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Ucinky multipotentnich sloucenin ovliviiujicich neurotransmisi

ve farmakologickych animalnich modelech kognitivniho deficitu

Abstrakt

V ramci preklinického vyzkumu farmakoterapie Alzheimerovy nemoci je v soucasnosti vénovana
pozornost multipotentnim slouceninam, umoznujicim intenzifikaci u¢inku zasazenim vice
patofyziologickych mechanismu. Prace se proto zabyvala posouzenim ucinnosti multipotentnich
sloucenin a kombinované aplikace v modelech kognitivniho deficitu u potkana. Spole¢nym
mechanismem U¢inku testovanych latek byla modulace neurotransmiterovych systému. Cilem
prvni ¢asti prace bylo porovnani U¢inku experimentdlni monoterapie a kombinované terapie
antagonistou N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorti a pozitivhim modulatorem receptorii
pro kyselinu y-aminomaselnou typu A (GABAA) v modelu vyvolaném trimethylcinem. Superiorita
kombinované terapie byla prokazana histologickou analyzou hipokampélni neurodegenerace, ale
v kognitivnim testu nedosahla statistické signifikance. Pfedmétem zbyvajici Casti prace byly
multipotentni derivaty takrinu. Prokazali jsme pozitivni efekt dimeru 6-chlorotakrinu a 6-
nitrobenzothiazolu a déale dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu, piisobicich také jako inhibitory
acetylcholinesterazy, v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném skopolaminem. V ptipad¢ jinych
takrinovych derivatl plsobicich také jako antagonist¢ NMDA receptor jsme prokéazali nizké
riziko zavaznych nezadoucich ucinki, coz opraviluje zahdjeni preklinickych testli ucinnosti.
Pozitivni vysledky provedenych experimentti jsou podnétem k dalSimu vyzkumu ucinkt

testovanych typt latek v modelech Alzheimerovy nemoci.



Effects of Neurotransmission-Modulating Multipotent Compounds

in Pharmacological Animal Models of Cognitive Deficit

Abstract

In preclinical research on Alzheimer’s disease pharmacotherapy, attention is paid to multipotent
compounds, enabling intensification of the effect by targeting multiple pathophysiological
mechanisms. The aim of the thesis was to assess the effect of multipotent compounds and
combination therapy in models of cognitive deficit in the rat. The mechanism of action of the tested
compounds was modulation of neurotransmitter systems. The aim of the first part of the study was
to compare the effect of experimental monotherapy and combination therapy with an N-methyl-
D-aspartate (NMDA) receptor antagonist and a y-aminobutyric acid type A (GABAA4) receptor
positive modulator in the trimethyltin-induced model. Superiority of the combination therapy was
proven by histological analysis of hippocampal neurodegeneration; however, it did not reach
statistical significance in the cognitive test. The other part of the thesis focused on multipotent
tacrine derivatives. We demonstrated a positive effect of 6-chlorotacrine-6-nitrobenzothiazole
hybrid, as well as 6-chlorotacrine-L-tryptophan hybrid, acting as acetylcholinesterase inhibitors,
in the scopolamine-induced model of cognitive deficit. Besides, we demonstrated a low risk of
serious side effects of other tacrine derivatives acting as NMDA receptor antagonists. This finding
justifies initiation of preclinical efficacy studies. The positive results prompt further research on

the effects of the tested compounds in Alzheimer’s disease models.



1 Uvod do problematiky

1.1 Alzheimerova choroba

Onemocnéni centralni nervové soustavy asociovand s demenci, zejména sporadickd forma
Alzheimerovy choroby, pfedstavuji zavazny socioekonomicky problém. Alzheimerova choroba je
komplexni multifaktoridlni onemocnéni nejasné etiologie, charakterizované ztratou kognitivnich
funkci, progresivni neurodegeneraci a vznikem patologickych proteinovych agregatti (Alves et al.,
2012). Bylo formulovano nékolik hypotéz vzniku choroby véetné cholinergni hypotézy zalozené
na dysfunkci cholinergniho systému (Bartus et al., 1982), amyloidni hypotézy poukazujici na roli
agregati amyloidu beta (Hardy and Allsop, 1991), tau hypotézy (Mudher and Lovestone, 2002),
nebo hypotéz zaméfenych na poruchy neurotransmise, konkrétné zejména N-methyl-D-
aspartatovych (NMDA) receptorll a souvisejici excitotoxicity glutamatu (Parsons et al., 2013).
Pozornost je vénovana mimo jiné i mozné roli dysbalance excita¢ni a inhibi¢ni neurotransmise

(Nava-Mesa et al., 2014).

Oproti tomu farmakoterapie je v sou€asnosti omezena na inhibitory acetylcholinesterazy (enzymu
zodpovédného za degradaci acetylcholinu) a antagonistu NMDA receptorli memantin, jejichz
ucinnost je limitovana (Parsons et al., 2013). Jin€ strategie dosud nevyustily (s recentni vyjimkou

latky aducanumab) v zavedeni odpovidajici farmakoterapie.

1.2 Polyfarmakologie: kombinovana terapie a multipotentni slou¢eniny

Vzhledem ke komplexni povaze Alzheimerovy choroby a netispéchu mnoha testovanych vysoce
specifickych 1€kt se dosazeni vyrazného terapeutického efektu pomoci latek zacilenych na jednu
konkrétni patofyziologickou drahu nejevi pftili§ pravdépodobné. Ve vyvoji 1€kl je vénovana
pozornost polyfarmakologii, tedy sou¢asnému ovlivnéni dvou nebo vice patofyziologickych drah
nebo molekuldrnich cild, potencidln€é umoziujicimu optimalizaci G¢innosti a omezeni
nezadoucich ucinkt (Bolognesi, 2019). Uvedeného 1ze dosdhnout docilit kombinovanou terapii

(koaplikaci vice latek) nebo multipotentnimi slou€eninami, které jsou upfednostiovany.

Kombinovana terapie antagonisty NMDA receptort a inhibitory acetylcholinesterazy vykazuje
vylepSenou ucinnost a je jiz s uspéchem vyuzivana v klinické praxi (Calhoun et al., 2018). Jiny
nadéjny pristup by dle preklinickych studii mohla pfedstavovat koaplikace antagonisti NMDA
receptorti s pozitivnimi modulatory receptorti pro kyselinu y-aminomaselnou typu A (GABAA).
Jmenované latky mohou mit synergistické protektivni u¢inky v modelech excitotoxicity (Lyden
and Lonzo, 1994; Shibuta et al., 2006) a mohly by umoznit obnovu rovnovahy excitace a inhibice

v mozkovych strukturach a tim i zmirnéni kognitivnich symptomut (Nava-Mesa et al., 2014).
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Multipotentni slou¢eniny piisobi na vice molekularnich cilt zaroven. Latky cilené syntetizované
za timto ucelem se oznacuji multi-target-directed ligandy. Jejich design je realizovan propojenim
farmakofort, z nichz kazdy dodava molekule jeden z G¢inkl. Klicovym pocatecnim krokem je
volba vhodné kombinace mechanismu ucinku (Benek et al., 2020). Vhodnost kombinace mtize byt

do jisté miry ovéfena porovnanim ucinki kombinované terapie a monoterapie danymi typy latek.

1.2.1 Modelové multipotentni takrinové derivaty

Nové multipotentni slouc¢eniny studované v disertacni praci vychéazi z molekuly takrinu, inhibitoru
acetylcholinesterdzy v minulosti pouzivaného k lé¢bé Alzheimerovy choroby. Prvni typ latek
predstavuji monotakrinové derivaty pusobici jako antagonist¢é NMDA receptord a inhibitory
acetylcholinesterazy (7-fenoxytakrin a série derivati pracovné oznacenych K1575, K1576,
K1578, K1592, K1594 a K1599; obr. 1). Latky se li§i preferenci pro podjednotky NMDA
receptoru a pro acetyl-/butyrylcholinesterazu (Gorecki et al., 2021; Kaniakova et al., 2021). Dané
mechanismy G¢inku se mohou vhodné dopliiovat, u antagonisti NMDA receptorti vSak muze
obecn¢ hrozit riziko nezddoucich psychotomimetickych ti¢inkd, manifestovanych u hlodavcei jako

hyperlokomoce a deficit prepulzni inhibice ulekové reakce (Andiné et al., 1999; Bast et al., 2000).
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Obr. 1 Struktura studovanych multipotentnich takrinovych derivati. V horni ¢asti monotakrinové derivaty, zcela dole
takrinové heterodimery: vlevo dimer 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu, oznac¢eny 10w dle (Nepovimova et al.,
2021), vpravo dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu, oznaceny S-K1035 dle (Chalupova et al., 2019). Sestaveno dle
(Chalupova et al., 2019; Gorecki et al., 2021; Kaniakova et al., 2021; Nepovimova et al., 2021).

