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ZvySujuica sa prevalencia Alzheimerovej choroby a dostupnost najma
symptomatickej liecby oproti kauzédlnej terapii, vyZzaduje vyvoj novych liekov
ovplyviiujucich zloziti patogenézu tohto ochorenia. V poslednej dobe, prevladajuca
snaha vytvorit’ latky s multimodalnym uc¢inkom a niz$ou toxicitou oproti Takrinu, viedla
k syntéze fenoxytakrinu a jeho derivatov. Tieto latky sa vd’aka svojmu zameraniu na viac
ciel'ov sucasne, javia ako vhodny kandidati pre liecbu Alzheimerovej choroby.

Predmetom tejto diplomovej prace je stanovenie cytotoxicity derivatov
fenoxytakrinu a zhodnotenie jej vztahu voéi §truktire testovanych latok. Stadium
cytotoxicity je dolezity aspekt vyvoja lieCiv, ktory urcuje u€inok konkrétnej chemicke;j
latky na Zivé bunky. Tento typ Studie je kI'iCovy pre porozumenie potencidlnej toxicity
novych chemickych zlu€enin a ziskanie informacii o ich bezpe€nosti pre pouZitie
u Zivocichov alebo u 'udi .

Cytotoxicita novych derivatov fenoxytakrinu je v tejto praci testovand pomocou in
vitro bune¢ného modelu s vyuzitim CHO-K1 bunecnej linie a prevedenim MTT testu.
Vysledky st reprezentované prislusSnymi hodnotami toxikologickych indexov ICso. Tieto
hodnoty urcuji koncentraciu, pri ktorej danad latka alebo liecivo dosahuje polovicu
maximalneho inhibi¢ného tc¢inku na testované bunky alebo organizmy.

U viacsiny testovanych latok bola zistena znacna toxicita. AvSak 9 latok z celkovo 30
testovanych, sa vyznacuje toxicitou porovnatelnou so Standardnymi latkami ako 7-
metoxytakrin (7-MEOTA) a Imipramin.

Potencidl najmenej toxickych latok je potrebné preskiimat’ d’alSim testovanim.
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The increasing prevalence of Alzheimer's disease and the availability of mainly
symptomatic treatment as opposed to causal therapy require the development of new
drugs that affect the complex pathogenesis of this condition. Recently, the prevailing
effort to create compounds with a multimodal effect and lower toxicity compared to
Tacrine has led to the synthesis of phenoxytacrine and its derivatives. These substances,
due to their targeting of multiple targets simultaneously, appear to be suitable candidates
for the treatment of Alzheimer's disease.

The subject of this thesis is the determination of the cytotoxicity of phenoxytacrine
derivatives and the evaluation of its relationship to the structure of the studied
compounds. Cytotoxicity studies are an important aspect of drug development,
determining the effect of a specific chemical compound on living cells. This type of study
is crucial for understanding the potential toxicity of new chemical compounds and
obtaining information about their safety for use in veterinary or human medicine.

The cytotoxicity of new phenoxytacrine derivatives was tested in this work using an
in vitro cellular model utilizing the CHO-K1 cell line and the MTT assay. The results are
represented by the corresponding ICso toxicological index values. These values determine
the concentration at which a given compound or drug achieves half of the maximum
inhibitory effect on the tested cells or organisms.

Significant toxicity was observed for most of the studied compounds. However, 9
out of a total of 30 studied compounds exhibited toxicity comparable to standard
compounds such as 7-methoxytacrine (7-MEOTA) and Imipramine.

The potential of the least toxic compounds requires further investigation through

additional testing.
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1 Uvod

Alzheimerova choroba (AD) ma vyznamny vplyv na spolo¢nost’ a ekonomiku. V
roku 2022 trpi touto chorobou a suvisiacimi demenciami viac ako 55 miliénov ludi
celosvetovo. S ohladom na demografické zmeny a starnutie svetovej populacie sa
predpoklada, ze tento pocet sa do roku 2030 zvysi na 78 milionov a do roku 2050 dokonca
na 139 miliénov, pokial’ sa neobjavia zasadné lie¢ebné alebo preventivne rieSenia [131].

Diplomové praca je zamerana na stanovenie a zhodnotenie cytotoxicity testovanych
latok, ktoré predstavuji novo syntetizované derivaty vychddzajuce zo Struktary
7-fenoxytakrinu. Tieto latky sa javia ako dudlne modulatory u AD so schopnostou
inhibicie enzymu acetylcholinesterazy (AChE) a N-metyl-D-aspartat receptorov
(NMDARSs).

Clenenie vyhotovenej diplomovej prace predstavuje teoretickd, experimentalnu
a vysledkovu cast’.

Teoreticka Cast’ prace zahfna aktudlny prehl’ad poznatkov so snahou objasnit’ rozvoj
a patogenézu AD. Popisuje prislusné hypotézy a patologické mechanizmy, ktoré su
s danym ochorenim asociované.

Experimentalna cast’ je zamerand na stanovenie cytotoxicity testovanych latok
s vyuzitim bunecnej linie CHO-K1. Testované latky su rozdelené do troch skupin:
derivaty 7-fenoxytakrinu s dihydrocyklopenta[b]chinolinovym zoskupenim v $truktire,
derivaty  7-fenoxytakrinu s tetrahydroakridinovym  zoskupenim a  derivaty
7-fenoxytakrinu s tetrahydrocyklohepta[b]chinolinovym  zoskupenim v Struktare.
Zaroven tato Cast’ popisuje procesy manipulacie s bunecnou liniou (ako je kultivacia,
pasazovanie, poCitanie buniek) a testovanymi latkami aZ po samotné stanovenie
viability/cytotoxicity prevedenim zvoleného MTT testu.

Vysledkova cast’ poskytuje prehlad nameranych a vypocitanych toxikologickych
indexov stanovovanych latok spolu s uvedenymi davkovo-zavislymi krivkami. Ziskané

udaje v tejto Casti prace poskytuji zaklad pre vedenie diskusie a uskutoCnenie zaverov.



2 Alzheimerova choroba

Multifaktoridlne progresivne neurodegenerativne ochorenie. So zastupenim 60 —
80 % vSetkych pripadov, sa jednd o najcastejSiu pri¢inu demencie, ktord je
charakterizovand ako klinicky syndrom prejavujuci sa najmd symptomami poruchy
kognitivnych funkcii a behaviordlnymi zmenami [1-4].

Priebeh ochorenia zodpoveda kontinuu, ktoré zahfiia 3 fazy: predklinicku fazu,
charakterizovant absenciou priznakov, ale prejavujicou skoré¢ zmeny AD biomarkerov;
prodromalnu fazu, tiez znamu ako mierna kognitivna porucha (MCI) a charakterizovanu
poklesom kognitivnych schopnosti, ktory nemd alebo ma maly vplyv na kazdodenné
¢innosti; a nakoniec demenciu, kone¢nu fazu ochorenia, v ktorej jednotlivci nie su
schopni fungovat nezavisle v dosledku stredne tazkého az vazneho kognitivneho
postihnutia. Dochédza k degeneracii urcitych neuronalnych populécii , najmé v oblasti
kortexu a hipokampu. Pritomné st poruchy v spankovom cykle, vykyvy ndlad, strata
telesnych funkcii a nakoniec smrt’. Tento klinicky obraz nie je Specificky len pre AD.
Moze sa vyskytnit' u stavov, ktoré ovplyvituju medidlne temporalne laloky: vaskularne
kognitivne poSkodenie, primdrna vekovo-podmienend tauopatia, hipokampalna vekovo-
podmienenad sklerdza a Argyrophilic grain disease [14].

Z postmortem vySetreni mozgu pacientov, st hlavnymi patologickymi znakmi AD
pocetné lézie tzv. amyloidnych plakov, ktoré vznikaju extracelularnou depoziciou
amyloidného peptidu (AB) a neurofibrilarnych spleti (NFTs), vznikajtcich intracelularne
zo Spirdlovitych vlakien tzv. Tau proteinu. Ich pritomnost’ bola zaznamenana najmé
v oblasti bazalneho predného mozgu, celnom laloku, hipokampe a mozgovej kore. Medzi
kognitivnym poklesom a poctom kortikalnych plakov neexistuje striktnd korelacia,
z ¢oho sa vyvodzuje ucast’ d’alSich moznych faktorov na progresii ochorenia. Avsak post
mortem vySetrenia poukazuji na savislost medzi hustotou neokortikdlnych NFTs
a zavaznostou demencie u pacientov s AD [3,30]. U pacientov s AD boli taktiez z
postmortem vySetreni zistené vazne nedostatky niekolkych neurotransmiterov:
acetylcholin, serotonin a noradrenalin [3].

AD ma silnt korelaciu s 3 génmi: amyloidny prekurzorovy protein (APP), gény pre
presenilin 1 (PSENT1) a presenilin 2 (PSEN2) proteiny. Zmeny v tychto génoch priamo
suvisia s tvorbou plakov. Pripady AD zaznamenané v spojitosti s tymito génmi sa
oznacuju ako autozomalne dominantna familiarna AD. Zvycajne sa tento typ rozvinie do

60. roku veku, kdezto v niektorych pripadoch uz v 30. roku veku. Z tohto dovodu sa ¢asto
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oznacuje ako AD so v€asnym nastupom tzv. early-onset Alzheimer's disease (EOAD)
[38, 44].

EOAD je definovand klinickym néastupom u pacientov mladsich nez 65 rokov.
Priblizne 5 — 6 % vSetkych pacientov s AD trpi EOAD, ktord zahfiia zna¢né percento
fenotypovych variant liSiacich sa od bezného amnestického prejavu AD. U EOAD jej
vyznamnd geneticka predispozicia zahffia v§eobecnu polygénnu nachylnost’ a priamy
autozomalne dominantny prenos. Pripady s autozomélne dominantnou familiarnou
formou EOAD maji zvysené riziko vzniku AD u pribuznych. Moézu disponovat
atypickymi klinickymi priznakmi ako su bolesti hlavy, myoklony, abnormality chddze,
zachvaty, pseudobulbarna obrna alebo hyperreflexia. Dochadza k rychlejsej deterioracii
s potencionalne agresivnejSim klinickym priebehom [13,42].

Najvicsia Cast’ pripadov, ¢o predstavuje priblizne 95 % pripadov AD, sa prejavuje
ako sporadicka manifestacia medzi 60. — 65. rokom Zzivota. Oznacuje sa ako zv. late-
onset Alzheimer's disease (LOAD). Genetické pozadie tejto formy je omnoho viac
nejasné. Prejavuje sa ako progresivna amnestickd porucha charakterizovand skorym
vyraznym deficitom epizodickej paméte s réznym stupniom exekutivnej, jazykovej
a vizualne-priestorovej poruchy. Pacienti vykazuji gradientné poruchy pamiéte s
najvacsimi problémami vybavit’ si neddvne udalosti, prejavuju sa relativne nedostatky
dlhodobej pamite a zhorSené ucenie ,lo st znaky charakteristické pre dysfunkciu
hipokampalneho okruhu [14].

V porovnani s pacientmi s LOAD, je u pripadov s EOAD pravdepodobne;jsi vyskyt
traumatick€ého poranenia mozgu ako rizikového faktoru v anamnéze, menej Casta
pritomnost’ cerebrovaskularnych rizikovych faktorov, obehovych poruch, diabetes
mellitus a obezity. EOAD vSak oproti LOAD predstavuje vel’ky pocet predcasnych umrti
osob vo veku 40 — 64 rokov. Ddleziti odlisnost EOAD od profilu obvyklych
amnestickych poruch LOAD, predstavuji u velkej Casti pacientov skor fenotypy s

jazykovymi, vizualne-priestorovymi alebo exeku¢nymi poruchami [42].
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2.1 Genetické mutacie pri Alzheimerovej chorobe

AD je komplexné a multigénové ochorenie. Hodnota dedi¢nosti je vysokd, odhaduje
samedzi 60 % a 80 %. Geneticky sa da kategorizovat’ ako sporadicka AD alebo familiarna
AD na zaklade rodinnej historie [123].

