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Была разработана, синтезирована и исследована с помощью молекулярного моделирования новая 
гибридная молекула донепезил–кофейная кислота (DP–CA). Биологическая активность этого 
соединения и его защитный эффект исследовали методами ИК-спектроскопии, 1Н- и 13С-ЯМР- 
спектроскопии и масс-спектрометрии. Было показано, что молекула DP–CA высоко активна про-
тив ацетилхолинэстеразы и ингибировала активность этого фермента в микромолярных концен-
трациях. С  помощью методов флуоресцентной спектроскопии и спектрофотометрии в видимом 
свете и ближнем ультрафиолете было показано сильное связывание молекулы DP–CA с ДНК. 
Более того, DP–CA проявляла защитный эффект от индуцированной H2O2 токсичности в клетках 
глиобластомы U-118 MG. Наконец, молекулярный докинг показал высокое сродство к DP–CA во 
всех концентрациях, а в активном центре  4EY7 были обнаружены незаменимые аминокислотные 
остатки с полярными и неполярными контактами. В совокупности эти данные указывают на то, что 
DP–CA может быть перспективным многофункциональным агентом для лечения нейродегенера-
тивных заболеваний.
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Принятые сокращения: АХЭ – ацетилхолинэстераза; БА – болезнь Альцгеймера; ДТНБ – 5,5-дитиобис-(2-нитро-
бензойная кислота); ЭБ – этидиумбромид; CA – кофейная кислота; DP – донепезил; DP–CA – донепезил–кофейная 
кислота; U-118 MG – клетки глиобластомы.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Альцгеймера  (БА) признана наи-
более частой причиной деменции [1]. Текущие 
клинические испытания лекарственных пре-
паратов сфокусированы на различных патоло-
гических путях, участвующих в развитии этого 
нейродегенеративного расстройства. Симптомы 
деменции у больных  БА могут быть связаны с 
отсутствием нейротрансмиттеров ацетилхоли-
на  [2] в результате снижения синтеза и высво-
бождения ацетилхолина из-за гибели нейронов. 

Поэтому считается, что когнитивные функции 
больных БА могут быть улучшены за счет повы-
шения уровня ацетилхолина или торможения его 
катаболизма [3]. Используемые в настоящее вре-
мя лекарства, одобренные Федеральным управ-
лением по лекарственным средствам  (FDA) 
в  США, только облегчают симптомы. Они не 
препятствуют прогрессированию болезни, а 
просто в некоторой степени улучшают дефи-
цит памяти у пациентов с БА  [4], что побудило 
исследователей разработать новые методы лече-
ния, влияющие на развитие этой болезни.



KILIÇASLAN и др.212

БИОХИМИЯ том 88 вып. 2 2023

В последние годы разработка методов ле-
чения  БА связана с поиском новых, более 
эффективных ингибиторов ацетилхолинэсте-
разы (АХЭ), обладающих защитной и тера-
певтической активностью, а также меньшим 
количеством побочных эффектов. Одним из 
новых подходов является разработка, синтез 
и использование гибридных молекул лекар-
ственных препаратов, состоящих из двух хо-
рошо зарекомендовавших себя химических 
каркасов и обладающих сочетанием необходи-
мых биологических активностей в одной мо-
лекуле. Для этого препараты, используемые 
для лечения  БА, комбинируются с активными 
поддерживающими молекулами. Полученные 
соединения, которые облегчают лечение мно-
гофакторных заболеваний, считаются очень 
перспективными терапевтическими агентами, 
поскольку они снижают риск межлекарствен-
ных взаимодействий и стимулируют исследо-
вания фармакодинамики и фармакокинетики 
лекарств  [5]. Так, в работах Minarini  et  al.  [6], 
Galdeano et al. [7], Fernandez-Bachiller et al. [8] и 
Chen et al. [9] была подробно исследована новая 
гибридная молекула с ингибирующей актив-
ностью АХЭ и антиоксидантными свойствами. 
Установлено, что молекулы, сочетающие два и 
более различных фармакологических свойства, 
включая антиоксидантную активность, де-
монстрируют большую эффективность в лече-
нии БА, чем препараты с одной мишенью, так 
как они воздействуют и на другие мишени ней-
родегенеративного процесса [10–13].

Mohsi и Ahmad  [14] разработали новую 
серию многофункциональных гибридных мо-
лекул на основе каркаса донепезила и проте-
стировали их в качестве потенциальных аген-
тов против болезни Альцгеймера. Конъюгаты 
природных соединений, таких как феруловая 
кислота, куркумин и флавоноиды, с донепе-
зилом ингибировали  АХЭ, а также проявляли 
антиоксидантную активность  [15–17]. В  дру-
гом исследовании сообщалось об ингибиро-
вании бутирилхолинэстеразы и  АХЭ гибрид-
ными молекулами, полученными в результате 
присоединения донепезила и такрина [18, 19]. 
Молекулы, образованные путем соединения 
донепезила и природных соединений, таких 
как флавоноиды, куркумин и кумарины, про-
являют антиоксидантные свойства и ингиби-
рующую активность в отношении моноами-
ноксидазы и холинэстеразы [17, 20–22].

Кофейная кислота (СА, 3,4-гидроксико-
ричная кислота) представляет собой феноль-
ную кислоту, которая в изобилии содержится 
во фруктах, овощах и отдельных растительных, 
включая чай и кофе  [23, 24]. Недавние иссле-

дования выявили многочисленные фармацев-
тические свойства СА, такие как противорако-
вая, антитромботическая, антигипертензивная, 
противовоспалительная, противовирусная и анти-
фиброзная активности  [25–28]. Однако в не-
скольких исследованиях изучалось потенциаль-
ное нейропротекторное действие  СА против 
Aβ-индуцированной клеточной токсичности [29, 
30]. Сравнение СА с препаратом Тролокс [31] по-
казало, что кофейная кислота более эффективна 
против окислительного стресса за счет удаления 
пероксильного радикала.

