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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Student: Matéj Chiibek

Vedouci prace: prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Nézev prace: Priprava fenylsubstituovanych benzothiazolu jako potencional-

nich moduldtort ABAD

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, které zpu-
sobuje ubytek kognitivnich funkci. Typicka je ztrata paméti, zmény chovani
a osobnosti. Mezi typické patologické znaky této nemoci patii senilni plaky
a neurofibrilarni shluky hyperfosforylovaného 7-proteinu. V soucasné dobé ne-
existuje kauzalni 1é¢ba, jelikoz etiologie zustava, i pres obrovsky zajem védci,
stale neobjasnéna.

Soucasna hypotéza predpoklida toxické pusobeni rozpustné formy beta
amyloidu (AS) uvnitf burnky, mimo jiné také v mitochondriich. Je znadmo
mnoho intraceluldrnich proteint, se kterymi AfS interaguje, mezi nimi také
amyloid vézajici alkoholdehydrogenasa (ABAD). Bylo ukdzéno, ze interakce
AB-ABAD nésledné vede ke zméné funkce ABAD a zptisobuje mitochondridlni
dysfunkci, coz vede k bunééné smrti. Proto inhibice AB-ABAD, spolu s inhibici

ABAD se jevi jako potencionalni farmakologicky cil.
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Cilem této préace bylo pripravit derivaty benzothiazolyl mocoviny jako po-
tencionalni modulatory ABAD a nasledné otestovat jejich inhibi¢ni aktivitu.
Strukturné vychézi z imunosupresiva frentizolu, u kterého se ukazaly mirné
inhibi¢ni u¢inky na ABAD (IC5¢ = 200 M), a proto bylo pripraveno nékolik
sérii analogl s ruznymi substitucemi.

V ramci diplomové prace bylo pripraveno 21 potencialnich modulatoru
ABAD. Byla stanovena in vitro jejich inhibi¢ni aktivita vauci ABAD, vysledky
byly vyjadieny jako procentualni zbyvajici aktivita ABAD. Na zakladé zis-
kanych vysledkit méfeni byly stanoveny vztahy mezi strukturou a ucinkem
pripravenych sloucenin.

13 sloucenin vykazuje inhibi¢ni u¢inky vi¢i ABAD, 8 produktt ucinky
enzymu ABAD naopak zesiluji. Slouc¢eniny s methoxy skupinou v poloze C6
benzo[d]thiazolu obecné vykazovaly mirné zvysené inhibiéni schopnosti oproti
substituci chlorem nebo fluorem ve stejné pozici. Z hlediska inhibice byla sub-
stituce na benzenovém jadie v polohdch C3 fluorem a C4 hydroxy skupinou
nejucinnéjsi. Nejucinnéjsi inhibitor dokézal snizit aktivitu ABAD o vice nez
85 %.

Na druhou stranu nejvice ABAD aktivovaly slouc¢eniny, obsahujici v poloze
C2 benzenového jadra methoxy skupinu a v poloze C4 fluor. Nejucinnéjsi

aktivator zvysil aktivitu ABAD o vice nez 15 %.

Klicova slova

Alzheimerova nemoc, Amyloid-5, Mitochondrie, Amyloid vazajici alkoholde-

hydrogenasa, Frentizol



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Student: Matéj Chribek

Supervisor: prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Title of Thesis: Preparation of phenyl derived benzothiazoles as potential

ABAD modulators

Alzheimer’s disease (AD) is neurodegenerative disease, which is characte-
rized by progressive cognitive decline. Characteristic symptoms are memory
loss, change of behaviour and personality. The pathological hallmarks of AD
are senile plaques and neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated 7 pro-
tein. Currently there is no causal treatment, because the aetiology stays unex-
plained, despite of intensive research.

Nowadays, the hypothesis assumes that soluble form of amyloid-8 (Af)
is associated with toxic effects inside the cells, among others in mitochon-
dria. There are many intracellular proteins, which interact with A3, such as
amyloid binding alcohol dehydrogenase (ABAD). Interaction A5-ABAD with
consequent alteration of ABAD function has been shown to cause mitochon-
drial dysfunction, consequently leading to the cell death. Therefore, inhibition
of AG-ABAD along with ABAD inhibition seems as a potential pharmacolo-
gical target.

The aim of this thesis was to synthesize substituted benzothiazole ureas

as potential modulators of ABAD and subsequently to test their inhibition
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ability. New compounds are comprised of structure of frentizole, an immu-
nosuppressive drug which displayed some minor inhibition (IC59 = 200 uM).
This benzothiazole urea is relatively facile to modify, therefore there were
synthesized several series of its analogues.

In the diploma thesis, 21 potential modulators of ABAD were synthesi-
zed. The structure activity relationship was determined from obtained results.
The inhibition ability was determined in vitro against ABAD enzyme. The re-
sults were presented as percentage of remaining activity of ABAD enzyme.

13 compounds exert inhibition ability, 8 substances increase effects of ABAD
enzyme. Slightly better inhibiting ability was observed in compounds with me-
thoxy group at position C6 of benzo|[d]thiazole scaffold in contrast with chlo-
rine and fluorine at the same position. The inhibition activity of compounds
with modifications of benzene scaffold at position C3 by fluorine and C4 by
hydroxy group has been observed as the most satisfying, therefore, these com-
pounds are suitable candidates for further evaluation. One compound was able
to inhibit ABAD more than 85 % in comparison to the control.

On the other hand, compounds with modification of benzene scaffold at po-
sition C2 methoxy group and at position C4 fluorine exert activating ability of
ABAD. The most potent activator of ABAD was able to activate the enzyme
by more then 15 %.

Keywords

Alzheimer’s disease, Amyloid-3, Mitochondria, Amyloid binding alcohol de-

hydrogenase, Frentizole
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Uvod

Alzheimerova nemoc (Alzheimer’s disease; AD) je progresivni onemocnéni
mozku, které vyznamné omezuje kazdodenni Zivot pacienta. AD byla popséna
némeckym psychiatrem Aloisem Alzheimerem pred vice nez sto lety. Presnou
etiologii vSak dosud nezndme. Podle Alzheimer’s Disease International bylo na
1é¢bu demenci vynalozeno v roce 2015 vice nez 818 miliard dolart [1]. Nejednd
se tedy jen o zdvazny zdravotnicky problém, ale také socioekonomicky problém.
I nadéle je tato nemoc povazovana za nevyléc¢itelnou.

Symptomaticka 1écba zlepsuje kvalitu zivota a zpusobuje pouze docasné
zlepseni kognitivnich funkci. Mezi soucasné pouzivané skupiny 1é¢iv patii inhi-
bitory acetylcholinesterasy a inhibitory N-methyl-D-aspartdtovych (NMDA)
receptoru [2].

Védci se snazi nalézt i jiné pristupy 1é¢by AD, napt. inhibitory cyklofilinu
D (CypD) [3] ¢ moduldtory amyloid vazajici alkoholdehydrogenasy (ABAD),
aj. [4, b].

ABAD je mitochondridlni enzym, u néhoz byla vypozorovana a posléze
ovérena interakce s beta amyloidem (Af), kterd vedla k mitochondridlni
dysfunkci. Je vhodné hloubéji prozkoumat molekularni mechanismus interakce
AB-ABAD, ktery zpusobuje poSkozeni mitochondridlnich funkei a soudasné

bunéénych funkei [5].






KAPITOLA

Cil prace

Cilem diplomové prace bylo pripravit derivaty benzothiazolyl mocoviny jako
potencionalni moduldtory ABAD s naslednym testovanim jejich inhibi¢ni
aktivity a vyhodnocenim vztahu mezi strukturou a ucinkem pftipravenych
sloucenin. Struktura navrzenych molekul vychazi z imunosupresiva frentizolu,
u kterého se ukdzaly inhibi¢ni G¢inky na ABAD, a proto bylo pripraveno
nékolik sérif analogli s riznymi substitucemi. Soucasti prace je literarni reserse

dané problematiky.






KAPITOLA

Teoreticka céast

2.1 Alzheimerova nemoc

AD je neurodegenerativni, dosud nevylécitelné onemocnéni, charakteristické
svym progresivnim vyvojem. Prevalence sporadické formy AD se po 65. roku
zivota vyrazné zvysuje. Tato nemoc je spojend s postupnym zhorSovanim
kognitivnich funkci, se ztratou paméti a prostorové orientace [6]. Incidence AD
se v soucasnosti neustale zvysuje. Dochéazi pri ni ke vzniku charakteristickych
patologickych zmén v mozku. Komplexni mechanismus vzniku této nemoci
neni znamy, je vSak zndmo, ze dochézi k vyznamné neurondlni atrofii (viz
obrazek 2.1), ubytku synapsi, k abnormalnimu hromadéni AS a ke vzniku tzv.

neurofibrildrnich klubek tvofenych hyperfosforylovanym 7-proteinem [7].

2.1.1 Historie

Senilni demence je obecny pojem pro nemoc, kteréd se projevuje jako ipadek
mentalnich schopnosti, ovliviiujici mimo jiné zdkladni funkce kazdodenniho
zivota [8, 9]. Nemoci zpusobujici stafecké demence existovaly jiz ddvno pred-
tim, nez Alois Alzheimer popsal stav své pacientky. Muzeme konstatovat, ze

tyto nemoci provazely lidstvo od nepaméti. Prvni koncept starecké demence




2. TEORETICKA CAST

Extreme Shrinkage of
Cerebral Cortex

Extreme
Shrinkage of
Hippocampus

Entorhinal
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Obréazek 2.1: Porovnani zdravého mozku a mozku s AD

[11]

formulovali anti¢ti Rekové [10]. P¥iblizné na konci druhého stoleti po Kristu,
fimsky ucenec Aretheus z Kappadokie byl nejpravdépodobnéji prvni, ktery
popsal rozdil mezi akutni a chronickou psychiatrickou poruchou. Popsal akutni
reverzibilni stav, ktery byl nazvan delirium a chronicky stav, ktery nazval vyssi
kognitivni porucha, jinymi slovy demence [12].

Ve stredovéku se tématu senilni demence prilis nevénovali. Dalsi vyznamny
popis této demence poskytl az v 19. stoleti otec moderni psychiatrie Philippe
Pinel [12].

V roce 1907 Alois Alzheimer popsal zvlastni stav své pacientky Auguste
Deter. Byla to 51 letd zZena, kterd se vyjimala relativné rychlym zhorsovanim
pameéti spolecné s dalsimi psychiatrickymi poruchami - paranoia, agrese, zma-
tenost [13]. Po ¢tytech letech zemrela. Alois Alzheimer zjistil nové patologické
nalezy - neurofibrilarni shluky a neidentifikovatelné plaky, o kterych informo-
val na 37. shroméazdéni psychiatri. V roce 1910 pouzil spojeni Alzheimerova
choroba vyznamny némecky psychiatr Emil Kraepelin v osmé edici jeho textu
Psychiatrie [13].

Vyse zminéné plaky byly izolovany v roce 1984 a popsiny az o tii roky

pozdéji jako plaky AS [14, 15]. Nékteré zdroje uvadéji, ze 90 % informaci, které
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2.1. Alzheimerova nemoc

zname o AD, védci zjistili v poslednich 15 letech [16].

2.1.2 Epidemiologie

Je vSeobecné znamo, ze senilni demence zcela urcité souvisi s vékem. Existuje
tedy prima zavislost mezi starnutim obyvatelstva a narustem poctu lidi se senilni
demenci (viz obrazek 2.2 a 2.3).

Population 65 Years and Older by Size and Percent of Total Population:

1900 to 2010

(For more information an confidentiality protection, nonsampling error, and definitions, see www.census. gov
Serod/cen20] Ofdoc/sf1.pdf

Number (in millions) — Parcentage (of total population)
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5|
oL || || - - - | - - || || || Jo

1900 1910 1920 1930 14540 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Sources: U5, Census Bureau, decennial census of population, 19060 to 2000; 2010 Census Summary File 1.
Obrazek 2.2: Graf vyjadiujici starnuti obyvatelstva
[17]

Je odhadovano, ze exponencialni nartist demenci postihne v nasledujicich
desetiletich zejména u populace s niz$im socidlnim kreditem (viz obrézek 2.3)
[1]. Je velmi dilezité zminit, ze v dusledku slozité diagnostiky senilni demence,
dochézi k obrovskym rozdilim mezi jednotlivymi autory, co se tyCe poctu
nemocnych.

