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ABSTRAKT
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Néazov prace: Syntéza novych huprinov ako potencialnych inhibitorov cholinesteraz

Alzheimerova choroba (AD) je komplexné neurodegenerativne ochorenie, ktoré sa
prejavuje postupnou stratou kratkodobej a v pokrocilejSich Stadiach aj dlhodobej pamite.
Charakteristickym histopatologickym znakom AD je pritomnost neuritickych plakov a
neurofibrilarnych klbiek v postihnutych oblastiach mozgu. Pri ochoreni tieZ dochddza k
rozsiahlej poruche cholinergnej neurotransmisie. Do sucasnej terapie si zahrnuté iba dve
skupiny lie€iv. Prvll tvoria inhibitory acetylcholinesterdzy (AChEI), do druhej zaradzujeme
memantin, ktory je antagonistom glutamatovych receptorov. Cielom diplomovej prace bola
syntéza novej skupiny lieciv na baze multipotentnych zlucenin tzv. multi-target directed ligands
(MTDLs) odvodenych od huprinov. Nové zluceniny st navrhnuté tak, aby boli schopné
interagovat’ s obidvomi anionickymi miestami achetylcholinesterazy (AChE), ¢im je
vystupfiovany ich inhibi¢ny G¢inok voci enzymu. V ramci experimentalnej Casti diplomove;j
prace boli navrhnuté a pripravené dva Strukturne typy huprinov. Prvym boli heterodiméry na
béaze huprin-L-tryptofanu (HupY-L-Trp) s réznou dizkou spojovacieho ret'azca. Napliiou druhej
syntézy bol dizajn a priprava 2-metoxyhuprinu. Inhibi¢nd aktivita novych derivatov voci
cholinesteraze (ChE) bola stanovena pomocou Ellmanovej metddy a vyjadrena ako hodnota
ICso. Tieto merania vykonali pracovnici Katedry toxikologie a vojenskej farmécie v Hradci
Kralové (Fakulta vojenského zdravotnictva, Univerzita obrany, Brno). Biologické vysledky
novych analdogov sa porovnavali s hodnotami referen¢nych zlacenin (takrin, 6-chlortakrin a 7-
metoxytakrin). Priepustnost novych potencidlnych lieCiv cez biologické bariéry bola

experimentdlne overend pomocou tzv. parallel artificial membrane permeability assay



(PAMPA). Toto stanovenie vykonali pracovnici Centra biomedicinskeho vyskumu (Fakultna
nemocnica Hradec Kralové). Biologické vysledky novych derivatov boli rovnako porovnané
s hodnotami referen¢nych zlucenin. VSetky novovzniknuté molekuly preukazali inhibi¢nt
aktivitu vo¢i obom podtypom ChE v mikromolarnych az nanomolarnych hodnotach ICso

s predpokladanou priepustnostou do CNS.
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Title of Diploma thesis: Synthesis of novel huprine derivatives as potential cholinesterase

inhibitors

Alzheimer's disease (AD) is a complex neurodegenerative disease that is manifested by
the gradual loss of short-term and, at more advanced stages, also of long-term memory. The
characteristic histopathological features of AD is the presence of neuritic plaques and
neurofibrillary tangles in affected brain regions. Cholinergic neurotransmission is also one of
the key pathological findings in AD. Only two drug groups are used in AD therapy. The first
group consists of acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs). Memantine, which is a glutamate
receptors antagonist, belongs to the second one. The aim of the diploma thesis was the synthesis
of a new group of drugs acting as multipotent ligands (multi-target directed ligands, MTDLs)
derived from huprines. The new compounds were designed to be able to interact with both
anionic sites of acetylcholinesterase (AChE), thereby exaggerating the enzyme-inhibiting
effect. In the experimental part of the diploma thesis two structural types of huprines were
designed and prepared. The heterodimers based on huprine-L-tryptophan (HupY-L-Trp) with
different side chain lengths were the first type. The aim of the second synthesis was the design
and preparation of a 2-methoxyhuprine. The inhibitory activity of the new derivatives against
cholinesterase (ChE) was determined by method of Ellman and obtained results are expressed
as the ICso value. These measurements were carried out by the staff of the Department of
Toxicology and Military Pharmacy in Hradec Kralové (Faculty of Military Health Sciences,
University of Defense, Brno). The biological results of the new compounds were compared

with the reference drugs (tacrine, 6-chlorotacrine and 7-methoxytacrine). The rate of



permeability of new derivatives through the blood-brain barrier was determined by using
parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA). This determination was carried out
by the staff of the Centre of Biomedical Research (Faculty Hospital Hradec Kralové). The
biological results of the new compounds were compared with the references. All newly emerged
compounds demonstrated inhibitory activity against both ChE subtypes in micromolar to

nanomolar ICso values with presumed CNS availability.
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1 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

5-HT3 Serotoninovy receptor

6-CITHA 6-Chlortakrin

7-MEOTA 7-Metoxytakrin

AD Alzheimerova choroba (Alzheimer's disease)
ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesteraza

AChEI Inhibitor acetylcholiesterazy
AMK Aminokyselina

APOE Apolipoprotein E

APP Prekurzor amyloidného proteinu
ATCh Acetylthiocholin

AP Amyloidny protein B (B-amyloid)
BACE-1 B-sekretaza 1

BChE Butyrylcholinesteraza

BTCh Butyrylthiocholin

ChAT Cholinacetyltransferaza

ChE Cholinesteraza

ChEI Inhibitor cholinesterazy

CNS Centrélny nervovy systém

CT Pocitatova tomografia (Computed tomography)
DS Downov syndréom

DTNB 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina



FAD
GABAxA
Glu
GSK3p
HEB

HRMS

(-)-HupA
HupX
HupY

HupZ
HupY-L-Trp

1Cso

MRI
MTDL
nAChR
NMDAR
NSAIDs

NU

Familiarna Alzheimerova choroba (Familiar Alzheimer's disease)
Receptor pre y-aminomaslovt kyselinu

Glutamat (glutdamova kyselina)

Glykogén syntaza kinaza 3 beta

Hematoencefalicka bariéra

VysokorozliSovacia hmotnostné spektrometria

(High resolution mass spectrometry)

(—)-huperzin A

Huprin X

Huprin Y

Huprin Z

Derivat huprin-L-tryptofanu

Inhibi¢na koncentracia, ktora znizi aktivitu enzymu o 50%
(Inhibitory concentracion)

L-tryptofan

Muskarinovy receptor

Monoaminooxiddza

Magneticka rezonancia (Magnetic resonance imaging)
Multifunkéne zamerana zlticenina (Multi-target-directed ligand)
Nikotinovy receptor

N-metyl-D-aspartat receptor (glutamatovy receptor)
Nesteroidné antiflogistika (Nonsteroidal anti-inflammatory drugs)

Neziaduce uc¢inky



PAMPA Test umelej paralelnej membranovej priepustnosti (Parallel artificial

membrane permeability assay)

PBS Fosfatovy pufer (Phosphate buffered saline)
PSENI Gén pre presenilin 1

PSEN2 Gén pre presenilin 2

RF Rizikové faktory

rt Laboratdrna teplota (Room temperature)

SI Index selektivity (ICso ABChE / ICso hAChE)
THA 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin (takrin)

THA-L-Trp Takrin-L-tryptofan



2 TEORETICKA CAST

2.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) patri v stcasnosti k najCastejSie sa vyskytujicim
neurodegenerativnym ochoreniam mozgu. M4 progresivny charakter a je spojena s kognitivnou
poruchou az demenciou. Prevalencia AD rastie s vekom. Incidencia AD stapa v dosledku
predlZzovania stredného veku Zzivota a starnutia populacie. Ochorenie vyrazne znizuje kvalitu
zivota pacienta i jeho blizkeho okolia. Je jednou z hlavnych primarnych pri¢in mortality vo
svete. Momentalne AD nedokdzeme kauzalne liecit. Vyvoj choroby sa di spomalit’
symptomatickou (kognitivnou) terapiou a tym oddialit’ jej tazké §tadia. Predmetom najnovsich

vyskumov st nové druhy lie¢by, ktoré by dokazali AD vylieéit alebo zastavit’ jej progres. !+

2.1.1 Epidemiologia

AD je svetovo najcastejSou pri¢inou ireverzibilnej demencie u starSich l'udi (az 80%).
Priblizne 1% pacientov s AD tvori skupina do 65 rokov. Vyskyt ochorenia rastie s vekom. V
kategorii nad 85 rokov je postihnutych uz 30% obyvatel'stva.® Odhaduje sa, Ze v roku 2050
pocet pripadov AD prevysi hodnotu 130 miliénov.>* Stipajica prevalencia a incidencia suvisi
so starnutim populacie. Najvyssi vyskyt ochorenia zaznamenavaju §taty ako Cina, USA, oblasti
zapadného Pacifiku a vyspelych eurépskych 3tatov. V CR sa pocet pacientov odhaduje na
120 000. Néklady na diagnostiku a liecbu kazdym rokom narastaju. Napriek tomu je choroba

aj v dnesnej dobe zna¢ne poddiagnostikovana.>®

2.1.2 Rizikové a ochranné faktory

AD patri k ochoreniam s neznamou etiologiou. S urcitostou vSak vieme charakterizovat’
jej rizikové faktory (RF). Prepuknutiu choroby predchadza kumulacia viacerych RF a nésledné
prekonanie samoregula¢nych, opravnych mechanizmov mozgu. Genetické pozadie patri
k rizikAm danym a teda neovplyvnitelnym. Dal$iu skupinu RF je mozné sledovat’ a eliminovat’.
Momentalne je jedinou prevenciou proti AD znizenie ovplyvnitelnych RF a vyuZitie faktorov
protektivnych.’

Po genetickej stranke je AD heterogénne ochorenie. Pozitivna rodinna anamnéza je

hlavnym RF familiarnej Alzheimerovej choroby (FAD). Sposobuje ju kombinacia urcitych alel,
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vd’aka ktorym je nositel’ nachylnejsi k rozvoju AD. Genetické predispozicie sa teda vztahujua
hlavne na FAD. Tymto typom trpi malé percento pacientov, ktorym bola choroba
diagnostikovana. FAD sa prejavuje skorym nastupom, este pred 65. rokom zivota. Na Grovni
DNA suvisi s mutaciou génu pre prekurzor amyloidného proteinu (APP) na 21. chromozdéme,
d’alej génu pre presenilin 1 (PSEN1) na 14. chromozéme alebo presenilin 2 (PSEN2) na 1.
chromozéme.®?

Dalsou formou je sporadicka AD, ktora sa oproti FAD vyskytuje v absolttnej prevahe.
Priznaky obidvoch foriem su rovnaké, rozdiel je len v manifestacii ochorenia vzhl'adom k veku
pacienta. Sporadicka AD sa zacina prejavovat’ po 65. roku Zivota. Ani pri tomto type sa nedaja
vylucit’ genetické vplyvy. Poskodenie byva spajané s mutaciou génu pre apolipoprotein E
(APOE), konkrétne APOE-£4.31°

OvplyvniteI'né RF stvisia hlavne so Zivotnym Stylom, pridruzenymi civilizaCnymi
ochoreniami a v neposlednom rade aj so stupiiom vzdelania a mentalnou aktivitou ¢loveka.
Medzi tieto faktory patri nedostatocna fyzicka aktivita, fajéenie, prijem alkoholu, obezita,
cukrovka, vysoky krvny tlak, hypercholesterolémia, aterosklerdza a ostatné kardiovaskularne
komplikacie. Jednym z moznych dovodov vzniku AD su zriedkavo aj rozne Grazy hlavy.!!

K ochrannym faktorom, ktoré zvySuju odolnost” proti AD, patri vysSie vzdelanie,
udrziavanie psychickej aktivity aj v pokro¢ilom veku, primerana fyzickd zat'az a pohyb,
hormonélna suplementacia po menopauze alebo vedlajsi ucinok nesteroidnych antiflogistik
(NSAIDs).!! Prevenciu mozno tiez podporit prijmom vitaminov skupiny B (hlavne B12

a kyselina listova), antioxidantov (vitaminy C a E) a nenasytenych mastnych kyselin.'2

2.1.3 Klinické prejavy

AD je progresivne degenerativne ochorenie. V dosledku patologickych zmien v mozgu
je primarne postihnuta pamét. AD zafina miernymi priznakmi, ktoré sa individudlnou
rychlost'ou stupiiuju, az vyradia pacienta z kazdodenného Zivota. Postihnuty je v termindlne;j
faze choroby odkazany na celodennu starostlivost’.%!2

Neurodegenerativne zmeny postihuju spociatku viac kratkodob pamit’. Pacienti maju
vranych S$tadiach problémy s narocnejSimi aktivitami (vedenie motorového vozidla,
bicyklovanie, praca s PC). Neskor sa objavuju poruchy hlbokych spomienok a naucenych

¢innosti. V poslednom $tadiu je problematické zvladanie beznych tikonov (prijimanie potravy,

obliekanie, vykon hygieny).>!3
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K zhorSeniu paméte a myslenia sa postupne pridavaji behavioralne a psychické priznaky
(zmitenost’, zla orienticia v priestore a ase, agresivita, agitovanost, depresie). Dalej sa
objavuju vykyvy cirkadidnnych rytmov, inkontinencia, postihnuty nedokaze rozpoznavat’ tvare,
zabtida men4 osdb, bezné nazvy a slova.>!?