Целью данного исследования было созда-
ние новой гибридной молекулы, сочетающей 
антиоксидантные и нейропротекторные свой-
ства с ингибирующей активностью в отноше-
нии АХЭ, и проверка ее эффективности in vitro 
при лечении болезни Альцгеймера. Нами был 
разработан и синтезирован новый гибридный 
ингибитор  АХЭ с улучшенным фармакологи-
ческим профилем с перспективой создания 
нового класса гибридных химических соеди-
нений в качестве многоцелевых продуктов для 
лечения неврологических заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы и оборудование. В  работе ис-
пользовали следующие реактивы: кофейная 
кислота  (CA), тионилхлорид, дихлорометан, 
тетрагидрофуран, триэтиламин, 5,6-диметокси-
(пиперидин-4-илметил)-2,3-дигидро-1H-ин-
ден-1-он (DP) и растворители («Sigma-Aldrich», 
США) без дополнительной очистки (если не 
указано иное). Для мониторинга протекания 
реакции и оценки чистоты ситезированных 
продуктов реакции использовали метод тон-
кослойной хроматографии  (ТСХ) на алюми-
ниевых пластинках, покрытых силикагелем 
60  F254. Для визуализации пятен использова-
ли УФ-лампу (λ  =  254  нм). ИК-спектры сое-
динений получали с помощью метода полного 
ослабления отражения (ATR, attenuated total 
reflectance) на инфракрасном спектрофотомет-
ре Perkin Elmer Spectrum  100 («Perkin Elmer», 
США) с Фурье-преобразованием  (FT-IR). 
1Н- и 13С-ЯМР-спектры с использованием изо-
топов 1H и 13C регистрировали на ЯМР-спектро-
метре Bruker AVANCE  III 400  МГц («Bruker», 
США) в DMSO-d6. Значения химического 
сдвига (ppm) оценивали по шкале δ, используя 
в качестве контроля пик растворителя. Кон-
станты взаимодействия были представлены 
в герцах  (Hz). Масс-спектры регистрировали 
на спектрометре Agilent LC/MS-TOF («Agilent 
Technologies», США) в метаноле (ч.д.а.).
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Синтез хлорида кофейной кислоты. Для по-
лучения хлорида кофейной кислоты препарат 
кофейной кислоты (5,55  ммоль) в дихлоро-
метане смешивали с  20  мл  тионилхлорида и 
перемешивали в колбе с обратным холодиль-
ником в течение 8  ч  [32]. Для осуществления 
контроля реакции использовали  ТСХ. Чисто-
ту полученного продукта определяли с помо-
щью ИК- и УФ-освещения. Наблюдался сдвиг 
пика реакционной смеси от 1641 (карбоксиль-
ная группа) к  1715  (гидрохлорид). Выход про-
дукта составлял  70%; температура плавления 
(т. пл.): 155–157 °C.

Синтез гибридов донепезила и кофейной 
кислоты (DP–CA). 5,6-Диметокси-(пипери-
дин-4-илметил)-2,3-дигидро-1H-инден-1-он 
(0,1  ммоль) растворяли в тетрагидрофуране 
(THF) и добавляли к препарату синтези-
рованного гидрохлорида кофейной кислоты 
(0,1  ммоль) в щелочном триэтиламине. Гиб-
ридную молекулу донепезила и кофейной кис-
лоты (DP–CA) получали при перемешивании 
реакционной смеси с обратным холодильни-
ком в течение 8 ч. Течение реакции контроли-
ровали с помощью  ТСХ. Органический слой 
отделяли, промывали и высушивали. Затем 
раствор упаривали, получая неочищенный 
продукт.

DP–CA. C26H29NO6MW: коричневая окраска 
(451,52 г/моль, выход – 86%). FT-IR (ATR см–1): 

• 3357 (O–H), 
• 2938 (C–H), 
• 1677 (C=O), 
• 1630 (C=O), 
• 1394–1588 (C=C) 
• 1032 (C–O). 

1H-ЯМР (DMSO-d6, ppm): 
• 9,27–9,13 (O–H); 
• 9,88 (CHароматич., 1H, s); 
• 7,09–7,04 (CHароматич., 2H, s); 
• 6,79 (CHароматич., 1H, d); 
• 6,27 (CHароматич., 1H, d); 
• 5,34 (Cалифатич., 1H, s); 
• 3,85 (OCH3, 3H, s); 
• 3,77 (OCH3, 3H, s);
• 3,67–1,70 (Cалифатич., 14H, m). 

13C ЯМР (DMSO-d6, ppm): 
• δ 206,7 (C=Oиндол); 
• 155,78 (C=Oамид); 
• 149–104.45 (Cароматич.); 
• 56,45 и 56,13 (OCH3); 
• 52,54–28,25 (Cалифатич.). 

HRMS (ESI) (m/z) [M  +  H]+: аналитически 
рассчитано для [C26H27NO6] как 451,5; обнару-
жено 452,20.

Определение связывания с ДНК. Двухце-
почечную ДНК спермы рыб («Sigma-Aldrich») 

использовали без дополнительной очистки. 
Для приготовления маточного раствора ДНК 
растворяли в 20 мМ Tris-HCl-буфере (рН 7,0), 
содержащем 20 мМ NaCl. Концентрацию ДНК 
определяли по поглощению раствора при 
260 нм (коэффициент молярной экстинкции = 
= 6600 M–1 см–1) [33]. Исходный раствор DP–CA 
(1  ×  10–3  M) готовили и хранили в  DMSO, и 
перед использованием в экспериментах его 
разводили буфером. Связывание DP–CA с 
ДНК исследовали методом электронного аб-
сорбционного титрования путем добавления 
ДНК возрастающих концентраций к постоян-
ной концентрации  CA и  DP–CA (4,0  ×  10–5 и 
1,0 × 10–6 M соответственно).

Флуоресцентный анализ. Для изучения от-
носительной способности новой гибридной 
молекулы связываться с двухцепочечной моле-
кулой ДНК рыбы использовали регистрацию 
связывания этидиумбромида  (ЭБ) с помо-
щью метода флуоресцентной спектроскопии. 
Интенсивность флуоресценции связанного с 
ДНК этидиумбромида определяли при длине 
волны 610 нм после возбуждения при 526 нм в 
присутствии или при отсутствии CA и DP–CA 
(10–100  мкМ) в буфере  Tris-HCl. ДНК-связы-
вающую способность CA и DP–CA определяли 
по изменению флуоресценции ЭБ, связанного 
с  ДНК. Константы связывания рассчитывали 
по углу наклона кривой зависимости интен-
сивности флуоресценции от концентрации CA 
и  DP–CA. Способность соединений тушить 
флуоресценцию определяли с использованием 
констант Штерна–Вольмера, как показано в 
уравнении (1):

F0/F = Ksv [Q] + 1, (1)

где F0 – интенсивность флуоресценции при от-
сутствии тушителя; F  – интенсивность флуо-
ресценции в присутствии тушителя; Ksv – кон-
станта тушения; и [Q] – концентрация тушителя.

