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Ellmanovy metody

Cholinesterasy (ChEs) patii k vyznamné skupiné enzymii naseho organismu.
Nejznamé;jsi acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa hraji dtlezitou roli v terapii fady
onemocnéni, mimo jiné i v terapii Alzheimerovy choroby (AD). Jedna se o neurodegenerativni
chorobu, které¢ se vyskytuje zejména u osob star§iho v€ku. Patii mezi nejcastéjsi formy demence
a jeji vyskyt stale stoupa. Doposud nebyla vyvinuta efektivni terapie AD, dostupna je 1écba
pouze symptomaticka. Je proto nezbytné hledat takova terapeutika, ktera by byla schopna tuto

zavaznou nemoc zastavit ¢i vylécit.

Cilém této prace bylo stanoveni inbihi¢ni koncentrace nové syntetizovanych
potenciondlnich 1é¢iv AD vii¢i obéma ChEs. Testovano bylo celkem 27 derivatl odvozenych
od takrinu, jez byly obohaceny o substituenty zajiSt'ujici niz$i toxicitu a lepsi penetraci do
mozku. Inhibi¢ni potencial testovanych latek byl stanoven spektrofotometricky pomoci

Ellmanovy metody.

Zjisténé vysledky inhibi¢ni aktivity byly ovlivnény jak poctem, tak i1 druhem
navazanych funkénich skupin. VétSina z testovanych latek vSak neprojevila vyssi inhibi¢ni

potencial nez odpovidajici standard. NejlepSich inhibi¢nich vysledkti dosdhly derivaty



substituované atomem chloru v poloze 5 aminochinolinového skeletu. NavySeni poctu atomu

chloru v molekule inhibiéni potencial snizuje.

Nejvhodnéjsim kandidatem pro dalsi testovani v hleddni u¢inného potenciondlnho
lé¢iva AD se jevi latka LG 624, kterd prokazala nejvyssi inhibi¢ni uc¢innost vi€i AChE (ICso=

34 nM) 1 vici BChE (ICs50=62 nM) ze vSech testovanych latek.
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Cholinesterases (ChEs) belong to an important group of enzymes in our body. The best
known acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase play an important role in the treatment
of many diseases, including Alzheimer's disease (AD). It is a neurodegenerative disease that
occurs mainly in the elderly. It is one of the most common forms of dementia and its incidence
is still increasing. To date, no effective therapy for AD has been developed, only symptomatic
treatment is available. It is therefore necessary to look for therapeutics that would be able to

stop or cure this serious disease.

The aim of this work was to determine the inhibitory contraction of newly synthesized
potential drugs AD against both ChEs. A total of 27 tacrine derivatives were tested, which were
enriched with substituents ensuring lower toxicity and better penetration into the brain. The
inhibitory potential of the test substances was determined spectrophotometrically using the

Ellman method.

The results of inhibitory activity were influenced by both, the number and the type of
functional groups attached. However, most of the test substances did not show a higher

inhibitory potential compared to the corresponding standard. The best inhibitory results were



obtained by chlorine-substituted derivatives in position 5 of the aminoquinoline skeleton.

Increasing the number of chlorine atoms in the molecule reduces the inhibitory potential.

The most suitable candidate for further testing in the search for an effective potential
drug for AD appears to be LG 624, which showed the highest inhibitory activity against AChE
(ICs0 = 34 nM) and against BChE (ICso= 62 nM) of all tested substances.



UVOU ccuurennnenmnrenneinnseenssessssessssessssessssesssssssssssssassasessssessssesssssssssssssassssessasessssssssssssssssssssssssssssassasess 9
1. Cholinesterasy........ccceeeureecscnassesens 10
1.1 ACetylChOIINESTEIASA. ... vveieiieeiiieeiiie ettt ettt e e sae e e ae e e saeeeeaeesasaeessseeensseeennns 11
1.2 BUtyryIChOINESIETASA .....eeeevieeiieeciiie ettt et ae e et e e st e e sraeesareeeeens 13

2. Alzheimerova ChOroba ........ueeiiiuiiiiniiiiniiiinticnntensnticnntecstecsstecssescssssssssssessssnssssseenes 14
2.1 Epidemiologie a rizikoVe faKtory ........ccceieiiiieiiieeiiie et 14
2.2 DHAGNOSTIKA. ...vieeiieeiieeiie ettt ettt ettt e st e et e st e ebeesaaeebeesabeenbeessaeenbeessseenbeenseeenseas 16
2.3 Prabeh @ ProjeVy AD .....ocuiiiiieiie ettt ennaas 17
2.4 PatOTYZIOIO@IC. ..c.uvieiieieie ettt ettt ettt ettt e e be e et e et estbeenbeeetaeenbeennaeenreas 18
2.4.1 B-amyloidni RYPOLEZA.......ccueevuiiiiiiiiieiiecie ettt 20
2.4.2 TaU NYPOLEZA ..ottt ettt st e e st e e s e e seaee e enneeennnes 21
2.4.3 Cholinergni hyPOtEZa ........c.ccccuiiiiiiriiiiiieiie ettt ettt eaeees 22
2.4.4 Geneticky podklad 0nemOCNENT .........ccueeriieiiieriieiieie ettt 25
2.4.6 Excitotoxicita a proapoptotické faktory .........cccveevuierieeiiieniiciiecie e 26

R IR DTl 1 7 T 27
3.1 Inhibitory ChOINESIETAS ... .eevieiiieiieciie ettt ettt et ebeesaeeesbeeneaeensees 27
3.2 Antagonista NIMDA T€CEPTOTT ...ccuveeruiiiiieriiieiieeie ettt ettt st sate b e seeesaeeas 29
3.1 Multi-target-directed 1iZands...........ccceeiieiiiiiieiiieee e 30
3.1.1 Takrin @ JEho deTIVALY ....cceieiiieiiieiieeie et ettt et 32

4. Cil prace ......ceeeeveecruensenenne 35
5. Metodika .......cceevueeervunecsnnccnnns 36
5.1 PrNCIP MELOAY ...eentiiiiieiieeiie ettt ettt ettt et ettt e et e bt e e eesseesaseenaeeens 36
5.2 ChemMIKALIE ....ooouiiiiiieiiee et ettt ettt et e et e bt e s b e e seeeaseenaeeens 38
5.3 POSEUDP MIGTENT ...eeeitiiiiiieeiiie ettt ettt e st e e et e e et e e sbeeeeabeeenasee s 40
5.4 PTStroje @ POMUCKY .....oouiiiiiiiieeie ettt ettt ettt 40
5.5 ZpracovaAnT VYSIEAKT .......cooiiiiiiiiiiie e 41

6. VysledKy ...ceevueesuencnensnncnne 42
7. DiSKUZe .....uueeeueevercueninnnnnee 54




Seznam pouzitych zkratek

AD - Alzheimerova choroba

ACh - acetylcholin

AChE - acetylcholinesterasa

AChEI - inhibitory acetylcholineterasy
AChR - acetylcholinovy receptor

Apo-E - apolipoprotein E

APP - amyloidovy prekurzorovy protein
ATChI - acetylthiocholinjodid

AP - B-amyloid

BChE - butyrylcholinesterasa

BTChI - butyrylthiocholinjodid

CAS - katalytické aktivni misto

CNS - centralni nervovy systém

FDA - Food and Drug administration
FvVZzZ - fakulta vojenského zdravotnictvi
HEB - hematoencefalickd bariéra
ChAT - cholinacetyltransferasa

ChEs - cholinesterasy

ICso - inhibic¢ni koncetrace

LDso - davka latky, kteréd zpiisobuje smrt u 50 % testované populace
MAO - monoaminooxidasa

mAChR - muskarinovy receptor



MMSE - test kognitivnich funkci

MTDLs . multifunkéni 1é¢iva

Mi.s - muskarinové receptory typu 1-5
nAChR - nikotinovy receptor

NMDA - N-methyl-D-asparagova kyselina
NPL - nervove paralytické latky

OopP - organofosfat

PAS - periferni anionické misto
PSEN-1 - presenilin 1

PSEN-2 - presenilin 2

ROS - reaktivni formy kysliku

SD - smérodatna odchylka méteni

SI - index selektivity

THA - takrin

7-MEOTA - 7-methoxytakrin

6-CI-THA - 6-chlortakrin



Uvod

Cholinesterasy (ChEs) jsou skupinou enzymu, které maji nezastupitelnou roli v naSem
organismu. V soucasnosti jsou znamé 2 ChEs a to acetylcholinesterasa (AChE) a
butyrylcholinesterasa (BChE). AChE ma zasadni roli v ukonceni cholinergni neurotransmise,
BChE ma spise detoxikacni vyznam a podili se na metabolismu urcitych latek v organismech.
Znalost struktury a funkce téchto enzymii je dilezita soucast terapie fady riznych onemocnéni.
Inhibitory AChE (AChEI) se pouzivaji k terapii autoimunitniho onemocnéni Myasthenia
gravis, k 1é¢bé riznych druhti demenci véetné Alzheimerovy choroby (AD) ¢i jako profylaktika

pii otravé nervove paralytickymi latkami.

AD je fazena mezi nejCastéj$Si formy demence. Jednd se o neurodegenerativni
onemocnéni, které postihuje zna¢nou cast populace vyssiho véku a jeho incidence neustale
stoupa. Typickymi projevy je porucha koncentrace, prostorova dezorientace, zmény chovani a
osobnosti, porucha kognitivnich funkci az Gplna ztrata paméti. Etiopatogeneze nemoci neni
doposud zcela objasnéna a stale neexistuje 1é¢ivo, které by dokazalo AD vylécit. Existuje vSak
cela fada hypotéz, které se snazi mozny vznik nemoci vysvétlit. Nejzndméjsi z nich jsou
hypotéza amyloidni, zaloZzend na ptedstavé nadmérného ukladani peptidu B amyloidu a
nasledné kumulaci neuritickych plakii v mozkové tkani, teorie hyperfosforylovaného proteinu
tau, glutamatergni a cholinergni hypotéza ¢i teorie oxidacniho posSkozeni. Snahu o nalezeni
efektivniho 1éc¢iva, které by dokazalo priibéh nemoci zastavit ¢i ji zcela vylécit komplikuje fakt,
ze AD je multifaktoridlniho charakteru, kdy jsou poSkozeny jak anatomické soucésti v CNS,
tak i biochemické procesy. V CR jsou prozatim k terapii AD schvélena 4 1é¢iva. Jedna se o
AChEI, které zvySuji mnozstvi acetylcholinu (ACh) na nervovych spojich pro vedeni vzruchu
v CNS. Do této skupiny patii donepezil, rivastigmin a galantamin. A poslednim lékem
pouzivanym k terapii AD je antagonista NMDA receptorli memantin. Tato dostupna léCiva
slouzi pouze k mirnéni pfiznakii a zpomaleni progrese nemoci. V soucasnosti se vyvoj
zaméfuje na hledani takovych latek, které dokazou ovlivnit né€kolik patologickych jevil

soucastng. Tato terapeutika se oznacuji jako multi-targed-directed ligands ( MTDLs).



1. Cholinesterasy

Cholinesterasy (ChEs) je souhrnny nazev pro skupinu piibuznych enzymt, které

katalyzuji primarné hydrolyzu estert cholinu rychleji nez jiné estery za optimalnich podminek.
Tato skupina enzymt ma vliv na rizné typy karboxylovych esterti. (Aldridge, 1953)
U obratlovct rozliSujeme dva zdkladni typy ChEs a to acetylcholinesterasu (AChE) a
butyrylcholinesterasu (BChE). Dle mezinarodni biochemické unie (IUB) spadda AChE do tiidy
EC 3.1.1.7 a BChE do ttidy EC 3.1.1.8. Tyto dva typy jsou rozliSeny na zaklad¢ historického
déleni podle substratové specifity. [ kdyz jsou to enzymy ptibuzné, jejich riznoroda substratova
specifita je dana rozdilnym poc¢tem aromatickych zbytkii v aktivnich mistech enzymi. U BChE
je 6 ze 14 aromatickych zbytki aminokyselin nahrazeno alifatickymi zbytky. Tento fakt
veétsi. Nahrada aromatickych kyselin alifatickymi vedla k selektivni citlivosti vici riznorodym
inhibitoriim obou enzymd. (Saxena, 1997)

AChHE 1 BChE si jsou strukturné velmi blizké, sdili az 65 % sekvence aminokyselin, i
navzdory tomu, Ze podklad pro vnik jim davaji riizné geny na lidskych chromozomech.
V piipadé AChE se jedna o chromozom 7 a v ptipadé BChE o chromozom 3. (Allderdice et al.,
1991) Obé¢ tyto esterasy jsou pifitomny ve velkém mnozstvi v lidském téle a jsou fazeny do
nadrodiny tzv. serin-proteinovych hydrolas. AChE se vyskytuje pfevazné ve svalech, mozku,
membrandch erytrocytll, nejvyssi aktivitu v§ak vykazuje v cholinergnim systému. (Brunovsky,
2007) Zatimco BChE ma vysokovou afinitu v jatrech, stievé, srdci, plicich a ledvinach, kde mé

Sir$i substratovou specifitu. (Pohanka, 2011; Lincova a Farhali, 2007)
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1.1 Acetylcholinesterasa

Acetylcholinesterasa (AChE) téz zndma po nazvy acetylcholin acetylhydrolasa ¢i jako
prava ChE typu 1 je membranové ulozend glykoproteinova struktura, ktera existuje v nékolika
izoformach, které maji katalytické vlastnosti téméf stejné, ale lisi se tim, jak se vazou na povrch
buiiky a oligomerni strukturou. Jeji hlavni funkci je rychld degradace neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) ze synaptické Stérbiny. Hydrolytickym rozkladem ACh vznika cholin a
acetat, pfitom cholin se recykluje zpét do nervovych zakonceni, diky vysokoafinitniho
prenosového systému, ktery je zavisly na koncentraci Na'iontl, kde se z néj syntetizuje nova
molekula ACh. (Obr. 1) AChE vykazuje vysokou katalytickou aktivitu, je uvadéno, ze kazda
molekula AChE degraduje az 10° - 10° molekul ACh. Maximalni rychlost hydrolyzy je pfi
koncentraci ACh 2,5-3x107* M. Optimaélni rychlost z4visi na &istot& enzymu, ale i na jeho zdroji

a pH. (Radic a Taylor, 2006)

Struktura AChE je rozsahle prozkoumana od roku 1990. Prvni experimenty byly
provadény na AChE, izolované z druhu elektrického thote (Torpedi californica). Strukturné je
molekula AChE elipsovitého tvaru, tvofena 12ti B-skladanymi listy, které obklopuje 14 a-
helixii. (Colovic, 2013) AChEs maji nékolik réiznych forem. V mozku zdravého &lovéka
prevlada tetramerni forma G4 a pouze v malé mife je pfitomna monomerni forma G1. U AD

roste vyrazné podil formy G1 a klesa podil G4. (Jirdk, 2002)

Sougasti enzymu je piitomnost 20A hluboké kavity, ktera slouzi jako vlastni aktivni
misto, zodpovédné za hydrolyzu ACh. Klinické studie se shoduji na pfitomnosti 2 vazebnych

bodd, a to periferniho anionického mista (PAS) a aktivniho katalytického mista (CAS).

