamida (13).

500 mL bucko smo napolnili z magnetom za mesanje, nipekotamidom (14) (10,000 g,
78,020 mmol, 1,0 mol. ekv.) in THF (260 mL). Suspenzijo smo ohladili na 0 °C in ob
meSanju po kapljicah dodali EtzN (10,875 mL, 78,020 mmol, 1,0 mol. ekv.) in nato Se
raztopino benzoil klorida (9,049 mL, 78,020 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (30 mL). Po 22
urah mesanja pri sobni temperaturi smo uparili topilo. Uparek smo raztopili v H,O (200
mL), prenesli v lij lo¢nik (500 mL) ter ekstrahirali z CH,Cl;, (3 x 300 mL). Organske faze
smo zdruzili, suSili z Na,SOy, suspenzijo filtrirali in uparili topilo. Dobili smo 17,809 ¢

spojine 13.
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O\‘/ Ph

N

NH2

13

Izgled: rahlo rumena trdna snov

Izkoristek reakcije: 98 %

TLC: Rf (CH2CI2/MeOH = 5/1, v/v) = 0,58

Temperatura taliS§¢a: 171 — 173 °C

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6)

8 [ppm] = 1,38 (1 H, bs), 1,53-1,75 (2 H, m), 1,91
H, bs), 2,30 (1 H, bs), 2,78-3,08 (2 H, m), 3,49-3,5
(1 H, m), 4,5-4,46 (1 H, m), 6,85-6,90 (1 H, m

7,29-7,52 (6 H, m)

3C-NMR ( 100 MHz, DMSO-d6)

5 [ppm] = 23,98, 24,80, 27,54, 27,
41,60, 42,23, 43,99, 47,33, 49,35, 126,61, 128,36,

129,32, 136,20, 169,01, 174,52, 174,64

79, 41,59,

HRMS (ESI+) Izra¢unana vrednost za Ci3H17N,O»
. 233,1290
(IM+H]")
Izmerjena vrednost 233,1296
IR (ATR) v [em™] = 3339, 3139, 2938, 2360, 1670, 1617,

1442, 1271, 1102, 936, 855, 670, 577 cm™

20



Domen Kutosa Nacrtovanje, sinteza in vrednotenje novih N-alkil naftalensulfonamidov kot potencialnih zaviralcev holin-esteraz

4.3 Sinteza (1-benzilpiperidin-3-il)metanamina (12)

O\[/ Ph r o
N N
LiAlHy, brezvodni THF
T
NH NH;
2 Ar(g), od sobne T do refluksa, 3 ure
O
13 12

Slika 9: Shematski prikaz sinteze (1-benzilpiperidin-3-ilymetanamina (12).

V bucko (250 mL) s tremi vratovi smo dodali magnetno meSalo in namestili refluksni
kondenzator. LiAIH, (2,879 g, 75,863 mmol, 5,0 mol. ekv.) smo dodali v bucko z Ze
ustvarjeno argonsko atmosfero. S kanilo smo dodali brezvodni THF (priblizno 150 mL). V
razponu 1 ure smo suspenziji ob meSanju pri sobni temperaturi po majhnih odmerkih
dodali amid 13 (3,524 g, 15,171 mmol, 1,0 mol. ekv.) Reakcijsko zmes smo po 3 urah
mesanja ob vrenju ohladili na 0 °C. Prebitni LiAlH4 smo nevtralizirali z dodatkom vode
(dodajali po kapljicah) (2,879 mL) nato 15 % raztopino NaOH (2,879 mL) in s H,O (8,637
mL). Suspenzijo smo pustili meSati eno uro pri sobni temperaturi. Zmes smo filtrirali s
presesavanjem skozi Biichnerjev 1ij (poroznost §t. 4). Belo oborino na Biichnerjevem liju
smo dobro sprali s THF (5 x 60 mL). ZdruZene filtrate smo uparili in dobili 3,085 g spojine
12.
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Ph
r Izgled: rahlo zlata tekocina
N Izkoristek reakcije: 99,5 % (surov produkt)
NH,
12
HRMS (ESI+) Izradunana vrednost za C13H N, ([M+H]") | 205,1705

Izmerjena vrednost 205,1710

4.4 Sinteza spojine N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida

3
Ph
Ph
ﬁ N W
" o// \\o 11 . CH,Cl,, Et;N
H
NH; 0°C -sobna T, 24 ur N\S

Slika 10: Shematski prikaz sinteze N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3).

50 mL bucko smo napolnili z magnetom za mesanje in spojino 12 (1,555 g, 7,579 mmol,
1,0 mol. ekv.). Dodali smo CH,Cl, (30 mL) ter nastalo raztopino ob meSanju ohladili na 0
°C in po kapljicah dodali EtsN (1,057 mL, 7,579 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 15 minutah smo
dodali naftalen-2-sulfonil klorid (11) (1,718 g, 7,579 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 24 urah
meSanja pri sobni temperaturi smo reakcijsko zmes prenesli v lij lonik (100 mL) in bucko
v Kkateri je potekala reakcija, sprali z CH,Cl; (20 mL) v 1ij lo¢nik. CH,Cl, fazo smo
ekstrahirali s H,O (40 mL) in nasi¢eno vodno raztopino NaHCOj3; (40 mL). Organsko fazo
smo susili z Nap,SOy in suspenzijo filtrirali ter uparili topilo. Surovi produkt smo ocistili s
»flash« kolonsko kromatografijo (MF = CH,Cl,/MeOH = 20/1, v/v). Dobili smo 1,288 g

spojine 3.
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Ph
Izgled: bela trdna snov