Значение Ksv определяли по углу накло-
на кривой зависимости значений F  от  [Q]. Для 
определения K  (константа связывания) и n  (ко-
личество сайтов связывания CA и DP–CA на 
молекуле ДНК) использовали уравнение (2) [33]:

log[(F0−F)/F] = log K + n log[Q], (2)

где K и n представляют константу связывания 
и количество точек связывания  (п.н.). Для 
расчета значений Ksv использовали графики 
зависимости log[(F0–F)/F] от log[Q].

Ингибирование активности ацетилхолин-
эстеразы (АХЭ). В работе использовали препа-
раты ацетилхолинэстеразы (AChE, EC  3.1.1.7, 
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тип  V-S, лиофилизированный порошок, из 
электрического угря; 1000  Ед.), ацетилтиохо-
линиодида  (ATCI) и 5,5-дитиобис-(2-нитро-
бензойная кислоты  (ДТНБ) («Sigma-Aldrich»). 
Активность АХЭ in  vitro измеряли с исполь-
зованием модифицированного метода Ell-
man  et  al.  [34] на 96-луночном планшетном 
ридере BioTek  EL  ×  808 («BioTek Instruments», 
США). Концентрация используемого раствора 
фермента была равна 0,22 Ед./мл. Растворы CA 
и DP–CA (1 × 10−3 и 1 × 10−7 M соответственно) 
готовили в смеси DMSO/метанол (1  :  1; v/v). 
В каждую из 96 лунок планшета добавляли по 
100  мкл фосфатного буфера  (pH  6,7). Затем 
в ячейки добавляли различные концентра-
ции тестируемых соединений (20  мкл) и 
АХЭ  (20  мкл/ячейка), и планшеты инкубиро-
вали при 25 °C в течение 10 мин. К смеси фер-
мента и ингибитора добавляли хроматографи-
ческий реагент  ДТНБ (3  мМ, 50  мкл/ячейка) 
и субстрат  ATCI  (3  мМ, 50  мкл/ячейка) и ин-
кубировали в течение 10 мин. По поглощению 
при 412  нм регистрировали образование жел-
того продукта реакции (анион 2-нитро-5-тио-
бензойной кислоты). В качестве контроля ис-
пользовали лунки, не содержащие фермент. 
Каждое измерение проводили 3  раза. Линей-
ный регрессионный анализ концентрации об-
разца и IC50 (концентрация ингибитора, вызы-
вающая 50%-ное ингибирование деградации 
субстрата, ацетилхолина) был выполнен с ис-
пользованием программы Excel. Контрольные 
реакции проводили в тех же условиях в реак-
ционных смесях, содержащих  ДТНБ, буфер, 
воду и субстрат, но без ингибитора [35].

Молекулярный докинг. Трехмерная структу-
ра DP–CA была создана с помощью программ-
ного обеспечения ChemDraw 20.0. Минимизацию 
энергии осуществляли с помощью программы 
Chem3D 20, используя алгоритм MM2. Картиро-
вание молекулярного электростатического потен-
циала и визуализацию соединений осуществля-
ли с помощью программы Schrödinger Maestro 
Release 2021-1 [36]. Рентгеновские (X-ray) кри-
сталлические структуры высокого разреше-
ния рекомбинантного белка АХЭ человека в 
комплексе с донепезилом (PDB: 4EY7; 2,35 Å) 
и ДНК (PDB: 1BNA; 1,90  Å) были получены 
из базы данных  RCSB. В  экспериментах по 
молекулярному докингу in  silico соединения 
стыковались с 4EY7 и 1BNA, а функция оцен-
ки стыковки выполнялась с помощью про-
граммного обеспечения для стыковки  PyRx 
(Autodock Vina) (версия с академической ли-
цензией 0.9.8). Гибкий лиганд: для анализа был 
выбран докинг жестких рецепторов  [37, 38]. 
Сетка на лиганд-связывающем кармане распо-

лагалась в месте связывания 4EY7 с X: –14,108, 
Y: –43,832 и Z: 27,669 (размеры сетки: 25 × 
× 25 × 25 Å3 с  0,375 Å соответственно) или 1BNA 
(X: 15, Y: 21 и Z: 10; размеры сетки 30 × 25 × 47 Å3 
с  0,375  Å соответственно). Величину исчерпа-
ния (exhaustiveness) белков принимали за  100. 
Для каждого комплекса лиганд–белок оцени-
вали десять различных поз. Последующие взаи-
модействия анализировали после того, как 
был проведен докинг синтетического соедине-
ния в активные центры белка, чтобы опреде-
лить энергии связывания комплексов белок–
лиганд. Энергии связывания и взаимодействия 
десяти связанных с белком структур соедине-
ния были записаны и проанализированы с по-
мощью программного обеспечения Discovery 
Studio  2021 для дополнительной оценки и ви-
зуализации. Программное обеспечение опре-
делило и проанализировало оптимальные по-
зиции стыковки и близость взаимодействий. 
Аффинности связывания (ккал/моль), по-
лученные для докинговых структур, оцени-
вали по комплексу наилучшего сопряжения 
белок–лиганд  [39]. Материалы по валидации 
протокола молекулярного докинга приведены 
в Приложении.

Жизнеспособность и защита клеток. Клет-
ки глиобластомы U-118  MG были получены 
из Американской коллекции типовых культур 
(«ATCC», США). Клетки культивировали в стан-
дартной среде, дополненной 10%-ной фетальной 
бычьей сывороткой (FBS, «Gibco/BRL», США). 
Клетки инкубировали при 37 °C в 5%-ной моди-
фицированной Дульбекко среде Игла (DMEM, 
«Gibco/BRL»), содержащей 1%  пенициллина 
и  1%  L-глутамина («Sigma-Aldrich»), в увлаж-
ненном инкубаторе в атмосфере 5% CO2. Смену 
среды проводили каждые 2–3 дня. Ежедневный 
контроль роста клеток проводили с помощью 
инвертированного микроскопа; клетки пере-
севают, когда они достигали 70–80%  слияния. 
В  работе использовали препарат кофейной 
кислоты (HPLC, «Sigma-Aldrich») без дополни-
тельной очистки.

