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§1. UVOD

Morski ekosustavi, koji prekrivaju vise od 70 % Zemljine povrsine, predstavljaju jedno od
najbogatijih, ali 1 najmanje istraZzenih prirodnih staniSta. Zahvaljuju¢i iznimnoj bioloskoj
raznolikosti te specificnim 1 ¢esto ekstremnim uvjetima Zivota, morski organizmi razvili su niz
jedinstvenih metaboli¢kih spojeva kao prilagodbu na svoje okoliSne izazove. Medu tim
spojevima posebno se izdvajaju prirodni inhibitori, spojevi koji selektivno ometaju djelovanje
enzima, ¢ime pokazuju veliki potencijal za razvoj novih lijekova 1 terapija.

Posebno znacajnu ulogu ovi prirodni spojevi imaju u istrazivanju 1 lijeCenju
neurodegenerativnih poremecaja. Prirodni inhibitori kolinesteraze, izolirani iz razli¢itih izvora,
koriste se za ublazavanje simptoma povezanih s disfunkcijom kolinergi¢kog sustava. Najcesce
primjene ukljuuju ublazavanje simptoma Alzheimerove bolesti 1 miastenije gravis, gdje
inhibicija kolinesteraze dovodi do poboljsanja neurotransmisije.!

Ovaj rad donosi pregled prirodnih inhibitora kolinesteraze izoliranih iz morskih
organizama, njihov mehanizam djelovanja te potencijal za primjenu u terapiji
neurodegenerativnih bolesti. Neki od tih spojeva pokazuju inhibitorno djelovanje jednako ili

¢ak snaznije od trenutno koriStenih klini¢kih lijekova.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kolinergicki sustav

Kolinergicki sustav se temelji na oslobadanju i vezanju neurotransmitera acetilkolina (ACh).
Predstavlja klju¢an modulacijski put, kako sredisnjeg, tako i perifernog zZiv€anog sustava.
Naime, neurotransmiter ACh, koji se sintetizira i otpusta s kolinergickog neurona, regulira
brojne fizioloske funkcije. Primjerice, kolinergicki neuroni su, u srediSnjem ziv€anom sustavu,
ukljuceni u razne neuronske funkcije kao $to su pamcenje, ucenje, paznja i regulacija ciklusa
spavanja.’

ACh se sintetizira iz kolina i acetilkoenzima A (acetil-CoA) u citosolu presinaptickog
kolinergickog neurona, a reakcija je Kkatalizirana enzimom kolin-acetil-transferazom.
Neurotransmiter se zatim pohranjuje u sinapticke vezikule. Depolarizacija neurona uzrokuje
spajanje membrane vezikula s membranom neurona $to dovodi do stvaranja otvora kroz koje
se neurotransmiteri egzocitozom izbacuju u sinapticku pukotinu, slika 1.. ACh se u sinaptickoj
pukotini veze na nikotinske 1 muskarinske receptore, koji se nalaze na postsinaptickoj
membrani, §to dovodi do depolarizacije postsinapticke membrane te omogucuje daljnji prijenos
signala.?

Kako bi se postsinapticka membrana, nakon prijenosa signala, vratila u pocetno stanje,
dolazi do brze razgradnje ACh djelovanjem acetilkolinesteraze (AChE), enzima koji se nalazi
u sinapti¢koj pukotini 1 funkcionalno je povezan s postsinaptickom membranom. AChE
katalizira hidrolizu ACh u acetat i kolin. Kolin se preko kolinskog nosaca prenosi ponovno u
presinapticki neuron. Razine ACh regulirane su kolin-acetil-transferazom 1 ponovnom

pohranom kolina.*
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Slika 1. Kolinergicka sinapsa. Acetilkolin (ACh) se, pod djelovanjem
kolin-acetil-transferaze, sintetizira iz kolina i acetata te se pohranjuje u vezikulama.
Presinapticka membranska depolarizacija uzrokuje egzocitozu sinaptickih vezikula te dolazi
do oslobadanja ACh u sinapti¢ku pukotinu. ACh se veze za acetilkolinske receptore i
omogucuje daljnji prijenos signala. Stimulacija ovih receptora prestaje djelovanjem
acetilkolinesteraze koja katalizira hidrolizu ACh u acetat i kolin. Kolin se zatim transportira

natrag u presinapticki neuron pomocu kolinskog nosaca.
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2.2. Kolinesteraze

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) i butirilkolinesteraza (BChE; E.C. 3.1.1.8) su enzimi
koji se intenzivno istrazuju u podrucju biomedicine i toksikologije. Razlog tomu njihova uloga
u organizmu i rasprostranjenosti u zivotinjskom i biljnom svijetu. Oba enzima se prema
enzimskoj nomenklaturi ubrajaju u skupinu hidrolaza, podskupinu esteraza i potpodskupinu
hidrolaza estera karboksilnih kiselina.’

Primarna funkcija kolinesteraza je hidroliza estera kolina, ukljuuju¢i prirodni supstrat
acetilkolin, ACh. Osim toga, navedeni enzimi imaju i alternativne funkcije. Do sada je
otkriveno da kolinesteraze sudjeluju u stani¢noj proliferaciji, diferenciraciji, u komunikaciji
izmedu stanica te razvoju i odrzavanju sinapti¢ke i mioneuralne strukture.® Uz navedeno,

zabiljeZena je i uloga AChE u patolokim stanjima.’