N Izkoristek reakcije: 43%
¥ TLC: Rf (CH,Cly/MeOH = 10/1, vIv) =
~
3 0,43
7N\
(0] (0]

3

'H-NMR (400 MHz, CDClg) | & [ppm] = 1,02-1,11 (1 H, m), 1,45-1,55 (1 H, m),
1,60-1,71 (2 H, m), 1,76-1,90 (2 H, m), 2,09-2,15 (1
H, m), 2,52-2,67 (2 H, m), 2,85-2,97 (2 H, m), 3,38—
3,46 (2 H, m), 5,20 (1 H, bs), 7,22-7,31 (5 H, m),
7,59-7,67 (2 H, m), 7,78 (L H, dd, J; = 8.7 Hz, J, =
1.9 Hz), 7,90-7,97 (3 H, m), 8,41 (1L H, t, J = 0.9 Hz)

3C-NMR (100 MHz, CDCl3) | 8 [ppm] = 24,07, 28,06, 35,36, 47,02, 53,78, 57,14,
63,23, 122,23, 126,95, 127,41, 127,80, 128.1,
128,26, 128,60, 129,05, 129,12, 129,38, 132,03,
134,62, 136,64, 137,77

HRMS (ESI+) IzraCunana vrednost za Cj3H27N20,S
N 395,1793
([M+H]")
Izmerjena vrednost 395,1784
IR (ATR) v [em™] = 3062, 2938, 2816, 2769, 1467, 1452, 1328,

1159, 1068, 972, 817, 759, 701, 658, 640, 614

HPLC Cistost spojine 99 % pri 254,16 nm (tg = 10,35 min)
(Metoda E)
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4.5 Alkiliranje sulfonamidnega dusika N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)
naftalen-2-sulfonamida (3)

Ph Ph

X Br, | ﬁ
N
R-X, MeCN, Cs, (_01 R
sobna T - 60°C, 1-6 ur l\s
//\\ I\
; 4: R = Me
S:R=Et
6: R =nPr
7: R =nBu

Slika 11: Shematski prikaz alkiliranje sulfonamidnega dusika N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-
sulfonamida (3).

Spojino 3 (1,0 mol ekv.) smo raztopili v MeCN pri sobni temperaturi ter prepihali z
argonom. Pripravljeni raztopini smo ob mesanju dodali Cs,CO3; (1,5 mol. ekv.), Nal
(kataliti¢na koli¢ina) ter alkil halogenid (6,0 mol. ekv.). Suspenzijo smo 1-6 ur mesali pri
60 °C. Reakcijsko zmes smo uparili, uparek suspendirali v etil acetatu (EtOAc), prenesli v
lij lo¢nik, esktrahirali z vodo in nato $e z nasi¢eno vodno raztopino NaHCOj3. Organsko
fazo smo susili z Na,SO,, suspenzijo filtrirali in uparili topilo. Surovi produkt smo oéistili

s »flash« kolonsko kromatografijo.

4.6 Sinteza N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)-N-metilnaftalen-2-sulfonamida
(4)

Spojina je bila sintetizirana iz N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida in

metil jodida, po postopku opisanem v poglavju »Alkiliranje N-((1-benzilpiperidin-3-

il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3)«. Surovi produkt smo o€istili s »flash« kromatografijo

(MF = CH,Cl,/MeOH = 24/1, V/v).
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I

Izgled: bela trdna snov
Izkoristek reakcije: 70 %

TLC: Rf (CH.Cl,/MeOH = 20:1, v/v) =
0,29

'H-NMR (400 MHz, CDCl,)

5 [ppm] = 1,00-1,10 (1 H, m), 1,66-1,77 (3 H, m),
1,82-2,04 (3H, m), 2,74 (4 H, s), 2,84-2,97 (3 H, m),
3,43-3,60 (2 H, m), 7,21-7,25 (1 H, m), 7,30 (4 H, d,
J =44 Hz), 7,60-7,67 (2 H, m), 7,74 (1 H, dd, J; =
8,6, J> = 1,8 Hz), 7,90-7,99 (3 H, m), 8,34-8,35 (1 H,
s)

3C-NMR (100 MHz, CDCls)

5 [ppm] = 24,48, 28,12, 34,20, 35,23, 53,78, 57,68,
63,38, 122,63, 126,88, 127,43, 127,81, 128,08,
128,53, 128,60, 120,09, 129,17, 132,11, 134,33,
134,63, 138,13

HRMS (ESI+) IzraGunana vrednost za CysHg9N>0O,S
N 409,1950
(IM+H]")
Izmerjena vrednost 409,1939
IR (ATR) v [em %] = 2937, 2809, 1453, 1334, 1155, 1132, 1070,
960, 889, 740, 653
HPLC Cistost spojine 99 % pri 254,16 nm (tz = 21,57 min)

(Metoda A)