Создание модели окислительного поврежде-
ния в клеточной линии глиобластомы U-118 MG. 
Оценку влияния  H2O2 («Sigma-Aldrich») на 
жизнеспособность клеток U-118 MG проводи-
ли с использованием  XTT (2,3-бис(2-метокси-
4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тетразолий-5-
карбоксианилид, внутренняя соль) («Sigma-
Aldrich»). Клетки U-118 MG высевали в 96-лу-
ночные планшеты (1 × 104 клеток на лунку), 
культивировали в течение 24  ч, а затем в те-
чение 20  ч инкубировали с различными кон-
центрациями (62,5–1000  мкМ)  H2O2. Све-
жие растворы различных концентраций  H2O2 
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Схема 1. Схема синтеза молекулы DP–CA

готовили перед проведением каждого экспери-
мента путем разведения маточного 30%-ного 
раствора  H2O2 в среде, не содержащей крас-
ный фенол («Sigma-Aldrich»). Клетки кон-
трольной группы инкубировали при отсутст-
вии H2O2 [40].

Влияние DP–CA на H2O2-индуцированное 
повреждение клеток U-118  MG. Оценивали 
влияние различных концентраций (1, 3 и 9 мкМ) 
DP–CA и CA в отдельности и в сочетании с 
250  мкМ H2O2. Клетки U-118  MG высевали 
в 96-луночные планшеты (1  ×  104  клеток на 
лунку) и культивировали в течение 24 ч в сре-
де DMEM, дополненной 10%-ной FBS. Затем 
клетки предварительно обрабатывали 250 мкМ 
H2O2 в течение 1  ч и подвергали воздействию 
с 1, 3 и 9  мкМ DP–CA и CA в течение 20  ч. 
После инкубации клетки обрабатывали рас-
твором  XTT (Cell Proliferation Kit  II  –  XTT) в 
течение 4 ч и затем измеряли поглощение об-
разцов при 450  нм с использованием ридера 
микропланшет. Величину поглощения в лун-
ках, содержащих CA или DP–CA (контроли), 
принимали за  100%, и выживаемость клеток 
оценивали по величине поглощения в других 
образцах. При оценке данных переменные 
проверялись с точки зрения их соответствия 
или отклонения от нормального распределе-
ния с использованием критерия Шапиро–
Уилка. Различия в жизнеспособности клеток 
между группами изучали с помощью однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA) и 
множественных сравнений с использованием 
теста Тамхейна Т2, теста Тьюки и теста Данне-
та (статистическая значимость, p < 0,05; стати-
стические параметры, среднее  ±  стандартное 
отклонение (mean  ±  SD)). Данные оценивали 
с помощью пакета программ SPSS версии  22 
для Windows («IBM Corp.», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Химия. Гибридную молекулу DP–CA син-
тезировали по стратегии, представленной 
на  схеме  1. Химическое строение всех синте-
зированных соединений подтверждено мето-
дами ИК-, 13С-ЯМР-, 1Н-ЯМР-спектроскопии 
и масс-спектрометрии. На  первом этапе был 
синтезирован хлорид кофейной кислоты (про-
межуточный продукт). Для этого раствор СА в 
диэтиловом эфире смешивали с тионилхлори-
дом и затем кипятили с обратным холодильни-
ком при перемешивании при 80  °С в течение 
1–4 ч. Для контроля полноты реакции прово-
дили ТСХ под контролем ИК- и УФ-освеще-
ния. Сдвиг пика от 1641 (карбоновая кислота) 
до  1715  (хлорангидрид) подтверждает образо-
вание хлорида кофейной кислоты. Спектраль-
ные данные  CA и хлорида кофейной кислоты 
представлены на рис. S1 в Приложении. Затем 
был разработан и синтезирован другой гибрид 
DP–CA, отличающийся только связью меж-
ду двумя единицами. В  итоговой гибридной 
структуре сохранены инданоновый и пипери-
диновый фрагменты, а бензильная группа за-
менена фрагментом кофейной кислоты.

Синтезированный DP–CA содержал 1-ин-
даноновое кольцо, характерное для молекулы 
донепезила. В ИК-спектрах соединения видна 
полоса, соответствующая карбонильной груп-
пе (С=О) этого кольца при 1677 см–1. Помимо 
карбонильной полосы 1-инданона, в спектре 
присутствует полоса при 1588  см–1, соответ-
ствующая карбонилу группы –NCOCH. Поло-
сы, соответствующие группам C=C аромати-
ческой системы колец в DP–CA, наблюдаются 
в диапазоне 1394–1588  см–1. Наши результаты 
согласуются с ранее опубликованными дан-
ными  [41, 42]. Полоса, соответствующая C–O 
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в синтезированном DP–CA, была обнаружена 
при 1032  см–1 (спектральные характеристики 
синтезированных соединений см.  на  рис.  S2 
в Приложении).

Как и ожидалось, алифатические и аро-
матические протоны в DP–CA дают пики в 
спектрах 1Н-ЯМР. Нами проанализированы 
спектры 1Н-ЯМР синтезированных соедине-
ний, содержащих метоксикарбонил в 5-м по-
ложении инданонового кольца. Сигналы ме-
токсипротонов, наблюдаемые при 3,85  ppm 
в  исходных соединениях, существенно не из-
менились в электронном окружении из-за уда-
ленности от модифицированных заместителей 
и достигли максимума при 3,85 или 3,77  ppm. 
Обнаружены синглетные, дублетные и в неко-
торых случаях мультиплетные ароматические 
протоны. Их значения химических сдвигов 
составили 9,88, 7,09–7,04, 6,79 и 6,27  ppm со-
ответственно (рис. S3 в Приложении).

Общие для синтезированных соединений 
структурные фрагменты имеют ожидаемое ко-
личество пиков в 13С-ЯМР-спектрах. Общее 
число атомов углерода определяли, рассмат-
ривая идентичные атомы углерода в соответ-
ствии с их электронным окружением. Сигналы 
карбонила индола и амида (С=О) от конкрет-
ных функциональных групп обнаружены при 
206,7 и 155,78  ppm соответственно. Алифа-
тические углероды, отличные от тех, которые 

дают пики в диапазоне 52,54–28,25  ppm, и 
ароматические углероды дают пики в диапа-
зоне 149,59–104,45 ppm, что согласуется с ли-
тературными данными  [16, 17]. Синтезиро-
ванное соединение содержало дизамещенную 
метоксигруппу в 5-м и 6-м положениях деся-
тикольцевой системы 1-инданонового коль-
ца. Атомы углерода, принадлежащие к этой 
функциональной группе, обнаруживаются в 
виде сигналов при 56,45–56,13  ppm  (рис.  S4 
в Приложении).