Pri¢ina smrti pacientov trpiacich AD najcastejSie priamo suvisi s neurodegenerativnym
poskodenim organizmu. V pokrocilom S§tddiu zaznamendvame pridruzeny vyskyt

bronchopneumonii, rézne urazy, zhorSenie imunity, az zlyhavanie neurohumoralneho riadenia

homeostazy.>

2.1.4 Diagnostika

V¢éasna diagnostika AD je vel'mi ddlezitd. Podchytenie choroby v zaCiatkoch zvySuje
ucinnost’ nasadenej liecby. Je ale nutné rozpoznat’ prirodzené starnutie alebo mierny kognitivny
deficit od za¢inajucej demencie.®!

AD patri k heterogénnym ochoreniam. Pri diagnostike sa sledujii charakteristické
priznaky, ako napr. zhorSenie paméte, problémy s vykonom beznych ¢innosti, problémy s recou
a myslenim, zmeny v nalade a spravani, dezorientdcia v Case a priestore a d’alSie kognitivne
deficity. Potvrdeniu diagn6zy d’alej predchddza mnoho r6znych vySetreni, ako klinickych, tak
testovych %14

Ku klinickym vySetreniam patri CT a MRI, ktoré v pripade pozitivneho vysledku
preukazu uréité morfologické zmeny (atrofiu mozgu). Dalej je k dispozicii stanovenie tripletu
bielkovin mozgomieSneho moku oproti kontrolnym non-alzheimerovskym osobam. Pozitivny
vysledok v prospech AD dokazujui zvySené hladiny tau a hlavne fosfotau proteinu (podkapitola
2.2.3). Nadlimitna je tiez hladina patologického B-amyloidu (podkapitola 2.2.2). Kvoli ¢astému
pridruzeniu depresii a psychéz sa z pravidla vykondvaju aj psychiatrické a psychologické
vysetrenia.>!®

Neuropsychologické testy maji oproti pristrojovym metdodam jednu podstatni vyhodu.
Pacienta dokaZeme testovat’ v Uplne ranom $tadiu alebo dokonca niekolko rokov pred
manifestaciou AD, kedy su morfologické zmeny na mozgu minimalne, az Ziadne. Patria sem

rozne dotazniky, jednoduché logické cvicenia, ¢i menovanie slov zacinajucich rovnakym

pismenom. Test sa nasledne vyhodnocuje pomocou tabuliek.!®
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2.2 PATOFYZIOLOGIA

AD je ochorenie neurénov, v ktorych prebiehaji degenerativne zmeny ré6zneho povodu.
Charakteristicka je difuzna kortikalna atrofia mozgovej kory. Oproti zdravému jedincovi
zaznamenavame nadmerny pokles poctu neuronov CNS a to hlavne v parientalnych
a temporalnych lalokoch. V dosledku atrofie mozgového tkaniva dochadza k zdanlivému
zvéacSeniu cerebralnych komor (tzv. relativny hydrocefalus). Mozog postihnutého mé nizsiu
hmotnost’ v porovnani s rovesnikmi, ktori starni prirodzenym spésobom. Hmotnost mozgu
zdravého jedinca v rovnakom veku je v priemere o viac ako 100 gramov vysSia. Existuje
viacero pri¢in atrofie. Primarnym dévodom je patologicky Ubytok neurénov a neurofibril
v kore, sekundarnym demyelinizacia vldken v podkdrovych oblastiach.!®!7

Hlavnou neuropatologickou ¢rtou AD je objektivny nalez senilnych plakov neuritického
povodu, ktoré su extraceluldrne tvorené amyloidnym proteinom [ (AP). Typickd je tiez
pritomnost’  neurofibrilarnych  pletencov, vznikajicich intracelularne v cytoplazme
postihnutych neurénov. Spominané klbka pozostavaju z patologickej formy tau proteinu, ktory
vytvara $piralovit §truktaru. !¢

Dalej sa zistilo, ze pacienti s AD maju v niektorych oblastiach mozgu narusent
homeostazu cholinergného systému. Nasledkom tejto odchylky je porucha kognitivnych
funkcii.'® Kvéli rozmanitému pdvodu ochorenia sa uvadzaji 3 hlavné tedrie rozvoja AD. Dané
hypotézy sa navzajom nevylucuju. Blizsie su vysvetlené v nasledujucich podkapitoléach.

Okrem atrofickych zmien, patologickych proteinov a odchylok v neurotransmisii sa pri
AD objavuje aj mitochondridlna dysfunkcia. T4 nasledne vedie k uvolfiovaniu volnych

kyslikovych radikalov a oxidativnemu stresu. VSetky spominané faktory sa komplexne

podiel’aju na rozvoji AD.!8

2.2.1 Cholinergna tedria AD

0]
I ot
H3C O/\/ \CH3

Obrazok 1. Molekula acetylcholinu.

Acetylcholin (ACh) je endogénna molekula. Chemicky sa jedna o ester kyseliny octovej
a aminoalkoholu cholinu (Obrazok 1). Patri k dolezitym neuromediatorom vegetativneho

i centralneho nervového systému, poOsobi tiez na nervovosvalovej platnicke. V organizme

13



vznikd v cytoplazme neurénov z cholinu a acetyl-CoA pdsobenim enzymu cholinacetyl-
transferdzy (ChAT), ktora prenasa acetylovy zvySok na aminoalkohol (cholin). ACh je
skladovany vo vezikulach nervovych buniek, mald Cast' sa nachadza aj extravezikularne
v cytoplazme. '

Pri podrazdeni nervovej bunky akénym potencidlom dochédza k depolarizacii jej
membrany, influxu Ca*" iénov do bunky a vyplaveniu ACh z vezikiil do synaptickej $trbiny.
ACh sa tu nasledne viaze na prislusné receptory, ¢im dochadza k cholinergnej neurotransmisii.
Akeény potencidl je vzapiti ukonceny posobenim cholinesterazy (ChE), ktord odburava ACh.
K tejto degradécii dochddza na extracelularnej membrane synaptickej Strbiny. NeuroprenaSac
je katalyticky hydrolyzovany, pricom sa rozklada na kyselinu octovu a cholin, ktory je spitne
vychytavany do nervového zakoncenia k recyklacii (reuptake). Priebeh degradacie ACh
zobrazuje Schéma 1.1%%

Vyplaveny ACh interaguje s dvomi typmi receptorov. Prvym je metabotropny
muskarinovy receptor (mAChR), ktory je spojeny s G-proteinom. Neurochemicky prenos na
nom radovo prebieha v sekundach. V sti€asnosti vieme o existencii piatich podtypov mAChR
(M1 - Ms). Zatial’ bola objasnend fyziologicka funkcia prvych troch (M1 - neuronélne, M -
srdcové, M3 - Zl'azové/hladkosvalové). ACh ovplyvitluje mAChR na efektoroch parasympatiku
a v potnych zl'azach.?

Druhym typom je ionotropny nikotinovy receptor (nAChR), ktory je spojeny s i6novym
kanalom. Neurochemicky prenos na nom radovo prebieha v milisekundach. Zname st dva
podtypy nAChR (Nn - neurondlne a Nm - muskuldrne). ACh ovplyvitluje nAChR vo
vegetativnych ganglidch a v dreni nadobli¢iek (Nn), na neuromuskularnej platnicke (Nwm)

a rovnako v celom CNS.?°

O
)i H3C\N+/CH3 ChE j\ . HsC + e,
/\/ /\/
H3C O \CH3 H,O H3C OH HO \CH3

Schéma 1. Hydrolyza ACh na cholin a kyselinu octovu.

Zaciatkom 70. rokov prebehlo prvé systematické biochemické vySetrenie mozgu
pacientov s AD. Vyskum bol zamerany na identifikaciu jasnej neurochemickej abnormality,
ktora by poskytla zdklady pre rozvoj racionalnej terapie ochorenia. Zistenia ukdazali, ze
u postihnutych je znizena tvorba a vyplavenie ACh z presynaptickych zakongeni.?!*?

Tento presynapticky cholinergny deficit stvisi jednak s nizkou hladinou ChAT a tiez
s patologicky zvySenou hladinou urcit¢ho typu ChE (podkapitola 2.3.1). Pri AD sa teda

v dosledku znizenej hladiny ChAT tvori nedostatok ACh, ktory je navyse rychlo degradovany
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ChE. Dalej je vramci choroby obmedzeny vstup cholinu do neurénov a zhor$ena je aj
vyuzitel'nost’ acetyl-CoA. Meni sa tiez pocet nAChR, ktory je pri AD znizeny, zatial' ¢o
koncentracia mAChR ostéva relativne zachovana.?

ACh zohrava dolezita tlohu pri uceni a spravnej funkcii paméte. V désledku poskodenia
cholinergného systému sa u pacientov s AD rozvija kognitivna porucha. Jej stupen je umerny
degeneracii cholinergnych neurénov a nedostato¢nej transmisii ACh pri tomto ochoreni.?!??

Vysledky zvieracich $tadii potvrdili danu tedriu. Zdravému mladému jedincovi bol
podany muskarinovy antagonista skopolamin, ktory u neho v désledku blokady cholinergnej
aktivity sposobil priznaky typické pre AD (najmi zhorSenie pamite). Prejavy boli rovnaké ako
u starych neliecenych jedincov. Pri ndslednom podani inhibitora acetylcholinesterazy (AChEI)
fysostigminu do$lo k vymiznutiu priznakov.?!

Z vyskumov je teda zname, Ze AChEI dokaZu c¢iastocne upravit® kognitivny deficit

pacientov. Na zaklade tychto poznatkov je zaloZzend dne$na terapia AD, ktord primarne zahtna

nepriame cholinomimetika - inhibitory cholinesteraz (ChEI, podkapitola 2.3.1).!

2.2.2 Amyloidna tedria AD

Dand hypotéza je podlozena existenciou APP. Za fyziologickych podmienok podlieha
tento prekurzor neamyloidogénnemu spracovaniu. APP je rozkladany a-sekretazou a v zépiti
v-sekretazou za vzniku AP s velkostou do 40 fragmentov AMK (Obrazok 2). AB4o sa podiela
na tvorbe novych neuronalnych synapsii.*!®

Pri AD je vSak vo zvySenej miere pritomné patologické Stiepenie APP. Protein je najskor
vystaveny enzymatickému pdsobeniu -sekretazy 1 (BACE-1) a nasledne y-sekretazy, pricom
vznikd aberantny AP s velkostou 42 fragmentov AMK (Obrizok 2).!” Extraneuronélne
umiestneny Af42 sa vyznacuje zvySenou agregabilitou a typicky odoldva protedzam. Jeho
odburavanie je nedostato¢né, vznika v prebytku, ¢o povazujeme za vyznamny spustaci faktor
AD. V miestach senilné¢ho plaku sa navySe manifestuje sterilny zapal, dochadza k uvol'neniu
mediatorov akutnej zapalovej reakcie (interleukinov, cytokinov), aktivacii cyklooxygenaz
a nadmernému uvolneniu excitacnych AMK. Vsetky spominané faktory prispievaju k rozvoju

AD.>
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Obrazok 2. Schematické znazornenie spracovania APP. Neamyloidogénne Stiepenie zaina a-sekretazou za
vzniku rozpustného APPa (sAPPo) a C-termindlneho zvysku C83, ktory je dalej Stiepeny y-sekretazou.
Amyloidogénne $tiepenie za¢ina BACE-1 za vzniku rozpustného APPB (sAPPp) a C-terminalneho zvysku C99,
ktory je nasledne Stiepeny y-sekretazou na AP. Obrazok prevzaty z citacie 8.

FAD (zaciatok pred 65. rokom zivota) je priamo geneticky podmienend. Stvisi
s mutaciou génu pre APP na 21. chromozéme. Prikladom st klinické pozorovania u pacientov
s Downovym syndromom (DS). U tychto jedincov s trizomiou 21. chromozému dochadza uz
v nizkom veku k ubytku kognitivnych funkcii. Prakticky u vSetkych jedincov, ktori sa doziju
50. roku Zivota, sa objavia prejavy demencie. Kvoli lokalizacii génu pre APP na 21.
chromozdéme je trizoémiou pri DS akumulacia AP eSte viac podporend. Z toho vyplyva, Ze
patologické zmeny pozorované pri AD st velmi podobné zmenam pri DS a bezprostredne

stvisia s anomaliou na 21. chromozome. '