Familidrna AD suvisi s génovymi sekvenciami, ktoré koduju PSEN1, PSEN2 a APP,
ktoré zasahuji do fyziologického spracovania peptidu AP. Bolo identifikovanych viac
nez 300 mutéacii génu PSENI (221 patogénnych) a 80 mutacii génu PSEN2 (19
patogénnych). Mutécie v géne PSEN1 sposobuji najzavaznejSie formy AD s Gplnou
penetraciou a nastup ochorenia sa moze prejavit’ uz v 25. roku veku. Missense mutécie v
géne PSEN2 mo6Zu vykazovat’ neliplna penetraciu a u nositel'ov dochadza k neskorSiemu
nastupu oproti nositelom mutacii v géne PSENI1. Muticie v géne APP spOsobuji
zvySenie pomeru toxickych druhov AP (AB42/AP4o) a zvySenie hladin celkového Tau, ako
aj fosforylovaného Tau v neurénoch. Vacsina pacientov s trizémiou 21 preukazuje skoré
patologické zmeny podobné tym pri AD, avSak k rozvoju ochorenia nedochadza u
vSetkych. To naznacuje, ze zvySenie genetického zatazenia génom APP, pozorovaného
aj pri pripadoch familidrnej AD, nevedie ku vzniku ochorenia vo vsetkych pripadoch.
Hoci niekol’ko stoviek rodin nesie jednu z tychto mutécii, predstavuji menej ako 1 %
vSetkych pripadov [122,124].

Hlavnym génom, ktorého spojenie so sporadickou AD je velmi dobre
zdokumentované, predstavuje apolipoprotein (ApoE), ktory zvySuje riziko vzniku AD.
Avsak viac ako 60 % vSetkych sporadickych pripadov nie je spojenych s ApoE, co
naznacuje, ze d’alSie genetické a environmentalne faktory mozu prispievat k uréeniu tohto
ochorenia [122,124].

DNA metylacia, ako jedna z epigenetickych Uprav, reguluje gény v roznych
ochoreniach a procesoch. Stadia na Mexicko-Americkych jedincoch s MCI odhalila
zmeny metylacie spojené s neurénovou smrt'ou, metabolickymi poruchami a zapalovymi
procesmi. Metylacia sa dedi medzigenera¢ne a je ovplyvnend prostredim, ¢o moézZe
vysvetlit’ spojenie genetiky a prostredia s ochorenim. V rdmci Genome-wide association
study boli objavené gény (ABCA7, BIN1, SORL1, SLC24A4), ktorych metylacia je
spojena so spracovanim Tau a AP peptidu.

Prospesné ucinky pri AD majt inhibitory histonovej acetyltransferdzy a deacetylazy:
zlepsuju pamitové gény, brania kognitivnemu upadku, obmedzuji ukladanie AP a
predchadzaji tvorbe NFTs. Identifikacia polymorfizmov spojenych s prostredim moze
podporit’ diagnostiku a vyvoj terapeutickych stratégii [122].
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2.1.1 Apolipoprotein E a jeho uloha v patolégii Alzheimerovej choroby

ApoE reguluje lipidovy metabolizmus, cholesterol, bune¢nt signalizaciu a obnovu.
Dalsie procesy, ktoré st sprostredkované ApoE zahftiaji formovanie synapsii, modulaciu
rastu neurdnov, synapticku plasticitu, destabilizaciu mikrotubulov a odstranovanie Ap.
ApoE metabolizmus cholesterolu sprostredkovava v zavislosti na type jeho izoformy.
Je spojeny s hyperlipidémiou a hypercholesterolémiou, ¢o vedie k naslednym
kardiovaskularnym ochoreniam. V mozgu je produkovany hlavne astrocytmi
a transportuje cholesterol do neurénov cez ApoE receptory patriace do rodiny receptorov
pre lipoproteiny s nizkou hustotou (LDLR) [33,34].

LCudsky ApoE gén disponuje tromi hlavnymi alelami, ktoré produkuju apolipoprotein
E:e2 (ApoE2),e3 (ApoE3),e4 (ApoE4). ApoE sa skladd z 299 aminokyselin, ktorych
rozne zlozenie v polohach 112 a 158 ovplyviuje Struktiru jeho izoforiem a ich schopnost’
viazat’ lipidy, receptory a AP. Izoformy ApoE sa odliSuju pritomnost'ou cysteinu (Cys)
alebo argininu (Arg): ApoE2 (Cysl12, Cys158), ApoE3 (Cysl112,Argl58), ApoE4
(Argl12, Argl58). ApoE &4 alela poskytujica ApoE4 sa poklada za najsilnejsi geneticky
rizikovy faktor pre AD. Jedna kopia alely €4 zvySuje riziko vzniku AD o dva az Sest’krat
(urychl'uje nastup AD o 2 — 5 rokov), pritomnost’ oboch kopii zvySuje riziko az 7,2 az
21,8-krat (skracuje nastup o 5 — 10 rokov) [33,34,123].

Podl'a pitevnych zisteni, ze ApoE je obsiahnuté¢ v AP plakoch, bola podporena
myslienka jeho interakcie s AP, podpora AP agregacie a jeho ukladania do nerozpustnych
fibrilarnych depozit. V mySich modeloch mozgovej f-amyloid6zy, bolo preukdzané, ze
genetickd delécia a haploinsuficiencia ApoE, zniZuje zat'az denznych jadier AP plakov
[35]. ApoE sa kompetetivne viaZe na receptory AP na povrchu astrocytov, ¢im blokuje
vstrebavanie A, ovplyviiuje jeho odstrafiovanie a podporuje pociato¢né ukladanie
vlaknitych AP depozitov. Narastajuce dokazy naznacuji, Ze ApoE taktieZ ovplyviiuje
Tau-mediovanii neurodegeneraciu a mikroglialnu odpoved” u AD. Porucha regulacie
lipidov koreluje so zvySenou produkciou AP v mozgu. AP nasledne moze ovplyvnit
ApoE tym, ze moduluje jeho internalizaciu. V pritomnosti AP sa ApoE3 a ApoE4 viazu
na LDLR, ¢o sposobuje ich konformacné zmeny a ndslednt intenzivnu internalizaciu.
Tento proces vedie k zvySenej afinitnej vizbe na hipokampdalne neurony a celkovému
zvyseniu zachytavania AP vo vnutri neurénov, najma prostrednictvom ApoE4. ZvySena
internalizdcia a intenzifikovana interakcia domén ApoE4 s LDLR moze ovplyvnit’

procesy spojené s APP, ¢im prispieva k zvysenej tvorbe A [34,122].
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2.2 Cholinergna hypotéza

Ako prva navrhnuta tedria bola zalozend na frekventnych pozorovaniach straty
cholinergnej aktivity v mozgu pacientov s AD a experimentalne Studie na l'udoch
a primatoch, podporili rolu acetylcholinu v uceni a paméti. V §tadii z roku 1978 bola
prevedend u l'udi a primatov blokécia centrdlnej cholinergnej aktivity administraciou
nizkych davok skopolaminu. Mladi jedinci vykazovali podobné deficity paméte ako
pozorovany star$i Ucastnici. Vyvolané poruchy sa pokusili zvratit pouzitim inhibitoru
acetylcholinesterazy (AChEi) fysostigminu a systémového stimulancia metylfenidatu.
Fysostigmin podstatne znizil skopolaminom indukovanu amnéziu oproti methylfenidatu,
¢im stadia poskytla dokazy pre priame zapojenie cholinergného systému u AD [29,32].

Degeneracia cholinergnych vlakien a neurénov, redukcia cholinergnych receptorov,
znizenie aktivity cholinacetyltransferazy a syntézy acetylcholinu sa s povazuje za jednu
z hlavnych charakteristik AD ako aj za skory patologicky jav, ktory koreluje so stupfiom
kognitivného postihnutia u pacientov [31,70].

Povodne navrhnuté tedria od Bartusa a kol. z roku 1982, ktory videli cholinergnu
depléciu ako pricinu AD samu osebe, sa zacina prehodnocovat’ a cholinergna deplécia sa
povazuje za vysledok hromadenia AP, ¢im spusta nepriaznivy spitno-viazbovy cyklus

veduci k pozorovanému kognitivnemu postihnutiu [29].

2.3 Hypotéza amyloidnej kaskady

Ddkazy podporujiice tato hypotézu su zalozené na objave genetickych mutacii
v APP, PSEN1 a PSEN2 v komplexe y-sekretazy s nasledujucimi pripadmi:

Jedinci s Downovym syndromom (DS) disponuji tromi koépiami génu APP
nasledkom trizoémie na chromozome 21. Typicky sa u nich vyvija neuropatologia AD do
40. az 50. roku zivota. U zriedkavych pripadov jedincov s duplikaciou tohoto génu dojde
k vyvoju AD, bez pritomnosti DS. Zatial' ¢o u transloka¢ného DS, kde ziskana tretia
koépia chromozomu 21 neobsahuje APP gén, nevedie k rozvoju AD. Z tychto zisteni
vyplyva, Ze nadmerné expresia APP vedie k AD pravdepodobne zvySenou produkciou
AB.

V Islandskej populdcii missense mutacia v APP géne, ktorou dojde k substitucii
alaninu za threonin v polohe 673 (A673T), vedie k redukcii produkcie AP aaz
k Stvornasobne nizsiemu riziku AD [38,39].

Neurony odvodené od I'udskych kmenovych buniek ziskanych kultivaciou z biopsie

koze pacientov s AD vykazovali akumulaciu AP nasledovani zvySenim hladin
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hyperfosforylovaného Tau proteinu. Kultary, ktoré vSak boli oSetrené Specifickymi A
protilitkami na odstrdnenie AP peptidov, zostali chranené¢ proti narastu hladin
hyperfosforylovaného Tau. V kultivovanych neurénoch dokazu A oligoméry, izolované
z kory AD pacientov, priamo vyvolat’ hyperfosforylaciu Tau typicku pre AD a neuriticka
dystrofiu. Samotné mutdcie Tau nevedu k amyloidnej patologii alebo demencii
asociovanej s AD [38].

Amyloidny prekurzorovy protein je vysoko konzervovany transmembranovy
protein typu 1. Sklada sa z velkej extracelularnej tzv. single-pass domény a kratkeho
cytoplazmatického chvostu. Patri do rodiny proteinov, ktora zahtiia jeho homology, APP-
like protein 1 a 2 . Expresia APP a APP-like protein 2 je v tele vSadepritomna, ale vyssie
hladiny boli zaznamenané v nervovom systéme a na neuromuskuldrnych spojeniach.
Zatial' ¢o APP- like protein 1 sa Specificky vyskytuje len v nervovom systéme. APP
protein je kodovany jedinym génom lokalizovanym na chromozome 21. Nasledne
Stiepenie proteinu udéva vznik troch izoforiem s réznou dizkou aminokyselinovych
retazcov: APP695 (dominantn4 v mozgu), APP751, APP770.

Proteiny tejto rodiny maju pravdepodobne spolo¢né funkcie, ktoré sa navzijom
prekryvaja a vyradenim, tzv. knockout jedného z nich nedochadza k signifikantnej zmene
fenotypu. Avsak dvojité alebo trojité vyradenie APP a APP-like protein, bolo pozorované
ako letdlne pri narodeni umySich modeloch, pravdepodobne zddévodu zavaznych
defektov v neuromuskularnych synapsach. APP proteiny su dolezit¢ k zdkladnym
fyziologickym funkciam v r6znych Stddiach vyvoja neurénov [38]. APP je exprimovany
zvacsa v neurénoch, astrocytoch a vaskularnych endotelovych bunkéch [5]. Plni ulohu
receptoru na bunkovom povrchu. Vykonava tak fyziologické funkcie na povrchu
neurénov, ktoré su relevantné pre rast neuritov, adhéziu neurénov a axonogenézu.
Interakcia medzi APP molekulami na susednych bunkéch podporuje synaptogenézu.
Posobi ako membranovy receptor kinezinu I, ¢im zohrdva rolu v axondlnom
anterogradnom transporte ndkladu smerom k synapsam. Ovplyviiuje drahu zahfnajicu
mitogénom-aktivované protein kindzy (MAPKSs), ¢o vyust'uje v internalizaciu AP peptidu
a mitochondridlnu  dysfunkciu preukdzant v kultarach kortikdlnych neurénov.
Proteinovymi interakciami sa zicCastiiuje na bunecnej mobilite a regulacii transkripcie.