PAS AChE, znamé téZ jako P anionické misto, se nachazi na povrchu katalytické kavity. Je
tvofeno aromatickymi aminokyselinami — Tyr70, Tyrl121, Trp279, kdy pravé posledné
zminovany Trp279 ma kli€¢ovou adhezni funkei pro AChE. (Johnson, 2006) Diky hydrofobnim
interakcim dojde k vazbé substratu s nizkou afinitou a jeho posunuti hloubé&ji do dutiny, na
jejimz dné se nachazi katalytické misto. (Dvir, 2010) Prvnim krokem pfi katalyze enzymu je

pfechodna vazba na PAS kvartérnim aminem cholinové ¢asti enzymu.

CAS AChHE se nachazi u dna dutiny a je tvofeno anionickym mistem a esteratickym mistem,
umisténym hned vedle. Aktivni misto je obklopeno 14 aromatickymi aminokyselinami, jejichZ

zbytky interaguji se substraty. Pfitomnost m elektronli aromatickych jader aminokyselin
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zajistuje konformacéni zmeny, ¢imz dojde k rozsiteni kavity pro spravnou orientaci a penetraci

substratu. (Pohanka, 2011; Sussman 1992)

Esteratické misto je lokalizovano na dn¢ kavity a je tvofeno katalytickou triddou aminokyselin
— Ser200, His440, Glu327, podobn¢ jako aktivni mista jinych serinovych hydroldz (tridda miva
jinou chiralitu ¢i glutamat byva nahrazeny aspartatem).

Serin se aktivuje v pfitomnosti His a Glu, dojde k acylaci mezi hydroxy skupinou serinu a
kyslikem ACh. Vznikla kovalentni vazba enzym - substrat vytvoii oxyanion, ktery reaguje
s dvéma Gly za vzniku vodikové vazby. Hydrolyzou karboxylu vznika acylderivat daného
enzymu a volny cholin. Nasledn¢ molekuly vody nukleofiln€ napadaji acylderivat v pfitomnosti
histidinové zbytku v esteratickém misté. Uvolni se acetat a regenerovany volny enzym. (Dvir,

2010; Nachmansohn, 1951)

Znalost struktury AChE a vlastnosti katalytického mista ma dualezity vyznam pfi
vyzkumu potencidlnich 1é¢iv. Znalost mechanismu inhibice enzymu vede k navrhu inhibitort
AChE (AChEI) pro budouci terapii Alzheimerovy choroby nebo nasel uplatnéni pii hledani
novych reaktivatori AChE, jakoZto antidot pfi zasaZeni nervoveé paralytickymi latkami. AChEI
jsou také lékem volby pii autoimunitnim onemocnéni Myasthenia gravis, kde poskytuji

symptomatickou ulevu.

CHCH Acetylcholine Ho-ﬁ-ﬂce[ic Acid

3

3] ,CHs o
+N-CH,CH;0-C~CH; &  +

Elecirostatic éa#!racﬂon 0 CHE H, CH,

:j:ne B \I'Ildl Choline
"Esteric Site” CH2 CHEOH

Acetylcholinesterase

Obr. 1: Hydrolyza ACh enzymem AChE (ATSDR, 2021)
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1.2 Butyrylcholinesterasa

Druhym enzymem patficim do skupiny ChEs je butyrylcholinesterasa (BChE),
nazyvand tez pseudocholinesterasa ¢i plazmatickd cholinesterasa. Toto oznaceni vzniklo
v minulosti diky tomu, ze AChE se nachazi na povrchu erytrocytli a po centrifugaci krve
zustava v plazmé jen BChE. (Radic a Taylor, 2006) BChE je syntetizovana v jatrech a odtud je
sekretovana do plasmy. Pfitomna je pfedevSim v perifernich tkanich, stfevech, pankreatu,
v men$i mife pak v mozku. Jeji fyziologicka role nebyla prozatim ptfesné stanovena, pomaha
vSak regulovat transmisi ACh, na rozdil vSak od AChE nema4 pfirozeny substrat. Podili se na
metabolismu lipoproteind, udrzovani myelinu, hraje roli v bunééné adhezi a neurogenezi.
Plisobi primarné jako detoxikacni enzym. Je schopna vychytat karbamatové a organofosfatové
zbytky jesté predtim, nez doputuji k AChE. Obecnym faktem vSak je, ze je schopna vazat
objemngjsi ligandy a podili se na metabolismu fady exogennich latek (kokainu, prokainu,
heroinu, acetylsalicylové kyseliny ¢i sukcinylcholinu) V piipad€, Ze AChE neni pfitomna, nebo
je jeji aktivita snizena, funguje BChE jako zaloha a ptebira regulaci cholinergniho pienosu. Tim
se vysvétluje, ze pii rozvoji AD je jeji aktivita markantné zvySena a hraje dilezitou roli pii
agregaci amyloidu beta a rozvoji neurofibrilarnich filament. (Patocka, 2004; Pohanka, 2011;

Cokugras, 2003)

BChE ma dlouhy biologicky poloc¢as az 120 dnd, ¢ehoz se vyuziva pii detekci
organofosfati (OP) az n¢kolik dni po jejich expozici. Dlouhy polocas a snadna izolace
stabilniho komplexu OP-BChE z plazmy nasvédcuji k vyuzivani BChE jako biomarkeru pti
expozici nervove paralytickymi latkami ¢i organofosfatovymi pesticidy. Jeji zasadni role
v metabolismu kokainu naslo uplatnéni jako bioscavenger pii 1€€bé otrav kokainem. (Sporty,

2010)

BChE by mohla v budoucnu slouzit jako vcasny marker v diagnostice AD. Bylo
zjisténo, ze mozkomisni mok pacientl s touto chorobou obsahuje specifickou formu BChE,
jejiz glykosylace je zménéna. Analyza této formy by mohla poslouzit pro citlivou detekei.

(Lockridge, 2015)
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2. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni, progresivni onemocnéni,
postihujici zna¢né procento populace zejména ve veéku nad 65 let. Jednd se o jednu
z nejCastéjSich pfi¢in demenci. (Blennow, 2006) Typickym projevem nemoci je porucha
kognitivnich funkci, coz zahrnuje ztratu paméti, schopnost koncentrace a mysleni, snizenou
prostorovou orientaci a neschopnost zpracovani informaci. Onemocnéni a jeho klinické
charakteristiky poprvé popsal zac¢atkem 20. stoleti némecky psychiatr Alois Alzheimer, po
némz tato choroba nese jméno. V soucasné dobé stile neexistuje kauzalni l1écba tohoto
onemocnéni. Vzhledem k nabyvajicimu poctu piipadi pfedstavuje AD ¢Etvrtou az patou
nejcastéjsi pricinu smrti a tedy pro mnohé zemé vyznamnou ekonomickou a politickou zatéz.

(Korébecny, 2012)

2.1 Epidemiologie a rizikové faktory

Zasadni roli pfi vzniku AD hraje vék a pohlavi. V daném ptipadé¢ lze prohlasit, Ze je
obecné vice ohrozeno pohlavi zenské nez muzské. Vysvétlenim mtize byt tbytek estrogennich
hormond u zen v menopauzalnim stadiu a praimérna délka zivota, ktera je u zen vyssi.
S rostoucim vékem roste incidence tohoto onemocnéni exponencialné - mezi 65 az 74 lety je
3 %, mezi 75 az 84 lety je jiz 19 % a po 85. roku v€ku dosahuje 47 %. (Zvétova, 2017)
Ttiprocentni incidence u pacienti nad 65 let se kazdych 5 let zdvojnasobuje. Rozhodujicim
vétSinou mezi 40. - 50. rokem Zivota. Dal§im rizikovym faktorem je rodinnd anamnéza, kdy
podle zpracovanych vyzkumnych dat je mnohem vétsi pravdépodobnost vzniku AD v rodiné
s genetickou predispozici u vice nez jednoho rodinného pfislusnika spolu s vlivy Zivotniho
prostiedi. Na zéklad¢ téchto poznatkli byva AD rozd€lovana do dvou zakladnich forem —
dédicna a sporadickd. Dédi¢na forma se zacina projevovat diive, uz kolem 40 let a vzdy pied
65. rokem Zzivota. Tvoii pfiblizn€ kolem 3 % vSech piipadl. Zatimco mnohem cast&jsi forma
sporadicka se projevuje az po 65. roku véku a rostoucim vékem stoupa i jeji riziko vzniku.

(Preiss, 1998)
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Podle Koukolik et al. (1998) jsou vyznamnymi a prokdzanymi rizikovymi faktory
genetické polymorfismy a mutace, jako je nosicstvi alely eta-4 (E4) genu pro apolipoprotein E.
Apolipoprotein E (Apo-E) je latka télu vlastni, kterd nachazi své fyziologické uplatnéni pii
transportu cholesterolu. U lidi jsou zndmy izoformy E2, E3 a E4. Lid¢, vybaveni izoformou
E4/E4, inklinuji ke vzniku AD 3-5 krat Castéji nez srovnatelna populace s jinymi izoformami
Apo-E. Dals$imi neurcitymi rizikovymi faktory pro vznik AD jsou poranéni hlavy, koufeni a
nizsi vzdélani.

Pfitomnost obecnych prvkl spojenych se Spatnym Zzivotnim stylem také podporuje
vznik a rozvoj AD. Patti zde kardiovaskularni choroby, vysoky krevni tlak, vysokéd hladina
cholesterolu, diabetes 2. typu, nizké hladiny vitaminu Bi» a folatu, sniZzena az nulova fyzicka
aktivita a obezita.

Je potieba také zminit i faktory, které riziko vzniku AD snizuji, tzn. protektivni faktory. Za tyto
faktory se naopak povazuje vyssi vzdélani jednotlivce, uréita psychickd aktivita, mentalni
trénink, uzivani antiflogistik a latek snizujici hladiny cholesterolu, hormonalni substituce u zen
po menopauze, véasna a ucinnd lécba depresi, spojena s neklesajici psychickou aktivitou ve

vys§im veku. (Jirdk, 2009)

Tab. 1: Prehled a shrnuti rizikovych faktord u AD

Rizikové faktory
vek v 85. roku Zivota trpi AD kazdy ctvrty az paty clovek

pohlavi pohlavi Zenské je postiZeno vice neZ pohlavi muzské
vzdélani nizsi vzdélani nese vyssi riziko pro vznik AD

genetické pfedpoklady pfima dédi¢nosti ¢i genetické polymorfismy a mutace
alkohol dlouhodobé a nadmérna konzumace zvysuje riziko

poranéni hlavy zranéni se ztratou paméti na 15min zvySuje riziko dvojndsobné
kouteni pfispiva k rozvoji demence
zdravi a zivotni styl vysoka hladina cukru, lipidii, nedostatek vitamind a pohybu
sklony k depresim souvisi s vys§im rizikem rozvoje
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2.2 Diagnostika

Diagnostiku AD mizeme nejcastéji posoudit z anamnestickych nebo klinickych udaj.
Dalsi moznosti je stanoveni vyloucenim jinych etiologii demence. Nejzndméjsi a nejvice
pouzivany screeningovy test, zalozeny na testovani kognitivnich funkci je tzv. Mini-Mental
State Examination (MMSE). Test ma celkem 30 otazek a ukold, které se zamétuji na
kratkodobou pamét’, orienta¢ni dovednosti, schopnost ¢ist a psat a jiné. Kazdé spravna odpoved’
se pocita jako jeden bod v testu. Clovék s normélni Grovni kognitivnich funkci by mél
dosahnout na hranici 30 bodi. Test vSak neni zcela spolehlivy, jeho nevyhodou muize byt
poskytovani faleSné€ pozitivnich vysledkli €1 nemoznost rozeznani ¢asné formy AD, ktera je pro
1écbu zédsadni. Nachazi uplatnéni zejména v priabéhu monitorovani nemoci. Bodova skala a

vyhodnoceni MMSE testu jsou uvedeny v (Tab. 2). (Ressner, 2004)

Tab. 2: Vyhodnoceni MMSE testu

Vyhodnoceni MMSE testu

27 - 30 bodu normalni kognitivni funkce

25-26 bodi jedna se o lehkou poruchu kognitivnich funkei nebo pocatecni

demenci — nutnost pacienta sledovat

18 — 24 bodu lehk4 forma demence
6 — 17 bodu stfedné t€zka forma demence
6 a méné tézka forma demence
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test), kdy pacient dostane ptikaz nakreslit cifernik hodin se vSemi ¢isly a ruciCkami, aby
naznacovaly konkrétni Cas. Jiz v pocCateCnich stadiich choroby je vysledek tohoto testu
pozitivni. Pro testovani kognitivnich funkci se vyuziva predevsim ADAS — cog test (Alzheimer
disease assessing test — kognitivni slozka), Adenbroek Cognitive examination (ACE) a
pamétovy test uceni, kdy je pacient zkousen zapamatovanim 15 slov. (Ressner, 2004)

Mezi komplexni testy fadime ty, které jsou schopny provétit vSechny slozky paméti a
lze je pouzit k diagnostikovani 1 Casnych fazi nemoci. Jejich nevyhodou je jejich Casova
naro¢nost. Patii sem Wechsleriv test a Cambridge Cognitive Examination (CAMCOG), oba
zamétené na testovani orientace, paméti, pozornosti a schopnosti srozumitelného vyjadfovani.