Масс-спектр DP–CA определяли методом 
положительной ионизации с использовани-
ем спектрометра LC/MS-TOF. Исследование 
спектра показало, что пик  M+1, полученный 
с молекулярной массой DP–CA, был совме-
стимым, как и ожидалось (рис.  S5  в  Прило-
жении).

Связывание с ДНК. Изучение спектров 
поглощения УФ-видимой области (UV-Vis) 
является одним из самых основных методов, 
используемых для изучения взаимодействия 
различных соединений с ДНК. Мы записы-
вали спектры поглощения UV-Vis в диапазо-
не 200–400  нм для растворов с постоянными 
концентрациями DP–CA или CA (4 × 10–5 и 
1 × 10–5  М соответственно), которые так-
же содержали различные количества ДНК 
(4,3 × 10–5–4,7 × 10–6 М), и регистрировали 
изменения поглощения при 274 нм и 316  нм 

Рис. 1. УФ-спектры растворов DP–CA (4  ×  10–5  M), содержащих различные количества двухцепочечной ДНК рыбы 
(изменения обозначены стрелкой). Вставка: [ДНК/εa − εf] против [ДНК].
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(DP–CA) и при 282 нм и 315  нм (CA). Кон-
станты связывания (Kb) ДНК-соединений рас-
считывали по уравнению (3) [43]:

[ДНК]/(εa–εf) =
= [ДНК]/(εb–εf) + 1/Kb(εb–εf), (3)

где [ДНК]  – концентрация ДНК; εa  – кажу-
щийся коэффициент экстинкции, рассчитан-
ный на основе Aobs/[соединение]; εf – коэффи-
циент экстинкции соединения в его свободной 
форме; εb соответствует коэффициенту экс-
тинкции химического соединения в связанной 
форме; и Kb – константа связывания.

Зарегистрированные спектры поглоще-
ния показаны на рис. 1. Взаимодействия ДНК 
с другими молекулами могут вызывать изме-
нения в спиральной структуре и приводить к 
гиперхромным или гипохромным эффектам 
в спектре поглощения  ДНК (соответственно 
увеличению или уменьшению интенсивности 
полосы поглощения при увеличении концен-
трации  ДНК). Гипохромный эффект обуслов-
лен сжатием или укорочением ДНК вдоль оси 
спирали, тогда как гиперхромный эффект вы-
зван изгибом спирали ДНК.

В некоторых случаях соединение может 
вызывать красный или синий сдвиг полосы 
поглощения ДНК в дополнение к гипер- или 
гипо хромному эффекту. Гиперхромный эф-
фект и красное смещение в спектрах погло-
щения свидетельствуют об устойчивости ком-
плекса соединение–ДНК  [44]. Изменения 
в полосах поглощения при  316  нм в случае 
DP–CA  (рис.  1) и при 315  нм  – для  CA были 
минимальными и поэтому не учитывались. 
Мы  также наблюдали гиперхромный эффект 
и синее смещение на 3 мм (гипсохромный эф-
фект) для растворов DP–CA и CA. Взаимодей-
ствие молекулы ДНК с DP–CA и CA приводи-
ло как к гиперхромному, так и гипсохромному 

эффектам, что в какой-то мере отражало взаи-
модействие и частичное связывание DP–CA 
и CA с бороздкой ДНК [45] (см. спектральные 
данные для CA на рис. S1 в Приложении).

Флуоресцентная спектроскопия. Вытесне-
ние  ЭБ, контролируемое с помощью флуо-
ресцентной спектроскопии, представляет со-
бой спектроскопический метод, используемый 
для исследования взаимодействия различных 
соединений с  ДНК. Двумерные плоские мо-
лекулы  ЭБ интеркалируют между парами ос-
нований  ДНК  [46]. Хотя сам по себе ЭБ  про-
являет слабую флуоресценцию, интенсивность 
его излучения значительно возрастает, когда 
ЭБ  связывается с  ДНК. Измерения флуорес-
ценции показали, что увеличение количества 
интеркалирующих соединений, добавляемых 
к растворам  ДНК, приводило к значительно-
му снижению интенсивности излучения  [47]. 
Если соединения интеркалируют между пара-
ми оснований в молекуле  ДНК, то они могут 
конкурировать с  ЭБ. Это снижает интенсив-
ность излучения комплексов ЭБ–ДНК, умень-
шение сигнала флуоресценции, отражающее 
силу взаимодействия химического соединения 
с  ДНК (соединение заменяет  ЭБ в его ком-
плексе с  ДНК). Такие соединения называют-
ся гасителями эмиссии. На  рис.  2 показано 
снижение интенсивности эмиссии, вызван-
ное взаимодействием DP–CA с комплекса-
ми ЭБ–ДНК. Графики Штерна–Фольмера, 
представленные на  рис.  2, были получены с 
использованием соответствующих данных по 
интенсивности флуоресценции. Значение Ksv 
DP–CA, рассчитанное по наклону графиков, 
составило 0,19 × 104 M–1 (табл. 1). Значение Ksv, 
рассчитанное в случае добавления DP–CA к 
комплексу ЭБ–ДНК, составило 0,19 × 104 M−1, 
что указывает на то, что соединение было за-
менено бромистым этидием, локализованным 
в ДНК (рис. S1 в Приложении).

Рис. 2. Влияние DP–CA (30–90 мкМ) на интенсивность эмиссии (a) связанного с ДНК ЭБ (75 мкМ) в 2 мМ Tris-HCl-
буфере (pH 7,1); b – график Штерна–Фольмера, показывающий флуоресцентное титрование комплексов ЭБ с ДНК

4
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Таблица 1. Параметры взаимодействия DP–CA и CA с ДНК и комплексами ЭБ–ДНК

Соединение Kb × 104 (M–1) Ksv × 104 (M–1) Kq × 1011 (M–1s–1) logKa Ka × 102 (M–1) n Kapp × 105 (M–1)

CA 1 6,9 69,1 7,31 0,86 1,86 0,83

DP–CA 1 0,19 1,9 2,66 4,57 0,646 1

Примечание. Kb – константа связывания в УФ-видимом свете; Ksv  –  константы тушения Штерна–Фольмера; logKa – 
логарифм константы связывания с ЭБ–ДНК; n – количество сайтов связывания; Kapp – кажущаяся константа связывания.