Jiny pfistup predstavuji takrinové heterodimery. Jejich studovanymi zastupci jsou dimer 6-
chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu spojeny tficlennym uhlikovym fetézcem (pracovné

oznaceny 10w; obr. 1 dole vlevo), a dile dimer 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu spojeny

Sesticlennym uhlikovym fetézcem (oznaceny S-K1035; obr. 1 dole vpravo). Kromé¢ inhibice
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acetylcholinesterazy ptisobi oba i jako inhibitory agregace amyloidu beta (Chalupova et al., 2019;
Nepovimova et al., 2021).

1.3 Animalni modely kognitivniho deficitu

V ramci preklinickych test ucinnosti farmak je klicové posouzeni efektu v animalnich modelech

kognitivniho deficitu. V préci byly pouzity nasledujici farmakologicky indukované modely.

1.3.1 Model kognitivniho deficitu indukovany trimethylcinem u potkana

Jednorazova systémova aplikace trimethylcinu (TMT) vyvolavd u potkana selektivni
neurodegenerativni poSkozeni hipokampu a kognitivni deficit. Model odrazi i nékteré dalsi rysy
Alzheimerovy choroby (Geloso et al., 2011). Byly popsany i alterace neurotransmiterovych
systémi: zvySeni hladiny glutamatu (Aschner et al., 1992) a dysfunkce GABAergniho systému
(Earley et al., 1992). Tyto zmény by mohly napodobovat dysbalanci excitace a inhibice

pravdépodobné piitomnou u Alzheimerovy choroby.

1.3.2 Model kognitivniho deficitu indukovany skopolaminem u potkana

Akutni aplikace skopolaminu narusuje prostfednictvim blokddy muskarinovych cholinergnich
receptord cholinergni neurotransmisi a tim 1 kognitivni funkce (von Linstow Roloff et al., 2007),
coz do jisté miry napodobuje situaci u pacientd (Bartus et al., 1982). Kognitivni deficit je mozno

zmirnit aplikaci inhibitorti acetylcholinesterazy (Bejar et al., 1999).

1.4 Vybrané behavioralni ulohy

Morrisovo vodni bludiSté (Morris Water Maze, MWM) je Uloha zaméfend na prostorovou
kognici hlodavcii. Ukolem zvifete je zapamatovat si pozici skrytého ostriivku v nadrzi s vodou
(Morris, 1984). Reseni tilohy zavisi na schopnosti alotetické navigace a kli¢ovou strukturu
predstavuje hipokampus (Morris et al., 1982). Zakladnimi parametry kognitivniho vykonu jsou
latence a dréha do nalezeni ostrivku (Morris, 1984). Pro transla¢ni validitu svéd¢i i kognitivni
deficit prokézany u pacientli s Alzheimerovou chorobou pfi feSeni analogické pocitacové tlohy

(Kalova et al., 2005).

Dalsi relevantni behavioralni ulohy zahrnuji test otevireného pole ke studiu spontanni lokomoc¢ni
aktivity v novém prostiedi, vyvySené kiiZové bludiSté testujici anxietu na zakladé explorace
otevienych a uzavienych ramen bludisté (Pellow et al., 1985), test prepulzni inhibice ulekové
reakce (PPI) jako méfitko senzorimotorického zpracovani (Hoffman and Searle, 1965)

a kontextualni strachové podminovani zamétené na asociativni uceni (Curzon et al., 2008).



2 Hypotézy a cile disertacni prace

Celkovym cilem prace bylo posouzeni ucinnosti vybranych multipotentnich sloucenin
a kombinované aplikace v modelech kognitivniho deficitu u laboratorniho potkana
a charakterizace behaviordlnich ucinki téchto latek. Spolecny mechanismus ucinku testovanych
latek prfedstavovala modulace neurotransmiterovych systému. Dil¢i experimenty jsou rozdé€leny

do tfi tematickych okruht (Experiment 1, Experiment 2, Experiment 3).

2.1 Experiment 1: U¢inek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

Cilem prvni ¢asti prace bylo porovnani uc¢inku experimentalni monoterapie a kombinované terapie
antagonistou NMDA receptori a pozitivnim moduldtorem GABAa receptori v modelu
kognitivniho deficitu a hipokampalni neurodegenerace vyvolaném TMT. Testovali jsme hypotézu,
ze kombinovana aplikace MK-801 a midazolamu povede k vyraznéjs§imu efektu, nez samostatna

aplikace téchto latek.

2.2 Experiment 2: U¢inek multipotentnich takrinovych derivati inhibujicich

acetylcholinesterazu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Cilem Experimentu 2 bylo posouzeni u¢innosti novée syntetizovanych multipotentnich takrinovych
derivati: heterodimeru 6-chlorotakrinu s 6-nitrobenzothiazolem (latka 10w, Experiment 2A) nebo
s L-tryptofanem (latka S-K1035, Experiment 2B), pilisobicich mimo jiné jako inhibitory
acetylcholinesterazy, v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném skopolaminem. Testovali jsme

hypotézu, Ze aplikace jmenovanych latek povede ke zmirnéni kognitivniho deficitu.

2.3 Experiment 3: Behavioralni u¢inky takrinovych derivati inhibujicich

acetylcholinesterazu a NMDA receptory

Cilem Experimentu 3 bylo stanoveni rizika zdvaznych nezddoucich behavioralnich Gi¢inkti novych
multipotentnich monotakrinovych derivati ptlisobicich jako antagonist¢ NMDA receptora
a inhibitory acetylcholinesterazy (7-fenoxytakrin, Experiment 3A, a série latek pracovné
oznacenych K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599, Experiment 3B). Na zdkladé
znamych vedlejsich t¢inkl antagonistit NMDA receptorti jsme se domnivali, Ze by u studovanych
latek mohlo hrozit riziko nezéddoucich psychotomimetickych uc¢inkli, které se u laboratornich
hlodavct manifestuji jako hyperlokomoce a deficit prepulzni inhibice tlekové reakce, a dale by se

daly oc¢ekavat anxiolytické ucinky.



3 Material a metodika

3.1 Zvirata

Byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar, ustajeni v parech (s vyjimkou Experimentu 1)
v klecich (20 x 25 x 40 cm) pfi konstantni teploté (22 °C), vlhkosti (50-60%) a svételném cyklu
(svételna faze: 6.00—18.00 h). Voda a krmivo byly k dispozici ad libitum. Experimenty probihaly
ve svételné Casti dne po uplynuti navykaci doby a byly v souladu se smérnici Evropského

parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrang zvifat pouzivanych pro védecké ucely.

3.2 Experiment 1: U¢inek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

3.2.1 Zvirata, aplikace latek a design experimentu

Bylo pouzito 32 zvifat (10—11 tydni, 380490 g) z chovu Fyziologického tistavu AV CR. Potkani
byli rozdéleni do péti skupin: FYZ, TMT, TMT + MK-801, TMT + midazolam, TMT + MK-801
+ midazolam. V den 0 jim byl i. p. injikovan TMT (trimethylcin chlorid, 8 mg/kg), kontrolnim
zvitatim (FYZ) pak fyziologicky roztok. MK-801 ((+)-MK-801 hydrogen maleat, Sigma-Aldrich;
0,1 mg/kg/den), midazolam (midazolam hydrochlorid, Dormicum, Roche; 5 mg/kg/den) nebo
oboji byly aplikovany i. p. zvitatim z ptislusnych skupin 30 min pied aplikaci TMT a poté denné
do dne 11. Skupindm FYZ a skupiny TMT byl aplikovan fyziologicky roztok. Pocet zvitfat byl:
7(FYZ),8 (TMT), 6 (TMT + MK-801), 6 (TMT + midazolam), 5 (TMT + MK-801 + midazolam).

