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1 Uvod

Predkladand habilitaéni prace shrnuje vysledky dosazené v oblasti vyzkumu a vyvoje
multipotentnich sloucenin s moZznou implikaci pro terapii Alzheimerovy choroby. Prace je
zamérena zejména na navrh téchto sloucenin a vztah mezi strukturou a ucinkem v ramci
jednotlivych sérii. Z téchto dlvodl je Uvodni ¢ast vénovana obecnym poznatkim o nemoci,
soucasné |écbé a vyvoji multipotentnich Ié¢iv pro Alzheimerovu nemoc. Vlastni komentar je
rozdélen na dvé &asti; prvni se zabyva Cisté syntetickymi derivaty na bdzi malych molekul
(,Multipotentni léciva na bazi inhibitor( cholinesteras“) a druhd kapitola je vénovana
alkaloidnim strukturam a jejich semisyntetickym derivatlm (,,Pfirodni a semisyntetické derivaty
v lécbé Alzheimerovy choroby”). Veskeré prilohy habilitacni prace jsou ¢lenény na plvodni
(PI1-PXXIX) a souhrnné (SI-SXXI) prdace, které jsou postupné uvadény a komentovany v textové
Casti.

1.1 Alzheimerova choroba

1.1.1 Patofyziologie onemocnéni

Alzheimerova demence (AD) byla poprvé popsana Aloisem Alzheimer na konferenci v Tubingenu
(Némecko) roku 1906.! AD je povaZovdna za chronické a progresivni onemocnéni mozku
s neznamou etiologii. Smrt nastava obvykle 3 az 9 let od objeveni prvnich ptiznakd. V klinickém
obrazu pacient( je pozorovano progresivni zhorsSovani pamétovych funkci, jako jsou schopnost
zapamatovani si, mysleni, chapdani, uceni, jazykové dovednosti, a prostorovd a casova
desorientace. Je také nutno podotknout, Ze asymptomatickd faze onemocnéni zacind jiz
priblizné 20 az 30 let pred projevem prvotnich symptom( nemoci. Za vice nez 100 let od prvniho
pfipadu AD popsaného vroce 1906 byl u¢inén velky pokrok pfi vyzkumu patofyziologickych
pochod( tohoto onemocnéni. DulleZitou roli hraje zejména pfitomnost nékterych aberantnich
proteind, amyloidu beta (AB) a tau proteinu, dale oxidativni poskozeni bunécnych struktur
zdlvodu nedostatecné kapacity antioxidacniho obranného systému, zanétlivé procesy,
deregulovany tok nékterych iontd a nerovnovéha nékterych neurotransmiter(.

AD je multifaktoridlnim onemocnénim, to znamend, Ze na jeho vzniku se podili vice faktor
soucdasné. Mezi hlavni rizikovy faktor patfi vék. V ohroZeni jsou zvlast lidé starsi 65 let, u kterych
je prevalence tohoto onemocnéni odhadovéna okolo 4,4 % v Evropé.? Alarmujici néar(st je pak
pozorovan u populace starsi 85 let, kdy témér kazdy tfeti jedinec je v ohroZeni. Dalsi rizikovy
faktor je pfipisovan genetické informaci. Zde hraje zasadni roli alela €4 pro apolipoprotein E
(APOE £4).2 Samotny apolipoprotein E (ApoE) je zodpovédny za regulaci hladin cholesterolu a za
lipidovou homeostézu tim, Ze umoZnuje transport lipidd do rGznych tkdni a bunék.* Gen pro
APOE existuje ve tfech polymorfnich variantach — €2, €3 a €4. Nejvice zastoupenou variantou
v populaci je varianta €3 (77,9 %), nasledovana €4 (13,7 %) a €2 (8,4 %). APOE €4 prispiva ve
zvysené mire k ukladani AR do senilnich plak(l. Pfitomnost této alely vede k hyperlipidemii
a hypercholesterolémii.> Mutace genu pro presenilin-1 (PSEN1) je dalsi rizikovou sloZkou
v mozaice AD.® Skupina presenilin{i se Fadi k transmembranovym proteintim, které jsou souéasti
katalytické jednotky y-sekretasy, kterd se podili na zpracovdni amyloidniho prekurzorového
proteinu (APP). Cinnost y-sekretasy predchazi $tépeni APP pomoci B-sekretasy (BACE-1). Cely
tento proces je oznacovan jako amyloidogenni cesta, kterd vede ke vzniku monomernich
jednotek AB.” V soudasnosti bylo identifikovano vice neZ 150 mutaci PSEN1 a 25 mutaci genu pro



APP (APP), které pfispivaji k nadmérné produkci AB.6 Mezi dalsi rizikové faktory, které zvy3uji
pravdépodobnost vzniku a rozvoje AD patfi traumata v oblasti hlavy, nedostate¢na funkce
kardiovaskularniho systému (obéhové a srdecni vady), diabetes mellitus druhého typu, Spatné
stravovaci navyky, nadmérnad konzumace alkoholu a tabakovych vyrobk(. Naproti tomu je
potfeba zdulraznit, Ze miru rizika vzniku AD lze ovlivnit napf. stredomorskou dietou (ryby,
zelenina), prijmem nékterych antioxidantu (karotenoidy, vitamin C), fyzickou aktivitou, edukacni
ginnosti aj.8

Cholinergni hypotéza

Cholinergni transmise hraje klicovou roli v pamatovani, uéeni, pozornosti a jinych mozkovych
procesech. Acetylcholin (ACh) je hlavni mozkovy neurotransmiter vyskytujici se zejména
v oblastech kortexu, bazalnich ganglii a bazélni ¢asti pfedniho mozku.® Obr. 1 ilustruje syntézu,
uvolfiovani a zpétné vychytavani tohoto neuromediatoru. Cholinergni hypotéza AD byla poprvé
pfedstavena v 70. letech 20. stoleti.’® Pfedpokladem pro vznik této teorie byla sniZend
cholinergni aktivita pozorovand u pacientl trpicich AD. Cely koncept byl nasledné ovéren
behavioralnimi studiemi na zvifatech, kterym bylo aplikovano anticholinergikum skopolamin
(nespecificky blokator muskarinovych receptord). Tento experiment navodil u zvifat symptomy
podobné tém, které se vyskytuji u pacientll s AD. Naproti tomu, fysostigmin jako predstavitel
skupiny parasympatomimetik byl schopen potlacit u¢inky skopolaminu a obnovit tak kognitivni
funkce studovanych zvifat do pdvodniho stavu pfed aplikaci anticholinergika.' Na zakladé
téchto bylo uvedeno nékolik nepfimych parasympatomimetik, které jsou dodnes vyhradni
skupinou Iéc¢iv pouzivanou v symptomatické 1écbé tohoto onemocnéni (blizsi pojednani bude
uvedeno v kapitole ,,1.2 Soucasna lécba“).
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Obr. 1. Mechanismus transdukce cholinergniho signdlu mezi neurony. Cholin predstavuje klicovy substrdt
pro syntézu ACh. Dalsi nezbytnou komponentou pro syntézu ACh je acetylkoenzym A (Ac-CoA), ktery je
produkovdn Krebsovym cyklem. Cholinacetyltransferasa (ChAT, E.C. 2.3.1.6) generuje z téchto prekurzor(
samotny ACh. Po uvolnéni ACh do synaptické Stérbiny dochdzi k aktivaci postsynaptického muskarinového
receptoru (M1 AChR) a tim je zajistén prenos signdlu z jednoho neuronu na dalsi. M2 AChR a nikotinové
receptory (N AChR) jsou lokalizovdny presynapticky. Hladina ACh v presynaptické Stérbiné je requlovdana
Cinnosti enzymu acetylcholinesterasy (AChE, E.C. 3.1.1.7), ktery rozkladda ACh zpét na cholin a kyselinu
octovou. Cholin je ndsledné resorbovdn zpét a vyuZit pro dalsi syntézu ACh. Prevzato a modifikovdno
z ref.1?

Hypotéza glutamdtergni hyperfunkce

Vedle cholinergniho pfenosu je narusena i tzv. glutamatergni transmise. Glutamat, ktery je
distribuovan po celém centralnim nervovém systému (CNS), je intracelularni excitacni
aminokyselinou. Podili se na synaptické plasticité, tedy fundamentalnim procesu souvisejicim
sucenim a paméti. Glutamatergni transmise je Ffizena, mimo jiné, pres



tzv. N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory (NMDAR), které patfi do skupiny napétové
fizenych receptord. Vedle NMDAR existuji jesté ionotropni transmembranové receptory
oznacované jako AMPA receptory (AMPAR; zkratka AMPA je odvozena od syntetického agonisty
tohoto receptoru, tedy a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kyseliny).!®
V klidovém stavu ma NMDAR membranovy potencidl okolo -70 mV a je prakticky nepropustny
pro vapenaté kationty z divodu usazeni horecnatych kationtl v poru receptoru. Pfi indukci
(ndrtstu membranového potencialu) dochazi k depolarizaci membrany, odplaveni hotec¢natych
kationt( a aktivaci receptoru vtokem vdpenatych kationtd.’* Vlivem degenerativnich zmén je
narusena signalizace pfes NMDAR. Spoleénym rysem je nadmérna a trvala stimulace NMDAR
zvySenou hladinou glutamatu (Obr. 2). To vede k fenoménu oznacovanému jako excitotoxicita,
ktery zahrnuje poskozeni nervovych bunék a neurologické trauma. Pomalu se rozvijejici
symptomy neurodegenerace jsou asociovany zejména s nadmeérnym vstupem vapenatych iont(
skrze NMDAR.* Provazanost jednotlivych patologickych kaskdd u AD navic podtrhuje fakt, kdy
samotny AB zvy3uje napéti na NMDAR a soucdasné zapfitifiuje tzv. sekundarni toxicitu.'®
Nadmeérné stimulaci NMDAR lIze zabranit vyuZitim specifickych antagonistd. Jako nekompetitivni
antagonista NMDAR je v soucasné dobé pouzivan pro stfedné-tézka a tézka stadia onemocnéni
AD memantin (blizsi pojednani bude uvedeno v kapitole ,,1.2 Soucasné |écba“).

presynapticka AB
&ast neuronu oligomery
TV, ¥
’i,i!‘ 4
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Obr. 2. Neurondlini poskozeni je spojovdno se zvySenym vyplavovdnim glutamdtu jako excitacni
aminokyseliny. Stimulaci NMDAR (r(izné skupiny NR2A/NR2B) a AMPAR dochdzi k intraceluldrnimu
ndrastu hladin vapniku. Aktivaci AMPAR je produkovdn oxid dusnaty (NO), jehoZ vysoké hladiny jsou
spojovdny s neurotoxicitou a ndslednou neurodegeneraci. Oligomery A8 akceleruji proces vyplavovdni



glutamdtu a soucasné navozuji sekunddrni toxicitu prostfednictvim NMDAR. Narusen je i proces
dlouhodobé potenciace (LTP; z angl. long-term potentiation), coZ vede ke sniZeni synaptické aktivity.

Amyloidni hypotéza

Nerovnovaha mezi produkci a odstrafiovanim AP z mozku dala vznik tzv. amyloidni teorii. Ta byla
poprvé pfedstavena na za¢atku 90. let 20. stoleti.'” Jak jiz bylo zminé&no, na za&atku celé kaskady
stoji APP, transmembranovy protein, ktery je syntetizovan v endoplasmatickém retikulu.'® Za
fyziologickych podminek probiha Stépeni APP neamyloidogenni cestou, na které se podili
postupné a-sekretasa a y-sekretasa (Obr. 3). Timto se odlucuje z APP tzv. solubilni N-terminalni
ektodoména sAPPa.'® Za patologickych podminek probihd $tépeni APP tzv. amyloidogenni
cestou, kdy se Stépeni Ucastni prvné BACE-1, kterd produkuje solubilni protein APP beta (sAPPB).
Ten je strukturné velice blizky sAPPq, rozdil je pouze v usporadani aminokyselin v C-termindlnim
konci. Naslednou proteolytickou ¢innosti y-sekretasy se odlucuji jednotlivé monomery AR
o rizné délce, zpravidla v rozsahu 39-43 aminokyselin. Mezi nej¢astéjsi patfi ty o délce 40 a 42
aminokyselin (ABs a APa2). Pro familidrni AD je charakteristickd nadmérna produkce vice
patogenni formy ABaz (zvyseni poméru mezi ABs2/AB1o).2° Monomery AB se nédsledné shlukuji ve
vysSi Utvary, tzv. oligomery, které jsou solubilni a neurotoxické. Oligomery ABs: tlumi
synaptickou aktivitu (mechanismem snizeni dlouhodobé potenciace (LTP)) a narusuji pamétové
funkce.?! Dalsi agregace oligomert vede k tvorbé fibril a amyloidnich deposit, které jiz neplsobi
neurotoxicky.? Z pohledu medicinélni chemie nachazi teoretické uplatnéniv [é¢bé AD inhibitory
BACE-1, z nichZ celd fada dosahla 3. faze klinického testovani (napf. Lanabecestat, Verubecestat,
Elenbecestat, Atabecestat nebo CNP520).2 Klinické studie s témito malymi molekulami byly
zpravidla pro nedostatek uc¢innosti ukonéeny. Obdobna je i situace okolo inhibitor(l y-sekretasy.
Z nich nejdale pokrocily Avagacestat (3. faze klinického testovani) a BMS-708163 (2. faze
klinického testovani). Jejich klinické hodnoceni bylo predcasné ukonceno z divodu vyskytu
cetnych nezadoucich Gcinkl, které bylo pfipisovano vysoké substratové promiskuité
y-sekretasy.?* Detailné&ji je o BACE-1 a sekretasovych inhibitorech, které vstoupily do klinického
hodnoceni, pojednano v pfilohach SI-Sll. Vedle téchto dvou strategii pak existuje jesté cela rada
dalsich vice ¢i méné uspésnych pfistupl jako napt. podavani monoklonalnich protilatek proti AR
(imunoterapeuticky pfistup), aplikace latek zvysujicich permeabilitu a clearance AB z CNS,
kationtovych chelator(i selektivné vyvazujicich nékteré prvky z vazby kov-AB a tim destabilizujici
fibrily AB aj.°
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Obr. 3. Amyloidogenni a neamyloidogenni zpracovani APP. Pri neamyloidogenni cesté dochadzi ke Stépeni
APP pomoci a- a y-sekretas. Vznikaji dva fragmenty, solubilni N-termindini ektodoména sAPPa
a membrdnové vdzany C-termindini konec oznacovany jako C83. Amyloidogenni cesta je realizovdna
pomoci B- a y-sekretas. Timto zplsobem dochdzi ke vzniku APP intraceluldrni domény (AICD)
a N-termindiniho fragmentu sAPPB. C-termindini jednotka C99 zlistavd membrdnové vdzand, po jeji
degradaci za ucasti y-sekretasy vznikaji monomery A8 (AB4o i AB42). Monomerni jednotky A8 se postupné
shlukuji v neurotoxické oligomery aZ senilni plaky. Pfevzato a modifikovdno z ref.?®

Hypotéza hyperfosforylovaného tau proteinu

Primarni fyziologickou funkci tau proteinu je stabilizace sité cytoskeletu neuronu vazbou na
mikrotubuly. Za patologickych podminek predstavuji shluky mikrotubul-asociovanych proteind
(MAP) tohoto proteinu dalsi charakteristicky ndlez neurodegenerativnich onemocnéni souhrnné
oznacovanych jako tauopatie, mezi které patfi rovnéz AD. Tau se nachdzi prevazné v neuronech,
konkrétné je lokalizovan na axonech, kde udrZuje funkéni transportni systém v chodu.
Za patologickych podminek je jeho struktura vyrazné modifikovana. Tyto intraceluldrni
strukturni modifikace, jmenovité fosforylace tau, jsou pfFi€inou kognitivnich dysfunkci
a zodpovidaji za neurodegenerativni procesy.?” K dne$nimu dni bylo identifikovédno vice neZ
70 potencidlnich mist pro fosforylaci proteinu tau, které maji patologickou relevanci.®
Hyperfosforylovany tau se shlukuje, podobné jako vzniklé monomery AB, do vyssich Gtvard
nazyvanych neurofibrildrni klubka (NFT, z angl. neurofibrillary tangles, Obr. 4).2° Na rozdil
od oligomeru a plakd tvorenych AB, celkové mnozstvi NFT Uzce koreluje se stavem demence.
Zvysené hladiny hyperfosforylovaného tau proteinu u pacientl s AD Ize detekovat zejména
v prefrontalnim kortexu a hipokampu.®® Proces agregace a fibrilizace tau proteinu lze chapat
jako nékolikastupnovou kaskadu, ktera zacind odpojenim tau proteinu od mikrotubul. Klicovou
roli vtomto ohledu hraji enzymy regulujici fosforylaci, konkrétné kinasa glykogensyntasa 3
(GSK-3B), mikrotubuly-regulujici kinasa (MARK) a cyklin-dependentni kinasa 5 (CDK5).3!
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Obr. 4. Patologie tau proteinu. Tau je protein asociovany s mikrotubuly. Za patologickych podminek je tau
odtrZen od mikrotubul a prochdzi post-translacni modifikaci (PTM) — fosforylaci s ndslednou oligomerizaci
a agregaci v neurofibrildrni klubka (NFT; z angl. neurofibrillary tangles). MAPT je gen kédujici tau protein.
Pfevzato a modifikovdno z ref.3?

Oxidativni stres

Deregulovany redoxni systém je jednim z prvotnich nalez( AD. Tato narusena rovnovaha spousti
razné bunécéné signalni drahy, které jsou spojovany s nastupem a progresi neurodegenerativnich
proces(.3®* Reaktivni formy kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species) a dusiku (RNS,
z angl. reactive nitrogen species), dva hlavni mediatory oxidativniho stresu (OS), zplsobuiji cetna
poskozeni bunécnych struktur. Nespecificky jsou zasazeny nejriznéjsi ¢asti biomolekul véetné
protein(, lipidd, sacharidd a nukleovych kyselin v mozku i perifernim systému.®* Obranny
antioxidaéni systém je navic s rostoucim vékem vyrazné oslabovan.?> OS Uzce koresponduje
s agregaci a ukladanim A, pricemz poskozené struktury vlivem AR generuji ROS a RNS (Obr. 5).
Kritickou ulohu v tomto procesu hraje pfitomnost aminokyseliny methioninu 35 (Met35) na AB,
kterd je nachylna pro iniciaci a ndslednou Fetézovou reakci tvorby ROS/RNS.3¢ Mozkova tkan je
navic bohata na polynenasycené mastné kyseliny, které jsou v pfitomnosti kysliku, za katalyzy
iontl Zeleza, nachylné k oxidativnimu poskozeni.” Druhy Ghel pohledu nabizi obraceny scéné¥,
ve kterém OS predchazi nadmérné produkci AB.3® Vedle téchto dé&ju hraji klicovou roli rovné:
mitochondrie, resp. mitochondridlni enzymy, ze kterych lze jmenovat cytochrom-c oxidasu,
oxoglutaratdehydrogenasu, pyruvatdehydrogenasu, amyloid vazajici alkoholdehydrogenasu,
cyklofilin D, monoaminooxidasy (MAO) aj.3* Z moZnosti terapeutického ovlivnéni se nabizi
podavani antioxidantl, napf. vitaminl E, C, kyseliny lipoové, kurkuminu, N-acetylcysteinu
a jinych.* Jejich Gginnost je viak v fadé klinickych studii velmi éasto rozporovana.*
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Obr. 5. Mitochondridlni poskozeni zptsobené vlivem OS. Nadmérnd produkce AB navozuje dysfunkci
komplexu I a IV, ndsledkem cehoZ jsou generovdny ROS a soucasné je spotfebovdvdn adenosintrifosfat
(ATP). Deplece ATP vede k destabilité mitochondrii, sekunddrné pak dochdzi k iontové nerovnovdze
v cytosolu. ROS zvysuji propustnost mitochondridlniho permeabilniho tranzitniho péru (MPTP), ktery
umoZznuje vstup vdapenatych iont( do vnitra mitochondrii. To vede k dysfunkci elektronového transportniho
fetézce a oxidativni fosforylaci. ROS soucasné spousti lipidovou peroxidaci bunééné membrdny,
v koneéném disledku je zahdjena apoptdza buriky. Pfevzato a modifikovdno z ref.#?

Nerovnovdha prechodnych prvki

Distribuce a rovnovaha nékterych prechodnych prvkd v AD je diskutovanym tématem jiz radu
desetileti. Zlom nastal vSak az v 90. letech 20. stoleti, kdy bylo zjisténo, Ze se na agregaci AB
mohou podilet ionty Zeleza, hliniku a médi. Tento objev Uzce koreluje s vyse diskutovanym OS,
kde jsou tyto prvky katalyzatorem patofyziologickych procesl spojenych s kumulaci agregat AR
(viz zjednodu$ené schéma na Obr. 6).%** Na druhou stranu, spojeni mezi ionty hliniku
a neurodegenerativnimi onemocnénimi je do znacné miry kontroverzni; existuji studie, které
poukazuji na vztah mezi zvy$enou expozici hliniku a AD,* zatimco jiné studie toto tvrzeni
rozporuji.*® Méd je vorganismu pfitomna ve dvou valenénich formach, oxidované (Cu?*)
aredukované (Cu*).* Jednotlivé redoxni stavy médi koordinuji celou fadu endogennich
i exogennich ligandd, které se vyznacuji pritomnosti nékteré z funkénich skupin, jako jsou napf.
karboxyl, imidazolovy kruh, thiolova skupina cysteinu, thioether methioninu a kationtova
interakce s nabitymi ¢asticemi.*® Sérové a cerebrospindlni hladiny médi jsou u pacientd s AD
vyrazné zvy$eny.* Mé&d pFispiva tvorbou ROS k oxidaci nizkodenzitnich lipoproteind (LDL,



z angl. low-density lipoprotein), které zvysuji koncentraci homocysteinu v plazmé. Nadmérna
hladina homocysteinu je rovnéZ dal$im rizikovym faktorem pro rozvoj AD.>%>! V pokroéilych
stadiich onemocnéni dochazi k redistribuci médi do senilnich plakd za soucasného snizeni jeho
celkové koncentrace v okolnich tkanich.>? Za zajimavou zminku rovné? stoji vysledky klinické
studie, které poukazuiji, Ze prijem stravy bohaté na méd, cholesterol a nasycené mastné kyseliny
zrychluji ndstup kognitivnich dysfunkci.®® Zinek je souéasti nékterych enzymu (napf. superoxid
dismutasa 1), transkripénich faktorl (protein p53) a signalnich molekul (proteinkinasa C).>*
V mozku je zinek pFitomen jako zineénaty kationt (Zn?*) zejména v nervovych zakonéenich
glutamatergniho systému, odkud je po aktivaci extraceluldrné uvolfiovan.>® Zinek po uvolnéni
ze synapsi, zpravidla pomoci zinkového transportéru (ZnT3), interaguje s rlznymi neuronalnimi
receptory (NMDAR, iontovymi kanaly a transportéry).°® U neurodegenerativnich procest je
zinek, podobné jako méd, vazan v placich AB.>? Retence zinku v mozku je nejéastéji pfipisovana
naru$enym transportnim systémuam pro tento prvek, mezi které patfi ZnT1, ZnT3, ZnT4 a ZnT6.>’
Estrogen reguluje expresi ZnT3, mlzZe tak byt povazovan za rizikovy faktor AD odrazejici
mezipohlavni diverzitu.® Zelezo je klicovou komponentou hemu v hemoglobinu, myoglobinu,
cytochromu nebo tfeba také kofaktorem ribonukleotid reduktasy (enzym syntetizujici DNA). Je-li
pritomen ve vysSi koncentraci, projevuje se jeho toxicita, vznikaji superoxidové anionty
a hydroxylové radikély, které nespecificky interaguji s riznymi biomolekulami v organismu.>®
Podobné jako u predchozich kovl je kumulace Zeleza dobfe pozorovatelna v ramci senilnich
plakd AB.%° V prodromdélnim stadiu AD se Zelezo podili na iniciaci a progresi OS s naslednou
zvysenou senzitivitou bunék vaéi indukovanému 0S.°! Jako odpovéd na tento stav je
up-regulovan protizanétlivé ucinny laktoferin, transportni protein vazajici volné Zelezo, ktery
eliminuje volné hydroxylové radikaly a chrani tak DNA pfed poskozenim.®?
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Obr. 6. Model toxicity zinku a médi na glutamdtergnich synapsich béhem AD. NaruSend energetickd
bilance vlivem poskozenych mitochondrii vede ke sniZzenému zpétnému vychytdvani nékterych prvki (méd,



zinek), jejichZ koncentrace je zvysend a podili se na agregaci A8 do oligomert aZ amyloidnich plaka.
Pfevzato a modifikovdno z ref.5

1.1.2 Epidemiologické udaje a farmakoekonomicka data

AD je jednou z mnoha druhl demenci. Vedle tohoto chronického onemocnéni jesté existuji
vaskuldrni demence, demence s Lewyho télisky a frontotemporalni demence. AD ¢ita celkové
mezi 60 aZz 80 % vsech pfipadl demenci. V celosvétovém meéfitku zaujima AD paté misto
celkového po&tu umrti.®* Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, onemocnéni se zalind projevovat
zpravidla od 65. roku Zivota (pfiblizné 5% prevalence), u lidi nad 85 let trpi touto chorobou témér
kazdy druhy. Odhaduje se, Ze v roce 2050 budeme evidovat celkovy pocet 1,25 miliardy senior(
nad 65 let; tento pocet bude predstavovat 22 % celosvétové populace. 79 % z nich se bude
nachdazet v rozvojovych zemich, které maji nedostatecny pFistup k [é¢bé&.%°> KaZzdoro€né je nové
diagnostikovano mezi 4,5-5,0 miliony pacientl s AD, pticemz je odhadovano, ze mlzZe dojit
k dvojnasobnému naridstu okolo roku 2040.%° Pocet lidi trpicich AD v Ceské republice je
odhadovan na 153 tisic a progndza vyvoje neni pfiliS optimistickd ani do dalSich let, jelikoz
v rdmci Evropy patiime k nejrychleji starnouci populaci.