4.7 Sinteza N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)-N-etilnaftalen-2-sulfonamida (5)

Spojina je bila sintetizirana iz N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida in

etil bromida, po postopku opisanem v poglavju »Alkiliranje N-((1-benzilpiperidin-3-

il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kolonsko
kromatografijo (MF = CH,Cl,/MeOH = 25/1, v/v).
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Ph

o// \\o

5

Izgled: brezbarvno olje, ki se je po

ohlajanju pretvorilo v belo oborino

N
(j\/ ( /“ lzkoristek reakcije: 73 %
N\S

TLC: Rf (CH.CI,/MeOH = 20/1, viv) =
0,30

'H-NMR (400 MHz, CDCls)

5 [ppm] = 0,97-1,06 (4 H, m), 1,65-1,81 (4 H, m)
1,92-2,01 (2 H, m), 2,78 (2 H, bd), 3,02-3,14 (2 H,
m), 3,24 (2 H, q, J = 7,2 Hz), 3,42-3,53 (2 H, m),
7,21-7,25 (1 H, m), 7,27-7,32 (4 H, m), 7,59-7,66
(2 H, m), 7,74 (1 H, dd, J; = 8,7 Hz, J, = 1,8 Hz),
7,89-7,97 (3 H, m), 8,36-8,37 (1 H, m)

BC-NMR (100 MHz, CDCls)

o [ppm] = 13,74, 24,53, 28,27, 34,78, 43,02, 51,26,
53,82, 57,70, 63,35, 122,43, 126,86, 127,36, 127,77,
128,05, 128,19, 128,49, 129,07, 129,18, 132,09,
134,52, 136,84, 138,13

HRMS (ESI+) Izra¢unana vrednost za CysH31N2O,S
N 423,2106
(IM+H]")
Izmerjena vrednost 423,2103
IR (ATR) v [em ] = 2937, 2808, 1329, 1292, 1151, 1109, 995,
887, 749, 724, 652
HPLC Cistost spojine 99 % pri 254,16 nm (tz = 23,63 min)

(Metoda A)

4.8 Sinteza N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)-N-propilnaftalen-2-sulfonamida

©)

Spojina je bila sintetizirana iz N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida in

propil bromida, po postopku opisanem v poglavju »Alkiliranje N-((1-benzilpiperidin-3-
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il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kromatografijo
(MF = CH,CI,/MeOH = 25/1, v/v).
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Izgled: zlato-rumena viskozna tekoc¢ina

Izkoristek reakcije: 82 %

(Ph
/N
TLC: Rf (CH,CI,/MeOH = 20/1, v/v) =
AN 0,32

o// \\o

=

IH-NMR (400 MHz, CDCls) | & [ppm] = 0,81 (3 H, t, J = 7,4 Hz), 0,94-1,04 (1 H,
m), 1,46-1,55 (3 H, m), 1,63-1,75 (3 H, m), 1,94
1,99 (2 H, m), 2,71-2,83 (2 H, m), 3,01-3,11 (4 H,
m), 3,41-3,50 (2 H, m), 7,21-7,25 (1 H, m), 7,29—
7,32 (4 H, m), 7,59-7,66 (2 H, m), 7,74 (1 H, dd, J
= 8,7 Hz, J, = 1,9 Hz), 7,89-7,98 (3 H, m), 8,36
8,37 (L H, m)

3C-NMR ( 100 MHz, CDCl3) | 8 [ppm] = 11,16, 21,85, 24,51, 28,30, 34,87, 50,50,
52,14, 53,81, 57,67, 63,33, 122,45, 126,85, 127,34,
127,75, 128,03, 128,18, 128,46, 129,06, 129,08,
129,14, 132,06, 134,49, 136,67, 138,05

HRMS (ESI+) Izra¢unana vrednost za CysH33N20,S
N 437,2263
(IM+H]")
Izmerjena vrednost 437,2255
IR (ATR) v [em™] = 2934, 2805, 1453, 1330, 1152, 1130,
1071, 966, 866, 747, 652, 614
HPLC Cistost spojine 99 % pri 254,16 nm (tz = 20,13

min) (Metoda B)
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4.9 Sinteza spojine N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)-N-butilnaftalen-2-

sulfonamid (7)

Spojina je bila sintetizirana iz N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida in

butil bromida, po postopku opisanem v poglavju »Alkiliranje N-((1-benzilpiperidin-3-

il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kromatografijo
(MF = CH,CI,/MeOH = 25/1, v/v).

o// \\o

i

Izgled: zlato-rumeno viskozna tekocina

rPh
N H/ Izkoristek reakcije: 83 %
(j\/"‘ /“ TLC: Rf (CH.CIl/MeOH = 20/1, viv) =
~
S

0,33

'H-NMR (400 MHz, CDCl,)

8 [ppm] = 0.85 (3 H, t, J = 7.3 Hz), 0.94-1.03 (1 H,
m), 1.22 (2 H, h, J = 7.4 Hz), 1.42-1.50 (2 H, m),
1.62-1.75 (4 H, m), 1.90-1.99 (2 H, m), 2.76 (2 H,
bd), 3.00-3.13 (4 H, m), 3.40-3.49 (2 H, m), 7.21-
7.25 (1 H, m), 7.28-7.32 (4 H, m), 7.59-7.66 (2 H, m),
7.74 (1L H, dd, J, = 8.6 Hz, J, = 1.8 Hz), 7.89-7.98 (3
H, m), 8.35-8.36 (1 H, m)