Odhaduje se, ze AD je cca 60-80 % vSech demenci [8]. Kdyz vezmeme
v potaz pocty lidi s demenci od Alzheimer’s Disease International, zjistime, Ze

v Evropé zilo v roce 2015 cca 10,46 miliont lidi s demenci, coz znamena, ze
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2. TEORETICKA CAST

pocet lidi trpicich AD je mezi 6,2-8,4 miliony [1].

Bylo zji$téno, Ze Zeny trpi AD ¢astéji nez muzi. Dle Matla a kol. se v Ceské
republice v roce 2013 odhaduje pocet lidi s demenci na 143 000, z ¢ehoz dvé
tfetiny tvori Zeny [18]. Duvod je nejasny. Predpoklddd se, Zze Zeny obecné
ziji déle nez muzi, ackoli nékteré studie nenasly zadny vyznamny rozdil mezi

zenami a muzi [8].

Dle Americké Alzheimer’s Association je AD 6. nejcastéjsi pricinou tmrti
[8]. Vzhledem k odhadtum se d4 predpokladat, ze bude stéle ¢astéjsi pricinou

amrti.

Numbers of people with dementia (millions)

120
100
80
60 low and middle
income countries
40
20
high income countries
0
2010 2020 2030 2040 2050
Year

Obrazek 2.3: Graf vyjadiujici odhad poctu lidi s demenci v nasledujicich
dekadach v zavislosti na velikosti prijmu

8]



2.1. Alzheimerova nemoc

2.1.3 Rizikové faktory

Presné pri¢iny vzniku AD doposud nejsou znémy, proto se v soucasné dobé
jednd o onemocnéni neznamé etiologie s nékterymi popsanymi rizikovymi
faktory [19].

Mezi nejvétsi rizikové faktory patii vék. S pribyvajicim vékem se riziko
vyrazné zvysuje. Ackoliv neni jasné, zda zpiisobuje AD samotny vék nebo se
pridavaji i jiné vlivy [19]. Je tfeba také zminit fakt, ze se zlepsuje zdravotni péce,
a tudiz populace starne. Nékteré zdroje uvadéji, ze od 65 let se pravdépodobnost
vzniku AD kazdych pét let zvysuje témér dvojnasobné [20].

Ukazuje se, ze delsi vzdélavani napomdahd k tvorbé tzv. kognitivni rezervy.
Dané hypotéza je zaloZena na predpokladu, Ze mozek jedince s vétsim vzdé-
lanim zvysuje pocet spojeni mezi neurony a umoznuje kompenzovat zmény
v mozku, nastolené AD, prostfednictvim alternativnich drah ke splnéni danych
kognitivnich dkona [8].

Existuji dva typy AD - familidrni a sporadickéd forma. Familidrni forma se
objevuje Casto jiz u lidi mladsich 65 let. Zdroje se ovSem v prevalenci rozchazeji.
Dle National Institute of Aging je to 5 % [21], dle Folche a kol. se uvadi 2 %
[22].

Védci zjistili, ze mutace zpusobujici familiarni formu AD se nachazeji na
chromozomech 1, 14 a 21. Kazdé z téchto zminénych mutaci zapri¢inuje tvorbu
ApS. Na chromozomu 1 se nachézi gen pro tvorbu proteinu presenilinu 2. Mutace
genu na chromozomu 14 zplisobuje tvorbu vadného presenilinu 1. Oba zminéné
preseniliny jsou zdkladni fragmenty ~y-sekretasy, nutné ke spravnému fungovani
tohoto enzymu. Tyto mutace vedou ke zvysSeni produkce méné rozpustného
a vice toxického Af1_45. Posledni zminovana je mutace genu pro APP na 21.
chromozomu. Dochazi tedy k produkei vétstho mnozstvi APP, a tudiz vznika
zvysené mnozstvi A [21]. To je také davod, pro¢ lidé s Downovym syndromem
jsou mnohem néchylnéjsi k AD. Downuv syndrom je dusledek trisomie 21.

chromozomu [14].



2. TEORETICKA CAST

Sporadické forma AD mé vyznamnou genetickou komponentu, a to z 50-
70 %. Zhruba z poloviny se pri¢ita genu pro apolipoprotein E. ApoE se nachdzi
na povrchu ¢astic VLDL (Very Low Density Lipoprotein), které transportuji
triacylglyceroly z jater do perifernich tkani [23]. Gen pro ApoE kéduje tri
varianty proteini - ApoE €2, ApoFE €3, ApoE €4 [8, 14]. Nejcastéji se vyskytuje
forma ApoFE €3. Je pfitomna u cca 60 % Americant [8]. ApoE €2 je zakédovana
u 10-20 % populace, zato ApoE €4 u 20-30 %. Ve srovnani s ApoE €3 mize
ApoE €2 snizovat riziko jednotlivce, naopak ApoE €4 muze riziko zvySovat.
Jinymi slovy, jedinci, kteri zdédi jednu formu alely ApoE e4 maji priblizné
3% vyssi riziko vzniku AD. Na druhou stranu, pokud jedinec ziska obé alely
formy ApoFE €4, ma dokonce 8-12x vétsi riziko. Neznamend to vSak, ze se AD
u daného jedince rozvine [24, 25]. Nékteré zdroje ovsem uvadéji, Ze alela pro
ApoE €4 je velmi silné spojena se zvysSenou depozici A5 [14].

Rizikovych faktort je vsak mnohem vice (traumatické zranéni mozku,

faktory souvisejici s kardiovaskuldrni chorobou, sociélni faktory, atd.) [8].

2.1.4 Symptomy

AD je charakterizovdna jako pliZzivd a nendpadnéd nemoc, kterd je mnohdy
zaménovana za standardni soucdst starnuti [26]. Pfiznaky nejsou vzdy stejné,
jez se mohou vyrazné odliSovat mezi jednotlivci [9]. Problém ovSem je, ze
neurodegenerativni zmény na mozku mohou nastat fadu let pred tim, nez se
prvni symptomy vibec objevi [27].

Nejvice a nejdiive je zasazena oblast limbického systému, zejména hipo-
kampu (viz obrézek 2.1). Spravnd funkce téchto ¢asti mozku je nezbytné pro
tvorbu novych pamétovych stop. Proto jiz v poc¢atcich onemocnéni dochézi k po-
ruchdm epizodické paméti, kterd zachovava vzpominky, zazitky. [7, 26, 28, 29].
Co se tyce ¢asového intervalu, nejdiive je narusena pamét kratkodoba. V pri-
béhu onemocnéni se vsak témto zménam nevyhne ani sémanticka pameét, ktera

uklddd naucené pojmy, védomosti [26].
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2.1. Alzheimerova nemoc

Jsou rozliSovana tii stadia AD - mirné, stfedné zdvazné a zdvaznd forma
AD. To ovSsem neznamen4, ze jednotlivec musi projit postupné jednotlivymi
stadii. RozliSeni slouzi spise k obecnému piehledu, jelikoz se nemoc u kazdého

vyviji jinym smérem. Stadia se tedy mohou prolinat [9, 27]. Napft:
e Zhorsovani paméti, kterd postupné rozvraci kazdodenni zivot
e Komunika¢ni obtize (psany i dstni projev)
e Problémy v planovani a v feseni problému
e Obtizné a nejisté rozhodovani
e Problematické reseni slozitéjsich tikont

e Casova i prostorova desorientace (nejprve v neznamém prostiedi a pozdéji

i ve znamém prostiedi)

e Zmény nalady a osobnosti (mohou se pozdéji objevit i psychické problémy

(bludy, halucinace, agitace)
e Inkontinence

e Dezorientace (v poslednim stddiu pacient nepoznd ani vlastni rodinu)

8, 9]

11



2. TEORETICKA CAST

2.1.5 Diagnéza

Prvotni diagnostiku provede nejcastéji okoli pacienta, které poznéd zmény
chovani a jedndni [30]. Dulezitd je véasna a hlavné spravnéd diagnéza lékarem

[9].

K diagnéze napomiize nékolik ptistupt. Zaklad je osobni i rodinnd anamnéza
a samozrejmeé klinické vysettfeni [26]. Je tfeba, aby pacient podstoupil nékolik

neurologickych testi (napf. kognitivni testy).

Nejvice se pouziva screeningovy test kognitivnich funkci tzv. mini-mental
state exam (MMSE) (viz priloha 5.1). Tento test vSak neni plné spolehlivy.
I élovek se skvélym vysledkem muze byt postizen AD [26]. Mnohem citlivéjsi je
vysledek testu, ktery méa zobjektivizovat kognitivni poskozeni mozku. Nazyva se
ACE-R neboli Addenbrook cognitive examination [31]. Existuje také alternativa
MMSE, a sice MoCA (The Montreal Cognitive Assessment) test (viz priloha
5.2), vhodny spiSe k zéchytu pocatecénich stddii demenci. Oproti MMSE sleduje
i jiné kognitivni funkce nez pameét [30, 32]. Ke zvyseni specifity testi se pouziva

test kresleni hodin (viz pfiloha 5.3) [32].

Pro potvrzeni diagnézy je treba vyuzit tzv. markert nemoci. Prikladem
mohou byt zobrazovaci metody typu CT (Computer Tomography) nebo MRI
(Magnetic Resonance Imaging), které mohou potvrdit ¢i vyvratit zmény na
mozku [8]. Novy nahled na problematiku predstavuje oblast biomarkerti. Bylo
zjisténo, ze v likvoru AD pacientt se nachéazi oproti lidem bez AD zvySena
hladina 7-proteinu a hyperfosforylovaného 7-proteinu a snizena hladina A5 _49
(dochazi ke zvysené deponaci A, proto je koncentrace v likvoru snizena)

26, 30, 32].

Védci veéri, ze testy biomarkert jsou slibna cesta, jak v budoucnu diagnos-
tikovat nemoc jiz v prvnich fazich onemocnéni. To by mohlo znamenat vcasny

zésah 1ékaiu a potencidlni pozitivni ovlivnéni prubéhu nemoci [33].
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2.1. Alzheimerova nemoc

2.1.6 Soucasna terapie

V roce 1982 vznikla prvni hypotéza vzniku AD. Byla to tzv. cholinergni hypo-
téza, kterd brala v potaz souvislost mezi sniZzenou hladinou neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) a projevy nemoci [2]. Na teoretickém podkladé této hypo-
tézy se v klinické praxi pouzivaji inhibitory acetylcholinesterasy (AChEI), coz
jsou slouceniny, které zamezuji rozkladu ACh na synapsich [15].

Vyse zminéné AChEI se povazuji za zdklad symptomatické 1écby. Patri

mezi né donepezil, rivastigmin a galantamin [34].

2.1.6.1 Kompetitivni AChEI

Rivastigmin je derivat kyseliny karbamové. Mechanismus ti¢inku spoéiva v kar-
bamoylaci aktivniho mista AChE. Jedna se o reverzibilni inhibici. Na rozdil
od jinych karbamétovych AChEI neobsahuje ve své molekule kvarterni, kladné
nabity dusik, a tudiz prochazi pres hematoencefalickou bariéru. Tento prinik
znamena pusobeni v centralni nervové soustavé (CNS), a proto i pozitivni
ovlivnéni symptomia AD (viz obrazek 2.4) [2]. Rivastigmin se pouziva k lé¢be
lehkych az stfedné zavaznych stadii AD [35].

Galantamin je alkaloid, ktery byl izolovan ze Snézenky Woronovy (Galan-
thus Woronowii) (viz obrazek 2.4) [2, 36]. V jeho struktufe muzeme nalézt
tetracyklicky skelet. Kromé inhibice AChE allostericky modifikuje nikotinové

receptory, ¢imz dale podporuje cholinergni transmisi [37].