(Roth et al., 1986)

Pro konec¢né potvrzeni diagndzy jsou vyuzivany markery choroby tzv. biomarkery. Ke
stanoveni marker slouzi zobrazovaci metody (vypocetni tomografie - CT, magneticka
resonance - MRI), které identifikuji atrofii mozku nebo rozsifeni komorovych struktur, hodnotu
n¢kterych proteinti v porovnani se zdravymi jedinci (tau protein, beta amyloid) a také poruchy

epizodické paméti, ktera byva zasazena jako prvni. (Jirdk, 2008)

2.3 Priibéh a projevy AD

V soucasné dobé se odhaduje, Ze je ve svété kolem 46,8 miliond lidi, trpicich
Alzheimerovou chorobou. V Ceské republice se pocet postizenych odhaduje na cca 164 000 a
v roce 2050 to mize byt vice nez dvojnasobek. (Fenclova, 2020) Tato Cisla vymétuji pocet
diagnostikovanych pacientii, coZ znamend, Ze realny pocet nemocnych, zahrnujicich i
nediagnostikované pacienty, je daleko vyssi. Soudasné schvalena 1é¢ba v CR dokaze zpomalit
progres nemoci, a tim zlepSit kvalitu Zivota, ale nedokaze tuto nemoc zastavit nebo zcela
vylécit. StéZejnim bodem pro prevenci a zpomaleni progrese nemoci je diagnostika, schopna

zachytit 1 rand stadia. (Korabec¢ny, 2012; Thies, 2012)

Podle zavaznosti symptomu Ize AD rozd¢lit do 3 stadii - preklinické stadium, stfedni
faze a tézkd faze. Jednotlivé ptiznaky se v danych fazich ptekryvaji, proto neni snadné
nemocného zatadit do urcitého stddia. Onemocnéni trva v praméru 7-10 let od prvniho vyskytu

klinickych ptiznakl do smrti. (Jirak, 2008)

17



Preklinické stddium souvisi s rozvojem patologickych projevii v mozku a je bez

jakychkoli zndmek choroby. Zac¢ina nékolik let pfed stanovenim diagndzy.

Ve stfedni fazi nemoci se zacinaji projevovat prvni piiznaky jako je neschopnost
zapamatovat si nové informace, ztrata kratkodobé paméti a prostorova dezorientace. Projevy
souvisi 1 se zmeénou osobnosti jedince a je potiebnd dostateCna starostlivost a pomoc okoli.
Pacienti v pokrocilejsim stadiu ztraci schopnost rozpoznat své nejblizsi. Valna vétSina jedincti
horsi vyjadfovani myslenek, problémy se skladanim vét, ¢tenim, psanim, zmény osobnosti
(impulzivni chovani, ztrata zajmu, agrese, podrazdénost, poruchy spanku). Stfedni faze je

nejdelSim obdobim nemoci a muze trvat od 3-5 let. (Musiek, 2013)

V tézkém stadiu uz pacienti postradaji schopnost postarat se o své zakladni potieby a
jsou zcela zéavisli na pomoci okoli. VySe zminéné projevy nemoci se dale prohlubuji, nemocni
nepoznavaji své nejblizsi a opakuji jen maly vycet slov. Je snizovdna schopnost pohybu,
pacienti maji obtiZe s pfijmem potravy, neudrzi stolici ani mo¢. AD je fatalni onemocnéni, kdy
pacienti umiraji v disledku sekundarnich infekci, nejcastéji aspiraéni pneumonii. (Ganguli,

2005)

2.4 Patofyziologie

Patofyziologické zmény souvisejici s AD zahrnuji jak poSkozeni funkce
neurotrasmiternich systémt, tak strukturdlni makroskopické zmény mozkové tkané. Zmeény
funkce neurotransmiterti maji pfimou souvislost s ubytkem neuromediatoru ACh a v disledku
toho sniZenou aktivitu enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT, E.C.2.3.1.6), ktery je za syntézu
ACh zodpovédny. U cholinergnich receptorti dochazi ke sniZzeni poctu nikotinovych (nAChR)
a zaroven 1 po¢tu muskarinovych receptori (mAChR). (Lombardo, 2015) Naruseni funkce
cholinergniho systému je uzce spojeno s poruchou kognitivnich funkci 1 paméti. Poskozeni
neuronll az excitotoxicita je projevem zvysené stimulace hlavniho excitaéniho neurotrasmiteru
glutamatu. Pii AD dochézi také k ovlivnéni adrenergniho a serotoninergniho systému,
projevujici se neuropsychiatrickymi defekty. (Petrovi€ et al., 2004)

AD je fazena mezi tzv. atroficko-degenerativni demence, projevujici se atrofii mozkové
tkan¢. Ve vétsiné mozkl alzheimerovskych pacientll 1ze zobrazovacimi metodami prokazat

obraz kortiko-subkortikalni atrofie. Stupenl atrofie odpovida stupni postizeni kognitivnich
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funkci, avSak nemusi tomu byt vzdy. Dokonce mohou existovat 1 pacienti s rozvinutou AD bez
znamek makroskopické atrofie. Makroskopické zmény jsou nejvice zfetelné v temporalni
oblasti. (Jirdk et al., 1999)

Strukturalni zmény mozkové tkané jsou tedy spojeny s Ubytkem neuronii zejména
v hippokampu a kuafe a narusenim bunécnych funkci. (Obr. 2) Mezi dalsi napadné zmény
mozkové tkané patii tvorba a ukladani patologickych proteinii. AD je typickym zastupcem tzv.
amyloidopatie, kdy v mozkov¢ kiife jsou pozorovany okrouhlé chumace rozpadlych nervovych
vlaken. V jejich stfedu se Casto objevuje bilkovinna hrudka tvoiena beta-amyloidem (Ap). Tyto
extracelularni depozita amyloidu jsou nazyvana senilni ¢i neuritické plaky (NPs). Dalsim
diagnostickym znakem je pfitomnost intracelularnich neurofibrilarnich shlukti (NFTs),
tvofenych fosforylovanym proteinem Tau. Zminéné patologické projevy se mohou zacit

rozvijet témét 20 let pred vznikem klinickych pfiznaki nemoci. (Krombholz, 2011; Jirak, 2009)

Obr. 2: Srovnani mozkové tkané zdravého jedince a jedince s AD (Bagad, 2013)
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Prozatim neni objasnéna primarni ptic¢ina nemoci. Je vSak zndmo vice patogenetickych
prvkii, mezi nimiz jsou hleddny souvislosti a vzdjemnd soundlezitost. Problematiku

patofyziologie lze rozd¢lit do nasledujicich hypotéz:

2.4.1 B-amyloidni hypotéza

B-amyloidni hypotéza je zalozend na tvrzeni, Ze diivodem vzniku AD je nadmérna
kumulace peptidu amyloidu B (AB), coz ma pozdéji za nasledek rozvoj neuritickych plaki
(NPs) v mozkové tkani. B-amyloid je tvofen z transmembranové ulozeného amyloidového
prekurzorového proteinu (APP), ktery je za pfirozenou soucasti neuront. Za fyziologickych
podminek dochazi ke Stépeni APP na solubilni fragmenty o 40 aminokyselinach ptsobicich
neuroprotektivng. VSak ptirozvoji AD dochazi ke $tépeni APP enzymy beta a gama-sekretasou
na delsi fragmenty o 42 az 43 aminokyselinach. Tyto atypické dlouhé fragmenty ptestavaji byt
solubilni a oligomerizuji.

Vzniklé oligomery jsou vyrazné neurotoxické, néasledné koaguluji v mezibunécénych
prostorach mozkové kiry a tim vznika polymerovany beta-amyloid. Drizy AP tvoii zaklad tzv.
alzheimerovskych plakti, postihujici nervovy systém. (Obr. 3) V oblasti plakd dochazi k
projevim sterilniho zanétu, vznika gliovy lem a nastava odumirani neurond. Mista, s nejvétSim
vyskytem odumielych jednotek nervového systému se nachazi v oblasti temporélniho laloku,
zajist'ujici kratkodobou pamét’. Timto Ize vysvétlit typické vypadky paméti u pacientil v rané
fazi onemocnéni. (Jirdk, 2009; Musiek, 2013) Amyloidni hypotéza je v soucasné dob¢€ nejvice

uznavanou teorii vzniku AD.

APP
[ TR ]
u-secretase/ \i-secretase
|l | I | N
sAPPa Cc83 sAPPB C99
v-secreta/ y-secretase
B S = =
p3 AICD ABaoa2 AICD

Obr. 3: Schématické zndzornéni vzniku amyloidovych plaki (Teich et al., 2012)
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2.4.2 Tau hypotéza

Tau protein, neboli s mikrotubuly spojeny protein, za fyziologickych podminek
stabilizuje mikrotubuly, které jsou zakladni slozkou cytoskeletu. Pfi AD je jeho funkce
patologicky zménéna (pfedev§im nadmérnou fosforylaci), dochazi kjeho agregaci a
neurotoxicité. Postizena neuronova vlakna polymeruji, vytvari parové heliakalni filamenta,
ktera jsou podkladem pro vznik tzv. neurofibrilarnich tangles (uzlicki, kosicki). (Obr. 4) Tyto
uzlicky se v neuronech roz$ifuji a postizené neurony podléhaji apoptdze. Hyperfosforylaci
proteinu tau spousti aktivovany enzym GSK-3f (glykogen syntasa kinasa 3[3) za ti¢asti enzymu
CDK 5 (cyklin dependentni kinasa 5). Tento d¢j je pravdépodobné spoustén toxickymi
oligomery beta-peptidu. Mutace tau proteinu hraje vyznamnou ulohu nejen pfi rozvoji AD, ale
také v pfipad¢ jinych neurodegenerativnich onemocnéni, souhrnné oznacovanych jako

tautopatie. (Jirdk, 2009; Avila, 2004; Mandelkow, 2012)

fosforvlace

dimer olizomer

mikrotubul

Paired helical o
Filament (PHF) Hemnﬁmrmgle

Obr. 4: Schéma vzniku neurofibrilarnich vlaken (Thomson, 2018)
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2.4.3 Cholinergni hypotéza

Tato hypotéza byla po nékolik desetileti povazovana za jedinou uznévanou hypotézu,
pokousejici se vysvétlit patofyziologii AD. Avsak az do té doby, nez byl roku 1991
z neuritickych plakti izolovan 4 kDa velky peptid, beta-amyloid.

Cholinergni hypotéza se zakladd na faktu, ze pii rozvoji AD dochdzi k naruseni
cholinergniho systému. V disledku ubytku a snizeni plasticity nékterych neuronti byvaji
postizeny predevsim acetylcholinergni neurony, pronikajici z Nucleus Basalis Meynerti difizné
do oblasti hippokampu a asociativnich korovych oblasti. Déle je snizena aktivita enzymu
cholinacetyltranferasy (ChAT), ktery syntetizuje ACh. Ubyva také presynaptickych mAChR i
nAChR. Postsynaptickd ¢ast ztistdva intaktni, véetné postsynaptickych receptorti. Soucasné
rosté aktivita korové AChE a BChE. Nejvice napadna ztrata poctu cholinergnich vlaken byla

nalezena ve spankové asociacni ktfe. (Preiss, 1998; Koukolik, 1998)

ACh je neuromediator, umoznujici pfenos informaci mezi buiikami formou chemického
vedeni vzruchu zneuronu na neuron vramci cholinergni synapse. Je vyuZivan vSemi
pregangliovymi a ¢asti postgangliovych neuront sympatiku a také v§emi pre i postgangliovymi
neurony parasympatiku. Dulezité cholinergni synapse lze nalézt i v centrdlnim nervovém
systému (CNS), kde slouzi k inervaci témét vSem ¢astem mozku. Cholinergni systém je tedy
nezbytny pro fadu procesu jako je pamét’, smyslové vnimani, uceni, pozornost ¢i regulaci cyklu
spanku. Syntéza Ach se realizuje v cytoplazmé cholinergnich neurond z cholinu a acetyl-
koenzymu-A. Prenos acetylovych skupin na cholin je katalyzovdan enzymem
cholinacetyltranferazou (ChAT). Vznikly ACh se pfechodné uchovavd v synaptickych
vezikulech. Obsah daného puchyiku se nazyva kvantum a jeho mnozstvi kolisa od 1 000 do
50 000 ACh molekul. (Martinkova, 2007; Amber, 2010)

K uvolnéni ACh dochézi na zaklad¢ impulsu Sificiho se po nervovém vlaknég. Pfi této
depolarizaci cholinergnich neurontl nastane exocytoza vezikul a molekuly ACh jsou uvolnény
do synaptické Sté€rbiny, kde jsou odbouravany enzymem AChE.

ACh je velmi rychle hydrolyzovéan na cholin a acetat a touto findlnich rozkladem je
ukonCena fyziologickd funkce neuromediatoru ACh piendSejiciho nervové vzruchy
v cholinergnim systému.

ACh pusobi na 2 zékladni typy membranovych receptorti: muskarinové (mAChR) a
nikotinové (nAChR). nAChR jsou spfaZeny s iontovymi kanaly bunécné membrany, funguji

tedy jako ligandem fizené a fadime je k ionotropnim receptoriim. Jejich schopnost je ovlivnéni
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toku iontl (zejména kationty Na* a K*) skrz kanaly, kdy po navazani ACh dochézi k aktivaci
receptoru, nasleduje konformacni zména, kanal se otevie a poté po depolarizaci postsynaptické
memrany nastdva proudéni iontl po koncentracnim gradientu. VSechny nAChR maji
pentamerni strukturu. (Bolis, 2005)

Role perifernich a centralnich nikotinovych receptort jsou zcela rozdilné. V perifernim
nervovém systému (PNS) zajistuji rychlou synaptickou odpoveéd’, kdezto v CNS plni spise
funkci modulatoru. nAChR, nachézejici se v CNS, jsou vysoce propustné pro Ca’’ ionty a
zvysSena hladina téchto iontli napomahd uvolnéni dalSich neurotransmiteri, jako je ACh,
GABA, glutamat, serotonin, dopamin ¢i norepinefrin. (Ferreira, 2002)

Existuji jednotlivé subtypy nAChR. Jednd se o nAChR neurondlni (Nn)
s podjednotkami (a3)2 a (B4)s, ktery se nachazi v sekre¢nich vldknech nadledvinové diené, ve
vegetativnich gangliich a ddle nAChR muskularni (Nm) se svymi podjednotkami (al)2, B1, v a
d, ktery je umistény na nervosvalové ploténce na neuromuskuldrnich spojenich. Ny je tedy

zodpovédny za svalovou kontrakcei. (Finkel, 2009; Soukup, 2010)

mAChR jsou spfazeny s G-proteinem, inhibice ¢i aktivace G-proteinu moduluje aktivitu
enzymatickych systému skrz systém druhych posli. mAChR se rozliSuje na 5 subtypt. Lisi se
jednak v umisténi a také v d&jich, které 1ze o¢ekavat po stimulaci téchto receptort. M receptory
se nachdzi v parietdlnich bunikdch Zaludku a nervovych bunkach, M» receptory v srdec¢nich
buitkach a M3 receptory jsou lokalizovany v bunikdch hladké svaloviny a exokrinnich zldzéch.
Tyto zminéné 3 typy M receptori jsou prozatim nejdetailnéji prostudovany. Receptory My a
Ms jsou lokalizovany v CNS.