AD predstavuje enormni ekonomickou zatéz. Meta-analyza z roku 2017 ukazuje, Ze rocni léCba
jednoho pacienta s AD vychazi primérné na 20.461 S. Podle stddia onemocnéni pak mizZeme
roéni ndklady na lé¢bu rozélenit na 14.675 $ pro mirné stadium demence, 19.975 S pro stfedné
té7ké stadium a 29.708 $ pro termindlni stadia AD.%” V3echny tyto ¢astky pokryvaji jak vylohy na
[éCiva, tak i ndklady spojené s oSetfujicim persondlem. Nékteré studie vSak dokonce uvadi ¢astku
presahujici 70.000 $ roéné.%® Priimérné ro¢ni naklady na lé¢bu AD v Ceské republice v roce 2016
byly vypocéitany na 22.818 €.%° V zemich zédpadniho bloku pak lé¢ebné vylohy dosahuji az 3 %
hrubého domaciho produktu, v celosvétovém méfritku se jedna o 1 % HDP.

1.2 Soucasnd lécba

Soucasné |écba AD je pouze symptomaticka a stavi na dvou skupinach léciv. Prvni z nich je
zastoupena inhibitory AChE. Z inhibitor(i AChE nachazi uplatnéni v klinické praxi donepezil,
galantamin a rivastigmin. Zaklad této skupiné Iéciv poloZila prvni generace inhibitord AChE —
takrin a fysostigmin. Takrin byl zaveden k uZivani vibec jako prvni lé&ivo AD v roce 1993.7°
Z dlivodu vyskytu zavaznych nezadoucich ucinkd, jako jsou hepatotoxicita a gastrointestinalni
dyskomfort, byl vroce 1998 stazen z uzivani ve vétSiné zemi svéta; definitivné byl vyfazen
z preskripce vroce 2013.7 Uginnost fysostigminu byla ovéfovana v Fadé klinickych studii.
Vétsina z nich vsak byla predc¢asné ukoncena z dlivodu vyskytu ¢etnych nezadoucich ucinkl jako
napf. nevolnost, zvraceni, prajem, bolesti hlavy, kiece aj.”? Vedle skupiny inhibitort AChE je dale
pouzivan antagonista NMDAR memantin. Ten je indikovan pro stfedné tézka az tézka stadia
onemocnéni.” Bliz$i pojednani o pouZivané |é¢bé je uvedeno v pfilohdch SIII-SV této habilitaéni
prace.

1.3 Navrhované pristupy lécby

Z dlivodu komplexnosti onemocnéni a doposud nejasného mechanismu vzniku AD, nelze
jednoznacéné definovat cil plsobeni pro experimentalné vyvijend léCiva, ktery by zarucoval
klinickou ucinnost. Jak jiz bylo uvedeno v Uvodni kapitole ,1.1.1 Patofyziologie onemocnéni®,
existuje celd rada hypotéz, na kterych je stavén vyzkum mnohych [éciv. Z malych molekul
postoupily doposud nejdale v klinickych studiich modulatory sekretas. Zpravidla se jednalo
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o inhibitory BACE-1 (napF. Verubecestat’® nebo Elenbecestat?®), omezené pak o moduldtory
y-sekretasy (napf. Semagacestat’> nebo Avagacestat’®), jejichz klinicka testovani byla, z dGvodu
vyskytu zavaznych nezadoucich Gc¢inkl (rakovina kiize, nachylnost k infekénim onemocnénim
aj.), pfedcasné ukoncéena (viz pfilohy SI a Sll). Z dalSich zvaZzovanych skupin 1écCiv byly klinicky
evaluovany anti-agregancia AP, agonisté receptoru aktivovaném proliferatory peroxizomd,
chelatacni Cinidla, agonisté M1 AChR, vychytavace AB na periferii, inhibitory GSK-3pB, statiny
a dalsi. Zimunoterapeutickych metod byly aplikovany monoklondlni protilatky proti AR
(Solaneuzumab a Bapineuzumab) i cilené protildtky proti tau proteinu (AADVac1).”’ | pfes slibné
vysledky na transgennich zvifecich modelech, nebyla klinickd uéinnost u Zadného z vyse

evvs

pristupim v |é¢bé AD Ize dohledat v pfilohach SVI-SVIIL.

V soucasné dobé je evidovano 132 rdznych klinickych kandidatd pro terapii AD. 28 z nich se
nachazi ve treti fazi klinického hodnoceni (celkové 42 studii), 74 ve druhé fazi (83 studii) a 30
v prvni fazi (31 studii).”® 19 z téchto kandidétnich 1é¢iv cili na zlepseni kognitivnich dysfunkci, 14
Ize klasifikovat jako podpUrnou Iécbu neuropsychiatrickych a behavioralnich symptomd, 96 Iéciv
ma za cil modulovat pribéh onemocnéni (vétsinou se jedna o anti-amyloidni terapeutika na bazi
malych molekul nebo monoklonalnich protilatek). Z celkového vyctu, sedm malych molekul a 10
biologickych Iéciv cili na tau protein. Celkovy prehled IéCiv v klinickych studiich na AD k zac¢atku
roku 2019 je znazornén na Obr. 7.
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Obr. 7. VSechna IéCiva v klinickych studiich k zaddtku roku 2019. Léciva jsou fazena dle fdzi klinického
hodnoceni (prostredni kruh znaci 3. fazi, vnitini 2. fazi, vnéjsi zahrnuje léCiva v 1. fazi klinického testovani).
Léciva v zeleném segmentu predstavuji biologickd terapeutika, ve fialovém se jednd o Iatky modulujici
priibéh onemocnéni, v oranZovém jsou vyznaceny kognitivni enhancery. Tvar jednotlivych ikon odrdzi
kohortu, na které je dané IéCivo testované (zdravi dobrovolnici; preklinické, prodromdlni aZ mirné stadium,
stfedné-tézké stadium a tezké stadium AD). Barva jednotlivych ikon symbolizuje cil ptisobeni (Cervend —
AB; modrd — tau; sedivd — jiné misto plsobeni). LéCiva nové uvedend do klinického hodnoceni behem roku
2018 jsou vypsdna tuénym pismem. Pfevzato z ref.”®

1.4 Multipotentni slouceniny

Rada lé¢iv doposud uvedenych na trh byla vyvijena na zakladé ovlivnéni pouze jednoho
patologického mechanismu. Tento koncept, v literatufe oznacovany jako ,jedno IéCivo, jeden cil,
jedno onemocnéni”, je i vsoucasné dobé dominantnim ve vyvoji léCiv. Nicméné fada
komplexnich onemocnéni (hypertenze, nadorova onemocnéni, schizofrenie, AD a dalsi) neni
adekvatné |éCena pfi poutziti [éCby cilené na jednu patologickou deficienci. Za timto Ucelem tak
byl poprvé v roce 2004 definovan pojem ,polyfarmakologie” jako novy vyvojovy smér IéCiv pro
oblast AD.”?% Jejim smyslem je nejen navys$it Géinnost 1éCby, ale i sniZit riziko vyskytu
nezadoucich Gcinka. Pravé nevhodné lékové kombinace vedouci k ¢etnym interakcim stoji za
Castou hospitalizaci nebo dokonce umrtim pacient(. Polyfarmakologii v AD lze rovnéz chapat
jako ,spolecenskou poptavku” v hledani nového vyvojového konceptu lécby AD. Ta je plné
v souladu s mnohymi neuspéchy fady IéCiv v klinickych studiich. Statistické Udaje poukazuji na
fakt, Ze mezi lety 2002-2012 byl schvalen k terapii AD pouze memantin (2003) z celkového poctu
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244 hodnocenych léciv v 413 klinickych studiich. Mira Uspéchu zavedeni nového léCiva vyjadiena
v procentech v tomto mezidobi pak odpovidd pouze 0,4 %.5

Polyfarmakologie mlze byt chapdna ve tfech rovinach. Tradi¢né je u pacient(, ktefi nevykazuji
dostatecnou terapeutickou odpovéd, vyuzivana kombinace |éCiv (zpravidla v podobé dvou a vice
[éCiv aplikovanych v rliznych formulacich). Tento pfistup ¢asto narazi na compliance pacienta.
Regeni se nabizi v podobé podavani multikompozitnich formulaci (napf. viceslozkové kapsle),
které, jak vyplyva z ndzvu, obsahuji smés dvou a vice aktivnich |éCiv. Tento pfistup vede
k navySeni compliance pacienta, ale nikterak nefeSi moznost vyskytu lékovych interakci.
Pfikladem takového léku uvedeného na trh v roce 2014 pro terapii AD je Namzaric kombinujici
donepezil s memantinem.® Alternativou k ob&éma z vy$e zminénych pfistup( je podani jednoho
[éCiva, tj. jedné aktivni substance, kterd je schopna modulovat vice patologickych slozek nemoci
najednou. V takovém ptipadé mluvime o tzv. multipotentnich slouceninach (v anglické literature
oznacované rliznymi pojmy jako , multi-target directed ligands”, , designed multiple targets”,
nebo téZ ,magic bullets”). Je dobré rovnéz pripomenout, Ze fada léCiv na trhu ma multipotentni
charakter bez toho, aniz by byla vyvijena s timto Umyslem. Zpravidla byl jejich mechanismus
ucinku objasnén retrospektivné. Pfikladem takovychto struktur jsou atypickd antipsychotika
(napf¥. aripiprazol), kterd vykazuji multi-receptorovou vazbu.%

Vyvoj multipotentnich slouc¢enin prosel béhem poslednich dvou dekad znaénou evoluci. Ve
odstartoval vyvoj bis(7)-takrinu v roce 1996 (oznacovaného v anglické literatufe rovnéz jako
bis(7)-cognitin).®* Tato molekula spojujici dvé takrinové jednotky pfes heptamethylenovy
mustek nejenzZe vykazovala témér 1500x ucinné;jsi inhibici AChE oproti takrinu, ale byla i témér
1000x selektivnéjsi pro inhibici AChE oproti butyrylcholinesterase (E.C. 3.1.1.8; BChE).® Nad
rdmec téchto nepfimych parasympatomimetickych vlastnosti prokazal bis(7)-takrin fadu
modulacnich aktivit ve vztahu k NMDAR, serotoninovym (5-HTs) receptoriim, a receptoriim pro
gama-aminomaselnou kyselinu (GABA), déle inhibici extracelularni signalné-regulacni kinasy
(ERK1/2), p38 mitogen-aktivované protein kinasy (MAPK), BACE-1, NO-syntasy, snizeni
kumulace AB a mnoho dalSich. | ptes ptiznivé vysledky za podminek in vitro i in vivo byl vyzkum
bis(7)-takrinu ukonéen z dlvodu Spatnych farmakokinetickych (10% absorpce po per os podani,
vysoka vazba na plasmatické proteiny), farmakodynamickych parametrd (Ucéinnost, selektivita,
metabolickd stabilita aj.) i fyzikdlné-chemickych parametr( (nizkd solubilita ve vodé). | pres tyto
limitujici faktory je bis(7)-takrin povaZzovan za prilomovou molekulu, ktera nastavila novy trend
ve vyvoji léCiv. Zejména poukdzala na to, Ze je moiné jedinou molekulou ovlivnit vice
patologickych déjli, kterd maji pfimou souvislost s patofyziologii AD. BliZSi pojednani o této
molekule Ize dohledat v pfiloze SIX.

V dnesni dobé se uplatiiuji dva koncepéni pfistupy ve vyvoji multipotentnich sloucenin. Prvni
vychazi ze znalosti (z angl. ,knowledge-based”), druhy pfistup je screeningovy.
»Knowledge-based” strategie stavi na biologickych datech zndmych sloucenin, zatimco
screeningovy pristup se snazi najit novou, farmakologicky aktivni entitu pro dany cil nebo systém
zvybrané knihovny sloucenin. Screening je moino v dne$ni dobé provadét jak pomoci
vykonnych pfistrojl, které jsou schopné otestovat desetitisice slouc¢enin dennég, tak i virtualné
s vyuzitim in silico metod (molekulové modelovani, molekulova dynamika a dalsi), vSe paralelné
na nékolik patologickych systému.8 Robustné&jsi screeningové metody se provadi na bunéénych
modelech a pfi zjisténi Zddaného efektu se retrospektivné odhaluje mechanismus ucinku.
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Po identifikaci novych chemickych jednotek nasleduje faze, kdy jsou dva vyselektované
farmakofory vélenény do jedné molekuly (z angl. ,, designing in“). To je vSak mozné pouze tehdy,
kdyZz dochazi alespon k ¢aste¢nému strukturnimu prekryvu obou chemickych &asti. Mnohem
Castéji jsou proto preferovany takové molekuly, které maji efekt na oba cile soucasné a tento
efekt je potfeba pouze vybalancovat (navysit ¢i sniZit jednu ¢i druhou aktivitu pro dany cil).
DalSim moZnym scénarem ve vyvoji multipotentnich sloucenin, ktery miZe nastat, je,
Ze docilime srovnatelného efektu pro oba dané cile, ale potrebujeme eliminovat treti aktivitu,
ktera je spojena napt. s nezddoucimi Ucéinky nebo jinak snizuje terapeuticky potencial vysledné
molekuly. Nastupuje tedy faze optimalizace (v anglické literature je tento stav Casto spojovan
s terminem ,designing out“). Ta je vsoucasné dobé povaZovdna za jednu z nejvice
komplikovanych stranek ve vyvoji multipotentnich sloucéenin.

Pokud se zaméfime na ,knowledge-based” pfistup, mame na vybér tfi moznosti designovani
multipotentnich sloucenin (Obr. 8). Prvni z nich predstavuje spojeni dvou rdznych molekul
s rozdilnym farmakologickym efektem za pomoci rfetézce (alifaticky, etylenglykolovy aj.; v angl.
literature je tento pFistup oznacovan jako ,linking approach; Obr. 8). Retézec pfirozené nebyva
(nékdy vsak byt mlze) soucasti ani jedné z predlohovych struktur; voli se zpravidla, pokud jsou
dvé struktury zcela odlisné a nelze pouZit dalsi dvé strategie (viz ddle). Klicovy je zejména
charakter fetézce, jeho umisténi na propojované ligandy a délka. VSechny tyto atributy je
potieba disledné zvazit, protozZe pti nespravném pouZiti mGze dojit k redukci ¢i dokonce zaniku
jedné ¢i vice biologickych aktivit.®” Finalni molekula vznikla timto zplsobem miZe mit charakter
proléciva; vtakovém pripadé je pfitomen degradabilni fetézec obsahujici funkéni skupiny
nachylné k hydrolyze (esterové nebo amidové vazby). Po metabolizaci v organismu dochazi
k uvolnéni obou aktivnich sloZek. V opacném pfipadé vznikd metabolicky stabilni entita, kterd
v téle pUsobi na zvolené cile jako celek. DlllezZité je rovnéz zminit, Ze v nékterych pripadech mize
byt i samotny Fetézec nositelem farmakologického ucinku. V literature je popisovdna celd rada
takto vzniklych derivat(. Velké mnozZstvi z nich Ize dohledat v prilohdach SX-SXIV.

Dalsim pfistupem tvorby multipotentnich sloucenin je pfimé napojeni obou aktivnich ligandu
bez pouZziti spojovaciho fetézce (v angl. literature je toto oznacovano jako tzv. ,fusing approach”;
Obr. 8). U tohoto pfristupu je spojujicim ¢lankem zpravidla jedna funkéni skupina, kterd je
pfitomna v obou predlohovych strukturach. V idedlnim pripadé muze dokonce dojit k Uplnému
prekryvu obou casti molekuly pfi zachovani farmakologickych vlastnosti obou parentnich
struktur. Vtomto pripadé, kdy dochazi k dplnému prekryvu, hovofime o tzv. ,merging
approach” (Obr. 8). Posledné jmenovany je nejidedlnéjsim pfistupem z pohledu charakteru
findlni molekuly. Ta ma logicky nejmensi molekulovou hmotnost a vétSinou spliiuje i dalsi
fyzikdlné chemické charakteristiky pro |éCiva s prostupnosti do CNS. Veskeré vyhody i Uskali pfi
navrhovani jednotlivych multipotentnich sloucenin je detailnéji diskutovano v kapitole
»3. Souhrn, zavéry a mozné sméry dalsiho vyzkumu“ a v pfiloze SXV této habilitacni prace.
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Obr. 8. Kombinace ruznych farmakofori vedouci k multipotentnim sloucenindm s vyuZitim
,knowledge-based” pristupu. Vlevo je zobrazena aplikace tzv. linking approach implementujici alifaticky
fetézec do molekuly 6-chlortakrin-troloxového heterodimeru;®® uprostfed je zndzornéno pfimé napojeni
PIB (zkratka pro Pittsburgh compound B) a deferipronu (fusing approach);% vpravo je ilustrovdn pfekryv
dvou parentnich struktur (rivastigminu a rasagilinu) vedouci k ladostigilu (merging approach).”® M
oznacuje vyslednou molekulovou hmotnost vzniklé multipotentni slouceniny pri aplikaci jednotlivych
pfistupt. Pfevzato z ref.*?
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2 Komentar k predlozenym pracim

Vysledky shrnuté v predloZené habilitacni praci vznikly mezi lety 2008-2020. Béhem této doby
jsem vykonaval studijni doktorsky program (2008-2012) na Katedre farmaceutické chemie
a kontroly Iéciv (nyni Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy) pod vedenim
doc. RNDr. Veroniky Opletalové, Ph.D. (Skolitel) a prof. Ing. Kamila Kuci, Ph.D. (Skolitel
specialista). Dalsi vysledky vyzkumu zde zahrnuté byly ziskdny na Katedre toxikologie a vojenské
farmacie (Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany), Centru biomedicinského
vyzkumu (Fakultni nemocnice Hradec Kralové) a na oddélenich Experimentalni neurobiologie
a Translacnich neurovéd (Narodni Ustav dusevniho zdravi, Klecany). Veskera prace vznikla za
finan¢ni podpory jednotlivych instituci (projekt Ministerstva Obrany - OVUOFVZ200805;
Zdravotnicka problematika DZRO ZHN 2012 a DZRO ZHN 2017; finanéni prostfedky Fakultni
nemocnice Hradec Kralové — ¢. 00179906; a projekt NPU | — ¢. LO1611), za podpory narodnich
grantovych agentur (Grantovd agentura Ceské republiky — ¢. P303-11-1907 (2011-2015); &. 15-
16701S (2015-2017); & 18-01734S (2018-2020); ¢. 20-29633) (2020-2022); Agentura pro
zdravotnicky vyzkum Ceské republiky — €. 15-30954A (2015-2018)); a projektd InoMed (&.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010046) a ITANeuro(degeneration) (¢.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010054).

Vétsina praci zde uvedenych je odrazem navdazanych spolupraci se zahrani¢nimi partnery. Zde je
na misté& uvést, mezi mnohymi, Univerzitu Pavla Josefa Safarika v Koicich (pracovni skupina
RNDr. Slavky Hamulakové), Univerzitu v Bologni (pracovni tymy prof. Marie Laury Bolognesi
a prof. Manuely Bartolini) a Jagellonskou univerzitu v Krakové (tym vedeny prof. Barbarou
Malawskou). Vysledky vzdjemné spoluprace se staly podkladem pro prezentovani vysledkd na
fadé tuzemskych i zahraniénich konferencich at uz formou plakatovych ¢i Gstnich sdéleni.

V rdmci doktorského studijniho programu jsem se vénoval zpravidla monomernim takrinovym
derivatlm. Jejich aktivita a farmakologicky profil jsou vSak znacné omezené zpravidla na inhibici
AChE. Postupnym vyvojem jsem dosel k takrinovym heterodimer(im, pfipadné jinym derivatiim,
u kterych je spojujicim ¢lankem inhibice cholinesteras. VétsSina z téchto synteticky pfipravenych
slou€enin vykazuje multipotentni profil dany obvykle kombinaci dvou farmakologickych entit.
VSechny tyto prace, resp. komentaf k nim, jsou shrnuty v kapitole ,,2.1 Multipotentni IéCiva na
bazi inhibitor( cholinesteras”. Mimo oblast multipotentnich sloucenin navrzenych na zakladé
znalosti dostupnych z literarnich pramenl predstavuji pfirodni sloudeniny, resp. jejich
semisyntetické analogy, dalsi dlleZitou vyvojovou vétev ve vyvoji farmak pro lé¢bu chorob
spojenych s CNS. Této problematice je vénovana kapitola ,,2.2 Pfirodni a semisyntetické derivaty
v [é¢bé Alzheimerovy choroby”, kterd diskutuje zejména haemanthaminové derivaty, fenolické
slouceniny nebo berberinova analoga.

Publikované prace jsou vtextu citovany fimskymi cisly s prefixem ,P“ pro plvodni prace
(PI-PXXIX) a ,,S“ pro souhrnné clanky (SI-SXXI), aby je bylo moZno snadno odlisit od praci jinych
autoru. Podil na jednotlivych pracich je vymezen v kapitole ,,6 Podil predkladatele habilitacni
prace na jednotlivych publikacich”. V Tabulkach 1 a 2 na konci oddil(i 2.1 a 2.2 jsou uvedeny pro
srovnani nejucinnéjsi cholinesterasové inhibitory z kazdé série sloucenin.
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2.1 Multipotentni lIéCiva na bdzi inhibitori cholinesteras

Tato kapitola zahrnuje veskeré multipotentni slouceniny, které byly vyvinuty na bazi
reverzibilnich inhibitord cholinesteras. Aktivita pro jednotlivé slouceniny je vyjadrena jako
polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICso) stanovend na lidské rekombinantni AChE nebo
lidské plasmatické BChE (neni-li uvedeno jinak). Pfevdina vétsina z nich je stavéna na molekule
takrinu (1), pfipadné jeho méné toxického derivatu 7-methoxytakrinu (7-MEOTA; 2)% nebo
jednoho z doposud nejucinnéjsich takrinovych derivatt 6-chlortakrinu (3) (Obr. 9).% O téchto
derivatech je blize pojedndano v prilohach SXVI-SXVIII. Hodnoty inhibi¢nich koncentraci pro AChE
a BChE u konkrétnich zastupcl jsou uvadény pribézné v textu a v prislusnych tabulkach na konci
kazdé kapitoly.