MozZe podporovat’ aktivaciu transkripcie védzbou na komplex amyloid-f precursor
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binding protein 1 s histone lysine-acetyltranferase 5, a inhibovat NOTCH! signalizaciu
prostrednictvom NUMB? [15].

K zvysenej expresii APP dochadza za fyziologickych podmienok pri dozrievani
a diferenciacii neuronov. Taktiez pri patologickych stavoch ako je AD, DS a traumatické
poranenia mozgu. APP podlieha enzymatickému S$tiepeniu viacerymi cestami, ktoré

podl’a podmienok spracovania poskytuji rozne produkty a APP derivaty [5,6]

2.3.1 Enzymatické cesty spracovania amyloidového prekurzorového proteinu

Non-amyloidogénna cesta. APP je Stiepeny a-sekretdizou (ADAMI10) v ramci AR
domény, ¢im nedochadza k produkcii A peptidu, ale k podpore uvol'nenia rozpustného
APPa proteinu a C-termindlneho fragmentu (CTF-a). Tento fragment Stiepi y-sekretaza
za uvol'nenia netoxického peptidu zloZzené¢ho z APB17 - 40/APi17 - 42 a APP-intracelularne;j
domény (AICD). Ide o hlavni enzymaticku cestu [7].

ADAMY9, ADAM10 a ADAMI17 su povazované za hlavnych kandidatov alfa-
sekretdz v nervovych bunkach. Podl'a dokazov sa vSak ADAMIO javi ako jedinou
konstitutivnou aj regulovatel'nou a-sekretdzou. V mozgu dospelého cloveka je ADAM10
exprimovany v astrocytoch, mikroglidch a neurénoch. Hladiny ADAMI10 st znizené
v krvnych dostickach sporadickych pripadov AD. Této dréha teda nevedie k tvorbe A
a povazuje sa za ochrannt voc¢i vyvoju AD [38,45,58].

V rannych S§tadiach vyvoja centrdlneho nervového systému (CNS) je rozpustny
APPa protein zainteresovany v reguldcii proliferacie neuronalnych kmenovych buniek.
V zrelom mozgu ma neurotrofické, neuroprotektivne vlastnosti a ti€astni sa na formovani
pamiti. M4 potencial ako nootropikum proti starnutiu stvisiacemu s kognitivnym
upadkom. Bolo napriklad preukazané, ze rozpustny APPa protein narusuje toxicke
diméry AP [38,66,94].

Amyloidogénna cesta. P-sekretdiza (BACE1) Stiepi APP na N-konci v ramci
extracelularnej B-domény, za odlucenia rozpustného APPP proteinu. C-terminalny
fragment (CTF-B) nésledne Stiepi y-sekretdiza auvolni AICD s neporuSenym AP
peptidom. y-sekretaza Stiepi CTF-f na viacerych miestach, ¢im vznikaji AP peptidy
roznej dizky (AP3749). Najprv sa uvolnia fragmenty o dizke 48 alebo 49 aminokyselin

! Notch driha je vysoko konzervovany buneény signalizaény systém. Reguluje buneéni proliferaciu,
diferenciaciu a bune¢nt smrt’ vo vSetkych zivocichoch. Notch samotny je receptor na bune¢nom povrchu,
ktory interakciou s transmembranovymi ligandmi transdukuje signaly kratkeho dosahu [17].

2 Numb protein alebo jemu podobné proteiny (Numb-like proteins) viazu membranovy APP ajeho
intracelularnu doménu. Regulujt transport a spracovanie APP. Inhibuju funkciu Notch signalizacie [18].
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(APas, APs9). Nasledne podliechaju d’alsim tripeptidovym Stiepeniam za vzniku dvoch
hlavnych druhov AP, ktorymi st APso a AP42. Profil vzniknutych amyloidov je
pravdepodobne zavisly na réznorodosti izoforiem y-sekretdzového komplexu
a topologickej orientacii CTF-f [7].

BACE]1 dokaze stiepit’ APP na sekunddrnom mieste B'. Toto Stiepenie je vSak mene;j
efektivne. Vytvéara sa nim C-termindlny fragment. Po Stiepeni y-sekretdzou sa uvolni
peptid ABi1 - 4o.

Alternativna selekcia APP sekundarneho miesta sa pravdepodobne vyskytuje
prevazne u ochrannej Islandskej mutacie A673T. Zatial', ¢o iné zaznamenané mutécie
ako A673V a Svédska mutacia, vykazuji zvy$ené amyloidogénne p-stiepenie [38].

Pomer AP42/APso je validovanym bio markerom pre Alzheimerovu chorobu.
Percento degradicie APP cez amyloidogénnu alebo neamyloidogénnu drdhu zostava
variabilné a zéavisi od stavu pacienta. Za fyziologickych podmienok moéze byt APP
spracovana cez amyloidogénnu drahu a vedie k prevladajucej produkeii (90%) APaso, Co
je viac rozpustnd forma AP, ktora preukazala ochranné ucinky. V pripade Alzheimerove;j
choroby prevlada produkcia AP+, priCom tato izoforma je nachylnejSia k samovolnej
agregacii a tvorbe amyloidnych plakov [66].

n-Sekretazova cesta. Alternativna enzymaticka cesta za fyziologickych podmienok.
UAD aDS mdze byt ovplyvnena. V tomto pripade je APP Stiepeny mn-sekretdzou
v extracelularnej doméne, ¢im sa uvolni rozpustnd APP ektodoména. Terminalny
fragment (CTF-n) podliecha dalSiemu spracovaniu ako substrat B-sekretazy. Do
extracelularneho priestoru sa uvol'ni peptid An-a/ An-f za ponechania fragmentov CTF-
o/CTF-B v bunenej membrane. Funkcie tychto produktov nie st zndme, avSak
experimentalne bolo zistené, Ze za fyziologickych podmienok moéze An-a peptid
inhibovat’ neuronalnu aktivitu hippokampu u mys$i. Fragment CTF-n taktieZ podlieha

Stiepeniu prostrednictvom y-sekretazy, ¢im podporuje vznik ABa4o peptidu [6,28].
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2.4 Amyloid

Rudolph Virchow na preskumanie cerebralnych corpora amylacea, ktoré mali
abnormalny makroskopicky vzhl'ad, vyuzival jod ako farbiace Cinidlo. Ked’ zistil, ze
jodom osetrené Struktiry vykazuji svetlo-modré sfarbenie a po pridavku kyseliny sirove;j
prechadza na fialové, dosiel k zaveru, Ze ide o celulozu/skrob. Nazval preto pozorovanu
latku ako amyloid znazvu pre Skrob z lat. "amylum” a Gréckeho "amylon”. Neskor
prevedené Studie Friedrichom a Kekuléem preukézali pritomnost’ proteinu, podporena
vyraznou absenciou sacharidov a vysokym obsahom dusiku. Co viedlo k vyskumu
amyloidu ako proteinu a nésledne ako triedy proteinov s tendenciou podstapit’
konformacéné zmeny, ktoré vedu ku vzniku fibril. Dnes je amyloid patologicky termin pre
prevazne extracelularne tkanivové depozity proteinovych fibril, ktoré sa pouzitim ¢ervene
Kongo farbia oranzovo-Cervene, a prejavuju sa zelenou polarizaciou pod polarizatnym
mikroskopom [57,58,65].

Amyloid je popisovany ako nerozvetvené bielkovinové vldkno s opakujlicou sa
substruktirou, ktord pozostdva z B*-retazcov. Tieto refazce prebiehaji kolmo k osi
hlavného vlakna a vytvaraju tzv. prie¢ny B-list (z angl. cross-p sheet) s neuréitou dizkou.
Amyloid sa sklada z usporiadanej zostavy mnohych (zvyc€ajne az tisic) kopii peptidov
alebo proteinov o dizke 6 — 12 nm [41].

Viac ako 50 ludskych ochoreni je charakterizovanych depozitmi fibrilarnych
proteinovych agregatov. Zahtiiajii neurodegenerativne ochorenia ako AD, Parkinsonova
a Huntingtonova choroba. Amyloid mo6Ze vzniknit' z viac nez 30 roznych proteinov
v rdznych Castiach tela. Proteinové agregaty sa tvoria aj v inych organoch nez v mozgu,
napr. usystémovej amyloidozy a diabetes mellitus typu Il. Rozne proteiny, ktoré
agreguju u tychto ochoreni su vo vSeobecnosti nepribuzné, ¢o sa tyka sekvencie alebo
prirodzenej Struktiry. Ich spoloénym znakom je zostavovanie fibrildrnej Struktary s p-
konforméciou.

AP bol identifikovany ako hlavna zlozka amyloidu biochemickou analyzou cerebréalne;j

amyloidnej angiopatie (CAA) a amyloidnych plakov [55,58,65].

3 Terminy oznadované s vyuzitim pismena B gréckej abecedy (B-retazce, B-list, AP a iné) odkazuju na
sekundarnu Struktaru bielkovin: B-konformaciu. V bielkovinach sekundarna Struktira predstavuje miestne
priestorové usporiadanie polypeptidového retazca. B-konformacia je jednym z dvoch beznych typov
sekundarnych Struktar v bielkovin, pricom druhym je a-hélix.
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2.4.1 Amyloid-p a jeho toxické formy

AP termin sa vyhradne odkazuje na protein schopny samovolnej/spontannej
agregacie do charakteristickych fibril tvoriaci Specificky typ amyloidu. Pritomnost AB v
mozgu zdravych jedincov, vzbudila otdzky ohl'adom jeho fyziologickych funkcii za
normalnych podmienok [65,66].

Monoméry. Na zaklade pritomnosti AP peptidu pocas embryogenézy, sa
predpokladd, ze hra tlohu pri normalnom vyvoji mozgu. Za fyziologickych podmienok
sa monoméry AP podielaji na intracelularnej signalizacii, synaptickych funkciach
a neuronovych cytoprotektivnych drahach. To naznacuje, Ze v nizkych koncentraciach
avo forme monomérov nejde vzdy o toxicky produkt. U AD su hlavnymi
reprezentativnymi variantami AP0 a AP42 [8,46,49].

AP monomér patri medzi vnutorne neusporiadané proteiny. Tieto proteiny nemaju
Struktiru pocas uplnej solvatacie, ale za urcitych podmienok moézu podstupit
konformaéné zmeny k usporiadanym stavom. Je metastabilny vo vodnych roztokoch
a stabilitu ziskava vytvorenim sekundarnej Struktury v prostredi podobnom membrane.
APso a APs2 maji réznorodé sady sekundarnych Struktur, liSia sa typom pf-hairpins
a f-strands, ktoré vytvaraji. V monoméroch boli tieZ identifikované oblasti, ktoré by
mohli zohravat’ rolu v dynamike agregacie: centradlne hydrofobne jadro zloZené zo 17 —
20 aminokyselin a oblast’ B-otoc¢ky zloZzena z 23 — 28 aminokyselin. Oblast’ B-otocky je
schopnd vytvorit’ i6novy most, u ktorého bolo pozorované urychlenie procesu agregécie
[49,59].