2.1.6.2 Nekompetitivni AChEI

Dalsi pouzivanou slouceninou je donepezil (viz obrézek 2.4). Patii mezi neji-
¢innéjsi AChEIL Jeho vyhodou je relativné vysoka selektivita i delsi biologicky
polocas. Rovnéz jako galantamin ¢i rivastigmin se pouzivd na mirné ¢i stfedné

zévazné stadia demenci [38].
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2. TEORETICKA CAST

2.1.6.3 Inhibitory NMDA receptori

Lékem volby pro stfedné zavazné az tézké pripady AD je memantin (viz obrazek
2.4). Jednd se o dimethylovy derivat amantadinu. Mechanismus tu¢inku spo¢iva
v antagonizaci NMDA receptort v CNS vazbou uvniti kanalu receptoru (viz
priloha 5.4). Jinymi slovy tim brani aktivaci téchto receptoru pfi zvySené

koncentraci kyseliny glutamové, kterd je pfitomnd v CNS pii AD [2].

o) HsC-0
.0
H5;C
HiC.
o
N
donepezil galantamin
NH,
2L
A~ N.
HsC CH, HsC™ N° O CH;,
CHs, CHs,
memantin rivastigmin

Obrazek 2.4: Chemické struktury léciv, pouzivanych v 1écbé AD
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2.2. Amyloid-$

2.2 Amyloid-g

Robert Virchow, otec moderni patologie byl jeden z prvnich, ktery pouzil
termin amyloid. Popisoval amorfni strukturu, kterou mylné povazoval za Skrob
(lat. amylum), ale ve skutecnosti se jednalo o strukturu proteinovou [39]. Nazev
se vsak vzil natolik, ze se pouziva i nadéle.

V dnesni dobé se pod pojmem amyloid skryvaji extracelularni, nerozpustné,
fibrotické agregaty, jejichz charakteristikou je sekundarné ziskand forma (-
skladaného listu. Odtud plyne nézev, amyloid-5. Struktura S-sklddaného listu
je specifickd tim, Ze je odolna vuci proteolytickému stépeni. Tyto Spatné
rozpustné proteiny maji tendenci se agregovat a kumulovat v tkanich ve formé
dimert nebo oligomert, popr. vytvorit depozita v extracelularnim prostoru.
Vyse zminéné miize vést k ruznym onemocnénim, napft. amyloidosa nebo AD
[40].

Puavodné amyloidni hypotéza predpokladala, ze za degenerativni onemoc-
néni je zodpovédné ukladani A3 ve formé senilnich plakt, které jsou zodpovédné
za zanét, oxidativni stres a hyperfosforylaci 7-proteinu. [5, 41]. V poslednich

letech vsak doslo k reinterpretaci této hypotézy [41]. Novéjsi data ukazuji, ze

vvvvvv

2.2.1 Zpracovani APP

Ap se tvori z APP (Amyloid Precursor Protein) neboli z prekurzorového
proteinu pro amyloid. APP je transmembranovy glykoprotein, ktery obsahuje
695 aminokyselin [42]. Gen pro tento protein se nachdzi na 21. chromozomu,
jak uz bylo zminéno vyse (viz kapitola 2.1.3). Existuji i APP s vétsim poc¢tem
aminokyselin, ale tyto varianty se nevyskytuji v CNS [43]. Tento protein se
muze odbourdvat dvéma cestami, a sice amyloidogenni nebo neamyloidogenni.
Zalezi na typu sekretasy, ktera provede prvni stépeni APP (viz obrazek 2.5)

[44]. Neni tplné jisté, jak jsou tyto cesty regulovany.
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2. TEORETICKA CAST

2.2.1.1 Neamyloidogenni cesta

Hlavni roli pfi neamyloidnim Stépeni APP mé a-sekretasa, kterd patii do
rodiny ADAM (a disintegrin and metalloproteases), zejména ADAM 9, 10, 17
(nékdy také tumor necrosis factor-a converting enzyme; TACE) [45, 46]. Vy-
tvari rozpustny fragment zvany sAPP-« (soluble amyloid precursor protein-a),
ktery mé neuroprotektivni funkci. Z puvodniho APP vzniké fragment o délce
83 aminokyselin (C83). Nésleduje vnitromembrénovy sestiih v-sekretasou. 7-
sekretasa je multiproteinovy komplex slozeny z jednotlivych individualnich
proteini. Toto Stépeni dava vzniku AICD (APP intracellular C-terminal do-
main) a extraceluldrnimu proteinu p3 [40, 47]. Touto cestou se zpracuje asi 90

% APP [47].

2.2.1.2 Amyloidogenni cesta

Jak nazev napovida, touto cestou vznika AfS. Za enzymaticky proces je zod-
povédny enzym zvany BACE1 ((-site APP-cleaving enzyme 1), coz je hlavni
B-sekretasa v CNS [48]. Stiihem APP nejdiive vznika fragment C99. Cislo
znamend pocet aminokyselin [48] (nékdy také CTS [40] nebo CTFS [47]).
Tato cast je poté zpracovana y-sekretasou, kterd vytvari extracelularni AS
a intracelularni AICD.

~v-sekretasa je nespecificky enzym, protoze vytvari rizné druhy AS. Tyto
druhy se lisi poc¢tem aminokyselin, od 37 do 42. Hlavni produkt ve vétsiné
bunék je AB1_40 [41]. Procentudlni zastoupeni jednotlivych druhi AS se lisi
mezi autory. Dle Godyriové a kol. je AB1_40 zastoupen vice nez z 50 %, zbyvajici
druhy (AB1-37, AB1-38, AB1_39, AB1_42) jsou zastoupeny z 5-20 % [41]. Na
druhou stranu dle Murphyho a kol. je to cca z 80-90 % AfB1_40 a z 5-10 %
ABi_49 [47]. AB1_42 je hydrofobnéjsi a vice fibrilogenni a je také hlavnim
druhem v depozicich A3 v CNS [47].
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2.2.2 Fyziologicka role amyloidu-{

Ackoliv AS ve vyssich koncentracich je neurotoxicky a zpisobuje smrt bunék,
v nizsich koncentracich je pritomen i ve zdravé CNS. Bylo zjisténo, Ze ma
dulezitou roli v synaptické plasticité a zivotaschopnosti neuroni [40].

Fyziologické role Af stru¢né shrnuje obrazek 2.6.

2.3 Intracelularni amyloid-(

Pritomnost extracelularnich plakt neni vhodny indikator zdvaznosti senilni
demence. Zvysena hladina intracelularnitho Af5;_4o mnohem presnéji reflektuje
stadium neurodegenerace. Nasledkem tohoto zjisténi se védci mnohem vice
zamérili na myslenku, Ze by klicovou roli v progresi AD mohl hrat AS uvnitt
bunky, zejména v mitochondriich [4].

Neékolik studii s transgennimi modely ukéazalo, ze A se akumuluje nejdrive
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Obrazek 2.6: Fyziologickd a patologickd role amyloidu-/3

Dostupné z: [40]

intraneuronalné, nez se objevi ve formé amyloidnich plaki. Tento poznatek
byl ovéfen na post-mortem mozcich s AD a Downovym syndromem [50]. Intra-
neurondalni kompartment je také misto, kde A5 muze oligomerizovat v toxické
agregaty, které mohou ovlivnit synaptickou plasticitu mozku, zptsobit kogni-
tivni ipadek a rozpoutat prozanétlivou reakci [50].

Ackoliv existuje spousta dukazi, ze AS se akumuluje intracelularné, je
dilezité si uvédomit, jak se do bunék dostane. APP se nenachézi jen na
plazmatické membrané, ale i v Golgiho aparatu, endoplazmatickém retikulu
(ER), endosomech, lysosomech a na mitochondridlni membrané [4, 51].

Zda se, ze AB je prevazné produkovan v plazmatické membrané nebo
v ramci sekrecni cesty, proto je vétSina A rychle odstranéna z bunky. Je vSak
velmi pravdépodobné, ze APP vznika také intracelularné [51]. Z duvodu ruzné
lokalizace A a sekretas je obtizné vysvétlit pritomnost A5 v cytosolu [4].
Dle nékterych studii se A muze vmezerit ve vysokych koncentracich
do lipidovych membran, coz vede ke ztraté integrity endosomu a lysosomi

s naslednym tdnikem A5 do okoli. Mechanismy, které popisuji pohyb AS v rdmci
18



2.3. Intracelularni amyloid-f

bunky nejsou zcela objasnény [4].

Kromeé toho, ze AS se produkuje intracelularné, je také mozné, ze A5, ktery
byl diive sekretovan, muze byt zpétné internalizovan skrze nékteré transportéry

(viz obrazek 2.7) [4].
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Obrézek 2.7: APP je skrz sekrecni systém veden na plazmatickou membranu,
kde je prednostné rozstépen a-sekretasou (viz kapitola 2.2.1.1). Nezpracovany
APP miize byt internalizovan ¢asnymi endosomy. Pokud je pfitomen enzym
sortilin related receptor (SORL1), mize dojit k navraceni APP do Golgiho
aparatu. Casné endosomy obsahuji nejen BACEL enzymy, ale i optimalni pH
pro jejich aktivitu. Fragment C99 (viz kapitola 2.2.1.2) mize byt zpracovan
~v-sekretasou v ER, v plazmatické membrané nebo v systému endosom /lysosom.
Extracelularni AS se mize navazat na povrchové receptory, prostrednictvim
kterych miizou byt internalizovany do ¢asnych endosomu, ale i do ER, Golgiho
aparatu, mitochondrie ¢i cytosolu [51].

Dostupné z: [51]
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2. TEORETICKA CAST

Jiné studie tvrdi, ze endocytoza je regulovana dynamin-dependentni a cestou
zprostiedkovanou RhoA (Ras homolog gene family, member A) [52]. Podle jiné
studie k akumulaci A dochazi skrz nesaturovanou cestu, nezavislou na energii
a endocytéze [52].

Studie provedené na lidskych mozcich odhalily, ze vétsina intracelularniho
ApB se skladéd z AB1_49. Imunohistochemické studie ukazaly, ze hladiny AS1_49

se snizuji v pokrocilejsich stadiich AD [4].
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2.4. Mitochondridlni amyloid-3

2.4 Mitochondrialni amyloid-g

Mitochondrie je organela v eukaryotni bunce, hrajici klicovou roli v ontogenezi
bunky. Je slozena ze dvou membran, oddélenych mezimebranovym prostorem
a matrix. V mitochondridlni matrix se odehravaji zivotné dulezité pochody,
napt. Krebstuv cyklus, f-oxidace mastnych kyselin. Na vnitini membrané se
nachazi pét komplext respira¢niho retézce, ktery je zodpovédny za tvorbu
ATP v ramci oxidativni fosforylace. Jako vedlejsi produkty pri syntéze ATP
vznikaji volné radikaly (Reactive Oxygen Species; ROS) [52].

Nejen, ze tyto organely jsou zasadni pro energeticky metabolismus bunky,
ale reguluji také bunéénou smrt, ke které pusobeni A postupné spéje [53].
Mitochondrialni hypotézu, predstavil svétu Swerdlow a kol. ve svém c¢lanku
,»A mitochondrial cascade hypothesis for sporadic Alzheimer‘s disease* jiz v roce
2004 [54]. Mitochondridlni dysfunkce se nasledné projevuje v podobé depozice
A, synaptické degenerace ¢i formace neurofibrilarnich shluka [53, 54]. Od té
doby se védeckd komunita zaméfila na moznou souvislost mezi piitomnosti A5
a dysfunkci mitochondrii.

Mitochondridlni akumulace A3 byla prokdzana nejen u transgennich mysich
mozki, ale také u pacientti s AD, jesté pred vznikem senilnich plaku [53, 55].
Tyto poznatky potvrzuji hypotézu kaskady toxického intracelularniho AgS,
agregaty spiSe nez extracelularnimi nerozpustnymi plaky [5, 55].

Jakym zptisobem se AS dostane do mitochondrie, je dosud predmétem
mnoha hypotéz. Nékteri autori jsou presvédceni, ze oligomery AS na rozdil od
monomeru A maji schopnost ménit permeabilitu membrény [56]. Nejnovéjsi
poznatky ovsem ukazuji, ze nejpravdépodobnéjsi varianta prichodu AgS je
skrz specifické transportéry TOM 40 (Translocase of the Outer mitochondrial
Membrane) a TIM23 (Translocase of the Inner mitochondrial Membrane)
[5, 55, 57, 58, 59].