Subtypy M1, M3 a M5 jsou spojeny s Gq proteinem, po jejich stimulaci dojde k aktivaci
fosfolipazy C a jsou zodpoveédné za zvySeni bunééné drazdivosti. KdeZto subtypy M2 a M4 jsou
spojené s Gi proteinem, coz ma za nasledek pokles cyklického adenosinmonofosfatu, otevieni
Ca?" kanald, efluxu Ca®" iontfi, ¢imZ se snizuje bun&¢na drazdivost. Funguji jako autoreceptory
a tlumi vyplavovani ACh na synapsi, zejména v kiife a hipokampu. (Lincova, 2002; Ferreira,

2002)
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Obr. 5: Cholinergni transmise (Jirak, 2015)
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2.4.4 Geneticky podklad onemocnéni

Dané¢ teorie patofyziologie AD jsou podminéné zejména genetickymi a
patofyziologickymi nalezy. S rostoucim vékem se hmotnost mozku zmensuje. Roz$ifuji se
mozkové komory a snizuje se tloustka mozkové klry. Tyto proménlivé makroskopické nalezy
dementnich pacientli se piekryvaji s nalezy stejné starych nedementnich pacientt. Diilezitou
roli hraji abnormalné zpracovana loziska APP a tau proteinu, patrna z mozku pacientt pti CT a
MR vysetfeni. V piipadé APP dochazi plisobenim beta a gama sekretasy ke zvysSené tvorbé A
o0 42 aminokyselinach, které oligomerizuji a agreguji. Tento patofyziologicky jev je podminén
mutaci na dlouhém raménku 21. chromozomu. U mens$i skupiny nemocnych, zejména u
nemocnych s familidrnim vyskytem a casnym zacatkem choroby, se toto podminéni vaze i na
1. a 14. chromozom. Na genetické trovni byly identifikovany tyto 3 geny — gen pro APP na
chromozomu 21, gen presenilin-1 (PSEN1) na chromozomu 14, gen presenilin-2 (PSEN2) na
chromozomu 1. ZvySena tvorba a agregace AP4», ktery je hlavni slozkou amyloidnich depozit

u pacientt s AD, je ndsledkem zminénych mutaci. (Kadmiri, 2014)

Dalsi genetickou predispozici nese gen pro ApoE. Priméarné€ se jedna o apolipoprotein
mozku, vylucovan astrocyty a jeho funkce v organismu je spojovana s udrzovdnim hladin
cholesterolu a fosfolipida v krvi. ApoE se vyskytuje v riznych izoformach (alelach), na rozvoj
AD ma nejvétsi dopad izoforma E4. Tato alela je zakodovéana zhruba u poloviny pacientti s AD,
pfitomnost dvou jejich kopii zvySuje riziko vzniku AD dvanactkrat. Je zndmo, Ze se ApoE také

podili na metabolismu A a vzniku amyloidnich plakt. (Musiek, 2013)
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2.4.5 Antioxidacni teorie

Oxidacni stres spojeny s tvorbou volnych kyslikovych radikalti (ROS) hraje vyznamnou
roli v patogenezi fady onemocnéni véetné AD. Mozkova tkan je nachylna k oxida¢nimu
pusobeni dasledkem vysokého wvyuziti esencidlniho kysliku, diky pfitomnosti
polynenasycenych mastnych kyselin (jejich lipidy podléhaji peroxidaci) a také kovovych iontl
(Fe, Cu, Zn) schopnych oxida¢né-redukénich reakci. ROS jsou vysoce reaktivni také
s biomolekulami, véetné lipidd, sacharidi a DNA. Pii spusténi fetézcové reakce, nastava
bunécna dysfunkce a nervové bunky odumiraji. Po napadeni tkan¢ dochazi k tvorb¢ sterilniho
zanétu, jsou vyplaveny cytokiny, interleukiny, volné radikéaly a dochézi k vyvolani imunitni

reakce. (Skoumalova, 2011; Butterfield, 2007)

2.4.6 Excitotoxicita a proapoptotické faktory

U AD je postizen i glutamatergni systém, v disledku nadmérného uvoliiovani
excitaénich aminokyselin zejména glutamatu v nejpostizenéjsich korovych oblastech a jeho
snizené zpétné vychytavani. Glutamat se tak nadmérn¢€ vaze na ionotropni receptor typu NMDA
(N-methyl-D-aspartatovy receptor). Dochazi pak k nadmérnému otevieni kalciovych kanal a
ke zvysenému vstupu kalcia do neuronti. Nasledné k aktivaci proteinkinas a fosfatas a dalsi
kaskad¢ deji, vedouci k nerovnovaze bunky, jeji destabilizaci a v kone¢ném diisledku k
neuronalni apoptdze. Z odumfelé buniky se nasledn€ uvolni excitacni kyseliny a celé reakce se

fetézcove opakuje. (Preiss, 1998)

U AD je navic zjiStén nedostatek urcitych antiapoptotickych a nadbytek
proapoptotickych faktort.
Napftiklad je prokdzana niz8§i produkce faktoru CREB (cAMP response element binding
protein) a v dasledku toho nizsi tvorba nervového rustového faktoru BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), coZ vede ke sniZeni neuronalni plasticity. ZvySuje se hladina toxicky

pusobiciho homocysteinu. (Jirak, 2002)
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3. Lécba

Dulezity ptedpoklad pro optimalni 1é€bu AD zahrnuje zejména spravnou diagndzu,
rozpoznani a sledovani vSech vyznamnych ptiznaki. Lécbu je potieba zahdjit co nejdiive,
nejlépe jiz v inicidlnim stddiu onemocnéni, protoze ¢im diive se s 1écbou zacne, tim je jeji
piinos zadouci. PéCe by méla byt komplexni, zaméfend na konkrétniho pacienta a jeho rodinu
¢i pecujici. (Frankova, 2016)

V soucasné dob¢ jsou pro terapii AD uzivany pouze dv¢ skupiny latek — AChEI
(donepezil, rivastigmin, galantamin) a antagonista N-methyl-D-aspartatovych receptort
(memantin). Pouziti a schvaleni téchto latek je ovéfeno medicinou na diikazech (evidence-based
medicine). Jejich funkci je pfedevSsim zpomaleni progrese demence, oddaleni tézkych stadii
demence, oddaleni doby, kdy jsou postizeni pacienti umistovani do léebnych a socialnich
zafizeni. Prvni skupinu farmak pfedstavuji inhibitory cholinesteras, tzv.kognitiva. Tyto latky
jsou léky volby, zlepSuji cholinergni transmisi blokaci enzymdi, které odbouravaji ACh.

Pouzivaji se u lehc¢ich az stiednich forem AD.

3.1 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory cholinesteras jsou strukturné nejednotné, jednotlivi zastupci se 1isi v typu
inhibice a také v tom, zda odbouravaji ¢i neodbouravaji molekuly BChE. Hlavnim zastupcem
piperidinovych derivati je donepezil. Na trh byl uveden v roce 1996, jako nahrada fyzostigminu
a takrinu. V soucastnosti je nejvice uzivan k terapii AD na svété. Ma vysokou selektivitu k
AChE lokalizované v centralnim nervovém systému. Naopak méa pomérné¢ maly uGcinek v
oblasti periferie. U¢inek na BChE je také pomérné velmi slaby. Toto 1é¢ivo je bezpeéné a
pacienty dobfe tolerované, vSak se mohou objevit nezadouci Gc¢inky spojené s piisobenim na
cholinergni systém. Jedna se o nauzeu, zvraceni, zacpu, priijem, bolesti hlavy. Je metabolizovan
cestou cytochromu p450 a vznikly metabolit je srovnatelné aktivni jako matefska latka. Délka
trvani navozené inhibice je tedy pomérné vysoka. Davkovani je 5 mg jedenkrat denné, pti dobré
snasenlivost se po mésici titruje na 10 mg denné. (Korabecny, 2014)

Dals§imi zastupci jsou karbamatové derivaty, kam fadime spiSe experimentalné nez
klinicky pouzivany fyzostigmin, ktery ma kratky biologicky polocas a ¢asté nezadouci t€inky.
Své uplatnéni naSel jako antidotum pfi otravé nervoveé paralytickymi latkami. Prodlouzenim
postranniho fetézce fyzostigminu dalo za vznik perspektivnéj§imu zéastupci v terapii AD

rivastigminu. Rivastigmin inhibuje nejen AChE, ale i BChE, ktera taktéz odbourava ACh a pti
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AD je jeji ¢innost zvySena. Dalsi vyhodou v terapii AD je zmirnéni tvorby a akumulace A
v mozku. Ma vyraznou selektivitu vii¢i mozkové tkéni a dlouho dobu puisobeni. Podavani
rivastigminu zahrnuje ¢asté nezadouci gastrointestinalni ucinky, které lze eliminovat uzivanim
v prub¢hu jidla a titrovanim davky. Alternativou peroralniho podéni se rivastigmin pouziva ve
form¢ transdermalnich naplasti, které vykazuji lepsi snasenlivost. (Jirdk a Vnouckova, 2003;
Zemek et al., 2014)

Poslednim inhibitorem AChE je galantamin. Je to alkaloid piivodné ziskavany
z nékterych druhti snézenek a narcisti. K terapeutickym uceltim je ziskavan synteticky. Kromé
selektivni inhibice AChE je také selektivnim inhibitorem nAChR, ¢imz se zlepSuje uvolnovani
selektivita vii¢i AChE, v§ak mnohondsobné¢ méné vici BChE je poméroveé 54:1. Tento pomér
je vys$si nez u rivastigminu, vS§ak méné nez u donepezilu. Pfi porovnani s obéma slou¢eninami
je slabym AChEI Galantamin je v klinickém pouziti podavan per os a davka je postupné

titrovana. (Jirdk, 2009)

Tab. 3: Porovnani inhibitort AChE schvalenych k terapii AD (Stépankova, 2008)

Donepezil Rivastigmin Galantamin
obchodni nazev Aricept® Exelon® Razadyne®
struktura piperidin karbamat alkaloid
ICsoache (nmol/T) 22 nM 48000 nM 800 nM
ICsoBche (nmol/T) 4150 nM 54000 nM 7300 nM
inhibice reverzibilni pseudoreveverzibilni reverzibilni
modulator nAChR ne ne ano

denni davka

5-10 mg 1x denné

6-12 mg 2x denné

16-24 mg 2x denné

polocas eliminace 50-70h 0,6-2h 5-7h
(h)
misto eliminace jatra, ledviny ledviny jatra, ledviny
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3.2 Antagonista NMDA receptori

Druhou latkou zavedenou v klinické praxi k terapii AD je antagonista N-methyl-D-
aspartatovych (NMDA) receptori memantin. Tento derivat adamantanu brani aktivaci NMDA
receptortt vazbou uvnité kanalu, pii zvySené hladiné excitacnich aminokyselin (zejména
glutamové kyseliny), které jsou pfitomné v CNS pfti rozvoji AD. Podava se peroralné v denni
davce 20 mg (jednorazoveé nebo rozdélené do dvou dennich davek. Titrace davky probiha po
tydnech, kdy prvni tyden se podava 5 mg a kazdy dalsi tyden se 5 mg ptidava. Jeho pouziti se
voli pfi hodnoté testu MMSE 17-6 bodii. Memantin je tedy urcen pro stiedni az tézké, ale
kombinace terapeuticky vyhodna, je velmi nakladna. V Ceské republice je hrazena pii skore

MMSE od 13-17 bodii. (Jirék, 2009)
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Obr. 6: Struktury 1é€iv schvalenych v terapii AD
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3.1 Multi-target-directed ligands

Etiologie a patogeneze AD ma multifaktoridlni charakter a pfima pficina onemocnéni
neni zcela jasna. Tato choroba je charakterizovana na molekularni Grovni koagulaci a agregaci
specifickych proteinli, neurozanétlivymi procesy, oxida¢nim stresem, spojenym s tvorbou
kyslikovych radikali a v neposledni tfad¢ deficitem ACh. V soucasnosti schvalena IéCiva
reguluji zejména hladinu neurotransmiterti (ACh, glutamat), zlepSuji symptomatologii a zvysuji
kvalitu Zzivota. = Bohuzel vSak nejsou schopna ovlivnit ¢i zastavit proces vedouci
k neurodegeneraci. (Ibach, 2004) V soucasné terapii, pouzivané k 1écbé¢ AD, vSechna 1éCiva
plsobi na jeden cil. S ohledem na tyto multifaktorialni znaky a rliznorodé rysy etiologie vedly
k novému pfistupu jedné slouceniny, schopné interagovat s n¢kolika biologickymi cili soucasné
na neurotoxické urovni. Tento novy pfistup tedy upousti od objevovani novych molekul
v terapii AD, schopnych interagovat s jednim z biologickych cili (one-targed), které mohou
byt pro 1écbu AD nedostacujici, a zamétuje se na vyvoj ligandii s multifunkénim charakterem
(MTDLSs, multi-targed direceted ligands). (Youdim, 2005)

Zminované MTDLs predstavuji nadéjny a efektivnéjsi pristup pfi terapii AD. Bézny
postup pro vyvoj novych MTDL vyuziva jako strukturdlni kostru jiz existujici 1écCivo.
Nejbeznéjsi navrh MTDLs strategii je kombinace dvou spravné vybranych farmakoford, které
vykazuji aktivitu proti dvéma zcela riznym molekularnim cilim. Spojeni farmakofora
farmakokinetickych interakci.

Studie zaloZené na MTDL podkladu pfinesly inovativni vyvoj tzv.“disease-modifying
anti-Alzheimer’s drugs* (DMAADs), coZ jsou substance ovlivitujici AD. Pfednosti DMAADs
je kromé anticholinergniho Gc¢inku inhibice agregace AP, také chelatace kovli a antioxida¢ni
aktivita skrz uvoliiovani oxidu dusnatého. V posledni dob¢ je veskery vyzkum fokusovan na

zkoumani MTDL Ié€iv jako potencionalni kandidaty pro terapii AD.
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Jeden z vyuzivanych MTDLs pfistupti, jez se uplatituje v 1écbé AD, je modelovani
hybridd, zalozenych na kombinaci farmakoforti pochézejicich z inhibitor ChEs s farmakofory
pochézejicich z inhibitordt MAO. Touto kombinaci by mélo byt zaru¢eno zpomaleni progresu
onemocnéni a zaroven se ziska neuroprotektivni ucinek pied oxidacnim poSkozenim bunék,

provazejici toto onemocnéni. (Unzeta, 2016; Cavalli et Bolognesi, 2008)

Design MTDLs vedl mimo jiné 1 ksyntéze dualniho inhibitoru ChE a
monoaminooxidasy (MAO) ladostigilu. Jeho molekula vychazi z karbamatové slozky
rivastigminu a propargylaminové slozky rasagilinu (selektivni inhibitor MAO-B). Zminéné
farmakoforové skupiny jsou propojeny pomoci indanového kruhu rasagilinu. (Obr. 7)

Inhibitory MAO-B vykazuji neuroprotektivni ucinky a maji terapeuticky potencial pro
1écbu AD, tim, Ze inhibici MAO-B se docili snizeni koncetrace MAO-B v mozku. U enzymu
MAO-A se jeji inhibice vyuZiva ke zmirnéni ptiznaka depresi.