Napriek tomu, Ze sa APso a APaz odlisuju v dizke len o dve aminokyseliny, ich
agregacné tendencie su vyrazne rozdielne. APao je v mozgovo-miechovom moku (CSF)
pritomny v pomere 10:1 oproti AP4. V amyloidnych plakoch/platoch je pomer AP4o
a APz 1:3, ¢o zodpoveda experimentalnym vysledkom pozorovania rychlosti rastu jadra
AP42, ktora je omnoho vysSia. Rychlost’ agregacie AP4, koreluje s obsahom B-retazcov
najdenych v jeho monomérnej forme [6,9,49,56,58,59]. Ich odlisné chovanie je zrejmé uz
na zaciatku agregacie, behom tvorby malych oligomérov. AP4o tvori tetraméry ako
terminalne oligoméry, zatial’ ¢o APaz tvori dodekaméry ako koncovy oligomér [51,56].

AP monomér sa skladd do konformacie vlakno-slucka-vladkno, ktoré je stabilizované
intramolekularnymi interakciami [-retazca. Takto zloZzend konformécia ulahcuje

vytvaranie predizenych B-listov, ktoré tvoria zrelé¢ amyloidné fibrily [56].
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DIhsi A4 je nachylnejsi k agregécii a prevlada v parenchymovych plakoch. Kratsi
APao je sekretovany bunkami v vyssich mnozstvach a je hlavnou izoformou A ukladanou
v mozgovych cievach, ¢o je zname ako CAA [49,67].

Rozpustné oligoméry (APOs). Druh AP, ktory prechadza Strukturdlnou
transforméciou asponn do tvorby dimérov alebo multimérov, ¢im sa meni jeho
trojrozmernd Struktura na rozpustné druhy AB. Su vnimané ako medziprodukty na ceste
k tvorbe patogénnych amyloidnych plakov. Postupom ¢asu dochddza k formulécii tzv.
ABO hypotézy, v ktorej su povazované za najtoxickejSiu a najpatogénnejSiu formu Ap.
Predpoklada sa, ze prave rozpustné oligoméry su zodpovedné za indukciu synaptickej
dysfunkcie, naruSenie neurondlnych spojeni az nakoniec neurébnova smrt’.
Hladiny/rovne rozpustnych ABO v 'udskom mozgu, ¢i v zvieracich modeloch, lepSie
korelujui so zédvaznostou ochorenia nez amyloidné plaky. K ich hromadeniu dochadza
pred vznikom plakov, ¢o je potvrdené imunochemicky aj imunohistochemicky [9,49, 60,
o1].

Formovanie ABO zafina zmenami v konformdacii monomérneho AP, ¢o vedie k
vzniku dimérov a trimérov s nizkou molekulovou hmotnostou (LMW). Nasledne
dochéadza k agregacii a vznikaju rozpustné sférické oligoméry pozostavajice z 12 az 24
monomérov. LMW sa predlzuju na oligoméry s vysokou molekulovou hmotnostou
(HMW) s krivociarymi retazcami alebo fibrildrnymi predformami (PFs), z ktorych sa
nakoniec stavaji nerozpustné fibrily [60].

Rozpustné AP oligoméry derivované zludskych mozgov maji distriblcie
molekulovych  hmotnosti  zodpovedajuce zmesi dimérov az dodekamérov.
Z oligomérnych foriem sa na vytvarani fibril zucastiuji Af diméry, zatial’ ¢o triméry
alebo globuloméry AP sa zhromazdujii ako stabilné nefibrilarne oligoméry. Studie
hmotnostnej spektrometrie ukézali, Ze bioaktivne druhy AP s hmotnostou 7 kDa, sa
skladaju z heterogénnej zmesi kovalentne prepojenych dimérov roznych fragmentov Ap,
ktor¢ by mohli predstavovat’ najmenSie synaptotoxické Struktury. Rézne druhy AP,
vratane APOs, modzu inhibovat long-term potentiation®, potencovat long-term
depression’ a viest k stratdm synapsii , o sa prejavuje znizenim hustoty dendritickych

vybezkov [46,62].

4 Ide o proces, pri ktorom sa opakovane stimulovana synapsa stava citlivejSou na vzruchy a zvy3uje svoju
efektivitu v prenose signalov.
3 Proces, pri ktorom sa opakovane stimulovana synapsa stdva menej efektivnou v prenose signalov [158].
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Podla niektorych zdrojov je Struktura B-listu pritomnd v amyloidnych oligoméroch
preferovanou Strukturalnou zlozkou, avSak nie je dolezitym predpokladom toxicity.
Struktirne determinanty, ktorymi tieto oligoméry spdsobuju poskodenie buniek, mozu
suvisiet’ s expoziciou hydrofébnych skupin, s malou velkostou oligomérov a s vysokym
difuznym koeficientom, ich vnatorne nespravne zlozenou povahou a sklonu k agregacii.
Takéto Strukturalne vlastnosti maju schopnost’ sa zapajat’ do mnozstva abnormalnych
interakcii s celou radou bunkovych zloziek, ako st fosfolipidové dvojvrstvy, rozpustné
peptidy a proteiny, proteinové receptory, RNA a bunkové metabolity, kde niektoré alebo
vSetky maju potencial spdsobit’ poskodenie buniek a v kone¢nom désledku ich smrt’. V
skutocnosti je zndme, ze viaceré amyloidné neurodegenerativne ochorenia sa vyznacuji
dolezitou zépalovou zlozkou, ktora moze byt vysledkom prirodzenej reakcie proti
"nezndmym" molekuldrnym druhom, ktoré sa tvoria pocas amyloidogénnej kaskady
alebo proti vedl'ajsim produktom ich pésobenia [50].

APBO, ktoré st najlepSie rozpustné vo vode, ucinne spdsobuji naruSenie Struktury
neurénov (integrity neuritov), tak funkcie (synaptickd plasticita), ¢o naznacuje, ze len
mala Cast’ toxickych AP oligomérov vykazuje biologickl aktivitu. Bolo identifikovanych
niekol’ko hlavnych typov ABO, ktoré vykazujii neurotoxickt aktivitu: diméry, AB*56,
amylosféroidy, AB-derivované difuzne agregaty [46,62].

Protofibrily (PFs). Su definované ako nodularne Struktiry s hmotnost'ou viac ako
100 kDa, s priemerom okolo 5 nm a dizkou 200 nm. V sekundérnej $truktare sa hlavne
zloZené z B-listov a Ciastocne z nahodnych a-helixov. Biologické Studie preukazali, ze
PFs vykazuji ako toxické, tak zapalové Uc¢inky. PFs st podmnozinou rozpustnych
oligomérov, st povazované za medzistupen v agregacnej drahe k zrelym AP fibrilam.
Tvorba fibril z PFs je naro¢nejsia nez z nizko-molekuldrnych AB. Zrelé fibrily APi42sa
vytvaraju hlavne z nizko-molekularnych ABi.42 [63,64].

Dolezitym modelom pre Studium PFs je Arkticka APP mutacia (APP E693G), ktora
sposobuje rozvoj EOAD a Specificky zvySuje rychlost’ tvorby tohto druhu AP (46).
Model nestci mutaciu Svédsku, ako aj Arkticku (transgénne mysi ArcSwea) vykazoval
zvySenu uroveinl tvorby protofibril, U tohto modelu bolo preukdzané, ze dochadza ku
kognitivnym deficitom bez hromadenia plakov a sucasne bola detegovana rand a
rozsiahla tvorba intraneurdlnych AB-imunoreaktivnych Skvin. Je hypotetizované, Ze tieto
intraneurondlne peptidy zodpovedaju intracelularnym ne-fibrilarnym agregdtom Ap (PFs,
vzhl'adom k pritomnosti mutacie Arctic). Intraneurondlne peptidy sa objavili skor nez

nahromadenie plakov v parenchyme [46].
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PFs narusuju integritu membran tym, ze indukuji tvorbu reaktivnych foriem kyslika
(ROS) a lipidovej peroxidacie, o ma za nasledok znizenti fluiditu membran, poruchu
intracelularneho vapnika, depolarizaciu a naruSenie long-term potentiation. PFs ABi-4
taktiez vyrazne znizili fluiditu neurénovych membran v porovnani s LMW-Afi.42. Preto
sa predpoklada, ze G¢inky na fluiditu membran a néasledné poskodenie neurénov zavisia
od $pecifickej konformacie AP [63].

Fibrily a plaky. Fibrily st polymorfné s molekuldrnymi Struktirami, ktoré zavisia
na podmienkach agregicie. Strukturdlne odligné fibrily moézu mat roznu urovei
rozpustnosti, rychlosti akumulacie a toxicity v kultirach neuronalnych buniek. Spolu
s plakmi st spojované so synaptickou dysfunkciou v AD zvieracich modeloch
a pacientoch. AP fibrily su tieZ pozorované v blizkosti porusenych neuritov, v oblastiach
so znizenou hustotou neurénovych synaptickych vybezkov a v oblastiach neuronalneho
ubytku. Modely na primatoch s AD preukazali, ze mikroinjekcie fibrilarnych agregatov
do mozgovej kory, sposobili neurodegeneraciu, neurofibrilarnu patologiu
a neuroinflamaciu. Povrch AP fibril taktiez moéze katalyzovat formovanie AP
oligomérov, pri¢om bolo pozorované, ze AP oligoméry obklopuju fibrily [46].

Plaky AP sa mdzu vSeobecne kategorizovat’ na samotné amyloidové plaky (s
hustymi, kongofilnymi jadrami) a skalu vol'nejSie organizovanych usadenin s r6znymi
vel’kostami, tvarmi, hustotami a umiestnenim [65]. Bolo popisanych niekol'’ko r6znych
typov na zéklade ich prepojenia s klinickymi priznakmi. Prvy krok kategorizacie AP
plakov je zaloZeny na obsahu fibrilov. Fibrilarny typ je lepSie asociovany s klinickou
demenciou ako nefibrilarny. Fibrildrne plaky mo6zu mat’ velkost’ od 30 do 100 pm
a obsahuju AP vo forme B-skladaného listu ako sekundérnu konforméciu. Nefibrilarne
tzv. difuzne plaky mozu dosahovat’ vel’kosti od 10 aZz > 100 um a ich morfoldgia je vel'mi
variabilna. Difazne plaky su ¢asto pritomné u pripadov bez kognitivneho postihnutia.

Dalsim krokom kategorizacie je pritomnost neuritického komponentu. Plak sa
povazuje za neuriticky, ak obsahuje degenerujice axony a dendrity (tzv. dystrofické
neurity). Cim viac neuritickych plakov je pritomnych v neokortexe mozgu, tym vaznejsie
st klinické priznaky choroby.

Okrem beznych su popisané aj vzacne typy plakov ako napr. bavlnové plaky. Hoci
su popisané len u niekol’kych sporadickych pripadov (konkrétne mutéacie v géne PSENT1),
st klinicky relevantné. V pripade cievnych depozitov A, sa CAA kategorizuje ako CAA-
typ I: zahfa kortikalne kapildry, leptomeningealne a koritkalne artérie a arterioly. CAA-
typ Il nezahina kortikalne kapilary [67].
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Experimentalne $tadie naznacuju, ze AP plaky obsahuju objemny pocet oligomérov

a niektoré uvolnuju toxické oligoméry do okolitého parenchymu [65].

2.4.2 Ap-podmienena patolégia u Alzheimerovej choroby

Hypotéza chronickej neuroinflamacie. Povazuje sa za kI'icovl patogénnu udalost’
pri AD etioldgii. Predpokladom pre zapalova odpoved’ je aktivacia mikroglii AP plakmi.
Javi sa ako spustac exacerbacie AP zataze a hyperfosforylacie Tau proteinu. AP dokézu
interagovat’ s recepotrmi PRR (z angl. pattern recognition receptors) mikroglii
a astrocytov, ktoré iniciuji vrodent imunitu. Akumulidcia AP v mozgu naruSuje
mikroprostredie, vyvolava trvalé zmeny a moze viest’ k tzv. primingu mikroglii. Priming
mikroglii je po ich aktivacii d’als$im porusenim prostredia, ktoré indukuje prehnant
a zvySenu mikroglidlnu odpoved’ v porovnani s aktivaciou. Tieto mikroglie s citlivejSie
na mensie podnety [12,46,48].