Nékteré zdroje také uvadi, ze i APP miuze interagovat s transportéry
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2. TEORETICKA CAST

TOM a TIM. Dle Pavlova a kol. obsahuje N-konec APP tzv. mitochondridlni
cilovou sekvenci, coz jsou pozitivné nabité aminokyseliny v polohach 40,44
a b1l. Obsahuje taktéz tzv. kyselou brzdici transloka¢ni sekvenci, coz je doména
o 70 aminokyselindch (polohy 220-290 od N-konce), bohatd na kysele reagujici
aminokyseliny. Tato doména zabrzdi APP uvnitf transportéru [57]. Nésledné
dochézi bud k degradaci APP prostfednictvim HtrA2 (High-Temperature
Requirement serin proteasa A2) v mezimembranovém prostoru nebo se vytvori
superkomplex APP s TOM i TIM a dochdzi k zablokovani importu dilezitych
noveé nasyntetizovanych proteint, esencidlnich v elektronovém transportnim

systému (viz obrazek 2.8) [55, 57, 59, 60].

2.4.1 Toxicita amyloidu-/

Jiz delsi dobu je zndmo, ze A poskozuje mitochondrie, coz vede k dalsi kaskadé

déju uvnitt bunky. Prikladem muze byt [5, 52, 53, 55, 61] (viz obrézek 2.8):

poskozeni dychaciho fetézce a tim porucha energetického metabolismu
e zvySeny oxidativni stres (ROS)

e negativni ovlivnéni vapnikové homeostazy

e porucha mitochondridlni DNA

e zmény v poc¢tu mitochondrii

e zmény velikosti mitochondrii

e indukce apoptdzy

e poskozeni membran
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2.4. Mitochondridlni amyloid-3

Protein
|

import

Obrazek 2.8: Vliv amyloid-8 na mitochondrie
Dostupné z: [55]

APP, respektive AS zpusobuje blokddu importu de novo nasyntetizovanych
proteint z cytosolu, napf. podjednotky komplexu IV, dulezité pro dychaci
fetézec. Dle Paganiho a kol. importni deficit v kratkodobém horizontu neni
dostate¢ny na to, aby poskodil integritu mitochondrii, ale z dlouhodobého
hlediska zpusobuje dysfunkci mitochondrii a tim jesté prohlubuje importni
deficit. A muze zpusobovat deficit pfimym i nepfimym pusobenim na importni
mechanismus [55, 57].

A muze ovliviiovat vnitini i vnéjsi mitochondridlni membranu ruznymi
mechanismy véetné ovliviiovani jejich permeability [55].

Predpoklada se, ze A muze ovliviiovat aktivitu nékterych enzymi, napt.
pyruvatdehydrogenasy a 2-oxoglutaratdehydrogenasy, ¢imz snizuje redukci
NAD™ na NADH, a tak redukuje i koncentraci protonti. Ty jsou esencidlni k

udrzeni mitochondridlntho membranového potencidlu, ktery je nutny k tvorbé
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ATP. Pii snizeni ATP dochéazi ke zvysené tvorbé ROS. ROS blokuji degradaci
A, zpusobuji peroxidaci mitochondrialni DNA nebo mitochondridlnich lipidi,

které zhorsuji funkci mitochondrii [61].

2.5 Enzymy interagujici s amyloidem-(

Konkrétni molekularni mechanismus, kterym by A3 zptusoboval toxicitu v mi-
tochondriich, zatim nebyl stanoven. Nicméné, bylo prokdzano u mnoha mito-
chondridlnich proteinu, Ze primo interaguji s AS. Tyto interakce mohou zcela
zménit jejich fyziologické funkce a nasledné spustit mitochondrialni kaskadu,
vedouci k jejich dysfunkci, ustici v progresi AD [62].

Nejvice popsany intracelularni protein vazajici AS je ABAD, o kterém
pojednavaji kapitoly 2.6 a 2.7.

Pro prehled je také vhodné zminit dalsi proteiny, se kterymi A3 interaguje,
a sice CypD, kreatinkinasa, y-sekretasa a mnoho dalsich. Dle Benka a kol.
existuje pres 20 moznych interakénich ,partnera® AS. Navic je pravdépodobné,

ze toto ¢islo neni konecné [62].

2.6 Amyloid vazajici alkoholdehydrogenasa

Yan a kol. v roce 1997 poprvé popsali enzym, ktery pojmenovali - ERAB
(endoplasmic-reticulum associated A binding protein). Ve skuteénosti to
byl enzym, lokalizovany v mitochondrialni matrix a pozdéji byl pojmenovan
jako ABAD [5]. Jak uz nézev napovidé, enzym patii mezi dehydrogenasy,
presnéji mezi SDR, (Short-chain Dehydrogenase/Reductase) oxidoreduktasy.
Jeho aktivita je zavisla na kofaktoru NADT /NADH [5].

V minulosti mél tento enzym velké mnozstvi nazvi. Nazvy se totiz od-
vijely podle substrati, které je enzym schopen katalyzovat [5]. Pro ptiklad
muzeme uvést SCHAD (Short-Chain HydroxyAcyl-CoA Dehydrogenase), 170-
HSD (178-hydroxysteroid dehydrogenase), aj. [63]. ABAD mé4 velmi Sirokou
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2.6. Amyloid vazajici alkoholdehydrogenasa

substratovou specifitu, alespon dle in vitro testovani. Mtze katalyzovat rever-
zibilni oxidaci/redukei linedrnich alkoholt, steroidnich substrati (estradiol),
acetoacetyl-CoA ¢ f-hydroxybutyrat [4, 64]. Je dilezité zduraznit, Ze schop-
nost enzymu metabolizovat substraty in vitro, nezarucuje stejnou metabolizaci
v prostiedi in vivo [5, 4, 64]. Fakt, ze ABAD muze katalyzovat inaktivaci
pohlavnich hormoni, by mohl vysvétlovat, pro¢ zeny trpi AD vice nez muzi
[5, 4].

Stale vice ditkkazti poukazuje na fakt, Zze tento mitochondridlni enzym hraje

dilezitou roli v patogenezi AD.

2.6.1 Struktura a fyziologicka funkce

ABAD je formovan jako homotetramer a skladd se ze ¢ty identickych mo-
nomeru o velikosti 27 kDa o celkové molekulové velikosti 108 kDa [4, 63].
Prostrednictvim molekuldrniho modelu bylo zjisténo, zZe tetramerizace prispiva
ke stabilizaci vazebného mista [4]. Katalyticka tridda se skladé ze tii amino-
kyselin - Ser!®® Tyr!®® a Lys!™. Kofaktor NADT /NADH se vadze na ABAD
v blizkosti katalytické triddy nevazebnymi interakcemi [4, 65].

Jedna z pravdépodobnych funkci ABAD, vzhledem k jeho lokalizaci v mi-
tochondridlni matrix, by mohla byt produkce energie a metabolické home-
ostazy, zejména treti krok [-oxidace mastnych kyselin, kde funguje jako
L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasa [5]. Nékteré zdroje uvadéji, ze D-j3-
hydroxybutyrat je metabolizovan az 1000x vice enzymem D-j-hydroxybutyrat
dehydrogenasou nez ABAD. Je tedy mozné, Ze za norméalnich podminek ABAD
nemé zadnou roli v jeho metabolizaci. Na druhou stranu Yan a kol. zjistili,
ze exprese ABAD je citlivéjsi na situace ischemického/nutriéniho stresu, kdy
D-f-hydroxybutyrat se stava kritickym substratem [64].

Predpokldda se, ze priméarnimi substraty ABAD jsou acyl-CoA. Védci
obhajuji tuto hypotézu tim, ze dvé fosfitové skupiny CoA interaguji s po-

zitivné nabitymi aminokyselinami v rdmci vazebného mista (Lys?, His!0?,
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2. TEORETICKA CAST

Lys'™, Lys!'%%). Soucasné mezi katalytickou triddou a vazebnym mistem exis-
tuji malé hydrofobni postranni fetézce, které jsou vhodné usporadany pro
vazbu alifatického Tetézce [66].

Mechanismus redukce karbonylové skupiny probihéd nasledovné. Primarni
aminova skupina Lys'™? zvysuje aciditu hydroxylové skupiny Tyr'®®. Kyslik
na karbonylu substratu, ma vétsi elektronegativitu nez uhlik, ¢imz mu dava
parcidlni kladny naboj. Tim zvysuje pravdépodobnost nukleofilniho ataku
hydridového aniontu, pochéazejici z kofaktoru NADH. Po prenosu hydridového

aniontu dochézi k deprotonaci hydroxylové skupiny Tyr!6®. Vznikly zidporny

naboj je obratem stabilizovan vodikovou vazbou ze Ser'® (viz obrazek 2.9)

O~__NH,
/H' H\E’ NAD*
. - I
O & N+
VRS R

[66].

7 N\

H2N & LyST72

Obrazek 2.9: Mechanismus redukce karbonylové skupiny
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2.7 Souvislost ABAD s amyloidem-/

ABAD je vyjimecny enzym mezi SDR skupinou enzymi tim, ze obsahuje
navic dvé sekvence aminokyselin (rezidua 102-107 a 141-146). Prvni zminovana
sekvence je mistem vazby A [5]. Interakei se podarilo identifikovat jiz v roce
1997 pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému [67]. Tato hypotéza byla
pozdéji ovérena pomoci dalsich metod.

Vazebnému mistu AfS se nékdy fikd také loop-D [4] nebo Lp loop [65].
Presnéji se jedna o aminokyselinové rezidua 100-110 [5], nékteré zdroje uvadéji
rezidua 92-120 [70]. Studie s mutanty ABAD ukéazaly, Ze bodové mutace, tedy
zédmeéna aminokyselin v ramci loop-D vedou k neschopnosti A5 se navazat na
ABAD. Piesnéji tedy ve dvou mistech. Prvni misto se sklada z: Ser®®, Lys??,
Thr!%, Tyr!®l a druhé z: Thr'®®, His'% Thr!''?. Ziména aminokyseliny za
alanin, individudlné ¢i v kombinaci, vedly k ztraté vazby AS-ABAD [4, 65].
Jak uz bylo zminéno vyse, ostatni SDR enzymy tuto sekvenci aminokyselin
neobsahuji. To by mohlo vysvétleni, pro¢ AS s témito enzymy neinteraguje [5].

Dle Yan a kol. dochézi pfi navaziani AS na ABAD ke zméné konformace
vazebného mista pro kofaktor NAD™, a tim inhibuje jeho funkci. Tato studie,
vyuzivajici metodu SPR (Surface Plasmon Resonance), potvrdila vazbu Aj-
ABAD uz v nanomoléarnich koncentracich a ukazala konformac¢ni zménu ABAD
po navazani AfS. Bylo zjisténo, Ze A3 a NAD™ spolu soucasné kompetuji
o vazebné misto. Schopnost Af3 se vazat na ABAD se snizuje v prostiedi NAD™
a zaroven piitomnost AS inhibuje vazbu NADT na ABAD. Jejich soucasné
navazani se vylucuje. A navozuje zménu funkce enzymu, kterd mize mit roli
v mechanismu A/-navozené toxicity. [65, 68].

Bylo prokazano, ze pritomnost aktivniho ABAD pfi dostatku AS muze
prohloubit mitochondridlni dysfunkci a oxidativni stres in wvitro a in vivo.
Navic bylo zjisténo, ze vazba AS-ABAD muze ovliviiovat expresi riznych geni.
V mozku s AD byla zjisténa zvySena regulace téchto nékolika proteinti, napf.

antioxida¢ni protein peroxiredoxin-2, endofilin-1, aj. (viz obrazek 2.10) [70, 69].
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Obrazek 2.10: Disledky mitochondridlntho amyloid-g3
Dostupné z: [59]

Peroxiredoxin-2 je antioxidac¢ni protein, jehoz zvySena exprese je sympto-
matickd odpovéd buriky na zvySenou hladinu AS [69]. Dle Borger a kol. je AS
odpovédny za rozvrat mitochondridlni kalciové homeostazy, respektive vyliti
vapenatych iontu do cytosolu. Vapenaté ionty aktivuji CdK5 (cyclin dependent
kinase 5), kterd fosforyluje peroxiredoxin-2, a tim inaktivuje jeho antioxida¢ni

funkei, ¢imz dochazi k akumulaci ROS (viz obréazek 2.10) [59, 70].