¥3C-NMR (100 MHz, CDCls)

o [ppm] = 13,63, 19,95, 24,53, 28,31, 30,62, 34,86,
48,59, 52,10, 53,83, 57,70, 63,35, 122,48, 126,87,
127,35, 127,77, 128,05, 128,22, 128,47, 129,07,
129,09, 129,14, 132,08, 134,51, 136,65, 138,05

HRMS (ESI+) IzraCunana vrednost za Cy7H35N202S
. 451,2419
([M+H]")
Izmerjena vrednost 451,2413
IR (ATR) v [em™] = 2931, 2871, 1454, 1335, 1154, 1130, 1072,
746, 699, 652, 615
HPLC Cistost spojine 99 % pri 254,16 nm (tg = 23,99 min)

(Metoda C)
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4.10 Farmakolo$ko testiranje zaviralcev AChE in BChE

Sposobnost zaviranja holin-esteraz nasih spojin smo dolo¢ili z napravo Synergy™ H4, ki
je spektrofotometricno merila spremembo absorbance v razponu 1 minute. Za namene
testiranja smo uporabili mikrotitersko plos¢ico z 96 vdolbinicami, v katere smo vnesli 0,1
M fosfatnega pufra's pH = 8,0, 3,7 x 10° M DTNB, 5 x 10 M substrata BTCI ali ATCI
in 1 x 10° M huBChE v kolikor smo dodali BTCI ali 5 x 10™ M mAChE v kolikor smo
dodali ATCI s kon¢nim volumnom 300 pL. Tako pripravljene vzorce spojin smo 5 minut
inkubirali pri sobni temperaturi z namenom vzpostavitve ravnotezja v kompleksu med
encimom in zaviralcem. Reakcija je bila sprozena po dodatku substrata (BTCI ali ATCI)
pri sobni temperaturi. Reakcijo smo spremljali 1 minuto. Opazovali smo spremembo
absorbance kot posledice nastajanja 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona, produkta reakcije
med DTNB in tioholinom ter organolepticno spremembo barve iz brezbarvne v rumeno,
kot posledica nastajanja 5-tio-2-nitrobenzenoatnega aniona. Vse spojine smo testirali v treh
paralelah, v kon¢nih koncentracijah 10 uM, 3 uM, 1 uM, 300 nM, 100 nM, 30 nM, 10 nM,
3 nM ter 1 nM. Pri testiranju slepega vzorca smo deleZ spojine nadomestili z DMSO. S
primerjavo hitrosti encimske reakcije slepega vzorca in vzorca z dodanim zaviralcem smo
izraCunali rezidualno encimsko aktivnost (RA). Vrednosti ICsp smo dolocili z
doloCevanjem aktivnosti spojine pri razlicnih koncentracijah, katere smo z uporabo

Gnuplot programa in lastne Phyton kode pretvorili v vrednosti 1Csp.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Pregled sinteze novih N-alkil naftalensulfonamidov

Sintezno pot smo zaceli z izhodnim nipekotamidom (14) in ga pretvorili v primarni amin
(1-benzilpiperidin-3-il)metanamin (12). Primarni amin 12 smo z naftalen-2-sulfonil
kloridom (11) v prisotnosti EtsN in CH,Cl, pretvorili v sulfonamid (3). Sulfonamidni dusik
spojine 3 smo v naslednjem koraku alkilirali z razlicnimi alkil halidi (5 - 9) v prisotnosti

Cs,COg3 pri 60 °C in sintetizirali N-alkil naftalensulfonamide (4 - 7).

5.1.1 Reakcijski mehanizem sinteze 1-benzoilpiperidin-3-karboksamida (13)

o { o o Ph
H MY Y
IL.' \_/Ph N
+ > + HCI
NH, NH;
Et;N
o) 0
14 13 ® ©
Et;NHCI

Slika 12: Predlagan reakcijski mehanizem sinteze 1-benzoilpiperidin-3-karboksamida (13).

V prvi stopnji sinteze novih N-alkil naftalensulfonamidov (3 - 7) smo tvorili amid. Pri tej
reakciji nukleofilni amin 14 napade elektrofilni benzoil klorid (16). HCI, ki se tvori pri

reakciji, nevtralizira Et3N in pri tem nastane trietilaminijev klorid (EtsN"HCI") [30].
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5.1.2 Reakcijski mehanizem sinteze (1-benzilpiperidin-3-il)metanamina (12)

Ph

'A1H3
AIHS
13 Li® A1H3
Ph\’
N l
OH" /H,0
®
Nz - Al(OH)5 Nz
H
12
H;Al = H

Slika 13: Predlagan reakcijski mehanizem sinteze (1-benzilpiperidin-3-il)metanamina (12).