2.2.3 Tau hypotéza AD

Tau protein je za fyziologickych podmienok intraneuronalny stabilizdtor mikrotubulov
a axénov. Podporuje tiez ich polymerizaciu. Neurofibrilarne klbka pritomné pri AD su tvorené
abnormalnym hyperfosforylovanym proteinom tau. K fosforylacii dochddza pdsobenim kinaz.
AMK retazce fosfotau proteinu st skratené, dochddza kjeho wvyviazaniu zpovrchu
mikrotubulov, ¢im je podstatne naruSeny axonalny transport v organizme. Patologickd forma
proteinu je odolna voci chemickému a enzymatickému posobeniu. Agreguje do nerozpustnych
fibril a v mozgovom tkanive pretrvdva aj po apoptéze neurdénu, v ktorom vznikol. Pri
diagnostike AD sa porovnava hodnota fosfotau k celkovému mnozstvu tau proteinu. Podobne

sa zrovnava aj hodnota ABa2k celkovému mnoZstvu AB v organizme.'>!6
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Podstatu spominanych teérii uvadza Obrazok 3. Zobrazeny je sthrn patologickych zmien

pri AD a hypoteticky mechanizmus u¢inku dokonalého lieciva v terapii AD.
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Obrazok 3. Schematicky diagram neurénu: A) zmeny neurotransmisie pri AD, B) hypoteticky mechanizmus
ucinku dokonalého AChEI. Vysvetlivky A): (1) znizena kortikdlna cholinergna neurotransmisia; (2) zniZzena
kortikortikalna glutamatergna neurotransmisia v ddsledku straty neurénov alebo poskodenia synapsie; (3)
obmedzena vizba mAChR (M) a druhého posla; (4) hyperfosforylacia tau proteinu - prekurzor neurofibrilarnych
pletencov; (5) znizena sekrécia rozpustného APP; (6) zvySena produkcia AP; (7) zniZzena produkcia glutamatu
(Glu). Predpoklada sa, ze tieto zmeny spdsobuju klinické priznaky AD a prispievaju k zhorSeniu ochorenia.
Vysvetlivky B): (1) AChEI znizuju degradaciu endogénne uvolneného ACh, ¢o vedie k jeho vyssej koncentracii
na synapsach a naslednej interakcii s receptormi pre ACh; (2) znizena fosforylacia tau proteinu; (3) fyziologicka
sekrécia APP; (4) znizend produkcia AP; (5) navrat k fyziologickej glutamatergnej neurotransmisii,

pravdepodobne v doésledku aktivacie mAChR a nAChR. Obrazok prevzaty z citacie 21.
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2.2.4 Glutamatova teoria AD

Vyznamnu rolu v procese neuroplasticity mozgu (pamét’ a ucenie) zohrava aj ionotropny
glutamatovy receptor (NMDAR). Tento fakt podporil vznik tzv. glutamatovej teorie.
V pociato¢nom Stadiu ochorenia zaznamenavame nadmernt stimuldciu NMDAR. Tento jav
moze mat’ viacero pricin, napr. pritomnost’ AP, tau proteinu, oxida¢ny stres, mitochondidlna
dysfunkcia, chronicky neurondlny zapal.>*

Dalsim stimulitorom NMDAR je glutamat (Glu). Fyziologicky vydaj tohto
neuromediatoru je vel'mi d6leZity pre paméit’ a ucenie. Pri AD sa v§ak Glu uvol'iuje v nadbytku,
pricom je zniZené jeho spitné vychytavanie v postihnutych oblastiach mozgu.!”-?*

V dosledku spominanej patologie nastava pri AD nadmerné zasytenie NMDAR
glutdmovou kyselinou, stimulacia receptorov je priliSnd, ¢o nésledne destabilizuje vnutorné
prostredie nervovych buniek a vedie az k ich smrti. Tento jav sa komplexne nazyva bunkova
excitotoxicita. 'V pokrocilejSich Stadidch choroby dochadza v dosledku excitotoxicity
k postupnému ubytku neurénov v postihnutej oblasti a nasledne az k nezvratnej degeneracii
glutamatergného systému (systému excitaénych AMK).!"-%

Z danej hypotézy vyplyva, Ze inhibitory NMDAR dok4Zu priaznivo ovplyvnit

degenerativne zmeny neurénov pri AD a tym spomalit’ progres ochorenia (podkapitola 2.3.2).!
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2.3 SUCASNE LIECIVA V TERAPII AD

Na zéklade cholinergnej tedrie st podstatou dnesnej liecby ChEI Inhibiciou mozgovych
ChE zvysuju dostupnost’ ACh na synapsach, ¢im pozitivne ovplyviiuju cholinergnu transmisiu
a s nou spojeny kognitivny deficit. Hned’ ako je pacientovi choroba diagnostikovana, sa ChEI
stavaju liekmi prvej vol'by. Su indikované pri lahkych a stredne tazkych formach AD.
Oddialuju zavaznejSie Stadia ochorenia, zvySuju kvalitu zivota apredlzuju obdobie
samostatnosti pacienta (podkapitola 2.3.1).2%

Glutamatova tedria zaradila do terapie lie¢iva druhej volby. SU nimi antagonisti
NMDAR. UZivaji sa pri tazkych formach AD. Klinicky aktivna je zatial' jedina latka -
memantin (podkapitola 2.3.2). Iba spominané 2 farmakoterapeutické¢ pristupy su podla
mediciny zaloZenej na dokazoch.?>%¢

Farmakoterapia Alzheimerovej choroby je navySe doplnena o psychofarmaka, Ginko
bilobu, estrogény, NSAIDs, antioxidanty, vitaminy a lieivd G¢inné proti pridruZenym

vaskularnym ochoreniam.?

2.3.1 Inhibitory ChE

V stcasnej dobe sa v klinickej praxi uplatiuji iba centrdlne ChEI (nepriame
cholinomimetika). Spadaji pod tzv. kognitivnu terapiu, ktord ma doteraz najblizSie
k neexistujucej kauzalnej liecbe AD a moduluje klinicky obraz choroby.?>*

Vramci ludského organizmu rozoznidvame dva typy ChE. Prvym druhom je
acetylcholinesteraza (AChE; EC 3.1.1.7). Vyskytuje sa hlavne na neuromuskuldrnych spojoch
a synapsach, kde hydrolyzou ACh ukonéuje cholinergni neurotransmisiu.’® Druhym typom
enzymu je butyrylcholinesteraza (BChE; EC 3.1.1.8), nazyvana tieZ pseudocholinesteraza alebo
plazmatickd ChE. Vznikd v peceni, odkial je krvou transportovana do roznych ¢asti organizmu.
BChE je schopna okrem ACh hydrolyzovat’ aj vacSie substraty, jej fyziologickd funkcia v§ak
nebola Gplne objasnena. Pri AD dochadza k znizeniu hladiny AChE, zatial’ ¢o hladina BChE sa
nemeni alebo rastie. D4 sa predpokladat’, ze v tomto pripade BChE ¢iasto¢ne prebera funkciu
AChE. Vyvoj novych lieciv je preto v siCasnosti zamerany na dudlne inhibitory (inhibicia
AChE a zaroveti BChE).?

Blokadou AChE a/alebo BChE sa zlepSuje porusena cholinergna transmisia. Na zaklade
podtypov inhibovanych ChE delime inhibitory na selektivne a neselektivne. Selektivny

inhibitor vykazuje vysSiu afinitu k jednému z podtypov ChE a neselektivne inhibitory
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sposobujii blokadu obidvoch podtypov rovnako. Dalej sa podla biochemického profilu
inhibicie (trvacnost’ komplexu lie¢ivo-enzym) ChEI delia na reverzibilné, pseudo-irevezibilné
a ireverzibilné.?>?” Prehl'ad chemickych $truktar ChEI v si¢asnosti pouzivanych v terapii AD

(donepezil, rivastigmin, galantamin) a vyradeného takrinu uvadza Obrazok 4.

0
o
N / ré
N | \ takrin
donepezil C rivastigmin HO  galantamin

Obrazok 4. Prehl'ad chemickych Struktur lieciv schvalenych k terapii AD.

2.3.1.1 Takrin (Cognex®)

Takrin (THA, Obrazok 4) bol vroku 1945 pdvodne vyvijany ako dezinfekéna
zlGgenina.”” Neskor boli dezinfekéné uginky v klinickych testoch vyvritené a naopak sa
preukdzal jeho univerzalny charakter v terapii AD (vysvetlené nizsie).*°

Struktira THA obsahuje 1,2,3,4-tetrahydroakridinovy skelet. Chemicky sa jedna o 9-
amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin. Vd’aka interakcii so Sirokym spektrom ciel'ov a drah vykazuje
v ramci cholinergného systému viacero mechanizmov U¢inku. Primarnym je inhibicia ChE,
ktora je sprostredkovanéd vizbou do aktivneho miesta enzymu (nekompetitivne). Je dudlnym
reverzibilnym ChEI, vykazuje vSak mierne vysSiu selektivitu k BChE. THA d’alej zvySuje
syntézu a uvolfiovanie ACh a ovplyviiuje tieZ mAChR/nAChR (down-regulécia a aktivacia
podtypu M a blok podtypu M> mAChR, up-regulacia nAChR).3%!

Komplexnost’ ti¢inku THA sa prejavuje aj mimo cholinergného systému. Blokuje napr.
sekréciu APP, zvySuje cerebralny prietok krvi a dokaze antagonizovat NMDAR.*°

Kvoli dobrym anticholinergnym vlastnostiam bol THA vroku 1993 zavedeny do
klinickej praxe ako prvy AChEI v terapii AD. Nevyhodou tejto zlaCeniny je vSak jej
hepatotoxicita a gastrointestinalna toxicita. Kvoli spominanym NU bol THA kratko po
schvaleni stiahnuty z trhu a dnes sa v terapii AD nepouziva.?’!

Podstatou sucasného vyskumu v oblasti AD je vyvoj jeho derivatov s vylepSenym
farmakologickym profilom. Potencidlne analogy THA sa vyznacuji znizenou toxicitou
a zachovanim vyhodnych anticholinergnych vlastnosti. Prikladom je 7-metoxytakrin (7-
MEOTA), ktory bol pévodne vyvijany Katedrou toxikoldgie a vojenskej farmacie v Hradci

Kralové (80. roky 20. storogia).?”-°
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2.3.1.2 Donepezil (Aricept®)

Donepezil (Obrazok 4) patri medzi najucinnejsie centralne AChEL V terapii AD sa zacal
uzivat vroku 1996. Jeho Struktura zahfna piperidinovy fragment. Je to lieCivo so
systematickym ndzvom 2-[(1-benzylpiperidin-4-yl)metyl]-5,6-dimetoxy-2,3-dihydro- indén-1-
on. Patri k selektivnym reverzibilnym AChEIL Vykazuje selektivitu vo¢i AChE
(nekompetitivne). Prechadza hematoencefalickou bariérou (HEB), pdsobi teda centralne, ¢im
st odstranené jeho NU na periférny nervovy systém. Vyhodou je dobra biologicka dostupnost’,
dlhy poléas Gginku (az 70 hodin, ¢o umozituje podavanie 1x denne), minimalne NU,
antioxida¢né a neuroprotektivne vlastnosti. Zaroven brani ukladaniu B-amyloidnych plakov
v CNS. Je dobre tolerovany lie€ivy pripravok s pociato¢nou davkou 1x5 mg denne. Pri dobrej
znaSanlivosti sa davka po mesiaci zdvihne na 1x10 mg denne. Vd’aka svojim priaznivym

vlastnostiam je dnes predlohovou §truktirou pre vyvoj novych lie¢iv.?%2’

2.3.1.3 Rivastigmin (Exelon®)

Rivastigmin (Obrazok 4) je inhibitor karbamatového typu, do terapie AD zavedeny
v roku 2000. Podava sa vo forme soli s kyselinou vinnou (tartrat). Chemicky sa jedna o [3-
[(1S)-1-(dimetylamino)etyl]fenyl]-N-etyl-N-metylkarbamat. Patri k neselektivnym pseudo-
ireverzibilnym AChEIL Inhibuje obidva typy ChEs (kompetitivne), s ¢im stvisia jeho
gastrointestindlne NU. Tieto tazkosti dokazeme eliminovat’ &astejsim davkovanim alebo
pouzitim transdermalnych naplasti (Exelon® Patch). Vyhodou stt minimalne liekové interakcie.
Priaznivo tiez ovplyviiuje psychotické priznaky AD. Od syntetickych derivatov fysostigminu
sa odliSuje tercidrnou aminoskupinou, ktord umoziuje jeho prestup cez HEB anasledné
posobenie v CNS. Dévka lieciva sa titruje - prvy mesiac sa podava 2x1,5 mg denne, druhy
mesiac 2x3 mg denne, treti mesiac 2x4,5 mg denne a od Stvrtého mesiaca sa uziva davka 2x6

mg denne peroralne.2%?’

2.3.1.4 Galantamin (Galantamin Mylan®)

Galantamin (Obrazok 4) bol povodne izolovany zo snezienky (Galanthus,
Amaryllidaceae). Chemicky sa jedna o (4aS,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12-hexahydro-3-metoxy-11-
metyl-4aH-[ 1 [benzofuro[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-o0l. Ide o benzoazepinovy alkaloid, dnes
vyrabany synteticky. V niektorych krajinadch sa pouzival k lie€Cbe myastenie gravis. K liecbe

AD bol schvaleny vroku 2001. Jeho tetracyklicka Struktara je tvorena
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benzofurobenzazepinovym skeletom. Mechanizmus ucinku spociva v selektivnej reverzibilnej
inhibicii AChE (kompetitivne). Dal§im vyznamnym mechanizmom je interakcia s nAChR.
Galantamin sa viaZe na aktivne miesto receptoru, kde spdsobuje jeho alosterickilt modulaciu.
Na takto modulovanom nAChR je podporeny cholinergny prenos, ¢o je pri liecbe AD rovnako
pozitivne ako inhibicia AChE.*? Vyhodou je ve'mi dobré vstrebavanie po peroralnom podani,
mdze vSak vytvarat’ depo v tukovom tkanive (kvoli vyraznému lipofilnému charakteru). Méze
sposobovat’ gastrointestindlne NU. Ma kratky polodas u&inku, podava sa 1x denne
v retardovanej forme alebo 2x denne vo forme neretardovanej. Je obvykle dobre znaSany
s minimom NU. Prvy mesiac sa uziva davka 1x8 mg (2x4 mg) denne, druhy mesiac 1x16 mg

(2x8 mg) denne a od treticho mesiaca 1x24 mg (2x12 mg) denne.?®’

2.3.2 Inhibitory NMDAR

Na zaklade glutamatovej tedrie boli do terapie AD zaradené inhibitory NMDAR
(podkapitola 2.2.4).!7-2°

2.3.2.1 Memantin (Ebixa®)
NH»>

"ICH,
CH,

Obrazok 5. Chemicka Struktura memantinu.