2.2.1. Acetilkolinesteraza

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C.3.1.1.7) glasi kao jedan od kataliti¢ki najucinkovitijih enzima
u prirodi. Jedan enzim AChE moze hidrolizirati do 5000 molekula ACh u sekundi, $to znaci da
je AChE gotovo savrSen enzim, jer brzina reakcije nije ograni¢ena samom katalizom, ve¢
difuzijom supstrata u aktivno mjesto.® Glavna funkcija ovog enzima je regulacija
neurotransmisije u kraljeZnjacima kolinergickim putevima u mozgu, autonomnom Zivéanom
sustavu 1 skeletnim miSi¢ima. AChE se obi¢no nalazi kao tetramer povezan s plazmatskom
membranom u sinapti¢koj pukotini preko specializiranih sidri$nih proteina,® ali moZe postojati
i kao slobodni enzim, koji razgraduje ACh u ekstracelularnom mediju.°

Aktivno mjesto AChE nalazi se na dnu duboke 1 uske Supljine (aromstaki "klanac") duboke
2 A, slika 2. Oko 60% povrsine Supljine je prekriveno aromatskim aminokiselinskim ostacima,’
Sto omogucuje usmjeravanju supstrata prema aktivnom mjestu kroz sukcesivno-m interakcije.
Sukcesivno-rn interakcije odnose se na niz uzastopnih kationsko-m interakcija izmedu kvaterne

amonijeve soli ACh i aromatskih aminokiselinskih ostataka unutar aktivnog mjesta enzima.’
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Slika 2. Grada aktivnog mjesta AChE

Osim aromatskog "klanaca", aktivho mjesta AChE c¢ine kolinsko, kataliticko i periferno
anionsko mjesto. Kolinsko mjesto omogucuje ispravnu orijentaciju ACh preko kationsko-n
interakcija izmedu kvaterne amonijeve soli ACh i aromatskih aminokiselinskih ostataka.
Kataliticko mjesto sadrzi kataliticku trijadu koja izravno sudjeluje u katalizi, a saCinjavaju ju
His447, Glu334 i Ser203.%!1° Periferno anionsko mjesto nalazi se na samom ulazu u klanac i
omogucuje privlacenje, stabilizaciju i1 1 usmjeravanje ACh prema aktivnom mjestu na dnu

klanca.’
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2.2.2. Butirilkolinesteraza

Butirilkolinesteraza (BChE; E.C. 3.1.1.8) pripada skupini kolinesteraza. lako moze hidrolizirati
neurotransmiter ACh i ve¢i, neprirodni butirilkolin, njen specifi¢ni fizioloSki supstrat nije
pronaden te zbog toga njegova prava fizioloska uloga nije poznata.® Kod odraslog ¢ovjeka
prosje¢ne koncentracije BChE kreéu od 3,5 do 9,6 mg mL, §to je deset puta vise od
koncentracije AChE.!! Postoje pretpostavke da BChE podrzava i regulira kolinergicki prijenos
kada je aktivnost AChE ugroZena ili odsutna.'>? BChE se nalazi u veéoj koncentraciji u
srediSnjem 1 perifernom zivénom sustavu, cerebrospinalnoj tekucini, plu¢ima, gusteraci,
crijevima 1 jetri. Isto tako, otkriveno je da sudjeluje u metabolizmu lipida i lipoproteina,
diferencijaciji, rastu ziv€anog tkiva te je uoCena pojacana ekspresija enzima kod
neurodegenerativnih bolesti. Kao i AChE, predstavlja metu za tretman lijeCenja Alzheimerove,
Parkinsonove bolesti i miastenije gravis. Takoder, pojavljuje se nekoliko drugih zastitnih i
regulatornih funkcija BChE, uklju€ujuéi biokonverziju nekolicine farmakoloski vaznih spojeva
kao Sto su heroin i bambuterol (aktivira ih) te aspirin, kokain, sukcinildikolin, amitriptilin

(deaktivira ih).>

2.2.3. Mehanizam djelovanja kolinesteraza

Kolinesteraze kataliziraju reakciju hidrolize supstrata ACh, slika 3. Mehanizam hidrolize odvija
se u tri koraka: nastajanje Michaelisova kompleksa, zatim aciliranje enzima te njegovo
deaciliranje vodom. Aciliranje 1 deaciliranje enzima odvijaju se preko tetraedarskog

meduprodukta izmedu Ser203 1 ACh.
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Slika 3. Shematski prikaz mehanizma hidrolize kolinesteraza