V drugi stopnji smo izvedli redukcijo obeh karbonilnih skupin spojine 13 (v shemi
mehanizem prikazuje redukcijo primarnega amida, mehanizem redukcije je enak pri
benzoilnem substituentu). LiAIH, je zelo reaktiven donor hidridnega iona, ki je zaradi
prostega elektronskega para zelo dober nukleofil. Hidridni ion napade amidni ogljik, hkrati
amidni kisik tvori kompleks s preostankom AlH;. Nastali oksialuminijev kompleks se
izlo¢i, kar iz amida tvori iminijev ion. Iminijev ion je elektrofilen. Oksialuminijev
kompleks, ki se je izlocil iz reakcije, na tem mestu kot donor H™ napade imin. Produkt
reakcije je primarni amin. Preostanek oksialuminijevega kompleksa hidroliziramo do
Al(OH)3 z dodatkom vode [31].
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5.1.3 Reakcijski mehanizem sinteze spojine N-((1-benzilpiperidin-3-

il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3)

(L e I —(1 -
N g H\
O//{B\O A

O// \\0 J Et;N

® o
Et;NHCI
Slika 14: Predlagan reakcijski mehanizem sinteze spojine N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida

©)

V tretji stopnji sinteze smo iz amina 12 in sulfonil klorida 11 tvorili sulfonamid 3. Pri tej
reakciji primarni amin 12 napade elektrofilni sulfonil klorid 11. HCI, ki se tvori pri

reakciji, nevtralizira EtzN in pri tem nastane trietilaminijev klorid (EtsN"HCI") [30].

5.1.4 Reakcijski mehanizem alkiliranja  sulfonamidnega  dusika  N-((1-

benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3)

0® Ph )
Cs

I\ I
3
h (‘5®Xe
O\/ I OO
\S
O// \\O
4-7

Slika 15: Predlagan reakcijski mehanizem alkiliranje sulfonamidnega dusika N-((1-benzilpiperidin-3-

il)metil)naftalen-2-sulfonamida (3).

33



Domen Kutosa Nacrtovanje, sinteza in vrednotenje novih N-alkil naftalensulfonamidov kot potencialnih zaviralcev holin-esteraz

V Cetrti stopnji nase sinteze smo izvedli alkiliranje spojine 3. Vodik na duSiku
sulfonamidne skupine je rahlo kisel. Z dodatkom baze Cs,CO; smo odcepili proton in
dobili cezijevo sol sulfonamida, ki reagira z elektrofilnim alkil halidom (5 - 9). Halogeni

atom, ki je dobra izstopajoca skupina, izstopi iz reakcije v obliki cezijeve soli [32].

5.2 Razprava in rezultati farmakoloskih testov sintetiziranih spojin

Za namene testiranja in ovrednotenja zaviralnih sposobnosti spojin za encim huBChE in
MAChE smo sintetizirali pet spojin. Vsaka spojina (4 - 7) ima na sulfonamidni dusik
vezano alkilno verigo razli¢ne dolzine z izjemo spojine 3, kjer sulfonamidni dusik ostaja
ne-alkiliran. Zaviralni testi so pokazali visoko zaviralno sposobnost in selektivnost za
huBChE vseh sintetiziranih spojin. Vrednosti srednjih zaviralnih koncentracij (ICsg) se
gibljejo od 25 nM do 57 nM (Tabela 1). Popolna odstranitev N — alkilne verige (3) v
primerjavi s spojino vodnico (2) znatno zmanjsa jakost zaviranja huBChE (ICsp = 56,9 +
9,80 nM). Spojina 4, ki ima namesto vodika na sulfonamidno skupino pripeto —Me ima v
primerjavi s spojino 3 ve¢ kot 2x moc¢nej$o jakost zaviranja (ICso = 24,97 + 3,84 nM).
Nadaljnje podaljsevanje alkilne verige jakost zaviranja zmanjsa. Spojina 5 z —Et ima jakost
zaviranja ICsp = 37,97 = 2,57 nM, spojina 6 s —Pr ima jakost zaviranja 1Cso = 42,78 + 6,39
nM in spojina 7, ki ima —Bu vezano na sulfonamidno skupino z jakostjo zaviranja ICsq =
35,53 £ 4,42 nM. Zamenjava kisikovega atoma v (CH;),-OMe verigi spojine vodnice (2)
jakost zaviranja huBChE zmanjsa za ve¢ kot sedem Krat.

Iz pridobljenih rezultatov jakosti zaviranja novih N-alkil naftalensulfonamidov (3 - 7) in
pridobljenih kristalnih struktur razberemo, da pri vezavi v aktivno mesto encima veliko
vlogo igra —(CH;),-OMe veriga, ki stabilizira spojino na vhodu v aktivno mesto, s kisikom
eterske skupine pa tvori vodikovo vez z aminokislinskim preostankom Asn698 preko
molekule vode, kar se odraza v boljsi jakosti zaviranja encima. Omenjeno trditev potrjuje
primerjava aktivnosti spojine 4 (ICsp = 24,97 + 3,84 nM ), spojine 7 (ICsp = 35,53 + 4,42
nM) in spojine 3 (ICsp = 56,9 + 9,80 nM). Spojina 4 z —Me ima visjo jakost zaviranja kot
spojina 7 z —Bu, kar dokazuje da podaljSevanje dolzine verige brez kisikovega atoma
zmanjSuje jakost zaviranja. Jakost zaviranja spojine 3 brez vezane alkilne verige je izmed
vseh sintetiziranih spojin najnizja, kar potrjuje predvidevanje, da pri vezavi spojine v

aktivno mesto huBChE alkilna veriga vezana na sulfonamidno skupino igra vidno vlogo.
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Doloc¢ena razmerja med aktivnostjo encima mAChE ob dodatku zaviralca in aktivnostjo ob
odsotnosti zaviralca izkazujejo delez RA nad 75%, kar pomeni da se zaviralci selektivno
vezejo v huBChE.