Memantin (Obrazok 5) je doteraz jedinym klinicky schvalenym lieCivom danej skupiny.
V terapii AD sa pouziva od roku 2002. Je derivatom adamantanu s chemickym nézvom 3,5-
dimetyltricyklo[3.3.1.1>"]dekan-1-amin.?%7

Patri k nekompetitivnym parcialnym antagonistom NMDAR. Dany receptor ma formu
napdtovo riadeného 16nového kanalu. Mechanizmus t¢inku memantinu spociva v naviazani do
vnutorného kanadlu NMDAR, kde spdsobuje jeho blokddu. K tomuto deju vSak dochadza iba za
zvysenej hladiny Glu, kedy je akény potencial na receptore prili§ vysoky. Lie¢ivo teda vykazuje
selektivitu voci patologickému procesu na NMDAR, fyziologicku hladinu neuromediatoru
lie¢ivo neovplyviiuje. Dal$ou vyhodou memantinu je rychla kinetika vizby, ktora sposobuje

okamzity néstup ucinku a jeho nasledné rychle odoznenie. Po naviazani na receptor simuluje
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pritomnost Mg?", ¢im brani influxu Ca®>" do bunky, ktorého nadbytok vedie v koneénom
dosledku k smrti neurénov.?6-33

Memantin teda ako inhibitor NMDAR pdsobi proti bunkovej excitotoxicite.** Medzi jeho
d’alSie pozitivne vplyvy na priebeh AD radime inhibiciu enzymu glykogén syntazy kinazy 3
beta (GSK3p), ktora spdsobuje degeneraciu patologického tau proteinu.?¢

Memantin je dobre tolerovany a vyvolava minimum NU. Okrem kognitivnych funkcii
pozitivne ovplyviiuje aj chovanie pacientov (napr. zlepSenie fungovania v domécom prostredi
a verbalnu komunikdciu, zachovanie zdkladnych navykov a zrucnosti). V terapii je casto
kombinovany s AChEI Obvykla terapeuticka davka je 1x20 mg (2x10 mg) denne. Na zaciatku

lie¢by sa davka titruje, zac¢ina sa 1x5 mg denne. Postupne sa kazdy d’alsi deni priddva 5 mg.2%%’
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2.4 MTDLs

2.4.1 Charakteristika

Od zavedenia memantinu (2002) nebolo v oblasti terapie AD schvalené Ziadne nové
lieivo. V sucasnosti je zndma iba symptomaticka lieCba, ktord je zamerana na zlepSenie
kognitivnych a pamitovych funkcii.**’

Multifaktoridlna povaha a komplikovand etiologia AD si ziadala novy farmakologicky
pristup. V doésledku tohto podnetu bola vytvorena inovativna metoda, ktorej podstatou je vznik
hybridnych zlt€enin, schopnych ovplyvnit' viacero patologickych mechanizmov ochorenia
sucasne. Kombindciou zndmych Struktir, ktoré dokazu zasiahnut’ urcity ciel’ a inych aktivnych
zloziek vznikaju multifunkéne zamerané zluceniny tzv. multi-target directed ligands (MTDLs).
Nové MTDLs mézu byt vyhliadkou do buducnosti nielen v terapii AD, ale aj pri lie¢be inych
komplikovanych ochoreni.*?’

Podanim takéhoto Sirokospektrého lieciva (vzhl'adom na etiolégiu AD), by sa mohol
spomalit’ alebo zastavit’ progres choroby na mnohych urovniach. Vyvoj MTDLs tak smeruje
k zvySeniu u¢innosti a znizeniu mnoZstva podavanych lie¢iv v terapii AD.***

Okrem lepSich a komplexnejSich G¢inkov na povod ochorenia sa s novymi latkami
poniika moZnost’ odstranenia niektorych NU. Vd'aka zjednoduSeniu terapeutického rezimu
odbtranim polyfarmakoterapie (polypragmazie) by sa mohla zleps$it’ compliance a adherencia

pacienta k lie¢be.*3*

2.4.2 MTDLs ako novodobé lie¢iva

Priekupnickou molekulou v oblasti vyvoja MTDLs sa stal bis(7)-takrin (Obrazok 6).
Tento homodimérny derivat THA bol jednou z prvych multipotentnych zlti€¢enin zameranych
na experimentalnu liecbu AD. V jeho Struktire su prepojené dve molekuly THA alifatickym
retazcom s dizkou siedmych uhlikovych atémov. Bis(7)-takrin je vysoko selektivny AChEI,
ktory prevysSuje inhibi¢nu aktivitu materského THA 1500% (bis(7)-takrin: AChE ICso= 0,4 nM;
THA: AChE ICso = 590 nM). Bis(7)-takrin je vSak hor$im inhibitorom BChE nez parentny
THA, prave kvoli jeho vystupiiovanej selektivite smerom k AChE (bis(7)-takrin: BChE ICso =
390 nM; SI = 156; THA: BChE ICso = 44 nM; SI = 0,08).%

Skratenim dizky alkylového retazca bis(7)-takrinu boli syntetizované menej u¢inné

derivaty. Ak sa naopak alkylovy retazec prediZil na C8 a viac, nova zli¢enina vykazovala
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mierne znizenu afinitu vo¢i AChE a naopak mierne zvysSenu afinitu voci BChE s klesajucou
tendenciou od C10 (vratane).>

Struktara bis(7)-takrinu, ktord zahffia 7-uhlikovy alifaticky retazec je optimédlna pre
navodenie ucinku a plne koreSponduje so vzdialenostou medzi dvomi anionickymi miestami
AChE (20 A). V désledku uvedenych faktov tak dochadza k zvysenému poétu interakcii medzi
ucinnou latkou a enzymom, ¢im je posilneny inhibi¢ny potencial bis(7)-takrinu vo¢i AChE.
Tato zltcenina navyse dokdze okrem cholinergného systému zasiahnut’ aj d’alSie receptorové
a enzymové systémy. In vitro §tidie preukazali nootropny efekt bis(7)-takrinu v dosledku
antagonizmu receptoru pre y-aminomaslovli kyselinu (GABAA). Potvrdili tieZ inhibiciu
serotoninového receptora (5-HT3), ¢im sekundérne dochédza k uvolneniu ACh presynapticky
anaslednému zlepSeniu pamétovych funkcii. Zlucenina dalej dokédze navodit
neuroprotektivny Gi¢inok napr. pri ischémii mozgovych tkaniv.?

Jeho nedostato¢na absorpcia a relativne rychla metabolizacia su prekdzkou pre d’alSie
klinické hodnotenie. Toto lieivo je vSak zaujimavou predlohovou Struktiarou pre celu radu

novych zlt¢enin s vyhodnymi vlastnostami v terapii AD.>

ZT
ZT

N N

Obrazok 6. Chemicka $truktara bis(7)-takrinu.

V stuasnosti  vyvoj MTDLs pokroc¢il smerom knovym zla€eninam. Okrem
perspektivnych derivatov takrinu sa ako predlohové latky vo vyskume uplatiiuji donepezil,

huprin (podkapitola 2.5.1), ale aj galantamin a rivastigmin.3¢
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2.5 HUPRINY

2.5.1 Charakteristika a vznik

Hupriny st novodobé ChEI, z hl'adiska inhibicie enzymu Uc¢innejSie ako momentalne
klinicky schvalené terapeutika. Ich vzniku predchadzali znalosti z krystalografickych stadii, v
ktorych sa podrobne sktimala Struktara aktivneho miesta AChE. Vysledky tychto Stadii ukazali,
ze THA (podkapitola 2.3.1.1) aprirodna zlu¢enina (—)-huperzin A [(-)-HupA] obsadzuju
podobné, ale nie totozné miesta AChE. Na zaklade spominanych vedeckych poznatkov sa
predlohovymi molekulami pre dizajn huprinov stali prave THA a (—)-HupA. Spojenim danych
Struktlr tak vznikla zlG¢enina, ktord sa dokaze lepSie rozlozit’ v kavite AChE, ¢im je podporeny
jej inhibiény potencial vo¢i enzymu.3>=7

(—)-HupA bol prvykrat izolovany v roku 1986 z plavuna (Huperzia, Lycopodiaceae).
Tento seskviterpénovy alkaloid je silny reverzibilny AChEI, ktory sa v dnesnej dobe vyuziva
pri lietbe AD v 4zijskych krajinach [(-)-HupA: AChE ICso= 260 nM].%-*

V molekule huprinu ndjdeme kombinaciu 4-aminochinolinovej casti THA

a karbobicyklického skeletu (-)-HupA.*® Struktirne fragmenty pouzité pri dizajne huprinov

odvodenych z predlohovych molekul zobrazuje Schéma 2.

huprin

Schéma 2. Strukturne fragmenty huprinovych derivatov odvodenych z predlohovych molekul.
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2.5.2 Derivaty huprinov

2.5.2.1 Monomérne derivaty

V poslednych rokoch bolo pripravenych viac ako 40 réznych huprinov v racemicke;j
forme. Ugelom syntézy bolo dosiahnutie vysSieho inhibi¢ného potencialu novych zlti¢enin
v porovnani so samostatne posobiacim THA a/alebo (—)-HupA. Medzi najsl'ubnejSie
novovzniknut¢ monomérne derivaty patri huprin Y (HupY, Obrazok 7) ajeho 9-etylovy
analdog huprin X (HupX, Obrazok 7). Tieto latky su vysoko selektivne AChEI a vykazuju
niekol’kondsobne silnej$iu inhibi¢nu aktivitu vo¢i AChE nez pdvodné molekuly, z ktorych boli
navrhnuté (HupY: AChE ICso = 0,78 nM; BChE ICso =290 nM; SI=371,8; HupX: AChE ICs
= 0,75 nM; BChE ICso = 15,8 nM; SI = 21,1).37#! Vysledky stanovenia priepustnosti pomocou
tzv. parallel artificial membrane permeability assay metody (PAMPA) cez lipidickii membranu
ukazali, Ze tieto novodobé hybridy st schopné penetracie do CNS.*

Dalsim pripravenym derivatom bol huprin Z (HupZ, Obrazok 7). Jeho $truktura obsahuje
v polohe C3 mensi atom fluéru. Biologické testy vSak ukazali, Ze tdto zmena v stavbe molekuly
viedla k zniZeniu inhibi¢nej aktivity vo¢i ChEs (HupZ: AChE ICso = 4,58 nM; BChE ICso =
477 nM; SI=104,15).4

HupX, R = Et, R>=Cl
r2 HupY, R'=Me, R*=Cl
Hupz, R' = Me, R®=F

Obrazok 7. Chemicka $truktira huprinu X, Y a Z.

Kvdli ziskaniu eSte lepSich interakénych vlastnosti vo€i AChE prebehli snahy o inovaciu
Struktary huprinovych derivatov. Cielom modifikacie sa stal metylénovy mostik medzi C7 -
Cl11. Zmena mala viest’ k tomu, aby nova molekula dokézala obsadit’ obidve casti AChE. Prvé
takéto pokusy o prestavbu molekuly vSak zlyhali kvoli stretu nadmernych substituentov
situovanych na C13 s AMK zvyskami enzymu.*”

Dal$ou zmenou pri hl'adani u¢innejsich derivatov bola modifikacia na rovnakom uhliku
(C13), kam bol tentokrdt zavedeny mensi substituent (formamido-, acetamido- alebo

metylsulfonylamidoskupina). Vznikla tak nova generécia 13-amidohuprinov v dvoch moznych

diastereoizomérnych usporiadaniach (Obrazok 8). V konecnom dosledku vsSak ani jeden
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z novopripravenych derivatov neprevysil inhibi¢na aktivitu HupY (najucinnejSie derivaty mali

AChE ICso v rozmedzi 41 - 98 nM).*

R =S0O,Me/COH/COMe alebo H

Obrazok 8. Chemicka §truktira 13-amidohuprinov v dvoch stereoizomérnych formach a) a b).

2.5.2.2 Homodimérne a heterodimérne derivaty

Pozornost’ syntetickych chemikov sa v poslednych rokoch zamerala aj na pripravu
dimérov HupY a jeho analdégov. Zdvojenim molekuly materského huprinu cez uhl'ovodikovy
mostik vznikli homodimérne derivaty bis(HupY) (Obrazok 9). Tieto zluceniny prejavili
tripanocidnu aktivitu (7. brucei 1Cso = 0,50 uM) a stali sa predlohovou Struktirou pre vyvoj

dalsich G¢innejsich lieciv.*>*

n=10-12

Cl

Obrazok 9. Chemicka Struktura homodimérnych derivatov HupY.

Priklady heterodimérnych zlicenin pozostavajiucich z fragmentov HupY a THA su
znazornené na Obrazku 10 po a. Tieto huprin-takrinové hybridy preukazali selektivny charakter
inhibicie AChE (AChE ICso = 0,31 - 9,09 nM) oproti BChE (BChE ICsp = 24,6 - 139 nM).
Okrem toho derivaty 6-chlortakrinu (6-CITHA) a HupY vykazovali dobru inhibi¢nt aktivitu
vo¢i BACE-1 (BACE-1 ICso=4,9 uM). Z ¢oho vyplyva, ze tieto zluceniny dokdzu tlmit’ tvorbu

AP z APP, ¢im by mohol byt’ ovplyvneny jeden z hlavnych patologickych mechamizmov AD.
36,44
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Vicsina hybridov testovanych pomocou PAMPA dosiahla hodnoty permeability, ktoré
naznacuji, ze ich prechod cez HEB pomocou pasivnej difiizie je mozny.***? Niektoré huprin-
takrinové hybridy tiez preukazali dualnu tripanocidne-antiplasmodiédlnu aktivitu (7. brucei ICso
=0,15 - 0,56 uM; najuacinnejsie derivaty mali hodnoty ICso voci P. falciparum v rozmedzi 0,35
- 0,52 uM) apreto mozu byt okrem terapie AD perspektivnymi zluCeninami aj pre liecbu
malarie a spavej choroby v budiicnosti.*?