3.2.2 Morrisovo vodni bludisté

Aparatura sestavala z kruhového bazénu (primér 180 cm) s vodou, obsahujiciho prithlednou
ploSinu (,,ostravek®, primér 10 cm), ponofenou 1 cm pod hladinou. Ve vSech experimentech v této
praci byla pozice ostriivku neménna. Ukolem zvifat bylo nalézt ostriivek. B&hem &ty po sobé
nasledujicich dnti zvifata absolvovala dany pocet plaveb denné z riznych startovnich pozic. Pokud
nenalezla ostriivek do 60 s, byla na ostriitvek navedena. Pozice potkana byla snimana pomoci
kamery a digitalniho trekovaciho systému (iTrack, Biosignal Group), data byla analyzovana

pomoci programu Carousel Maze Manager 0.4.0 (Bahnik, 2014).

Testovani v MWM probihalo 12.-15. den po aplikaci TMT (8 plaveb/den) a kognitivnimi
parametry byla draha, latence, primérna vzdalenost od ostrivku a kumulativni latence (soucet
latenci ze 3. a 4. dne MWM). Posledni den byla navic provedena tzv. zkuSebni plavba (probe trial)
bez ostritvku (30 s), kdy bylo analyzovano procento ¢asu straveného v cilovém kvadrantu, a plavba

s viditelnym ostrivkem vyvysenym nad hladinu (60 s) k vylou€eni senzomotorického deficitu.
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3.2.3 Test otevieného pole
Posouzeni lokomocni aktivity v testu otevieného pole (10 min) bylo provedeno k vylouceni
zavazného ovlivnéni zdravotniho stavu toxickymi ucinky TMT. Test byl proveden v den 0 pied

podanim TMT, dale v den 7, den 14 a den 21. Zavislou proménnou byla celkova draha.

3.2.4 Kontextualni strachové podmifnovani
Sedmnacty den po aplikaci TMT byl zviteti ve specidlni aparatuie (TSE Multi Conditioning
Systém, TSE Systems) administrovan elektricky impuls. Za 24 h bylo zvife navraceno do

aparatury a byl analyzovan freezing (kumulativni doba absence pohybti zvifete).

3.2.5 Histologie

Osmadvacaty den po aplikaci TMT byla odebrana mozkova tkan metodou transkardialni perfuze.
Mozky byly krajeny v koronalni roviné (50um fezy) do Sesti sérii. Jedna série byla pouZzita pro
Nisslovo barveni (kresylviolet’; pro morfometrii hipokampu), nésledujici série pro histochemickeé
barveni FluoroJade B za tcelem vizualizace degenerujicich neuronti (Schmued and Hopkins,
2000) a treti série pro imunohistochemické znaceni neurondlnich jader (NeuN; sekundarni
protilatka vizualizovana metodou avidin-biotin, postup modifikovan dle (Krsek et al., 2004); pro

stereologickou analyzu neuronélni denzity).

3.2.6 Stereologicky odhad neuronalni denzity v CA2/3 v dorzalnim hipokampu
Hipokampalni neurodegenerace byla kvantifikovana na zakladé neurondlni denzity stanovené
stereologicky s vyuzitim optického frakcionatoru. Metoda umoziiuje vypocet odhadu celkového
poctu bunék v celém objemu studované tkané na zékladé spocitdni bun€¢k ve znamé frakei tkane.
Analyzovanou oblasti byla pyramidalni vrstva CA2/3 v ¢asti dorzalniho hipokampu vymezené
vzdalenosti —2,92 az —4,08 od Bregmy (Paxinos and Watson, 2007) v péti histologickych fezech.
Byl pouzit mikroskop Olympus BX51 s programem Stereo Investigator (MBF Bioscience).

3.2.7 Morfometrie vybrané ¢asti dorzalniho hipokampu

Neurodegenerace vyvolanda TMT muze vést k morfologickym alteracim hipokampu (Dyer et al.,
1982). Jako doplnujici histologické parametry byla proto s pomoci softwaru Fiji (ImagelJ 2.0.0,)
provedena nasledujici méteni z mikrofotografii dorzalniho hipokampu: velikost plochy gyru
dentatu, délka linie pyramidalnich buné€k, vySka hipokampu, CA1 a gyru dentatu. Plocha gyru
dentatu zahrnovala kromé granularni vrstvy a oblasti Ailu 1 ¢ast pyramidalni vrstvy CA3 (oblast

CA3c), ktera je zvlast’ senzitivni vii¢i neurotoxickym ucinkim TMT (Whittington et al., 1989).
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3.2.8 Statistické vyhodnoceni
Ke statistické analyze vysledkii v§ech experimentti v disertacni praci byl pouzit program GraphPad
Prism (San Diego, CA, USA) a rozdily byly povazovany za vyznamné pii p < 0,05. Pokud neni

uvedeno jinak, sloupcové grafy ukazuji skupinovy pramér + sttedni chyba priméru (SEM).

V Experimentu 1 byla k analyze drahy, latence a primémné vzdalenosti od ostrivku v MWM
pouzita dvoucestnd ANOVA s opakovanymi métenimi (faktory skupina a den) s Bonferroniho
post hoc testy. Pti zkuSebni plavbé bylo porovnano procento Casu straveného v cilovém kvadrantu
s hodnotou 25 % (ndhodné preference) jednovybérovym t-testem. K analyze ostatnich dat byla
pouzita ANOVA, pfi nesplnéni predpokladu normality pak Kruskaliv—Wallistiv test s Dunnovym

post hoc testem.

3.3 Experiment 2A: U¢inek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu v modelu

kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

3.3.1 Zvirata
Bylo pouzito celkem 33 zvifat (z toho 8 zvifat pro orientacni stanoveni toxicity a 25 zvifat pro

MWM; 12 tydnii, 400-550 g) z chovu Fyziologického tstavu AV CR.

3.3.2 Orientacni stanoveni maximalni tolerované davky
Latka 10w (syntetizovana dle (Nepovimova et al., 2021)) byla aplikovéna i. p. v davce 1 mg/kg

a 10 mg/kg a zvifata byla observovana.

3.3.3 Morrisovo vodni bludisté

Zvitata byla rozd¢lena do ¢tyt skupin: VEH, SKOP, 10w + SKOP, takrin + SKOP. Pocet zvitat
ve skupinach byl 6 (7 ve skupiné¢ VEH). Zvitatim byly aplikovany dvé i. p. injekce. 20 min pred
experimentem byl aplikovan skopolamin hydrobromid (2,5 mg/kg); kontrolni skupiné¢ VEH pak
fyziologicky roztok. Studovana latka 10w (2 mg/kg) nebo takrin hydrochlorid (2,5 mg/kg) byly
aplikovany ptisluSnym skupindm (10w + SKOP, apl. 5 min pted testem, resp. takrin + SKOP, apl.
30 min pfed testem); zvifatim ve skupinach VEH a SKOP bylo aplikovano vehikulum.

Testovani v MWM probihalo béhem &ty dnti (8 plaveb/den), latky byly aplikovany dennég. Byla

analyzovana draha a latence finalni den experimentu (ANOVA a Tukeyho post hoc test).

3.4 Experiment 2B: Utinek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu v modelu
kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Bylo pouzito 30 zvifat (9—12 tydnd, 370-500 g) z chovu Fyziologického ustavu AV CR. Pro

o 24
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do lateralnich mozkovych komor. Potkani byli rozdéleni do péti skupin: FYZ + FYZ, FYZ +
SKOP, S-K1035 100 + FYZ, S-K1035 10 + SKOP, S-K1035 100 + SKOP, kde prvni zkratka
oznacuje latku aplikovanou i. c. v. (bilat.) 60 min pted MWM a druha zkratka latku aplikovanou
i. p. 20 min pted MWM. (FYZ = fyziologicky roztok, SKOP = skopolamin 5 mg/kg, S-K1035 10
= 10nM koncentrace, S-K1035 100 = 100nM koncentrace). Pocet zvitat ve skupinach byl Sest.