Propargylaminovad skupina rasagilinu zodpovidd za neuroprotektivni piisobeni a
zabranuje tvorbé ROS pii interakci s kofaktorem FAB v enzymu MAO-B. Navic se ukazalo, ze
ladostigil je po peroralnim podani schopny inhibovat centralni ChEs a tudiz pronika pies
hematoencefalickou bariéru (HEB). Jeho inhibice je 100x vétsi na AChE nez na BChE. Tyto

poznatky poukazuji na slibnou uc€innost v terapii AD. (Korabe¢ny et al., 2018)

Rivastigmin

Rasagilin

Ladostigil

Obr. 7: Struktura dudlniho inhibitoru ladostigilu
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3.1.1 Takrin a jeho derivaty

Takrin (THA, 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) byl jako prvni ze skupiny AChEI
FDA ( Food and Drug Administration) v roce 1993 schvalen k terapii mirnych az stfednich
forem AD. Komer¢né je znamy pod nazvem (Cognex®). Jeho mechanismus ucinku spociva
v neselektivni inhibici AChE (ICso= 0,32 uM) i BChE (ICs0o= 0,088 uM). (Hepnarova, 2018)
Jedna se o nekompetitivni AChEI jehoz akridinovy skelet se vaze na indolovy kruh Trp84
v aktivnim misté enzymu. Je taktéz zaznamendno jeho pluisobeni na muskarinové receptory,
iontové kanaly a také hraje roli pii metabolismu monoamint (ovliviiuje reuptake serotoninu a
dopaminu na nervovych zakoncenich). (Davis, 1995) Diky dobré rozpustnosti v lipidech bylo
dosédhnuto jeho dobré prostupnosti pies HEB. Snadny prostup je pravdépodobné spojen
s acetyl-L-karnitinovym transportnim systémem. (Lee, 2012) VSak pozdé¢ji se ukazalo, ze THA
ma urcité nevyhody, které vedly v roce 1998 k jeho stazeni z trhu. Diivodem bylo nutnost
davkovani 4x denné, nizka biodostupnost a zna¢né nepiiznivé ucinky (nauzea, prijjem, mocova
inkontinence, hepatotoxicita a potencidlni karcinogenita), takze jen malo pacientii snaselo
terapeutické davky. Pokusy ke snizeni toxicity a zlepSeni uc¢innosti vedou ke zméndm ve
struktufe THA, coz davad za vznik novym derivatim. THA tak ziistdva oblibenou vychozi
strukturou pro navrhovani MTDLs s niz8i toxicitou a lepsi biologickou dostupnosti. Vyvoj
novych slou¢enin se zamétuje na hledani adeptli se zvySenou ucinnosti jako AChEI, dobrou
penetraci ptes HEB, zvySenou metabolickou stabilitou a snizenymi nezddoucimi ucinky a

toxicitou.

V posledni dobé& syntetizované derivaty lze rozdélit do tii skupin. Prvni skupinou jsou
monotakrinové derivaty, ve kterych je rizné¢ modifikovan zékladni skelet. Hlavnim takovym
derivitem je 7-methoxy derivat takrinu (7-MEOTA, 9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin). Jeho vyvoj a vyzkum probihal v Ceské republice v dob& procesu
schvalovani takrinu. Farmakologické piisobeni je obdobné jako v pfipadé THA, tedy centralni
inhibitor AChE. Ukazalo se vSak, ze 7-MEOTA vykazuje niZ8i inhibi¢ni u¢innost na AChE
v porovnani s THA, ICso AChE= 15 uM (Korabecny et al., 2010) Vyhoda tohoto derivatu tkvi
v lepsi snaSenlivosti, antioxida¢nimu pusobeni, interakci s AChR a hlavné v niZsi toxicité.
(Soukup et al., 2013) Vychytavanim ROS ptedchazi hepatotoxicité spojené s THA. Navic byl
tento derivat zaveden do ozbrojenych sil Armady Ceské republiky jako protilatka proti 3-
chiniclidinylbenzilatu zni€ujiciho ¢inidla (Agent 15, QNB, BZ). Obé¢ latky jak 7-MEOTA, tak
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1 THA se biotransformuji podobnou cestou. Hlavni rozdil spociva v hydroxylovanych
derivatech THA, zejména venlakrinu (1-hydroxytakrin), ktery pravé plisobi toxicky vyvolanim
oxida¢niho stresu.

U 7-MEOTY se tento metabolit viibec nevyskytuje, jelikoz jeji metabolickd cesta
probiha nejprve pres demethylaci methoxy skupiny a vznikly metabolit je nasledné konjugovan

a eliminovan z organismu. (Patocka, 2008; Soukup et al., 2013)

Skupina (Gregor et al. v roce 1992) se zabyvali studiem substituovanych derivati THA.
Prokazali, ze derivit THA s navazanym chlorem v poloze 6, 6-CI-THA, prokazuje vyssi
ucinnost nez jiné isomery, které testovali. Dosly k nazoru, ze lepSich vlastnosti mize byt
docileno diky pfitomnosti chloru, coz ma vliv jednak na lipofilitu, orientaci pfi vazbé na enzym
indukovany dip6lovym momentem nebo efekt na disociacni konstantu slouceniny. Tyto
vlastnosti mohou vést k lepSi interakci mezi derivaitem THA a aromatickymi zbytky
aminokyselin v misté¢ enzymu, bohatych na pfitomnost elektroni. 6-ClI-THA se tadi k silnym

reverzibilnim AChEI s hodnotou ICsonacne=1,8 nM (Gregor et al., 1992)

(|3H3 NH,
0]
X
NH, _ NH,
N
X 7-MEOTA X
= =
N Cl N
Takrin 6-CI-THA

Obr. 8: Struktura takrinu a jeho monoderivati 7-MEOTY a 6-CI-THA.

Druhou skupinou derivati jsou homodimery takrinu. Jedna se zpravidla o symetrické
struktury, které ptisobi inhibién& na ChEs. Upln& prvni byly piipraveny Pangem et al. v roce
1996. Ptedlohovou strukturou se stal bis-7-takrin (ICsoache = 0.81 nM), jeZ je povazovan za
prvni dudlni inhibitor, coz znamend, Ze dosahne mista uc¢inku v obou anionickych castech

ACHhE, tedy jinymi slovy, se vaZe jak na periferni anionické misto, tak 1 na katalytické misto
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AChE. (Pang, 1996; Kordbecny, 2012) Z dalSich ucinki se projevily jeho slabé
neuroprotektivni vlastnosti, inhibi¢ni ucinek B-sekretasy a antagonistické ptisobeni na GABA-
ergnich receptorech. Avsak disponoval nizkou peroralni dostupnosti, vysokym rizikem

Iékovych interakci a transformaci na neucinny metabolit. (Li et al., 2007)

-----

takrinu. Vyvoj opét vychdzi z molekuly bis-7-takrinu, kdy zakladni skelet takrinu byva u
nekterych zastupcii nahrazen naptiklad 6- chlortakrinem. (Wlodek, 1996)

Po testovani za vyuziti molekuly 6- chlortakrinu navazuje celd fada dalSich studii, kdy
je k takrinu navazéan naptiklad donepezil a vznikaji donepezil-takrinové heterodimery nebo
kombinace takrinu s huperzinem a v této sérii studii testovana analoga ptedcila ve své inhibic¢ni
ucinnosti pfedlohovou strukturu huperzinu A na AChE a dosahla inhibi¢nich koncentraci v fadu

nM. (Jiang, 2003)

Dalsi atraktivni skupinou jsou takrin-melatoninové heterodimery. Z jednotlivych studii
vyplyva, ze hormon melatonin hraje dtlezitou roli v antioxida¢nich pochodech v pribéhu AD.

(Reiter, 2007)

Tato prace je zamétfena na tzv. monotakrinové derivaty, u kterych je sledovan vliv
velikosti nasycené¢ho kruhu, pfikondenzovaného k takrinovému zakladu a substituce v riznych

jeho polohéch (zejména 6-,7- a 8-).
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4. Cil prace

Cilem prace bylo stanovit a porovnat inhibi¢ni potencidl 27 derivatl, které byly noveé
nasyntetizovany na Katedfe toxikologie a vojenské farmacie FVZ v Hradci Kralové. Podklad
pro vznik derivatii tvoii molekula takrinu, jejiz nasyceny Sesticlenny kruh je pozménén a
derivaty jsou obohaceny o dalSi substituenty, které by mély zajistit nizsi toxicitu a zlepsit
prostup pres hematoencefalickou bariéru. Inhibitory byly podrobeny méfeni v koncentracni
fadé od 107 az po koncentraci 10 mol/l, v&etné koncentra¢nich mezistupiii. Z naméfenych
hodnot byla vypoctena ICso. Ziskané vysledky prace stanovily ti¢innost nejlepsich inhibitora,

které mohou déle slouzit v cesté pro hledani dalsich potencialnich 1é¢iv Alzheimerovy choroby.
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5. Metodika

5.1 Princip metody

Meéieni jednotlivych inhibitorii bylo provadéno modifikovanou standardni Ellmanovou
metodou na 96 jamkové mikrotitrani desticce. Vysledkem méfeni je zjiSténi hodnot inhibi¢ni
koncentrace ICso. Tato hodnota je zdkladni veli¢inou pro indikaci miry inhibice a uréuje

takovou koncentraci inhibitoru, potiebnou ke snizeni aktivity enzymu na polovinu.

Princip Ellmanovy metody spociva vreakci 5,5°-dithiobis-(2-nitrobenzoové
kyseliny) (DTNB) s acetylthiocholinem (ATCh) za vzniku produktu, ktery je nejlépe
hodnotitelny pti vinové délce 412 nm. Celé reakce probiha v nékolika krocich. Nejprve dochézi
k rozstépeni substratu ATCh jodidu na kyselinu octovou a thiocholin. Ten dale reaguje
s DTNB, dochazi ke Stépeni disulfidického mtstku a sdm se navaze na vzniklou thiolovou
skupinu jedné casti DTNB. V druhé casti molekuly DTNB kyseliny 5- merkapto-2-
nitrobenzoové dochazi ke konjugaci dvojnych vazeb za vzniku stanovovaného produktu — 5-

merkapto-2- nitrobenzenového aniontu. (TNB")

1. Rozstépeni ATCh AChE za vzniku pfislusné kyseliny a thiocholinu
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2. Rozstépeni disulfidickych mustka a vazba thiocholinu na DTNB

) 0N~ __NO,
/7 N\

0N~ _~_NO,
HO |O\ N+ L H OH
N ZNg—g T N TN ~r

O O

3. Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 5- merkapto-2-nitrobenzoové

Y ‘ N NO,
S S
O
Ackoliv je Ellmanova metoda jednoduché na provedeni, pomérné rychléa a levna, jeji
nevyhodou pfi stanoveni aktivit cholinesteras v krvi je interference s hemoglobinem, jehoz

absorpéni maximum je shodné se vznikajicim barevnym aniontem. Této interferenci se da

predejit modifikaci vinové délky na 436 nm. ( Zd'arova — Karasova, 2010)
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5.2 Chemikalie

VSechny pouzivané chemikdlie a standardy byly zakoupeny u firmy Sigma

Aldridge (Ceska republika).

Fosfatovy pufr (0,1M; pH 7,4) — 11,49 g Na,HPO4 se rozpusti v 810 ml destilované
vody a 3,4 g KoHPOg4 se rozpusti v 250 ml destilované vody. Posléze se k roztoku
NaxHPO4 postupné piidava roztok K;HPO4 dokud neziskdme pH rovno 7.,4.

DTNB (0,1M; pH 7,4) - zasobni roztok DTNB byl pfipraven tak, ze 0,05 g 5,5°-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny se rozpusti za stdlého michdni v 50,0 ml 0,1 M
fosfatového pufru. Roztok je nestdly na svétle, proto je uchovavan béhem pokusu
v nadobé obalené¢ alobalem a pfipravovan vzdy v Cas potieby. Diky slunecnim
paprskiim by mohlo dojit k rozst€peni DTNB a vzniku TNB-, ¢imz by se mohla zanést

chyba do dalsiho spektrofotometrického stanoveni.

ATChI - specificky substrat pro stanoveni aktivity AChE. Zasobni roztok byl pfipraven
rozpusténim 0,029 g ATChI v 10 ml destilované vody. Tento roztok se napipetuje po 1
ml do eppendorfky a uchovavé se v mraznicce pfi teploté -12°C. V dobé& potieby byl
pouzit rozmrazeny 1 ml obsah zkumavky a zasobni roztok nafedén s destilovanou
vodou vpoméru 1:10 (roztok ATChI: destilovana voda). Vysledna pouzivana

koncentrace roztoku je tedy 10 mM.

BTChI — specificky substrat pro stanoveni aktivity BChE. Zasobni roztok byl pfipraven
rozpu§ténim 0,032 g BTChI v 10 ml destilované vody.
Vysledna koncentrace je stejna jako v ptipadé ATChI tedy 10 mM.

AChE — lidské rekombinantni, pfipravena katedrou farmakologie a toxikologie FVZ

Hradec Kralové

BChE — lidska plazmaticka, ziskand z krve fad darcti FVZ Hradec Kralové

Inhibitory — roztoky testovanych latek byly pfipravovany v den méfeni nésledujicim

zpiisobem. Potfebna navazka a objem byly vypocteny ze vzorce m=c * Mr * V
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Pr. LG 620 : 2,47 mg rozpusténo v 926 ul DMSO, vznika roztok o koncentraci 107 M, poté
Jje z néj odpipetovano 100 ul a prida se 900 ul destilované vody a vznika roztok s koncentraci
1073 M. Tento postup se opakoval az do vzniku koncentrace 10° M. K ziskani mezikoncetrace
Jje odpipetoviano 200 pl z predchozi celé koncetrace 107° M a prida se 430 ul destilované

vody a je ziskana koncentrace 107 M, tento postup se zopakoval u v§ech mezikoncentract

Pfi méfeni nckterych inhibitord bylo tfeba doplnit koncentracni fadu o ctvrtinové
mezistupné, kdy se odpipetuje 100 ul z 0,1 M roztoku a doplni 930 pl destilované vody
v piipadé koncentrace 10> M. U koncentrace 10" M se odpipetuje 200 ul z 0,1 M

roztoku a doplni 465 ul destilované vody, takto se postupovalo u vS§ech mezikoncentraci.