Ингибирование ацетилхолинэстеразы пре-
паратом DP–CA исследовали с помощью коло-
риметрического метода, разработанного Ell-
man  et  al.  [34] в  1961  г. Согласно этому методу, 
АХЭ гидролизует иодид ацетилтиохолина с об-
разованием ацетата и тиохолина. Тиохолин пре-
вращает специфический хромогенный субстрат 
ДТНБ в нитробензоат, который поглощает 
при  412  нм. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что DP–CA ингибирует АХЭ более 
эффективно, чем только DP или CA (табл. 2).

Защита клеток от повреждений, индуциру е-
мых H2O2. Известно, что окислительный стресс, 
связанный с нейротоксичностью, влияет на 
патогенез и прогрессирование нейродегене-
ративных заболеваний. Поэтому мы оценили 
защитный эффект DP–CA против индуциро-
ванного перекисью водорода  (H2O2) окисли-
тельного повреждения в клетках глиобластомы 
U-118 MG. Так как мы использовали несколько 
экспериментальных серий, наши исследования 
требовали большого количества клеток. Как 
правило, количество доступных первичных 
нейронов недостаточно для использования в 
моделях с высоким уровнем клеточной гибели 
(например, модели окислительного стресса), 
поэтому в исследованиях такого типа исполь-
зуют нейрональные раковые клеточные линии, 
и поэтому мы остановили выбор на клеточной 
линии глиобластомы U-118 MG.

Создание модели H2O2-индуцированного по-
вреждения клеток на основе клеточной линии 

глиобластомы U-118  MG. В  предыдущем ис-
следовании было показано, что H2O2  (62,5–
1000  мкМ) значительно увеличивала гибель 
клеток U-118 MG в зависимости от концентра-
ции. H2O2 в концентрации 250  мкМ снижала 
жизнеспособность клеток на 50–60%. Поэто-
му мы использовали 250 мкМ H2O2, чтобы ин-
дуцировать повреждения клеток в нашем экс-
перименте (p < 0,001).

Влияние DP–CA и CA на жизнеспособность 
клеток U-118 MG. Различия жизнеспособности 
клеток, обработанных 3 мкМ и 9 мкМ DP–CA, 
и контрольных клеток были незначительны, но 
статистически достоверны (рис.  3). В  сравне-
нии с контрольной группой, высокие концен-
трации CA существенно снижали жизнеспособ-
ность клеток U-118 MG.

Защитный эффект DP–CA против окис-
лительных повреждений клеток U-118  MG. 
Клетки U-118  MG предварительно обрабаты-
вали H2O2 в течение 1  ч. Затем, к этим клет-
кам добавляли DP–CA и инкубировали в 
течение 20  ч. Жизнеспособность клеток, ин-
кубированных с различными концентраци-
ями DP–CA, сравнивали с жизнеспособно-
стью клеток, обработанных только перекисью 
водорода. Различия между группами сравне-
ния оказались статистически достоверными 
(p < 0,001) (рис. 4).

Когда к клеткам U-118  MG добавляли 
или СА, или DP–CA не наблюдалось снижения 
жизнеспособности клеток по сравнению с кон-
трольной группой. Однако введение DP–CA 
во всех испытанных концентрациях клеткам, 
подвергшимся H2O2-индуцированному окис-
лительному повреждению, значительно повы-
шало жизнеспособность клеток по сравнению 
с группой, получавшей H2O2.

Молекулярный докинг. Чтобы проверить 
результаты молекулярного докинга, мы ис-
пользовали позиции связывания лиганда в 
кристал лической структуре белка  4EY7 (ком-
плекс ре комбинантной  АХЭ человека с до-
непезилом в качестве лиганда; E20-604). 
Позиция донепезила в структуре  АХЭ была 
повторно состыкована в активный сайт АХЭ, 
чтобы проверить корректность использования 

Таблица 2. Значения IC50 для ингибирования АХЭ 
анализируемыми соединениями

Соединение IC50 (мкМ)*

DP 248,19 ± 7,3

CA 150,41 ± 5,2

DP–CA 25,84 ± 2,1

Примечание. *  – IC50, концентрация ингибитора, при 
которой достигается 50%-ная инактивация  АХЭ. По-
лученные данные представлены в виде среднего значе-
ния ± среднее квадратичное отклонение для трех незави-
симых экспериментов.
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для докинга программы AutoDock Vina для АХЭ. 
Десять новых конформаций сравнивали путем 
наложения позиций в кристалле. Рецепторная 
сетка была ограничена остатками, образую-
щими взаимодействия в области, заполненной 
донепезилом. Мы обнаружили, что структу-
ры лиганда и повторно стыкованного лиганда 
в кристаллической структуре  АХЭ практиче-
ски перекрываются. Более того, при повтор-
ном докинге лиганд имел такую же ориента-
цию и конформационное положение, как и 
в кристаллической структуре сайта связыва-
ния АХЭ. Результат докинга считался приемле-
мым, если среднее значение среднеквадратич-
ного отклонения (RMSD) для позиций докинга 
было меньше порогового значения 2,0 Å. Меж-
ду позами стыковки и конформацией кристал-
ла среднее среднеквадратичное отклонение для 
донепезила в нашем исследовании составля-
ло 0,9521 Å. Таким образом, мы продемонстри-
ровали, что программное обеспечение AutoDock 
Vina правильно воспроизвела паттерны связы-
вания в кристаллической структуре АХЭ.