MWM probihalo béhem ¢tyt dnti (4 plavby/den), latky byly aplikovany 4. den. Byla analyzovana
draha, latence a primérna vzdalenost od ostrivku 4. den (ANOVA a Tukeyho post hoc test).

3.5 Experiment 3A: Behavioralni uéinky 7-fenoxytakrinu

3.5.1 Zvirata, experimentalni skupiny a aplikace latek

Byla pouzita zvitata z chovu Velaz (3—4 mésice, 360—450 g). U¢inek 7-fenoxytakrinu byl testovan
samostatné 1 v koaplikaci s MK-801. Potkani byli rozd¢€leni do Sesti skupin: FYZ + DMSO, FYZ
+ 7-fenoxytakrin (5 mg/kg), FYZ + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg), MK-801 + DMSO, MK- 801 + 7-
fenoxytakrin (5 mg/kg), MK-801 + 7-fenoxytakrin (10 mg/kg). Zvitatim byly 30 min pfed testem
aplikovany dve i. p. injekce: MK-801 (nebo vehikulum: fyziologicky roztok — FYZ) a 7-
fenoxytakrin (nebo vehikulum: 5% DMSO v redestilované vod¢). Davka MK-801 byla 0,3 mg/kg
(test otevieného pole), resp. 0,1 mg/kg (vyvySené kiizové bludiste).

3.5.2 Test otevieného pole

Vliv 7-fenoxytakrinu na spontanni lokomoc¢ni aktivitu byl studovan v testu otevien¢ho pole
ve Ctvercove aréné (80 x 80 cm). Pozice potkana byla po dobu 10 min snimana kamerou s pouZitim
programu EthoVision 11.5. Zavislou proménnou byla draha. Ve skupinach bylo 8 zvifat, kromé
skupin FYZ + 7-fenoxytakrin (5 mg/kg) a MK-801 + 7-fenoxytakrin (5 mg/kg), kde bylo 6 zvirat.
3.5.3 VyvySené krizové bludisté

Vliv 7-fenoxytakrinu na anxietu byl studovan ve vyvySeném kiizovém bludisti (aparatura tvaru
» T s dvéma otevienymi rameny bez okraji a dvéma rameny s okraji (vySka okrajii 35 cm, rozmér
ramene 40 x 15 cm). Pozice potkana byla 10 min monitorovana programem EthoVision 11.5

a analyzovana doba stravend v otevienych ramenech bludisté. Pocet zvitat ve skupinach byl 8.

3.5.4 Statistické vyhodnoceni
Byla pouzita dvoucestna ANOVA s faktory: fenotyp (FYZ/MK-801) a Ilatka (7-
fenoxytakrin/DMSO). V piipad¢ signifikantniho vysledku byl pouzit Bonferroniho post hoc test.
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3.6 Experiment 3B: Behavioralni u¢inky série monotakrinovych derivata

3.6.1 Zvirata, experimentalni skupiny a aplikace latek

Byla pouzita zvitata z chovu Velaz (2-3 mésice, 280—400 g). Potkani byli rozdéleni do 16 skupin:
DMSO (kontrola pro 1 mg/kg skupiny), K1575 (1 mg/kg), K1576 (1 mg/kg), K1578 (1 mg/kg),
K1592 (1 mg/kg), K1594 (1 mg/kg), K1599 (1 mg/kg), DMSO (kontrola pro 5 mg/kg skupiny),
KI1575 (5 mg/kg), K1576 (5 mg/kg), K1578 (5 mg/kg), K1592 (5 mg/kg), K1594 (5 mg/kg),
K1599 (5 mg/kg), 7-methoxytakrin (5 mg/kg) a MK-801. Latky K1575-K1599 rozpusténé v 5%
dimethylsulfoxidu (DMSO) ve fyziologickém roztoku byly aplikovany i. p. 15 min pfed pokusem.
7-methoxytakrin a MK-801 (0,2 mg/kg v testu oteviené¢ho pole a 0,3 mg/kg v testu PPI) byly
podany 30 min pted pokusem, skupinam DMSO bylo podano vehikulum.

3.6.2 Test otevireného pole
Vliv latek na lokomo¢ni aktivitu byl posouzen v testu otevieného pole (aréna 80 x 80 cm), draha
byla analyzovana s pouzitim programu EthoVision 14. Pocet zvifat ve skupinach byl 6, s vyjimkou

skupin DMSO (1 ml/kg) a MK-801, kde bylo 8 zvirat.

3.6.3 Prepulzni inhibice ulekové reakce

Vliv latek na prepulzni inhibici akustické tlekové reakce (PPI) byl studovan s vyuzitim specidlni
aparatury (SR-LAB, San Diego Instruments). Byly analyzovany amplitudy ulekové reakce
(motorické odpovédi zvifat na prezentované zvukové stimuly). Pii PPI testu bylo prezentovano
6 pulst (125 dB/40 ms), poté 60 triali: A) puls 40 ms 125 dB; B) prepuls-puls: 20 ms prepuls
intenzity 83 dB nebo 91 dB nasledovany po rizn¢ dlouhém intervalu (30, 60 nebo 120 ms) pulsem
(125 dB, 40 ms); C) kontrolni méteni bez stimulu (60 ms). Poté bylo opét prezentovano 6 pulst
(125 dB/40 ms). Procento PPI bylo spoc¢teno podle vzorce: PPI = 100 — (primérna odpovéd’ na
stimul typu prepuls-puls/primérna odpoveéd’ na stimul typu puls) % 100. Pocet zvifat ve skupinach
byl 6, s vyjimkou skupin DMSO (2,5 ml/kg), K1599 (1 mg/kg) a K1592 (5 mg/kg), kde bylo

& zvirat.

3.6.4 Statistické vyhodnoceni
Byla pouzita ANOVA s Bonferroniho post hoc testem (vs. DMSO), pro data z testu oteviené¢ho
pole (davky 5 mg/kg) pak Brown-Forsythe ANOVA s Dunnettovym T3 post hoc testem.
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4 Vysledky

4.1 Experiment 1: U¢inek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

4.1.1 Behavioralni analyzy

Analyza dréahy (dvoucestnd ANOVA s opakovanymi métenimi; obr. 2a) v MWM prokazala efekt
skupiny (F4, 81 = 6,23, p = 0,0011) a dne (F3, 31 = 60,22, p < 0,0001), rovnéz analyza priimérné
vzdalenosti od ostriivku (obr. 2b) prokazala efekt skupiny (Fa81= 5,973, p=0,0014) i dne (F3 81 =
119,1, p <0,0001). Trimethylcin (TMT) zptsobil vyrazny kognitivni deficit, manifestovany jako
zvySeni hodnot téchto parametri vSechny dny experimentu. Naopak skupiny s experimentalni
protektivni 1écbou (TMT + MK-801, TMT + midazolam, TMT + MK-801 + midazolam) se
signifikantné neliSily od kontrolnich zvitat (FYZ) a v n€kterych dnech dosahly lepsiho vykonu nez

skupina TMT.

Draha

FYZ

T™T
TMT+MKE801
TMT+midazolam

TMT+MK801
+midazolam

NRBEORDO

den 1 den 2 den 3 den 4

TMT+MKS801
TMT+midazolam
TMT+MKS801

#
* . +midazolam
iz o
Z H -
#1% i

den 1 den 2 den 3 den 4

NEODAO

=]

Obr. 2 Vliv MK-801, midazolamu a jejich koaplikace na kognitivni deficit vyvolany TMT v uloze MWM. a: Draha,
*p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 vs. TMT, ## p < 0,01, ### p < 0,001 vs. FYZ. b: Primérna vzdalenost od
ostruvku (efekt skupiny v ramci dne), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. TMT, # p < 0,05, ## p < 0,01, ###
p <0.001 vs. FYZ.
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Analyza kumulativni latence ukazala efekt skupiny (Kruskaltiv-Wallistv test, H = 14,25, p =
0,0065). Skupina TMT vykazovala zvySenou hodnotu kumulativni latence (vs. FYZ, Dunntiv post
hoc test, p < 0,01) a nedosahla tedy vykonu kontrolnich zvitrat. Oproti tomu skupiny s protektivni
aplikaci se od kontrolnich zvifat neliSily. Behem zkusebni plavby (probe trial) vSechny skupiny
preferovaly kvadrant, kde byl dfive umistén ostrivek. Analyza latence nalezeni ostriivku pfi testu
s viditelnym ostrivkem neukdzala signifikantni efekt skupiny, neprokdzalo se tedy zavazné

ovlivnéni senzomotorickych funkeci.
Analyza kontextualniho strachového podminiovani neprokdzala rozdily mezi skupinami.