Enzimi AChE 1 BChE nastaju kao produkti ekspresije razlicitih gena, ali dijele veliki postotak
homologije u primarnoj strukturi i ¢ak 90 % u tercijarnoj strukturi.!®* Iako postoje razlike u
sastavu aminokiselina pojedinih domena aktivnog mjesta AChE i BChE, mehanizam hidrolize
supstrata je isti.* Ova dva enzima dijele vise od 50 % aminokiselinske sekvence, ali se razlikuju
po svojim supstratnim specificnostima. Razlog tome jest ¢injenica da su odredeni aromatski
boc¢ni ogranci u aktivnom mjestu AChE zamijenjeni alifatskima kod BChE, ¢ime je njen
volumen poveéan za 200 A, §to utjeCe na susptratnu selektivnost, ali i na interakcije s
inhibitorima.'* Naime, aromatski bo¢ni ogranci kod AChE uzrokuju krutost i stericka smetanja
koja vode do izrazenije supstratne selektivnosti, dok su alifatski bo¢ni ogranci kod BChE manji
te ne tvore jake m-m interakcije, Sto omogucuje pristup aktivnom mjestu veéim susptratima, ali

i inhibitorima."
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Aktivno mjesto duboko je 20 A i sastoji se od Cetiri domene: katalitickog mjesta, kolinskog
mjesta, acilnog dZepa i perifernog anionskog mjesta na rubu aromatskog ,.klanca®“. Kataliticko
mjesto ukljucuje kataliticku trijadu koja izravno sudjeluje u katalizi, a saCinjavaju ju His447,
Glu334 1 Ser203 1 nalazi se na dnu zdrijela. Specificnost Ser203 je po tome $to je nukleofilniji
od drugih serina u proteinu, a razlog tome je stvaranje vodikove veze s dusikovim atomom iz
imidazolskog prstena His447. Vodikova veza nastaje i izmedu kisika karbonilne skupine
Glu334 i drugog dusikovog atoma iz imidazolskog prstena His447. Ser203 nukleofilno napada
karbonilni ugljikov atom ACh. Prilikom nastajanja tetraedarskog meduprodukta, negativno
nabijen kisikov atom karbonilne skupine ACh stabilizira se u oksianionskoj Supljini stvaranjem
vodikovih veza s Glyl118, Gly119 i Ala201.'® Kolinsko mjesto sastoji se od aminokiselina
Trp86, Tyr337 1 Tyr338. U kolinskom mjestu pomoc¢u kation-n interakcija stabilizira se
pozitivno nabijeni kvaternizirani dio kolinskog supstrata. Trp86 sluzi tome da smjesta pozitivno
nabijeni dio supstrata u kolinsko mjesto omoguéavajuci time brzu hidrolizu kolinskih supstrata.
Za razliku od AChE, kolinsko mjesto kod BChE nije specificno samo za pozitivno nabijene,
ve¢ 1 za neutralne 1 negativno nabijene supstrate. U acilni dZep smjeSta se acilna skupina
supstrata tako da on bude orijentiran prema Ser203. U acilnom dZepu AChE nalaze se Phe295
1 Phe297, dok se kod BChE umjesto aromatskih, nalaze alifatske aminokiseline Leu286 1
Val288 te se time smanjuje selektivnost kod BChE.!” Periferno mjesto smjesteno je na rub
klanca, kod AChE sastoji se od Tyr72, Tyr124 1 Trp286 odgovornih za alostericki mehanizam

inhibicije kada je koncentracija acetilkolina visoka.'®
2.3. Poremecaji kolinergickog sustava

Poremecaji kolinergickog sustava mogu nastati zbog razli¢itih faktora koji utje¢u na ravnotezu
i funkciju ACh. Nekoliko neuroloskih i degenerativnih stanja povezano je sa smanjenjem
funkcije kolinergickog sustava. Glavni razlozi ovakvih stanja povezani su s degeneracijom
neurona, autoimunoscu 1 prekidanjem neuromuskularne transmisije. Inhibitori kolinesteraze

koriste se za ublazavanje simptoma koji su povezani s nekim od ovih stanja.
2.3.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AD) je progresivna neurodegenerativna bolest mozga koja pogada starije
osobe i najée’éi je uzrok senilne demencije.'” Kod razvoja bolesti, kolinergi¢ki neuroni unutar

mozga akumuliraju fosforilirane proteine povezane s mikrotubulama (Tau proteini)®® i
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agregirane beta-amiloidne peptide koji tvore senilne plakove i pokazuju pojacanu aktivnost
AChE u ranim fazama bolesti. Navedeni mehanizmi dovode do smanjenja ACh i do postupnog
gubitka mozdanih neurona uklju¢enih u kognitivne funkcije. Degeneracija neurona je
posljedica gubitka pamcenja, uz probleme u razumijevanju, uc¢enju i snalazenju u prostoru i
vremenu te drugim kognitivnim vjeStinama koje utjecu na sposobnost osobe da ucinkovito
obavlja svakodnevne poslove.?! U kasnijim fazama progresije AD, aktivnost AChE u mozgu
opada te dolazi do znatnog povecanja (do 90%) razina BChE u mozgu, $to uzrokuje dajnje
pogorsanje bolesti.?> Shodno tomu, inhibitori AChE i BChE koji produljuju aktivnost ACh u

sinapsama mogu doprinijeti poboljsanju kognitivnih funkcija pacijenata s AD.