Vysledkom je zmena ich proliferacie, morfologie ,fyzioldgie a biochemickych
marker. Dlhodoba aktivicia imunitnej odpovede vyustila v akumuléciu AP a trvalu
prozapalovu cytokinovu signalizaciu , ¢im zacala deStrukcia neurénov. U perzistentne
aktivovanych mikroglii sa zniZi efektivita a schopnost’ Stiepit’ A plaky, kym ich kapacita
produkovat’ prozapalové cytokiny zostdva zachovana. Postupne st na miesta AP plakov
rekrutované d’alSie mikroglie a periférne makrofagy, o eSte viac podnieti prebiehajuci
zapal [12,48].

Ukézalo sa, Ze astrocyty pohlcuji velké mnoZstva nahromadenych, nerozloZenych
PFs ABi-42. Toto intracelularne ukladanie APi.42 vedie k vaznym defektom astrocytickych
endolysozomalnych Struktar a rozvoju zédpalového procesu aktivaciou mikroglii. PFs ABi-
42 maju viacndsobny vplyv na regulaciu prozépalového cytokinu interleukin-1 beta, ktory
sa podiel'a na udrZiavani imunitnych reakcii a prispieva k zdvaznosti réznych ochoreni
CNS, od roztrisené sklerézy a neurodegenerativnych ochoreni, traumatickych poraneni
mozgu az po diabeticku retinopatiu [63,144].

Mitochondriialna toxicita a ovplyvnenie Ca?" homeostazy. AP sa akumuluje
v lysozomoch a endozémoch intraneurondlne, kde narusa proteinovu degradaciu. VEasne
v procese ochorenia dochddza v postihnutych neuréonoch AD k poruseniu energeticke;j
rovnovahy, znizeniu mitochondridlneho membranového potencialu, redukcii enzymovej
aktivity mitochondrii, produkcii ROS a vapnikovej dysregulacii. Oxida¢ny stres, ktory sa
vyskytuje v pritomnosti fyziologickej nerovnovahy medzi produkciou ROS a kapacitou

antioxidantov, je kritickym patogénnym mechanizmom pri progresii AD [7,63,66].
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Extracelularne oligoméry, najmi typu APz, zvysuju vstup Ca*" do neurénov. AICD
sa taktiez pravdepodobne podiel'a na zvysenych hladinach Ca**a ovplyvnenej senzitivite
ionovych kanalov. Reakciou na vysoké hladiny Ca** moéze dojst k poruseniu
mitochondrialnej membrany, co vedie k tniku dolezitych mitochondridlnych
komponentov  (Cytochrom C, cyklofilin D), s naslednou aktivaciou apoptdzy a vo
vysledku k redukcii synapsii. Rovnaky proces nastava pri AP interakcii s komponentmi
mitochondrii za vzniku mitochondrialneho poru [7].

Interakcie s proteinmi a regulacnymi drahami. Peptid A ma schopnost’ viazat
Siroku Skalu proteinov, a tak zasahovat’ do ich expresie a funkcie. Amyloid-f3 alkohol
dehydrogenaza (ABAD) je jednym z protektivnych enzymov. AvSak v pritomnosti A je
schopny spustit/ul’ah¢it’ apoptézu. Naviazanie AP peptidu na ABAD inhibuje jeho
aktivitu voci vSetkym jeho substratom. Inicidlna molekula AP by pravdepodobne aktivitu
ABAD neovplyvnila, zatial' ¢o formacia AP oligomérov narusa samotny enzym a meni
jeho funkciu [7,10].

Podla testov na hipokampalnych bunecnych kulturach, AP peptid inhibiciou
zasahuje do drahy cAMP response element binding protein, ktorda je dolezitd pre
formovanie pamite. ZniZuje tym zaroven prostrednictvom expresiu neurotrofického
mozgového faktoru, ¢im pravdepodobne prispieva k strate synapsii a k dysfunkcii paméte
[7,11].

Akumulacia toxickych u¢inkov AP peptidu v ramci dlhého ¢asového obdobia moze
nakoniec spOsobit’ dostato¢né neurondlne poskodenie konzistentné so symptomami AD.
Ddkazom toxického mikroprostredia patologicky agregovaného AP je vysokd troven

poskodenia pozorovana v jeho okoli [7,66].
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2.5 Tau protein

Tau je prirodzene nezlozeny protein, ktory sa zucastiuje zostavovania mikrotubulov
audrzovania stability ich Struktury. Dominantne je zastipeny v mozgu, primarne v
axénoch neurénov. Jeho pritomnost sa tiez zaznamenava v oligodendrocytoch,
somatodendritickom kompartmente neurénov, periférnych nervoch a niektorych ne-
neuronalnych tkanivach ako slinné Zzlazy, prsné tkanivo, kardiomyocyty, kostrové

svalstvo, pankreas a oblicky [19-21].

2.5.1 Struktiira, regulicia a funkcie

Tau sa sklada z N-terminalnej projekénej domény, regionov bohatych na prolin #zv.
proline rich regions (ProRR), microtubule binding repeat regions a C-terminalnej
domény. Existuje niekol’ko izoforiem Tau proteinu: 3RON, 3RIN, 3R2N, 4RON,4R1N,
a 4R2N. Vsetkych Sest’ izoforiem je vysoko hydrofilnych, a preto st rozpustné a tepelne
stabilné. Mozog l'udského plodu pozostava z najkratSej izoformy 3RON. Zatial' ¢o mozog
dospelého cloveka obsahuje vSetkych Sest’ izoforiem, ktoré st produktom alternativneho
zostrihu jedného génu. Tau izoformy sa od seba odliSuji na zéklade kolisania poctu
opakovanych tubulin-viaZucich regiénov [19,20,25].

Niektoré sa skladaju z troch alebo Styroch tubulin-viazucich opakovani. V§eobecne
musi byt v mozgu dospelého ¢loveka pomer izoformy s tromi alebo Styrmi tymito
opakovaniami 1:1. NaruSenie tohto pomeru sa povaZuje za charakteristicky znak
u tauopatii ako je frontotemporalna demencia ¢i AD [19].

Regulacia a funkcie. Tau je vysoko regulovany fosfoprotein s rozsiahlymi
funkénymi aktivitami. Beznymi a zasadnymi procesmi su fosforylacia a defosforylacia.
Tieto procesy st ovplyvnené Specifickymi protein kindzami a fosfatdzami C. Biologicka
aktivita Tau je regulovana stupfiom jeho fosforylacie. Za Tau fosforylaciu zodpovedaju
protein kinazy z triedy Proline-Directed Protein Kinase, Non-Proline-Directed Protein
Kinase a Tyrosin Protein Kinases. Tau fosforylacia, ktora je vyzadovana pre regulaciu
jeho fyziologickych funkcii, moze zvysit alebo znizit jeho stabilitu [19,24,25].

Na najdlhSej izoforme Tau bolo identifikovanych 85 potencialnych fosforylacnych
miest. Viac ako 20 kindz preukdzalo schopnost’ fosforylovat’ Tau in vitro. AvSak stéle
existuje neistota, ktoré skutocne fosforyluju Tau in vivo. Mnohé fosforylacné miesta Tau
asociované sjeho dysfunkciou aneurodegeneraciou predstavuji C-termindlne sa

opakujuce oblasti, ktoré su definované ako oblasti viazania mikrotubulov [26].
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Podla stavu fosforylacie a rozpustnosti méze byt Tau v mozgu postihnutom AD
rozdeleny do troch skupin: nefosforylovany funkény Tau, abnormélne silne
fosforylovany Tau a Tau agregovany do nerozpustnych NFTs. Odstranenim fosforylacie
z abnormalne fosforylovaného Tau pomocou proteinovych fosfataz sa in vitro obnovuje
jeho biologicka aktivita vo¢i zostavovaniu mikrotubtl a zaroven sa znizuje patologia Tau
in vivo. Co naznacuje, Ze hyperfosforylacia je kI'a¢ové pre patolégiu Tau. Okrem vplyvu
na stabilitu mikrotubtll, méze ovplyvnit triedenie proteinov, degradéciu, skratenie
a agregaciu [69].

Mobze byt taktiez regulovany post-translacnymi modifikaciami zahfiiajicimi proces
fosforylacie, defosforylacie, acetylacie, nitracie, glykacie, sumoylacie, ubikvitinacie
a proteolytické Stiepenie na serinovych, treoninovych a tyrosinovych zbytkoch. Funkéné
charakteristiky Tau si priamo zavislé a regulované post-translacnymi modifikéciami
[19].

Roézne stadie a pozorovania navrhuju, ze viazanie mikrotubulov a regulécia ich
Struktiry nie je jedinou funkciou Tau. MoZe sa podielat’ na regulacii dynamiky
mikrotubulov, regulacii tvaru buniek, pohyblivosti buniek, interakcii mikrotubulov
a plazmatickej membrany, axonalnom raste, axonalnom transporte, polarite neurénov ¢i
ochrane miktrotubulov pred Stiepenim. Zohrava pravdepodobne ddlezita ulohu v long-
term potentiation ako aj long-term depression [20-24].

Akékol'vek nezvycajné zmeny v Strukture Tau alebo procese fosforylacie Tau,
ovplyviiuju jeho afinitu a schopnost’ viazat’ mikrotubuly, ¢o vo vysledku vedie k jeho

toxickej agregacii [7,26].

2.5.2 Tau-podmienena patologia u Alzheimerovy choroby

NFTs su jedna z charakteristk AD. Skladaji sa z PHFs abnormalne
hyperfosforylovaného Tau. Na rozdiel od AP plakov, akumuldcia NFTs u AD koreluje
so stratou neuronov a kognitivnym postihnutim. Progresivna hyperfosforylacia
monomeérneho Tau moduluje konformaciu a ndboj proteinu, ¢im dochddza k odkrytiu
oblasti pre viazanie mikrotubulov. Tento proces vedie k spontannej tvorbe patologickych
oligomérov a agregacii Tau, zmene dynamiky -cytoskeletu, naruSeniu axonalneho
transportu a vyustuje v dysfunkciu synapsii sprevadzanu astrogliozou (patologicky stav
v mozgu, ktory je charakterizovany nadmernym rastom astrocytov)F, spolu s aktivaciou

mikroglii [19,26,68,71].
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Oligoméry Tau tvoria dynamické Struktury, ktoré maja gul'ovity tvar a pozostavaju
z dvoch alebo troch molekul, ktoré sa mézu premenit’ na B-bohaté Struktary so skodlivymi
dosledkami. Oligomerizované Tau proteiny sa postupne premenia na PHFs, az nakoniec
na NFTs. Predpoklada sa, ze neurotoxické su prave rozpustné, najmid monomérne a malé
oligomérne druhy Tau [19, 68,70].

Internalizacia Tau v astrocytoch mdze zmenit’ sekréciu astrocytarnych cytokinov a
zaroven je akumulacia Tau podporovana pritomnostou prozapalovych cytokinov. Tym je
naznaceny mechanizmus pozitivnej spitnej viazby, ktorym Tau a zapalovy proces mozu
viest’ k trvalej astroglidze a pohanat’ patologiu AD . Perzistentnd astrogliéza moze znizit’
metabolicku, troficku, synapticki aimunitnd podporu poskytnuti neurénom
prostrednictvom astrocytov. Zdravé astrocyty vykazuji vel'mi nizku endogénnu expresiu
Tau, ktort neovplyviluje ani stimuldcia AB. Napriek tomu je v astrocytoch u AD
pozorovany hyperfosforylovany Tau a jeho ndlez sa poklada za nasledok internalizéacie
exogénneho Tau [71].

Pridavok extracelularnych oligomérov Tau oslabuje dlhodobt potencidciu pamite
umysi. Okrem toho aplikdcia LMW oligomérov Tau ku kultare hipokampdlnych
neurénov ovplyviiuje morfologiu a hustotu dendritickych vybezkov. Tento pozorovany
ucinok bol sprevddzany zvySenou produkciou ROS azmenami v intracelularne;
homeostaze vapnika.