4.1.2 Histologické analyzy

Analyza neuronalni denzity v oblasti CA2/3 v dorzdlnim hipokampu coby parametru
neurodegenerace ukazala efekt skupiny (ANOVA, F4, 27= 6,733, p = 0,0007). Neuronalni denzita
u skupin TMT (p < 0,001), TMT + MK-801 (p < 0,01) a TMT + midazolam (p < 0,05) byla
signifikantné niz$i nez u kontrolnich zvitat (FYZ; Tukeyho post hoc test). Aplikace samotného
MK-801 ani midazolamu tedy nepostacovala k signifikantnimu zmirnéni TMT-indukované
neurodegenerace. Oproti tomu skupina s kombinovanou 1é¢bou (TMT + MK-801 + midazolam)

se od kontrolnich zvirat neli$ila, coZ naznacuje mirny neuroprotektivni ti¢inek (obr. 3a).

Vysledky morfometrické analyzy primeérné velikosti plochy gyru dentatu v dané ¢asti dorzalniho

hipokampu byly v souladu s timto vysledkem (obr. 3b).

a Neuronalni denzita - dorzalni CA2/3 b Primérna plocha gyru dentatu
*
L 1 *
: dk . ' I i
¥ 1 *%
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80,0007 000 1.0 —
—= —= I
-T 0.8+ —— T
60,000} - —_
I .
‘E 0.6
S 40,000 %
:g 0.4_
e
20,000
0.2
c T T T T T Oe T T T T T
FYZ TMT TMT+ TMT+  TMT+ FYz TMT TMT+  TMT+  TMT+
MK-801 midazolam MK-801+ MK-801 midazolam MK-801+
midazolam midazolam

Obr. 3 Histologicka analyza dorzalniho hipokampu. a: Stereologicky odhad neuronalni denzity v CA2/3, * p < 0,05,
**p <0,01, *** p <0,001. b: Primérna velikost plochy gyru dentatu (véetné oblasti CA3c; ANOVA a Tukeyho post
hoc test), * p < 0,05, ** p <0,01.
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4.2 Experiment 2A: Uéinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu v modelu

kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

4.2.1 Orienta¢ni stanoveni maximalni tolerované davky
Pti aplikaci studovaného dimeru pracovné oznacené¢ho 10w v ddvce 1 mg/kg nebyly evidovany
nezadouci ucinky. Po aplikaci davky 10 mg/kg byly pozorovany piiznaky cholinergni stimulace

mirného az stfedniho stupné zédvaznosti, spontann¢ ustupujici do 5 h.

4.2.2 Morrisovo vodni bludisté

Analyza dat ze 4. dne (ANOVA) ukdazala efekt skupiny v parametrech drahy (F3 21 = 4,838, p =
0,0103; obr. 4a) a latence (F3,21 = 4,599, p = 0,0126; obr. 4b). Skopolamin indukoval kognitivni
deficit, manifestovany jako prodlouzeni drahy (p < 0,05) i latence (p < 0,05, vs. VEH, Tukeyho
post hoc test). Aplikace zvolené davky takrinu (2,5 mg/kg) kognitivni deficit nezmirnila (takrin +
SKOP vs. VEH: drdha p < 0,05, latence p < 0,05). Oproti tomu zvifata po koaplikaci dimeru 6-
chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (10w, 2 mg/kg) a skopolaminu se v Zddném z parametrii

signifikantné nelisila od kontrolni skupiny (VEH), coz naznacuje mirny terapeuticky efekt.
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Obr. 4 Utinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (latka 10w) ve skopolaminem indukovaném modelu
kognitivniho deficitu v MWM. Latka 10w (2 mg/kg), ale nikoli takrin (2,5 mg/kg), poskytla ¢astecny protektivni
ucinek proti kognitivnimu deficitu. (VEH — kontrolni zvifata s aplikaci vehikula, SKOP — skopolamin.) a: Draha
4. den experimentu, * p < 0,05, b: latence nalezeni ostruvku 4. den experimentu, * p < 0,05.
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4.3 Experiment 2B: U¢inek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu v modelu

kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

Analyza kognitivniho vykonu zvifat finalni den experimentu ukazala efekt skupiny ve vSech
sledovanych parametrech (ANOVA, draha: F425 = 7,870, p = 0,0003; latence: F425= 6,801, p =
0,0008; pramérna vzdalenost od ostravku: Fi 5= 6,840, p = 0,0007).

Samotna latka S-K1035 (100nM) nemeéla vliv na uplavanou drahu. Skopolamin (FYZ + SKOP)
zpusobil zvySeni drahy a tedy kognitivni deficit (vs. FYZ + FYZ; Tukeyho post hoc test, p <
0,001). Niz8i (10nM) koncentrace latky S-K1035 kognitivni deficit nezmirnila (S-K1035 10 +
SKOP vs. FYZ + FYZ: p < 0,01). Oproti tomu zvitata aplikovanou vyssi koncentraci S-K1035
a skopolaminem (S-K1035 100+SKOP) se drdhou nelisila od kontrolni skupiny (FYZ + FYZ), coz
ukazuje zmirnéni kognitivniho deficitu (obr. 5a). Analyza latence nalezeni ostrivku (obr. 5b)

a prumérné vzdalenosti od ostrivku vedla k obdobnym vysledkiim.
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Obr. 5 Uginek dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka S-K1035) v modelu kognitivniho deficitu vyvolaném
skopolaminem v MWM (4. den experimentu). VyssSi testovand koncentrace latky S-K1035 (100nM) zmirnila
kognitivni deficit. (FYZ —fyziologicky roztok, SKOP — skopolamin.) a: Draha, ** p <0,01, *** p <0,001, b: latence,
*p <0,05, ** p<0,01.

4.4 Experiment 3A: Behavioralni u¢inky 7-fenoxytakrinu

4.4.1 Test otevieného pole

V testu oteviené¢ho pole jsme studovali vliv 7-fenoxytakrinu na lokomocni aktivitu a dale na
hyperlokomoci vyvolanou MK-801. Analyza (dvojcestnda ANOVA) drahy ukézala efekt obou
faktorti: 7-fenoxytakrinu (F2, 38 = 7,90, p = 0,0013) a fenotypu, tj. MK-801 (F1,38= 59,07, p <
0,0001). Samotny 7-fenoxytakrin nemél na drdhu signifikantni vliv. Nebyla tedy pfitomna
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hyperlokomoce, ktera je projevem nezadoucich psychotomimetickych u¢inki antagonistit NMDA
receptori. Naopak aplikace nekompetitivniho antagonisty NMDA receptort MK-801 vyvolala
hyperlokomoci. Po koaplikaci vyssi pouzité davky 7-fenoxytakrinu (10 mg/kg) s MK-801 doslo
ke zmirnéni hyperlokomoce indukované MK-801 (p < 0,001; Bonferroniho post hoc test; obr. 6).

Test otevieného pole:

Draha
140+
1204 %% = DMSO
— = 7-fenoxytakrin (5 mg/kg)
100
L El 7-fenoxytakrin (10 mg/kg)
— 801
E
=~ 604 efekt 7-fenoxytakrinu p = 0,0013
40- —_ efekt fenotypu (MK-801) p < 0,001
20+
0 L 1
FYZ MK-801
Fenotyp

Obr. 6 Vliv 7-fenoxytakrinu na lokomo¢ni aktivitu v testu otevieného pole. Graf ukazuje drahu u zvifat dvou riznych
fenotypt: zvifat po aplikaci fyziologického roztoku (FYZ) nebo po aplikaci MK-801 (0,3 mg/kg), kterym byl
aplikovan DMSO (vehikulum; bilé sloupce) nebo 7-fenoxytakrin v davce 5 mg/kg (Sedé sloupce) nebo 10 mg/kg
(Cerné sloupce). 7-fenoxytakrin nemél u zvitat s fenotypem FYZ signifikantni vliv na lokomoci. U zvifat s fenotypem
MK-801 vyssi testovana davka 7-fenoxytakrinu snizila hyperlokomoci vyvolanou MK-801. *** p < 0,001.