Huprin-rheinové derivaty (Obrazok 10 po b) obsahuji vo svojej Struktire alkylovy
retazec s dizkou 5 - 11 uhlikovych atémov. Vietky syntetizované hybridy vykazovali inhibiént
aktivitu smerom k obidvom podtypom ChE a tiez k BACE-1 (AChE ICso = 1,07 - 3,60 nM;
BChE ICs0 =265 - 620 nM; BACE-1 ICso = 80 - 120 nM). Vysledky merania PAMPA ukézali,
ze vacsina zlucenin by mohla prestipit’ cez HEB. Navyse sa uskutocnili testy, pri ktorych sa

zistilo, Ze tieto nové derivaty dokazu znizit' celkovti hladinu rozpustného AB.344

OH O OH
2) 7N °)
Vg T
HN
)I( R=H,Cl NH o)
“NH X = (CHy)e, (CHy), NH n=5-11
_ (CH2)3-N(Me)-(CHy)s, __ cl
| (CHy)g, (CH5)g, (CH2)10
~ \ /
N R N

Obrazok 10. Chemicka $truktara a) huprin-takrinovych derivatov, b) huprin-rheinovych derivatov.
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3 CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Prvym cielom diplomovej prace bola syntéza hybridov HupY-L-Trp s roznou dizkou
spojovacieho retazca (n = 5 - 7), stanovenie ich inhibi¢nej aktivity vo¢i 'udskym ChEs
a experimentalne overenie prechodu pripravenych zlicenin cez biologické membrany vratane

HEB. Chemicku $truktaru syntetizovanych derivatov HupY-L-Trp uvadza Obrazok 11.

Obrazok 11. Chemicka Struktara syntetizovanych derivatov HupY-L-Trp.

Druhym cielom diplomovej prace bola syntéza 2-metoxyhuprinu, stanovenie jeho
inhibi¢nej aktivity voc¢i ludskym ChEs a experimentidlne overenie prechodu pripravenej
zliCeniny cez biologické membrany vratane HEB. Chemicku Struktaru syntetizovaného 2-

metoxyhuprinu uvadza Obrazok 12.

‘HCI

OMe

Obrazok 12. Chemicka Struktira syntetizovaného 2-metoxyhuprinu.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 HUPRIN-TRYPTOFANOVE DERIVATY

4.1.1 Navrh novych Struktar

Na zéklade poznatkov zhrnutych v podkapitole 2.5 boli navrhnuté nové zluceniny, ktoré
by v budtcnosti mohli priaznivo ovplynvit' priebeh AD. Stavebnymi jednotkami pre dizajn
a naslednu syntézu novych huprinovych derivatov sa stali HupY (podkapitola 2.5.2.1) a L-
tryptofan (L-Trp). HupY bol zvoleny pre svoju inhibi¢nl aktivitu vo¢i AChE a molekula L-Trp
kvoli svojim antiagregatnym vlastnostiam proti AP. Spominanym zlucenim vznikli
heterodimérne derivaty HupY-L-Trp, v ktorych st jednotlivé fragmenty prepojené alkylovym
retazcom s dizkou 5 az 7 metylénovych jednotick.

L-Trp je aromaticka, pre ¢loveka esencidlna AMK. Vo svojej Struktire obsahuje indol a je
vychodiskovym materidlom pre syntézu inych endogénnych molektl.***” Vedecka skupina
prof. Scherzer-Attali identifikovala ulohu aromatickych zvyskov AMK pri tvorbe a stabilizécii
amyloidnych Struktar. Za zvySok s najva¢sim amyloidogénnym potencidlom bol oznaceny
prave L-Trp. Nasledne bol vysloveny predpoklad, Ze zluceniny obsahujtice tito AMK, by mohli
cielene rozpoznavat’ aromatické Struktury, ktoré maji zasiahnut’ a tym inhibovat’ tvorbu AP
v postihnutych oblastiach.*®4

Navrh novych MTDLs (HupY-L-Trp) vychadzal z heterodimérov takrin-L-tryptofanu
(THA-L-Trp), ktoré sa vyznacuji inhibiénym potencidlom voc¢i ChEs a antiagregacnym
ucinkom proti AP. Najsl'ubnejSou pripravenou zliceninou bol derivat S-K1035, ktory preukézal
vysoku inhibiént u€innost’ voci AChE a BChE. Okrem toho bola zlt¢enina $-K1035 schopna
inhibovat’ autoagregaciu APa42 a tiez AChE indukovanu agregaciu Afso. Za Ucelom zvySenia
inhibi¢ného potencidlu THA-L-Trp analdgov, bol THA-fragment substituovany za HupY, ¢im
sa dosiahla vysSia inhibi¢nd aktivita vo€i ChEs. Navrh vzniku hybridov HupY-L-Trp

z predlohovych molekul zobrazuje Schéma 3.
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HupY-L-Trp diméry
8:2HCI,n=5
9-2HCI,n=6
10-2HCl, n=7

THA-L-Trp derivaty
S-K1035,R'=CI,R2=R3=H,n=6

Schéma 3. Navrh vzniku heterodimérnych derivatov odvodenych od HupY v spojeni s L-Trp.
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4.1.2 Synteticka ¢ast’ v ramci pripravy derivatov HupY-L-Trp
4.1.2.1 VSeobecna synteticka cast’

Vsetky chemikalie pouzité pri syntéze boli najvysSej dostupnej Cistoty (bez d’alsej
Gipravy) a dodané firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Reakcie boli monitorované
pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) na hlinikovych platnickach potiahnutych
silikagélom 60 F254 (Merck, Praha, Ceska republika). Vysledné $kvrny boli vyzualizované
postrekom roztoku p-anizaldehydu s naslednym zahrievanim alebo ultrafialovym svetlom (254
nm). Pri &isteni surovych produktov stipcovou chromatografiou bol pouzity silikagél 100; 0,063
- 0,200 mm s porozitou 70 - 230 ASTM (Fluka, Praha, Ceska republika). Reakcie
sprostredkované mikrovlnami boli uskuto¢nené za pouzitia mikrovinného reaktora Discover SP
zameran¢ho na CEM.

'"H NMR a '3C NMR spektra boli zaznamenané v deuterovanom chloroforme (CDCls),
deuterovanom metanole (CD3;OD) alebo v deuterovanom dimetylsulfoxide (DMSO-ds) na
spektrometri Varian S500. Chemické posuny ¢ su udané v ppm a multiplicitné spiny st uvedené
ako singlet (s), rozsiahly singlet (bs), dublet (d), dublet dubletu (dd), dublet tripletu (dt), dublet
dubletu dubletov (ddd) alebo multiplet (m). Interakéné konstanty (J) stt udané v Hz. Priradenie
chemickych posunov je zaloZené na $tandardnych NMR experimentoch ('H, *C, 'H-'H COSY,
'H-3C HSQC, HMBC). Teploty topenia boli stanovené pomocou pristroja M-565 (Biichi,
Svajéiarsko) a s nekorigované. Hmotnostné spektra s vysokym rozlisenim syntetizovanych
zlu€enin boli analyzované pomocou syst¢ému LC-MS pozostavajiceho z UHLPC Dionex
Ultimate 3000 a hmotnostného spektrometra Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific,

Brémy, Nemecko). Cistota latok bola vyssia nez 95% (nekalibrovand HPLC &istota).
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4.1.2.2 Syntéza intermediatov a ciel’ovych zlicenin

3,7-dichlor-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>11.0*°|heptadeka-2,4,6,8,10,14-hexén [(£)-3]

COOH POCI3
NH, ©0d0°Cdo110°C
+ _—
— Cl
Cl
2

Z

()1 cl
(+)-3 (88%)

Schéma 4. Priprava intermediatu (+)-3.

K vychodiskovej latke (+)-1 (7-metylbicyklo[3.3.1]non-6-én-3-6n; 2045 mg; 13,61 mmol) bola
pridana latka 2 (2-amino-4-chlorbenzoova kyselina; 13,61 mmol). Nasledne bol za chladenia
pridany POCI3 (136,1 mmol). Zmes bola miesana 3 hodiny pri 100 °C pod spiatnym chladi¢om.
Po ukonceni reakcie bol vysledny roztok vliaty do zmesi nasyteného roztoku NHj3 a l'adu.
Vodna faza bola premyta s CH2Cl> (3x 100 ml). Organicka faza bola vysusena (Na2SOs) a
rozpuitadla odparené pod znizenym tlakom. Surovy produkt (£)-3 bol &isteny stipcovou

chromatografiou (mobilna f4za - PE:EtOAc - 4:1; Schéma 4).
M.w.: 304,21 g/mol
Vytazok: 88%

'H NMR (CDCl): 6 8,12 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 7,97 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,48 (dd; J = 9,0; 2,1
Hz; 1H); 5,54 (d; J=4,4 Hz; 1H); 3,75 (m; 1H); 3,19 (dd; J=17,7; 5,4 Hz; 1H); 3,10 (dt; J =
17,0; 2,0 Hz; 1H); 2,79 (m; 1H); 2,55 (dd; J = 17,7, 5,8 Hz; 1H); 2,05 - 2,08 (m; 2H); 1,93 -
1,98 (m; 1H); 1,53 (s; 3H).

B3C NMR (CDCl): § 160,2; 147,4; 140,8; 135,2; 133,6; 132,7; 127,5; 127,4; 125,5; 125,0;
124,1; 40,4; 37,0; 30,7; 28,6; 28,3; 23,3.

HRMS [M+H]": 281,1623 (vypocitané pre [CisH21N20]": 281,1609).
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N'-{7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>!1.04°|heptadeka-2,4,6,8,10,14-hexén-3-yl} alkan-
1,5-diaminy [(%)-5-7]

HZNQNHZ 7N\
N
/N n=5-7 = Cl
— Cl fenol H vanNH
Cl 125 °C 2
(+)-3 (*)-5, n =5 (55%)

(+)-6, n = 6 (61%)
(£)-7,n =7 (27%)

Schéma 5. Priprava intermediatov (+)-5-7 s roznou dizkou spojovacieho retazca.

Do banky bola navazena vychodiskova latka (+)-3 (800 mg; 2,63 mmol) a fenol (23,67 mmol).
Suspenzia sa nechala miesat’ asi 5 minut pri 85 °C za vzniku homogénnej zmesi. K vzniknutému
roztoku bola pridana prva ¢ast’ a,w-diaminoalkanu (5,26 mmol) a tato zmes bola mieSana pri
125 °C pod spédtnym chladicom. Po 1 hodine bol pridany d’al$i podiel a,w-diaminoalkénu (5,26
mmol) a zahrievanie pokraovalo d’alSie 3 hodiny. Po ukonceni reakcie bola zmes zriedena
s CH2ClLz (50 ml) a premytd vodnym roztokom 2 M NaOH (50 ml). Organicka faza bola
premyta s H>O (20 ml) a nasytenym roztokom NaCl (20 ml), nasledne bola vysusena (Na;SO4)
a rozpuStadla odparené pod zniZenym tlakom. Surovy produkt reakcie (#)-5-7 bol
chromatograficky ¢isteny (mobilna faza - EtOAc:MeOH:NH3 - 8:1:0,2; Schéma 5).
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N'-{7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>!1.04°| heptadeka-2,4,6,8,10,14-hexén-3-
yl}pentan-1,5-diamin [(£)-5]

M.w.: 369,94 g/mol
Vytazok: 55%
hnedy olej

'"H NMR (CDCl3): 6 7,92 (d; J = 9,1 Hz; 1H); 7,87 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,27 (dd; J=9,1; 2,2
Hz; 1H); 5,54 (d; J=5,5 Hz; 1H); 4,00 (bs; 1H); 3,44 - 3,50 (m; 2H); 3,29 - 3,31 (m; 1H); 3,14
(dd; J=17,5; 5,6 Hz; 1H); 2,99 (dt; J=17,5; 1,9 Hz; 1H); 2,73 - 2,76 (m; 3H); 2,45 - 2,55 (m;
S5H); 2,02 - 2,06 (m; 1H); 1,90 - 1,94 (m; 1H); 1,80 (d; J= 17,0 Hz; 1H); 1,70 - 1,75 (m; 2H);
1,43 - 1,60 (m; SH).

3C NMR (CDCls): § 158,4; 150,3; 148,4; 134,0; 131,6; 127,4; 125,5; 125,4; 124,2; 121,2;
119,0; 50,4; 41,7; 39,9; 37,0; 32,7; 31,5; 29,1; 28,2; 27,5; 24,2; 23.6.