Casto diskutovanou sou&asti vyvoje inhibitoru cholinesteras je jejich relativni selektivita k AChE.
Ta je dana pomérem hodnot BChE ICso/AChE ICso. Tuto hodnotu lze chapat jako orientaéni pro
urceni selektivity k danému enzymu, pti¢emz slouceniny selektivni k AChE maji tuto hodnotu > 1,
neselektivni slouceniny vykazuji hodnoty blizké 1, inhibitory selektivni k BChE maji < 1.
V pocatcich vyvoje inhibitor(l cholinesteras byl dlraz kladen zejména na vysoce selektivni
inhibitory AChE, s ohledem napojeni AChE na centralni funkce v mozkové kafe.®* Od tohoto
dogmatu se vSak v souc€asnosti upousti; existuje celd rada preklinickych i klinickych studii, které
naopak favorizuji podavani neselektivnich nebo BChE-selektivnich inhibitor(.> Tato poznéni se
zakladaji na faktech, kdy jednak BChE-selektivni inhibitory maji vyrazny pro-kognitivni efekt,%
a dal$im kritickym ukazatelem jsou hladiny BChE v prib&hu AD. Radou studii byla prokazana
zvySena hladina BChE v pozdéjsich stadiich AD (az na 120 % oproti fyziologickym hodnotédm),
ktera nahrava pouzivani neselektivnich nebo BChE-selektivnich inhibitor(l. Aktivita AChE klesa
v pokrocilych stadiich demence az k 10-15 % normalnich hodnot pozorovanych u zdravych
jedinc %%

NH»

X

—

N
takrin (1)
AChE IC5p = 0,32 £ 0,01 uM
BChE IC5q = 0,0800 + 0,0001 pM
S| pro AChE = 0,3

4 Ny

NH; NH,
X 0 N
Z —
Cl N N
6-chlortakrin (3) 7-methoxytakrin (7-MEOTA,; 2)
AChE ICx, = 0,0170 + 0,0005 pM AChE IC5=10,0£0,1 uM
BChE ICsp = 1,7 £ 0,1 uM BChE IC59 = 17,6 £ 0,8 uM
Sl pro AChE = 98 Sl pro AChE = 1,8

Obr. 9. Chemické struktury takrinu (1) a pfibuznych derivatia (7-MEOTA (2) a 6-chlortakrinu (3)) véetné
hodnot ICso pro enzymy AChE a BChE.
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Zajem o vyvoj dudlnich inhibitord AChE (tj. inhibitor(, které se vaZzou soucasné do katalytické
Casti i periferniho anionického mista enzymu) vzrostl vroce 1996 svyvojem bis(7)-takrinu
(SI1X),% kdy byla takté? jinou védeckou skupinou poprvé pfedstavena tzv. ne-cholinergni aktivita
AChE.?”*8 T3 spociva v pro-agregaénim efektu periferniho anionického mista (PAS) AChE na AB.
Tato interakce mezi PAS a AP vede ke konformaénim zménam amyloidnich fibril AB na
B-skladany list, ktery vykazuje zvySeny pro-agregacni potencidl s naslednym toxickym
plsobenim.?”® Na zdkladé tohoto faktu, ktery je spojovnikem mezi cholinergni a amyloidni
hypotézou, byla vyvinuta celd rfada pro-kognitivnich léCiv. Soucasti této prace budou rovnéz
predstaveny slouceniny plisobici na této bazi s vyraznym anti-agregacnim Gcinkem ovlivnénim
PAS AChE.

Prvotni studie jsou spojeny s vyvojem 7-MEOTA-adamantylaminovych heterodimerl (4a-4n;
Obr. 10). Tyto vysledky jsou sumarizovany v pfilohach PI a PII. Pfi ndvrhu téchto sloucenin jsme
se fidili cholinergnim plsobenim (zajisténa pomoci 2) a antagonistickym plsobenim vci
NMDAR (dano pfitomnosti amantadinu). Amantadin (chemicky 1-adamantylamin; 5) je dfive
schvalené profylaktikum proti virovym onemocnénim, jehoZ uZivani je vSak v soucasné dobé
obsoletni z divodu vyskytu virové rezistence. V soucasné dobé nachazi uplatnéni pti paliativni
IéEbé Parkinsonovy choroby. Blizsi pojednani o 5 a dalSich adamantanovych derivatech Ize nalézt
v pfiloze SV této prace. Komplexni terapeuticky efekt 5 je zprostfedkovan pfes NMDAR, 5 dale
zvysuje vyplavovani dopaminu, dopaminovy reuptake, inaktivuje mikroglie a tim pUsobi
protizanétlivé.’? Slouéenina 5 je navic strukturné pfibuzna k memantinu, schvalenému lé¢ivu
pro terapii AD. Celkové bylo pfipraveno 14 novych 7-MEOTA-adamantylaminovych
heterodimer( (4a-4n), které se liSi v délce spojovaciho retézce (dva az osm methylenovych
jednotek) a pfitomnosti mocoviny nebo thiomocoviny ve spojovacim mstku.
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Obr. 10. 7-MEOTA-adamantylaminové heterodimery 4a-4n.

Vsechny slouéeniny z testované série byly uéinnymi inhibitory AChE i BChE v mikromolarnich
az sub-mikromolarnich hodnotéach ICso. Z pohledu vztahu mezi strukturou a ucinkem u derivat(
4a-4n lze vypichnout ty, které nesou pentamethylenovy fetézec (4d: AChE ICso = 0,53 £ 0,10 uM;
BChE ICso = 1,4 £ 0,2 uM; SI pro AChE = 2,6; 4k: AChE ICsy = 0,69 = 0,13 uM;
BChE ICso = 0,22 + 0,04 uM; Sl pro AChE = 0,3; Tab. 1). Za zminku stoji zvrat v selektivité ucinku
od AChE (4d) k BChE (4k) pfi zdméné thiomocoviného linkeru za mocovinovy. Nejselektivnéjsim
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inhibitorem AChE v rdmci této série byla sloucenina 4n (Sl pro AChE = 9,3). Nejucinnéjsi derivaty
byly podrobeny molekulové modelovaci studii. Vysledky byly plné v souladu s navrhem
sloucenin, tj. ¢ast z molekul 4d i 4k nesouci 2 je orientovana do katalytické ¢asti enzymu, zatimco
5 interaguje s PAS v tésné blizkosti Trp286, ktery je oznacovan za klicové residuum v katalyze
agregace AB.%” Z navazujici studie s 4a-4n dale vyplynulo, Ze nékteré heterodimery jsou rovnéz
ucinnymi inhibitory BACE-1. Vtomto ohledu se nejlépe profilovala sloucenina 4m
(BACE-11Cs0=2,0 £ 0,3 uM), ostatni, zejména ty, které obsahuji thiomocovinovou funkéni
skupinu, vykazovaly slabsi inhibici v sub-milimolarni koncentraci hodnot ICso. Stanoveni pfimé
interakce mezi ABso a 4a-4n poukdzalo na vyznamnou ucinnost proti agregaci tohoto proteinu,
pro nejvice potentni heterodimery (4g, 4l, 4m a 4n) dosahovala inhibi¢ni aktivita hodnot 1Cso
shodné okolo 0,04 uM. Z testovani aktivity vi¢i NMDA receptordm metodou patch-clamp na
bunééné linii HEK293 exprimujici rekombinantni GIuN1/GIuN2B receptor vyplynulo, Ze se
heterodimer 4d chovd podobné jako memantin pfi interakci s timto receptorem pfi
membranovém napéti -60 mV (4d: NMDA ICs = 1,80 + 0,13 pM; memantin:
NMDA ICso = 1,00 + 0,04 uM).2%? Z dalich vlastnosti lze jmenovat zejména pravdépodobnost
prostupu 4k pres hematoencefalickou bariéru (HEB) pomoci pasivni difuze (pozn. stanoveno
pomoci metody umélé membrany). Souhrn biologickych aktivit k slou¢enindm 4a-4n je uveden
v ptiloze PIII.

Soubor poznatkl ze 7-MEOTA-adamantylaminové série poslouzil pro navrh
6-chlortakrin-memantinového derivatu 6 (PIV, Obr. 11). Ten spojuje fragmenty 3
s memantinem (7). Inspiraci byla rovnéz studie kombinujici inhibitor AChE galantamin s NMDAR
antagonistou 7 za vzniku molekuly oznacované jako memagal (v literatufe znamy téz pod
oznadenim ARN14140; Obr. 11).292 Terapeuticky efekt memagalu byl demonstrovan i za
podminek in vivo na mysich, kterym byl aplikovdn sub-chronicky ABas.3s k navozeni kognitivni
dysfunkce.’® Memagal prokdzal pro-kognitivni charakter doprovdzeny neuroprotektivhim
plUsobenim vic¢i AP, ale jeho dalsi pouZiti je problematické z dlvodu formy aplikace
(intracerebroventrikularni podani). Design 6 byl zaloZzeny na predpokladané dudlni interakci
s AChE, kdy bylo sledovano umisténi ligandu v aktivni ¢asti enzymu s vyuzitim molekulové
modelovaci techniky ve vztahu k délce rfetézce mezi obéma farmakofory. Dle vysledkd in silico
je pro inhibi¢ni AChE aktivitu optimalni Sestiuhlikaty fetézec. Studie potvrdila nanomolarni
charakter inhibice AChE a vysokou selektivitu pro tento enzym (6: AChE ICso = 9,41 + 0,65 nM;
BChE ICso = 2,1 £ 1,6 uM; SI pro AChE= 220). Na zakladé dalSiho stanoveni je u slouceniny 6
predpoklad prostupu pres HEB pomoci pasivni difize. Patch-clamp analyzou GIuN1/GIuN2B
NMDA receptoru bylo zjiSténo, Ze 6-chlortakrin-memantinovy heterodimer 6 je, podobné jako
7,14 GEinnym blokdtorem otevieného péru NMDAR (6: 1Cso (-60 mV) = 1,80 + 0,10 uM;
ICso (+40mV) = 16,01 + 124 uM; 7: ICxx (60 mV) = 0,79 + 0,06 uM;
ICso (+40 mV) = 22,01 + 0,94 uM). Neuroprotektivni Ucéinnost 6 byla ovéfena na modelu
hipokampalnich |ézi indukovanych mikroinjekci NMDA do dorsalni ¢asti hipokampu potkana.
Zajimavosti je, Ze zavedené lécivo 7 nedosahovalo v tomto modelu neuroprotekce ucinnosti
heterodimeru 6. To si vysvétlujeme pouZitim relativné malych dévek 7 v porovnani s davkami

aplikovanymi v klinickych studiich (poddvéani 20 mg/kg).%
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Obr. 11. Ndvrh 6-chlortakrin-memantinového heterodimeru 6 vychdzejici ze struktur 3, 7 a memagalu.2%

Jako pokracovani dudlnich inhibitorll vzdalené pfibuznych k bis(7)-takrinu jsme vyvinuli
7-MEOTA-donepezilové derivaty (8a-8v). Z nazvu je patrné, Ze spojuji strukturni charakteristiky
2 a N-benzylpiperazinu jako isosterni jednotky k N-benzylpiperidinu z donepezilu (9) (Obr 12;
PV). Za ndvrhem této série stoji predstava, kdy tricyklicky fragment 2 je jak vhodnym ligandem
pro PAS, tak i katalytického mista AChE, zatimco N-benzylovd ¢ast interaguje vyhradné
s katalytickou ¢asti enzymu. Tato predstava je plné v souladu s krystalografickou strukturou 9
v AChE.1® Celkové tato série &itala 22 7-MEOTA-donepezilovych derivat(l (8a-8v; Obr. 12),
z nichZ u vétsiny se jednalo o N-benzyl-substituovana analoga. VSechny derivaty shodné vykazaly
vybalancovany inhibi¢ni efekt na AChE i BChE v mikromolarnich hodnotach 1Cso. Substituce na
aromatickém jadre elektron-donornimi i elektron-akceptornimi substituenty neméla vyznamny
vliv na inhibi¢ni aktivitu. Nutno zminit, Ze vSechny fenyl-substituované derivaty (8b-8n) byly
ucinnéjsi na AChE v porovnani s nesubstituovanym 7-MEOTA-donepezilovym derivatem (8a),
zadny z nich vsak neprekonal aktivitu predlohové molekuly 9 (AChE 1Cso = 0,0210 + 0,0023 pM;
BChE ICso = 7,27 + 0,62 uM; SI pro AChE = 340).1%7 Nejuéinnéj$im inhibitorem AChE a soudasné
derivatem s nejvyssi selektivitou vici tomuto enzymu byl hybrid 8b (AChE I1Csp = 1,1 £ 0,1 puM;
BChE 1Cso = 17,9 + 1,5 uM; SI pro AChE = 16; Tab. 1). Nejvice potentnim BChE inhibitorem
svyraznou mirou selektivity pro tento enzym byl N-propargylovy derivat 8v
(AChE ICso=12,9 £ 0,7 uM; BChE ICso = 0,42 £ 0,01 uM; Sl pro AChE = 0,03; Tab. 1). Pro dalsi
porovnani aktivit byly zvoleny enzymy zviteciho pivodu — AChE izolovana z elektrického Uhote
(Electrophorus electricus; EeAChE) a BChE z koriského séra (Equus ferus caballus; eqBChE). Zde
jsme v pfipadé EeAChE pozorovali narlst v inhibi¢ni Uc¢innosti aZz o jeden fad. Tento trend
v mezidruhové ucinnosti je pozorovatelny i v ramci jinych studii a odrazi strukturni diverzitu pro
jednotlivé enzymy.1% Kinetickd studie provadénd na AChE se slouéeninou 8a ukazala na smiseny
typ inhibice, ktery reflektuje dualni charakter inhibice zprostfedkovany pres PAS i katalytické
misto enzymu. V souladu s timto byla i nase pozorovani v rdmci molekulové modelovacich studii
korespondujici s navrhem 7-MEOTA-donepezilovych derivatl, kdy pro 8b bylo pozorovano
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»sendvicové” umisténi 7-MEOTA mezi Trp286 a Tyr124 a pro N-(4-bromfenyl)methylovou ¢ast
interakce s Trp86, analogicky jako u krystalografické struktury 9 v AChE.1%®

0 8a: R=fenyl;n=1
Q NH, 8b: R = 4-bromfenyl; n = 1
\ _0O 8c: R = 4-methylfenyl; n =1
o N \m 8d: R = 3,5-dimethylfenyl; n = 1
N/ 8e: R = 4-nitrofenyl; n =1
—0
2

8f: R = 4-kyanfenyl; n = 1
8g: R = 4-methylkarboxylfenyl; n = 1
8h: R = 4-trifluormethylfenyl; n = 1
/ 8i: R = 3-methylfenyl; n = 1
\ 8j: R= 2-methylfenyl; n = 1
8k: R = 4-isopropylfenyl; n = 1
N’H‘R 8l: R = 4-methylsulfanylfenyl; n = 1
n 8m: R = 3-bromfenyl; n = 1
HN/\/N\) 8n: R = 2-bromfenyl; n = 1
8o:R=fenyl;n=2
e X 3« HCI 8p: R=fenyl;n=3
8q:R=fenyl;n=5
N 8r: R = 2-naftyl; n =1
8s: R = 1-naftyl; n =1
8a-8v 8t: R = 1-naftyl; n =2
8u: R = cyklohexyl; n = 1
8v: R = propargyl; n =0

donepezil (9)

Obr. 12. 7-MEOTA-donepezilové heterodimery 8a-8v.

Dva 7-MEOTA-donepezilové heterodimery, konkrétné 8i (v literature kédovan rovnéz jako
PC-37) a 8m (PC-48), byly dale vybrany pro navazujici studie. Role pfedkladatele habilitacni prace
v téchto studiich spocivala pouze v zajisténi dostate¢ného mnozstvi sloucenin pro experimenty,
proto tyto prace nejsou soucasti komentare. Z téchto studii Ize uvést stanoveni interakce s M1
AChR a N AChR,'® behaviorélni studie slaboratornimi potkany kmene Wistar po expozici
anticholinergikem 3-chinuklidinyl benzylatem,*%!! stanoveni farmakokinetického profilu 8m
v plasmé a mozku laboratornich potkant kmene Wistar,'*? stanoveni profylaktické u&innosti
proti otravé somanem,'® charakterizace metabolitd a metabolické stability po inkubaci

114 analyza cholinesterasové Gcinnosti 8i a 8m s vyuzitim kvantovych

s jaternimi mikrozomy,
teéek!?® a studie vazebnosti téchto heterodimer( do kavity B-cyklodextrinu s moznym vyuZitim

pro naslednou in vivo aplikaci.'*®

Mezi dalsi vyznamnou skupinu multipotentnich heterodimer( patfi takrin-kumarinové derivaty
(PVI; Obr. 13). Kumarin (10) je frekventované vyuZzivany farmakofor ve vyvoji IéCiv, pficemz

pro neurodegenerativni choroby maji nejvétsi vyznam jeho antioxidaéni?’

a protizanétlivé!!®
ucinky. Nékteré kumarinové derivaty jsou rovnéz potentnimi inhibitory AChE, nejznaméjsi z nich,
ensakulin, dosahnul 2. faze klinického testovani.!'® V literatufe jsou ddle dokumentovény série
dalsich hybridnich struktur s kumarinovym fragmentem, které maji afinitu k rdznym
enzymim/receptorim, pfipadné maji nespecificky mechanismus plsobeni (antioxidaéni,
anti-amyloidni, chelataéni vlastnosti aj.).}® POvodni myslenkou stojici za vyvojem
takrin-kumarinovych heterodimerd je navyseni inhibi¢ni Ucéinnosti parentni struktury 1
v kombinaci s kumarinem, ktery, diky svému aromatickému charakteru, mlze byt vhodnym
ligandem pro vazbu do PAS AChE. Nami prezentované takrin-kumarinové heterodimery
(11a-11e; Obr. 13) se vyznacuji pfemosténim za pomoci alkylendiaminového (11a-11c) nebo
thiosemikarbazidového (11d) fetézce nebo obsahuji thiazolidinonovy heterocyklus (11e).
Z biologickych vlastnosti byla stanovena inhibice cholinesteras. Nejsilnéjsim inhibitorem AChE

i-BChE byl heterodimer 11c (AChE ICso = 15,0 + 1,7 nM; BChE ICso = 0,33 £ 0,21 uM;
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Sl pro AChE = 21,3; Tab. 1). Vyrazny pokles aktivity byl zaznamenan zejména u derivati 11d
i 11e, za timto fenoménem stoji pravdépodobné vyssi rigidita spojovaciho mustku. Derivaty 11d
a 1lle jsou kompetitivnimi inhibitory AChE, zatimco 11c byl shleddn nekompetitivnim
inhibitorem tohoto enzymu. Vysledky molekulové modelovaci studie pro nejucinnéjsi inhibitor
11c korespondovaly s ndvrhem této série; takrinova €ast je orientovana mezi Trp86 a Tyr337
(katalyticka ¢ast enzymu) a kumarinovy farmakofor je umistén naproti Trp286 v PAS casti AChE.

NH,

SO OO
NG oo
1

kumarin (10)

N\ 7

oH)

] OH s OH i\ !
§ / ..
HN/\(V)/ | HNJ\H N | fo) N N S \ (@]
N” © N7 © N7
11a:n=1 11d

11b:n=2
1c:n=3

Obr. 13. Takrin-kumarinové heterodimery 11a-1le premosténé alkylendiaminovym (1l1a-11c),
thiosemikarbazidovym fetézcem (11d), nebo obsahujici thiazolidinonovy heterocyklus (11e).

Dalsi studie vénovdna takrinovym derivatim vzesla ze spoluprdce s Universitou v Bologni.
Zabyva se vyvojem takrin-naftochinonovych derivatl (PVII). Na navrhu této série je podepsano
hned nékolik zakladnich stavebnich kamen(. Prvnim z nich, memochin (12; Obr. 14), byl vyvinuty
v roce 2007 jako multipotentni slou¢enina s vysokou ucinnosti proti agregaci AB, zabranujici
hyperfosforylaci tau proteinu, s vyraznymi AChE a BACE-1 inhibi¢nimi a antioxidacnimi
vlastnostmi; to v3e za podminek in vitro i in vivo.'*® Od 12 je odvozeny monomerni
naftochinonovy derivat 13 (Obr. 14), ktery disponuje podobnym farmakologickym profilem jako
12.%?! Naftochinonovy derivat 3-chlor-1,4-naftochinon-2-yl-L-tryptofan (14, Obr. 14) se profiloval
jako antiagregacné ucinna molekula proti oligomerizaci AB, soucasné sniZujici cytotoxicitu AB
a dale plsobici proti agregaci tau proteinu za podminek in vitro i in vivo.?>'% Naftochinonovy
skelet je rovnéz soucasti vitaminu K, doplfiku stravy s moznym prokognitivnim Gcinkem pfi AD,
ackoliv jasny prlikaz U¢innosti na zékladé klinickych studii chybi.'** Celkem bylo vyvinuto 18
novych takrin-naftochinonovych heterodimer( (15a-15r; Obr. 14). Diverzita série je dana délkou
spojovaciho retézce, pouzitim takrinového farmakoforu, a substituci naftochinonu (naftochinon,
3-chlornaftochinon, a 5-hydroxynaftochinon). Délka spojovaciho fetézce byla predbéziné
stanovena na zakladé molekulové modelovacich predikci. Jako optimalni pro aktivitu v(ici AChE
byly uréeny ethylendiaminové a propylendiaminové fetézce. Inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE
korespondovala s vyuZitim predlohového takrinu, stoupala v fadé heterodimerld nesoucich
7-MEQOTA > takrin > 6-chlortakrin. Pro inhibici BChE byl pozorovdn obdobny trend s nasledujicim
poradim vzristajici aktivity: 7-MEOTA > 6-chlortakrin > takrin. Za nejucinné;jsi Ize oznacit derivaty
15h (AChE ICs = 103 + 4 nM; BChE ICso = 14,5 0,5 nM; SI pro AChE = 0,1; Tab. 1) a 15i
(AChE ICs0 = 0,72 £ 0,06 nM; BChE ICso = 542 + 16 nM; Sl pro AChE = 750; Tab. 1). Oba uvedené
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heterodimery jsou soucasné nejvice selektivnimi pro dané cholinesterasy v ramci testované
série: 15h pro BChE a 15i pro AChE. Chinony, véetné naftochinonu, jsou taktéz velice ucinné
inhibitory auto-agregace AB.!% S pfihlédnutim ktomuto faktu byly heterodimery 15a-15r
podrobeny stanoveni vUc¢i inhibici auto-agregace ABs pfi 10uM koncentraci. Vysledkem je
inhibice v rozsahu 22-52 %. Za nejucinnéjsi v tomto méfitku byla oznacena sloucenina 15p (52%
inhibice agregace). Pro porovnani Ize jesté uvést inhibi¢ni hodnoty dvou béziné pouzivanych
standard( inhibice agregace ABaz: kurkuminu (34% inhibice pfi 10 uM) a bis(7)-takrinu (51%
inhibice pfi 10 uM).1% Cytotoxicita byla stanovena na imortalizované mysi kortikalni neuronalni
linii Neuro2A (N2A) a cerebralnich granulovych neuronech (CGN linie), pficemZ prlimérna
viabilita po 24h inkubaci s 15i (12,5 uM) byla 85,6 + 13,8 % pro N2A linii, resp. 73,5 £ 5,1 % pro
CGN linii. Protektivni u¢innost vybranych takrin-naftochinonovych derivatli byla ovéfena na
bunécné linii N2A. AB4; a terc-butylhydroperoxid byly pouzity jako medidtory zanétu. V obou
modelech bylo dosaZzeno statisticky vyznamné protekce po poddni 15e i 15i, ktera je pfipisovana
antioxida¢nimu puUsobeni naftochinonové c¢asti molekuly, resp. jeji predpokladané konverzi na

antioxida¢né ucinny hydrochinon.?’
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15a: R' = OCH;, R?=H,R*=H,R®=H,n=2 15j:R'=H,R?=CI,R*=H,R*=0H,n=3
15b: R' = OCH3, R?=H,R*=H,R%=H,n=3 15k: R' = OCH3, R?=H,R*=H,R*=0H,n=2
15¢c: R'=H,R?=H,R*=H,R%=H,n=2 151: R' = OCH3, R2=H,R*=H,R5=0H,n=3
15d: R'=H,R?=H,R*=H,R%=H,n=3 15m: R' = OCH3, R?=H,R*=CI,R’=H,n=2
15e: R'=H,R?>=CI,R*=H,R®=H,n=2 15n: R' = OCH5;, R?=H,R*=CI,R®=H,n=3
15f: R'=H,R?=CI,R*=H,R=H,n=3 150:R'=H,R?=CI,R*=CI,R®=H,n=2
159: R'=H,R2=H,R*=H,R5=0OH,n=2 15p: R'"=H,R?=CI,R*=CI,R’=H,n=3
15h: R'=H,R2=H,R*=H,R*=0H,n=3 15q: R'=H,R?>=H,R*=CI,R%=H,n=2

15i: R'"=H,R?=Cl,R*=H,R%=0H,n=2 15r: R'=H, R2=H,R*=CI,R°=H,n=3

Obr. 14. Takrin-naftochinonové heterodimery 15a-15r a jejich ndvrh vychdzejici z memochinu (12), jeho
monomerniho derivdtu (13), 3-chlor-1,4-naftochinon-2-yl-t-tryptofanu (14) a takrinovych derivati (1-3).