S cielom objasnit’, vplyv druhov Tau proteinu, a ktory sa najviac zucastiuje na
synaptickej dysfunkcii, boli vytvorené rozne indukovatelné transgénne mysSi
s exprimovanou formou Tau o plnej alebo skratenej dizke. Tau o plnej dizke je pokladany
za vysledok normélneho spracovania Tau génu, zatial’ ¢o skratené formy Tau proteinu
mézu vzniknit'® v dosledku neobvyklych post-translacnych modifikéacii alebo
alternativneho spracovania génu Tau. Tymto skratenym forméam casto chybaji konkrétne
funkéné domény alebo opakovania, ktoré su pritomné v Tau plnej dizky.

Obe formy sa vo vysledku podiel’ali na vyvolani znakov AD, vratane straty synapsii.
Forma o plnej dizke vSak sposobovala patolégiu pozorovanii pred vytvorenim NFTs.
Zatial’ ¢o skratend forma vyvolala masivnu tvorbu NFTs, stratu neurénov v hipokampe
a celkovy zévaznejsi priebeh AD patologie. Vypnutim expresie Tau v tychto modeloch
sa zlepsil stav pamite ako aj synaptickych porach.

Afinita muskarinovych Mi/M3 receptorov k Tau proteinu je 10-krat vysSia nez
k acetylcholinu. Po dlhodobej stimulécii acetylcholinom dochadza u tychto receptorov

k desenzitizacii, ktorti stimulacia prostrednictvom Tau nevyvolava. Naopak Tau ich
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stimulaciou moze spdsobovat’ dlhotrvajici narast intracelularnej hladiny Ca**, ¢o moze
viest’ k apoptdze [70].

Dopady spojené s hyperfosforylaciou Tau pri neurodegeneracii zahffiaju naruseny
axondlny transport, presun Tau vnutri bunky do somatodendritick¢ho oddielu a stratu
synapsii. Dysfunkcia na synapsach moéze nastat’ presynapticky, kde fosforylovany tau
zasahuje do synaptickych vezikul, ako aj postsynapticky prostrednictvom redukcie

receptorov AMPAS [76].

2.6 Patologické mechanizmy AP a Tau

Premena proteinovych molekul z funkénych nativnych stavov na agregované formy
zavisi od faktorov, ktoré ovplyviiujt ich termodynamick stabilitu a kinetickt dostupnost’
agregovaného stavu. Faktorom, ktory urcuje termodynamicku stabilitu je rozdiel vol'nej
energie nativneho a agregovaného stavu. Dal§im faktorom, ktory ovplyviiuje kineticki
dostupnost’, je bariéra vol'nej energie medzi nativnym a agregovanym stavom proteinu.
Koncentracia proteinu taktiez zohrava kI'uCovu ulohu pri prechode proteinu z
rozpustného stavu na agregovany, v tvorbe intermolekularnych vézieb av urceni
termodynamickej stability agregovaného stavu. So zvySujucou sa koncentraciou, narasta
pravdepodobnost’ formovania intermolekularnych interakcii a agregovany stav je
preferovany. Ked' je nakoniec dosiahnuta kriticka koncentracia proteinu prekrocena,
dojde k presyteniu a volnd energia agregované¢ho stavu klesne pod hodnotu volnej
energie. Prirodzeny/nativny stav je metastabilny a moZze dojst’ k spontannej agregicii,
pricom vysoka bariéra vol'nej energie moze kinetiku procesu vel'mi spomalit’.

Na zaklade mnohych in vitro experimentov bolo navrhnutych niekol'’ko modelov, so
snahou popisat’ procesy vedice k vzniknutym proteinovym depozitom v mozgu

pacientov, ktoré su charakteristické pre viaceré ochorenia, vratane AD [47].

2.6.1 Akumulacia AP a Tau

Vznik AP fibril len z d{isto monomérnych proteinov zdvisi na pociatocnej
konformacnej zmene, nazyvanej primarna nukleicia. Predstavuje formovanie
amyloidogénnych jadier, bez prispevku pred-vytvorenych oligomérov. Pocas faze

nukledcie dojde k vytvoreniu prechodnych, kritickych jadier, ktoré pdsobia ako

6 AMPA receptory, zndme aj ako o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatové receptory, su
jednym z typov ionotropnych glutamatovych receptorov v nervovom systéme. Tieto receptory su dolezité
pre prenos excitacie medzi nervovymi bunkami a si kI'u€¢ovymi pre normalnu funkciu centralnej nervove;j
sustavy [159].
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medziprodukty pre prichytenie d’alSich monomérnych jednotiek a pohanaji zostavovanie
oligomérov prekrizenej B-Struktary. Priebeh elongacie predstavuje pokracovanie
interakcii medzi monomérmi, jadrom a oligomérmi. Zostavuju sa do pre-fibrilarnej
Struktary, ktora rychlo rastie do usporiadanej formy stabilnejSich protofibril [55].

Satura¢na faza. Koncentrdcia monomérov je nizka a kons$tantna, protofibrily sa

usporiadavaji vo vyzreté amyloidné fibrily s roznou morfologickou Struktirou a tiroviiou
polymorfizmu. Mo6zZe prebiehat homogénnym alebo heterogénnym mechanizmom. Pri
homogénnej nukledcii sa jadra tvoria len z monomérov pri presytenej koncentrécii.
V heterogénnej nukleacii sluzi molekula iného typu ako povrch pre adiciu
krystalizacnych alebo fibrilizaénych molekul. Napojené molekuly sa orientaciou
prispdsobia tak, aby rast kryStalu alebo fibrily pokracoval [51,52].
Nukleécia spolu s elongaciou predstavuje najjednoduchsi mechanizmus tvorby amyloidu
z monomérov a je charakterizovana sigmoidalnou krivkou. Silnejsia sigmoidalna krivka
s dlhou fazou oneskorenia a rychlym narastom s dosiahnutim stavu rovnovahy (platd
faza) naznacuje ucast’ sekundarnych procesov. Tieto procesy urychluju agregiciu
v zévislosti  na predom pritomne] hmoty fibril. Sekundarne procesy zahfnaju
fragmentaciu fibril veducich ku vzniku novych predizenia schopnych koncov fibril
a sekundarnu nukleaciu [55].

Sekundarna nukleacia. Akonahle sa nahromadi mala, ale kriticka koncentracia

fibril AP, vytvoria sa nové jadra. Jadra vznikaji zrovnakého typu monomérov na
povrchu existujucich agregatov, ktorymi je tento proces katalyzovany. Dochddza priamo
k rastove] fdze aod polymerizacie sa ocakava, Ze bude nasledovat jednoduchu
exponencionalnu funkciu. Tento proces spdja rast fibril a tvorbu difuznych oligomérnych
agregatov, ktoré sa uplatiiuji ako neurotoxické u AD [49 — 53].
Sekundarna nukledcia dominuje ako proces tvorby fibril pre mnoho in vitro asociovanych
peptidov a proteinov, vratane AP a Tau. Sekundarne procesy moézu vysvetlit' Sirenie
agregatov po tkanivach tym, Ze dojde k prenosu zarodku fibrilu a méZu tiez prispievat’
k faze oneskorenia agregacie, ktori je mozné skratit pridanim predpripravenych
fibrilovych zarodkov, ¢im sa obide potreba primarnej nukleacie.

Biologickeé prostredie ovplyviiuje rychlosti roznych krokov agregéicie v rdznej miere,
¢im modze presunit’ mechanizmus k inému dominantnému procesu. /n vitro podmienky
vyrazne ovplyviiuji mechanizmus agregacie. Napriek tomu sa zda, ze kl'icové aspekty
chovania proteinov nachylnych k agregacii, ktoré boli stanovené in vitro, si zachované
in vivo.
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Genetick¢ formy ochoreni spojené s agregaciou proteinov su  casto
sprevadzané vys$imi hladinami proteinov alebo s produkciou variant viacej nachylnych
k agregacii. Ukazuje sa trend, ze proteiny nachylné k samovolnej agregacii in vitro,
spOsobuju robustnejsiu patologiu in vivo [55].

Kinetika agregécie amyloidogénnych proteinov je vel'mi zavisla od ich koncentracie
a moze sa odrazat’ na procesoch, ktoré s nimi suvisia. APs2 je tak nachylny k agregacii,
ze je namahavé s nim manipulovat’ v laboratérnych podmienkach. Amylodiné plaky sa
objavuju o desatrocie skor pred nastupom priznakov AD a nachadzajt sa aj u kognitivne
normalnych jedincov vo vyS$Som veku. Preto sa na zdklade in vitro pozorovani,
predpoklada taktiez jeho spontanna agregacia in vivo, akonahle st dosiahnuté dostatocné
koncentracie [50,55].

Okrem agregéicie bol objaveny proces fragmenticie AP — dynamicky proces so
Strukturdlnou zmenou AP [72]. Fragmentacia fibril je nezavislda na koncentrécii
monomérov, preto mdze byt vyznamnejSia v porovnani so sekundarnou nukleéaciou, pri
ocakavanych nizkych koncentraciach proteinov in vivo. Rozpad fibril sa javi ako kl'acovy
proces ovplyviujtci kinetiku formovania amyloidu [55].

Pri podmienkach, za ktorych dochadza k tvorbe amyloidu po¢as ochorenia a priebeh
nukleacie je pomaly, moZe byt rast fibril dramaticky zrychleny prostrednictvom
fragmentacie. Fibrily sa lamu a vytvaraji roz$iritelné povrchy na ich koncoch. Proces
redukuje dizku fibril, ¢im sa upravuje ich schopnost’ interagovat’ s povrchmi d’alsich
fibrilovych castic vznikajucich v dosledku rozpadu a s povrchmi biologickych membran.
Tieto kombinované u€inky moézu spolocne prispievat k zvysSeniu cytotoxického
potencidlu fibrilarneho materidlu. ZmenSenie celkovej velkosti fibril moZe taktieZ viest’
k ich zvySenej internalizacii bunkami, zvySenému prenikaniu extracelularnych fibril cez
membrany k potencialne zranite'nej§im vnutornym membranam a posilneniu fibrilarnej
cytotoxicity [73].

Akumulacia/agregacia Tau. Hladiny Tau proteinu v mozgu postihnutom AD su
zvySené 7 — 10 krat v porovnani s mozgom zdravych jedincov. Spontanna agregécia Tau
proteinu je regulované fosforylaciou, a preto toto zvysenie pravdepodobne vychadza z
hyperfosforylacie a agregéacie proteinu do zhlukov, a znizuje tak jeho néachylnost’
k degradacii [75]. Tau je fyziologicky neustale fosforylovany a defosforylovany, aby bola
zaistend regulacia jeho spravnych funkcii. Ked’ sa vSak rovnovéha posunie smerom k
fosforylécii, afinita proteinu k mikrotubulom klesd. To méa za nasledok zvySenie

mnozstva cytosolického Tau so sklonom k agregacii. Naviac abnormalne fosforylovany
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Tau dokéze viazat’ d’alSie mikrotubulovo-asociované proteiny, ¢o vo vysledku este viac
podnecuje destabilizdciu mikrotubulov, spontdnnu agregiciu Tau do oligomérov
a vyssich agregatov [76].