HRMS [M+H]": 371,1968 (vypocitané pre [C22HasCIN3]™: 371,1942).
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N'-{7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>!1.04°| heptadeka-2,4,6,8,10,14-hexén-3-
yl}hexan-1,6-diamin [(+)-6]

M.w.: 383, 96 g/mol
Vytazok: 61%
hnedy olej

"H NMR (CDCl3): 6 7,93 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 7,87 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,27 (dd; J=9,0; 2,2
Hz; 1H); 5,53 (d; J=5,7 Hz; 1H); 4,01 (bs; 1H); 3,42 - 3,51 (m; 2H); 3,28 - 3,30 (m; 1H); 3,14
(dd; J=17,5; 5,6 Hz; 1H); 2,99 (dt; J=17,5; 2,0 Hz; 1H); 2,73 (t; J= 7,1 Hz; 2H); 2,64 - 2,70
(m; 4H); 2,53 (dd; J=16,8; 5,2 Hz; 1H); 2,02 - 2,06 (m; 2H); 1,90 - 1,94 (m; 1H); 1,80 (d; J =
17,0 Hz; 1H); 1,67 - 1,75 (m; 2H); 1,49 - 1,53 (m; 5H); 1,37 - 1,46 (m; 2H).

3C NMR (CDCl3): § 158,4; 150,3; 148,4; 134,0; 131,6; 127,4; 125,4; 125,4; 124,2; 121,1;
119,0; 50,4; 41,6; 39,8; 36,9; 32,6; 31,6; 29,1; 28,2; 27,5; 26,7; 26,6; 23,3.

HRMS [M+H]": 385,2121 (vypocitané pre [C23H30CIN3]": 385,2099).
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N'-{7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0%!1,0*°| heptadeka-2,4,6,8,10,14-hexén-3-
yl}heptan-1,7-diamin [(£)-7]

M.w.: 397,99 g/mol
Vytazok: 27%
hnedy olej

"H NMR (CDCls): 6 7,95 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 7,90 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,27 (dd, J = 9,0; 2,2
Hz; 1H); 5,53 (d; J=5,7 Hz; 1H); 4,25 (bs; 1H); 3,43 - 3,52 (m; 2H); 3,29 - 3,31 (m; 1H); 3,15
(dd; J=17,6; 5,6 Hz; 1H); 3,01 (dt; J=17,6; 1,9 Hz; 1H); 2,83 - 2,86 (m; 2H); 2,73 (bs; 1H);
2,53 (dd; J=17,4; 5,4 Hz; 1H); 2,02 - 2,06 (m; 1H); 1,90 - 1,93 (m; 1H); 1,81 (d; /= 17,0 Hz;
1H); 1,55 - 1,74 (m; 6H); 1,51 (s; 3H); 1,34 - 1,43 (m; 6H).

3C NMR (CDCls): 6 157,8; 150,7; 147,7; 134,4; 131,8; 126,7; 125,6; 125,4; 124,3; 120,7;
118,7; 50,3; 40,8; 39,5; 36,9; 31,5; 30,1; 29,1; 28,9; 28,1; 27,4; 26,7; 26,5; 23 4.

HRMS [M+H]": 399,2290 (vypocitané pre [C24H32CIN3]™: 399,2255).
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(25)-2-amino-N-[5-({7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>1.04°| heptadeka-
2(11),3,5,7,9,14-hexén-3-yl}amino)alkyl]-3-(1 H-indol-3-yl)propanamid dihydrochloridy
[8-10-2HCI]

1) BOP/TEA, DMF

7N\ N 24 - 48 h, rt
_ o+ 7 2) HCI, MeOH ol
COOH 24 h, 1t
frnNH R (0] N)SrnNH
H2N _ HN-Boc
(#)-5,n=5 -2HCI
(i)-g, n=6 4 \ R
-I,n=7

C
Iz

8-2HCI, n = 5 (43%)
9-2HCI, n = 6 (56%)
10-2HCI, n = 7 (32%)

Schéma 6. Syntéza finalnych zluc¢enin 8-10-2HCI.

K roztoku komeréne dostupného tryptofanového derivatu 4 (N-[(terc-butoxy)karbonyl]-L-
tryptofan; Merck, Praha, Ceska republika; 190,9 mg; 0,627 mmol) v DMF (~ 3,8 ml) bol
pridany TEA (1,88 mmol) a zmes bola mieSana pri laboratornej teplote (rt). Po 30 minttach bol
do banky pridany BOP [(benzotriazol-1-yloxy)tris(dimetylamino)fosfonium hexafludrfosfat;
0,627 mmol] a po d’alSej hodine roztok vychodiskovej latky (+)-5-7 (0,627 mmol) v DMF (~
3,8 ml). Zmes bola mieSana 24 - 48 hodin pri rt. Po ukonceni reakcie bola zmes zriedena
s EtOAc (30 ml) a premytd s HoO (25 ml). Vodnd fdza bola nasledne premytd s d’alSim
podielom EtOAc (2x 30 ml). Organicka faza bola vysusena (Na>SO4) a rozpustadla odparené
pod zniZenym tlakom. Surovy produkt reakcie 8-10 bol &isteny stipcovou chromatografiou
(mobilné faza - CHCl3:MeOH - 20:1). Prislusny amid sa d’alej rozpustil v MeOH a k vzniknutej
zmesi bol pridany vodny roztok 4 M HCI. Reak¢énd zmes sa miesala pri rt 24 hodin. VSetky
rozpustadla boli odparené pod znizenym tlakom, ¢im sa ziskal findlny produkt vo forme

dihydrochloridu (8-10-2HCI; Schéma 6).
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(25)-2-amino-N-[5-({7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>1.04°| heptadeka-
2(11),3,5,7,9,14-hexén-3-yl}amino)pentyl]-3-(1H-indol-3-yl)propanamid dihydrochlorid
[8-2HCI]

M.w.: 629,07 g/mol
Vytazok: 43%
biela amorfna latka

'"H NMR (CDCl): § 8,36 (d; J = 9,2 Hz; 1H); 7,77 - 7,78 (m; 1H); 7,60 (d; J = 7,8 Hz; 1H);
7,55 (dd, J=9,2; 1,9 Hz; 1H); 7,33 (t; J= 8,1 Hz; 1H); 7,22 (d; J = 4,3 Hz; 1H); 7,03 - 7,07
(m; 1H); 6,97- 7,01 (m; 1H); 5,57 - 5,58 (m; 1H); 4,09 (t; /= 7,3 Hz; 1H); 3,88 - 3,92 (m; 2H);
3,46 - 3,47 (m; 1H); 3,33 - 3,36 (m; 1H); 3,16 - 3,27 (m; 3H); 3,04 - 3,10 (m; 1H); 2,84 - 2,89
(m; 1H); 2,74 - 2,75 (m; 1H); 2,57 (m; 1H); 2,06 - 2,08 (m; 1H); 1,90 - 1,80 (m; 2H); 1,77 -
1,80 (m; 2H); 1,59 (s; 3H; CH3); 1,34 - 1,41 (m; 2H); 1,25 - 1,31 (m; 2H).

3C NMR (CDCls):  168,6; 155,4; 149,8; 139,5; 138,8; 136,7; 133,2; 128,0; 127,0; 125.4;
124,2; 123,7; 121,3; 118,7; 117,9; 117,7; 116,2; 114,2; 111,1; 106,8; 53,9; 48,1; 39,0; 34,8;
34,7;29,5; 28,1; 27.9; 27.5; 26,4; 25.9; 23,6; 22,1.

HRMS [M+H]": 556,2840 (vypocitané pre [C33H33CINsO]": 556,2798).
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(25)-2-amino-N-[6-({7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>!1.04°| heptadeka-
2(11),3,5,7,9,14-hexén-3-yl}amino)hexyl]-3-(1H-indol-3-yl)propanamid dihydrochlorid
[9-2HCI]

M.w.: 643,1 g/mol
Vytazok: 56%
biela amorfna latka

"H NMR (CD;0D): 6 8,37 (dd; J=9,3; 1,3 Hz; 1H); 7,76 (dd; J = 3,4; 2,1 Hz; 1H); 7,60 (dt; J
=17,9; 1,0 Hz; 1H); 7,54 (dd; J=9,3; 2,2 Hz; 1H); 7,35 (dt; J=8,1; 0,9 Hz; 1H); 7,21 (d; J =
2,5 Hz; 1H); 7,07 (ddd; J=8,0; 6,9; 1,1 Hz; 1H); 5,59 (d; J= 5,7 Hz; 1H); 4,08 (td; J=7,4; 1,5
Hz; 1H); 3,91 - 3,98 (m; 2H); 3,45 - 3,47 (m; 1H); 3,34 (m; 1H); 3,21 (m; H3); 3,05 (dt; J =
13,3; 6,9 Hz; 1H); 2,88 (d; J = 17,6 Hz; 1H); 2,75 - 2,76 (m; 1H); 2,56 (dd; J=17,2; 5,9 Hz;
1H); 2,05 - 2,09 (m; 1H); 1,90 - 1,95 (m; 2H); 1,78 - 1,86 (m; 2H; 2xH); 1,58 (s; 3H; CH3);
1,31 (m; 6H; 2xH; 2xH; 2xH).

3C NMR (CD;OD): 6 168,5; 155,4; 149,8; 139,5; 138,8; 136,7; 133,1; 128,0; 127.,0; 125,3;
124,1; 123,7; 121,3; 118,7; 117,8; 117,7; 116,2; 114,2; 111,1; 106,7; 53.8; 48,3; 39.1; 24,7;
34,6;29,7; 28,4; 27,9; 27,5; 26,4; 26,0; 25,9; 25,9; 22.1.

HRMS [M+H]": 570,2996 (vypogitané pre [C34H40CINsO]": 570,2955).
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(25)-2-amino-N-[7-({7-chlér-15-metyltetracyklo[11.3.1.0>1.04°| heptadeka-
2(11),3,5,7,9,14-hexén-3-yl}amino)heptyl]-3-(1H-indol-3-yl)propanamid dihydrochlorid
[10-2HCI]

M.w.: 657,13 g/mol
Vytazok: 32%
biela amorfna latka

'"H NMR (CDCl): 6 8,39 (d; J=9,3 Hz; 1H); 7,78 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,61 (dg; J = 7,9; 1,1
Hz; 1H); 7,55 (dd; J = 9,3; 2,2 Hz; 1H); 7,35 - 7,37 (m; 1H); 7,21 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,09
(dddd; J=8,2; 7,0; 2,6; 1,2 Hz; 1H); 7,02 (ddd; J=8,1; 6,9; 1,1 Hz; 1H); 5,58 (d; /= 5,58 Hz;
1H); 4,06 - 4,09 (m; 1H); 3,92 - 4,00 (m; 2H); 3,45-3,46 (m; 1H); 3,32 - 3,36 (m; 1H); 3,14 -
3,28 (m; 3H); 3,04 (dt, J = 13,6; 7,0 Hz; 1H); 2,85 - 2,89 (m; 1H); 2,76 (m; 1H); 2,53 - 2,57
(m; 1H); 2,02 - 2,09 (m; 1H); 1,80 - 1,94 (m; 4H); 1,58 (s; 3H); 1,29 - 1,42 (m; 6H); 1,17 - 1,21
(m; 2H).

B3C NMR (CDCl): § 168,5; 155,4; 149,8; 139,6; 138,8; 136,8; 133,1; 128,0; 127,0; 125,3;
124,1; 123,7; 121,4; 118,8; 117,8; 117,8; 116,2; 114,2; 111,1; 106,7; 53,8; 48,2; 39,2; 34,7,
34,6; 29.8; 28,4; 27.9; 27.5; 26,4; 26,3; 25,9; 22,1.

HRMS [M+H]": 584,3153 (vypoéitané pre [CasHaCINsO]': 584,3111).
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4.1.3 Biologické testovanie derivatov HupY-L-Trp
4.1.3.1 Inhibi¢na aktivita vo¢i AChE/BChE - Princip a postup merania

Schopnost’ latok inhibovat ChEs bola stanovena pomocou Ellmanovej metody
a vyjadrend ako hodnota ICso. Cudskd rekombinantnd AChE (AChE; EC 3.1.1.7), l'udska
plazmatickd BChE (BChE; EC 3.1.1.8), 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB,
Ellmanovo ¢inidlo), fosfatovy pufer (PBS, pH = 7.,4); acetylthiocholin (ATCh)
a butyrylthiocholin (BTCh) boli dodané firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceské republika).

Princip metddy je zalozeny na hydrolyze ATCh alebo BTCh jednotlivymi ChE za vzniku
thiocholinu a kyseliny octovej. Thiocholin d’alej reaguje s DTNB za vzniku i6nu kyseliny 5-

thio-2-nitrobenzoove;j (Z1té sfarbenie), ktory je stanoveny spektrofotometricky (Schéma 7).>°

CH O CH
HaCsy/ \/3\ PR AChE HaC \/3\
/ / +
HyC S “CH3 H,0 > HyC SH CH3COOH

. CH3

CHjy H,C
&/ BChE 3
N Y ,N\/\ +
H3d \/\SJ\/\CHS H,0 HC SH CH3CH,CH,COOH

3C + / S CH3 + OH
e \/\N+ CH3 s
3
o)

Schéma 7. Schéma hydrolyzy acetylthiocholinu a butyrylthiocholinu prislusnou ChE za vzniku thiocholinu a jeho
nasledna reakcia s kyselinou 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovou za uvol'nenia iénu 5-thio-2-nitrobenzoovej kyseliny.