2.3.2. Miastenia gravis

Mpyasthenia gravis (MG) je najrasprostranjenija autoimuna neuroimunoloSka kroni¢na bolest
koja pogada 1 na 20 000 ¢lanova populacije.> MG utjee na neuromuskularnu sinapsu i
karakterizira je slabost i izrazita umornost skeletnih misi¢a zbog blokiranja neuro-misi¢nog
prijenosa.”* Najéeséi uzrok ometanja neuromuskularnog prijenosa je stvaranje i vezanje
autoantitijela za acetilkolinske receptore (AchR) ¢ime dolazi do smanjenja broja funkcionalnih
AchR iz postsinaptitke membrane.?® Klini¢ki relevantni tretmani MG ukljucuju inhibitore
AChHE koji ne mogu prije¢i krvno-mozdanu barijeru, Sto povecava poluzivot ACh. Terapija
takvim inhibitorima AChE, koji poboljSavaju kontrakcije miSica, kljucna je za ublaZavanje

simptoma MG.
2.4. Trenutno koriSteni ChE inhibitori

Odobreno je nekoliko lijekova, odnosno inhibitora kolinesteraza, za lijeCenje demencije i
drugih stanja, od strane FDA?®, slika 4. Uzevsi u obzir Alzheimerovu bolest, lijekovi ne lijece
bolest, ve¢ ublazavaju simptome kako bi poboljSali kognitivnu funkciju pacijenata, Sto se
odrazava na njihovo pam¢enje, paznju i svakodnevno funkcioniranje.?’ Inhibitori kolinesteraze
sprecavaju razgradnju ACh. Budu¢i da bolest uzrokuje pad razine ACh, lijekovi pokuSavaju

ublaziti simptome poveéanjem njegove dostupnosti u mozgu.
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Slika 4. Trenutno koristeni ChE inhibitori

Prvi lijek za lijecenje Alzheimerove bolesti bio je Cognex (akridinski derivat takrin),
odobren od strane FDA 1993. godine.?® Iako su klini¢ka ispitivanja pokazala blaga poboljsanja
kod ublazavanja simptoma bolesti, spoj je takoder bio povezan s ozbiljnim nedostacima i
problemima toksi¢nosti, kao §to je osteéenje jetre.?” Shodno tomu, takrin je povuden s trzista
2012. godine te je ostao zapamcen kao pionirski pokusaj farmakoloskog lije€enja demencije.
Navedeni dogadaj potaknuo je opsezna istraZivanja alternativnih AChE inhibitora za lijeCenje
AD, a nekoliko novih AChE inhibitora odobreno je za ulazak na trziSte poCetkom 21. stoljeca.

Rivastigmin (Exelon) odobren je 2000. godine, razvijen je kao karbamatni derivat
fizostigmina. lako snaZan inhibitor AChE, postoje odredeni razlozi zbog kojih nije
najprikladniji lijek za lije€enje AD. U prvom redu to je niska podnosljivosti lijeka koja
ukljuduje brojne nuspojave, posebice gastrointestinlne i kardiovaskularne rizike.** S druge
strane, to je snaZan lijek za lijecenje glaukoma te se koristi u tu svrhu od 1876. godine. Ipak, uz
sve nedostatke, priroda karbamatna skela fizostigmina, potaknula je razvoj niza klinicki
relevantnih sintetickih pseudo-ireverzibilnih inhibitora kolinesteraze, posebice jer ima dobru
oralnu bioraspolozivost i lako prelazi krvno-mozdanu barijeru.’!

Jedan od najcesce koriStenih lijekova za simptomatsko lijeCenje AD je donepezil (Aricept),
odobren je 1996. godine.*? Donepezil, u usporedbi s prethodnim tretmanima AD, pokazuje
dulje i selektivnije djelovanje, a nuspojave se lakse kontroliraju.>* Navedeni lijek je piperidinski

derivat i reverzibilni je inhibitor AChE sa slabom inhibicijskom snagom protiv BChE.** U
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smislu inhibitorne koncentracije, spoj je vrlo aktivan pri niskim nanomolarnim koncentracijama
protiv AChE i lako prelazi krvno-mozdanu barijeru.>

Jos jedan odobreni inhibitor kolinesteraze, pretezno protiv AChE, koji se koristi u lije¢enju
AD je galantamin (trgovacka imena; Razadyne™, Reminyl™ i Nivalin.>*™). Prvobitno je
izoliran iz prirodnih izvora, no sada se proizvodi na nekoliko sinteti¢kih na¢ina.*® Galanthamin
je reverzibilni, kompetitivni inhibitor AChE te pokazuje i alostericko djelovanje na nikotinske
receptore, omoguéavajuéi bolje prenosenje Zivéanih impilsa.’’

Osim u lije¢enju AD, inhibitori AChE takoder se koriste u lijecenju drugih stanja, kao §to
je MS.?® Neki od ovih spojeva klasificiraju se kao analozi prirodnog fizostigmina koji u svojoj
strukturi sadrzi karbamat. Strukturne modifikacije ukljucuju ugradnju pozitivno nabijenog
kvartarnog dusSika, koji smanjuje mogucnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru te je zbog
toga njihova aktivnost usmjerena prema perifernom Zivéanom sustavu.’!

Neostigmin, derivat fizostigmina, se koristi za lijeCenje ucinaka neuromuskularnih
blokatora i za povecanje tonusa misi¢a i miSi¢ne snage kod pacijenata s MS, neuroimunoloskom
kroni¢nom autoimunom bolest koju karakterizira slabost skeletnih migi¢a.* Bloxiverz,
neostigmin metilsulfat, prvi put odobrila je FDA 2013. godine.