——> CL -Br
—> _CH;,

——> -CH, -F. -Cl, -Br, -OCH;
—> _CL -CH;

Ré%

Obr. 9: Obecny strukturni vzorec testovanych latek

Erg el
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5.3 Postup mérieni

Dany vzorek inhibitoru se navazil do eppendorfky a rozpustil v takovém
mnozstvi DMSO, aby vznikl 0,01 M roztok, u divodu Spatné rozpustnosti latek. Hodnota
0,01M je vychozi pro tvorbu koncentraéni fady daného inhibitoru v rozmezi 107 M az 10° M.
Pti vlastnim méteni se do jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky nepipetovalo 10 pl roztoku
enzymu. K enzymu bylo ptidano 40 pl fosfatového pufru, 20 ul DTNB a inhibitor a po dobu 20
s se desticka protifepala na tfepacce IKA MS 3 digital (USA). Nasledovalo kontinudlni
pétiminutové tiepani v piistroji Synergy 2 a po této inkubacni dob¢ byl ptidano 20 pl substratu
(u AChE ATChI a u BChE BTCAhI), ¢imz byla zahajena vlastni inhibi¢ni reakce. Vzniklé
zabarveni pfi reakci neslo pfimou uméru mezi intenzitou zbarveni a aktivitou inhibovaného
enzymu. U kaZzdého pokusu byla zaroven provadéna i kontrola. Inhibitor byl nahrazen 10 pl
fosfatového pufru a ziskana hodnota odpovidala 100% aktivité enzymu, ¢imZ jsme kontrolovali

vlastni aktivitu enzymu. Pro v§echny koncentrace inhibitord byla provadéna 3 nezavisla méfeni.

5.4 Pristroje a pomticky

Multidetekeni reader Synegry HT — BioTek (Vermont, USA)

Vortex Lab Dancer — IKA (Staufen,Némecko)

Automatické pipety — Transferpette S (Esex, Anglie)

Titragni desti¢ky s 96 jamkami — ThermoFisher Scientific (Biotech, CR)
Zkumavky Safe—Lock — Eppendorf (Némecko)

Pipeta krokovaci Handy Step elektronic — Brand (Wertheim, Némecko)
Spi¢ky — Eppendorf

PC s programem na odecteni absorbance Gen 5

Statisticky program GraphPad Prism 7 (San Diego, USA)
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5.5 Zpracovani vysledki

Pro stanoveni aktivity inhibovanych enzymu byl pouzivan program Gen 5. Aktivita
enzymlu byla vyjadiena z hodnot ziskanych absorbanci. Nasledn¢ byly v pocitaCovém
programu Microsoft Excel vytvoreny vysledné tabulky a grafy. Statistické vyhodnoceni dat
bylo provedeno pomoci pocitacového programu GraphPad Prism 7, kdy hodnota ICso

testovan¢ho inhibitoru byla ziskana prolozenim dat Hillovou sigmoidalni kiivkou.
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6. Vysledky

Meéieni jednotlivych inhibitori probihalo v koncentraénich fadach od 107 M do 10 ® M.
Testovani bylo podrobeno 27 latek, které se strukturné lisily. Jedna se monotakrinové derivaty,
kdy zédklad tvofi 4-aminochinolin, ke kterému je vzdy pfikondenzovan cCtyf, péti nebo
Sestilenny nasyceny kruh. (Obr. 9) Inhibi¢ni aktivita by méla byt ovlivnéna nejen parametrem,
jako je velikost skeletu, ale také poCtem, polohou a druhem navazanych funk¢nich skupin.
Testované derivaty byly rozdéleny do 5 skupin na zaklad¢ strukturalni podobnosti. Prvni
skupina tvofena 7 inhibitory obsahuje ve své struktufe methylovou skupinu v rtiznych polohach
skeletu. Ve druhé skupiné je celkem 6 zastupcii a obsahuji ve svém skeletu atom chloru ¢i
bromu. Tyto atomy halogenil jsou pouZity 1 pro tfeti testovanou skupinu, avSak zastupci jsou
disubstituovany uvedenymi halogeny v polohach 1 a 3 aminochinolnového kruhu. Ve ¢tvrté
skupiné byly pro substituci voleny halogeny fluor a chlor, jez jsou umistény do jiné¢ polohy
skeletu nez v pripadé¢ druhé skupiny testovanych derivati. Posledni skupina testovanych
derivati mé pouze 3 zastupce a obsahuje ve své struktufe methoxy skupinu. Vysledkem méteni
byly zjiStény hodnoty ICso pro jednotlivé ChEs. Hodnota zjiSténé ICso indikuje, jaka
koncentrace inhibitoru je tfeba pro inhibici daného procesu na 50 %. Hodnoty jsou vyjadfovany
v jednotkach moléarni koncentrace. Pomoci ICso lze tedy urcit ti¢innost testovanych inhibitora.
Cim je hodnota ICs nizsi, tim Ize inhibitor povazovat za efektivn&jsi pfi inhibovani danych
enzymil. V nize uvedenych obrazcich jsou vyhodnoceny ziskané¢ hodnoty ICso v uM

testovanych inhibitori a jejich jednotlivé smérodatné odchylky méfeni (SEM).

Dal$im zjiSténym parametrem byl index selektivity (SI) viici ChEs. Pro hodnoceni vysledki je
zasadni, Ze latky selektivni k AChE maji hodnoty SI> 1 a latky selektivni k BChE maji hodnoty
SI< 1. Ve vyslednych tabulkach jsou vyrazné oznaceny latky, které jsou selektivnéjsi k BChE.
Vice nez dvé tietiny testovanych derivatd prokazalo selektivitu k AChE, pfi¢emz

nejselektivnéjsi k BChE byla latka LG 635.
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Tab. 4: Tabulka testovanych derivat substituovanych methylovou skupinou

Sloucenina R1 R2 R3 R4 RS SI
THA H H H H 6C 0,275
LG 638 H H -CH; H 5C 2,37
LG 561 H H -CH; H 6C 0,8839
LG 639 H H -CH; H 7C 0,4711
LG 627 H -CH3 H H 5C 24,322
LG 629 H -CH3 H H 7C 6,5359
LG 630 H H H -CH3 5C 1,1349
LG 632 H H H -CH3 7C 0,4196
AChe
-CH; derivaty
25000
22500
22500
20000
17500 15500
__ 15000
>
E'O 12500 10000
Ul.h
— 10000
7500
5000
2500

320

O e —

TAKRIN LG 638 LG561 LG639 LG627 LG629 LG630 LG632

347 153 415 255

Obr. 10: Hodnoty ICso derivatlh aminochinolinu s methylovou skupinou pro AChE. Data jsou
znazornéna jako primér = SD z minimalné téi méteni.
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Prvni testovanou skupinu tvofily derivaty substituované methylovou skupinou v raznych
polohach aminochinolinového skeletu jak je uvedeno v Tab. 4. Z jednotlivych hodnot ICso,

uvedenych v Obr. 10je ziejmé, ze poloha CH3 skupiny vyznamné ovlivituje inhibi¢ni potencial.

Nejlepsi schopnost inhibice vykazala latka LG 629 s ICso= 153 + 1,0 nM, kterd ma CH3 skupinu
navazanou v poloze 7 a ke skeletu 4- aminochinolinu je pfipojen cykloheptan. Dalsi latka, ktera
prokazala lepSi potencidl inhibice neZ nami zvoleny standard, byla litka LG 632
s cykloheptanovym kruhem a hodnotou ICso= 255 £ 11 nM. U latek LG 630 a LG 632, které¢
obsahuji v poloze 5 methylovou skupinu, vedla zaména cykloheptanového kruhu za
cyklopentanovy ke sniZzeni schopnosti inhibovat AChE (ICso= 415 + 28 nM), avSak stale se
pohybuje v fadech stovek nM. Trojice latek LG 638, LG 561 a LG 639 maji methylovou
skupinu umisténou do polohy 6 a lisi se substituci nasycené¢ho kruhu. Nejnizsi ICso a tedy
nejvyrazn€jsi schopnost inhibice z uvedené tfi¢lenné skupiny latek dosdhla LG 638 s ICso=

10 000 + 1000 nM. Mira inhibice je v§ak 31x mens$i neZ mira inhibice standardu a pfi srovnani

cwwvr

BChe
-CH; derivaty
23700
25000
22500
20000
17500
15000 13700

=
<
2 12500
S 10600
10000 9440
7500
5000
2500
88 1000 471 107
O* -____

TAKRIN LG 638 LG 561 LG 639 LG 627 LG 629 LG 630 LG 632

Obr. 11: Hodnoty ICso derivati aminochinolinu s methylovou skupinou pro BChE. Data jsou
znazornéna jako priamér = SD ze tii méfeni.
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Pti testované téchto derivatli aminochinolinu substituovanych methylovou skupinou v danych
polohéch na Obr. 11 se ukazuje, Ze ani jeden z nich nema hodnotu ICsosche niZ8i nez dany
standard. Nejvétsi inhibi¢ni ucinek v této skupiné ma latka LG 632 s ICso= 107 + 6 nM
potencial nez LG 632. LG 629, kterd projevila nejvétsi miru inhibice vic¢i AChE, ma
prokazatelné nizsi afinitu k BChE a s hodnotou ICso= 1000 + 30 nM je vici ni 7x méné ucinna
nez k AChE. U latek LG 638, LG 561, LG 639 a LG 627 inhibi¢ni potencial v uvedeném potadi
vzestupné roste. Latka LG 627 ma ICso rovno 8440 + 490 nM a jako jedina z posledné
uvedenych latek ma methylovou skupinu nasubstituovanou do polohy 7 aminochinolinového

skeletu.

DalSim zjiSténym parametrem byl index selektivity (SI) vii¢i jednotlivym enzymim. V této
testované skupiné projevily latky LG 561, LG 639 a LG 632 vyssi miru selektivity k BChE,
coz je nejveétsi pocet zastupct skupiny ze vSech testovanych latek. Nejselektivnési se projevila
latka LG 632 s hodnotou SI 0,4196. Zbyl¢ latky LG 638, LG 627, LG 629, LG 630 jsou
selektivnéjsi k AChE.
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Tab. 5: Tabulka testovanych derivat substituovanych bromem a chlorem.

Sloucenina R1 R2 R3 R4 R5 SI
THA H H H H 6C 0,275
LG 608 H H Br H 5C 3,1238
LG 606 H H Br H 6C 4,3424
LG 605 H H Br H 7C 1,0942
LG 610 H H Cl H 5C 4,3544
LG 609 H H Cl H 6C 3,4639
LG 611 H H Cl H 7C 1,1977
AChe
-Br, -Cl derivaty
15000 13800
14000
13000
12000
11000
10000

ICsq [NM]

9000 8600
8000
7000 5410
6000 4790
5000
4000
3000 1940
2000 1580
0 ||

TAKRIN LG 608 LG 606 LG 605 LG 610 LG 609 LG 611

Obr. 12: Hodnoty ICso derivatti aminochinolinu s halogeny pro AChE. Data jsou znazornéna
jako prumér £+ SD ze tfi méteni.
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Druhé skupina testovanych latek ptedstavuje derivaty aminochinolinu substituované chlorem
¢i bromem v poloze 6. (Tab. 5) Nejucinnéjsimi latkami této skupiny se ukazaly byt latky LG
610 s ICs0= 1580 + 50 nM a LG 609 s ICso= 1940 + 70 nM.

Ob¢ ve své struktuie maji ptitomen chlor v poloze 6, lisi se jen velikosti cyklického skeletu,
LG 610 obsahuje cyklopentan a LG 609 cyklohexan. Zména chloru za brom sniZila miru
inhibice vii¢i AChE. Napiiklad LG 608 s hodnotou ICso = 5410 + 260 nM je 3x méné u€inné&;jsi
inhibitor v porovnani s LG 610. Zavedenim sedmiclenného cykloheptanu do molekuly u latek
LG 605 a LG 611 vyrazné snizuje inhibi¢ni potencidl v uvedené skupiné testovanych latek. LG

611 se jevi o fad u¢innéjSim inhibitorem nez LG 605 s ICso= 13800 + 600 nM.

BChe
-Br, -Cl derivaty

22500
20800
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ICyq [NM]

Obr. 13: Hodnoty ICso derivath aminochinolinu s halogeny pro BChE. Data jsou zndzornéna
jako primér + SD ze tfi méteni.
Jednotlivé derivaty substituované chlorem a bromem v poloze 6 vykazuji nizsi inhibi¢ni afinitu
k BChE v porovnani s AChE. Nejlepsimi inhibitory v této skuping jsou obdobné jako u AChE
latky LG 610 s ICso= 6880 + 650 nM a LG 609 s ICso= 6720 + 540 nM. Inhibi¢ni potencial
maji velmi podobny, 1 presto, Ze se 1i$i substituci na aminochinolinovém skeletu nasycenym
kruhem. Pfitomnost chloru v poloze 6 u latek LG 610, LG 609 a LG 611 ptedstavuje lepsi
inhibicni vlastnosti nez v pfitomnosti bromu v poloze 6. Latky LG 608, LG 606 a LG 605 jsou

mén¢ ucinnymi inhibitory.
Zastupci této testované skupiny projevili vyssi selektivitu k AChE.
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Tab. 6: Tabulka testovanych derivatl substituovanych dvéma atomy chloru ¢i bromu.

Sloucenina R1 R2 R3 R4 R5 SI
THA H H H H 6C 0,275
LG 615 Cl H Cl H 5C 1,1401
LG 616 Cl H Cl H 6C 3,4101
LG 617 Cl H Cl H 7C 2,6327
LG 612 Br H Br H 5C -
LG 613 Br H Br H 6C 7,4246
LG 614 Br H Br H 7C 5,9536
AChe
-Br, di-Cl derivaty
17000 15700
16000 15100 15100
15000
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TAKRIN LG 615 LG 616 LG 617 LG 612 LG 613 LG 614
Obr. 14: Hodnoty ICso derivati aminocholinu s dihalogeny pro AChE. Data jsou zndzornéna

jako primér £ SD z minimaln¢ tfi méteni.