Pri merani boli pouzité polystyrénové 96-jamkové Nunc mikrodosticky s plochym dnom
(Thermo Fisher, USA). VSetky merania prebehli v 0,1 M KH2PO4/KoHPO4 pufre (pH = 7.4).
Enzym bol pripraveny s koncentraciou 2,0 U/ml a rozpipetovany po 2 ml. Reakénd zmes bola
zlozena zo 40 ul 0,1 M PBS, 20 ul DTNB, 10 ul enzymu a 20 pl substratu. Inhibitor (103-10"
M) bol pridany 5 minut pred zahajenim Ellmanovej reakcie. Aktivita enzymu bola merana pri
412 nm a 37 °C po dobu 2 minat na multifunkénom spektrofotometri Synergy 2 (Vermont,
USA). Kazdd koncentracia bola merand v troch nezavislych meraniach. Statistické
vyhodnotenie prebehlo pomocou softvéru GraphPad Prism 5 (San Diego, USA).

Tieto biologické merania vykonali pracovnici Katedry toxikoldgie a vojenskej farmacie

v Hradci Krélové (Fakulta vojenského zdravotnictva, Univerzita obrany, Brno).
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4.1.3.2 Inhibic¢na aktivita vo¢i AChE/BChE - Vysledky merania

Pre kazdu zlaceninu boli vykonané tri nezdvislé merania inhibi¢nej aktivity a vysledky
st vyjadrené ako ich priemerné hodnoty + $tandardnd chyba priemeru (SEM). Dalej bol
vypocitany index selektivity (SI = ICso ABChE / ICso AAChE). Vysledky biologickych merani

su zhrnuté v Tabul’ke 1.

Zldtening ICs0 + SEM (nM) SI (ICso ABChE/
hAChE hBChE ICs0o hAChE)
8-2HCI 22,7+0,7 68.3+2.2 3,01
9-2HCI 11,7+0,5 457+1,9 3,91
10-2HCI 12,1 +0.8 84.5+43 6,98
THA 320+ 1,3 80+ 0,1 0,25
6-CITHA 20,0 £ 1 1780 + 97 89
7-MEOTA 10000 + 974 17560 + 795 1,76

Tabul’ka 1. Inhibi¢na aktivita zlG¢enin 8-10-2HCI a referenénych zli¢enin pre 'udskit AChE (AAChE) a l'udska
BChE (ABChE) vyjadrené ako hodnoty ICso (data k referenénym zlti¢enindm prevzaté z citacie 51).5!
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4.1.3.3 Stanovenie miery penetracie do CNS - princip a postup stanovenia

Predpoklad prechodu latok cez HEB bol stanoveny pomocou PAMPA testu. Na dané
meranie bola pouzita aparatira zlozena z 96-jamkovej donorovej a 96-jamkovej akceptorovej
platnicky.

Podrobny postup merania:

1) do donorovej platnicky, ktora obsahuje PVDF (polyvinylidén fluorid)
membranovy filter, boli nanesené 4 pL BPL (B-propiolakton rozpusteny
v dodekane s koncentraciou 20 mg/mL);

2) akceptorovd PTFE (polytetrafluéretylén) platnicka bola naplnend samotnym
PBS (pH =7,4; 300 uL, V,);

3) do jamiek donorovej platne bolo napipetovanych 300 pL testovanej latky (Va)
v Styroch replikatoch pre Styri ¢asové intervaly naslednej inkubacie. Latky boli
testované pri 30 - 50 umol/dm?;

4) donorova platnicka bola opatrne polozena na akceptorov;

5) aparatura bola umiestnena do tmy a ponechana na inkubaciu pri rt. Nasledne bol
zaznamenany ¢as a pomocou pasivnej difGizie sa stanovil potencial priestupnosti,
pri¢om testované latky difundovali z donorovej jamky cez lipidovi membranu
o ploche 0,28 cm? do akceptorovej jamky;

6) koncentracia danej latky v donorovej a akceptorovej jamke bola hodnotend po
3, 4, 5 a6 hodinach inkubacie meranim absorbancie pri vlnovej dizke
absorpného maxima danej latky pouzitim spektrofotometra;

7) taktiez boli pripravené roztoky danych latok s tzv. teoretickou koncentraciou, pri
ktorej sa predpokladd spojenie roztokov z donorovej a akceptorovej jamky
(teoretickd rovnovaha, equilibrium);

8) koncentracie latok v donorovej a akceptorovej jamke a taktiez teoreticka
koncentrécia boli vypocitané pouzitim rovnice regresie ziskanej z kalibracnych
kriviek;

9) nasledne boli vypocitané hodnoty permeacného koeficientu P.pre kazdy Casovy
bod a z aritmetického priemeru kvadruplikdtu bola stanovena jeho vysledna
hodnota, na zaklade ktorej bol urceny predpoklad priepustnosti latky cez HEB,;

10) pocas celého pokusu bola premeriavana aj koncentracia zasobnych roztokov
testovanych latok (100uM), ¢im bola sledovana ich stabilita a pripadné

zrazanie v rozpustadle.
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Vypocet P. bol uskutocneny podl'a rovnice:

C X —ln<1—

latka
log Pe = lOg [ ]akceptor )l

[létka]equilibrium
V%V,

C =
Vg + V) xaxt

Vaje objem v donorovej jamke (300 pL), V, je objem v akceptorovej jamke (300 uL), a
je plocha jamky (0,28 cm?), ¢ je ¢as merania v sekundach, [latka]acceptor je koncentracia latky
v akceptorovej jamke a [latka]equilibrium j€ koncentricia latky v teoretickej rovnovahe.>

Toto biologické stanovenie vykonali pracovnici Centra biomedicinskeho vyskumu

(Fakultnd nemocnica Hradec Kralové).

4.1.3.3 Stanovenie miery penetracie do CNS - vysledky stanovenia

Pre kazda zluceninu boli vykonané tri nezavislé merania PAMPA a vysledky su
vyjadrené ako ich priemerné hodnoty + §tandardna chyba priemeru (SEM). Dalej bola

zhodnotena miera prestupu cez HEB. Vysledky biologickych merani st zhrnuté v Tabulke 2.

Zli&enina Odhad permeacie cez HEB
P. £ SEM (10° cm.s™) CNS (+/-)

8-2HCI 5,6 £0,56 CNS+
9-2HCI 5,01 +£0,56 CNS+
10-2HC1 5,1+£0,21 CNS+
THA 3,75+ 0,49 CNS+
Donepezil 7,3+0,9 CNS+
Chlorpromazin 5,1+0,3 CNS+
Rivastigmin 6,6 0,5 CNS+
Cefuroxim 2,70+ 0,1 CNS-
Piroxikam 2,20£0,15 CNS-
Chlorothiazid 0,13 +£0,02 CNS-

Tabul’ka 2. Predpoklad prechodu zlucenin 8-10-2HCI cez HEB a niektoré d’alSie pozitivne/negativne Standardy
vyjadrené ako hodnoty P.. CNS+ (vysoka pravdepodobnost’ prieniku pomocou pasivnej diftzie), P. (10 cm.s™")
>4,0; CNS- (nizka pravdepodobnost’ prieniku pomocou pasivnej difuzie), P, (10 cm.s™) < 2,0; CNS +/— (neur¢ity
prienik pomocou pasivnej difuzie), P. (10 cm.s") od 4,0 do 2,0 (data k Standardom prevzaté z citacie 51).
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4.2 2-METOXYHUPRIN

4.2.1 Navrh 2-metoxyhuprinu

Ako uz bolo nacrtnuté v podkapitole 2.5, da sa predpokladat’, Zze huprinové derivaty by
mohli komplexnejSie zasiahnut’ aktivne miesto AChE, ¢im by bola vystupfiovana ich inhibi¢na
aktivita vo¢i danému enzymu.

Za zékladné stavebné jednotky pre dizajn a nasledna syntézu nového huprinu boli zvolené
HupY (podkapitola 2.5.2.1) a 7-MEOTA. HupY je pre tento navrh kI'i¢ovou molekulou z
hladiska vysokej selektivity vo¢i AChE.*°

Predlohovou Struktarou 7-MEOTA bola molekula THA, ktory je relativne toxicky a
vykazuje vysoku selektivitu vo¢i BChE. Jeho analdég 7-MEOTA je vSak neselektivny inhibitor
ChEs s potlacenou hepatotoxicitou. Tieto odlisné vlastnosti danych derivatov mézu byt
pripisané faktu, Ze st v organizme metabolizované rozli¢nou cestou.*’

Spojenim danych predlohovych molektl bol vytvoreny =zéklad pre dizajn 2-

metoxyhuprinu, ktory zobrazuje Schéma 8.
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7-MEOTA

2-metoxyhuprin

Schéma 8. Navrh vzniku 2-metoxyhuprinu z predlohovych molekul.
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4.2.2 Synteticka ¢ast’ v ramci pripravy 2-metoxyhuprinu
4.2.2.1 Syntéza intermediatov a cielovej zliceniny

7-metylénbicyklo[3.3.1]nonan-3-6n [13]

a)  Br 1 M NaOH/ p-TsCl, DMAP, OH b)
1,4-dioxan (1:1) toluén
170 °C (MW), 18 h o 130°C(MW), 15h
Br OH
1 13 (82%; 77%) 12

Schéma 9. Priprava ketéonu 13.

a) Suspenzia vychodiskovej latky 11 (1,3-dibromadamantan; 200 mg; 0,68 mmol) v zmesi 1 M
NaOH/1,4-dioxan (~ 4,2 ml; 1:1) bola za mikrovinného ohrevu (MW - 50 W, 300 psi,
intenzivne miesanie) mieSana 18 hodin pri 175 °C. Po ukonceni reakcie bol vysledny roztok
zriedeny s EtOAc (8 ml) a premyty s HoO (4 ml). Vodna faza bola nésledne opit’ premyta
s dalsim podielom EtOAc (8 ml). Organickd faza bola vysuSend (Na>SQO4) arozpustadla
odparené pod znizenym tlakom. Surovy produkt 13 bol &isteny stipcovou chromatografiou

(mobilna faza - PE:EtOAc - 4:1; Schéma 9).
Vytazok: 82%
biela kryStalicka latka

Hodnoty 'H a >*C NMR spektier sa zhodovali s dostupnymi udajmi z literattiry.*°

b) Suspenzia vychodiskovej latky 12 (1,3-adamantandiol; 250 mg; 1,49 mmol), p-TsCl (708
mg; 3,74 mmol) a DMAP (454 mg; 3,74 mmol) v suchom toluéne (~ 5,4 ml) bola mieSana 1,5
hodiny pri 130 °C v mikrovinnom reaktore (MW - 50 W, 300 psi, intenzivne mieSanie). Surova
reak¢énéd zmes bola odfiltrovana a filtrat bol zahusteny odparenim pod znizenym tlakom. Surovy
produkt 13 bol &isteny stipcovou chromatografiou (mobilna faza - PE:EtOAc - 4:1; Schéma 9).

Vytazok: 77%

Hodnoty 'H a '*C NMR spektier sa zhodovali s dostupnymi tidajmi z literattry.*’
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rac-6-metoxy-15-metyl-10-azatetracyklo[11.3.1.0>!1,0*°| heptadeka-2(11),3,5,7,9,14-
hexén-3-amin hydrochlorid [(£+)-15-HCI]

5% Pd/C, H,,

o EtOH,2h,rt o
13 (£)-1
CN HCI, MeOH
o) NH, AlICl3 CH,Cl, cez noc, rt
+ — — -HCI
MeO
(+)-1 14 OMe OMe
(£)-15 (80%) (£)-15-HCI (94%)

Schéma 10. Priprava intermediatu (£)-1 a syntéza zluceniny (£)-15
s naslednym pokrac¢ovanim reakcie az k findlnemu produktu (+)-15-HCI.

K roztoku vychodiskovej latky 13 (108 mg; 0,72 mmol) v absolitnom EtOH (~ 2,2 ml) bolo
pridané 5% Pd/C (20 mg). Reak¢éna zmes bola mieSana 2 hodiny pri rt vo vodikovej atmosfére.
Po ukonceni reakcie sa katalyzator odfiltroval a filtrat bol zahusteny odparenim pod zniZenym
tlakom. Surovy produkt reakcie (+)-1 (7-metylbicyklo[3.3.1]non-6-én-3-6n) bol pouzity pre
d’alsi krok syntézy bez akejkol'vek purifikécie (Schéma 10).

Hodnoty 'H a *C NMR spektier sa zhodovali s dostupnymi tidajmi z literattiry.*’

K roztoku zlt€eniny (+)-1 (92 mg; 0,615 mmol) v CH2Cl; (~ 1 ml) bol d’alej pridany bezvody
AlCl; (126,5 mg; 0,95 mmol) a nitril 14 (2-amino-5-metoxybenzonitril; 121 mg; 0,79 mmol).
Reak¢né zmes bola v mikrovinnom reaktore miesana 2 hodiny pri 95 °C (MW - 50 W, 300 psi,
intenzivne mieSanie). Po ukonceni reakcie bola pridand zmes THF/H,O (~ 7,5 ml; 2:1). Na
upravu pH (8 - 9) bol k zmesi nasledne pridany vodny roztok 2 M NaOH. Vyslednd zmes sa
mieSala d’alSich 30 minat. Organicka a vodna faza boli oddelené, vodna faza bola nasledne
premytd s CH2Cl> (2x 8 ml). Kombinovana organickda fdza bola vysuSend (Na2SO4)
a rozpustadla odparené pod zniZenym tlakom. Surovy produkt (+)-15 (2-metoxyhuprin) sa
podrobil &isteniu stipcovou chromatografiou (mobilna faza - CH2Clo:MeOH:TEA - 95:5:1;
Schéma 10).