Edrofonij je brzo djelujuéi 1 kratkotrajni inhibitor kolinesteraze koj se najceSc¢e koristi u
dijagnostici miastenije gravis putem Tensilonovog testa. Njegovo djelovanje temeljeno je na
brzoj 1 privremenoj inhibiciji AChE, S§to uzrokuje kratkotrajno povecanje koncentracije
acetilkolina u neuromuskularnoj sinapsi, omogucujuci bolji prijenos signala izmedu Zivaca 1
misiéa. Opéenito se primjenjuje u visim koncentracijama od neostigmina.**4!

Piridostigmin (Mestinon, piridostigmin-bromid) je jo$ jedan sintetski analog fizostigmina,
koji su 1945. razvili laboratoriji Hoffmann-La Roche. To je inhibitor AChE koji se koristi protiv
miastenije gravis, a takoder se koristi 1 u profilaktickoj obradi izloZenosti nervnim bojnim
otrovima, tako da reverzibilnom inhibicijom AChE §titi enzim od trajnog o$teéenja.*?

Edrofonij, neostigmin 1 piridostigmin imaju sli¢ne naine djelovanja te se oznacavaju kao
pseudo-ireverzibilni inhibitori s preferencijom vezanja za AChE nad BChE. Iako su ovi lijekovi
u osnovi reverzibilni, njihova veza s kolinesterazama mozZe ostati stabilna dovoljno dugo da im
se pripise svojstvo pseudo-ireverzibilnog inhibitora.** S obzirom da su to kvaterni amonijevi
spojevi, $to zna¢i da nose pozitivan naboj i hidrofilni karakter, ovi spojevi se suoCavaju s

nekoliko fizioloskih barijera apsorpcije i ne prelaze kroz krvno-mozdanu barijeru.®!
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Odobreni lijekovi pokazuju inhibitornu aktivnost prema AChE i BChE.* Iako postoji
znacajna razlika u inhibitornoj koncentraciji izmedu spojeva, klini¢ko doziranje se ne razlikuje
u velikoj mjeri.® U Tablici 1. prikazane su ICso vrijednosti odobrenih lijekova koje ilustriraju

raspon inhibitornih svojstava.

Tablica 1. ICso vrijednosti izracunate za odobrene inhibitore kolinesteraze u reakciji inhibicije

hAChE 1 hBChE.

Lijek ICso / pmol dm™= | ICso/ pmol dm Vrsta inhibicije bolest
hAChE hBChE
Takrin 0,5 0,02 nekompetitivna AD
Rivastigmin | 4,15 0,037 pseudo-ireverzibilna AD
Donepezil 0,022 4,15 nekompetitivna AD
Galantamin | 0,8 73 kompetitivna AD
Edrofonij 5,17 1370 reverzibilna MG
Neostigmin 0,1 0,8 pseudo-ireverzibilna MG
Piridostigmin | 40 16 000 pseudo-ireverzibilna MG

2.5. Izazovi pri otkrivanju lijeka
2.5.1. Krvno-mozdana barijera

Acetilkolin, prirodni ligand za AChE, te lijekovi koji oponasaju njegovu kationsku strukturu
suocavaju se s izazovom prelaska preko krvno-mozdane barijere.*> Krvno-mozdana barijera je
slozena 1 vrlo ucinkovita barijera koja pogoduje transportu lipofilnih spojeva, a s druge strane
predstavlja prepreku nabijenim molekulama.*® Zbog navedenih karakteristika, suzava se izbor
za odabir ChE inhibitora koji bi se mogli koristiti u lije€enju. Vecina klinicki odobrenih ChE
inhibitora dovoljno je lipofilna da prode krvno-mozdanu barijeru. Polarniji ChE inhibitori, koji
sadrze kvaterni dusSik (piridostigmin 1 neostigmin), ne mogu prije¢i krvno-mozdanu barijeru te

se koriste u lije¢enju MG selektivno djelujuéi na periferni Zivéani sustav.*’#
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2.5.2. Toksicnost i nuspojave

Fizostigmin i takrin primjeri su najranijih ChE inhibitora koji su odobreni u lijecenju. Nazalost,
pokazalo se da su oba lijeka neprikladna za sustavnu primjenu u lije¢enju AD. Glavni problemi
proizlaze iz kratkog vremena poluraspada (u slucaju fizostigmina) i brojnih nuspojava, kao sto
su mucnina, povracanje, dijareja, drhtanje i oStecenje jetre (posebno za takrin). Nazalost, ve¢ina
koristenih ChE inhibitora izaziva sline nuspojave i probleme s toksi¢noséu.*> Kako bi se
smanjile nuspojave, razvijeni su transdermalni flasteri preko kojih se isporu¢uje rivastigmin.*®
Isto tako inhibitori koji djeluju na periferni ziv¢ani sustav takoder uzrokuju nezeljene nuspojave
te se istrazuju tehnologije njihove inkapsulacije/kompleksiranja.*! Shodno tomu, za o&ekivati

je da ¢e se potencijalno novi ChE inhibitori, bilo sintetski ili prirodni, suociti sa slicnim

izazovima.