Z dalsich antioxidacné ucéinnych heterodimerl spojenych s1 lze vypichnout skupinu
takrin-troloxovych derivatd (PVIII). Studie byla inspirovana objevem lipokrinu (16; Obr. 15),
takrinového heterodimeru spojeného s kyselinou lipoovou, ktery vykazoval sub-nanomolarni
inhibici AChE, inhiboval AChE-indukovanou agregaci AR a mél vyrazny antioxidacni ucinek proti
ROS.1?8 Vitamin E, resp. jeho ve vodé rozpustny derivat trolox (17; Obr. 15), chrani buriky pfed
toxickym vlivem ROS.1? Spojenim 17 s takrinovymi derivaty (1-3) za pomoci alkylendiaminovych
mUstk{ dalo vznik takrin-troloxovym heterodimerim (18a-18u; Obr. 15). Ty podle predpokladu
avsouladu s parentnim takrinovym fragmentem vykazovaly mikromolarni az nanomolarni
inhibici obou cholinesteras. Aktivita vici AChE stoupala v fadé 7-MEOTA-troloxové (18a-18g) >
takrin-troloxové (18h-18n) > 6-chlortakrin-troloxové derivaty (180-18u). Analogicky Ize
definovat poradi ucinnosti vic¢i BChE: 7-MEOTA-troloxové (18a-18g) = 6-chlortakrin-troloxové
(180-18u) > takrin-troloxové heterodimery (18h-18n). U&innost napfi¢ jednotlivymi sériemi pro
AChE vzristala s délkou fetézce, pro BChE Ize tento trend oznacit za nespecificky, tj. neni jasné
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uren vztah mezi strukturou a Gcinkem. Znejucinnéjsich inhibitord se profilovaly
takrin-troloxové heterodimery 180 (AChE 1Csp = 210 + 9 nM; BChE ICso = 20 = 6 nlM;
Sl pro AChE=0,1; Tab. 1) a 18u (AChE ICsp = 80 + 3 nM; BChE ICso = 540 % 37 nM;
Sl pro AChE = 6,8; Tab. 1). Pro slouceninu 18u byl objasnén smiSeny typ inhibice vici AChE.
Molekulové modelovaci studie predpovédéla, Ze rozdilnost v afinité vic¢i AChE je dana orientaci
takrinové casti v aktivnim misté AChE. Ta je v pfipadé 18b (7-MEOTA derivat) o 180° rozdilna
oproti takrinovym farmakoforim 18i a 18u. Svou roli vsak hraje i ¢ast troloxova, ktera se
v zavislosti na délce spojovaciho mastku, orientuje proti Trp86, resp. Tyr337 v PAS enzymu.
Spojenim obou farmakofor(i doslo k ¢astecné ztraté antioxidacniho ucinku; Zadna z testovanych
sloucenin nedosahovala antioxidacniho potencidlu samotného troloxu (DPPH ECso = 16,2 £ 0,4
UM). Nejvice se k této aktivité priblizil derivat 18u (DPPH ECso = 44,1 + 0,9 uM). Na zakladé
predikce prichodu pres HEB s vyuZzitim lipidické vrstvy byly oznaceny dva derivaty s moznosti
prostupu do CNS pasivni difdzi (18h a 18u). Inkubace 18u s jaternimi mikrozomy po dobu jedné
hodiny urcilo relativni stabilitu této slouceniny; po této dobé zlstavalo vice nez 85 % 18u
nemetabolizovdno. Sloucenina 18u byla ddle testovana pro svou akutni toxicitu za podminek
in vivo u laboratornich potkant po intramuskularni aplikaci. 18u byla shledana netoxickou az do
davky 500 mg/kg (pozn. vyssi davky nebyly testovany z divodu omezené solubility 18u)
v porovnani s 3 (LDso = 7,5 mg/kg).

18a: R' = OCH3, R?>=H,n=0
H 18b: R' = OCH;3, R?=H,n =1
:, ”””””” |_’| l;l ””” N\‘ 0 18c: R'=0OCH3, R?=H,n=2

: n i m HO o 18d: R' = OCH,, R2=H, n = 3
: N : 18e: R = OCHs, R2=H, n = 4
L ol NG 3 OH | 18f: R'=OCH,;, R2=H,n=5

R 189: R'=OCH3, R?=H,n=6

s-S

lipokrin (16): n=2;m =3 trolox (17) 18h: R'"=H,R?=H,n=0
18i: R'=H,R?=H,n=1

\1 / 18j:R'=H, R2=H, n=2

o 18k: R'=H,R?=H,n=3

. ] o 18:R"=H,R?=H,n=4

. AN L N 18m:R'=H,R?=H,n=5

, R N 3 OH 18n:R"=H,R?=H,n=6

! _ ! 180: R'"=H,R?>=Cl,n=0

R N | 18p:R'=H,R2=Cl,n = 1

18a-18u 18q:R'=H,R?=Cl,n=2

18r:R'=H,R?=Cl,n=3
18s:R'=H,R?=Cl,n=4
18t: R'=H,R?=Cl,n=5
18u:R'=H,R?=Cl,n=6

Obr. 15. Takrin-troloxové heterodimery 18a-18u a jejich predlohové struktury — lipokrin (16) a trolox (17).

Resveratrol (19; Obr. 16) je pfirodni polyfenolickd slou¢enina obsazena zejména v hroznovém
vinu a Cerveném viné. 19 je zndm predevsim pro svou protizanétlivou aktivitu ovlivnénim
mikroglii (potladeni jejich fagocytdzy, migrace, radikdlové sekrece aj.).’3° 19 byl testovan ve
druhé fazi klinického hodnoceni na kohorté 119 pacientl s AD (NCT01504854).13! Vysledky této
studie neddvaji jednoznacnou odpovéd o potencidlu 19 v Ié¢bé AD, doporucuji pouze testovani
na vétsim vzorku pacient(. 19 ma pfiznivy vliv na jaterni funkce.'®? Nékteré studie dokonce
poukazuji na antiamyloidni efekt 19.13® Na zékladé téchto vlastnosti jsme navrhnuli kombinaci
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19 s jednotlivymi takriny (20a-20h; PIX; Obr. 16). U tohoto typu ndvrhu sloucenin se jednd o tzv.
,fusing approach”, tedy pfimé napojeni obou farmakofor(i pfes aromatickou amino-skupinu
takrinu. Derivaty 20a-20d obsahuji nasyceny rfetézec mezi dvéma aromaty ,resveratrolu”,
zatimco derivaty 20e-20h maji dvojnou vazbu v trans konfiguraci (v pfirodnich extraktech je vétsi
zastoupeni této formy).13* Pouze nékteré testované derivaty ze série takrin-resveratrolovych
hybridd 20a-20h byly aktivni na inhibici AChE (20a, 20b, 20d a 20h), ostatni byly inaktivni pfi
10uM koncentraci. Ani jeden z takrin-resveratrolovych hybrid nebyl G¢inny na inhibici BChE pfi
této koncentraci. Nejvice potentnimi inhibitory AChE byly 20a (AChE ICso = 0,8 £ 0,1 uM; Tab. 1)
a 20d (AChE ICso = 1,3 + 0,1 uM; Tab. 1), pficemz 20d vykazal nejvyssi efekt proti auto-agregaci
AB (37,3 £4,1 %; testovdno pfi 50 uM). Tento amyloidni profil je vyraznéjsi v porovnani s 19
(30,0 £8,7 %; 50 uM). Antioxidacni efekt je zfejmé vazan pouze na methoxy-substituované
derivaty (20a: DPPH ECsp = 155 + 4 pM; 19: DPPH ECs = 25,6 + 1,9 uM; 20d
a 20h: DPPH ECso > 5000 pM). Cytotoxicita byla stanovena na primarnich kulturach CGN
bunécéné linie. Pouze 20h byla netoxicka pfi nejvyssi testované koncentraci (50 uM), z ostatnich
Ize vypichnout 20d a 20f (cytotoxicita > 5 uM). Na zakladé vysledkl cytotoxicity byl doporucen
Neuroprotektivni efekt byl sledovan pomoci exprese indukovatelné formy NO-syntasy (iNOS) na
modelu mikroglii a astrocytl. Lipopolysacharid (LPS) byl v tomto pfipadé pouzity jako mediator
zanétlivého poskozeni. Efekt 20h byl davkové zavisly, zejména u astrocytl doslo k signifikantni
redukci produkce dusitand. Na imunomodulaéni aktivitu 20h poukazuje sniZend exprese
receptoru TREM2 (z angl. Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2). Pravé tento
receptor je v posledni dobé sklofiovan jako rizikovy faktor pro rozvoj sporadické formy AD.*%

HO NH,
R1
e sullesee
O R? N~
H
© 1:R'=H;R?=H

2:R"=0CHz; R?=H
3:R'=H;R?=ClI

N 4

OR3® OR3®

‘ O 20a: R' = H; R? = CI; R® = CH,

20b: R'=H; R2=H; R®=CH

OR3 \ OR3 L ST
20c: R" = OCHj; R? = H; R® = CH,4

HN HN 20d:R'=H;R?=C;R®=H
;
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R1 20e: R" = H; R?=CI; R® = CHj,4
20f: R"' = H; R?=H; R®= CH,
R2 N” R2 N 20g: R' = OCH3; R? = H; R® = CHj

20h:R'=H; R?=CI;R®=H
20a-20d 20e-20h

resveratrol (19)

Obr. 16. Takrin-resveratrolové hybridy 20a-20h.

V dalsi praci jsme se zaméfili na 6-chlortakrin-skutelarinové derivaty (PX). Skutelarin (chemicky
(2S,3S5,4S5,5R,65)-6-[5,6-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-4-oxochromen-7-yl]oxy-3,4,5-

trihydroxyoxane-2-karboxylovd kyselina; 21; Obr. 17) je pfirodni flavon, ktery byl poprvé
izolovan z ¢inské byliny Erigeron breviscapus (Celed Asteraceae). Mezi farmakologické vlastnosti
21 patfi antioxidacni a protizanétliva aktivita, neuroprotektivni cinnost a schopnost inhibovat

26



agregaci AB.1*5138 Klinicka relevance 21 je znaéné omezena zejména z divodu nizké peroréini
dostupnosti a nizkého prostupu HEB.!*® V literatufe jsou jiz dokumentovény nékteré
heterodimerni sloueniny na bazi 21, napf. skutelarin-rivastigminové derivaty.' V profilu
nejlepsi slouceniny z této série (22; Obr. 17) figuruji cholinergni, antioxidacni, chelatacni
a neuroprotektivni aktivity. 22 navic prochazi pres HEB. Pro ucely organické syntézy jsme vybrali
pribuzny analog 23, chemicky 5,6,7-trimethoxyflavon, ktery ma prakticky identické
farmakologické vlastnosti pro terapii AD.1*1%2 6-Chlortakrin-skutelarinové derivaty (24a-24g;
Obr. 17), které se lisily v délce spojovaciho retézce mezi obéma farmakofory, byly podrobeny
biologickému stanoveni na inhibici AChE a BChE. VSechny slouceniny byly velmi potentni
inhibitory AChE (AChE ICsp = 1,63-31,0 nM). Inhibiéni aktivita vi¢i tomuto enzymu klesala
s prodluzujici se délkou fetézce. V porovnani s daty pro inhibici BChE lze Fici, Ze se jedna o slabsi
inhibitory tohoto enzymu (BChE ICso = 174-8690 nM) a nelze vypozorovat trend zavislosti na
délce spojovaciho mdastku. Za nejucinnéjsi mulzeme oznadit slouceniny 24a
(AChE ICso = 1,6 £ 0,1 nM; BChE ICso = 1210 + 70 nM; SI pro AChE = 740; Tab. 1), 24b
(AChE ICs0=1,9 £ 0,1 nM; BChE ICso = 174 + 7 nM; Sl pro AChE = 92; Tab. 1) a nejvice selektivnim
inhibitorem pro AChE byl derivat 24c¢ (AChE ICso = 5,15 + 0,18 nM; BChE ICso = 8690 * 40 nM;
Sl pro AChE = 1700; Tab. 1). Kineticka studie mezi 24a a AChE odhalila smiseny, nekompetitivni
typ inhibice. Zddn4 ze sloucenin v ramci testované série nevykazala antioxidaéni potencidl. Ten
je pravdépodobné vazan na pfitomnost jedné nebo vice volnych fenolickych hydroxyld.'43
Cytotoxicita provadénd na lidskych burnkach jaterniho karcinomu (HepG2) byla pro vsechny
derivaty radové stejnd jako pro vychozi parentni takrin 3. Predikce prostupu pres HEB ukdzala,
Ze vybrané takrin-skutelarinové derivaty 20b, 20f a 20g mohou prochazet pasivni difuzi pres HEB.
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Obr. 17. Schéma ndvrhu takrin-skutelarinovych heterodimert (24a-24g).

Kombinace 2 s p-anisidinem (25, Obr. 18) dala vznik 7-MEOTA-p-anisidinovym derivatim
26a-26n (Obr. 18; PXl). Pro syntézu byl pouZit analogicky postup jako v pfipadé
7-MEOTA-adamantylaminovych derivatd (4a-4n, Obr. 10) svyuzZitim thiomocovinového,
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resp. mocovinového uskupeni jako soucasti spojovaciho fetézce, které mohou vyustit ve vyssi
afinitu k cholinesterasam.**14> Spojovaci muastek dale obsahoval alkylenovy linker o riizné délce
k zajisténi potfebného kontaktu mezi obéma ¢astmi AChE i BChE. 25 byl zvolen do kombinace
s ohledem jeho moZného efektu na sniZeni intracelularni akumulace APP, coZ by vedlo k redukci
mnozstvi produkovaného AR (tento efekt viak nebyl stanoven).}*® Rada derivatd byla
ucinnéjsimi inhibitory AChE nez predlohovd struktura 2. Aktivita vidy narlstala ke ctyfem
uhlikim ve spojovacim fetézci, pak méla mirné klesajici tendenci. Vyjimku tvofily derivaty
s nejdelSimi linkery, u kterych byla inhibi¢ni aktivita vi¢i AChE opét stupriovana. Pro inhibici
BChE nelze vysledovat jednoznacény trend u sloucenin obsahujici thiomocovinu; pro mocovinova
analoga plati nardst aktivity s prodluZujici se délkou fetézce.
Ze skupiny 7-MEOTA-p-anisidinovych heterodimer( Ize vyzvednout 26a
(AChE ICso = 43,6 £2,1 uM; BChE ICso = 1,0 + 0,1 uM; Slpro AChE = 0,02; Tab. 1), 26g
(AChEICs0=1,4 £ 0,4 uM; BChE ICso= 10,2 + 4,7 uM; Slpro AChE=7,5; Tab. 1), 2ém
(AChEICsp=1,7 = 0,3 uM; BChE ICsy = 1,7 + 0,2 uM; SlproAChE=1; Tab. 1) a 26n
(AChE ICso = 2,1 0,6 uM; BChE ICs0 = 1,3 + 0,2 uM; SI pro AChE = 0,6; Tab. 1). V kinetické analyze
s AChE se 26g a 26k chovaly jako nekompetitivni inhibitory. Zajimavé jsou poznatky z in silico
studie, které poukazuji na moznost orientace p-anisidinu do katalytické ¢asti enzymu AChE,
zatimco 2 miZe interagovat na periferii enzymu.
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Obr. 18. 7-MEOQOTA-p-anisidinové heterodimery (26a-26n).

BQCA (chemicky 1-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylova kyselina; 27,
Obr. 19) je pozitivni alostericky moduldtor M1 AChR.}71% M1 AChR hraji ddleZitou roli
v procesech spojenych spaméti a pozornosti.}*!0 Pravé stimulace téchto receptord je
doprovazena nejen vyraznym prokognitivnim efektem, ale i poklesem fosforylace tau proteinu
cestou aktivace proteinkinasy C a sou¢asné inhibice GSK-3B.%°! Ovlivnénim M1 AChR lze rovné:
docilit neamyloidogenniho zpracovani APP a z ni vyplyvajici produkce kratSich, netoxickych
fragmentl AB.°2'% Vyvoj selektivnich ortosterickych agonisti M1 AChR je problematicky
z divodu homologie napfi¢ jednotlivymi subtypy muskarinovych receptor(.** Z tohoto divodu
se vyvoj moduldtord M1 AChR orientoval na méné konzervativni alosterické misto tohoto
receptoru.’® Jak je uvedeno vy$e, 27 patfi do skupiny vysoce selektivnich pozitivnich
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alosterickych moduldtorl M1 AChR. Jeho terapeuticky potencial v 1écbé AD byl potvrzen na
zvifecim modelu skopolaminem-indukované amnézie.'>® Na zdkladé uvedeného jsme se rozhodli
zkombinovat takriny 1-3 s 27 pres alkylendiaminovy fetézec o rizné délce, coz vedlo k 21 novym
takrin-BQCA heterodimerim 28a-28u (Obr. 19; PXIl). Pfedpokladem pro tuto sérii bylo dualni
posileni cholinergni transmise jak cestou inhibice cholinesteras, tak i modulaci M1 AChR.
Podobny koncept byl jiz navrien v minulosti u série takrin-xanomelinovych heterodimera.™’
Xanomelin je viak ortosterickym agonistou muskarinovych receptord s prevazujici selektivitou
pro M1/M4 AChR, jehoz pouziti je limitovano nezadoucimi Gcinky asociovanymi se stimulaci
perifernich M2/M3 AChR.?® Viechny derivaty 28a-28u byly uU¢innymi inhibitory AChE/BChE
dosahujici mikromolarnich az nanomolarnich hodnot ICso. Aktivita vic¢i AChE stoupala v fadé
7-MEOTA-BQCA (28a-28g) > takrin-BQCA (28h-28n) > 6-chlortakrin-BQCA (280-28u); tento trend
je pozorovan i v ramci jinych sérii, které jsou soucasti této prace (napf. takrin-troloxové derivaty
18a-18u). Nejvyssi tcinnost vicéi AChE v ramci série 7-MEOTA-BQCA heterodimerl je spojovana
s pritomnosti kratkého retézce (n = 2 (28a), n = 3 (28b); Tab. 1). Pro takrin-BQCA heterodimery
(28h-28n) dosahl inhibicni potencial vici AChE maxima pro triuhlikaty derivat (28i; Tab. 1). Mezi
derivaty 280-28u z posledni série nelze vypozorovat jednoznacny trend v Ucinnosti, nejvyssi
AChE inhibic¢ni aktivitu mély heterodimery 28p (n = 3; Tab. 1) a 28t (n = 7). Ethylendiaminovy
fetézec byl shleddn jako nejoptimdlnéjsi pro inhibici BChE; tj. v kazdé sérii byl nejucinnéjSim
inhibitorem ten s nejkratS$im spojovacim mdistkem (28a, 28h a 280). Vzhledem ktomu,
Ze v ramci série nelze jednoznaéné vymezit nejpotentnéjsi slouceniny, jsou hodnoty ICso pro
nejzajimavé;jsi takrin-BQCA derivaty (28a, 28b, 28h, 28i, 280 a 28p) sumarizovany pouze
v Tabulce 1. Kinetickd analyza mezi AChE a 28p ukdazala na smiseny typ inhibice. Aktivita v{ci
M1 AChR byla v rozporu s charakterem predlohové slouceniny 27. VSechny testované derivaty
vykazaly antagonisticky efekt vici témto receptorlim v mikromolarnich hodnotach ICso. To si
mlzeme vysvétlit preferencni vazbou takrinové ¢asti heterodimeru do alosterického mista
receptoru. 1 je v literatufe zdokumentovan jako antagonista M1 AChR.?%0 7 tohoto pohledu
vSak nemusi byt testované takrin-BQCA heterodimery zcela diskriminovany; svou roli muze
sehrat i metabolizace za podminek in vivo, kdy muizZe dochdzet k hydrolyze amidické vazby za
odstépeni 27. Lipofilni charakter slouc¢enin korespondoval s jejich cytotoxicitou (stanoveno na
HepG2 bunécné linii); 28a-28u snizovaly Zivotaschopnost bunék o jeden az dva rady v porovnani
s 1-3 a 27. Predikce prostupu pies HEB naznacila, Ze pouze 28f a 28b jsou schopné transportu
pasivni difuzi. Zvlastnosti 28f z molekulové modelovaci studie je orientace 7-MEOTA ¢3sti do PAS
AChE; tento fenomén vsak nebyl pozorovan pro 28i a 28p.
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Obr. 19. Takrin-BQCA heterodimery (28a-28n).

Komplexni studie vénovana takrin-tryptofanovym heterodimer(im vznikla ve spolupraci s fadou
Ceskych i zahrani¢nich vyzkumnych instituci (PXIIl). L-Tryptofan (29; Obr. 20) je esencialni
aminokyselina, jejiz nedostatecny prijem u starSich osob je spojovdn s poruchami uceni
a paméti.’®! Naproti tomu, dostateény/zvy$eny pfisun 29 u transgennich mysi se symptomy AD
vede k celkové redukci intraneurondlni akumulace AB v hipokampu.t%? 29 je hodné vyuZivanym
zdkladnim stavebnim kamenem ve vyvoji anti-agrega¢né ucinnych sloucenin, mezi které patfi
dfive zminéna dimerni slouéenina 14, kterd zahrnuje strukturni motivy naftochinonu s 29.1%3
Indolovy heterocyklus je soucasti melatoninu (30; Obr. 20), hormonu produkovaného epifyzou,
jehoZ ubytek je sklofiovan v souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi véetné AD.1¢*
Melatonin je pfirozené vytvéfen ze serotoninu, ktery ma opét strukturni ndvaznost na 29.16°
BlizSi pojednani o 30 a jeho vyznamu v AD je uvedeno v pfiloze SXIX. Jako predlohovou sérii pro
takrin-tryptofanové derivaty poslouzily pravé takrin-melatoninové derivaty, z nichZ nejlepsi
biologicky profil vykdzal heterodimer 31 (Obr. 20).1%%%7 Slouéenina 31 dosahovala pikomoldrnich
hodnot ICso vici AChE, vysokou miru selektivity pro tento enzym, neuroprotektivni efekt proti
AB a vyrazny antioxidacni potencidl. V ramci ndmi prezentované série takrin-tryptofanovych
heterodimeru (32a-32w, Obr. 20) jsme prozkoumali biologicky profil téchto heterodimerd, ktery
sestaval z inhibi¢ni ucinnosti vici cholinesterasam, s navazujici krystalografickou studii pro
nejucinnéjsi derivaty na TcAChE a lidské BChE, anti-amyloidni vlastnosti jako inhibice
auto-agregace A4, a inhibice AChE-indukované agregace APao, predikce prostupu pres HEB
pomoci metody umélé semipermeabilni membrany, cytotoxicky efekt, inhibice neuronalni
formy NO-syntasy (nNOS) a behavioralni studii s potkany v modelu skopolaminem indukované
amnézie. V ramci objasnéni vztahu mezi strukturou a ucinkem kinhibici cholinesteras plati
obdobnd pravidla jako u vySe uvedenych sérii. Inhibicni AChE aktivita klesala v radé
6-chlortakrin-tryptofan (32h-32n) > takrin-tryptofan (320-32u) > 7-MEOTA-tryptofanové
derivaty (32a-32g), a dosahovala maxima pro derivaty slinkerem okolo péti az Sesti
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methylenovych jednotek (s vyjimkou takrin-tryptofanové série, kde nejvyssi aktivitu vykazal
osmiuhlikaty derivat 32u). Pro BChE platil totozny trend jako u inhibice AChE (klesani hodnot ICso
v fadé 6-chlortakrin-tryptofan (32h-32n) > takrin-tryptofan (320-32u) > 7-MEOTA-tryptofanové
derivaty (32a-32g)) s sestiuhlikatym mustkem vykazujicim maximalni aktivitu. Za nejacinnéjsi
derivat mizeme oznacit 32l (Tab. 1) svybalancovanym profilem pro obé cholinesterasy
(AChE ICso = 6,3 + 0,2 nM; BChE ICsp = 9,1 + 0,3 nM; SI pro AChE= 1,4). DlleZité je rovnéz
podotknout, Ze vSechny slouceniny z takrin-tryptofanové série si zachovaly optickou aktivitu,
kterd byla ve shodé s 29; absolutni konfigurace na chirdlnim centru byla v (S) konfiguraci
(potvrzeno pomoci cirkularniho dichroismu). Pro rozsiteni studované série jsme pfipravili dalsi
dva derivaty 32v a 32w. V ptipadé slouceniny 32v se jedna o druhy enantiomer, chirdlni uhlik
v tryptofanové casti se nachazi v (R) konfiguraci. Slouc¢enina 32w je pfitomna jako racemat.
Z pohledu inhibice AChE nebyl prakticky zadny rozdil mezi 32I, 32v a 32w (ICso = 6,3 — 7,4 nM).
Naproti tomu inhibi¢ni potencidl vi¢i BChE pro 32v byl 15x nizsi v porovnani s32I
(32v BChE ICso = 140 + 5 nM; 32l BChE ICso = 9,1 * 0,3 nM; Tab. 1). Tento rozdil se podafilo
objasnit za pomoci krystalografické studie, kdy derivat 321 v (S) konformaci, resp. jeho dusikovy
atom z indolu, je zapojen do vodikové vazby s molekulou vody, ktera dale poskytuje vodikovy
mustek s Thr120 a dalsi molekulou vody. Tyto interakce v krystalografické strukture 32v chybi
a jejich absence je tedy s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovédnd za pokles inhibicni aktivity.
Dale byl charakterizovan komplex 32l, jako nejucinnéjsiho inhibitoru AChE, s TcAChE.
Dle pfedpokladu a souladu s krystalografickymi studiemi dal$ich takrinovych derivati®® byla
6-chlortakrinova ¢ast kotvena do katalytické ¢asti enzymu mezi Trp84 a Phe330 (Cislovani pro
TcAChE) a tryptofanova cast, resp. jeji protonovand primarni aminoskupina, je zapojena do
kation-rt interakce s Trp279. Propidium dijodid je selektivnim inhibitorem AChE s preferenéni
vazbou do PAS.'® K ovéfeni interakce 32l stouto &asti enzymu jsme pouZili stanoveni na
vyvazani propidium dijodidu z PAS, kdy byla zmétena disociacni konstanta o hodnoté 4,82 uM.
Tato hodnota naznaluje pfiblizné 6,9x slabsi vazbu 321 do PAS v porovndni s propidium
dijodidem.® V ramci celé série byla potvrzena vysokd U¢innost na auto-agregaci ABs v rozsahu
od 18,7 % do 63,6 %. Optimalni aktivita vtomto pfipadé byla vdzana na derivaty s delSim
fetézcem (Sest az osm methylenovych jednotek). Pro inhibici AChE-indukované agregace ABao
byl vybran nejacinnéjsi inhibitor AChE z celé série (32l), ktery zaznamenal 48% inhibici
pro shlukovani tohoto proteinu. To je vice neZ napf. pro donepezil (22 %), ale méné neZ
u bis(7)-takrinu (66,7 %).12° V. modelu semipermeabilni membrany byla stanovena moZnost
prostupu pres HEB, ktera ukazala, Ze 32l a nékteré dalsi derivaty mohou prochazet pasivni difuzi.
Nadmérna stimulace NMDA receptorll oxidem dusnatym vede k excitotoxicité, ktera patti mezi
fundamentalni aspekty neurodegenerace.’! Excitotoxicité lze pfedejit s vyuZitim inhibitord
nNOS.?? Heterodimery 32a-32u, bez rozdilu pfitomnosti takrinového farmakoforu a délky
fetézce, inhibovaly nNOS v mikromolarnich hodnotach I1Cso (18 - 45 uM). Celkové Ize vsak vhimat
inhibicni potencial takrin-tryptofanovych heterodimerli za marginalni s ohledem na rozdil
v inhibi¢ni u¢innosti oproti cholinesterasam. Maximalni tolerovana davka 32l byla stanovena na
70 mg/kg u laboratornich potkan( kmene Wistar po intraperitonealnim podani. Nasledné byl
testovan  behaviordlni  efekt 321 v Morissonové  vodnim  bludisti v modelu
skopolaminem-indukované amnézie. Sloucenina 321 wvykdzala prokognitivni efekt
po intracerebroventrikularni aplikaci nizké davky testované slouceniny (10 nM). Limitujici
vlastnosti takrin-tryptofanovych derivatd je jejich malad metabolicka stabilita. V navazujici studii
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jsme odhalili, Ze amidickd vazba je pomérné rychle hydrolyzovana a vznikajici metabolity

pfechazi pomérné snadno do mozku.'”®
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Obr. 20. Takrin-tryptofanové heterodimery (32a-32w) a jejich design vychdzejici z indolovych (14, 29 a 30)
a takrinovych derivdtd (1, 2, 3 a 31).