Tieti skupina derivati se dvéma atomy chloru ¢i bromu v polohdch 6 a 8 udava, ze

nejucinnéj$imi inhibitory dané skupiny jsou latky LG 616 a LG 613, které¢ maji téméft totozné
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hodnoty ICso. Obé latky maji k aminochinolinovému skeletu piipojeny Sest uhlikii dlouhy skelet
a LG 616 obsahuje 2 atomy chloru a LG 613 2 atomy bromu ve své molekule.

Zavedenim dal$iho atomu halogenu do struktury se snizuje inhibi¢ni aktivita a nejlepsi
inhibitory této skupiny jsou tak 3x mén¢ u¢inné nez nejlepsi inhibitor skupiny s jednim atomem
halogenu. Srovnatelnych vysledkii dosahly 1 latky s dichlorovanou molekulou LG 612 a LG
614. Latka LG 614 obdobné¢ jako LG 615 ma piikondenzovany cykloheptan k aminochinolinu
a hodnotu ICso velmi podobnou v tadech 15 000 nM.

BChe
-Br, di-Cl derivaty
100000
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90000
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5000 88
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TAKRIN LG 615 LG 616 LG 617 LG 613 LG 614

ICs [NM]

Obr. 15: Hodnoty ICso derivatti aminochinolinu s dihalogeny pro BChE. Data jsou znazornéna
jako prumér £ SD ze tfi méteni.
Tato skupina testovanych derivati ma velmi nizkou miru inhibice vii¢i BChE. Dokonce latka
LG 612 nezainhibovala BChE pfi testovani jeji nejvyssi koncentrace ani z 50% a proto neni
uvedena ani jeji hodnota ICso na Obr. 15. NejucinnéjSim inhibitorem s nejvy$si mirou afinity
k BChE z této skupiny je latka LG 616, substituovana dvéma atomy chloru v polohédch 6 a 8 a
s hodnotou ICso= 14800 + 400 nM. Dalsi v potadi je pak latka LG 615, kterd ma ICso= 17900
+ 100 nM s cyklopentanovym skeletem ve své molekule. Oba inhibitory jak LG 616 1 LG 615

jsou vice nez 200x hor$imi inhibitory nez standard.
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Tab. 7: Tabulka testovanych derivatl substituovana fluorem a chlorem.

Sloucenina R1 R2 R3 R4 RS SI
THA H H H H 6C 0,275
LG 621 H H F H 5C 4,5858
LG 619 H H F H 6C 0,7679
LG 620 H H F H 7C 0,9119
LG 623 H H H Cl 5C -
LG 624 H H H Cl 6C 1,4281
LG 625 H H H Cl 7C 1,3946
AChe
-F, -Cl derivaty
1100
978
1000
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800
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S 600
=
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TAKRIN LG 619 LG621 LG620 LG624 LG62S

Obr. 16: Hodnoty ICso derivati aminochinolinu s halogeny fluorem a chlorem pro AChE.
Data jsou znazornéna jako primeér = SD z minimalné tfi méfeni.

Ctvrta skupina derivatd je substituovana atomy floru v poloze 6 u latek LG 619, LG 621, LG
620 a atomy chloru v poloze 5 u latek LG 623, LG 624 a LG 625. (Tab. 7)
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Hodnoty ICs této skupiny latek ukazuji, ze se jejich inhibicni aktivita fddove rovna standardu,
dokonce LG 624 s hodnotou ICso= 44,9 + 1,4 nM je 11x lepSim inhibitorem AChE nez takrin.
LG 624 navic ve své struktuie kromé atomu chloru obsahuje 1 nasyceny Sesticlenny kruh. Na
druhém misté je latka LG 625 s ICso= 223 + 6 nM, kterd ma na rozdil od latky LG 625 ve své
molekule cykloheptanovy kruh misto cyklohexanového kruhu. LG 624 prokazala nejvyssi

inhibi¢ni potencial ze vSech testovanych derivatu.
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Obr. 17: Hodnoty ICso derivati aminochinolinu s halogeny pro BChE. Data jsou znazornéna
jako primér £ SD z minimalné ¢ty méfeni.

Z Obr. 17 je patrné, Ze schopnost inhibovat BChE je stejné jako v ptipadé AChE a pohybuje se
tedy ve stejnych fadech ICso. Nejvyssi miru inhibice k BChE vykazala latka LG 624, totozné
jak to bylo v ptipadé AChE. S jejim ICso= 47,7 £ 3 nM je nejucinnéjsim inhitorem BChE ze
vSech testovanych latek. Z chlorovanych derivati je dalsi v potadi LG 625 s ICso= 311 £+ 16
nM. Latka LG 623 pfi testovani jeji nejvyssi koncentrace nevykéazala ani 50% miru inhibice
v piipadé BChE a ani v ptipadé AChE, neni proto uvedena na obrazku a jevi se jako nejhorsi
inhibitor testovanych latek. Nejlepsi ucinnosti z fluorovanych derivati prokazala latka LG 620

s ICso= 569 £+ 22 nM.
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Zastupci LG 619 a LG 620, obsahujici ve své molekule fluor, prokazaly vyssi selektivitu
k BChE.

Tab. 8: Tabulka testovanych derivatl substituovanad methoxy skupinou

Sloucenina R1 R2 R3 R4 R5 SI
THA H H H H 6C 0,275
LG 633 H H -OCH; H 5C 1,2896
LG 634 H H -OCH; H 6C 1,76
LG 635 H H -OCH3; H 7C 0,2506
AChe
-OCHj; derivaty
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Obr. 18: Hodnoty 1Cso derivatii aminocholinu s methoxy skupinou pro AChE. Data jsou
znazornéna jako prameér + SD ze ¢tyf méfeni.
Posledni skupinu testovanych derivati tvotily inhibitory, jejichz zdkladni skelet je substituovan
methoxy skupinou v poloze 6 aminochinolinového zakladu. (Tab. 8) Nejvétsi afinitu k AChE
projevila latka LG 633, ktera obsahuje cyklopentanovy kruh. Latka LG 634 s hodnotou ICso=

v

10 000 = 500 nM se projevil jako druhy nejucinnéjsi inhibitor skupiny. LG 634 neboli 7-
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v

MEOTA ma vsak o 3 fady nizsi inhibi¢ni potencial nez neju¢innéjsi inhibitor testovanych latek

LG 624.
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Obr. 19: Hodnoty 1Cso derivatti aminochinolinu s methoxy skupinou pro BChE. Data jsou
znazornéna jako pramér = SD z minimalné tfi méfeni.

Obr. 19 s derivaty aminochinolinu s methoxy skupinou ukazuje, Ze nejlepSiho inhibi¢niho
vysledku vii¢ci BChE doséhla latka LG 635 s ICso= 4410 + 340 nM, kterd ma ve své struktufe
cykloheptanovy kruh. Inhibi¢ni u¢innost latky LG 635 je 4x vys$i nez v ptipadé latky LG 634,
ktera ma ICso= 17600 £ 1100 nM.

Vys$si miru selektivity k BChE prokazala latka LG 635 a shodnotou SI 0,2506 je

nejselektivngj$i zastupcem testovanych derivati pro BChE.
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7. Diskuze

AD jako nejcastéjsi forma demence s nepiedvidatelnymi faktory vzniku se stava stale
vetsim problémem pro starnouci populaci jak po strance sociélni, zdravotni, ale i ekonomické.
V celosvétovém zebticku je AD uvedena jako patd nejcastéjsi pricina smrti u osob starSich 65
let. AD predstavuje tézce feSitelnou zatéz vetejného zdravi, a proto je v soucasné dobé zasadni
prioritou zdravotnického vyzkumu. Dostupna 1éCiva ovliviiuji jednotlivé patogenetické ¢lanky,
zpomali postup demence a postizenym zkvalitni priibéh Zivota, avSak postup choroby nezastavi
ani ji nevyléci. K terapii jsou schvalené AChEI (rivastigmin, galantamin, donepezil) a inhibitor
glutamanergnich receptorti typu NMDA memantin. (Jirdk, 2009) AChEI jsou zodpovédné za
zvySovani koncentrace ACh, potfebného k cholinergnimu pifenosu. Za fyziologickych
podminek je cholinergni transmise ukoncena rozkladem ACh enzymem AChE v synaptické
Stérbin€. Pti manifestaci AD je vSak pritomnost AChE vyrazné snizena, zatimco piitomnost
BChE se zvysuje. (Brunovsky, 2007) V pokrocilych stadiich BChE pak rozklada ACh v mozku
diky nedostatku AChE. Tento fakt potvrzuje studie, kdy na mysSich modelech bylo dokazéno,
7e BChE pftebira schopnost hydrolyzovat ACh v ptipad€ snizené hladiny AChE. (Hepnarova,
2018) V patofyziologii kromé postizeného cholinergniho systému hraje roli koagulace a
agregace specifickych proteinti — depozita amyloidnich plakti v mozkové tkéni, které maji
pifimy neurotoxicky efekt a navic plsobi imunogenné, ¢imZ prohlubuji oxidacni stres a

poskozeni mozkové tkdn€ volnymi radikaly. (Chmatalova, 2014)

Tento viceprvkovy charakter pfi¢in vzniku AD zvySuje snahu hledat 1é€ivo, které by
bylo schopné ovlivnit n€kolik patologickych jevil najednou. Znacna Cast testovanych latek
prosla ve svém vyvoji az do tieti faze klinickych studii, avSak ptes veskeré Tusili
farmaceutického vyzkum nebyl od roku 2002 (registrace memantinu), schvalen zadny novy
preparat k 1écbé AD. Hlavni piekaZzkou v klinickém testovani je nutnost prostupu pres HEB,
nedostatecna Ui¢innost, nedostatecna specifita viici danym terapeutickym ciliim a nedostacujici
znalost farmakodynamickych vlastnosti testovanych latek. (Hroudova, 2017) NejnovéjSim
konceptem v terapii je MTDL design molekul. Takové farmakofory jsou strukturné ptibuzné
latkdm, které jiz v terapii AD maji svij vyznam. Jedna se napiiklad o hybridni molekuly
s dudlnim Gc¢inkem, kdy se zkombinuje molekula AChEI spolu s latkou, kterd disponuje jinymi
vlastnostmi. MiiZe jit o antagonistu kalciovych kanald, antioxidant ¢i antagonistu B-sekretasy.
(Rampa, 2011). Molekula AChEI jako potencialni MTDL byla pouZita jako zaklad syntézy

molekul i v této praci. Cilem bylo farmakologické stanoveni latek, které byly nasyntetizovany
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tak, aby ovliviiovaly postizeny cholinergni systém. M¢feni bylo podrobeno 27 nové
pfipravenych substanci. Jejich struktura byla navrzena na zéklad¢ pfedpokladu, ze obménou
molekuly THA vzniknou nové derivaty, u nichz by méla byt snizena toxicita, dale budou mit

multifunkcni charakter a jednou z jejich funkci bude inhibicni aktivita na AChE a BChE.

Molekula THA je obecné casto pro syntézu MTDLs vyuzivana. THA mé nizkou
molekulovou hmotnost, dobfe penetruje skrz HEB, u¢inn¢ inhibuje AChE v mozku a zaroven
ma vliv 1 na BChE, k niz prokazuje i lepsi selektivitu. (Tumiatti, 2010) Studie provadény na
THA odhalily postupné i jeho dalsi ucinky, ¢imz je vysvétlovano, proc¢ je tak dilezitym prvkem
v hledani multifaktorialniho famakoforu. THA mimo jiné blokuje aktivitu MAOs, inhibuje
zpétné vychytavani 5-hydroxytryptofanu a dopaminu, blokuje draslikové iontové kandly a
mAChR. Neni vsak stale jasné, zda za terapeuticky u¢inek zodpovida inhibice ChEs nebo jeho
dalsi farmakologické vlastnosti. (Proctor a Harvey, 2000) Avsak dle (Fisher et al., 2000) jeho
pusobeni pravdépodobné souvisi s neselektivnim muskarinovym antagonismem nebo
agonismem M; s paralelnim M; antagonismem. Muskarinovy antagonismus na M
muskarinovém receptoru vede ke zvySenému uvoliiovani ACh v mozkové tkani. Tento druh
muskarinové interakce poskytuje slibnou terapeutickou ucinnost pti 1é¢bé AD. 7-MEOTA
vykazuje jeSté vyssi afinitu k muskarinovym receptorim nez takrin. Z tohoto hlediska lze 7-

MEOTA povaZzovat za slibnéj$i derivat THA (Sepsova et al., 2015)

I ptresto, Ze inhibi¢ni aktivita 7-MEOTA je niz§i v porovnani s THA (ICsoacne=
10,5 uM), 1ze ji prozatim povaZovat za nejlepsi substituovany derivat THA. (Spilovska, 2015)
Kromé¢ vyrazného vlivu na AChR a lepSich antioxidac¢nich vlastnosti disponuje 7-MEOTA
piiznivéjSim toxikologickym profilem. Ve studii (Soukup et al., 2013) to potvrdily zjisténé
hodnoty LDso. LDso THA pozorované skupiny mysich jedincti po intramuskularni aplikaci
¢inila 29 mg/kg, kdeZto v pfipadé 7-MEOTA byla LDso 125mg/kg. Tyto pozitivni vlastnosti,
vcetné€ dobré penetrace skrz HEB umoznuji jeji dalsi pouziti jako podklad pro syntézu novych

inhibitortt ChEs v hledani 1é¢iva multifaktorialniho charakteru v terapii AD.

Pt1 syntéze naSich testovanych sloucenin je zaklad tvoten 4- aminochinolinem, k némuz
byl ptikondenzovan skelet bud’ s 5, 6 nebo 7 uhliky. Bylo zjisténo, ze THA, jez obsahuje ve
svém skeletu 6 uhlikd, se pfi kontaktu s AChE vaze prostfednictvim své 4-aminochinolinové
¢asti, pficemz zacykleny kruh je dilezity pii blokovani katalytického mista enzymu. (Steinberg
etal., 1975). Na aromatickém kruhu THA byly v riznych poloh4ch navazané jednotlivé funkcni
skupiny. Jednalo se o halogenidy, methyl ¢i methoxy skupiny. Proctor a Harvey, 2000
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prokézali, ze v dasledku van der Waalsovych interakci vznikd komplex mezi THA a AChE a
dochazi k pfenosu naboje v perifernim misté na enzymu. Katalytické misto AChE se ucastni

elektrostatickych interakci s aminokyselinami tryptofan a fenylamin. (Vieira, 2019)

Dal8im zkoumanym parametrem bylo ovlivnéni inhibi¢ni aktivity velikosti nasyceného
piikondenzovaného kruhu s 5, 6 nebo 7 uhliky. NejlepSich inhibi¢nich vlastnosti dosahly latky
s cyklem tvofenym 6C, stejné¢ jako ma THA. Dalsim zjisténym poznatkem pro vSechny
testované latky je, Ze slouceniny s cyklem tvoienym 7C maji ptevazné hodnoty ICso vyssi
v porovnani s inhibitory s 5C ¢i 6C. Rozséahlejsi vliv na inhibi¢ni ucinnost méla poloha, pocet

a druh navazanych funkcnich skupin.