Domény Tau pre viazanie mikrotubulov sa polymerizuji do vldkien. Zvlast' dva
hexapeptidy (VQIVYK a VQIINK) pritomné v tychto doménach st zasadné pre
agregaciu a tvorbu vlékien, ¢im poukazuju na to, ze usek Tau zapojeny do Tau-Tau
interakcie je pravdepodobne zakoddovany v jeho vlastnej sekvencii. Jeden z hexapeptidov
(VQIVYK) je pritomny vo vsetkych izoformach Tau , zatial' co druhy (VQIINK), je
pritomny len v izoformach 4R. To ¢iasto¢ne vysvetl'uje vyssiu tendenciu izoforiem 4R k
agregacii. Lokdlne Strukturdlne zmeny v Tau doménach pre viazanie miktotubulov
prostrednictvom vystavenia motivov tychto hexapeptidov, mdézu urcit premenu
neaktivneho Tau monoméru na patologicky agregovant formu. Dimerizacia Tau moze
nastat’ prostrednictvom akejkol'vek kombinécie tychto motivov, ktoré tvoria jadro pre
nukledciu, kde nasledne maji schopnost’ rekrutovat’ d’alSie dvojice Tau proteinu a Tau
monoméry, ¢o postupne vedie k vytvaraniu oligomérov. Nasledne predizené oligoméry
ziskavaju viac usporiadanii B-Struktiru a nakoniec tvoria PHFs, ktoré predstavuji
stavebné bloky NFTs. Ista ddlezitost ma taktiez dvojica cysteinovych zbytkov, ktoré
vytvaraju disulfidické mostiky behom dimerizacie Tau proteinu, a ktorych pritomnost’ sa
javi ako kl'acova pri tvorbe fibril [75,76].

Tau oligoméry mozu taktiez pdsobit’ ako zarodok pre vytvaranie d’alSieho nespravne
endogénne zlozeného Tau a vyvolavaju jeho redistribiciu do somatodendritického
oddielu bunky. Oligoméry v tomto agregacnom procese su vyrazne neurotoxickou

formou Tau a m6Zu byt’ prenasané medzi neurondlnymi bunkami [80].

2.6.2 Sirenie Tau a A patologie

Zvysené hladiny Tau proteinu v mozgovo-miechovom moku (CSF) su spojené s
rychlej$im poklesom kognitivnych schopnosti a celkovo hor$im klinickym vysledkom pri
AD. Narastajuce dokazy naznacuju, Ze vo vacSine neurodegenerativnych ochoreni sa
vyvojové zmeny a patologické proteiny §iria pozdiz neuroanatomicky spojenych oblasti
mozgu sposobom, ktory pripomina Sirenie patologického prionového proteinu. Tento
model zahffia abnormdlne proteiny so schopnost'ou transformovat’ fyziologické proteiny

do patologickej formy [76,78].
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Vyvoj NFTs sa odohrava v mozgu podla predvidateI'ného a hierarchického
distribu¢ného vzoru, ktory zacina v druhej vrstve entorhinalneho kortexu’, Siri sa cez
limbické a asociacné oblasti a nakoniec dosahuje hipokampus a neokortex. Tento vel'mi
Specificky vzor viedol k domnienke, ze samotny patologicky Tau protein alebo
patologicky proces, ktory zahtiia hyperfosforylaciu Tau a toxicitu, sa méze $irit’ priamo
z bunky na bunku prostrednictvom anatomickych spojeni [77,78]. Sekrécia tau je
opakovane pozorovand v réznych neurénovych aj ne-neuréonovych bunkovych liniach
[125].

Mechanizmy bunkovej sekrécie proteinov sa delia na konvencné a nekonvencné.
Konvenéné sekre¢né mechanizmy zahfnaju klasicku sekre¢nu cestu, zndmu aj ako draha
endoplazmatické  retikulum-Golgiho  aparat. Nekonvencnd  sekre¢nd  cesta
prostrednictvom ubikvitin-proteazomového sysytému (UPS), zahfiia vSetky ostatné trasy,
od vytvarania pérov na plazmatickej membrane (nekonvenéna sekre¢na cesta typu I -
UPS 1), cez vnésanie sa do organel a sekréciu exozémov (nekonvencné sekrecnd cesta
typu III - UPS III) az po obchadzanie Golgiho aparatu (nekonvencna sekrecné cesta typu
IV - UPS IV) . Nekonvenc¢né cesty sekrécie proteinov sa vicSinou indukuji bunkovym
stresom a su tak doOlezitou bunkovou stratégiou pre prezitie v podmienkach
proteostatického stresu [76,125].

Tau pravdepodobne vyuziva UPS typ Ipre priamy prenos cez plazmaticku
membranu, ktord by mohla byt’ riadena posttranslacnymi modifikaciami za patologickych
podmienok. Tau o plnej diZke interaguje s komponentmi vnutornej plochy plazmaticke;j
membrany a dochadza priamo k jeho translokacii do extracelularneho priestoru. Tento
mechanizmus je podporovany hyperfosforylaciou Tau a vyZaduje pritomnost
sulfatovanych proteoglykanov na povrchu bunky, ktoré ulahcuju jeho export. Uvolnenie
rozpustnych foriem Tau je postacujice na iniciovanie transcelularneho Sirenia Tau a
vedie k indukcii agregacie Tau v susednych bunkéch. Sekrécia roznych druhov tau méze
byt hnacim faktorom pre agregaciu a nésledné Sirenie medzi bunkami [79,125].

UPS Typu III zodpoveda sekrenému mechanizmu prostrednictvom vezikuldrnych
teliesok. Dochadza k sekrécii Tau uzavretého v membranovych Struktirach, ako st

exozomy alebo ektozomy. U exozoémov bolo zistené, ze obsahuji monomérny Tau, jeho

7 Entorhinalny kortex je hlavnou sudastou pamitového systému, medidlneho tempordlneho laloku.
Predstavuje hlavnu branu medzi hipokampom a neokortexom. Je zapojeny do vysSieho kognitivneho
spracovania, obzvlast’ do procesov pamite. Entorhinalna oblast’ prejavuje patologické a patofyziologické
zmeny v niekol’kych ochoreniach, vratane AD, epilepsie a schizofrénie [111].
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fosforylované agregacné formy a taktiez bolo dokézané, ze dochadza k ich synaptickému
prenosu medzi neurénmi. Okrem neurénov obsahuju exozémy aj dalSie bunky
centralneho nervového systému, ako su mikrogliové bunky, astrocyty a oligodendrocyty
[79].

Sirenie AP patologie predstavuji amyloidové plaky, ktoré sa najprv zvy&ajne objavia
v neokortexe, odkial’ sa $iria do alokortexu a subkortikalnych oblasti. AP peptidy su
zhromazd'ované vo vnutri intraluminalnych vezikul. Po zluc¢eni tychto intraluminalnych
vezikul s plazmatickou membranou, sa uvolnuji do extracelularneho priestoru vo forme
exozomov. Exozomy bohaté na AP, izolované z pacientov s AD, moézu slazit ako
vehikula pre prenos toxickych latok medzi bunkami v prijimajucich kultivovanych
neurénoch. Napriek tomu, ze prenos AP z bunky na bunku predstavuje zmysluplnii
hypotézu, ktora podporuje skutocnost’ jeho lokalizacie vnutri neurdnov, neexistuju
definitivne dokazy o aktivnom transporte AP pozdiZ neurdnov.

APso a APaz cirkuluju v telesnych tekutinach, ako je plazma a CSF. Preto d’al$im
potencidlnym spdsobom difuzie AP z periférie do mozgu, moze byt cesta cez cievny
systém. Intraperitonealna alebo intravendzna aplikacia extraktov bohatych na AP
podporila v mySom modeli vyskyt mozgovej amyloidovej angiopatie, o poukazuje na

ucast’ cirkulujucich imunitnych buniek pri Sireni AP zarodkov [78].

2.6.3 Interakcie medzi A a Tau

Odstranenie samotného A alebo Tau uplne neukoncuje interakénti drahu, ktora stale
zohréava ulohu pri zrychlovani progresie ochorenia. Patologicky proces pravdepodobne
zahfna tieto moZnosti:

A) AP pohana patologiu Tau tym, Ze vyvolava hyperfosforylaciu Tau a
hyperfosforylovany Tau zabezpecuje toxicitu v neuréonoch. Ap a Tau sa mézu vzajomne
interagovat’ prostrednictvom kinaz. Predpoklada sa, ze hlavne tieto kindzy prispievaju k
hyperfosforylacii Tau proteinu, ¢o nasledne vedie k odpojeniu Tau proteinu od
mikrotubulov a k tvorbe NFTs: A-kindza, C-kindza, cyklin-dependentna kindza-5
(CDK-5), Calmodulin-dependentna protein kindza II, glykogén syntaza kinaza-3 (GSK-
3B) a MAPKs. AP urychl'uje hyperfosforylaciu tau prostrednictvom aktivacie CDK-5 a
GSK-3fB. Taktiez zasahuje do oligomerizacie a agregacie Tau , ktora je rovnako
umoznena AP aktivaciou CDK-5 a GSK-3fB. Porucha funkcie kindzy Fyn je taktiez
asociovana s patologickymi procesmi pozorovanymi u viacerych neurodegenerativnych

ochoreni (roztriisena sklerdza, Parkinsonova choroba) vratane AD. ZvySené hladiny
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kindzy boli pozorované v hipokampe a neocortex pacientov s AD. Fyn je nereceptorova
tyrosinova kindza spojovand s niekolkymi zasadnymi funkciami v CNS, vratane
myelinizacie a synaptického prenosu. Fyn pravdepodobne podporuje tvorbu AP
ovplyvnenim fosforylacie APP. ZvysSena fosforylacia poskodzuje endocytéozu APP,
nasledne sa hromadi v endozoémoch a lysozomoch, v ktorych je aktivita BACE-1
optimalna a dochadza ktvorbe AP. Tau moéze interakciou prostrednictvom svojej
aminoterminalnej projekénej domény s Fyn sprostredkovavat’ A toxicitu [80,81,84].

B) Tau zabezpecuje toxicitu AP a toxicita AP zavisi na pritomnosti Tau. Sucasné
modely ochoreni naznacuju, ze AP iniciuje patofyziologicku kaskadu vedicu k zmendm
v Strukture a akumulacii Tau. Predpoklada sa existenciu faz ochorenia, ktoré su ,,zavislé
od AB* (ovplyviiujlice zaciatok ochorenia) a ,,nezavislé od AB* (ovplyviiujuce rychlost’
progresie). Experimentdlna podpora tohto modelu pochadza z l'udskych neurdlnych
kmenovych buniek 3D kultivaéného systému, kde nadmerna expresia mutovaného APP
a PSENI1 (bez tau mutacie) vyvolala agregaciu A a tau, pricom patologia tau nasledovala
po AP. Blokovanie produkcie AP v kultirach (pomocou inhibitorov - alebo y-sekretazy)
zabranilo vzniku Tau patologie. Podobné zistenia boli hldsené v organoidnych
mozgovych kultirach vytvorenych z indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek
ziskanych od pacientov s AD. V mySom modeli, ktory vykazoval vyvoj patologie AP aj
Tau, sa plaky vytvorili pred NFTs a protilatky zamerané proti AP znizili zmeny Tau v
pociatocnom §tadiu ochorenia, ale nie v pokrocilom stadiu [80,82].

C) AP a Tau spolupracuju pri zasahovani do bunkovych procesov alebo organel a
moZu zosilnit’ toxické Gcinky jeden druhého. Nadmerna expresia APP a pritomnost” AB-
derivovanych difuznych agregatov spdsobuje fragmentaciu mitochondrii a ich neobvyklé
rozlozenie bez apoptozy. AP sposobuje opuch axénov a dendritov , znizuje axonalny
transport v hipokampélnych neurdénoch, ¢im prispieva k zmenenej distribucii
mitochondrii. Nadmerny rozpad mitochondrii koreluje s vySSou produkciou ROS, ¢o
vedie k vyvoju rozsiahleho makromolekularneho oxida¢ného poskodenia a
amyloidovych 1ézii sposobenych ROS [80].