4.4.2 VyvySené kiiZové bludisté

Analyza (dvoucestnd ANOVA) cCasu straven¢ho v otevienych ramenech bludisté ukazala efekt
fenotypu, tj. MK-801 (Fi, 30 = 6,845, p = 0,0126). Aplikace MK-801 vedla ke zvySeni Casu
straveného v otevienych ramenech, coZ naznaCuje anxiolyticky uC€inek. Naopak podani 7-

fenoxytakrinu (samostatné ani v kombinaci s MK-801) nemélo vliv (F2,39= 1,30, p = 0,2829).

4.5 Experiment 3B: Behavioralni u¢inky série monotakrinovych derivata

4.5.1 Test otevireného pole

Analyza drahy u skupin s niz8i davkou studovanych latek (1 mg/kg) odhalila efekt skupiny
(ANOVA; Fg, 37= 6,269, p = 0,0001). Latka K1592 snizila lokomoci (p < 0,0001 vs. DMSO),
ostatni latky nemély vliv (obr. 7a). Analyza drdhy u skupin s vyssi davkou (5 mg/kg) prokézala
efekt skupiny (Brown-Forsythe ANOVA; F*g 1337 = 38,00, p < 0,0001). Latky K1575, K1576,
K1578, K1592 a K1594 snizily lokomoc¢ni aktivitu (5 mg/kg; vs. DMSO, p = 0,0194, p = 0,0374,
p =0,0001, p <0,0001 a p=0,0013). Naopak MK-801 (0,2 mg/kg) vyvolalo nezadouci zvyseni
lokomoce (vs. DMSO, p = 0,0098). Latka K1599 ani 7-methoxytakrin nem¢ly vliv (obr. 7b).
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4.5.2 Prepulzni inhibice ulekové reakce

Nizsi davky testovanych latek (1 mg/kg) nenarusily PPI (obr. 7¢). Vliv vyssi davky latek (5 mg/kg)
na PPI byl porovnan i s u¢inky 7-methoxytakrinu a MK-801. Tato analyza odhalila efekt skupiny
(ANOVA; Fs 4= 7,377, p < 0,0001). MK-801 vyvolalo deficit PPI (0,3 mg/kg, p < 0,0001 vs.
DMSO). Zadn4 z testovanych latek ani 7-methoxytakrin PPI signifikantné neovlivnily (obr. 7d).
Vysledky zPPI 1 ztestu otevieného pole tedy ukazuji nizké riziko nezadoucich

psychotomimetickych Gc€inki testovanych takrinovych derivatu.
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Obr. 7 Behavioralni u¢inky monotakrinovych derivatii oznacenych K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599
v porovnani s MK-801 a 7-methoxytakrinem. Takrinové derivaty nevyvolaly nezadouci zvySeni lokomocni aktivity
ani naruSeni PPI. a: Draha v testu oteviené¢ho pole — davky 1 mg/kg, b: draha v testu otevieného pole — davky 5 mg/kg,
c¢: PPI —davky 1 mg/kg, d: PPI — davky 5 mg/kg. * p <0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001 vs. DMSO.
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5 Diskuse

5.1 Experiment 1: U¢inek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

V Experimentu 1 jsme porovnavali uc¢innost experimentalni kombinované aplikace a monoterapie
antagonistou NMDA receptori (MK-801) a pozitivnim moduldtorem GABAa receptori
(midazolam). Vysledky jsou obsahem publikace (Chvojkova et al., 2021). V souladu s literaturou
(Earley et al., 1992; Whittington et al., 1989) trimethylcin (TMT) indukoval kognitivni deficit
v MWM a neurodegeneraci v dorzalnim hipokampu. V klicové kognitivni tloze jsme prokazali
priznivy ucinek samostatné i kombinované aplikace obou testovanych latek bez signifikantni
superiority kombinované aplikace. V nasledné stereologické analyze hipokampalni
neurodegenerace jsme prokazali mirny protektivni efekt kombinované aplikace, zatimco efekt
monoterapii prokazan nebyl. Hypotéza o superiorit¢ kombinované aplikace se tedy zcela

nepotvrdila.

Kognitivni deficit indukovany TMT se projevil snizenou efektivitou a opozdénym nastupem uceni
v MWM. Slo pravdépodobné o selektivni deficit kognitivnich funkci, jelikoZ kontrolni procedury
neprokazaly naruseni nekognitivnich (zejm. senzomotorickych) funkci, které¢ by mohlo ovlivnit
chovani v MWM. Pozorovany pozitivni vliv aplikace MK-801 1 aplikace midazolamu na kognici
je vsouladu spopsanymi ucinky piibuznych latek gaboxadolu (O’Connell et al., 1994)
a fencyklidinu (Earley et al., 1990) vtomto modelu. Kombinovand aplikace MK-801
a midazolamu vsak nevedla ke zvySeni u¢innosti, navzdory nesignifikantni tendenci v nékterych

parametrech (kumulativni latence, vzdalenost od ostrivku posledni 2 dny MWM).

Nasledné byla analyzovana hipokampélni neurodegenerace. TMT snizil neurondlni denzitu
v oblasti CA2/3 v dorzilnim hipokampu. Experimentdlni monoterapie MK-801 nebo
midazolamem za danych podminek nepostatovala ke zmirnéni neurodegenerace.
Neuroprotektivni u¢innost antagonisti NMDA receptorti ani pozitivnich modulatori GABAa
receptorti neni v TMT modelu pfilis§ prozkoumana a vysledky jsou také spiSe negativni (Gunasekar
et al., 2001; Shuto et al., 2009; Zimmer et al., 1985). Oproti tomu kombinovana aplikace MK-801
a midazolamu m¢éla ¢asteny protektivni vliv na neurondlni denzitu, coz naznauje superioritu
koaplikace. Podobnych vysledki bylo dosazeno 1 v parametru velikosti plochy gyru dentatu
zahrnujici zasazenou oblast CA3c. ZvySena neuroprotektivni ucinnost kombinované aplikace
zastupcl antagonisti NMDA receptorii a pozitivnich modulatori GABAA receptorti byla jiz

popsana v in vitro (Shibuta et al., 2006) i in vivo modelech excitotoxicity a ischemie (Lyden and
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Lonzo, 1994) i dalSich patologii CNS. V TMT modelu neni mechanismus pozorované
neuroprotekce zcela zfejmy, mohlo by k nému pfispivat zmirnéni excitotoxicity nebo antioxidacni

pusobeni (Corvino et al., 2013; Koczyk, 1996; Liu et al., 2017).

Vysledky tedy ukdzaly mirnou superioritu kombinované aplikace na histologické, ale nikoli
behaviordlni urovni. Interpretace je komplikovana komplexnim mechanismem pasobeni TMT
a nejasnou roli alteraci neurotransmiterovych systému v tomto mechanismu, které jsou nékterymi
autory povazovany za mozny faktor piispivajici k neurotoxicit¢ TMT (Koczyk, 1996), zatimco
jini autofi je povazuji spise za sekundarni fenomén neurodegenerace, ktery ptispiva k vyslednému
kognitivnimu deficitu (Corvino et al., 2013). Souvislost mezi prokognitivnimi a neuro-
protektivnimi ucinky latek tak neni zcela ziejmd. Protoze z hlediska potencialniho klinického
vyuziti povaZzujeme zmirnéni kognitivnich symptomt za vyznamnéjsi nez histologické nalezy,
nemiizeme konstatovat potvrzeni hypotézy o superiorité kombinované terapie. Dalsi pfedstavu
o relevanci dané kombinace mechanismt ucinku pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby by mohlo

poskytnout studium ucinnosti i v dalsich jejich modelech.