Naopak zvysena exprese endofilinu-1 zptisobuje v korovych neuronech
vyznamnou aktivaci c-Jun N-terminalni kinasy, kterd je soucasti proapoptické
kaskady, coz zapfi¢inuje naslednou bunéénou smrt (viz obrazek 2.11) [71].

Byly uskute¢nény pokusy na zivych bunkach, které exprimovaly v kom-
binacich ABAD, enzymaticky inaktivni ABAD, A a APP. Bylo zjisténo, ze
zvySend toxicita byla pozorovana v bunkach, které exprimovaly AS, resp. APP
s aktivnim enzymem ABAD. Kombinace s inaktivnim enzymem vykazovala

nizsi toxicitu. Z toho vyplyva, ze zvysenou toxicitu vyvolava zména vlastnosti
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Souvislost ABAD s amyloidem-3
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Obrézek 2.11: Interakce amyloid-8-ABAD, resp. amyloid-3-ABAD-DP
Dostupné z: [70]

ABAD a ne jeho samotna inhibice [5].

Pfesny mechanismus toxicity komplexu AS-ABAD neni zndm. Predpoklada
se, ze po navazani A dochézi bud ke zméné aktivity enzymu, nebo ke zméné
distribuce (dochazi tedy k metabolizaci substrati z jinych kompartmenti).
Dochéazi k produkei toxickych aldehydi, zejména 4-hydroxynonenalu a malon-
dialdehydu, které jsou za normélnich podminek detoxikovany [5]. Byl proveden
experiment, ktery zjistil, ze toxické aldehydy byly tvoreny ve zvysené mire
v bunkach, které exprimovaly soucasné AS a aktivni ABAD. Na druhou stranu
bunky, které exprimovaly pouze ABAD, vykazovaly zvySenou resistenci vuci
toxickym aldehydam [72].

Interakce AB-ABAD je potencionalni farmakologicky cil. Byl pfipraven
navnadovy peptid (ABAD-decoy peptide; ABAD-DP), jehoz struktura zahrnuje
loop-D, tedy rezidua aminokyselin 92-120. Mél vyvazat Af3, a tim ochranit
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ABAD pred jeho pusobenim. Pti pokusech na bunkéch, které byly vystaveny AS,
se po podani ABAD-DP snizila tvorba ROS, snizilo se uvolnéni cytochromu C
z mitochondrii a zvysila se zivotaschopnost bunék (viz obrazek 2.11) [65].

Kvuli nevhodnym fyzikdlné-chemickym vlastnostem se vsak ABAD-DP
nehodi k peroralnimu podani, a proto je snaha najit nizkomolekuldrni mo-
dulatory ABAD. Napi. Xie a kol. publikovali vysledky malych modulatort
interakce AB-ABAD, kdy publikované molekuly byly derivaty frentizolu (viz
obréazek 2.12) [5, 73].

@)

N NH
o
H,CO S

Obrazek 2.12: Chemicka struktura frentizolu
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KAPITOLA

Experimentalni cast

3.1 Chemikalie a materialni vybaveni

Vsechna rozpoustédla a chemikalie byly dodany firmami Sigma-Aldrich, Merck,
Penta a byly pouzity bez dalsiho precisténi. Ke sledovani pribéhu chemickych
reakci byla pouzita tenkovrstva chromatografie (Silica gel 60 Fa54 na hlinikovych
féliich, Merck). Teploty tani byly zméfeny na bodotavku Stuart SMP30 a nejsou
korigovany.

NMR spektra (*H a 13C) byla méfena na 500/125 MHz Varian S500 spektro-
metr nebo na 300/75 MHz Varian Gemini 300 spektrometr. Chemické posuny
§ pro 'H a C spektra jsou uvedeny v ppm v poméru k signalu DMSO (4 2.50
ppm u 'H a ¢ 39.52 ppm pro C). Signaly jsou uvedeny jako singlety (s), Siroké
singlety (br s), dublety (d), triplety (t) ¢i multiplety (m). Interakéni konstanta
J je uvedena v jednotkach Hz.

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (HRMS) byla zaznamenana
LCMS systémem, slozeného z Dionex UltiMate 3000 analytical LC system a Q
Exactive Plus hybrid quadrupole-orbitrap spectrometer. lontovym zdrojem byl
Electro-spray ionization (HESI). (nastaveni: shealt gas flow rate 40, aux gas

flow rate 10, sweep gas flow rate 2, spray voltage 3.2kV, capillary temperature
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350 °C, aux gas temperature 300 °C, S-lens RF level 50. Pozitivni ionty byly
monitorovany v oblasti 100 - 1500 m/z s rozlisenim az 140000. Ziskand spektra

byla zpracovana v programu Xcalibur 3.0.63

3.2 Design novych sloucenin

Design pripravenych sloucenin byl odvozen na zakladé patentu CZ 305633
B6, jehoz predmétem jsou nové modulatory aktivity ABAD, strukturné zalo-
zené na bazi benzothiazolyl mocoviny. Dle vynélezu byly pripraveny derivaty,
které obsahovaly v poloze C6 benzo[d|thiazolu fluor a chlor. Na benzenovém
jadie byly substituenty zejména chlor, hydroxy skupina, fenoxy skupina ¢i
substituent s karbonylovou skupinou. Tento vynalez ukéazal, Ze slouCeniny
s hydroxy skupinou a chlorem vykazovaly inhibi¢ni G¢inky vaci ABAD, na dru-
hou stranu fenoxy skupina nebo substituent s karbonylovou skupinou vykazaly
spise aktivacéni aktivitu vuéi enzymu ABAD [74].

Tyto poznatky vedly k hypotéze, zda je mozné substituovat na benzenovém
jadre chlor za fluor za soucasného zachovani, ¢i vylepseni inhibi¢ni aktivity.
Analogicky byla vyslovena hypotéza ohledné substituentu v poloze C6 na

benzo|d|thiazolu.
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3.3 Priprava

3.3.1 Priprava meziprodukti

3.3.1.1 Priprava substituovaného

N-(benzo[d|thiazol-2-yl)-1 H-imidazol-1-karboxamidu

Q /SN 1R, =F

O,
N N N
w0 oowsse (T e
— — —_— > A _
R, s = =/ R; S 3:R, = -OCH,

1-3

Obréazek 3.1: Priprava meziproduktu

Benzo|d|thiazol-2-amin (5 mmol) byl rozpustén v dichlormethanu (DCM;
50 ml), poté byl pfidan 1,1’-karbonyldiimidazol (6 mmol). Reakéni smés byla
zahtivana na 45 °C po dobu 20 hodin. Smés byla ochlazena na laboratorni
teplotu a poté byl produkt odfiltrovan za snizeného tlaku. Produkt byl pouzit

do dalsiho kroku syntézy bez dalsiho precisténi (viz obrazek 3.1).

3.3.1.2 Priprava amina

3.3.1.2.1 Metoda 1

O,N

N PA/C: Hy: EtOH HN X 4: R, = 3-F, 4-OH
| R > | JRe  5:R,=2-0H,4-F
6: R, = 2-F, 4-OH

46

Obrazek 3.2: 1. metoda pripravy amini

Nitro-derivat (5 mmol) byl rozpustén v absolutnim ethanolu (EtOH; 15 ml).
Do reakéni smési byl pfidan Pd/C (10 % wt) a byla zavedena vodikova at-

mosféra. Smés byla michana po dobu 20 hodin. Pribéh reakce byl sledovan
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pomoci TLC (detekce ninhydrinem). Reakéni smés byla zfiltrovana pres Cel-
lite (Sigma Aldrich) a odpafena do sucha. Meziprodukt byl pfe¢istén pomoci
sloupcové chromatografie, odpaien do sucha a pouzit do dalsiho kroku syntézy
(viz obrazek 3.2). Byla pouzita modifikovana procedura zalozena na redukei

nitro-skupiny pomoci paladia a vodikové atmosféry [75].
3.3.1.2.2 Metoda 2

0N~ Fe: NH,CI N 7:R, = 2-OCH,, 4-F

| R, > | SR 8: R, = 3-F, 4-OH, 5-F
> . 2 : Ry =3-F, 4-OH, 5-
H20; MeOH, THF 9: R, = 2-OH, 3-F, 4-F

7-9

Obrazek 3.3: 2. metoda piipravy amint

Chlorid amonny (4 mmol) byl rozpustén ve smési HoO:MeOH (1:1, 4 ml),
s naslednym pridanim praskového zeleza (10 mmol). Nitro-derivat (1 mmol)
byl rozpustén v THF (4 ml) a postupné byl pridavan po kapkéch do reakéni
smési. Prubéh reakce byl sledovan pomoci TLC (detekce ninhydrinem). Po
ukonceni reakce byla smés naredéna smési MeOH/THF (1:1). Produkt byl
zfiltrovan pres vrstvu Cellite (Sigma Aldrich). Surovy produkt byl pre¢istén
pomoci sloupcové chromatografie, odparen do sucha a pouzit do dalsiho kroku
syntézy (viz obrazek 3.3). Tento postup byl pouzit a modifikovan z duvodu

nizsi tvorby vedlejsich produktu (dle TLC) v porovnani s metodou 1 [76].
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3.3.2 Priprava 1-(benzo[d|thiazol-2-yl)-3-fenylmocoviny

— T R2

N N
C[ \>—N?\: S P DMF; 45°C @N\ym "
R S | /_R2 - > R’ S

10-30

Obrazek 3.4: Priprava 1-(benzo[d]thiazol-2-yl)-3-fenylmocoviny

Substituovany N-(benzo[d]thiazol-2-yl)-1 H-imidazol-1-karboxamid (1 mmol)
byl rozpustén DMF (10 ml), poté byl pfidan amin (1,2 mmol). Reakéni smés
byla zahiivana na 45 °C po dobu 20 hodin. Smés byla ochlazena na laboratorni
teplotu, byl pridan roztok 1M HCI a reak¢ni smés byla ponechana v lednici po
dobu 1 hodiny. Produkt byl odfiltrovan za snizeného tlaku a byl promyt vodou
(30 ml) k odstranéni zbytkia DMF. Surovy produkt byl rekrystalizovan ze smési
MeOH:diethylether (1:1). Reakce byla provedena dle Xie a kol. [73] a nasledné
optimalizovana za ucelem vzniku mensiho mnozstvi vedlejsich produkti (dle

TLC) a dosazeni vyssiho stupné cistoty po rekrystalizaci (3.4).
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3.4 Pripravené meziprodukty

Meziprodukt R, R> Vytézek
1 6-F - 96
2 6-Cl - 97
3 6-OCHs - 96
4 - 3-F, 4-OH 84
5 - 2-OH, 4-F 92
6 - 2-F, 4-OH 76
7 - 2-OCHs, 4-F 75
8 - 3-F, 4-OH, 5-F 59
9 - 2-OH, 3-F, 4-F 68

Tabulka 3.1: Meziprodukty a jejich vytézky. Vytézky jsou uvedeny v %. Ozna-
ceni R; a Ry se vztahuji ke strukturam na obrazku 3.5. Meziprodukty 1-3 byly
detekovany pomoci TLC a pouzity bez dalsiho precisténi. Meziprodukty 4-9
byly detekovany dle TLC s barvenim ninhydrinem a precistény sloupcovou
chromatografii.

1-3 4-9

Obrazek 3.5: Chemické struktury meziproduktii
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3.5 Seznam pripravenych sloucenin

1. 1-(3-fluor-2-methoxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo|d]thiazol-2-yl)mocovina (10)

@)

N NH O
Iy
F S

10

Vytézek 85 %
Bod tani 366-368 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.34 (s, 1H), 9.16 (br s, 1H), 8.01 (d,
J = 8.4 Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.69 (dd, J = 8.8, 4.7
Hz, 1H), 7.24 (td, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 7.09 (td, J = 8.3, 6.3 Hz, 1H),
6.99 — 6.92 (m, 1H), 3.92 (s, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 158.96, 158.36 (d, J = 239.3 Hz),
154.79 (d, J = 243.4 Hz), 151.24, 145.75, 136.19 (d, J = 13.5 Hz), 133.02
(d, J = 4.6 Hz), 132.63 (d, J = 10.9 Hz), 124.09 (d, J = 8.9 Hz), 121.00
(d, J = 8.1 Hz), 114.59 (d, J = 2.5 Hz), 113.88 (d, J = 24.3 Hz), 110.50
(d, J = 18.5 Hz), 108.07 (d, J = 27.0 Hz), 61.53 (d, J = 4.8 Hz).