Tabela 1: Prikaz vpliva odstranitve -(CH,),-OMe verige spojini vodnici 2 in zamenjave z alkilnimi verigami

razli¢nih dolZin na zaviralno aktivnost huBChE in mAChE.

N
@E % RA pri 10 pM
OSO

huBChE MAChE

Spojina N ICs0 £ SD [nM] SD
2 (CH,),-OMe 4,92 £ 0,33 n.z.
3 H 56,9+ 9,80 n.z.
4 Me 24,97 + 3,84 n.z.
5 Et 37,97 £ 2,57 n.z.
6 nPr 42,78 £ 6,39 n.z.
7 nBu 35,53 +4,42 n.z.

n.z. = ni zaviranja, RA > 75 %.

5.3 Kristalna struktura spojine vodnice (2) in novih N — alkil sulfonamidov
(3, 4) vezanih v huBChE

Za pomo¢ pri razreSevanju nacina vezave novih N-alkil naftalensulfonamidov v aktivno
mesto BChE so bile pridobljene kristalne strukture spojin 3 (PDB ID 5DYY) in 4 (PBD
ID 5DYT). Kristalni strukturi sta bili pridobljeni iz kristalov namoc¢enih v mati¢no
raztopino, kateri je bilo dodanih 100 pL raztopine izbranega zaviralca BChE. Primerjava
pridobljenih kristalnih struktur spojin 3 in 4 s kristalno strukturo spojine vodnice 2 (PDB
ID 5DYW) razkriva podoben nacin vezave zaviralcev v vezavno mesto encima BChE.

Spojini 3 in 4 se, enako kot spojina 2, z naftalenskim obroCem vezeta v acilni vezavni
zepek, kjer tvorita tvorita m — m interakcije s Trp231. Pozitivno nabit dusik piperidinskega
obroca interagira s Tyr332, kjer tvori kation — 7 interakcije. V holinski vezavni Zepek
encima BChE se pri spojinah 2, 3 in 4 umesc¢a benzilni fragment in s Trp82 vzpostavi © — «t
interakcije. Med kisikoma sulfonamidne Kkisline, ki sta akceptorja vodikove vezi in

donorjem -OH skupino aminokislinskega ostanka Thr120, se ustvari vodikova vez, ki Se
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dodatno ucvrsti vsidrano spojino zaviralca v encim BChE. Veriga -(CH,),-OMe vezana na
sulfonamidni dusik spojine 2 je usmerjena izven aktivnega mesta encima, enako velja tudi
za —Me verigo spojine 4.

Z merjenjem razdalje med posameznimi deli molekul zaviralcev in Trp231, Thrl20,
Trp82, Tyr332 aminokislinskimi ostanki, pomembnimi za vezavo liganda v encim, smo
ugotovili, da imata spojina 3 brez vezane verige in spojina 4 z vezano -Me alkilno verigo
enak nacin vezave kot spojina vodnica (2) z vezano -(CH,),; -OMe, z malenkostnimi
razlikami v kon¢ni konformaciji zaviralca v vezavhem mestu huBChE. Spojina vodnica (2)
se glede na meritve s svojo konformacijo najbolj prilega povrSini encima huBChE.
Najboljse prileganje, v primerjavi s spojino 3 in 4, doseze v holinskem vezavnem Zepku,
kjer se Trp82 aminokislinskemu preostanku pribliza na 4,83 A, kar je za 0,2 A bliZje kot
spojina 3 oziroma 0,4 A blizje kot pri spojini 4. Spojina vodnica 2 se prav tako z
naftalenskim fragmentom molekule najbolje prilega v acilni vezavni Zepek (Trp231).
Prileganje spojin in interakcije z Thr120 in Tyr332 je primerljivo. Iz pridobljenih meritev
lahko ugotovimo, da se spojina vodnica (2) najbolje prilega povrsini encima huBChE in
potrdimo nasa predvidevanja, da veriga vezana na sulfonamidni dusik vpliva na kon¢no

konformacijo vezanega liganda v huBChE.
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5.3.1 Spojina vodnica (2)

-
el

A0
'\

F

—

Slika 16: Prikaz kristalne strukture spojine 2 vezane v huBChE (PDB ID 5DYW). Slika prikazuje spojino 2 v
modri barvi, vezano na povr$ino huBChE obarvani v svetlo zeleno. V slikah od A — D je protein prikazan v
»Cartoon« obliki, spojina 2 je modre barve. (A) prikaz interakcij spojine 2 s Trp82, (B) prikaz interakcij spojine 2
s Thr120, (C) prikaz interakcij spojine 2 s Thr231 in (D) prikaz interakcij spojine 2 s Tyr332.

Tabela 2: Prikaz povpreé¢nih razdalj [A] med posameznimi strukturnimi deli spojine vodnice 2 in huBChE.

Trp231 naftalenski T—T 4,63 (3)
substituent
Thr120 kisik sulfonamidne H - vez 3,40 (2)
skupine
Trp82 benzilni substituent T—T7 4,83 (3)
Tyr332 N - piperidin kation — 4,50 (1)
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5.3.2 Spojina N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)naftalen-2-sulfonamid (3)

Slika 17: Prikaz kristalne strukture spojine 3 vezane v huBChE (PDB ID 5DYY). Slika prikazuje spojino 3 v

modri barvi, vezano na povr§ino huBChE obarvani v svetlo zeleno. V slikah od A — D je protein prikazan v

»Cartoon« obliki, spojina 3 je modre barve. (A) prikaz interakcij spojine 3 s Trp82, (B) prikaz interakcij spojine 3

s Thrl20, (C) prikaz interakcij spojine 3 s Thr231 in (D) prikaz interakcij spojine 3 s Tyr332.