5.2 Experiment 2: U¢inek multipotentnich takrinovych derivati inhibujicich

acetylcholinesterazu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

V Experimentu 2 jsme prokazali terapeuticky ucinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-
nitrobenzothiazolu (latka pracovné oznacena 10w), a dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka
pracovné oznaena S-K1035), multipotentnich sloucenin plisobicich jako inhibitory
acetylcholinesterazy a inhibitory agregace amyloidu beta, v modelu kognitivniho deficitu v MWM
vyvolaném skopolaminem u potkana. Vysledky jsou soucasti publikaci (Chalupova et al., 2019;

Nepovimova et al., 2021).

Skopolamin v souladu s literaturou (Bejar et al., 1999; von Linstow Roloff et al., 2007) vyvolal
deficit prostorové kognice v MWM. Zmirnéni kognitivniho deficitu po aplikaci studovanych
multipotentnich takrinovych heterodimerti prokazuje ucinnost téchto novych molekul in vivo
a tedy potencial pro 1é€bu Alzheimerovy choroby, a je v souladu se zndmymi ucinky inhibitora

acetylcholinesterazy (Bejar et al., 1999; Lacz¢ et al., 2017).

Utinek dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu (latka oznadena 10w, Experiment 2A) byl
porovnan s U€inky takrinu, pficemz obé& latky byly aplikovany v dévce prosté zavaznych
nezadoucich ucinkd. Zmirnéni kognitivniho deficitu se dostavilo pouze po podani latky 10w.
Pfi¢inou absence terapeutickych u¢inka takrinu mohla byt spiSe nizka zvolena davka (srovnejte

(Bejar et al., 1999; Jackson and Soliman, 1995)). Je znamo, ze G¢inné davky takrinu se mohou
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blizit davkam, které jiz maji nezddouci G€inky (Yoshida and Suzuki, 1993). Ziskané vysledky
naznacuji mozny piiznivéjsi profil terapeutické ucinnosti a nezaddoucich ucinkt latky 10w
v porovnani s takrinem. Jednou z pfi¢in by mohla byt selektivita latky 10w (ale nikoli takrinu
(Hunter et al., 1989)) pro acetylcholinesterazu (vs. butyrylcholinesterazu). Vyssi selektivita miize
vést k omezeni cholinergnich nezddoucich uc¢inkt (Liston et al., 2004), které obecné limituji
davkovani inhibitorG acetylcholinesterazy (Farlow et al., 2011) a tim potencialn€ i dosazeni
optimalni ucinnosti.

V ptipadé dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka S-K1035, Experiment 2B) jsme z divodu
suboptimalnich farmakokinetickych vlastnosti zvolili i. ¢. v. aplikaci, coz si vyzadalo méné
obvykly design experimentu s jednorazovou aplikaci latek posledni den MWM po piedchozim
intaktnim tréninku, modifikovany dle (Jackson and Soliman, 1995). Podafilo se vyvolat kognitivni
deficit i prokazat davkové zavisly terapeuticky efekt latky S-K1035. U¢inna davka latky S-K 1035
byla prosta nezddoucich ucinkti u zdravych zvirat. Negativem latky zistava suboptimalni prinik
hematoencefalickou bariérou, ktery je obecnym rizikem multi-target-directed ligandi v podobé

dimert s vysokou molekulovou hmotnosti, spojenych uhlikovym fetézcem (Benek et al., 2020).

5.3 Experiment 3: Behavioralni ucinky takrinovych derivati inhibujicich

acetylcholinesterazu a NMDA receptory

Latky pusobici jako antagonist¢ NMDA receptorii disponuji potencidlem pro lécbu Alzheimerovy
choroby, pouZziti mnohych zéastupcii téchto latek je vSak limitovano zavaznymi behavioralnimi
nezadoucimi Uc¢inky (Krystal et al., 1994; Muir and Lees, 1995). V Experimetu 3 jsme prokazali
nizké riziko nezadoucich psychotomimetickych Uc€inkii studovanych multipotentnich
monotakrinovych derivati, ptisobicich jako antagonist¢ NMDA receptorii a inhibitory
acetylcholinesterazy (7-fenoxytakrin — Experiment 3A, a série latek oznacenych K1575, K1576,
K1578, K1592, K1594 a K1599 — Experiment 3B). Tyto pfiznivé vysledky opraviiuji zahajeni
preklinickych testl ucinnosti v modelech Alzheimerovy choroby. Vysledky jsou soucasti

publikaci (Gorecki et al., 2021; Kaniakova et al., 2021).

Vliv 7-fenoxytakrinu na lokomoc¢ni aktivitu v testu otevieného pole byl porovnan s ucinky
antagonisty NMDA receptort MK-801. V souladu s literaturou (Andiné et al., 1999) MK-801
vyvolalo hyperlokomoci, povazovanou za ekvivalent psychotickych ptfiznaki (Andiné et al.,
1999). Naopak 7-fenoxytakrin lokomocni aktivitu nezvysil, coz naznaCuje nizké riziko
psychotomimetickych uc¢inkt. Riziko nezadoucich U¢inki antagonistt NMDA receptort je
ovlivnéno mirou interference s fyziologickou funkci NMDA receptorii a tedy piesnym

molekularnim mechanismem piisobeni latky (Depoortere et al., 1999; Fraser et al., 1996). Pfic¢inou
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ptiznivého profilu nezadoucich uc¢inki 7-fenoxytakrinu by mohlo byt jeho preferencni pisobeni
na subpopulaci NMDA receptorti nesouci NR2B podjednotku (Depoortere et al., 1999; Fraser et
al., 1996) a/nebo jeho soucasné inhibi¢ni pisobeni na acetylcholinesterazu, jelikoz u¢inky NMDA
antagonistil a inhibitora acetylcholinesterazy na lokomoc¢ni aktivitu se daji oznacit za protichtidné

(Andiné et al., 1999; Csernansky et al., 2005).

V experimentu zaméfeném na interakci 7-fenoxytakrinu a MK-801 jsme prokézali zmirnéni MK-
801-indukované hyperlokomoce po aplikaci vyssi (10 mg/kg) testované davky 7-fenoxytakrinu.
Podobnych vysledkl bylo dfive dosazeno s 7-methoxytakrinem (Kaniakova et al., 2018). Pfi¢inou
by mohla byt in vivo kompetice latek o vazbu v iontovém kanadlu NMDA receptort (Kaniakova et

al., 2021) a/nebo soucasna inhibice acetylcholinesterazy (Csernansky et al., 2005).

Vzhledem k anxiolytickym t¢inkiim nekterych antagonisti NMDA receptor (Wiley et al., 1995)
byla charakterizace behavioralnich uc¢inkl 7-fenoxytakrinu doplnéna provétenim vlivu na anxietu

ve vyvySeném kiizovém bludisti. Pfitomnost anxiolytickych u¢inkt se nepotvrdila.

V ptipad¢ série monotakrinovych derivati jsme (na rozdil od MK-801) neprokazali indukci
hyperlokomoce ani naruSeni prepulzni inhibice tlekové reakce, coZ oboji poukazuje na nizké

riziko psychotomimetickych u€inki studovanych takrinovych derivata.

Na druhou stranu latka K1592 v obou davkéach (1 a 5 mg/kg) a latky K1575, K1576, K1578,
a K1594 ve vyssi testované davce (5 mg/kg) snizily lokomocni aktivitu, coz je pravdépodobné
disledkem inhibice cholinesteraz (Carriero et al., 1997; Csernansky et al., 2005). Tyto G¢inky byly
popsany 1 u klinicky vyuzivanych inhibitorti acetylcholinesterazy (Csernansky et al., 2005)
a nemusi tak nutné predstavovat prekazku pro potencialni vyuziti latek. V navaznosti na ptiznivé
vysledky bylo u studovanych takrinovych derivati ptistoupeno k preklinickym testim ucinnosti

v modelech patologii asociovanych s Alzheimerovou chorobou.
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6 Zavéry

V ramci preklinického vyvoje 1€k pro Alzheimerovu chorobu je vénovéana rostouci pozornost
multipotentnim slouc¢enindm, potencidlné umoziujicim intenzifikaci ucinku simultdnnim
zasazenim vice patofyziologickych mechanismli. Prace se zabyvala posouzenim ucinnosti
multipotentnich sloucenin a kombinované terapie na bazi moduldtori neurotransmiterovych
systémti ve farmakologicky indukovanych modelech kognitivniho deficitu a déale i moznymi

behavioralnimi nezddoucimi uc¢inky nekterych téchto latek u potkana.