Kyselina ctvercova (33; Obr. 21), resp. amidy (skvaramidy) od ni odvezené, jsou mohutné
vyuzivany pro Ucely asymetrickych syntéz jako chiralni ligandy i jako katalyzatory zprosttedkujici
vodikové vazby s danym substratem.’#17> Skvaramidovy skelet je rovnéZ souéasti nékterych
klinickych kandidatl, mezi které patti perzinfotel (34; antagonista NMDA receptord; Obr. 21),
neuroprotektivum testované pfi 1é¢bé mrtvice,’® a navarixin (35; antagonista CXCR1/CXCR2
receptord; Obr. 21), protizdnétlivé 1é&ivo pro 1é¢bu solidnich tumor(.”1”® Skvaramid je plné
bioisosterni jednotkou ke karboxylovym kyselindm, mocoviné, guanidintim aj.'’® V ndvaznosti na
multipotentni profil bis(7)-takrinu v kombinaci s univerzalnosti 33, resp. pfisluseného amidu,
jsme pfipravili sérii homodimernich takrinovych sloucenin, tzv. takrin-skvaramidy (36a-36u; Obr.
21; PXIV). Zaclenéni skvaramidu do fetézce téchto dudlnich inhibitori bylo plné v kontextu
moznosti tvorby aromatickych interakci (stfedni ¢ast AChE, tzv. ,mid-gorge region”, je casti
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bohatou na aromaticka residua)®® i vodikovych vazeb mezi ligandem a enzymem. V syntéze byl
kladen daraz na  jednoduchost pripravy; byly pouzity dfive  pfipravené
o,w-diaminoalkylen-takriny (PVIIl) a jejich pfimou kondenzaci s komeréné dostupnou
slouceninou 33 ve vytézku 6 - 87 %. Mimoto byla pozorovéana i tvorba monomernich adukt(,
které ovsem byly velice nestabilni a z biologickych experimenti vylouceny. Takrinové (36a-36g)
i 6-chlortakrinové (36h-36n) derivaty byly vysoce ucinnymi inhibitory AChE s hodnotami ICso
v nanomolarni oblasti. Homodimery odvozené od 7-MEOTA (360-36u) byly o dva aZ tfi rfady
méné ucinné. Inhibi¢ni aktivita pro BChE byla vidy o jeden fad niZsi v porovnani s AChE, a klesala
v fadé takrin-skvaramidy (36a-36g) > 6-chlortakrin-skvaramidy (36h-36n) > 7-MEOTA-
skvaramidy (360-36u). Z tohoto vyplyva selektivni charakter testované série pro AChE. Nejvyssi
aktivita vic¢i AChE je spojovana s dvou az tfiuhlikatym linkerem, pro BChE byl tento trend
nepravidelny. Za nejzajimavéjsi z pohledu inhibice cholinesteras Ize oznadit 36n vykazujici
selektivitu pro AChE (AChE ICso = 10,0 £ 0,4 nM; BChE ICso > 100 uM; Sl pro AChE > 10000; Tab. 1).
Mechanismus inhibice byl stanoven pro 36i jako nejucinnéjsiho inhibitoru AChE a pro 36e jako
nejlepsiho inhibitoru BChE. V obou pfipadech byl zjistén smiseny typ inhibice. Rada
takrin-skvaramidl zejména z 6-chlortakrinové skupiny (36h-36n) vykazala pomérné nizkou
cytotoxicitu (> 64 uM). Dale byla stanovena predikce prostupu, pficemzZ prichodu pomoci
pasivni difuze je schopnd pouze slouéenina 36i. Multipotentni potencidl takrin-skvaramidovych
homodimeru je viak nutné ovéfit dalSimi experimenty. V soucasné dobé jsou tyto slouceniny
testovany ve spolupraci s prof. Volkerem Lauschke (Karolinska Institute, Svédsko) na jejich
inhibi¢ni potencidl s nemutovanou a mutovanou formou BChE.
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36h: R'=CI,R?=H;n=1
36i: R'=CI,R?=H;n=2

. 36j:R'"=CI,R?=H;n=3
36a-36u 36k: R'=Cl,R?=H;n=4
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36m:R'=CI,R?=H;n=6
36n:R'=Cl,R?=H;n=7
360: R' =H; R?= OCH3; n =1
36p: R'=H; R?=0OCHg; n=2
36q: R'=H; R2=OCH5; n=3
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Obr. 21. Takrin-skvaramidové homodimery (36a-36u) a jejich ndvrh vychdzejici z bis(7)-takrinu a derivati
kyseliny Ctvercové (3,4-dihydroxy-3-cyklobuten-1,2-dion; 33) — perzinfotelu (34) a navarixinu (35).

Nase skupina predstavila novy typ inhibitoru — 2-methoxyhuprin, ktery spojuje strukturni
vlastnosti 2 a huprin( Y (37; Obr. 22; PXV). 2-Methoxyhuprin (38, Obr. 22) neni v pravém slova
smyslu multipotentni slouceninou. Jeji biologicky profil je stale predmétem zkoumani. Navrh 38
vychazi z 1, resp. 2 (4-aminochinolinovy heterocyklus), a huperzinu A (39; karbobicyklicka c¢ast).
Oba dva fragmenty zaujimaji v krystalovych strukturdch AChE odlisnd, ale zarover blizka mista,
jejich spojeni tak nabizi navy$eni inhibi¢niho efektu vidi tomuto enzymu.%18 Toto je pfipad
i huprin X (40; Obr. 22) a Y (41; Obr. 22), které jsou nanomolarnimi a vysoce selektivnimi
inhibitory AChE.'® Skupina huprin( se stala pfedmétem velkého mnoZstvi studii zabyvajicich se
vyvojem |éCiv se zamérenim na terapii Myastenie gravis, spavé nemoci (africké trypanozomiazy),
malarie a transmisivni spongiformni encefalopatie (prionové onemocnéni). Detailnéji je tato
problematika diskutovana v priloze SXX. U 38 je predpokladem nizkd toxicita in vivo (diky
zaclenéni strukturnich motivl z 2). Dale se predpoklada ovlivnéni amyloidni kaskady (mirnéni
kognitivniho deficitu vlivem ABa4), snizeni glutamatové excitotoxicity diky branéni
hyperstimulaci NMDAR a antioxidaéni pUsobeni.’® V neposledni Fadé mize 38 slouZit jako
zakladni stavebni prvek pro syntézu dualnich inhibitord vyvijenych na bazi ,linking approach”.
Z vysledk(l biologickych stanoveni vyplyva, Ze 38 (AChE ICsx = 2,6 = 0,4 uM;
BChE ICso = 3,8 £ 0,1 uM; Sl pro AChE = 1,4) je Ucinnéjsim inhibitorem neZ predlohova struktura
2 v(ci obéma cholinesterasam, avsak ani zdaleka nedosahuje ucinnosti 41. V kinetickém profilu
inhibice AChE byl zaznamendn smiSeny typ inhibice. Diky strukturni pfibuznosti k jinym
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huprinovym derivatim a jejich znamému farmakokinetickému profilu, je predpokladem
prostupnost 38 do CNS. To je podloZzeno i pomoci stanoveni prostupu semipermeabilni
membranou (pasivni difize do CNS). Tato data jsou jiz nyni k dispozici, ale doposud nebyla nikde
publikovana. Stanoveni cytotoxicity provadéné na bunécnych liniich HepG2, neuronalni SH-SY5Y
a lidském renalnim adenokarcinomu (ACHN) jsou spiSe srovnatelné s daty pro 41, 2 a 3 na
HepG2. Molekulové modelovaci studii jsme zaméfili na stanoveni rozdilG v orientaci dvou
existujicich enantiomer( 41 a dvou predpokladanych enantiomer( 38. Z literatury je znamo,
Ze vice uc¢innym enantiomerem je 75,115-41 a to jak pro inhibici AChE, tak i BChE
(75,11S-41 AChE  ICsy = 0,32 nM vs. 7R/11R-38 AChE ICs, = 123 nM;
75,115-41 BChE ICsp = 153 nM vs. 7R,11R-41 BChE ICso = 247 nM).’®> Na zakladé in silico
experimentl jsme predikovali, Ze vice u¢innym derivatem pro inhibici AChE mUze byt 75,115-38,
naproti tomu se domnivdme, Ze Uc¢innéjSim pro inhibici BChE by mohl byt 7R,11R-38. Avsak
chiraini separace nebyla provadéna a tak vysledky molekulového modelovani zlistavaji pouze
v roviné teorie.

(-)-huperzin A (39) huprin X (40): R = ethyl 1:
huprin Y (41): R = methyl 2:

2-methoxyhuprin (38)
Obr. 22. Ndvrh 2-methoxyhuprinu (38) vychdzejici z 2, huperzinu A (39) a huprini X (40) a Y (41).

5-HTe receptory se podili na fizeni kognitivnich funkci i do zna¢né miry ovliviuji psychotické
stavy, jako jsou deprese a Uzkost.'®¢ Antagonisté 5-HTs receptorld moduluji cholinergni,

187189 yedle kauzalni terapie zprostfedkované

monoaminergni a glutamatergni systémy.
cholinergni transmisi, vykazuji antagonisté 5-HTe receptorl i nemoc-modulujici vlastnosti
(synaptickd remodelace, sniZeni neurondlni hyperexcitability).?>%! Alkoliv byl prokazan
pozitivni efekt antagonist(l 5-HTe receptord na zvifecich modelech s AD, v klinickych studiich jako
monoterapie tato |é¢iva neobstdla v porovnani s placebem-kontrolovanou skupinou.'®? Vedle
toho vsak jejich soucasné podavani s inhibitory cholinesteras mélo priznivy vliv na kognitivni

projevy u pacientd s AD.'3 Mezi nejzndmé;jsi antagonisty 5-HTs receptor(i, které dosahly druhé
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faze (monoterapie), resp. tieti faze klinického testovani (v kombinaci s inhibitory cholinesteras),
patii idalopirdin a intepirdin.!®* Na zdkladé uvedeného jsme ve spolupraci s Jagelonskou
univerzitou v Krakové (Polsko) navrhnuli novd multipotentni léciva, kterd ve své strukture
zahrnuji antagonisticky efekt vici 5-HTe receptorlim a soucasné cholinergni efekt dany inhibici
cholinesteras (PXVI). Predlohovou strukturu predstavovala sloucenina 42 (Obr. 23), kterd ma
vybalancovany profil viici cholinesterasam i 5-HTs receptoru (AChE ICso = 12,9 + 0,2 nM; BChE
ICso = 29,7 + 3,6 nM; Sl pro AChE = 2,3; K; 5-HTs = 27,0 + 0,1 nM).**® Limitujicim faktorem pro
dalsi vyzkum spojeny s molekulou 42 jsou zejména jeji nepfiznivé fyzikalné-chemické vlastnosti,
které negativné ovlivriuji jeji farmakokinetiku.'®® S timto ohledem jsme pro konstrukci novych
multipotentnich sloucenin s dudlni afinitou pro 5-HT¢ receptory a cholinesterasy pouZily
1-(3-(benzyloxy)-2-methylfenyl)piperazin (43; Obr. 23) a 1-benzyl-4-(piperazin-1-yl)-1H-indol
(44; Obr. 23). Oba dva fragmenty jsou zdokumentovany jako antagonisté 5-HTs receptoru.®7:1%8
Za Ucelem inhibice cholinesteras jsme do novych struktur implementovali 1 nebo N-benzylamin,
ktery je soucasti donepezilu. To vedlo k syntéze celkové 28 novych sloucenin (45a-54; Obr. 23).
Za nejucinnéjsi AChE inhibitory Ize oznadit vSechny takrinové derivaty (45a-46d), jejichz hodnoty
ICso byly vrozmezi 3 — 62 nM. Zajimavosti dle molekulové modelovaci studie je orientace
takrinovych derivati s kratkym retézcem (45a, 45b, 46a, 46b) v aktivhim misté enzymu;
takrinova cast byla vloZzena mezi Trp84 a Phe330 (Cislovani pro TcAChE) do katalytické ¢asti
enzymu a Cast interagujici s 5-HTs receptorem je vlozena do periferni ¢asti enzymu. Naproti tomu
derivaty s delSim linkerem (45c-45f, 46¢c a 46d) vykazuji inverzni usporadani v aktivni Casti
enzymu. Takrinové derivaty byly rovnéZz vynikajicimi inhibitory egBChE s hodnotami 1Cso
vrozsahu 2 — 85 nM. Derivaty N-benzylaminového typu jsou slabsimi inhibitory AChE
s hodnotami ICso v mikromoldarni oblasti (47e, 49a-49d); vétsina vSak nevykazuje Zadnou aktivitu
pfi 10uM koncentraci. VSechny derivaty N-benzylaminového typu vyustily jako mikromolarni
inhibitory BChE. Cela série 5-HTs-cholinesterasovych modulator(i si zachovala, v souladu
s predlohovymi strukturami 43 a 44, vysokou afinitu pro 5-HTe receptory vrozmezi
Ki = 10 — 845 nM. Pro funkcni stanoveni byly vybrany derivaty 45d a 49c, z nichZ oba vykazovaly
antagonisticky charakter. U sloucenin 45d a 46d byl stanoven typ inhibice pro AChE (45d),
resp. pro BChE (46d). V obou pripadech se jednalo o nekompetitivni inhibitory. Nékteré dalsi
slouceniny byly zhodnoceny i z pohledu inhibice auto-agregace APs; pfi 10uM koncentraci
s vynikajici aktivitou mezi 48 — 95 %. U nejucinnéjsich derivat(i (45d a 46a) pak byla stanovena
hodnota ICso pro tento typ aktivity (45d: auto-agregace ABas; 1Cso = 1,27 uM; 46a: agregace
ABa42 1Cso = 1,29 uM). U fady sloucenin je pfislib prostupu pres HEB pomoci pasivni difuze. U
slouceniny 45d byla odhalena rychld metabolizace po inkubaci s jaternimi mikrozomy (50 % za
120 min) anevyrazna interakce scytochromem CYP3A4, kterd byla pfiblizné 170x slabsi
v porovnani s ketokonazolem. Celkové studie vyzdvihla potencidl 45d (Tab. 1) jako nové
multipotentni slouceniny.
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Obr. 23. Nové moduldtory cholinesteras a 5-HTs receptort (45a-54) odvozené z predlohovych struktur
42-44.

Hs histaminové receptory byly poprvé popsany v roce 1983 jako autoreceptory, pozdéji jako
heteroreceptory fidici uvoliiovani neurotransmiter(i véetné ACh. Blokadou téchto receptori
selektivnimi antagonisty dochazi k uvolfiovani nejen histaminu, ale i vySe zminéného ACh,
dopaminu nebo noradrenalinu, které jsou nedilnou soucasti kognitivnich procest. To nabizi
mozZnost vyuZiti pFi |é¢bé nékterych onemocnéni spojenych s CNS.*° Pitolisant (55; Obr. 24) je
doposud jedinym lé¢ivem ze skupiny antagonistl Hs histaminovych receptord, ktery nasel
praktické uplatnéni v1é&bé narkolepsie, Parkinsonovy choroby a spankovych poruch.2®
V neposledni fadé je sledovan i jeho prokognitivni potencial vIécbé demenci véetné AD,
schizofrenie a hyperkinetické poruchy (ADHD).2°! Podobné jako u vy$e zminénych antagonistu

37



5-HTs receptord, i zde byl pozorovan aditivni efekt kombinace blokatorl Hs histaminovych
receptord s inhibitory cholinesteras.?? V literatufe je zdokumentovana fada ligandd s dudlnim
efektem, tj. inhibici cholinesteras s antagonizaci Hs histaminovych receptord.?®=2% Tyto série
sloucenin vyuZivaji zpravidla pfistupl jako jsou ,linking” nebo ,merging” pro vyvoj novych
dualné pusobicich molekul. V nasi studii jsme se zaméfili na hledani novych strukturnich motiv(
z nové vytvorené knihovny 50 sloucenin nesouci thiazol a piperazin jako centrdlni heterocykly
(PXVII). Na zakladé struktury jsou tyto dualni modulatory dale ¢lenény do tfi rodin jako derivaty
1-[2-thiazol-5-yl-(2-aminoethyl)]-4-n-propylpiperazinu (56a-56n; Obr. 24),
1-[2-thiazol-4-yl-(2-aminoethyl)]-4-n-propylpiperazinu (57a-57m; Obr. 24)
a 1-fenoxyalkyl-4-(amino)alkylopiperazinu (58a-58w; Obr. 24). Zpohledu vztahu mezi
strukturou a ucinkem je patrné, Ze inhibi¢ni aktivita vici cholinesterasam u derivatd nesouci
thiazolovy cyklus je vazana na pfitomnost fenylakylového fragmentu. Aktivni derivaty z prvni
série (56g-56i) vykazuji vyssi afinitu pro AChE, zatimco derivaty z druhé série (57f-57j) jsou bud’
neselektivnimi nebo mirné selektivnimi BChE inhibitory. Soucasné také plati, Ze derivaty z prvni
série (56a-56n) maji obecné vyssi afinitu pro Hs histaminové receptory oproti druhé sérii
molekul. V rdmci tfeti série (58a-58w) se vybrané slouceniny profilovaly jako Gc¢innéjsi inhibitory
BChE oproti AChE, které vykazaly i niZsi afinitu pro Hs histaminové receptory v porovnani s prvni
sérii (56a-56n). Pro kinetickou studii byly vybrany nejucinnéjsi cholinesterasové inhibitory — 56h,
56i a 58t (Tab. 1). Pro oba stanovované enzymy (EeAChE a eqgBChE) Ize mechanismus inhibice
oznacit za smiSeny u vSech tfi testovanych sloucenin. Fyzikdlné-chemické vlastnosti s predikci
prostupu pres HEB byly stanoveny in silico u derivatd 56h, 56i, 57f a 58t, a prechod pres tuto
membranu byl nasledné ovéren s vyuzitim metody prostupu pres semipermeabilni membranu.
Pro in vivo experimenty byl zvolen model skopolaminem navozené amnézie. Mysi byly
podrobeny testu pasivniho vyhybdani za sou¢asného stanoveni lokomocni aktivity. Mirny pokles
lokomocni aktivity byl pozorovan pro vSechny slouceniny v riznych casovych intervalech.
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Obr. 24. Dudlné pusobici molekuly mechanismy inhibice cholinesteras a antagonizace Hsz histaminovych
receptori (56a-56n; 57a-57m; a 58a-58w). Uvedena je i struktura pitolisantu (55), selektivniho Hs
histaminového antagonisty.

V dalsi praci jsme predstavili sérii sloucenin kombinujici strukturni fragmenty 9 a kliochinolu (59;
Obr. 25), resp. PBT2 (60; Obr. 25; PXVIII). Slouceniny 59 i 60 patfi mezi dfive zvaZovana
kandidatni 1é¢iva pro terapii AD pUsobici na bazi chelatace médnatych kationt(1.2% Historicky byl
8-hydroxychinolinovy derivat 59 vyuzZivan jako antifungalni a antiprotozoalni terapeutikum,
ale od jeho preskripce se ustoupilo v roce 1983 z dlivodu neurotoxicity zplsobené vyvazovanim

’ v

zinku v organismu.??” Pravé tento nezddouci U¢inek upozornil na nutnost orientovat vyvoj na

’

selektivni médnaté chelatory. 59 i 60 snizuji plasmatické hladiny AB.;. Obé slouceniny maji
schopnost degradovat amyloidni plaky vyvazovanim kovu z komplexu kov-AB, ¢imZz dochazi
k naruseni jeho stability.2® Mechanismus plsobeni 59 a 60 je viak je$té o néco komplexnéjsi;
hovoti se o jejich ovlivnéni fosforylace tau proteinu (cestou inhibice GSK-3B) a redistribuci médi
zpét do bunky. | pres priznivé vysledky z druhé faze klinického testovani s 59, byly navazujici
studie zastaveny zd0vodu pfitomnosti stopového mnoZstvi dijodovaného derivatu
8-hydroxychinolinu, ktery vznikd pfi primyslové vyrobé a je prokazatelnym karcinogenem.
60 predstavuje druhou generaci 8-hydroxychinolinovych derivatli svelmi podobnym
terapeutickym profilem jako 59, u kterého pfi vyrobé nevznika vedlejsi toxicky produkt.?® | pfes
neuspéch v klinickych studiich se obé slouceniny staly hojné vyhledavanymi ve wvyvoji
multipotentnich sloucenin pro lécbu neurodegenerativnich chorob. V nasi studii jsme skloubili
nékolik biologickych vlastnosti do jedné molekuly, které zahrnuji inhibi¢ni profil cholinesteras,
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chelatac¢ni a antioxidacni vlastnosti a neuroprotektivni potencidl. Celkové bylo pfipraveno 13
novych sloucenin (61a-61l a 62; Obr. 25). Oproti pfedpokladu, vSechny slouceniny neinhibovaly
AChE pfi screeningové 40uM koncentraci, hodnoty ICso tak nebyly stanoveny. V kontrastu
s inhibiénim profilem 9 je zajimavosti inverze ucinku ve prospéch inhibice BChE. Vétsina
aktivnich sloucenin vyustila v inhibitory s mikromolarni ucinnosti hodnot 1Cso vic¢i tomuto
enzymu. Nejucinnéjsi z toho pohledu byla molekula 61h (BChE ICs, = 5,7 + 0,2 uM; Tab. 1).
V ndvaznosti na prokazany efekt 59 a 60 na inhibici oligomerizace AB?¥° jsme tuto sérii sloucenin
nechali otestovat na inhibici auto-agregace AB4;. VSechny slouceniny inhibovaly agregaci tohoto
peptidu v rozmezi 19 — 65 % pti 50uM koncentraci. Za nejucinnéjsi v tomto experimentu lze
oznacit 62. 8-Hydroxychinolinovy skelet, podle predpokladu, poskytnul chelata¢ni vlastnosti pro
zineCnaté a médnaté kationty u tfech testovanych sloucenin (61b, 61h a 62) v poméru 2:1
(slou€enina:kationt). Substituce chlorem v poloze 5- chinolinu méla na chelataci negativni vliv,
ktery jen potvrdil vysledky jiZ dfive publikované studie.?'* Antioxidaéni potencidl byl stanoven
metodou neutralizace ABTS radikdlu (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova
kyselina)), kdy za experimentdlnich podminek 61h dokonce mirné prevysila Gcinnost 17.
Antioxidacni Ucinnost na bunécné urovni byla provedena na lidské bunécné linii gliomu (T67).
K navozeni zanétlivé odpovédi byl pouZit terc-butylhydroperoxid. Pouze 61b méla 15% efekt
v podobé poklesu ROS. Dle vysledkl se semipermeabilni membranou, vSechny tfi testované
slouceniny (61b, 61h a 62) mohou prochazet pres HEB pomoci pasivni difuze.
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61a: X=CI;R=H

/ 61b: X = CI; R = 2-OCHj
\1 61c: X = CI; R = 3-OCH,

61d: X = Cl; R = 4-OCH3
61e: X =Cl; R=2-Br
61f. X = Cl; R=2-Cl

,,,,,,,,,,,,,,,, )I( jmm e C-;I 619: X=H;R=H

! N/\ X N 3 X 61h: X = H; R = 2-OCHj

) K/N o ! P 61i: X = H; R = 3-OCHj,4

‘ ! N™ ﬁ N 61j: X = H; R = 4-OCHj,4
! OH L ' OH 61k: X =H; R=2-Br

7777777777777 éié:s‘“ 62 611: X = H; R = 2-ClI

Obr. 25. Chelatory 61a-611 a 62 na bdzi donepezilu (9) s 8-hydroxychinolinovym zdkladem z kliochinolu
(59) a PBT2 (60).