Vytazok: 80%
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biela pevna latka

Hodnoty 'H a '3C NMR spektier sa zhodovali s dostupnymi udajmi z literattiry.*°

Zlucenina (+)-15 (70 mg; 0,25 mmol) bola nasledne rozpustena v MeOH (~ 1 ml), potom bol
pridany metanolicky roztok 2 M HCIl (~ 1 ml). Zmes sa nechala mieSat cez noc pri rt.
Rozpustadla boli odparené pod znizenym tlakom, ¢im sa ziskal finalny racemicky produkt vo

forme hydrochloridu [(+)-15-HCI; Schéma 10].
Vytazok: 94%

svetlozlta pevna latka

Teplota topenia: 280 °C

'"H NMR (DMSO-de): 6 7,97 (d; J = 2,7 Hz; 1H); 7,90 (d; J = 9,2 Hz; 1H); 7,48 (dd; J=9.2;
2,6 Hz; 1H); 5,49 (d; J = 5,2 Hz; 1H); 3,91 (s; 3H; OCH3); 3,35 (bs; 1H); 3,13 (dd; J = 17.8;
5,5 Hz; 1H); 2,91 (m; 1H); 2,68 (bs; 1H); 2,38 (m; 1H); 1,85 (m; 3H; H; 2xH); 1,50 (s; 3H;
CHs;).

3C NMR (DMSO-ds): 6 157,0; 153,6; 148,8; 133,2; 132,6; 124,5; 124,2; 120,8; 116,4; 112,9;
103,1; 56,5; 35,2; 34,3; 28,0; 26,5; 25,6; 23,3.

HRMS [M+H]": 281,1623 (vypoéitané pre [CisH21N20]": 281,1609).
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4.2.3 Biologické testovanie 2-metoxyhuprinu

4.2.3.1 Inhibi¢na aktivita vo¢i AChE/BChE - Princip a postup merania

Stanovenie inhibi¢nej aktivity vo¢i AChE/BChE prebehlo za rovnakych podmienok ako

u derivatov HupY-L-Trp. Princip a podrobny postup merania uvadza podkapitola 4.1.3.1.

4.2.3.2 Inhibi¢na aktivita vo¢i AChE/BChE - Vysledky merania

Pre kazdu zla€eninu boli vykonané tri nezavislé merania inhibi¢nej aktivity a vysledky

st vyjadrené ako ich priemerné hodnoty + $tandardna chyba priemeru (SEM). Dalej bol
vypocitany index selektivity (SI = ICso ABChE / ICso AAChE). Vysledky biologickych merani

su zhrnuté v Tabul’ke 3.

ZlGcenina I1Cso £ SEM (pM) SI (ICso hBChE/
hAChE hBChE ICso hAChE)
(+)-15-HCI 2,63 +£0,36 3,76 £ 0,12 1,43
THA 0,32+ 0,013 0,08 = 0,001 0,68
6-CITHA 0,02 + 0,001 1,78 + 0,097 100,68
7-MEOTA 10,00 + 0,974 17,56 +£0,795 1,76

Tabul’ka 3. Inhibi¢na aktivita zIucCeniny (£)-15-HCI a referen¢nych zluc¢enin pre 'udskit AChE (2AChE) a l'udska
BChE (ABChE) vyjadrené ako hodnoty ICso (data k referenc¢nym zluceninam prevzaté z citacie 40).
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4.2.3.3 Stanovenie miery penetracie do CNS - princip a postup stanovenia

Stanovenie miery penetracie do CNS prebehlo za rovnakych podmienok ako u derivatov

HupY-L-Trp. Princip a podrobny postup merania uvadza podkapitola 4.1.3.3.
4.2.3.4 Stanovenie miery penetracie do CNS - vysledky stanovenia

Pre kazdu zla¢eninu boli vykonané tri nezavislé merania PAMPA a vysledky su
vyjadrené ako ich priemerné hodnoty + $tandardnid chyba priemeru (SEM). Dalej bola

zhodnotend miera prestupu cez HEB. Vysledky biologickych merani su zhrnuté v Tabulke 4.

Zldcenina Odhad permeacie cez HEB
P.+ SEM (10° cm.s™!) CNS (+-)

(¥)-15-HCI 7,64 £ 0,22 CNS+
THA 5,30 £0,20 CNS+
Donepezil 7,3+£0,9 CNS+
7-MEOTA 6,50 = 1,85 CNS+
6-CITHA 5,00 £ 0,45 CNS+
Cefuroxim 2,70+ 0,1 CNS-
Piroxikam 2,20+ 0,15 CNS-

Tabul’ka 4. Predpoklad prechodu zluceniny (£)-15-HCI cez HEB a niektoré d’alSie pozitivne/negativne Standardy
vyjadrené ako hodnoty P.. CNS+ (vysoké pravdepodobnost’ prieniku pomocou pasivnej diftizie), P, (10 cm.s™)
>4,0; CNS- (nizka pravdepodobnost’ prieniku pomocou pasivnej difuzie), P, (10 cm.s™") < 2,0; CNS +/— (neur¢ity
prienik pomocou pasivnej difuzie), P, (10 cm.s™!) od 4,0 do 2,0 (data k Standardom prevzaté z citacie 40).
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S DISKUSIA

V ramci diplomovej prace boli navrhnuté a pripravené dva Strukturne typy huprinovych
derivatov. Ich predlohové molekuly boli volené na zéklade vlastnosti, ktoré maju spojitost’

s etiologiou AD a mohli by mat’ pozitivny dopad na lie¢bu tohto ochorenia.

V prvej sérii boli syntetizované hybridy HupY-L-Trp. Pripravené boli konkrétne tri
cielové zluceniny 8-10-2HCI, ktoré sa navzajom liili dizkou spojovacieho retazca. V prvom
kroku syntézy prebehol medzi vychodiskovou latkou (£)-1 (7-metylbicyklo[3.3.1]non-6-¢én-3-
6n) a kyselinou 2 (2-amino-4-chlérbenzoova kyselina) cyklokondenzac¢ny typ reakcie, ku ktorej
doslo intramolekuldrne za zvySenej teploty pdsobenim dehydrataéného c¢inidla (POCIs).
Cyklizaciou tak vznikol derivat (£)-3 v 88% vytazku (Schéma 4).

Nukleofilnd substiticia (+)-3 s prislusSnym o,w-diaminoalkdnom (n = 5 - 7) viedla ku
vzniku latok (+)-5-7. Tato reakcia prebiehala v prostredi fenolu za zvySenej teploty. Vytazky
danych reakcii boli v rozmedzi 27 - 61%. Relativne nizke hodnoty vytaznosti (hlavne 27% pre
derivat so siedmimi metylénovymi jednotlkami v spojovacom retazci) si vysvetlujeme
rozkladnymi produktmi vzniknutymi pocas reakcii, ktoré sme neboli schopni izolovat
v procese chromatografie, z coho vyplyva, Ze sa nam ich nepodarilo identifikovat’ (Schéma 5).

V trefom kroku syntézy reagovala komercne dostupnd zluCenina 4 (N-[(terc-
butoxy)karbonyl]-L-tryptofan, N-Boc-L-Trp) s organickou bazou TEA, pricom doslo k tvorbe
soli, ktora dalej reagovala s intermedatmi (%)-5-7 v pritomnosti BOP [(benzotriazol-1-
yloxy)tris(dimetylamino)fosfonium hexafluérfostat]. Vysledkom tejto reakcie boli produkty 8-
10. Z danych amidov boli prostrednictvom vodného roztoku 4 M HCI (doslo k odchraneniu
Boc chraniacej skupiny) pripravené konecné zluceniny vo forme hydrochloridov 8-10-2HCI.
Aj v tomto pripade boli vytazky nizke (32 - 56%), ¢o mohlo byt spdsobené pritomnostou
rozkladnych produktov pozorovanych na TLC platnic¢kéach pocas priebehu reakcii (Schéma 6).

V druhej sérii bol syntetizovany novy huprinovy derivat (+)-15-HCI (2-metoxyhuprin).
V prvom kroku syntézy bol pripraveny keton 13 (7-metylénbicyklo[3.3.1]nonan-3-6n) dvomi
réznymi spdsobmi. V oboch pripadoch doslo k fragmentacii vychodiskovych zlucenin 11 (1,3-
dibrémadamantan) alebo 12 (1,3-adamanténdiol) za mikrovinového ohrevu (Schéma 9).

V druhom kroku syntézy prebehla vo vodikovej atmosfére izomerizacia dvojitej vizby
zluCeniny 13 za vzniku ketonu (+)-1 (7-metylbicyklo[3.3.1]non-6-¢én-3-6n), ktora bola
katalyzovana 5% Pd/C (Schéma 10).
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Dalsi krok syntézy predstavovala Friedlinderova reakcia medzi derivatom (£)-1
a nitrilom 14 (2-amino-5-metoxybenzonitril). Konkrétny mechanizmus ucinku spociva v
reakcii 2-aminosubstituovanej karbonylovej Struktury (14) s d’alSom zliceninou obsahujicou
karbonyl [(#+)-1] az na aldolova formu, ktord dehydrataciou pocas eliminacnej reakcie presla na
nenasyteny karbonylovy derivat. Nasledne doSlo opit’ k dehydratacii za vzniku priméarneho
aromatického aminu (£)-15. Syntetizovany produkt poskytol reakciou s vodnym roztokom 4 M

HCI kone¢ny huprinovy analdg vo forme hydrochloridu (£)-15-HCI (Schéma 10).

Kazdy novopripraveny derivat huprinu vykazoval dudlnu inhibi¢nt aktivitu vo¢i obom
podtypom ChE. Tieto vysledky boli stanovené pomocou Ellmanovej metddy a su vyjadrené
hodnotou ICso, ktord pri danych zlic¢enindch dosahovala mikromolarne, az nanomolarne
hodnoty (Tabulka 1 a 3). Pomocou PAMPA testu bola stanovena pravdepodobnost’ prechodu
cez HEB prostrednictvom pasivnej diftizie. U vSetkych pripravenych zlucenin boli pri merani
zaznamenané¢ hodnoty, ktoré znacia vysokl pravdepodobnost’ permeécie cez biologické
membrany vratane HEB (Tabul'ka 2 a 4).

Vsetky nové derivaty dosiahli alebo prekonali inhibi¢nt aktivitu referen¢nych zlticenin
(THA, 6-CITHA, 7-MEOTA) vo¢i hAChE. Selektivita THA, ktora je vystupfiovand smerom k
hBChE prekonané nebola. Toto zistenie mdze byt vnimané pozitivne s ohl'adom na fakt, Ze
v priebehu AD dochadza k zachovaniu alebo zvysSeniu hladin BChE, zatial’ ¢o hladiny AChE
klesaji. Neselektivne ChEI by teda mohli mat" velky potencidl nielen v ranych, ale
i v pokrogilejsich §tadiach ochorenia.>

Najvyrovnanej$i vzt'ah medzi Struktirou a i€¢inkom spomedzi syntetizovanych hybridov
HupY-L-Trp dosiahla zli¢enina 9-2HCI. Dalsie cielové produkty syntézy 8-:2HCI a 10-2HCI
vykazovali oproti derivatu 9-2HCI slabsi inhibi¢ny potencial voci obom podtypom l'udskej
ChE. Dizku spojovacieho retazca o velkosti Siestich uhlikovych atémov mézeme preto
hodnotit’ ako optimalnu pre kontaktovanie tzv. katalytickej Casti AChE s jej periférnou

anionickou ¢ast’ou.

U vsetkych zlucenin, ktoré boli pripravené v ramci diplomovej prace sa predpoklada aj
antiagregacna aktivita vo¢i AP. Pre toto biologické hodnotenie sii zaujimavé najmé derivaty
HupY-L-Trp, v ktorych by mohol prave L-Trp sluzit' ako nosi¢ pre cielené rozpozndvanie

amyloidnych agregatov v postihnutych oblastiach mozgu.
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6 ZAVER

Ciele predkladanej diplomovej prace boli splnené. Syntetizovala som hybridy HupY-L-
Trp (8-10-2HCI) s roznou dizkou spojovacieho retazca (n = 5 - 7) a 2-metoxyhuprin [(£)-
15-HCI], ktoré by mohli byt’ prinosom pre buducu terapiu AD. Spracovanie kapitoly venovanej
spominanému 2-metoxyhuprinu je podlozené¢ vedeckym clankom v odbornom casopise
Molecules (citacia 40), na ktorom som sa podiel’ala ako spoluautorka.

Zluceniny pripravené v ramci mojej diplomovej prace boli in vitro testované voci
hAChE a hBChE pomocou Ellmanovej metddy. Tieto biologické merania vykonali pracovnici
Katedry toxikoldgie a vojenskej farmacie v Hradci Kralové (Fakulta vojenského zdravotnictva,
Univerzita obrany, Brno). Vysledky merani boli udané ako hodnoty ICso a porovnané
s referen¢nymi zluceninami (THA, 6-CITHA, 7-MEOTA). VSetky nové hupriny preukazali
schopnost’ inhibovat obidva podtypy ChE v mikromoldrnych, az nanomolarnych
koncentraciach. K stanoveniu priechodu latok lipidickou membranou bol pouzity PAMPA test.
Toto biologické stanovenie vykonali pracovnici Centra biomedicinskeho vyskumu (Fakultna
nemocnica Hradec Kralové). Mieru prestupu do CNS odzrkadl'uje permeacny koeficient Pe,
ktory u novych zlGcenin dosiahol hodnoty nad 4,0x10° cm.s'; o zna¢i vysoku

pravdepodobnost’ prieniku testovanych latok do CNS prostrednictvom pasivnej difuzie.
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