HRMS (ESI) vypoc¢teno pro C15H12F2N30oS [M+H] T 336.06128, nale-
zeno 336.06073.
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2. 1-(6-chlorbenzo[d]thiazol-2-y1)-3-(3-fluor-2-methoxyfenyl)mocovina (11)

0o

N NH O
e
cl S

11

Vytézek 71 %
Bod tani 341-343 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.41 (s, 1H), 9.16 (br s, 1H), 8.06 (s,
1H), 8.00 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.40 (dd, J =
8.7, 1.7 Hz, 1H), 7.13 — 7.05 (m, 1H), 6.99 — 6.92 (m, 1H), 3.92 (s, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 159.79, 154.78 (d, J = 243.3 Hz),
151.17, 147.94, 136.19 (d, J = 13.5 Hz), 133.15, 132.96 (d, J = 4.5 Hz),
127.04, 126.23, 124.08 (d, J = 8.9 Hz), 121.21, 121.16, 114.58 (d, J =
3.2 Hz), 110.54 (d, J = 18.6 Hz), 61.53 (d, J = 4.9 Hz).

HRMS (ESI) vypocteno pro C15H12CIFN302S [M+H] ' 352.03173, nale-
zeno 352.03156.



3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

3. 1-(3-fluor-2-methoxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo[d]thiazol-2-yl)mocovina (12)

F
O>_
N NH O
T L™/
\O S
12

Vytézek 54 %
Bod tani 329-331 °C; rozklad

'H NMR. (500 MHz, DMSO-d6) § 11.20 (s, 1H), 9.22 (br s, 1H), 8.02 (d,
J =82 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.14 — 7.04 (m,
1H), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.97 — 6.91 (m, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.80 (s,
3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 157.04, 155.79, 154.82 (d, J = 244.9
Hz), 151.20, 143.14, 136.13 (d, J = 13.5 Hz), 133.18 (d, J = 4.5 Hz),
132.60, 124.08 (d, J = 9.0 Hz), 120.59, 114.56, 114.47, 110.35 (d, J =
18.6 Hz), 104.90, 61.54, 55.60.

HRMS (ESI) vypoéteno pro C16H15FN303S [M+H]* 348.08127, nalezeno
348.08060.
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4. 1-(3-fluor-4-hydroxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo| d|thiazol-2-yl)mocovina (13)

OH

Vitézek 72 %
Bod téni 243 - 244 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 10.84 (br s, 1H), 9.62 (br s, 1H), 9.04
(s, 1H), 7.82 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.64 (dd, J = 8.8, 4.8 Hz, 1H),
7.43 (dd, J = 13.2, 2.4 Hz, 1H), 7.22 (td, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.07 —
6.97 (m, 1H), 6.96 — 6.85 (m, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 159.55, 158.30 (d, J = 239.4 Hz), 150.48
(d, J = 239.5 Hz), 145.11, 140.59 (d, J = 12.2 Hz), 132.49 (d, J = 10.6
Hz), 130.26 (d, J = 9.2 Hz), 120.49 (d, J = 11.6 Hz), 117.76 (d, J = 4.0
Hz), 113.80 (d, J = 24.4 Hz), 108.22 (d, J = 11.8 Hz), 107.89 (d, J =
7.7 Hz).

HRMS (ESI) vypoéteno pro C14H1gF2oN30oS [M+H]|T 322.04563, nale-
zeno 322.04550.



3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

5. 1-(6-chlorbenzo[d|thiazol-2-yl1)-3-(3-fluor-4-hydroxyfenyl)mocovina (14)

OH

Vytézek 29 %

Bod tani 281-282 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.89 (br s, 1H), 9.61 (br s, 1H), 9.04
(s, 1H), 8.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.43 (dd, J
= 13.2, 2.6 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 7.06 — 6.99 (m, 1H),
6.91 (dd, J = 9.8, 8.7 Hz, 1H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 160.23, 150.46 (d, J = 239.2 Hz),
140.62 (d, J = 12.0 Hz), 133.01, 130.16, 126.87, 126.20, 121.23, 120.68,
117.74 (d, J = 3.9 Hz), 115.62, 107.99 (d, J = 22.5 Hz).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14HjoCIFN302S [M+H]™ 338.01608, nale-
zeno 338.01575.
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6. 1-(3-fluor-4-hydroxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo[d|thiazol-2-yl)mocovina (15)

OH

Vytézek 30 %

Bod tani 250 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.68 (br s, 1H), 9.57 (s, 1H), 9.05 (s,
1H), 7.54 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.43 (d, J = 13.0 Hz, 1H),
7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.91 (t, J = 9.2 Hz,
1H), 3.79 (s, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 157.49, 155.67, 151.91, 150.47 (d, J

= 239.0 Hz), 140.43 (d, J = 12.0 Hz), 132.39, 130.39, 120.06, 117.73,
115.43, 114.35, 107.82 (d, J = 22.8 Hz), 104.96, 55.60.

HRMS (ESI) vypocteno pro C15H13FN303S [M+H]* 334.06562, nalezeno
334.06525.
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3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

7. 1-(4-fluor-2-hydroxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo[d]thiazol-2-yl)mocovina (16)

F
@)
N NH OH
T L
F S
16

Vytézek 78 %
Bod tani 226-228 °C; rozklad

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.16 (s, 1H), 10.63 (s, 1H), 8.76 (s,
1H), 7.99 (dd, J = 9.0, 6.3 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.66
(dd, J = 8.8, 4.8 Hz, 1H), 7.22 (td, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H), 6.69 (dd, J =
10.0, 2.9 Hz, 1H), 6.63 (td, J = 8.8, 2.9 Hz, 1H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159.10, 158.28 (d, J = 238.9 Hz),
157.91 (d, J = 239.3 Hz), 151.48, 147.73 (d, J = 10.9 Hz), 145.77, 132.71
(d, J = 10.9 Hz), 122.98 (d, J = 2.8 Hz), 120.83 (d, J = 8.9 Hz), 120.18
(d, J = 9.6 Hz), 113.76 (d, J = 24.2 Hz), 107.99 (d, J = 26.9 Hz), 105.04
(d, J = 21.8 Hz), 102.11 (d, J = 25.1 Hz).

HRMS (ESI) vypoé¢teno pro C14H1gFoN3O0oS [M+H]T 322.04563, nale-
zeno 322.04529.
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8. 1-(6-chlorbenzo[d]thiazol-2-y1)-3-(4-fluor-2-hydroxyfenyl)mocovina (17)

F
0
N NH OH
JLo
cl S
17

Vytézek 94 %
Bod tani 216-218 °C; rozklad

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.74 (br s, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.05 (d,
J = 2.2 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 9.0, 6.3 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 7.39 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 6.74 (dd, J = 10.1, 2.9 Hz, 1H), 6.62
(td, J = 8.7, 2.9 Hz, 1H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 160.03, 157.99 (d, J = 239.2 Hz),
151.55, 148.00 (d, J = 11.1 Hz), 147.84, 133.22, 126.87, 126.18, 122.90
(d, J = 2.7 Hz), 121.17, 120.97, 120.31 (d, J = 9.7 Hz), 104.95 (d, J =
21.6 Hz), 102.20 (d, J = 25.2 Hz).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14HjgCIFN302S [M+H]|* 338.01608, nale-
zeno 338.01566.



3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

9. 1-(4-fluor-2-hydroxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo[d|thiazol-2-yl)mocovina (18)

F
O
N NH OH
S—NH
-
O
18

Vitesek 99 %
Bod téni 207-208 %; rozklad

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.72 (br s, 1H), 8.88 (s, 1H), 7.96 (dd,
J = 9.0, 6.3 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H),
6.99 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 6.75 (dd, J = 10.1, 2.9 Hz, 1H), 6.61 (td,
J = 8.8, 3.0 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 157.91 (d, J = 239.0 Hz), 157.51,
155.76, 151.54, 147.97 (d, J = 11.0 Hz), 142.36, 132.42, 123.03 (d, J =
2.8 Hz), 120.28 (d, J = 10.1 Hz), 120.17, 114.48, 104.9, 104.90 (d, J =
21.6 Hz), 102.18 (d, J = 25.0 Hz), 55.64.

HRMS (ESI) vypocteno pro C15Hi3FN303S [M+H] ' 334.06562, nalezeno
334.06516.
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10. 1-(2-fluor-4-hydroxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo[d|thiazol-2-yl)moc¢ovina (19)

46

OH
o
N NH F
-t
E S
19

Vytézek 66 %
Bod tani 270 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.91 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 8.70 (s, 1H),
7.83 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.71 - 7.62 (m, 2H), 7.23 (td, J = 9.1,
2.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 12.5, 2.3 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 8.8 Hz, 1H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159.13, 158.30 (d, J = 239.2 Hz),
154.87 (d, J = 11.0 Hz), 154.21 (d, J = 242.5 Hz), 151.65, 145.76, 132.71
(d, J = 7.8 Hz), 124.16, 120.90, 116.87 (d, J = 11.4 Hz), 113.80 (d, J =
24.3 Hz), 111.11 (d, J = 2.8 Hz), 108.04 (d, J = 27.0 Hz), 102.74 (d, J
= 21.6 Hz).

HRMS (ESI) vypoé¢teno pro C14H1gFaN3OoS [M+H]|T 322.04563, nale-
zeno 322.0454.



3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

11. 1-(6-chlorbenzo|d]thiazol-2-yl)-3-(2-fluor-4-hydroxyfenyl)mocovina (20)

OH
o)
N NH F
L
Cl S
20

Vytézek 94 %
Bod tani 261-262 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.98 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.71 (s,
1H), 8.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 12.5, 2.6 Hz, 1H),
6.61 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 160.02, 154.91 (d, J = 10.9 Hz), 154.23
(d, J = 243.1 Hz), 151.62, 147.92, 133.21, 126.91, 126.17, 124.17, 121.19,
121.06, 116.82 (d, J = 11.6 Hz), 111.11 (d, J = 2.8 Hz), 102.74 (d, J =
21.6 Hz).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14H1oCIFN302S [M+H]™ 338.01608, nale-
zeno 338.0157.
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12. 1-(2-fluor-4-hydroxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo[d]thiazol-2-yl)mocovina (21)

OH
O
N NH F
Crpw
\O S
21

Vytézek 97 %
Bod tani 241 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.75 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 8.72 (s,
1H), 7.69 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 2.6
Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 12.5, 2.6 Hz, 1H),
6.64 — 6.58 (m, 1H), 3.79 (s, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 157.20, 155.70, 154.72 (d, J = 10.9
Hz), 154.12 (d, J = 242.3 Hz), 151.62, 143.11, 132.66, 124.04, 120.46,
117.05 (d, J = 11.7 Hz), 114.38, 111.09 (d, J = 2.8 Hz), 104.88, 102.72
(d, J = 21.6 Hz), 55.60.

HRMS (ESI) vypocteno pro C15H13FN303S [M+H] ' 334.06562, nalezeno
334.0663.
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3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

13. 1-(4-fluor-2-methoxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo[d|thiazol-2-yl)moc¢ovina (22)

F
0
N NH O
S—NH /
. s
22

Vytézek 97 %
Bod tani 364-366 °C; rozklad

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 6 11.30 (br s, 1H), 8.96 (br s, 1H), 8.05
(dd, J = 8.9, 6.3 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.71 - 7.62 (m,
1H), 7.23 (td, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 10.6, 2.6 Hz, 1H), 6.77
(td, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159.13, 158.32 (d, J = 239.6 Hz),
158.30 (d, J = 238.9 Hz), 151.52, 149.63 (d, J = 10.3 Hz), 145.67, 132.64
(d, J = 11.1 Hz), 123.66 (d, J = 3.0 Hz), 120.85 (d, J = 9.0 Hz), 119.91
(d, J = 9.4 Hz), 113.81 (d, J = 24.3 Hz), 108.02 (d, J = 27.0 Hz), 106.16
(d, J = 21.8 Hz), 99.72 (d, J = 27.2 Hz), 56.38 .