Молекулярный электростатический потенци-
ал  (МЭП). Перед запуском процесса докинга 
необходимо определить первоначальную ин-
терпретацию взаимодействия функциональ-
ных групп и атомов с белком-мишенью, что 
требует изучения электрофильных и нуклео-
фильных доменов соединения. Для под-
тверждения ингибирующего сродства препара-
тов важно продемонстрировать существование 
молекулярного электростатического потенциа-
ла [48–50]. Мы использовали метод адаптивно-
го растворителя Пуассона–Больцмана (APBS) 
для оценки карты МЭП синтезированного со-
единения  (рис.  5). На  рис.  5 большие области 
с отрицательным значением  МЭП (красный 
цвет) являются предпочтительными областями 
для электрофильной атаки, поскольку отрица-
тельно заряженные области притягивают элек-
трофилы. Напротив, синие области будут на-
сыщены в противоположном направлении [51]. 
Небольшие области перехода от красного цве-
та к синему внутри обширной зеленой области, 
представляющей большую часть поверхности 

Рис. 3. Влияние DP–CA на жизнеспособность клеток 
U-118  MG. Таблица-вставка: статистические данные о 
влиянии DP–CA на жизнеспособность клеток. Метод 
однофакторного дисперсионного анализа  (ANOVA): 
α  =  0,05; post-hoc:  тест Даннета, тест среднего взвешен-
ного Тьюки, тест Тамхейна Т2. * Значительные статисти-
ческие различия с: a – группа 9 мкМ DP–CA; b – группа 
3 мкМ DP–CA; c – контрольная группа

Рис. 4. Влияние DP–CA на жизнеспособность клеток 
U-118 MG, подвергшихся окислительным повреждениям 
в результате действия H2O2 (однофакторный дисперсион-
ный анализ ANOVA: α = 0,05; post-hoc: тест Даннета, тест 
среднего взвешенного Тьюки; тест Тамхейна  Т2. * Зна-
чительные статистические различия с: a – H2O2 + 9 мкМ 
DP–CA; b  – H2O2  +  3  мкМ DP–CA; c  – H2O2  +  1  мкМ 
DP–CA; d – H2O2 и e – контрольные клетки

4*
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Рис. 5. Молекулярный электростатический потенциал поверхности молекулы DP–CA

Рис. 6. Изображение взаимодействия 1BNA и DP–CA в наилучшем ракурсе: 3D-изображение  (а), типы связей  (b), 
2D-изображение (c)

молекулы, уравнивают гидрофильные и гидро-
фобные участки, необходимые для оптималь-
ного взаимодействия между белком и лиган-
дом. Поскольку узнавание между рецепторами 
и лигандами происходит через поверхности их 
молекул, связывание лигандов с рецептором 
определяется в основном электростатическим 
потенциалом. Рассчитанный электростатиче-

ский потенциал DP–CA находится в диапазоне 
от –6,372 до 6,372.

Результаты молекулярного докинга. Компью-
терное моделирование, основанное на моле-
кулярном докинге, является важным инстру-
ментом для предсказания аффинности связы-
вания наиболее стабильных комплексов бе-
лок–лиганд и способа взаимодействия. Кроме 
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Табл. 3. Нуклеотидные основания, типы связей и длины связей в комплексе DP–CA с молекулой ДНК

D
P

–
C

A
–

Д
Н

К

Показатель 
(ккал/моль)

Взаимодействия Длина (A°) Тип связи От До

–9,2

:DPCA:H – A:DG4:O4′ 2,33315
водородная 

связь
:DPCA:H A:DG4:O4′

A:DG2:H21 – :DPCA:O 3,0209
водородная 

связь
A:DG2:H21 :DPCA:O

A:DA5:H3 – :DPCA:O 2,74616
водородная 

связь
A:DA5:H3 :DPCA:O

A:DA6:H3 – :DPCA:O 2,61946
водородная 

связь
A:DA6:H3 :DPCA:O

того, молекулярный докинг может помочь в 
разработке новых эффективных соединений, 
обеспечивая информацией о механизме связы-
вания лекарств и кандидатов в лекарства  [37]. 
В настоящей работе мы провели молекулярный 
докинг, чтобы получить подробные данные о 
взаимодействиях в комплексах DP–CA–1BNA 
и DP–CA–4EY7. В  соответствии с аффинно-
стью связывания, полученной по результатам 
молекулярного докинга, DP–CA проявлял 
высокое сродство к  1BNA (–9,2  ккал/моль). 
На  рис.  6 графически представлены взаимо-
действия между ДНК и DP–CA. Типы связей 
и взаимодействующие атомы и нуклеотидные 
основания показаны в табл. 3.

Изучение структуры, образованной DP–CA 
и ДНК, показало преобладание в этом ком-
плексе водородных связей. Длина четырех во-
дородных связей не превышала 3 Å. Три из них 

образовались между адениновыми и гуанино-
выми основаниями в А-цепи ДНК и атомами 
кислорода в функциональных группах DP–CA 
(табл.  3). Четвертая водородная связь образо-
вана с атомом кислорода карбонильной груп-
пы в бензилпиперидиновой области молекулы 
DP–CA. Отсутствие взаимодействий между 
образованными водородными связями и пара-
ми оснований ДНК указывает на то, что моле-
кула DP–CA связывается в бороздке ДНК.

Второе исследование молекулярного докин-
га для DP–CA было проведено с АХЭ. Двумя ос-
новными сайтами связывания в кристалличе-
ской структуре АХЭ являются каталитический 
активный центр (CAS) и периферический ани-
онный центр  (PAS), при этом карман актив-
ного центра образован промежутком между 
этими двумя центрами  (рис.  7). Если считать 
эту область воротами, то CAS располагается 

Рис. 7. PAS, CAS и расположенный между ними карман 4EY7
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Рис. 8. Изображение взаимодействия между 4EY7 и DP–CA в наилучшем ракурсе: 3D-структура (a), 2D-структура (b)

в нижней части ворот, а PAS находится вблизи 
входа в ворота и на расстоянии примерно в 15 Å 
от CAS [52]. CAS-область содержит а.о. Trp86, 
Tyr133, Glu202, Ser203, Tyr337, Phe338 и  His447. 
В PAS-области были идентифицированны сле-
дующие значимые а.о.: Tyr72, Asp74, Tyr124, 

Trp286, Phe295 и Tyr341 [53]. В целом ингибито-
ры, взаимодействующие с а.о. в любой из этих 
областей, могут подавлять активность  АХЭ. 
В кристаллической структуре 4EY7 ингибитор 
донепезил (Е20-604) гармонично расположился 
на этом участке благодаря его взаимодействию 
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Табл. 4. Взаимодействия и аминокислотные остатки, задействованные в ингибировании 4EY7

D
P

–
C

A
–

4
E

Y
7

Показатель 
(ккал/моль)