2.6. Prirodni inhibitori kolinesteraze izolirani iz morskih organizama

Prema dosadasnjim podatcima FDA je za klinicku uporabu odobrila sedam spojeva, koji se
koriste kao inhibitori ChE te su izolirani iz morskih organizama. Stovise, priblizno polovica
danasnjih lijekova, koji se koriste kao inhibitori enzima, su prirodnog podrijetla ili je njihova
struktura posluzila kao inspiracija za sintezu njihovih novih derivata u svrhu poboljSanja
njihovih svojstava.*’

In vitro testovi omogucuju brzu identifikaciji spojeva te su od znacajne koristi za razvoj
novih lijekova. Ellman i suradnici su 1961. godine razvili pouzdanu i prakti¢no lako primjenjivu
kolorimetrijsku metodu za mjerenje aktivnosti ChE.

Prednost ove metode je ta da je vrlo osjetljiva, Sto znaci da su za njenu provedbu potrebne
vrlo male koli¢ine tkiva ili niske koncentracije enzima. Metoda se temelji na kemijskoj reakciji
prikazanoj na slici 5. Kao supstrat u enzimskoj reakciji koristi se acetiltiokolin ATCh, analog
prirodnog supstrata. Hidrolizom acetiltiokolina nastaju tiokolin i acetat iz ¢ega slijedi da je
brzina enzimske reakcije brzina nastajanja tiokolina hidrolizom. Nadalje, tiokolin reagira s
tiolnim reagensom DTNB-om (5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoat)) te nastaje Zuto obojenje. Zuto
obojenje proizlazi iz aniona 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB) Cije nastajanje moZemo
pratiti mjerenjem apsorbancije pri 412 nm (apsorpcijski maksimum TNB). Reakcija s tiolnim

regensom je brza od enzimske hidroliticke reakcije pa nije korak koji odreduje brzinu reakcije.>
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Slika 5. Prikaz kemijske pozadine Ellmanove metoda

Inhibicijska aktivnost izrazava se na nekoliko nacina: na temelju ICso vrijednosti 1 omjera
inhibicije (%) pri odredenoj koncentraciji uz koriStenje odgovarajuc¢e pozitivne kontrole.
Spojevi koji pokazuju vrijednosti ICso ispod 10 uM klasificirani su kao "moéni", spojevi koji
pokazuju vrijednosti ICso u rasponu od 10 do 100 uM klasificirani su kao "umjereni" inhibitori,
dok su "slabi" inhibitori spojevi s vrijednostima ICso ve¢im od 100 pM.

Spomenuta Ellmanova metoda, zajedno s bogatom kemijskom raznoliko$¢u, ucinili su
morski okoli§ obe¢avajué¢im podru¢jem za istraZivanje novih, snaznih i selektivnih inhibitora
ChE. Cest je slucaj da su snazni inhibitori, koji su identificirani u in vitro testovima, popraéeni
loSim farmaceutskim svojstvima i izazivaju nezeljene nuspojave. Tome se moze doskociti
strukturnim modifikacijama kako bi se poboljSala njihova svojstva, a zadrzala njihova osnovna
bioloSka aktivnost. Jedan od takvih primjera je, skelet fizisostigmina biljnog podrijetla koji je
posluZio za razvoj klini¢ki koriStenih inhibitora rivastigmina, neostigmina i piridostigmina. U

nastavku slijedi potpuni pregled prijavljenih inhibitora ChE izoliranih iz morskih izvora.
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2.6.1. Inhibitori kolinesteraze iz mikroorganizama

Vecina prirodnih spojeva bakterijskog podrijetla koji pokazuju inhibitornu aktivnost
kolinesteraze izolirana je iz roda Streptomyces.

Jedni od njih su 2-feniltiazoli anitiaktini (1-3) dobiveni iz mulja kod otoka Jaebu u Juznoj
Koreji, slika 6. Spojevi su pokazali sli¢nu inhibitornu aktivnost AChE (ICso = 63, 53 1 68 uM
za 1-3). Iz toga se dalo zakljuciti da terminalne funkcionalne grupe (ester/amid/kiselina) ne
utjeCe znacajno na inhibiciju. Navedene spojeve neovisno su izolirali i Fu i MacMillan iz
Actinomycetospora sp. iz uzoraka sedimenta moc¢vare u Tongi.!

Iz istog roda bakterija dobivenog iz sedimenta obale otoka Hainan u Kini, 2017. godine,
izolirana su dva nova alkaloida, streptazolin A i B (4 1 5), slika 6. Spoj 4 pokazao je umjerenu
inhibitornu aktivnost AChE (ICso = 50,6 uM), dok je spoj 5, koji se razlikuje samo po
stereokemijskoj orijentaciji hidroksilne skupine na C-2, bio neaktivan.>>

Nadalje, iz istog roda bakterija izoliranog iz kamenitog koralja Diploria strigosa u JuZnom
Kineskom moru dobiveni su spojevi seskviterpeni 6 1 7, slika 6. Navedeni spojevi pokazali su
omjere inhibicije od 82,90%, odnosno 80,17%, Sto je usporedivo s primijenjenim pozitivnim

kontrolnim takrinom (89,72%).5

R=0Me, 1 4 5 6 7
R = NH,, 2
R=0H, 3

Slika 6. Strukture inhibitora kolinesteraze iz mikroorganizama
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2.6.2. Inhibitori kolinesteraze iz algi