HRMS (ESI) vypoc¢teno pro Ci15H12F2N30oS [M+H] T 336.06128, nale-
zeno 336.0610.
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14. 1-(6-chlorbenzo[d]thiazol-2-yl)-3-(4-fluor-2-methoxyfenyl)mocovina (23)

50

F
0
N NH O
e
Cl S
23

Vytézek 94 %
Bod tani 356-358 °C; rozklad

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 11.28 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.11 — 8.01
(m, 2H), 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 7.02
(dd, J = 10.7, 2.7 Hz, 1H), 6.78 (td, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H).

13C NMR. (75 MHz, DMSO-d6) § 159.92, 158.33 (d, J = 239.8 Hz),
151.35, 149.52 (d, J = 10.2 Hz), 147.99, 133.21, 126.95, 126.22, 123.61
(d, J = 3.1 Hz), 121.21, 121.12, 119.76 (d, J = 9.5 Hz), 106.21 (d, J =
21.9 Hz), 99.73 (d, J = 27.2 Hz), 56.42.

HRMS (ESI) vypocteno pro C15H12CIFN302S [M+H]*™ 352.03173, nale-
zeno 352.0316.



3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

15. 1-(4-fluor-2-methoxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo|d]thiazol-2-yl)mocovina (24)

F
@)
N NH O
LI
\O S
24

Vytézek 88 %
Bod tani 324 °C; rozklad

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.07 (s, 1H), 8.94 (br s, 1H), 8.08 (dd,
J = 8.9, 6.3 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H),
7.01 (dd, J = 10.7, 2.8 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.77 (td,
J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.79 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 158.19 (d, J = 239.3 Hz), 157.16,
155.71, 149.45 (d, J = 10.3 Hz), 143.16, 132.61, 123.82 (d, J = 3.0 Hz),
120.49, 119.68 (d, J = 9.5 Hz), 114.40, 106.15 (d, J = 21.8 Hz), 104.86,
99.67 (d, J = 27.2 Hz), 56.38, 55.59.

HRMS (ESI) vypocteno pro C16Hi5FN303S [M+H] ' 348.08127, nalezeno
348.0812.
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16. 1-(3,5-difluor-4-hydroxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo[d|thiazol-2-yl)mocovina (25)

F OH

Vitézek 62 %
Bod t4n{ 317-319 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.94 (br s, 1H), 9.83 (br s, 1H), 9.25
(s, 1H), 7.88 — 7.79 (m, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.28 — 7.19 (m, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159.68, 158.31 (d, J = 239.2 Hz),
152.45, 152.16 (dd, J = 239.6, 8.7 Hz), 144.41, 132.22, 129.88 (t, J =
11.2 Hz), 129.03 (t, J = 16.3 Hz), 120.14, 113.85 (d, J = 24.2 Hz), 108.17
(d, J = 26.9 Hz), 103.34 — 102.69 (m).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14HgF3N302S [M+H]* 340.03621, nalezeno
340.0371.
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3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

17. 1-(6-chlorbenzo[d|thiazol-2-y1)-3-(3,5-difluor-4-hydroxyfenyl)mocovina (26)

R OH

Vytézek 90 %
Bod tani 304 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 9.82 (br s, 1H), 9.34 (s, 1H), 8.04 (d,
J = 2.2 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz,
1H), 7.26 — 7.18 (m, 2H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 160.52, 152.52, 152.15 (dd, J = 239.7,
8.7 Hz), 146.42, 132.68, 129.84 (t, J = 12.6 Hz), 129.07 (t, J = 16.3 Hz),
126.95, 126.26, 121.30, 120.19, 103.24 — 102.85 (m).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14HoCIF2N302S [M+H]* 356.00666, nale-
zeno 356.0077.
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18. 1-(3,5-difluor-4-hydroxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo|d]thiazol-2-yl)moc¢ovina
(27)

Vitézek 93 %
Bod tan{ 161-162 %

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 9.80 (s, 1H), 9.28 (s, 1H), 7.54 (d, J =
8.9 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.27 — 7.17 (m, 2H), 6.98 (dd, J
— 8.8, 2.6 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H).

13 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 155.94, 155.73, 152.17 (dd, J = 239.5,
8.8 Hz), 132.01, 130.27 — 129.85 (m), 128.89 (t, J = 17.3 Hz), 119.74,
114.68, 114.43, 105.22, 105.08, 103.22 — 102.56 (m), 55.63.

HRMS (ESI) vypoéteno pro Ci15H12FoN3O3S [M+H|™ 352.05619, nale-
zeno 352.0558.
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3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

19. 1-(3,4-difluor-2-hydroxyfenyl)-3-(6-fluorbenzo[d|thiazol-2-yl)mocovina (28)

F
F
O
N NH OH
T
S
F 28

Vytézck 96 %
Bod tan{ 209-210 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.23 (s, 1H), 10.88 (s, 1H), 8.91 (s,
1H), 7.84 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.83 — 7.78 (m, 1H), 7.67 (dd, J =
8.8, 4.7 Hz, 1H), 7.24 (td, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 6.91 — 6.82 (m, 1H).

130 NMR (75 MHz, DMSO-d6) 6 159.03 (d, J = 2.3 Hz), 158.32 (d, J =
239.0 Hz), 151.73, 146.29 (dd, J = 240.5, 10.7 Hz), 145.65, 140.11 (dd,
J = 238.6, 15.0 Hz), 136.27 (dd, J = 13.5, 2.0 Hz), 132.70 (d, J = 11.1
Hz), 125.39 — 125.25 (m), 120.87 (d, J = 9.0 Hz), 114.15 (dd, J = 8.1,
3.6 Hz), 113.84 (d, J = 24.3 Hz), 108.05 (d, J = 27.0 Hz), 106.17 (d, J
= 17.7 Hz).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14HoF3N302S [M+H]* 340.03621, nalezeno
340.0361.
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20. 1-(6-chlorbenzo|d]thiazol-2-yl)-3-(3,4-difluor-2-hydroxyfenyl)mocovina (29)

F
F
O
N NH OH
JO R
S
Cl 29

Vitézek 75 %
Bod t4n{ 212-213 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 6 11.29 (s, 1H), 10.89 (s, 1H), 8.92 (s,
1H), 8.07 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.84 — 7.77 (m, 1H), 7.66 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 7.41 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 6.93 — 6.82 (m, 1H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159.87, 151.53, 147.85, 146.26 (dd,
J = 240.8, 10.7 Hz), 140.07 (dd, J = 238.4, 15.1 Hz), 136.10 (d, J =
13.3 Hz), 133.20, 126.94, 126.20, 125.26 (t, J = 3.0 Hz), 121.18, 121.04,
113.96 (d, J = 6.4 Hz), 106.19 (d, J = 17.6 Hz).

HRMS (ESI) vypocteno pro C14HgCIFoN302S [M+H]t 356.00666, nale-
zeno 356.0065.



3.5. Seznam pripravenych slouc¢enin

21. 1-(3,4-difluor-2-hydroxyfenyl)-3-(6-methoxybenzo|d|thiazol-2-yl)mocovina
(30)

F
F
@)
N NH OH
Lo
\O S
30

Vytézek 99 %

Bod t4ni 198-200 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.73 (br s, 2H), 9.05 (s, 1H), 7.83 —
7.75 (m, 1H), 7.57 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.99
(dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.90 — 6.80 (m, 1H), 3.79 (s, 3H).

130 NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 157.27, 155.77, 151.68, 146.22 (dd, J
= 240.9, 11.1 Hz), 142.61, 140.11 (dd, J = 238.3, 14.9 Hz), 136.18 (d, J

= 13.6 Hz), 132.52, 125.46 (d, J = 3.1 Hz), 120.32, 114.47, 114.07 (dd, J
= 7.5, 3.0 Hz), 106.15 (d, J = 17.4 Hz), 104.92, 55.62.

HRMS (ESI) vypoc¢teno pro Ci15H12F2N3O03S [M+H] T 352.05619, nale-
zeno 352.0560.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.6 Stanoveni inhibi¢nich parametrt

3.6.1 Princip metody

Metoda je zalozena na redukci acetoacetyl-CoA pomoci ABAD a NADH jako
redukéniho ¢inidla (viz obrazek 3.6). Aktivita jednotlivych sloucenin byla

mérena na University of St. Andrews ve Skotsku.

3.6.1.1 Metodika

Reakéni podminky zahrnuji enzym ABAD (0,5 pug/ml), NADH (250 uM),
acetoacetyl-CoA (120 M) a testovanou latku (25 pM v 1% DMSO (v/v)).
Byl pfipraven pufr pro testovani (10 mM HEPES pufru, 0,5% (w/v)), zahfaty
na teplotu 37 °C, pH bylo upraveno na 7,4. Kontrolni roztoky, které byly
pripraveny, obsahuji ekvivalentni koncentraci DMSO (1% (v/v) a byly testovany
soucasné. Progrese reakci byla mérena pomoci klesajici absorbance NADH pti
A = 340nm (viz obrazek 3.7). Testovani probihalo za pouziti spektrofotometru
SpectraMAX M2e. Reakce byla zastavena ve chvili, kdy hodnota absorbance

dosahla ustéleného stavu (R? > 0,9).

NADH NAD"

O O Kj OH O
o g oA o Con

Amyloid vazajici
alkoholdehydrogenasa

Obréazek 3.6: Princip metody
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3.6. Stanoveni inhibi¢nich parametri
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Obrézek 3.7: Absorpéni spektrum NADT/NADH
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KAPITOLA

Vysledky a diskuse

Bylo pfipraveno celkem 7 sérii analogt frentizolu, tedy 21 sloucenin (viz obrazek
4.1).

Slou¢eniny 13-21 byly pripraveny z aminti, které byly ziskany dle metody 1
(viz kapitola 3.3.1.2.1), slouceniny 22-30 byly pfipraveny z amini dle metody 2
(viz kapitola 3.3.1.2.2).

Metoda 2 pripravy amint byla pouzita, ackoliv poskytovala nizsi vytézky
nez metoda 1, z duvodu nizsi tvorby vedlejsich produkta (dle TLC), bez
nutnosti sloupcové chromatografie kone¢ného produktu. Obecné u sloucenin
22-30 byly vyssi vytézky oproti slou¢eninam 13-21.

Vytézky se pohybovaly v rozmezi 29 - 99 %.

Nejnizsimi vytézky se vyznacovaly slouCeniny 14, 15. Pri¢inou mohlo byt
pouziti aminu, ktery byl pfipraven pomoci metody 1, a nutnost jeho precisténi
sloupcovou chromatografii.

Pro test inhibi¢ni aktivity sloucenin byl pouzit screeningovy test pti fixni
koncentraci inhibitoru 25 M k odhaleni t¢innych inhibitort. Vysledky byly
uvedeny jako zbyvajici aktivita ABAD. Z vysledki modulac¢ni aktivity, uvede-
nych v tabulce 4.1 Ize vy¢ist SAR.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Bylo zjisténo, Ze nékteré slouceniny ABAD neinhibuji, ale mohou jeho
aktivitu mirné zvysovat (19-23, 28-30).
Substituce v poloze C6 benzo|d|thiazolu fluorem se jevi jako nejméné

vyhodnd oproti chloru ¢i methoxy skupiné z divodu nizsi schopnosti inhibovat

ABAD.

Methoxy skupina v poloze C6 benzo|d|thiazolu mé oproti substituci chlorem
mirné vystupnované inhibi¢ni ti¢inky na ABAD. Tento rozdil vSak neni prilis
vyznamny.

Vyznamné rozdily mizeme vidét v substituci na benzenovém jadre, kde
se jevi vyhodnéji kombinace substituentii fluoru a hydroxy skupiny. MiZzeme
si vsimnout, ze fluor v poloze C3 a hydroxy skupina v poloze C4 (13, 14,
15) vykazuje silnéjsi inhibiéni schopnost via¢i ABAD oproti hydroxy skupiné
v poloze C2 a fluor v poloze C4 (16, 17, 18). Na druhou stranu, slouceniny,
obsahujici hydroxy skupinu v poloze C4 a fluor v poloze C2 (19, 20, 21 naopak
ABAD mirné aktivuji.