Ve spolupréci s Jagelonskou univerzitou jsme se zaméfili na vyvoj novych multipotentnich
sloucenin, které propojuji cholinergni hypotézu (inhibice AChE/BChE) a amyloidni hypotézu
(inhibice BACE-1; PXIX). Navrh téchto sloucenin vychazel zjiz dfive publikovanych struktur
63 a 64 (Obr. 26).212213 Ty byly navrieny na zadkladé strukturni podobnosti k9 a rezultovaly
v nanomolarné ucinné inhibitory AChE s dudlnim efektem proti AB (inhibice agregace
a neuroprotektivni charakter). Molekulové modelovaci studie u nich predpovédéla moznost
soucasné interakce s obéma klicovymi ¢astmi AChE, pficemz ftalimidova a sacharinova cast se
orientuji do PAS, benzylaminova do katalytického mista enzymu. S ohledem na tyto pfriznivé
vlastnosti jsme se rozhodli o rozsifeni biologického profilu 63 a 64 o inhibici enzymu BACE-1.
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Do fetézcové casti ligandu jsme zavedli piperazin (65a-65r), hexahydropyrimidin (66a-66d),
3-aminopiperidin (67b-67d, 68a-68d) nebo 3-aminopyrrolidin (67a) jako diaminoalkylové
fragmenty, u kterych jsme predpokladali mozinost interakce s katalytickou dyddou BACE-1
(zastoupend aminokyselinami Asp32 a Asp228).2421> Do benzylaminové &asti jsme u vétsiny
derivat( vloZili jeden & vice atom0 fluoru, které se &asto vyskytuji v BACE-1 inhibitorech.?!®
Celkové bylo vyvinuto 30 novych derivat( (65a-68d; Obr. 26). V pripadé deviti aktivnich derivat(
se hodnoty ICso, stanovené na EeAChE, pohybovaly v rozmezi 0,83 — 19,18 uM, co? je aktivita
srovnatelnd napf. sgalantaminem jakoZto zavedenym lé&ivem pro AD.?Y Zvysledkd
biologického testovani lze vysledovat, Ze piperazin a sacharin jsou optimalnimi fragmenty pro
inhibi¢ni aktivitu AChE. O vhodnosti délky fetézce rozhodovala substituce v aromatické, tedy
benzylaminové, ¢asti. V pfipadé nesubstituovanych derivatl Ize za vhodny fetézec oznadit
ethylenovy (65d; EeAChE ICs, = 0,83+0,02 uM; Tab. 1) nebo butylenovy (65j;
EeAChE ICso=3,01 £ 0,09 uM; Tab. 1). V pfipadé 2-fluorbenzylaminové substituce byly pro
aktivitu vic¢i AChE favorizovany spiSe derivaty s delSimi alifatickymi fetézci (C4-C6) (napf. 65n;
EeAChE ICso = 4,25 + 0,17 uM; Tab. 1). Mirny pokles v aktivité byl pozorovan u 3-fluor a 4-fluor
substituovanych derivatl. Vyména methylenového mdistku za ethylenovy, tedy vyména
benzylaminu za 2-fenylethylamin, vedla aZ ke ztraté aktivity. Ani jeden z 30 derivatl( v ramci
testované série nebyl Ucinnym inhibitorem EgBChE (< 50 % inhibice pfi 10 uM). Inhibi¢ni
potencial sloucenin pro BACE-1 byl sledovan pfi screeningové 50uM koncentraci, pficemz
vsechny derivaty inhibovaly v rozmezi 21,7 — 61,4 % (nejaktivnéjsi slouc¢enina: 68d). Jednoznacny
vztah mezi strukturou a ucinkem v3ak nelze stanovit. Mechanismus inhibice AChE derivatu 65d
Ize oznadit za nekompetitivni. Pouze pét testovanych sloucenin (65a, 65e, 65r, 66d a 68b) mélo
relativné slaby inhibi¢ni potencial na auto-agregaci ABa4z (v rozsahu 13,3 — 39 %; stanoveno pfi
10uM koncentraci slouceniny), u ostatnich byla tato aktivita méné nez 10%. Nékteré kandidatni
struktury (65j, 65n a 650) mohou pravdépodobné prochazet HEB za pomoci pasivni difize.
Molekulové modelovaci studie byla v souladu s krystalografickou strukturou donepezilu®
v aktivnim misté; v tomto pfipadé sacharinova ¢ast 65d je orientovana vné enzymu do periferni
Casti, benzylaminova do katalytické ¢asti. V ptipadé in silico experimentu s 68d v aktivnim misté
BACE-1 vysledky predpovidaji moZznost interakce mezi nabitou ¢&3asti sekunddrniho aminu
3-aminopiperidinu a Asp228 z katalytické dyady BACE-1.
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65a:R=2-F;).(=CO;n=1;m=1 66c: R = 2-F; X = S(O),

65b: R =3,5-diF; X=CO;n=1, m=1 66d: R = 3,5-diF; X = S(O),
65c:R=2-F;X=CO;n=1,m=2 |  e—————— - .
65d: R = H; X = S(O)y;n=1;m =1 o~ ﬁ : :
65e: R=2-F; X =S(O);;n=1;m=1 R@@n = 5
65f: R = 3-F; X=S(O);n=1;m=1 i Nio S >SN :
659: R=4-F;X=S(O)y;n=1m=1 |  ~r H : 0O ;
65h: R = 3,5-diF; X=S(O);;n=1,m=1 67a-67d - ______ ,
65i: R=H; X=8(0)zn=2,m=1 67a:R=H;X=CO;n=0
65j:R=H; X=8(0); n=3;m=1 67b: R=H; X=CO;n=1

65k: R=H; X=S(0);;n=4;m=1 67c:R=2-F; X=CO;n=1

65l: R=H; X=85(0);n=5m=1 67d: R = 3,5-diF; X = CO; n = 1

65m: R=2-F; X=8(0); n=2,m=1 . . f T
65n: R= 2-F; X=S(O);n=3;m=1 : : L X !
650: R = 2-F; X = S(O)y; n=4;m = 1 R; H N 5
65p: R=2-F; X=S(0O);;n=5m=1 s 1 N ! :
65q: R=H; X=8(0));n=1,m=2 ' O ,
65r:R=2-F;X=8(O);;n=1,m=2 68a-68d T '

68a: R=2-F; X=CO

68b: R = 3,5-diF; X = CO
68c: R = 2-F; X = S(0),
68d: R = 3,5-diF; X = S(O),

Obr. 26. Dudlné plsobici AChE a BACE-1 inhibitory 65a-65r, 66a-66d, 67a-67d a 68a-68d odvozené z 63
a 64, resp. 9.

Predlohovou strukturou pro navazujici sérii se stala sloucenina 68b, ktera spliovala vSsechny
potiebné atributy, tj. ma vybalancovanou ucinnost pro inhibici AChE, BACE-1 a auto-agregaci
ABaz. U nové série byl zaménén centrdlni alicyklicky amin za 2-aminoethanol za Gcelem navyseni
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inhibi¢niho potencidlu BACE-1 (PXX). Benzylamin a jeho aromaticky substituovana analoga byla
zachovana z ddvodu inhibice AChE.?® Do navrhu novych struktur byl promitnut i BACE-1
inhibitor zndmy pod oznafenim NVP-BXD-552 (69; Obr. 27).2' Screeningem komeréné
dostupnych chemikalii jsme vyselektovali nékolik primarnich a sekundarnich amin,
které poslouZily jako ligandy s moznosti orientace do hydrofobnich ¢asti BACE-1 enzymu (S1
a S3)%° asoudasné jako periferni ligandy pro AChE/BChE. Anti-agregaéni efekt vaci AB byl
predpokladan dle strukturni podobnosti s pfedchozimi sériemi (viz derivaty ze sérii 65, 66, 67
a 68) a rovnéz dle pfitomnosti benzylaminu, ktery se dle nejnovéjsich poznatkd mize vclenit
mezi dvé &asti B-sklddaného listu AB.22* Navrh slouéenin doprovazely i vypocty pfedpoklddanych
fyzikalné-chemickych vlastnosti, pricemz vétsina molekul spliiuje Lipinského pravidlo péti pro
peroralni dostupnost.??? Celkové studie pfedkldda 24 sloucenin (70a-70n a 71a-71j; Obr. 27).
Z vysledkl testovani vyplyvd, Ze jedinym aktivnim inhibitorem obou cholinesteras je pouze
sloucenina 70h (EeAChE ICso = 3,62 + 0,07 uM; egBChE ICso = 9,36 + 0,08 uM; Sl pro AChE = 2,6;
Tab. 1). U ostatnich derivatl nebyla stanovena hodnota ICso na EeAChE z divodu inhibice < 50 %
pfi 10uM koncentraci. Rada dalich derivat(i viak byla G¢innymi a selektivnimi inhibitory egBChE
s hodnotami 1Csy vrozmezi 1,49 - 16,61 pM, znichZz nejucinnéjsi byl derivat 71a
(egBChEICsp=1,49 + 0,38 uM; Tab. 1). Aktivita vi¢i eqgBChE byla obvykle vazana na
2,2-difenylaminové nebo 3,3-difenylpropylaminové derivaty; vyjimku tvofily slouceniny, které
na druhém konci molekuly nesou 3-terc-butyl substituovany benzylamin. Pravé pritomnost
2,2-difenylaminu/3,3-difenylpropylaminu Ize oznadit za klicovy aspekt v selektivité pro BChE,
ktery odraZi objemnéjsi kavitu tohoto enzymu oproti AChE.??® Celkové lze Fici, Ze potentnéjsi
slouceniny na eqBChE pochazi ze série 71a-71j (eqBChE ICso = 1,49 — 6,74 uM), tj. neobsahuiji
piperazin ve své strukture. Vsechny ucinné inhibitory eqBChE byly testovany pro inhibici lidské
BChE. Zde je zajimavosti, Ze nejucinnéjsi z nich pro eqBChE (71a; Tab. 1) mél aktivitu vici lidské
BChE <50% pfi 10uM koncentraci. Ztohoto pohledu Ize vyzdvihnout 71g
(BChE ICs0 = 2,69 £ 0,12 uM; Tab. 1). Sloucenina 71d vykazala smiSeny typ inhibice v kinetické
studii s egBChE. Inhibice BACE-1 byla prvné stanovena screeningové pti 50uM koncentraci a pro
nejucinnéjsi derivaty byly nasledné zméreny hodnoty ICso. AktivnéjSimi z tohoto pohledu byly
molekuly druhé série (71a-71j) s hodnotami ICso v rozmezi 32,17 — 64,48 uM. Aktivita je vazana
na 2,2-difenylaminovou a/nebo 3,3-difenylpropylaminovou skupinu. Sedm testovanych
slouc¢enin mélo na zakladé screeningu pfi 10 uM inhibi¢ni potencidl na auto-agregaci ARz vyssi
nez 50 %. U dvou nejaktivngjSich byly stanoveny jejich hodnoty 1Cso (71d:
AB42 1Cs0 = 3,09 1,64 uM; 71h: AB4, 1Cso=1,22 £ 0,89 uM). V nékterych pripadech bylo ukazano,
Ze mira inhibice v(i&i agregaci AB muGZe korelovat i s inhibici agregace tau proteinu.??*2% S timto
ohledem jsme pro vybrané derivaty stanovili inhibici agregace tau proteinu. Nejvyssi aktivity
dosahla sloucenina 70m (inhibice tau agregace pfi 10 uM = 68 %). U viech derivatd v sérii byla
predpovézena prostupnost pfes HEB s vyuZitim experimentu semipermeabilni membrany.
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71d:
71e:

:n=1;m=1; R"=4-OCHjs; R? = fenyl
‘n=1:m=1;R' = 4-OCHg; R? = benzyl
:n=1;m=1; R" = H; R? = difenylmethyl
:n=1;m=1; R" = 4-OCHjs; R? = difenylmethyl
n=1; m=1; R" = 3-terc-butyl; R? = difenylmethy!
:n=1; m=1; R" = 4-OCHjs; R? = bis(4-fluorfenyl)methyl
:n=1; m=2; R" = 4-OCHjs; R? = pentan-2yl
n=1;m=2; R' = 4-OCHj; R? = fenyl

n=1; m=2; R" = 4-OCHjg; R? = benzyl

:n=1; m=2; R" = H; R? = difenylmethyl

n=1; m=2; R' = 4-OCHj; R? = difenylmethyl

70m: n = 1; m = 2; R" = 3-terc-butyl; R? = fenylmethyl
70n:
71a:

n=1; m=2; R" = 4-OCHj; R? = bis(4-fluorfenyl)methyl
n=1; m=1; R' = H; R? = 2,2-difenylethylamin

n=1; m=1; R' = H; R? = 3,3-difenylpropylamin

n=1; m=1; R' = 3-terc-butyl; R? = 2,2-difenylethylamin
n=1; m=1; R' = 3-terc-butyl; R? = 3,3-difenylpropylamin
n=1; m=2; R" = H; R? = 2,2-difenylethylamin

n=1; m=2; R" = H; R? = 3,3-difenylpropylamin

:n=1; m=2; R" = 3-terc-butyl; R? = 2,2-difenylethylamin
:n=1; m=2; R" = 3-terc-butyl; R? = 3,3-difenylpropylamin
n=2; m=1; R' = H; R? = 2,2-difenylethylamin

n=2; m=1; R" = H; R? = 3,3-difenylpropylamin

Obr. 27. Slouceniny kombinujici inhibicni potencidl vic¢i AChE, BChE, BACE-1, a proteiniim AB4: a tau

(70a-70n a 71a-71j) strukturné odvozené od 68b a BACE-1 inhibitoru NVP-BXD-552 (69).
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Tabulka 1. Nejvice ucinné inhibitory AChE a BChE, jejich selektivita k AChE (Sl) a odkaz na danou pfilohu.

inhibitor AChE ICs0 £ SEM pM  BChE ICso £ SEM uM Sl pro AChE?* pfiloha
takrin (1) 0,32+0,01 0,0800 + 0,0001 0,3 -
7-MEOTA (2) 10,0+0,1 17,6 £0,8 1,8 -
6-chlortakrin (3) 0,0170 £ 0,0005 1,7+0,1 98 -
4d 0,53+0,10 1,4+0,2 2,6 P
4k 0,69+0,13 0,22 £0,04 0,3 Pl
6 0,0094 £ 0,0007 2,1£1,6 220 PIV
8b 1,1+0,1 17915 16 PV
8v 129+0,7 0,42 +0,01 0,03 PV
11c 0,0150 £+ 0,0017 0,33+0,21 21,3 PVI
15h 0,103 £ 0,004 0,0150 £ 0,0005 0,1 PVII
15i 0,00072 + 0,00006 0,5400 £ 0,016 750 PVII
180 0,210 + 0,009 0,020 + 0,006 0,1 PVIII
18u 0,080 + 0,003 0,540 + 0,037 6,8 PVIII
20a 0,8+0,1 b - PIX
20d 1,3+0,1 b - PIX
24a 0,0016 £ 0,0001 1,21 +0,07 740 PX
24b 0,0019 £ 0,0001 0,170 + 0,007 92 PX
24c 0,0052 £ 0,0002 8,69 0,04 1700 PX
26a 43,6 £2,1 1,0+£0,1 0,02 PXI
26g 1,4+0,4 10,2 +4,7 7,5 PXI
26m 1,7+0,3 1,7+0,2 1 PXI
26n 2,1+0,6 1,3+0,2 0,6 PXI
28a 2,6+0,1 0,410+0,023 0,2 PXII
28b 2,2+0,1 1,03+0,03 0,5 PXII
28h 0,190 + 0,007 0,0590 £ 0,0012 0,3 PXII
28i 0,130 + 0,004 0,67 +£0,03 5,2 PXII
280 0,075 + 0,003 0,0830 £ 0,005 1,1 PXII
28p 0,042 + 0,001 3,70+£0,13 89 PXII
321 0,0063 £ 0,0002 0,0090 £ 0,0003 1,4 PXIII
32v 0,0069 £ 0,0003 0,140 + 0,005 20 PXIII
32w 0,0074 £ 0,0004 0,0013 £ 0,0006 1,8 PXIlI
36n 0,0100 £ 0,0004 > 100 > 10000 PXIV
36i 0,0020 £ 0,0003 0,110 + 0,007 55 PXIV
36e 0,0130 £ 0,0008 0,021 + 0,002 1,6 PXIV
38 2,604 3,8+0,1 1,4 PXV
45d 0,0140 £ 0,0004 0,0220 £ 0,0007 1,5 PXVI
56h 13,9 (13,1-14,6)" 14,6 (11,9 + 20,2)" 1,0 PXVII
56i 18,3 (15,8-21,3)" 6,0 (5,4-6,6)" 0,3 PXVII
58t ¢ 3,3 - PXVII
61h -d 5,7+0,2 - PXVIII
65d 0,83 +0,02 -€ - PXIX
65j 3,01+0,09 -€ - PXIX
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Tabulka 1 (pokracovdni). Nejvice ucinné inhibitory AChE a BChE, jejich selektivita k AChE (SI) a odkaz na

danou prilohu.

inhibitor AChE ICso £ SEM uM  BChE ICso £ SEM UM Sl pro AChE* pfiloha
65n 4,25+0,17 -€ - PXIX
70h 3,62 +0,07f 9,36 + 0,088 - PXX
71a - 1,49 + 0,388 - PXX
71g - 2,69+0,12 - PXX

? yypoditdno jako BChE ICso/AChE ICso; * neaktivni pfi 10 uM; © neaktivni pfi 50 uM; ¢ neaktivni pFi 40 uM; ¢
aktivita mensi neZ 50 % pri 10uM koncentraci; f stanoveno na EeAChE; 9 stanoveno na eqBChE; " hodnota
ICs0 se nachdzi v oblasti uvedeného konfidencniho intervalu
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2.2 Prirodni a semisyntetické derivaty v Iécbé Alzheimerovy choroby

Z historického pohledu predstavuji pfirodni, zejména rostlinné, produkty primarni zdroj pro
lé¢bu Sirokého spektra onemocnéni. Analyza amerického Ufadu pro kontrolu potravin a Ié&iv
shromdazdéna mezi lety 1981-2014 hovofi o tom, Ze vice nez polovina klinicky uzivanych IéCiv je
pfirodniho plvodu.??® Z pohledu evoluéniho se jednd o struktury, které prosly dlouhym
fylogenetickym procesem; jejich struktura je mnohdy odrazem ideadlni Sablony pro interakci
s uréitym enzymem, proteinem nebo receptorem.??’ Pravé proto zaujimaji tyto struktury vysadni
postaveni ve vyvoji novych 1é¢iv.??® V porovndni s Cisté syntetickymi 1é¢ivy maji struktury na
prirodni bazi obvykle vice stereogennich center, rigidnéjsi uskupeni, vice kyslikovych, méné
dusikovych a sirnych atomu, mensi pocet halogen(, zpravidla maji pfemosténi ve strukture,
obsahuji spirocykly aj.?*® U vétsiny rostlinnych produkt na trhu (az 26 % malych molekul) se
jednd o semisyntetické nebo jinak modifikované derivaty.??® Strukturni modifikace je asto
nezbytnd zfady divodld — omezena dostupnost ptirodnich sloucenin, limitovand solubilita
a metabolickd nestabilita.22° Omezenou dostupnosti je vtomto pfipadé myslena nejen
synteticka ndrocnost, ale i nevyhovujici vlastnosti jako jsou absorpce, distribuce, metabolismus,
exkrece a toxicita (ADMET).??° Strukturni optimalizace byva nedilnou sou&dsti k objasnéni vztahu
mezi strukturou a ucinkem. Videalnim pfipadé by provadéné zmény mély vést k vylepseni
farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti, véetné snizeni vyskytu neZzadoucich
Gcink(. Zde je na misté podotknout, Ze ne vidy vedou zmény ve strukture k léCivu s idedlnimi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a se zachovanym farmakologickym profilem. Z konkrétnich
krok, které Ize uplatnit v modifikaci pfedlohovych struktur na pfirodni bazi mizeme jmenovat
derivatizaci (funkénimi skupinami), ¢astéji vSak jsou aplikovany zmény vedouci ke strukturnimu
zjednoduseni.?!

S pfihlédnutim k terapii AD jsou léCiva na pfirodni bazi zkoumdna nejen experimentalnég,
ale i v klinickych studiich. Z celkového vyctu klinickych kandidat(, se az 13 % z nich nachazi
v nékteré fazi klinického testovani.?*2 Mezi nejzajimavéjsi kandidaty miZeme zafadit resveratrol,
kurkumin, huperzin A, silibilin, berberin aj. Od roku 2001 nachdzi uplatnéni v klinické praxi
galantamin (72; Obr. 28), ktery je izolovany ze snézenky podsnéznik (Galanthus nivalis, celed
Amaryllidaceae) (SIll). Na zcela jiném principu funguje oligomanat sodny (znamy téZ pod
oznacenim GV-971), lécivo schvélené na konci roku 2019 v Ciné pro stfedné tézkda stadia AD.
Oligomanat sodny reguluje a pomaha nastavit rovnovahu stfevni mikrofléry, tim tlumi periferné
vyvolany zanét a aktivaci mikroglii.?®

Tato kapitola je vénovana prirodnim derivatim nebo jejich semisyntetickym derivatiim, které
byly primarné vyvinuty jako inhibitory cholinesteras. Jejich afinita k dalSim biologickym cilim
z pohledu multipotentniho ucinku byla v fadé pfipadl experimentalné ovérena.

galantamin (72)

Obr. 28. Chemickd struktura galantaminu (72).
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Vramci prvni studie byly ve spolupraci se skupinou z Katedry farmaceutické botaniky
(Farmaceuticka fakulta, UK) izolovany dva protoberberinové alkaloidy — (+)-thaliktrikavin (73;
Obr. 29) a (+)-kanadin (74; Obr. 29; PXXI) (Tab. 2). Jedna se o derivaty, které byly jiz dfive
izolovany z dymnivky duté (Corydalis cava; Eeled Papaveraceae).*?3> Oba alkaloidy byly
srovnatelné ucinnymi inhibitory AChE jako 72, bez afinity k BChE (Tab. 2). Stanoveni mechanismu
inhibice AChE ukazalo na kompetitivni typ pro obé slouceniny. Tento druh inhibice odpovida
kompetici se substratem, a tudiz vazba ligandu probiha pravdépodobné do aktivni ¢asti enzymu.
To bylo i nasledné predikovano s vyuzitim metody molekulového modelovani. Z vétsi miry je
vazba téchto sloudenin ve shodé s umisténim 72 v krystalografické struktufe AChE.1% Z predikce
prichodu HEB lze vysledovat, Ze pouze 74 s nejvétsi pravdépodobnosti mlze prochazet pres
membrany s vyuZitim pasivni difuze.