Fang i suradnici su iz zelene alge Capsosiphon fulvescens (Korejska obala) izolirali spojeve
koji bi se mogli koristiti kao potencijalni inhibitori AChE i BChE. Izolirano je Sest glikolipida
(61-66), slika 7. Spojevi s dva lipidna lanca pokazali bolju inhibiciju AChE 61, 62, 66 (ICso =
53,13, 51,38, 50,90 uM), od spojeva s jednim lipidnim lancem 63—65 (ICso = 82,54, 82,83,
79,34 uM). Zabiljezena je smanjena inhibitorna aktivnost prema BChE (ICso > 100 uM).>*

GE;EH ; Jok/\_/\_/W\
HO i n'\..““;“-...-'DRJ A :’J" e . =

o 4272102132
Ry=A,R;=B,61 B X i g e
n:={; n:=n 62 o 6292122152
Ry=H,R; =B, 63 c ¥ i
Ry = H, R, = palmitic acid, 64 102132
Ry=H,Ry= A, 65 5 _

IS 92122152

Lol

g OR, E X SR
Hc:t_\,?;ﬂ\.}nvﬂﬂ: 72102132

R,=D,R,=E, 66

Slika 7. Glikoproteini izolirani iz algi koriSteni kao inhibitori kolinesteraze

2.6.3. Inhibitori kolinesteraze iz spuzvi

Budu¢i da spuzve sadrze velik broj simbiotskih 1 oportunistickih mikroorganizama, gotovo
polovica, do sad izoliranih spojeva iz morskih organizama, izolirano je upravo iz njih. Odredeni
broj tih izoliranih inhibitora je halogeniran (ve¢inom bromiran).

Jedan od primjera je Aplysamine-4 (113), slika 8., izvorno izoliran 1993. godine iz spuzve
Psammaplysilla purpurea. Kod spoja 113 izmjerena je snaznija inhibitorna aktivnost AChE
prema kukcima (beskraljeznjacima) K; = 2 mM, u odnosu na kraljeznjake, K; = 16 mM. Baznom
obrada spoja 113 nastaje slobodni bazni amin, te je K; vrijednost u slu¢aju AChE kod kukaca

(beskraljeznjaka) iznosila 22 mM. >
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Slika 8. Struktura Aplysamina-4, inhibitora kolinesteraze izoliranog iz spuzvi

2.6.4. Inhibitori kolinesteraze iz mekusaca

Spoj Onchidal (173), slika 9a, izoliran je iz morskog puza Onchidella binneyi, koji pripada
skupini mekusaca bez ljuske te obitava na obalnim podru¢jima Pacifika, Kalifornija.’® Onchidal
je dio obrambenog sustava puza koji se oslobada iz sekretnih Zlijezdi kada se zivotinja osjeca
ugrozenom. Utvrdeno je da ovaj spoj ireverzibilno inhibira AChE.>” Unato¢ relativno visokom
K4 za pocetno stvaranje enzim-onchidnog kompleksa (300 mM), drugi ireverzibilni korak je
dovoljno brz (Kinact = 0.1 min™!) za inhibiciju pri niskim koncentracijama. Buduéi da se nije
¢inilo da je serin aktivnhog mjesta bio meta acilacije (oksimski regeneratori nisu reaktivirali
enzim), autori sugeriraju da bi a,B-nezasi¢eni aldehidni motiv 173, zajedno s aldehidom
dobivenim iz hidrolize enol-estera, mogao biti odgovoran za kovalentnu inhibiciju.

Morski puz, Turbo marmoratus, cijenjen je u japanskoj kuhinji. Prije konzumacije, potrebno
je ukloniti njegove otrovne iznutrice. Turbotoksin A 1 B (174 1 175), slika 9b, su prirodni spojevi
izolirani iz ove vrste puza. Oba spoja su derivati dijodotiramina (dva atoma jod povezana
tiraminskom jezgrom).>® Iako su strukturno vrlo sli¢ni, razlikuju se po kemijskoj prirodi amino
skupine na terminalnom poloZaju molekule. Oba spoja su pokazala akutnu toksi¢nost protiv
miseva (vrijednosti LD99 od 1,0 odnosno 4,0 mg kg™!). Utvrdeno je da je 174 inhibitor AChE
(ICso = 28 uM, a autori izvjeStavaju da pocetne neurofarmakoloske studije sugeriraju da 174 ne

ometa periferni Ziv&ani sustav.>’
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Slika 9. Strukture inhibitora kolinesteraze izoliranih iz mekuSaca

2.6.5. Inhibitori kolinesteraze iz plastenjka

Pulmonarini A i B izolirani su iz Synoicum pulmonaria (Norveska). Budu¢i da je proc¢is¢avanje
dovelo do gubitka uzorka i nepotpunih NMR podataka spojeva, bila je potrebna totalna sinteza
kako bi se stvorilo dovoljno materijala za strukturnu provjeru 1 biolosko ispitivanje, slika 10.

Spoj 1 pripremljen je u jednom koraku. Dicikloheksilkarbodiimid (DCC) koristen je kao
spojno sredstvo za reakciju 3,5-dibromo-4-metoksibenzojeve kiseline i kolin-klorida u
prisutnosti kataliticke koli¢ine 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) u CH>Cl,. Budu¢i da je
reakcija bila prili¢no spora, dovoljne koli¢ine spoja 1 mogle su se dobiti tek nakon produljenog
vremena reakcije, nakon cega je spoj pro¢iS¢en HPLC-om.