Slouceniny, které obsahuji v poloze C3 fluor a v poloze C4 hydroxy skupinu
(13-15) maji vyrazné vétsi inhibiéni G¢inky na ABAD nez ostatni slou¢eniny
(10, 11, 12, 16-30).

7da se, ze methoxy skupina neni vhodny substituent na benzenové jadro.
Pokud je methoxy skupina v poloze C2 a fluor v poloze C3, slouceniny vykazuji
pouze slaby inhibi¢ni efekt (10, 11, 12). Na rozdil od jejich polohovych
izomertu (22, 23, 24), které obsahuji fluor v poloze C4, vyznacujici se aktiva¢ni
schopnosti.

Methoxy skupina na benzenovém jadie v poloze C2 (22, 23, 24) na rozdil
od volné hydroxy skupiny ve stejné poloze (16, 17, 18) nevykazuje inhibi¢ni
ucinky (kromé velmi slabé inhibice u slou¢eniny 24).

Pri substituci benzenového jadra vice nez dvéma substituenty dochazi bud
ke snizeni inhibi¢niho u¢inku (25, 26, 27), popf. k vymizeni inhibice ABAD
(28, 29, 30).
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Nejsilnéjsi aktivacéni schopnosti ukézal testovany moduldtor (22), majici
na benzenovém jadire methoxy skupinu v poloze C2, fluor v poloze C4 a fluor
v poloze C6 benzo[d|thiazolu.

Nejsilnéjsi inhibi¢ni aktivitu projevila pripravend sloucenina (15), obsa-
hujici methoxy skupinu v poloze 6 benzo[d|thiazolu a na benzenovém jadre
v polohéach C3 fluor a C4 hydroxy skupinu. Moznym vysvétlenim zjisténé mirné
aktivace enzymu miuze byt chyba meéreni nebo interference testovanych slouce-
nin s komponenty screeningového testu. Tento efekt bude podroben dalsimu
vyzkumu.

Vysledky inhibi¢ni aktivity testovanych sloucenin jsou znazornény na ob-

razku 4.2.

N NH
S—NH
S

Obrazek 4.1: Vysledny produkt - 1-(benzo|d|thiazol-2-yl)-3-fenylmocovina

R1
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Modulator Ry Ry Vytézek Aktivita SEM
Kontrola - - - 100 0,00
10 6-F 2-OCHs, 3-F 85 71,7 0,95
11 6-Cl1 2-OCHs, 3-F 71 44,0 0,94
12 6-OCHs 2-OCHs, 3-F 54 56,7 1,31
13 6-F 3-F, 4-OH 72 23,3 0,33
14 6-Cl1 3-F, 4-OH 29 33,9 0,52
15 6-OCH3; 3-F, 4-OH 30 14,2 0,46
16 6-F 2-OH, 4-F 78 48,2 0,56
17 6-Cl 2-OH, 4-F 94 33,7 0,23
18 6-OCHs; 2-OH, 4-F 99 58,7 0,55
19 6-F 2-F, 4-OH 66 110,50 0,60
20 6-Cl 2-F, 4-OH 94 110,79 1,08
21 6-OCHs 2-F, 4-OH 97 110,25 1,17
22 6-F 2-OCHs, 4-F 97 115,57 0,61
23 6-Cl 2-OCHs, 4-F 94 113,19 1,29
24 6-OCHs 2-OCHs, 4-F 88 95,70 0,66
25 6-F 3-F, 4-OH, 5-F 62 68,24 0,57
26 6-Cl 3-F, 4-OH, 5-F 90 66,94 0,42
27 6-OCHs 3-F, 4-OH, 5-F 93 55,34 0,60
28 6-F 2-OH, 3-F, 4-F 96 105,07 1,10
29 6-Cl 2-OH, 3-F, 4-F 75 106,58 1,17
30 6-OCHs 2-OH, 3-F, 4-F 99 106,94 0,75

Tabulka 4.1: Vytézky a vysledky méfeni inhibi¢ni aktivity testovanych sloucenin.
Vytézky jsou uvedeny v %. Aktivita je vyjadrend jako zbyvajici aktivita ABAD
v % pri fixni koncentraci moduldtoru 25 uM se standardni odchylkou priméru
(SEM). Oznaceni Ry a Ra se vztahuji ke struktufe na obrazku 4.1.
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Obrézek 4.2: Inhibice ABAD pfi fixni koncentraci inhibitoru 25 yM






Zaver

V ramci diplomové prace bylo pripraveno 21 potencialnich modulatora ABAD.
Byla stanovena in vitro inhibiéni aktivita vaci ABAD, vysledky byly vyjadieny
jako zbyvajici aktivita ABAD. 13 sloucenin vykazuje inhibi¢ni ui¢inky, zbylé
produkty enzym ABAD mirné aktivuji. Na zakladé ziskanych vysledki byly
stanoveny vztahy mezi strukturou a ic¢inkem pripravenych sloucenin.
Slouc¢eniny s methoxy skupinou v poloze 6 benzo[d]thiazolu obecné vykazo-
valy mirné zvysené inhibi¢ni schopnosti oproti substituci chlorem nebo fluorem.
7Z hlediska inhibice byla substituce na benzenovém jadie v polohach C3 fluorem
a C4 hydroxy skupinou nejiac¢innéjsi. Slouceniny s vyssi mirou inhibice ABAD

bude vhodné podrobit dalsimu vyzkumu.
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Test kognitivnich funkci-Mini Mental State Exam (MMSE)

Oblast hodnoceni:

Max.skore:

1. Orientace:
Polozte nemocnému 10 otazek.
Za kazdou spravnou odpoveéd’ zapoditejte 1 bod.
- Ktery je ted rok?
- Kter¢é je ro¢ni obdobi?
- Muzete mi fici dnes$ni datum?
- Ktery je den v tydnu?
- Ktery je ted’ mésic?
- Ve kterém jsme staté?
- Ve které jsme zemi?
- Ve kterém jsme mé&sté?
- Jak se jmenuje tato nemocnice?(toto oddéleni?,tato ordinace?)
- Ve kterém jsme poschodi?(pokoji?)

RPRRPRRRERRRRERRE

2. Pamét:
Vysetiujici jmenuje 3 libovolné pfedméty (nejlépe z pokoje pacienta-
napiiklad zidle, okno, tuzka)a vyzve pacienta, aby je opakoval. Za kazdou
spravnou odpovéd’ je dan 1 bod

3. Pozornost a pocitani:
Nemocny je vyzvan, aby odecital 7 od ¢isla 100, a to 5 krat po sobé.
Za kazdou spravnou odpovéd’ je 1 bod.

4. Kratkodobd pamet’ (=vybavnost):
Ukol zopakovat 3 diive jmenovanych predméti (viz bod 2.)

5. Re¢ komunikace a konstrukéni schopnosti:
(spravna odpovéd’ nebo splnéni tkolt = 1 bod)
Ukazte nemocnému dva pfedméty (pi.tuzka,hodinky) a vyzvéte ho aby je
pojmenoval.
Vyzvéte nemocného, aby po vas opakoval:

- Zadnaale

- Jestlize

- Kdyby
Dejte nemocnému tiistupiiovy piikaz:
,,Vezméte papir do pravé ruky, pieloZte ho na pil a poloZte jej na podlahu.”
Dejte nemocnému piecist papir s napisem ,,Zaviete o¢i®.
Vyzvéte nemocného, aby napsal smysluplnou vétu (obsahujici podmét a
prisudek), ktera dava smysl)

Vyzvéte nemocného, aby na zvlastni papir nakreslil obrazec podle piedlohy.

1 bod jsou-li zachovany vsechny uhly a protnuti vytvaii tyfihelnik.

Hodnoceni:

00— 10 bodi  t&zka kognitivni porucha

11 -20bodli  stfedné tézka kognitivni porucha
21 -23 bodt  lehka kognitivni porucha

24 —30bodi  pasmo normalu

Obrazek 5.1: MiniMental State Examination
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JMEND

MONTREALSKY KOGNITIVNI TEST (Nasreddin(iv test)  vzdatani : Patum parozens -
Pohlavi : DATUM
Qkogpirujte | Namalujte afernik a oznatte
Kryehli 11 hodin 10 minut (3 body)
] {1 [ 1] L
kontura Gislice TUEICKY
>
i 3
R I
s J
[] 1l
Predtéte tadu slov, Testovany TVAR SAMET KOSTEL | KOPRETINA [EERVENA
| musi opakovat. Zopakuyjte jo T ook sadny
At Jednau. Po 5 minuta -POKUS z: :y
pozadejte o opakovani siov. | 2_pokus N
m Pettéte Fadu &sel {3 za vefinu). Testovany je mé zopakovet, jek Sazasebou. [ ]2 18 5 4
Testovany je mé zogakaval pocpalku, [ ]742 _ 12
Ctate fadu pismen. Testovany musi kiepaout pratem pokads, kdyz usly$i A, FE 2 avica :hyhém nedostane Fadny bad.
{ ]FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAR —
Mnozina odeZt 7 vd 100 [ 193 [ )86 [ 179 [ 172 [ 185
A-R gpedunigoh odeéd = 3 body § 2-3 spedwné = 2 body /| spravay = 1 bed / @ sprivny = 0 bod .ﬂ...ls
Opakujia po mp&:  Pouze vim, Ze je to Jan, kdo mé dnes pomaéhat. | ]
Kdy? jsou v mistnosti psi, kotka se vidy schové pod gaud. [ ] 12
Vybavovant slov: Fekndte oo nejvice slov. kierd zaginaji pismenem K, biham 1 minuty, [ 1] [CERLELT I
Abstrakce Pousbinast mezi napi, handn-pomeran = ovace. [ ]vlak - bicykl [ 1hedinky - pravitka |__ /2
Pozdgjsi Vybaven slav TVAR SAMET KOSTEL [KOPREMINAJCERVENA  wooy su uaet puoce |15
3 BEZ NAPOWEDY [1 [] 1 [ ]| =ezwniroveDy
Orient Jdatum [ JImésic [ Jrok [ Jden [ Imista [ ]miste | 1B
@ Z.Nazeddine MO HoRNA 226030 | CELKEM 130
www.mocatest.org Pzt 1 bod e, Kaf o y

Obrazek 5.2: MoCA test
(78]

83



5. PriLony

Skore Popis Piiklady

1

Bezchybné provedeni

= Cislice 1-12 ve spravném pofadi i misté
« dvé ruticky ve spravné poloze

Lehkéa prostorova chyba ciferniku hodin

s vzdalenosti mezi Cislicemi nerovnomérmeé
= Cislice mimo kruh

« otofeni papiru s otodenim &islic

+ pouiiti pomocnych &ar pro lepsi orientaci

Chybné zaznamendni &asu, zachované c
prostorové uspofiadani hodin

+ pouze jedna rucitka
+ &as zaznamendn slovné .10 hodin 10 minut*
+ das viibec nezaznamenan

Stfedni stupeii prostorové dezorganizace,
takie zaznamenani asu nenl moiné

* nepravidelné mezery

= zapomenuti Cisel

= parseverace: opakovani kruhu, &islice
na jednu stranu od 12

* zaména pravy-levy (Cislice proti sméru)

= dysgrafie = chybéji Citelné Cislice

Téika prostorova dezorganizace
* jako u skére 4, ale silndji vyjadfeno

Chybi zakresleni hodin
(CAVE: vyluéte depresi/delirium)
= Zadny pokus zakreslit hodiny

* ani vzdalena podobnost s hodinami
* napsano slovo nebo jméno

84

Obrazek 5.3: Test kresleni hodin
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NMDA receptor binding sites

Glutamate Ca?* Zn*

NMDA 0. / ’
\ l l:a\ / antagonists
Glycine, D-Serine —___

Extracellular

——— Polyamines

Intracellular

MK-801 o .
Memantine ) Mg
Amantadine K

PCP

Obrazek 5.4: NMDA Receptor
[80]
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