Взаимодействия
Длина 

(A°)
Тип связи От До

–11,6

A:TYR133:HH – :DPCA:O32 2,34646
водородная 

связь
A:TYR133:HH :DPCA:O32

A:PHE295:HN – :DPCA:O10 2,24204
водородная 

связь
A:PHE295:HN :DPCA:O10

A:ARG296:HN – :DPCA:O10 2,14378
водородная 

связь
A:ARG296:HN :DPCA:O10

:DPCA:H59 – A:GLY120:O 2,42199
водородная 

связь
:DPCA:H59 A:GLY120:O

:DPCA:C19 – A:SER293:O 3,58661
водородная 

связь
:DPCA:C19 A:SER293:O

:DPCA:C19 – A:SER293:OG 3,52283
водородная 

связь
:DPCA:C19 A:SER293:OG

A:TRP86 – :DPCA 4,5967 гидрофобная A:TRP86 :DPCA

A:TRP86 – :DPCA 4,30224 гидрофобная A:TRP86 :DPCA

A:SER293:C,O;VAL294:N :DPCA 4,89815 гидрофобная
A:SER293:C,O;

VAL294:N
:DPCA

:DPCA:C19 – A:LEU289 4,80823 гидрофобная :DPCA:C19 A:LEU289

A:TRP286 – :DPCA:C21 4,50955 гидрофобная A:TRP286 :DPCA:C21

A:TRP286 – :DPCA:C21 4,94636 гидрофобная A:TRP286 :DPCA:C21

A:PHE338 – :DPCA 5,02035 гидрофобная A:PHE338 :DPCA

A:TYR341 – :DPCA 3,69428 гидрофобная A:TYR341 :DPCA

с а.о., расположенными в областях CAS и PAS. 
При изучении взаимодействий в комплексе до-
непезил–АХЭ (три основных компонента до-
непезила вместе с активным центром  АХЭ и 
бензильной группой) было показано, что пипе-
ридин взаимодействует через азотные диметок-
сиинданоновые фрагменты. Аминокислоты, об-
разующие области PAS, CAS, среднего ущелья 
и их окружение также образуют несколько не-
больших субобластей, включая оксианионную 
дырку, ацильный карман и каталитическую три-
аду (серин, гистидин и глутаминовая кислота). 
Аминокислоты в этих областях ответственны за 
субстратную селективность и стабильное связы-
вание ингибитора в активном центре [52].

Молекулярное моделирование взаимо-
действий между DP–CA и 4EY7 показало, что 
в них в основном задействованы водородные 
связи и гидрофобные взаимодействия. Кроме 
того, атомы кислорода в функциональных груп-
пах гибридной молекулы DP–CA образуют 

Н-связи с а.о. Tyr133, Phe295 и Arg296 активно-
го центра 4EY7. С другой стороны, а.о. Gly120 
и Ser293 взаимодействовали через гидроксиль-
ную группу, связанную с бензольным коль-
цом и метоксигруппой, и через бензольное 
кольцо, к которому эта группа была прикре-
плена соответственно. В  гидрофобных взаи-
модействиях между DP–CA и белком участву-
ют а.о.  Trp286, Phe338, Tyr341, Ser293, Val264 
и Leu289. Поскольку образующиеся при докинге 
Н-связи и гидрофобные взаимодействия про-
исходят по ароматическим кольцам лиганда и 
взаимодействующим аминокислотам, было вы-
сказано предположение, что молекула лиганда 
прочно расположена в активном центре  4EY7 
(для получения подробной информации об 
этом взаимодействии см. табл. 4 и рис. 8).

В заключение, мы разработали и синтези-
ровали новый многоцелевой лиганд против бо-
лезни Альцгеймера путем слияния фармакофо-
ров донепезила и кофейной кислоты и провели 
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его предварительную биологическую оценку. 
Исследования связывания синтезирован ного 
DP–CA с молекулой ДНК, проведенные с ис-
пользованием методов УФ-видимой и флуо-
ресцентной спектроскопии, показали, что 
DP–CA прочно и нековалентно связывается с 
ДНК (путем интеркаляции и связывания с бо-
роздкой  ДНК). Исследования in  vitro показали 
защитный эффект DP–CA при нейротоксич-
ности, вызванной  H2O2. Данные о ДНК/белок- 
связывающей активности DP–CA были под-
тверждены молекулярным докингом, который 
показал, что DP–CA обладает высокой аффин-
ностью и образует как полярные, так и неполяр-
ные контакты с незаменимыми  а.о. в активном 
центре 4EY7.

Наши результаты подтверждают идею о 
том, что использование стратегии направлен-
ных многоцелевых лигандов может быть аль-
тернативой высокоэффективной терапии при 
лечении нейродегенеративных заболеваний, 
благодаря меньшему количеству побочных эф-
фектов. Наблюдаемый защитный эффект мо-
жет быть связан с ингибированием ключевого 
фермента холинергической системы, связанно-
го с функцией памяти. Наши результаты могут 
быть полезны при изучении синтеза соедине-
ний с двумя разными каркасами, исследовании 
более широких взаимосвязей структура–ак-
тивность, изучении кинетики ингибирования 
ацетилхолинэстеразы, изучении перехода че-
рез гематоэнцефалический барьер in  vivo и  т.д. 
В  наших будущих работах будет проверено 
действие DP–CA на животных моделях.
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A NOVEL DONEPEZIL–CAFFEIC ACID HYBRID: 
SYNTHESIS, BIOLOGICAL EVALUATION, 
AND MOLECULAR DOCKING STUDIES

D. Kılıçaslan1*, A. H. Kurt2, M. Köse3, 
M. Çeşme3, Ö. Güngör3, C. K. Oztabag4, A. Doganer5
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A novel donepezil–caffeic acid (DP-CA) hybrid molecule was designed, synthesis, and investigated by 
molecular modeling. Its biological activity and protective effect were investigated by the IR spectroscopy, 
1H  and 13C  NMR spectroscopy, and mass spectrometry. DP-CA was highly active against acetylcholine 
esterase and inhibited it at the micromolar concentrations. Fluorescence and UV-Vis spectroscopy studies 
showed strong binding of DP-CA to DNA. Moreover, DP-CA exhibited protective effects against H2O2-
induced toxicity in U-118 MG glioblastoma cells. Finally, molecular docking showed a high affinity of 
DP-CA in all concentrations, and the active 4EY7 site exhibited essential residues with polar and apolar 
contacts. Taken together, these findings indicate that DP-CA could be a prospective multifunctional agent 
for the treatment of neurodegenerative diseases.

Keywords: donepezil, caffeic acid, hybrid molecule, acetylcholinesterase, molecular docking, protective effect