(+)-thaliktrikavin (73) (+)-kanadin (74)
Obr. 29. Chemické struktury (+)-thaliktrikavinu (73) a (+)-kanadinu (74).

V navazujici studii bylo izolovano celkové deset alkaloidi z dfistalu obecného (Berberis vulgaris;
Celed Berberidaceae; PXXII). Z téchto deseti alkaloidd byly viilbec poprvé popsany struktury
bersavinu, muraricinu a berbostrejdinu. Strukturné tyto derivaty ndleZzi do skupin
protoberberinovych, bisbenzylisochinolinovych, isochinolono-isochinolinovych
a isochinolino-benzylisochinolinovych alkaloidG. VSechny derivaty byly podrobeny biologickému
stanoveni na inhibici AChE a BChE, inhibici prolyloligopeptidasy (POP; E.C. 3.4.21.26) a vybrany
alkaloid aromolin rovnéz na inhibici GSK-3B (pouze 10 % pfi 10uM koncentraci). Z vysledkl pro
inhibici AChE byl nejucinnéjsim inhibitorem berberin (75; AChE ICs = 0,7 = 0,1 pM;
BChE ICso = 30,7 + 3,5 uM; SI pro AChE = 44; Obr. 30; Tab. 2). Dalsim mikromolarné dcinnym
inhibitorem AChE byl palmatin (76; Obr. 30), ktery rezultoval jako nejselektivnéjsi inhibitor AChE
(AChE ICso = 1,7 £ 0,2 uM; BChE ICso > 100 uM; SI pro AChE > 86; Tab. 2). Z icinnych inhibitord
BChE Ize zminit pouze aromolin (77; AChE 1Cs; > 100 uM; BChE ICso = 0,8 + 0,1 uM;
Sl pro AChE < 0,008; Obr. 30; Tab. 2). Z kinetické analyzy inhibice BChE vyplyva, Ze alkaloid 77 je
smiSenym inhibitorem tohoto enzymu, vaze se tedy soucasné do samotného enzymu a inhibuje
i substrat-BChE komplex vazbou v PAS ¢asti. Molekulové modelovaci studie provadéna se 77
odhalila fadu klicovych interakci s BChE. Dle vysledki je selektivita pro BChE dana charakterem
kavity enzymu, ktery je tak lépe schopen pojmout tento relativné objemny ligand.?*® POP je
proteolyticky enzym, ktery se podili na radé fyziologickych procest bunécéné signalizace. Aktivita
POP koreluje, mimo jiné, s patologii tau proteinu.?’ Rada védeckych tymi se domniva,
Ze selektivni inhibitory POP mohou predstavovat slibny smér vlécbé nékterych
neurodegenerativnich poruch véetné AD, Parkinsonovy choroby a jinych. Vice je o tomto enzymu
a klinicky relevantnich inhibitorech pojednano v pfiloze SXXI. V ramci nasi studie byly vSsechny
alkaloidni struktury slabymi nebo dokonce neucinnymi inhibitory POP s hodnotami ICso
vrozmezi 67 — 190 uM. NejucinnéjsSim v tomto sméru byl bersavin (POP ICso = 67 + 6 uM).
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Dle vysledkll propustnosti biologickou membranou muizZe byt problematickym aspektem celé
série nizka permeabilita.

berberin (75) palmatin (76) aromolin (77)

Obr. 30. Chemické struktury vybranych alkaloidi — berberinu (75), palmatinu (76) a aromolinu (77),
izolovanych z Berberis vulgaris.

Za Ucelem studia vztahu mezi strukturou a Ucinkem jsme vyvinuli 22 novych semisyntetickych
derivatl odvozenych od 75 (PXXIIl). 75 Ize vnimat jako multipotentni slouceninu, ktera vykazuje
a fosforylaci tau proteinu.?®*2%! |nhibice AChE a POP md pfimy prokognitivni u¢inek, samotna
inhibice POP navic stimuluje bunéénou signalizaci M1 AChR.2*? Hydrofilni vlastnosti 75 jsou
pFi¢inou jeho nizké biodostupnosti a omezené prostupnosti pfes biologické membrany.?** Proto
jsme navrhnuli strukturni obmény na pozici 9- zakladniho skeletu, zpravidla rlizné aromaticky
substituovanymi benzylovymi fragmenty. Z literatury jsou znamé napt. 9-N-alkyl substituované
derivaty od 75, které maji vyraznéjsi antioxidacni a AP anti-agregacni efekty oproti parentni
slouéeniné.?** Substituce v poloze 12- u strukturné blizkého berberubinu vedly k stimulaci
glukosového transportu a zlepsily insulinovou resistenci.?® Tyto vlastnosti je mozné s vyhodou
uplatnit nejen v 1écbé diabetes mellitus druhého typu, ale Ize je rovnéZ chapat jako preventivni
s ohledem faktu, kdy diabetes mellitus druhého typu je jednim z rizikovych faktort pro AD.?*
Vedle toho méa 75 schopnost regulovat hladiny cholesterolu.?*® Zvy$ené hladiny cholesterolu
jsou také rizikovym faktorem AD.?*” Nové pFipravené semisyntetické derivaty odvozené od 75
(78a-78v; Obr. 31) byly acinnéjSimi inhibitory AChE (s vyjimkou 78d) i BChE v porovnani
s predlohovou strukturou 75. Hodnoty ICso se pohybovaly v mikromoldrnich koncentracich
s pomérné malym rozpétim (AChE ICso = 0,8 — 75,8 UM; BChE ICso = 1,3 — 21,5 uM). Zatimco efekt
9-0 substituce na aktivitu je zifejmy, pro inhibici obou cholinesteras nelze vysledovat zadny vztah
mezi strukturou a ucinkem. Toto se tyka jak polohy substituentu na pfipojeném benzylovém
zbytku nebo vlivu elektron-akceptornich/elektron-donornich skupin. Vétsina derivatd z této
série jsou mirné selektivnimi inhibitory AChE. Za nejucinnéjsi inhibitory AChE Ize oznacit 78j
a 78v (Tab. 2); z pohledu inhibice je pro BChE nejvhodnéjsim ligandem 78u (Tab. 2). Vynikajici
BChE selektivitou se profiloval berberinovy derivat 78d (Tab. 2). Pro inhibici POP plati, Ze veskeré
substituce vedly k navyseni inhibi¢niho potencidlu. Vysledkem jsou hodnoty ICso v rozmezi 10 —
79 uM. Za vice aktivni Ize oznacit derivaty substituované v poloze 4- benzylového privésku a to
elektron-akceptornimi skupinami (CFs u 78s a NO, u 78j), tolerované byly i substituce malymi
elektron-donornimi funkénimi skupinami. Nejsilnéjsim POP inhibitorem byl derivat 78d (POP
ICso = 10,7 = 1,2 uM). V ramci kinetické analyzy provadéné s 78s pro AChE a 78u pro BChE byl
prokdzan nekompetitivni typ inhibice (78s vs. AChE) a smiSeny typ inhibice (78u vs. BChE). Oba
dva mechanismy inhibice naznacuji interakce s PAS daného enzymu. Molekulové modelovaci
studie provadéna se 78v ukazala, Ze pritomny benzylovy zbytek (oproti nesubstituované 75) je
pravdépodobné schopny interakce s Tyr72 a Trp286 v periferni ¢asti AChE a tim padem je
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zodpovédny za narist inhibi¢niho potencialu. To samé plati pro inhibici BChE pomoci 78u; zde
se ovSem berberinovy skelet formuje pfevainé na periferii a naftylovy pfivések je uloZen
v blizkosti Trp82 u katalytické triddy. Testované slouceniny byly velmi slabymi antioxidanty
v porovnani s 17 a N-acetylcysteinem, s hodnotami ECso > 900 pM. Pokles antioxidacniho
pfitomen u berberubinu), ktery je pro antioxidaéni vlastnosti klicovym.?*® Nejacinnéjsi derivaty
(78d, 78u a 78v) byly vybrany pro inhibici auto-agregace APa4, a agregaci zkrdcené formy tau
proteinu (tauses-33s) pfi 50M koncentraci. VSechny slouceniny dosahovaly vyteénych inhibicnich
vlastnosti pro oba proteiny (inhibice agregace APs, = 82,6 - 97,2 %; inhibice agregace
tausge33s = 31,9 — 62,0 %). Jiz pouze vyctem dalSich biologickych vlastnosti byla testovana
cytotoxicita na ovarialnich burikach ¢inského kiecka (CHO-K1), permeabilita pfes membrany
a kvantitativni vztah mezi strukturou a ucinkem (QSAR).
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78a: R'=H, R?=H, R3=H, R*=H, R%=H
78b: R'=H, R?=CH3 R3=H, R*=H, R®=H
78c: R'=CH; R?=H, R®=H, R*=H, R%=H
78d: R'=H, R?=H, R®=CHj3 R*=H, R®=H
78e: R'=H, R?=H, R3=CH(CH3), R*=H, R%=H
78f: R'=H, R?=CHj; R3=H, R*=CH; R%=H
78g: R'=H, R?=H, R3=Br, R*=H, R®=H
78h: R'=H, R?=Br, R3>=H, R*=H, R%=H
78i: R'=Br, R?=H, R®=H, R*=H, R%=H
78j: R'=H, R?=H, R3=NO, R*=H, R®=H
78k: R'=H, R?=H, R3=SCH3 R*=H, R°=H
781: R'=H, R?=NO,, R3=H, R*=H, R%=H
78m: R'=H, R?=Cl, R3=H, R*=H, R%=H
78n: R'=H, R?=H, R3=CI, R*=H, R%=H
780: R'=H, R?>=CI, R3=Cl, R*=H, R%=H
78p: R'=H, R?=H, R3=COOCH; R*=H, R%=H
78q: R'=H, R?>=H, R3=CN, R*=H, R%=H
78r: R'=H, R%=0CHj; R3=H, R*=H, R%=H
78s: R'=H, R?=H, R3>=CF3 R*=H, R%=H
78t: R'=H, R?=H, R®>=OCH3; R*=H, R°=H
78v: R'=H, R?=H, R3=H, R%=H, R%=CHj,

Obr. 31. 9-O-aryl-substiuované berberinové derivdty 78a-78uv.

Rada dalsich studii byla vénovana haemantaminu (79; Obr. 32), hojné se vyskytujicimu alkaloidu
v ramci ¢eledi Amaryllidaceae.?*® Ten nachazi spie teoretické uplatnéni v protinddorové terapii
jako experimentalni sloucenina pro vazbu na ribosomy s naslednou stabilizaci transkripéniho
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faktoru p53.%° 79 ma vyrazny cytotoxicky efekt viéi rliznym nadorovym liniim.%! Samotny
haemantamin ma rovnéz vyraznou uU&innost vi&i GSK-3B%? a nespolet daldich strukturné
pfibuznych derivatl izolovanych zrostlin ¢eledi Amaryllidaceae ma inhibi¢ni potencial vici
AChE.2* V tvodni studii jsme sledovali vliv aromatickych a alifatickych ester( vazanych v poloze
11- zakladniho skeletu 79. Zatimco dle predpokladu byly 79 a vSechny alifatické estery 80a-80f
inaktivni na inhibici AChE/BChE pfi 500uM koncentraci, z nové pfipravenych derivatd (80a-80l;
Obr. 32) se vyraznéji profilovaly 80l (AChE 1Cso = 14,7 £ 1,8 uM; BChE ICso > 500 uM;
Sl pro AChE > 34; Tab. 2) jako vysoce selektivni inhibitor AChE a 80j (Tab. 2), nejucinnéjsi BChE
inhibitor s vybalancovanou potenci vic¢i obéma cholinesterasam (PXXIV). Z molekulové
modelovaci studie je patrné, Ze aromatickd substituce v poloze 11- hraje vyznamnou roli pro
ucinnost. Pro obé slouceniny, 80j a 80I, je klicova m-it interakce s aromatickymi residui, které
logicky nelze dosdhnout pfi alifatické substituci. Pro navazujici experimenty byly vybrany pravé
tyto dvé slouceniny, pficem? jejich inhibicni potencial pfi 10uM koncentraci vic¢i GSK-3B byl 15 %
(80j), resp. 27 % (80l; GSK-3B 1Csp = 34,80 + 0,01 uM). Obé slouéeniny maji predpoklad prostupu
HEB pasivni difazi.

Navazujici studie rozsifila skupinu haemantaminovych struktur o 13 novych, aromaticky
substituovanych derivatd (80m-80y; Obr. 32; PXXV). | vtomto pfipadé byla substituovana
poloha 11-. Substituce v poloze 2- nitro skupinou (80w) nebo chlorem (80y) a v poloze 3- nitro
skupinou (80v) u napojeného benzoatu rezultovala v nejucinnéjsi inhibitory AChE (Tab. 2). Estery
haemantaminu a kyseliny 2-methoxybenzoové (80s) a kyseliny 2-chlorobenzoové (80y) byly
nejlepsimi inhibitory BChE (Tab. 2). 80y a 80v byly podrobeny stanoveni na mechanismus
inhibice AChE. 80v Ize oznacit za kompetitivni inhibitor, zatimco 80y za nekompetitivni inhibitor
AChE. V ptipadé inhibice BChE byly 80s (Tab. 2) a 80y shodné smiSenymi inhibitory tohoto
enzymu. VSechny studované haemantaminové derivaty mohou pravdépodobné prochazet HEB
pomoci pasivni difuze. Analoga 80s, 80v a 80y vykdzala velice podobnou orientaci v aktivnim
misté AChE. Nizsi uc¢innost 80s na AChE mZe byt pfipsana chybéjici hydrofobni interakci, ktera
je pozorovana mezi atomem chloru derivatu 80y a Trp86. U molekulové modelovaci studie pro
kompletné jinou orientaci v porovnani sdalSimi dvéma analogy. Nitro skupina 80v je
orientovana vodikovym mustkem ke Gly119 (soucdst oxyanionového mista enzymu), coz
destabilizuje cely haemantaminovy skelet a uvadi jej do energeticky méné vyhodné polohy
v porovnani s 80s a 80y.

Strukturné pribuznou slouceninou k 79 je ambelin (81; Obr. 32). Rozdil je pouze v orientaci
5,10b-ethylového premosténi a v pfitomnosti methoxy skupiny u 81 v poloze 7-. Podobné jako
79, i 81 ma slaby inhibiéni efekt véi cholinesterasam.? Za Géelem potenciace tohoto efektu
jsme, analogicky jako u série vySe, navrhli alifatické a aromatické substituce v poloze 11- (PXXVI).
81 byl izolovan v dostateéném mnozZstvi z Nerine bowdenii (Amaryllidaceae).?>® Celkem bylo
pripraveno 20 derivatd ambelinu (82a-82t; Obr. 32). Podobné jako u haemantaminovych
derivatll, i zde hrdla klicovou roli pfitomnost aromatického esteru pro inhibi¢ni aktivitu.
Z 20 derivatd byly pouze tfi ucinnymi inhibitory AChE (82f, 821 a 82m) s hodnotami ICso mezi
48 — 55 uM. Derivaty 82e, 82f, 82g, 82i, 82j, 82| a 82p se profilovaly jako Ucinné inhibitory BChE
s hodnotami ICsp < 5 UM a mozZnosti prostupu HEB pomoci pasivni difize. Nejucinnéjsim v tomto
ohledu byl ambelinovy derivat 82p (AChE ICso > 100 uM; BChE 1Csp = 0,1 uM; Sl pro AChE < 0,001;
Tab. 2). Z poslednich tfech uvedenych studii (PXXIV-PXXVI) Ize celkové shrnout, Ze ambelinovy
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strukturni typ se svou typickou B orientaci 5,10b-ethylového mustku udili selektivitu pro BChE,
zatimco a orientace pfitomna u haemantaminového typu rezultuje v neselektivni inhibitory
obou cholinesteras. Pro molekulové modelovaci studii do aktivniho mista BChE byly vybrany
derivaty 82f a 82i svelmi blizkou prostorovou orientaci. Za klicové interakce lze oznacit
neusporadané m-mt interakce s Phe329, Phe398 a Trp231. Substituce v poloze 2- u pfipojeného
benzoatu se zda byt zdsadni z pohledu mozné tvorby atropoisomerd, které mohou navysovat
inhibi¢ni efekt.

80a-80y

80a: R = CH5CO-
80b: R = CH,CH,CO-
80c: R = CH,(CHj),CO-
80d: R = (CH,)3CH;CO-
80e: R = (CH,),CH,CO-
80f: R = (CH,),CH;CO-
80g: R = PhCO-

80h: R = 3-CIPhCO-
80i: R = 3-BrPhCO-

80j: R = 2-CH;PhCO-
80k: R = 3-OCH3PhCO-
80I: R = 4-NO,PhCO-
80m: R = 3-CH;PhCO-
80n: R = 4-CH,PhCO-
800: R = 4-ethylPhCO-
80p: R = 4-CIPhCO-
80q: R = 3-FPhCO-
80r: R = 4-OCH3PhCO-
80s: R = 2-OCH3PhCO-

80t: R = 3,5-di(OCH3)PhCO-
80u: R = 3,4-di(OCH;)PhCO-

80v: R = 3-NO,PhCO-
80w: R = 2-NO,PhCO-

80x: R = 3,5-di(NO,)PhCO-

80y: R = 2-CIPhCO-
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82a-82t

82a: R = CH;CO-

82b: R = CH,CH3CO-
82c: R = (CH,)3;CH5CO-
82d: R = CH,(CH3),CO-
82e: R = PhCO-

82f: R = 2-CH;PhCO-
82g: R = 3-CH;PhCO-
82h: R = 4-CH3;PhCO-
82i: R = 2-OCH4;PhCO-
82j: R = 3-OCH3;PhCO-
82k: R = 4-OCH3;PhCO-
82l: R = 2-NO,PhCO-
82m: R = 3-NO,PhCO-
82n: R = 4-NO,PhCO-
820: R = 2-naftoat

82p: R = 1-naftoat

82q: R = 2-furoat

82r: R = 3-furoat

82s: 3,4-di(OCH3)PhCO-

82t: 3,5-di(OCH,CHs)PhCO-

Obr. 32. Haemantaminové (80a-80y) a ambelinové derivdty (82a-82t) se substituci v poloze 11-.




V dalsi praci jsme se soustredili na izolaci alkaloidd z narcisu Zlutého (Narcissus pseudonarcissus,
celed Amaryllidaceae; PXXVII). Celkové bylo charakterizovano, pomoci kombinace MS, HRMS,
1D a 2D NMR experimentd, 21 znamych struktur a jedna zcela nova struktura — narcimatulin
(83; Obr. 33). Vsechny alkaloidy byly podrobeny stanoveni na inhibici cholinesteras, POP
a GSK-3B. Nejvétsi biologicky potencial na testované cile vykdzal pravé zminovany alkaloid 83.
Je mirné selektivnim inhibitorem BChE a ma dale vybalancovany profil i s ohledem inhibice POP
a GSK-3B (AChE ICsop = 490 = 60 puM; BChE ICso = 5,9 £ 0,2 uM; SI pro AChE = 0,01;
POP ICsp = 29,2 +1,0 uM; GSK-3B ICso = 20,7 + 2,4 uM; Tab. 2). 83 spojuje strukturni vlastnosti
72 a galantindolu (84; Obr. 33).

narcimatulin (83)

Obr. 33. Nové izolovany alkaloid narcimatulin (83) z narcisu Zlutého (Narcissus pseudonarcissus, Celed’
Amaryllidaceae), ktery je strukturné pribuzny k 72 a galantindolu (84).

V navazujici studii se podafilo z cibule narcisu Zlutého izolovat 13 znamych alkaloidnich struktur
a tfi zcela nové alkaloidy beladinového typu (PXXVIII). Nové struktury, pojmenované jako
carltonin A (85), carltonin B (86) a carltonin C (87) (Obr. 34), byly charakterizovany pomoci
kombinace MS, HRMS a 2D NMR experiment(. Nové alkaloidni struktury 85-87 byly vysoce
selektivnimi a u¢innymi inhibitory BChE (Tab. 2). Vedle inhibi¢nich vlastnosti na cholinesterasy
byla déle sledovana inhibice POP; pouze derivat 85 (Tab. 2) byl relativné slabym inhibitorem
tohoto enzymu, jehoz inhibi¢ni potencial byl vSak srovnatelny se 75 (85 POP ICso = 143 £ 12 uM).
Dva nejucinné;jsi BChE inhibitory, 85 a 86, byly podrobeny molekulové modelovaci studii. V obou
pfipadech se jedna o pseudo-enantiomery (vznikaji pfi protonizaci centralniho dusikového
atomu), které se mohou rozdilné orientovat do aktivniho mista enzymu. Vysledkem in silico
studie je, Ze za wvysSi UCinnost 86 v porovnani s85 mUlzZe stat pritomnost
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2H-1,3-benzodioxolanového kruhu, ktery ,rozsifuje” aromaticky charakter molekuly s moznosti
interakce s dalSimi aromatickymi residui v kavité BChE. Z pohledu vypocitané vazebné energie je
nejlepsim inhibitorem BChE pseudo-enantiomer (R)-86.
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carltonin A (85) carltonin B (86) carltonin C (87)

Obr. 34. Nové alkaloidy beladinového typu (85-87) vyizolované z cibuli narcisu Zlutého (Narcissus
pseudonarcissus, celed’ Amaryllidaceae).

Kardanol (88; Obr. 35) predstavuje skupinu fenolickych lipidQ, které jsou strukturné pribuzné
k anakardiové kyseliné. 88 je hojné obsaZen v ke$u ofiskach.?® Pfi zpracovéni téchto ofiskd
vznikd viskézni nahnédla tekutina, kterd obsahuje tfi hlavni komponenty — 88, anakardiovou
kyselinu a kardol. Jedna se o bioaktivni komponenty, které maji fadu prospésnych vlastnosti
a nachazi tak teoretické uplatnéni napt. v Iéébé nddorovych onemocnéni, zanétlivych stavli nebo
obezity.”®> U nékterych kardanolovych derivatd byla jiz dfive demonstrovdna AChE inhibiéni
aktivita.”®® S pfihlédnutim k tomuto faktu jsme v ramci navazujici studie vyvinuli nové
kardanolové derivaty jako potencidlni inhibitory cholinesteras s moZnou ucinnosti na agregaci
AB (PXXIX). Koncepce celkového poctu 24 novych sloucenin (89a-89x; Obr. 35) byla postavena
na dudlnim cileni do anionické i PAS casti AChE. Kationickou cast ligandu predstavovaly
heterocyklické aminy jako pyrrolidin, piperidin, morfolin, thiomorfolin, N-substituované
piperaziny, hydroxylovany pyrrolidin a piperidin, resp. jeho pfibuzné derivaty (O-acetyl
a O-dimethylkarbamat). Druhou ¢ast molekuly, u které je predpoklad orientace do PAS AChE,
tvofril 3-methoxyfenylovy fragment. Koncepce téchto molekul byla primarné validovana pomoci
molekulové modelovacich studii. Dale byly vypocitdny nékteré fyzikdlné-chemické vlastnosti
k posouzeni, zda jsou slouceniny schopné prochazet HEB. U vétSiny sloucenin bylo
pfedpovézeno, Ze mohou prochazet HEB a pusobit v mozku. Toto bylo i nasledné
experimentalné ovéfeno u slouceniny 89w v modelu umélé semipermeabilni membrany.
Vsechny slouceniny byly na ivod otestovany pfi 100uM koncentraci na inhibici EeAChE, pficemz
19 z nich inhibovalo tento enzym z vice nez 50 %. U sedmi nejucinnéjsich (89a, 89n, 89r, 89t,
89v, 89w a 89x) byly stanoveny hodnoty ICs, ve vSech pripadech bylo dosaZzeno hladiny nizsi nez
20 uM. Za nejpotentnéjsi z nich lze oznacit 89w (EeAChE ICso = 6,6 uM; lidska AChE
ICs0=5,7+0,5 uM; eqBChE ICso = 5,0 uM; SI pro EeAChE = 0,8; Tab. 2). U stejného vybéru
kardanolovych slouéenin (89a, 89n, 89r, 89t, 89v, 89w a 89x) byla stanovena inhibi¢ni aktivita
vlc¢i eqBChE. Bylo dosaZzeno velice podobnych vysledkl jako pro inhibici EeAChE (vSechny
derivaty dosahovaly hodnot ICso nizSich nez 25 pM); nejaktivnéjSim derivatem byl 89v
(EeAChE ICso = 17,2 uM; eqgBChE ICso = 3,1 uM; SI pro AChE = 0,2; Tab. 2). Ze stanoveni
mechanismu inhibice AChE vyplyva, Ze 89a je smiSenym typem inhibitoru a dalSich Sest derivatl
(89n, 89r, 89t, 89v, 89w a 89x) nekompetitivnimi inhibitory. Cytotoxicita byla stanovena na
bunécéné linii HT-29 lidského adenokarcinomu tlustého stfeva, pficemz vSechny slouceniny byly
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netoxické pfi 10uM koncentraci. Molekula 89w byla podrobena stanoveni pti 50uM koncentraci
na inhibici auto-agregace APa4;, nebyl vSak pozorovan zadny efekt. Absenci této aktivity si Ize
vysvétlit nepritomnosti volné fenolické skupiny, kterd je u jiného typu pfibuznych fenolickych
slou€enin kli¢ovou pro anti-amyloidni aktivitu.?’