Tabela 3: Prikaz povpreé¢nih razdalj [A] med posameznimi strukturnimi deli spojine vodnice 3 in huBChE.

Trp231 naftalenski T—T 5,03 (3)
substituent
Thr120 kisik sulfonamidne H - vez 3,45 (2)
skupine
Trp82 benzilni substituent T—7 5,07 (3)
Tyr332 N - piperidin kation — 4,40 (1)
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5.3.3 Spojina N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)-N-metilnaftalen-2-sulfonamida (4)

A X
Slika 18: Prikaz kristalne strukture spojine 4 vezane v huBChE (PBD ID 5DYT). Slika prikazuje spojino 4 v
modri barvi, vezano na povr§ino huBChE obarvani v svetlo zeleno. V slikah od A — D je protein prikazan v
»Cartoon« obliki, spojina 4 je modre barve. (A) prikaz interakcij spojine 4 s Trp82, (B) prikaz interakcij spojine 4
s Thr120, (C) prikaz interakcij spojine 4 s Thr231 in (D) prikaz interakcij spojine 4 s Tyr332.

Tabela 4: Prikaz povpreé¢nih razdalj [A] med posameznimi strukturnimi deli spojine vodnice 4 in huBChE.

Trp231 naftalenski T—T 4,87 (3)
substituent
Thr120 Kisik sulfonamidne H - vez 3,55 (2)
skupine
Trp82 benzilni substituent T—T 5,26 (3)
Tyr332 N - piperidin kation — 4,50 (1)
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5.4 Analiza farmakokineti¢nih lastnosti

5.4.1 Krvno moZganska bariera

Krvno mozganska bariera (KMB) je pletez kapilar, ki mo¢no ovira prehajanje u¢inkovin iz
krvi v moZzgane in predstavlja najveéji izziv pri nacrtovanju zdravil za zdravljenje bolezni
centralnega zivénega sistema [33]. Mozgani imajo dve barieri. KMB predstavlja lo¢nico
med krvjo in intersticijsko tekocino, ki obdaja sinapticne povezave znotraj mozganskih
celic. Loc¢nico med cerebrospinalno teko¢ino (CST), ki obdaja mozgane ter krvjo pa
predstavlja horoidni pletez. V mozgane in na mesto delovanja u¢inkovine lahko prehajajo
neposredno skozi KMB ali preko CST z difuzijo iz mozganskih ventriklov preko

ependimalne povrsine v intersticijsko teko¢ino do mozganskih celic [34].

Ependimalna povriina

Difuzija
el ———
. B |
Mozganske celice Konvekcija
A CST
KMB Horoidni plete
Krvni obtok
\

Slika 19: Prikaz distribucije spojin iz krvnega obtoka v moZganske celice direktno preko KMB oziroma posredno

preko horoidnega pleteza v CST in z difuzijo preko ependimalne povrsine v moZganske celice [34].

Za ciljano dostavo ucinkovin v mozgane je boljsa KMB, ker ima vec¢jo povrsino. Prav tako
je pretok oziroma konvekcija CST nazaj v krvni obtok, v primerjavi s hitrostjo difuzije iz
CST v moZzganske celice preko ependimalne povrsine prehiter in hitro odplavi u€inkovino
v sistemski krvni obtok. Kapilare KMB imajo za razliko od perifernih kapilar tesne stike
med endotelijskimi celicami, kar prepreci paracelularni transport. Minimalna pinocitoza in
odsotnost intracelularnih por preprecujeta nespecificno transcelularno izmenjavo med

krvjo in mozgani. Kombinacija vseh treh preprecuje dostop velikemu Stevilu spojin in daje
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veliko selektivnost KMB [35]. Kljub omejitvam obstajajo nac¢ini za prehod ucinkovin
preko KMB. Poznamo lipidno uravnavani transport, receptorsko uravnavan transport in
transport preko prenaSalcev, med katerimi je lipidno uravnavana pasivna difuzija

najpogostejsi nacin prehajanja KMB majhnih zdravilnih u¢inkovin [34].

5.4.2 Fizikalno-kemijske lastnosti zdravilnih u¢inkovin z delovanjem v CZS
Pri nacrtovanju novih zdravilnih uéinkovin z mestom delovanja v mozganskih celicah
moramo upostevati ve¢ razli¢nih fizikalno-kemijskih zakonitosti. Uspe$na ucinkovina z
mestom delovanja v CZS s ciljano dostavo preko pasivnega prehoda KMB mora ustrezati
spodnjim zahtevam:

Aktivnost v nizkih koncentracijah - nanomolarne koncentracije

Visoka selektivnost

Molekularna masa < 450 Da

Minimalna hidrofobnost, cLogP <5

Stevilo donorjev H — vezi < 3

Stevilo akceptorjev H — vezi < 7

Skupno Stevilo H vezi < 8

Stevilo vrtegih vezi < 8

pKa nevtralni ali bazi¢ni 7,5 — 10,5

Polarna povrsina molekule < 60 — 70 A?
Zgoraj opisane zahteve nakazujejo, da so zdravilne u¢inkovine z mestom delovanja v CZS
manjSe, bolj kompaktne in manj fleksibilne. Molekularna povrSina ima manjSe Stevilo
funkcionalnih skupin za tvorbo vodikovih vezi. Prav tako je polarna povr$ina spojin v

primerjavi s celotno povrSino molekule zmanjSana.