Klicovym pocateénim krokem ve vyvoji multipotentnich sloucenin je volba kombinace
mechanismi u¢inku. Zda zvolend kombinace ucinki povede ke zvySeni celkového efektu, Ize
posoudit na zéklad€¢ porovnani Gc¢inkd kombinované terapie a monoterapie danymi typy latek.
Cilem prvni ¢asti prace bylo porovnani u¢inku samostatné a kombinované aplikace antagonisty
NMDA receptort a pozitivniho moduldtoru GABAA receptortt v modelu kognitivniho deficitu
a hipokampalni neurodegenerace vyvolaném TMT. Domnivali jsme se, ze kombinovana aplikace
umozni zvySeni G¢innosti. Superiorita protektivni G¢innosti kombinované terapie byla prokazana
na histologické urovni, avSak v kognitivnim testu nedosahla statistické signifikance. Protoze
zmirnéni kognitivnich symptom@ povazujeme za klicové, nemtizeme konstatovat potvrzeni
hypotézy. Pozitivni vysledek histologické ¢asti nicméné naznacuje, ze koaplikace danych typl

latek neni zcela iracionalni strategii. BliZ8i ptedstavu o relevanci dané kombinace mechanismil

ucinku by mohlo poskytnout posouzeni uc¢innosti i v dalSich modelech Alzheimerovy choroby.

Zbyvajici ¢ast prace se zabyvala behavioralnimi UCinky multipotentnich takrinovych derivata
vyvinutych jako potencialni Iéky pro Alzheimerovu chorobu. Zde jsme prokazali terapeuticky
efekt dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu a dale dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu,
pusobicich kromé jin¢ho jako inhibitory acetylcholinesterazy, v modelu kognitivniho deficitu
vyvolaném skopolaminem. Uéinnost dimeru 6-chlorotakrinu a 6-nitrobenzothiazolu pfitom
ve zvolené davce pirekonala Uc¢innost takrinu. U jinych takrinovych derivath piisobicich jako
antagonisté NMDA receptortli a inhibitory acetylcholinesterdzy jsme se zaméfili na charakterizaci
nezéadoucich ucinki, kde jsme prokéazali nizké riziko neZzadoucich psychotomimetickych u¢inka
antagonisti NMDA receptort. Piiznivé vysledky umoznily zahajeni preklinickych testli i¢innosti.
Celkové jsou pozitivni vysledky experimentti provedenych v ramci této prace podnétem k dalSim
preklinickym testim ucinnosti testovanych typtu latek v animalnich modelech Alzheimerovy

choroby a k vyvoji latek s obdobnym mechanismem piisobeni a vylepSenymi vlastnostmi a snad

1 s perspektivou budouciho postupu do faze klinickych testa.
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7 Resumé

7.1 Experiment 1: U¢inek MK-801, midazolamu a jejich koaplikace v modelu

neurodegenerace a kognitivniho deficitu indukovaném trimethylcinem

V této studii jsme porovnali ucinek experimentdlni monoterapie a kombinované terapie
antagonistou NMDA receptori  MK-801 a pozitivnim modulatorem GABAa receptora
midazolamem v modelu kognitivniho deficitu a hipokampalni neurodegenerace indukovaném
trimethylcinem u potkana. Prokdzali jsme zmirnéni kognitivniho deficitu v illoze MWM po
aplikaci MK-801, midazolamu i1 po jejich koaplikaci, bez superiority koaplikace. Pozdé&jsi
histologicka analyza ukazala castecny protektivni efekt koaplikace proti TMT-indukované
neurodegeneraci v oblasti CA2/3 dorzalniho hipokampu, zatimco monoterapie byly v daném
casovém bod¢ neefektivni. Pouze histologickd ¢ast studie tudiz naznacila mirnou superioritu

ucinku kombinované aplikace.

7.2 Experiment 2: U¢inek multipotentnich takrinovych derivatii inhibujicich

acetylcholinesterazu v modelu kognitivniho deficitu indukovaném skopolaminem

V této ¢asti prace jsme stanovili i€¢innost novych takrinovych derivati, vyvinutych jako multi-
target-directed ligandy s potencidlem pro 1écbu Alzheimerovy choroby: dimeru 6-chlorotakrinu
a 6-nitrobenzothiazolu (latka oznacend 10w) a dimeru 6-chlorotakrinu a L-tryptofanu (latka S-
K1035). Jmenované latky pisobi mimo jiné jako inhibitory acetylcholinesterazy. Prokazali jsme
pozitivni efekt obou latek v modelu kognitivniho deficitu na béazi cholinergni dysfunkce

vyvolaném skopolaminem v uloze MWM u potkana.

7.3 Experiment 3: Behavioralni u¢inky takrinovych derivati inhibujicich

acetylcholinesterazu a NMDA receptory

Predmétem této Casti prace byly nové multipotentni takrinové derivaty plisobici jako antagonisté
NMDA receptorti a inhibitory acetylcholinesterazy. ProtoZe u antagonisti NMDA receptorti mize
hrozit riziko zavaznych psychotomimetickych nezddoucich U¢inkl, manifestovanych u potkana
jako hyperlokomoce a deficit prepulzni inhibice Ulekové reakce, zaméfili jsme se na tyto
behaviordlni projevy. Po aplikaci studovaného 7-fenoxytakrinu jsme neprokazali piitomnost
hyperlokomoce. Obdobn¢ v ptipadé série monotakrinovych derivati jsme neprokazali pfitomnost
hyperlokomoce ani deficitu prepulzni inhibice ulekové reakce. Tyto ptiznivé nalezy ukazuji nizké

riziko psychotomimetickych uc€inki a opraviiuji zahdjeni preklinickych testl i¢innosti.
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8 Summary

8.1 Experiment 1: Effects of MK-801, Midazolam and Co-application Thereof in the
Trimethyltin-Induced Model of Neurodegeneration and Cognitive Deficit

In this study, we compared the effect of monotherapy and combined application of the NMDA
receptor antagonist MK-801 and the positive GABAAa receptor modulator midazolam in the
trimethyltin-induced rat model of cognitive deficit and hippocampal neurodegeneration. We
demonstrated a beneficial effect of MK-801, midazolam, as well as co-application thereof, on
cognition in the Morris water maze, without significant superiority of the combination therapy.
Histological analysis performed at a later time point indicated a partial protective effect of the
combination therapy against TMT-induced neurodegeneration in the CA2/3 in the dorsal
hippocampus, while monotherapies were ineffective. Therefore, only histological analyses

suggested superiority of the combination therapy.

8.2 Experiment 2: Effects of Multipotent Tacrine Derivatives Inhibiting

Acetylcholinesterase in the Scopolamine-Induced Model of Cognitive Deficit

In these experiments we investigated the effects of novel tacrine derivatives, multi-target-directed
ligands developed as potential drugs for Alzheimer’s disease: the 6-chlorotacrine — 6-
nitrobenzothiazole hybrid (named 10w) and the 6-chlorotacrine — L-tryptophan hybrid (named S-
K1035). These compounds act, among others, as acetylcholinesterase inhibitors. We proved their
beneficial effect in Morris water maze in a rat model of cognitive deficit based on scopolamine-

induced cholinergic dysfunction.

8.3 Experiment 3: Behavioral Effects of Tacrine Derivatives Acting as

Acetylcholinesterase Inhibitors and NMDA Receptor Antagonists

In these experiments we investigated behavioral effects of novel multipotent tacrine derivatives
acting as NMDA receptor antagonists and acetylcholinesterase inhibitors. NMDA receptor
antagonists may possess serious psychotomimetic side effects. Here we demonstrated absence of
hyperlocomotion after administration of 7-phenoxytacrine, and the absence of hyperlocomotion as
well as of disruption of prepulse inhibition of acoustic startle response after administration of
monotacrine derivatives named K1575, K1576, K1578, K1592, K1594 a K1599. These findings
indicate a low risk of psychotomimetic side effects and therefore justify the initiation of preclinical

efficacy studies.
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