Spoj 2 sintetiziran je u tri koraka iz 4-metoksifeniloctene kiseline. Spomenuta kiselina
dibromirana je prvo s Bry/FeBr; te je dobivena 3,5-(dibromo-4-metoksifenil)octena kiselina
(2a). Spoj 2a je zatim spojen s 5-(dimetilamino)amilaminom koriste¢i 2-(1H-benzotriazol-1-
il)-1,1,3,3-tetrametiluronijev heksafluoro-fosfat (HBTU) kao spojno sredstvo za stvaranje 2-
(3,5-dibromo-4-metoksifenil)-N-(5-(dimetilamino)pentil)-acetamida (2b). N-metilacijom 2b s

CHsl dovrsena je sinteza 2.9
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Slika 10. Prikazana je totalna sinteza Pulmonarini A i B

2.6.6. Inhibitori kolinesteraze iz morskih mahovina

Debromoflustramin B (176a), spoj €ija struktura sadrzi pirolidindolinsku jezgru na koju su
vezane dvije prenilne skupine, pronaden je u mahovnjaku Flustra foliacea. Ovaj spoj u svojoj
strukturi  sadrzi fizostigminom, snaZzni inhibitor kolinesteraze. Uz prirodni (-)-
debromoflustramin B, Rivera-Becerril i suradnici, sintetizirali su i drugi enantiomer 176b, slika
11.

Racemicni indolni alkaloid sintetiziran je iz metil 2-(2-okso-3-indolil)acetata u reakciji s
prenil-bromidom u blagim uvjetima prijenosa faze te je dobiven odgovarajuci diprenilirani 2-
oksoindolin 3 u 76% iskoriStenju. Hidrolizom esterske skupine nastala je 2-(1,3-diprenil-2-
okso-3-indolil)octene kiseline 4 u 87% iskoriStenju. Kako bi se razdvojili enantiomeri,
provedena je reakcija karboksilne kiseline 4 s opticki aktivnim aminom ((S)-1-feniletilamin).

Enantiomerima je odredena inhibitorna aktivnost prema kolinesterazi. Prirodni (-)-

enantiomer, inhibirao je ljudsku BChE (ICso = 1,37 uM) dok je (+)-enantiomer bio neaktivan.®!
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a=15% aq NaOH/CHZCIZ, TBAHS, prenil-bromid, 5 °C, 5 h
b = 15% aq NaOH/MeOH, 40-50 °C, 1.5 h

Slika 11. Sinteza 1 razdvajanje enantiomera debromoflustramina B
2.6.7. Inhibitori kolinesteraze iz bodljikasa

Ehinokrom A (177) je polihidroksilirani naftokinonski pigment tamnocrvene boje, koji je
izoliran iz morskog jeZinca Scaphechinus mirabilis, slika 12. Spoj 177 sadrzi motiv naftazarina
(strukturni uzorak s 4 hidroksilne skupine na naftokinonskoj jezgri) omogucuje kelaciju metala
1 gasi slobodne radikale Stiteci stanicu od oksidativnog stresa. Lee 1 suradnici otkrili su da 177
pokazuje umjerenu inhibitornu aktivnost AChE (ICso = 16,4 mM) na ireverzibilan,

nekonkurentan naéin.%?
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Slika 12. Prikaz struktura inhibitora kolinesteraza izoliranih iz bodljikasa
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§ 3. ZAKLJUCAK

Prirodni inhibitori kolinesteraze izolirani iz morskih organizama predstavljaju izuzetno vrijedan
izvor bioaktivnih spojeva s velikim potencijalom za primjenu u medicini 1 farmaciji. Zbog
jedinstvenih kemijskih struktura i snaznog bioloskog djelovanja, mnogi od tih spojeva pokazuju
znacajne inhibitorne u¢inke na enzime povezane s neurodegenerativnim poremecajima. Oceani
1 mora su ogromna prostranstva prepuna bioloske raznolikosti, koja kriju jos neistrazene vrste,
Sto ih €ini neiscrpnim izvorom potencijalno korisnih prirodnih tvari. U buduénosti se ocekuje
da ¢e upravo more, kao nedovoljno istrazen izvor, igrati klju¢nu ulogu u razvoju novih
generacija prirodnih inhibitora i inovativnih terapija.

U ovom pregledu istaknuti su neki od inhibitora kolinesteraze koji su izolirani iz morskog
okoliSa. Neke od klasa spojeva predstavljenih u trenutnom pregledu sadrze spojeve s
inhibitornim aktivnostima usporedivim 1 superiornijim od trenutno odobrenih inhibitora
kolinesteraze i mogu predstavljati strukturno raznolike, inspirativne skelete za sljedecu

generaciju inhibitora kolinesteraze.
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§ 4. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

acetil-CoA — acetilkoenzim A

ACh — acetilkolin

AChE — acetilkolinesteraza

AChR - acetilkolinski receptor

ATCh — acetiltiokolin

AD —Alzheimerova bolest

BChE — butirilkolinesteraza

ChE — kolinesteraza

DTNB — 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina)
MG —miastenija gravis

TNB — anion 2-nitro-5-merkaptobenzojeve kiseline
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