5.4.3 Predvidene farmakokineti¢ne lastnosti zaviralcev BChE (3-7)

Zamenjava ali popolna odstranitev -(CH,),-OMe se je za nove N -alkil sulfonamide (3 - 7)
glede na napovedane farmakokineti¢ne lastnosti izkazala za ugodno. Spojina 3, ki je brez
verige, ima ugodno vrednost cLogP, ki znasa 4,56 in ustreza minimalnim predpisanim
cLogP vrednostim. Spojina 3 je edina, ki ima v svoji strukturi poleg akceptorjev H — vezi
tudi donor H — vezi. Molekulska masa pa je nizja od 400 Da. Spojine 4 - 7 imajo
primerljive fizikalno-kemijske lastnosti. Vrednosti tPSA se s podaljsevanjem alkilne verige
ne spreminjajo, prav tako enaka ostaja tudi vrednosti pKa in skupno Stevilo H — vezi.

Omenjene spojine se razlikujejo v vrednosti cLog in Stevilu vrtljivih vezi. Spojina 4, z
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vezano —Me verigo, izkazuje najboljse fizikalno-kemijske lastnosti in edina izmed vseh
sintetiziranih novih N — alkil sulfonamidnih derivatov ustreza vsem predpisanim
vrednostim, Ki so pogoj za dobro prehajanje KMB.

Na podlagi izracunanih fizikalno-kemijskih lastnosti lahko sklepamo, da bo spojina 4 bolje
prehajala KMB kot spojina vodnica 2, ki ima veliko molekulsko maso, vi§ji cLogP in tPSA

vrednosti ter vecje celokupno Stevilo vrtljivih vezi.

Tabela 5: Prikaz izracunanih fizikalno-kemijskih lastnosti spojine vodnice 2 in sintetiziranih novih N — alkil
sulfonamidnih zaviralcev huBChE (3-7).

Stevilo
Stevilo donorjev/
@J;S vrtljivih C| akceptorjev
Spojina T cLogP | tPSA[A?] pKa MM [Da] | - vezi H - vezi
2 (CH,),-OMe 5,251 49,85 8,792 453,2212 9 0/8
3 H 4,56 49,41 8,760 395,1784 6 1/6
4 Me 4,976 40,62 8,807 409,1939 6 0/6
5 Et 5,505 40,62 8,815 423,2103 7 0/6
6 nPr 6,034 40,62 8,824 437,2255 8 0/6
7 nBu 6,563 40,62 8,816 451,2413 9 0/6
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6 ZAKLJUCEK

Nacrtovali, sintetizirali in ovrednotili smo pet N — alkil naftalensulfonamidnih zaviralcev
BChE, s katerimi smo Zeleli izboljsati jakost zaviranja ter raziskati odnos med strukturo in
delovanjem spojine vodnice 2. Vse sintetizirane spojine so imele jakost delovanja v
nanomolarnem obmoc¢ju, vendar slabse kot spojina vodnica 2 (ICsp = 4,92 + 0,33 nM). Za
spojino z najmanjSo zaviralno jakostjo se je izkazala spojina 3 (ICsp = 56,9 = 9,80 nM);
spojine 5 (ICso = 37,97 = 2,57 nM), 6 (ICsp = 42,78 £ 6,39 nM) in 7 (ICsp = 35,53 + 4,42
nM) so imele primerljivo jakost delovanja. Najboljso jakost zaviralne aktivnosti je imela
spojina 4 (1Cso = 24,97 + 3,84 nM). Razlika v jakosti zaviralne aktivnosti med spojino 3 in
spojino 4 razkriva, da stranska veriga vpliva na nacin vezave v aktivno mesto BChE. Prav
tako je razlika v jakosti delovanja med spojino vodnico 2 in spojino 7, ki sta si kemijsko
najbolj podobni, razkrila, da je za mo¢nejSe interakcije zaviralca z encimom potrebno v
stransko verigo vkljuciti akceptor vodikove vezi. V nadaljnjih raziskavah bi bilo zanimivo
v alkilne stranske verige sintetiziranih spojin vkljuciti tudi kisik ter s primerjavo jakosti
aktivnosti zaviranja ugotoviti optimalno mesto za vezan Kkisik na alkilni verigi. Z
vpeljevanjem novih alkilnih substituentov nam ni uspelo izboljsati jakosti zaviranja encima
BChE, vendar smo z optimizacijo strukture spojine vodnice 2 uspeli sintetizirati spojine s
predvideno boljsim prehajanjem krvno mozganske bariere. Rezultati in spoznanja nasega
dela lahko sluzijo kot smernice za nadaljnji razvoj in optimizacijo spojine vodnice 2, kjer
bo potrebno najti kompromis med farmakokineti¢énimi lastnostmi, ki bodo zagotavljale

dobro biolosko uporabnost spojine ter jakostjo zaviranja huBChE in vitro.
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