OH
89a: n =0; X =CH,
CisH31.2n 89b:n=1;X=CH,
89c:n=1;X=0
kardanol (88) 89d:n=1:X=S

89%e:n=1; X=N-CHj3
89f: n = 1; X = N-fenyl
() 89¢g: n = 1; X = N-(2-OCHj5)fenyl
n="1 - 89h: n = 1; X = N-Ac
(2) (2) 89i: n=1; X = N-Boc

n=2 89j:n=0;Y = 3-OH
(2) (2) 89k: n=1;Y = 3-CH,OH
n=3 TN N 891:n=1; Y = 3-OH
89m:n=1;Y =4-OH
/ ﬂ \ 89n: n=0;Y =3-OAc
890: n=1; Y = 2-CH,0Ac
89p:n=1;Y =3-OAc
89q: n=1;Y =4-OAc
- @( - N(\ TY - E 89r: n = 0; Y = 3-OCON(CHj),
(o) . O H)n o 89s:n =1; Y = 2-CH,0OCON(CHj3),
8 8 8 z 89t: n = 1; Y = 3-OCON(CH,),
89a-89i 89j-89u 89v-89x 89u: n = 1; Y = 4-OCON(CHj),

89v: R=H;Z=-0OCH;
89w: R = Et; Z = -OCHj3
89x: R=Et;Y=H

Obr. 35. Skupina fenolickych kardanolovych lipidi (88) a z néj odvozené derivaty (89a-89x) s inhibicni

ucinnosti vici cholinesterasam.
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Tabulka 2. Nejvice ucinné inhibitory AChE a BChE ze semisyntetickych derivdtd, jejich selektivita k AChE

(Sl) a odkaz na danou prilohu. Galantamin je zde uveden jako srovndvaci standard.

inhibitor AChE ICso £ SEM UM BChE ICso + SEM uM Sl pro AChE® pfiloha
Galantamin (72) 0,26 £ 0,01 18,0+1,9 69 -
73 0,38 £ 0,05 > 100 > 260 PXXI
74 0,70 £ 0,07 > 100 > 140 PXXI
75 0,7+0,1 30,7+3,5 44 PXXII
76 1,7+0,2 > 100 > 86 PXXII
77 > 100 0,8+0,1 < 0,008 PXXII
78d 75,8+9,1 5,810,2 0,08 PXXIII
78j 0,99 £ 0,04 8,01£0,2 8,1 PXXIII
78u 1,5+0,1 1,26 £ 0,02 0,8 PXXIII
78v 0,79 £0,02 5810,1 7,3 PXXIII
80j 18,2+1,3 6,6 11,2 0,4 PXXIV
80l 14,7+1,8 > 500 >34 PXXIV
80s 90+6 3,304 0,04 PXXV
80v 4,0+£0,3 > 100 >34 PXXV
80w 9,9+0,5 > 100 >10 PXXV
80y 13+1 56%0,6 0,4 PXXV
82p > 100 0,10+0,01 < 0,001 PXXVI
83 490 + 60 5910,1 0,01 PXXVII
85 > 100 0,91 +0,02 < 0,009 PXXVIII
86 > 100 0,031 £ 0,001 < 0,0003 PXXVIII
87 >100 148+1,1 <0,15 PXXVIII
89v 17,2° 3,1¢ 0,2 PXXIX
89w 6,6° 5,0¢ 0,8 PXXIX

? yypoditdno jako BChE ICso/AChE ICso; ® stanoveno na EeAChE; € stanoveno na eqBChE
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3 Souhrn, zavéry a mozné sméry dalsiho vyzkumu

Soucasna terapie AD ma pouze paliativni charakter. Obé dvé zavedené skupiny terapeutik
(inhibitory AChE a NMDAR antagonisté) maji kratkodoby efekt a jen mirni symptomy
onemocnéni, nezpomaluji vsak jeho progresi. Poslednim zavedenym léc¢ivem se stal v roce 2002
memantin (NMDAR antagonista). Od té doby jsme pravidelné konfrontovdni se selhanim
nékterého z dalSich kandidatli, nejcastéji pro nedostatek Gcinnosti nebo z dlvodu vyskytu
zdvainych neZadoucich ucinkl, pro které je nutné klinickou studii ukoncit. Ostrivek nadéje
prinesl az konec lofiského roku v podobé oligomanatu sodného (GV-971) schvaleného v Ciné pro
stfedné tézka stadia AD. Vice neZ 30 let zkuSenosti, naerpani novych biologickych poznatkd
0 nemoci, ale i vySe zminéné neuspéchy celé rady klinickych kandidatd, nas stavi k prehodnoceni
postoje o vyvoji uéinnych léciv pro terapii AD.

Nase pracovni skupina se v nejvétsi mite orientuje na multipotentni slouceniny pro terapii AD.
V Uzké kooperaci stuzemskymi i zahrani¢nimi partnery se zabyvame vyvojem
proti-alzheimerovskych malych molekul po vice nez 10 let. Za tuto dobu se ndm podafilo
pripravit vice nez 500 malych molekul cilenych na rGizné patologické mechanismy. Pro néktera
onemocnéni je koncept multipotentnich sloucenin jiz dlouhodobé vyuZivan (protinadorova
IéCiva, antidepresiva aj.). Zde je nutno zminit, Ze v pfipadé nékterych 1éCiv byl jejich viceslozkovy
mechanismus ucinku objasnén aZ po zavedeni do praxe; tyto struktury tak nebyly vyvijeny cilené
pro plsobeni na vice mistech soucasné. AD vsSak stoji trochu stranou od ostatnich onemocnéni.
Od popsani prvniho pfipadu Aloisem Alzheimerem z roku 1906 ubéhlo témér dalSich sedm
desetileti, nez byla formulovana prvotni mozna pficina AD v podobé naruseného cholinergniho
systému,’® pozdéji pak excitotoxické plsobeni v podobé trvalé stimulace NMDAR receptord
zvysenou hladinou glutamétu.’® BohuZel, tyto dva fenomény nejsou pfiinou pro rozvoj
symptomU spojenych s AD, pouze jsou sekundarnim projevem jiz narusené mozkové struktury.
Velkym meznikem ve vyzkumu AD predstavuji amyloidni hypotéza a teorie
hyperfosforylovaného tau proteinu; dle vSeho a s pfihlédnutim k selhdvajici 16¢bé, ale ani tyto
dostatecné neodrazi podstatu nemoci. Posledni vyzkumné studie ukazuji na zanétlivy proces
jako priméarni pfi¢inu AD.?*®

PfedloZend habilitatni prace popisuje syntetické derivaty, zpravidla pfibuzné k takrinu nebo
donepezilu, semisyntetické slouceniny odvozené od pfirodnich struktur a izolované alkaloidy,
v nejvétsi mire z Celedi Amaryllidaceae, z nichz vSechny jsou sméfovany k |é¢bé AD. Spojujicim
¢lankem téchto molekul je inhibi¢ni aktivita vci cholinesterasam. Ta je provazena dalsimi efekty
jako jsou anti-amyloidni a anti-tau, enzymova inhibice (POP, BACE-1 aj.), ovlivnéni receptorl
(M1 AChR), nebo nespecifickymi ucinky (chelatace nékterych kationt(, antioxidacni plsobeni).
Z dvodu multifaktoridlniho charakteru AD je konceptu multipotentnich sloucenin pfipisovan
nejvétsi pfislib pro nalezeni Gcdinné terapie do budoucna (dle zavéri dosazenych na
mezindrodnim symposiu ,The 14" International Conference on Alzheimer's & Parkinson's
Diseases”; Lisabon, Portugalsko; 26. — 31. 3. 2019), ackoliv vyzkum takovych Iéciv spada stale
zatim pouze do preklinické faze. Ro¢né je vyzkumu multipotentnich sloucenin pro rizné indikace
(nddorova onemocnéni, deprese, hypertenze, AD aj.) vénovano stovky az tisice novych studii
(formou ¢lanka v impaktovanych ¢asopisech nebo mezinarodnich patent().

Prvni prace zabyvajici se vyvojem multipotentnich sloucenin pro terapii AD se zacaly objevovat
pocatkem 21. stoleti. Tento prudky narlst viak neved| k uvedeni Zadného léciva na trh. Nejdale
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v klinickém testovani postoupil ladostigil (2. faze klinického hodnoceni), ktery vsak neprevysoval
benefity jiz zavedeného rivastigminu.®® Z dal3ich |é¢iv Ize je$té zminit NP-61 (kombinovany AChE
inhibitor a modulator AB), ktery nepfekrodil 1. fazi klinického hodnoceni.?*® Aktualné je tedy na
misté se zamyslet, jak cely koncept multipotentnich sloucenin dale posunout nebo reformovat
tak, aby ved| k uvedeni lé¢iva do klinické praxe. Rada takovychto uvah byla ndmi nedavno
predstavena (SXV).

Fyzikalné-chemické vlastnosti hraji dileZitou roli pfi vyvoji léCiv, zejména s ohledem
dostupnosti do CNS a solubility vysledné molekuly. Z tohoto pohledu prosly multipotentni
slouéeniny pro terapii AD velkou evoluci. MnoZstvi praci na tuto problematiku je vénovano tzv.
»linking approach”, nebo-li spojeni dvou rozdilnych farmakoforl pomoci riznych fetézct. To
zcela logicky vede k tzv. molekulové obezité, navyseni lipofility molekuly a jinym kritickym

ukazateltim, které jsou v rozporu jednak s Lipinského pravidlem???

pro peroralni dostupnost [éCiv
(ta je velmi Casto preferovana u pacientl s AD) a déale s dostupnosti do CNS. S prihlédnutim
k druhému aspektu jsou na malé molekuly kladeny daleko prisnéjsi kritéria (obvykle M,, < 430-
450, logP < 4, pocet donorl vodikovych vazeb < 2 a pocet akceptorli vodikovych vazeb < 7)
a proto jsou v posledni dobé spiSe preferovany dalsi dva zminéné pfistupy (,,fusing” a merging”).
Vedle téchto zdkladnich charakteristik pak jiné modely operuji napf. s polarnim povrchem
molekuly (v angl. literatufe uvadéno jako ,topological polar surface area”), ktery je pro CNS
lé¢iva mensi nez 70 A% a logD, ktery je odrazem lipofility molekuly pfi konkrétnim pH (zpravidla
pH = 7,4). LogD pro léciva cilend do CNS by mél mit tuto hodnotu < 3. Dullezitym ukazatelem
je i disociacni konstanta kyseliny, resp. jeji zaporny dekadicky logaritmus pfi 25 °C oznacovany
jako pKa, ktery by mél dosahovat hodnot mezi 7-9. V dnesni dobé rozmachu vypocetnich
technologii je moZné veskeré fyzikalné-chemické vlastnosti pfedpovidat s vyuzZitim prediktivniho
software (napf. MarvinSketch, ACD Labs Percepta aj.). Naslednym dosazenim téchto hodnot do
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CNS modelt jako jsou nap¥. BBB skdre?®® nebo CNS multiparametricky optimalizaéni model?®®! Ize

rychle ziskat zpétnou vazbu o moZnosti prostupu navrhovanych léciv pres HEB.

Cileni na konkrétni patologie ve spravny cas je dalsim kritickym prvkem pfi designovani
nastupem klinickych symptom0 nemoci. Sem patfi pozvolné ukladani AR do amyloidnich plakd
a hyperfosforylace tau proteinu s naslednou agregaci do neurofibrilarnich klubek.?®? Tato
pozorovani jsou v souladu s nedspéchem fady klinickych studii cilenych na AB, at uZ se jednalo
o podavani monoklondlnich protilatek nebo inhibitorll BACE-1 zpravidla pacientim
v terminalnich stadiich demence, kdy tato Iéciva jiz zkratka nemohou mit Zadny efekt (shluky AB
jsou vsudypfitomné a mozkova struktura je kompletné narusend, degenerovand). Z téchto
dlvodU Ize terapeutickou intervenci rozélenit na tfi stadia — primarni prevence, sekundarni
prevence a symptomaticka lIécba. Primarni prevence zahrnuje podavani terapeutik s cilem snizit
riziko metabolického syndromu a zachovat spravnou cinnost kardiovaskularniho systému.
V praxi se jednd o aplikaci antihypertenziv, dyslipidemik a antidiabetik.2®* Sekundarni prevence
by méla byt orientovana na pacienty bez klinickych symptom0 AD, u kterych vsak byla zjisténa
diagnostickymi metodami pritomnost nékterych patologickych markert (AB, hyperfosforylovany
tau). Nasazeni pfrislusné |écby je prioritou, avSak v praxi je tento pfistup v soucasné dobé
opomijen. Symptomaticka Iécba je indikovana pacientlim s kognitivni dysfunkci, kterym jsou
podavany inhibitory AChE a/nebo blokdtor NMDAR. Pro pfenos poznatk( v rdmci vyvoje
multipotentnich sloucenin a dosaZeni jejich maximalni synergie je dlleZité mit na paméti,
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Ze nema smysl kombinovat |éciva, kterd spadaji do rlzné kategorie terapeutické intervence.
Zasadni otazkou vyvoje proti-alzheimerovskych IéCiv zUstava, ktery z patologickych mechanism
AD je klicovy pro uspésnou terapii. Zde se domnivdam, Ze zdsadni Ulohu hraji AB
i hyperfosforylovany tau protein, jejichz zmény se objevuji v rané fazi AD. Optimisticky se stavim
zejména krevalidaci klinického potencidlu BACE-1 inhibitor(i, pfipadné jinych sloucenin
ovliviujici metabolizaci AB, u kterych je jednoznacné prokdzana jejich efektivita na agregaci AB;
bohuzel vsechny z nich byly uzivdny az v terminalnich stadiich demence, kdy jsou zmény na
mozku nezvratné.

Neslucitelnost mechanismu uGcinku je casto se vyskytujici malignitou pfi vytvareni
multipotentnich sloucenin za ucelem dosaZeni Sirokospektrého ucinku. Zavedena léciva pro
terapii AD, AChE inhibitory a NMDAR antagonista memantin, pUsobi specificky na danych
enzymech/receptorech. Podobné lze nahlizet i na néktera experimentalni |éciva, ktera ovliviiuji
enzymy/receptory jako BACE-1, MAO, M1 AChR aj., u nichZ je jejich efekt specificky pro dany cil.
Vedle toho existuji receptorové/enzymové nespecifické ucinky, kam patfi napt. antioxidacni,
chelataéni  vlastnosti nebo  antiagregacni  ucinek v0¢i  AB.  Nekompatibilita
receptorové-enzymového specifického a nespecifického Ucinku je problematickd zejména
z pohledu nastaveni spravného davkovani. Nespecificka aktivita zpravidla vyZzaduje daleko vyssi
davkovani.

Dalsi moznou prekazkou ve vyvoji multipotentnich sloucenin je spravna volba mechanismu
ucinku (reversibilni vs. ireversibilni) na dané cile. Podobné jako je uvedeno v predchozim
odstavci, i zde je potfeba mit na paméti, Ze tyto dva mechanismy Ucinku pro dva rozdilné cile
nelze prakticky kombinovat. Prikladem je donepezil, reversibilni inhibitor AChE, u kterého je
efekt zajistén relativné stabilni a dlouhodobou plasmatickou koncentraci (eliminacni
polocas =70 h). Naproti tomu, fada reaktivnich slouc¢enin obsahujici N-propargylaminovou
skupinu zodpovédnou za ireversibilni inhibici MAO disponuje relativné kratkym eliminacnim
polo¢asem (napf. rasagilin ma eliminaéni pologas 1,5 — 3,0 h).%%* | pfesto je tento efekt, dany
tvorbou kovalentni vazby, dlouhodoby, protoze funkce enzymu je obnovena azZ s jeho syntézou
de novo. Tyto poznatky jsou analogicky prenositelné pro navrh multipotentnich sloucenin
urcenych k terapii AD, kdy kombinace reversibilniho a reversibilniho efektu do jedné molekuly
postrada vyznam.

Dals$im z kritickych krokd je balancovani aktivit na rdzné cile. Idedlnim pripadem
multipotentniho lé¢iva je takové, které vykazuje fadové stejnou Udinnost na rozdilné cile.”
V opacném pripadé je nutné pfistoupit k optimalizaci molekuly s vyuZitim vySe popsanych
,designing in/out” metod. Po dosaZeni rovnovainych hladin na dva rozdilné cile muze
predstavovat dalsi uskali prenositelnost dat zin vitro experimentll do podminek in vivo.
V pripadé in vivo testovani mliZe byt efekt slouceniny zavisly na rozdilné tkanové distribuci (napft.
vySsi distribuce do perifernich tkani vs. nizkd prostupnost do CNS; zastoupeni receptoru
v urcitych kompartmentech). Ani dosazeni rovnovazného plsobeni na dva a vice rozdilnych cilQ
vSak nemusi nutné znamenat, Ze jsme Uspésné dosahli cile. Prikladem muze byt kombinace
s antagonisty NMDAR, kdy vétsi ucinnost na tomto receptoru je ¢asto spojovana s kognitivni
dysfunkci a psychotickymi stavy.2%

Z vyse uvedeného je patrné, Ze vyvoj multipotentnich sloucenin, i pfi dodrzeni vsech zasad
a postupd, je nelehkym tkolem. Spravné vytvorena multipotentni molekula mize mit vylepseny
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farmakokineticky profil, byt bezpecnéjsi (z pohledu nulového rizika Iékovych interakci) a mize
navysovat compliance pacienta, ale v porovnani s kombinacni terapii nepfinasi v sou¢asné dobé
zadnou dalsi vyhodu. Pravé kombinacni terapie by v dvodni fazi vyzkumu méla fungovat
k ovéreni konceptu multipotentnich sloucenin a odpovédét na otazku, zda ma vibec smysl
poustét se do hybridizace vybranych predlohovych struktur. Vhodnymi kandidaty pro ndvrh
multipotentnich sloucenin mohou byt Ié¢iva v klinice, tedy AChE inhibitory a NMDAR
antagonista memantin. Fixni kombinace donepezilu a memantinu byla uvedena na trh v roce
2014 pod obchodnim ndzvem Namzaric.?® Z pohledu mechanismu téinku se u obou slouéenin
jedna o reversibilni nekovalentni interakci s pFislusnymi cili, obé lé¢iva maji podobna davkovaci
schémata a jejich Ucinek je receptorové/enzymové specificky. Proto je tato kombinace vhodna
pro hleddni nové symptomatické lé¢by na bazi multipotentniho |éciva. Zde bych rad zminil,
Ze nase vyzkumna skupina se v poslednich letech zacala zabyvat touto kombinaci a v sou¢asnosti
fesi na danou problematiku nékolik vyzkumnych projektd (Agentura pro zdravotnicky vyzkum
Ceské republiky, projekt & NU20-08-00296; Grantova agentura Ceské republiky, projekt ¢.
20-12047S;  Operacni  program  Vyzkum, vyvoj a  vzdélavani, projekty  ¢C.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010054 a CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007444). Kromé inhibice
AChE a antagonizovani NMDAR pfipadaji v Uvahu jesté dalsSi narusené systémy neurotransmise,
napt. dopaminergni a GABAergni transmise. Z pfistupl uplatnitelnych v primarni/sekundarni
prevenci Ize vyuzit cileni vramci jedné metabolické cesty, kterd mlze vést v aditivni nebo
synergicky ucinek. Zde pripada v Uvahu napf. kombinace BACE-1 a y-sekretasovych inhibitort pfi
amyloidogennim zpracovani APP, nebo interakce s GSK-33, MARK a CDKS5 kinasami, které jsou
zodpovédné za fosforylaci tau proteinu.
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4 Seznam zkratek

5-HT3
AB
ABao/ABa2
ABTS
ACh
AChE
ACHN
AD
ADHD
ADMET
AICD
AMPA
AMPAR
ApoE
APOE €4
APP

APP
ATP
BACE-1
BChE

BQCA

CDK5
CGN
ChAT
CHO-K1
CNS
CXCR1

EeAChE

eqBChE

serotoninové receptory subtyp3 a6

amyloid beta

isoformy amyloidu beta o délce 40, resp. 42 aminokyselin
2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
acetylcholin

acetylcholinesterasa

bunécna linie lidského renalniho adenokarcinomu
Alzheimerova demence

hyperkineticka porucha; z angl. attention deficit hyperactivity disorder
absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece a toxicita
intracelularni doména amyloidniho prekurzorového proteinu
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina
receptor pro AMPA

apolipoprotein E

alela €4 pro apolipoprotein E

gen pro amyloidni prekurzorovy protein

amyloidni prekurzorovy protein

adenosintrifosfat

B-sekretasa; z angl. beta-site APP cleaving enzyme 1
butyrylcholinesterasa

positivni alostericky moduldtor M1 muskarinovych receptorl; chemicky
1-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylova kyselina

cyklin-dependentni kinasa 5

bunécna linie cerebralnich granulovych neuron(
cholinacetyltransferasa

ovarialni buriky ¢inského krecka

centralni nervovy systém

C-X-C chemokinovy receptor 1/2

acetylcholinesterasa izolovana z elektrického Uhore
(lat. Electrophorus electricus)

butyrylcholinesterasa z koriského séra (lat. Equus ferus caballus)
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ERK1/2
GABA
GIluN1/GIuN2B
GSK-3pB
HEB
HepG2
HT-29
iNOS
LDL

logD
logP

LPS

LTP
M1/M2/M4 AChR
MAO A/B
MAP
MAPK
MAPT
MARK
MPTP
Muw

N2A

N AChR
NFT
NMDA
NMDAR
nNOS
NO
NR2A/NR2B
oS

PAS

pKa

extracelularni signdlné-regulacni kinasa

receptor pro kyselinu y-aminomaselnou

N1/N2B subtyp NMDA receptoru

kinasa glykogensyntasa 33

hematoencefalicka bariéra

lidska bunééna linie jaterniho karcinomu

bunécna linie lidského adenokarcinomu tlustého streva

indukovatelna forma NO-syntasy

nizkodenzitni lipoproteiny; z angl. low-density lipoprotein

logaritmus rozdélovaciho koeficientu pti konkrétnim pH

logaritmus rozdélovaciho koeficientu

lipopolysacharid

dlouhodoba potenciace (z angl. Long-term potentiation)

muskarinovy receptor subtyp 1/2/4

monoaminoxidasa A/B

mikrotubul-asociované proteiny

p38 mitogen-aktivovana protein kinasa

gen kédujici tau protein

mikrotubuly-regulujici kinasa

mitochondrialni permeabilni tranzitni por

molekulova hmotnost

imortalizovana mysi kortikalni neuronalni linie Neuro2A

nikotinovy receptor

neurofibrilarni klubka; z angl. neurofibrillary tangles

N-methyl-D-aspartat

N-methyl-D-aspartatovy receptor

neuronalni formy NO-syntasy

oxid dusnaty

podjednotky 2A/2B NMDA receptoru

oxidativni stres

periferni anionické misto acetylcholinesterasy

zaporny dekadicky

stanoveny pfi 25 °C

logaritmus disocia¢ni konstanty pro
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kyseliny



POP prolyloligopeptidasa

PSEN1 gen pro presenilin-1

PTM post-transla¢ni modifikace

QSAR kvantitativni vztah mezi strukturou a u¢inkem

RNS reaktivni formy dusiku; z angl. reactive nitrogen species

ROS reaktivni formy kysliku; z angl. reactive oxygen species

sAPPa solubilni N-terminalni ektodoména APP

sAPPB solubilni protein APP beta

SH-SY5Y lidska bunééna neuroblastomova linie

T67 lidska bunécna linie gliomu

TREM2 receptor navozujici patologickou kaskadu Alzheimerovy choroby; z angl.

triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2

ZnT1/3/4/6 zinkové transportéry 1/3/4/6
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6 predkladatele habilitacni prace na jednotlivych
publikacich
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PI. Vedeni ¢asti syntetické prace, diskuze kvysledkové casti, molekulové
modelovaci studie
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PIII. Sepisovani manuskriptu, diskuze k vysledkové ¢asti
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PV. Prvni autor, syntéza derivatd, sepisovani manuskriptu, diskuze k vysledkové
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a SXV.).
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