U methylovanych testovanych derivati hraje vyznamnou roli umisténi CH3 skupiny,
kdy pfi jejim pfesunu z polohy 7 do polohy 6 inhibi¢ni G¢inek stoupa na hodnotu stovek nM.
V rozséhlé studii Recatini et al., 2000 se potvrzuje, ze substituci v poloze 6 akridinového
skeletu dava vznik G¢innéj$im analoglim nez v poloze 7 s hodnotou ICsp= 100 nM. LG 629 ma
vsak prokazatelné niz$i afinitu k BChE a s inhibi¢nim potencidlem ICso= 1000 nM je vici ni
7x méng ucinnd nez v ptipadé¢ AChE. Divodem muiZe byt nepiizniva poloha methylové skupiny
v poloze 7, jez svou ptitomnosti miiZe tvofit stérickou piekdzku v aktivnim misté BChE. Toto
bylo prokazano jiz v roce 2010 ve studii Camps a kol., kdy pfi substituci THA v poloze 6
atomem chloru doslo k optimdlni inhibici lidské AChE. Avsak za pouziti BChE bylo zjisténo
negativni piisobeni atomu chloru v poloze 6 THA, jez svou blizkosti narusuje vazbu v aktivnim

misté lidské BChE. (Camps et al., 2010)

Nejpocetngjsi skupinu testovanych latek tvoii halogenované derivaty. Na rozdil od
methylové skupiny jsou halogeny schopné darovat své elektrony s volnym péarem k tcasti na
vodikové vazb&. Zastupci zfad halogent zvySuji lipofilitu dané molekuly, ¢imz zajist'uji
prostup skrz HEB a zéaroven diky svym elektronakceptorovym vlastnostem zvySuji inhibi¢ni

potencial. (Recatini, 2000).

Skupina testovanych latek substituovanych atomem bromu a chloru v poloze 6
aminochinolinového skeletu vykazala miru inhibice vfadech mikroM. V porovnani
s methylovou skupinou se inhibi¢ni G¢innost prokazatelné snizila. LepSich inhibi¢nich vysledk
jak vaci AChE tak i BChE, dosahly substance, jez obsahuji ve své molekule chlor. U
bromovanych analogli jsme ziskali o fad niZ§i inhibi¢ni aktivitu a z monohalogenovanych
derivath dosahla latka LG 608 slabého inhibi¢niho G€inku ICso= 5 pM. I pfi zméné polohy

atomu bromu do polohy 7 aminochinolinového skeletu nelze pfedpokladat zvyseni inhibi¢nich
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vlastnosti. Tento ptedpoklad potvrzuje studie z roku 2000, kdy bromovany analog THA doséhl
hodnot ICso fadoveé obdobnych jako v ptipadé naseho méteni, tedy ICso rovno 10 uM. (Proctor

a Harvey, 2000)

Pti pouziti fluoru v molekule se hodnoty inhibi¢niho potencialu projevily ptiznivéji a
vSechny latky maji inhibi¢ni G¢innost ve stovkach nM. Prace Harvey a Proctor, 2000 zamétena
na testovani ucinnosti takrinovych analogti prokazala, ze pfitomnost fluoru ¢i chloru v poloze
6 poskytuje rovnocenné vysledky inhibice a pouze fluorované derivaty pisobi vii¢i BChE
stejné jako v piipadé¢ AChE. Latky z této skupiny derivatii maji dokonce o 2 fady vyssi inhibi¢ni
aktivitu nez v praxi pouzivany standard 7-MEOTA. (Kozurkova, 2011)

U nami zjisténych vysledkt se prokézala u latek LG 619 a LG 620, které obsahuji ve
své molekule fluor, dokonce vyssi mira selektivity viici BChE. MiiZe to byt ovlivnéno tim, ze
objem aktivniho mista u BChE je vétsi nez v pfipadé AChE, a tudiz elektronegativni atom
fluoru je stéricky 1épe disponovan do kavity enzymu diky zvySené hustoté elektronli na

aromatickém jadie THA a pevnéj$im van der Waalsovym interakcim.

Index selektivity je dualezity parametr v hledani u¢inného inhibitoru, jelikoz
v pokrocilych stadiich AD BChE ptebird roli AChE pfti rozkladu ACh. Proto maji v pokrocilé
fazi nemoci pacienti vyznamng;j$i benefit ze selektivnich BChEI. Prozatim vSak neni zcela jasné
pravidlo, v kterém stadiu a kdy pouzit selektivni AChEI, selektivni BChEI ¢i neselektivni
ChEsl. (Hepnarova, 2018)

Z testovanych latek vyjadfovala vétSina latek vyssi selektivitu k AChE, pouze 6 substanci se

prokazalo selektivné€j§i k BChE — LG 561, LG 639, LG 619, LG 620, LG 632 a LG 635.

U disubstituované skupiny atomy halogenti v polohach 6 a 8 aminochinolinového cyklu
lze ocekavat navyseni inhibi¢niho u€¢inku na Grovni CNS diky zvysené lipofilit¢ dvéma atomy
halogenu. Je zadouci, aby lipofilitou zvySena penetrace do CNS, pfinesla navySeni inhibi¢niho
potencialu. Gregor a kol., 1992 jiz potvrdili, Zze chlorem substituované derivaity THA jsou
mnohonasobné U¢innéjsi nez jiné izomery podrobené testovani. Divodem muze byt indukce
dip6lového momentu, spravna orientace a efekt na pKa slouceniny, coz pfispiva k pevnéjsi
interakci mezi n-n elektrony derivati THA a elektrony aromatickych kyselin v aktivnim misté

enzymu.

Pozitivni vliv miize byt zajiStén také udrzenim nekoplanarniho uspotfadani inhibitoru a

pusobenim elektrostatickych a hydrofobnich interakci pfi vazbé na enzym. (Bieger, 1967)
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Lepsi inhibicni vlastnosti se vSak v tomto ptipad¢ nepotvrdily, zavedenim dal§iho atomu
halogenu do struktury se inhibi¢ni aktivita snizila a nejlepsi inhibitory této skupiny jsou tak 3x
mén¢ ucinné nez latky ze skupiny s jednim atomem halogenu. V rozsahlé studii z roku 2000 (
Proctor a Harvey, 2000) pfidanim druhého atomu F se taktéz potvrzuje snizeni ti¢innosti proti

obéma ChEs, pticemz vSak index selektivity byl vyraznéjsi viici BChE nez proti AChE.

V posledni testované skupiné methoxyderivatd byly vysledky inhibicni aktivity
pomérné nizké v fadech tisici nM, kdy nejvyssiho inhibi¢niho G¢inku dosédhla latka LG 633
ICso= 8220 nM. Pouziti methoxy skupiny v poloze 6 aminochinoliného cyklu se jevi tedy jako
nevyhodné. Pozitivum zavedeni toho substituentu tkvi v nizsi toxicit¢ AChEI a tento parametr
muze byt pfedmétem dalsiho testovani. Divodem miize byt patrna strukturalni podobnost této
skupiny vybranych derivatl se standardem 7-MEOTA, ktera pravé nevykazuje diky své odlisné
metabolické cest¢ vyraznou hepatotoxicitu na rozdil od THA. Vysledek odpovida i
vzajemnému porovnani obou standardi, kdy THA inhibuje ob& ChEs o 2 fady G¢inné&ji nez 7-

MEOTA. (Kordbecny, 2011)

Nejvétsim inhibi€nim potencidlem z terapeuticky G€innych a v praxi pouzivanych
AChEI disponuje donepezil s ICs0=22 nM. Tento inhibi¢ni Gi¢inek je srovnatelny jako v ptipadé
naSich testovanych latek LG 610 a LG 609, které ve své molekule obsahuji chlor v poloze 6
aminochinolinového cyklu. Dal$im terapeuticky vyuzivanym zastupcem AChEI je galantamin.
Jeho inhibi¢ni potencial pfi pisobeni na AChE je ICso= 800 nM, coZ je G¢innost obdobna jako

v ptipadé testovanych derivath substituovanych fluorem v poloze 6 u latek LG 621 a LG 620.

V procesu inhibice hraje tedy vyznamnou roli jednak druh zvolenych substituentl a
zaroven 1 jejich umisténi. Ve skupiné chlorovanych derivatt, kde je chlor umistén v poloze 6
aminochinoliného skeletu je inhibi¢ni t¢innost viici ChEs v hodnotach jednotek uM. Avsak pii
pfesunu chloru do polohy 5 aminochinolinového cyklu u struktur LG 624 a LG 625 se mira
inhibice vyrazné zvysila. Tyto zminé€né inhibitory jsou nejucinnéjSimi ze vSech testovanych
latek. Latka LG 624 s hodnotou ICsoache= 33,4 nM a ICsosche= 62 nM prokazala nejlepsi
inhibicni potencial skupiny diky své strukturné blizké analogii s 6-C1-THA. 6-CI-THA je fazen
k silnym reverzibilnim inhibitorim AChE a ma vys§i inhibi¢ni u¢innost viici AChE
v porovnani s THA. (Recatini, 2000) 6-chlor-THA je prozatim jeden z nejucinnégjSich derivata
THA. Byl testovan i jeho toxikologicky profil a na zdkladé vysledku se jevi jako vhodny zéklad
pro syntézu novych lé€iv s multifaktorialnim charakterem pro terapii AD bez prokdzanych

znamek toxicity in vivo. (Misik, 2018) Jeho silnych inhibi¢nich vlastnosti je nejspiSe docileno
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jednak zvysenou lipofilitou a také ptitomnosti dipolového momentu, ktery ma vliv na orientaci
inhibitoru pii vazbé do aktivniho mista AChE. Inhibi¢ni vliv na BChE je vSak prokazatelné
nizsi. Inhibi¢ni potencial vici BChE je ICso=1780 nM. 6-CI-THA ma tedy vysokou miru
selektivitu vici AChE. SI je rovno 100, coz je hodnota srovnatelna jako v ptipadé AChEI
donepezilu (SI= 1100). (Spilovska, 2017) Ve studii (Kaniakova et al., 2018) se dokonce
pokusili o syntézu nového hybridu, ktery vznikl kombinaci 6-chlor-THA s memantinem. Pfi in
vivo testovani se prokazalo, ze tato nova multifunkéni latka by mohla nést jak inhibicni, tak

neuroprotektivni vlastnosti vii¢ci AChE vyssi nez dané pivodni substance.

6-CIl-THA s hodnotou ICsoache=17,60 nM je vSak stale 2x ucinnéjsi nez LG 624 a nadale tak

zustava nejsilngjsi testovanym inhibitorem AChE. (Gregor, 1992)

Z4dny z testovanych derivatd nevykazoval vlastnosti potencialniho 1é¢iva, které by
mohlo slouZit k terapii AD. Syntetizované derivaty THA neprojevily takové vlastnosti, které se
pfi jejich vyzkumu ptedpokladaly. Do budoucna je potteba provést dalsi in vitro a in vivo
testovani nasich molekul a prokazat ptipadné i jiné multifunkcni vlastnosti. Z hlediska dalSich
syntéz potencialnich 1é¢iv AD by bylo Zddouci zaméfit se na molekulu 6-chlor-THA. Sama o
sobé vykazuje velmi silnych inhibi¢nich vlastnosti a je mozné, Ze pfi zménach ve struktufe ¢i
pfi spojeni s jinym farmakoforem, da za vznik u¢innym derivatim se zachovalou aktivitou i

v molekule MTDLs.
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8. Zaver

Cilem této prace bylo stanovit inhibicni koncentrace noveé syntetizovanych
potencionalnich 1é¢iv. AD. Hodnoceni latek probéhlo na zakladé stanoveni inhibi¢ni
koncentrace in vitro pro obé ChEs, jejich porovnani se standardem a vypocteni indexu
selektivity pro jednotlivé substance. Celkem bylo testovani podrobeno 27 derivati
aminochinolinu a jednotlivé derivaty se liSily v poctu, druhu navazanych funkcnich skupin a
velikosti uhlikového zacykleného fetézce. VétSina z testovanych latek neprokazala vétsi
inhibi¢ni schopnost nez takrin, ktery byl pouzit jako standard. Ze vSech testovanych latek Ctyti
latky projevily vyssi inhibic¢ni aktivitu vi¢i AChE. Latka LG 629, substituovana methylovou
skupinou v poloze 7 aminochinolinového cyklu, latka LG 632 s methylovou skupinou v poloze
5 aminochinolinového cyklu a latky LG 625 a LG 624, substituované v poloze 5
aminochinolinového cyklu atomem chloru. Zvolené substituenty chlor a methylova skupina

mély nejzasadnéjsi vliv na inhibi¢ni potencial.

Dal$im sledovanym parametrem byl index selektivity. VétSina z testovanych latek
projevila vyssi selektivitu k AChE, pouze Sest substanci se prokazalo byt selektivnéjsi k BChE.
Ze skupiny testovanych latek, které maji nejlepsi inhibi¢ni schopnosti pouze latka LG 632
prokazala vyssi selektivitu k BChE. Nejvyssi index selektivity byl zjistén u latky LG 627 (SI
24,32).

Vsechny ctyti latky LG 629, LG 632, LG 625 a LG 624 prokéazaly nejvétsi inhibicni
aktivitu ze skupiny testovanych latek a v budoucnu by bylo vhodné zaméfit se na jejich dalsi
testovani. Jednou z moZnosti by mohla byt skutecnost, ze interaguji s NMDA receptory a Ize je

povazovat za dualni latky.

Nejlepsi potencial ze vSech testovanych latek méla latka LG 624 substituovana atomem
chloru v poloze 5 aminochinolinového kruhu. Projevila nejvyssi inhibi¢ni G€inek vic¢i AChE
(IC50= 34 nM) i vi¢i BChE (ICs50=62 nM). Latku LG 624 lze tedy povazovat jako vhodného

kandidata pro in vivo testovani jako potenciondlni 1é¢ivo AD.
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