D) AB a Tau sa moézu spolu vyskytovat’ na patologickych 1ézidch. Mikroglie:
Aktivacia mikroglii je klIi¢ovou neuropatologickou charakteristikou AD a klinické
Studie zistili zniZené Urovne aktivity glidlnych buniek v miernejSich pripadoch AD.
Rozpustny AP a nasledné plaky spuStaju aktivaciu mikroglii a uvolnovanie
prozapalovych cytokinov, ako su interleukin-1f a tumor nekrotizujuci faktor (TNF-a),

ROS a reaktivne dusikové zluceniny. Astrocyty: Jednou z prvych neuropatologickych
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zmien pri AD je hromadenie astrocytov na miestach AP depozitov. Aktivované astrocyty
obklopuji amyloidové plaky a NFTs. Ukladanie AP a NFTs podporuje aktivaciu a
hromadenie astrocytov, ktoré exprimuju gény zainteresované do fagocytdzy, ¢im moze
zmiernit' patoldgiu, prostrednictvom zachytavania a odstraiiovania bielkovinovych
zhlukov. Tato fagocytarna kapacita bola preukazand pre AP, ktory je zachytavany a
transportovany do lyzozomov pre degradaciu v astrocytoch. NaruSenie funkcie
lyzozémov v priebehu starnutia alebo strata presenilinu pravdepodobne predstavuje
zakladny mechanizmus pre hromadenie AP a fagocytovaného amyloidového materidlu
vnutri astrocytov, ¢o moze byt kI'a¢om k podporovaniu progresie amyloidovych plakov.

Transkripény faktor EB (TFEB®) hra taktiez doleziti ilohu v tomto procese. Expresia
astrocytického TFEB oslabuje hromadenie amyloidovych plakov tym, Ze zvySuje
zachytavanie AP z medzibunkového prostredia a ulahCuje jeho odstrafiovanie
prostrednictvom lysozomalneho rozkladu v mozgu. TFEB priamo stimuluje astrocyty k
rozkladu AP, ¢o znizuje patogenézu amyloidovych plakov. V mySom modeli tauopatie
stimuloval transkripény faktor TFEB v astrocytoch zachyt a odstraiiovanie abnormalneho
extracelularneho Tau, ¢o zabranilo neurénovému Sireniu Tau patologie.

Hromadenie abnormalne fosforylovaného Tau v astrocytoch sa nazyva ageing-
related Tau astrogliopathy , ktoré¢ modze zohrdvat ulohu v sprostredkovani tvorby
patologickych inkluzii Tau v astrocytoch alebo indikovat’ zapojenie astrocytov v ranych

Stadiach transsynaptického Sirenia Tau [80].

2.7 Hypotéza kovovych ionov

Narusend homeostaza kovov je spojend s neurodegeneraciou, zahfnia rdzne
patogénne cesty vratane oxidacného stresu, aktivacie mikroglii a zapalu. Kovové iony,
ako je Zelezo, med’ a zinok, zohravaju dolezité ulohy pri udrziavani funkcii mozgu.
Stopové mnozstva kovov udrziavaju fyziologickt rovnovahu mikroprostredia kovovych
16nov v neurénoch. V pripade AD st kovové i6ny priamo aj nepriamo zapojené do
spracovania Af a Tau, pricom ovplyviiuju ich fyziologické funkcie . Nespravne usadenie
alebo distribtcia kovov v rdznych oblastiach mozgu méze narusit’ tuto rovnovahu a viest’
k vyskytu neurodegenerativnych chordb. Porucha rovnovahy Fe?*, Cu** a Zn** je tizko

spojena s vyskytom AD [120,121].

8 Transkripény faktor EB (TFEB) slizi ako hlavni regulator biogenézy autofagie a lysozomov, je zapojeny
do roznych signalnych drah. Porucha funkcii autofagie a lysozomov v désledku chybného TFEB je
spojovana s radou ochoreni, ako su lysozomalne ukladanie, neurodegenerativne choroby, nadory a
metabolické ochorenia [83].
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Tvorba AP je riadena enzymami zavislymi od zinku (a-sekretaza) a medi (B-
sekretaza). Neobvykle vysoké koncentracie zinku napriklad zvySuji odolnost’ A
peptidov voci Stiepeniu a-sekretdzou, ¢o vedie k néarastu obsahu AB. Zinok mdze tiez
inhibovat’ aktivitu a-sekretdzy voci Stiepeniu APP , ¢o mé za nésledok zvySené
spracovanie APP enzymami [- a y-sekretizy, tym padom zvySenie tvorby
extracelularnych plakov Ap.

V porovnani s normalnymi osobami, bol upacientov s AD zisteny vyskyt
abnormalnych usadenin Zeleza v mozgove] kore ahipokampe. Usadeniny su
kolokalizované s AP plakmi. Zelezo je koncentrované v centralnej Casti plakov, ako aj
rozptylené v ich okoli. Zaroven sa $iri tkanivom vo forme ohniskovych depozitov
hemosiderinu alebo magnetitu. Pret'aZenie Zelezom mdze inhibovat’ aktivitu a-sekretazy
a zvysit aktivity B-sekretazy a y-sekretdzy na podporu produkcie AP.

Fe?" sa viaZe na N-termindlnu ¢ast AP a inhibuje jeho helikilnu $truktiru a zvysuje
uroven P-listu, ¢o nasledne podporuje agregaciu AP tym, ze zlepSuje interakciu medzi
peptidmi. AP s vysokou koncentraciou zeleza rychlo vyvolava redoxné reakcie , zatial’ ¢o
v oblastiach s A bez zeleza nie st znamky oxidativneho stresu alebo zadvaznej apoptozy.

I6ny kovov prispievaja k tvorbe Tau intracelularnych PHFs a Specifickych NFTs.
Dodkazy naznacuju, Ze Zelezo reguluje fosforylaciu tau prostrednictvom nezvycajnej
aktivacie tau kindz, ako su GSK3p, CDK-5, MAPKs a potlacenim protedzomového
systému.

Zinok sa viaze na Tau a urychl'uje jeho tendenciu agregovat’ sa do stabilnych vlakien
a oligomérov, ¢im sa nakoniec zvySuje pocet NFTs a obsah zinkovych i6nov v neurénoch
s NFTs je vyznamne zvySeny. Mednaté kationy maju taktiez vysoka afinitu k Tau
proteinu. Neddvna $tadia ukazala, e Cu®" sa viaze na Tau opakovania pre viazanie
mikrotubtll a ulahéuje agregaciu Tau. Okrem toho maji fragmenty Tau schopnost’
redukovat’ med’ a spust’aju na nej zavislu generaciu peroxidu vodika. Preto viazanie medi

na Tau sluzi ako jeden zo zdrojov ROS v neur6énoch, o zhorSuje neurotoxicitu [120,121].
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2.8 Oxidacny stres

Vytvara sa nova predstava, ze AP a fosforylovany Tau predstavuju bunkovu
adaptivnu stratégiu voc¢i oxidacnému stresu. Vol'né radikaly maji vyznamny podiel na
procese starnutia, ako aj na ochoreniach spojenych s pokroc¢ilym vekom, ako je AD
[85,115].

Zvyseny oxidaCny stres v mozgu pacientov s AD je Uzko spojeny s roznymi
patologickymi prejavmi, a hlavné pri¢iny su v troch zakladnych aspektoch: a)
nerovnovaha homeostazy prechodnych kovov v mozgu a zvysené spojenie tychto kovov
s AP, ¢im vznikaju Specifické zluiceniny; b) aktivacia a nadmerna expresia stvisiacich
oxidaz (enzymy NADPH ¢i MAO-B), c¢) dysfunkcia mitochondrii. Oxidacny stres je
spojeny s patogenézou kazdej z hypotéz.

Aplikacia antioxidantov na znizovanie urovni ROS poskytuje potencidlnu stratégiu
pre objavovanie liekov proti AD. V stcasnosti sa dosiahol vyznamny pokrok v modeloch

zvierat, kde sa pouZzivaju iba antioxidanty na regulaciu ROS [116].

2.9 Metabolizmus glukozy

AP proteiny v amyloidnych depozitoch st ¢asto glykované, o naznacuje priamu
suvislost medzi glykaciou a amyloidéozou ako aj prepojenie s diabetom. Konecné
produkty pokrocilej glykacie AP moze sposobit’ zrychlent agregaciu rozpustného peptidu
AP v porovnani s neupravenym pociatoénym materialom. Stadie s vyuzitim zobrazovacej
metody PET ukazali drastické zniZenie signalu gluk6zy v postihnutych oblastiach u
pacientov trpiacich AD, Parkinsonovou chorobou, amyotrofickou laterdlnou skler6zou
alebo Huntingtonovou chorobou. Konkrétne pacienti s MCI predchadzajiicim AD,
preukdzali vyznamné zniZenie ziskavania glukoézy v entorhindlnom kortexe a
parietalnych lalokoch. Tieto deficity sa stavaji vyraznejSimi a anatomicky roz$irenejSimi
pocas postupu AD patoldgie. Anatomicka distribucia deficitného metabolizmu glukézy v
mozgu sluzi ako klinicky nastroj na rozliSovanie Alzheimerovej choroby od demencie
frontotemporalneho typu, Parkinsonovej choroby, choroby Lewyho teliesok a inych
typov demencie [46,117].

Epidemiologické Studie preukazali vysSiu incidenciu AD u pacientov s diabetes
mellitus typu II, v porovnani s tymi bez sprievodnych ochoreni. Tato epidemiologicka
asociacia viedla k réznym hypotetickym patofyziologickym spojeniam medzi oboma
ochoreniami. Inzulinova rezistencia je kI'acCovou zmenou signalizacie tohto hormoénu a je

patogénnym zékladom diabetes mellitus typu II, kde podporuje chronicky stav
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hyperinzulinémie a hyperglykémie. Spdja sa s poruchou metabolizmu amyloidovych
bielkovin v mozgu, fosforylaciou tau a tvorbou reaktivnych ROS v mitochondriach. Tieto
podmienky mozu teda prispievat’ k patogenéze a vyvoju AD [118].

Konecné produkty pokrocilej glykosylacie (AGE) zohravaju vyznamnu ulohu vo
vyvoji AD. Su to proteinové molekuly alebo peptidy, ktoré vznikaji v dosledku
Maillardovej reakcie, stavaju sa glykovanymi v désledku ich vystavenia cukrom. AGE sa
hromadia v roznych bunkéch ako produkty normalneho procesu starnutia, ale ich rychlost’
hromadenia je zvySena u pacientov s DM. AGE interaguju so svojimi receptormi a
aktivuji niekol’ko signalizaénych mechanizmov, ktoré sposobuji zvySeny oxidacny stres
a poskodenie organov s naslednymi komplikaciami. AGE podporuju agregaciu AP
oligomérov, prispievajuc tak k neurotoxickym t¢inkom pozorovanym pri AD. Dalej sa
zda, Ze glykacia Tau proteinu méze podporovat’ tvorbu PHFs. TaktieZ sa ukazalo, Zze AGE
modzu produkovat’ volné radikély iniciaciou aktivity NADPH oxidazy, ¢o je hlavaym
zdrojom ROS v glidlnych bunkéch a neurénoch [119].

Roézne Studie predpokladajii zapojenie inzulinu-podobného rastového faktoru a
enzymu degradujuceho inzulin v patologii AP, Tau, neuroinflamacie a oxidacného stresu

[118,119].

2.10 Vaskularna hypotéza

Této hypotéza bola postulovanad uz v roku 1993. Jej autori de la Torre a Mussivand
pozorovali redukciu v cerebralnom prietoku krvi, glukézovom metabolizme a spotrebe
kyslika u pacientov s AD, ktora bola proporcionalna k zdvaznosti ochorenia. AP plaky a
NFTs m6zu byt nasledkom, nie pri¢inou neurodegeneracie. Okrem toho sa zda, Ze stupen
ukladania A nie je korelovany s Groviiou zédvaznosti kognitivnej dysfunkcie u pacientov
s AD. V skuto¢nosti bolo ukladanie amyloidu zistené aj v mozgoch kognitivne zdravych
jedincov [132].

Vaskuldrna hypotéza predpokladd, ze medzi AD a kardiovaskularnymi ochoreniami
existuje vztah na systémovych Urovniach. Bolo uskutocnenych mnozstvo S§tidii so
snahou objasnit’” povahu tohto vztahu, pretoZe existuje dolezité prekrytie medzi AD
a kardiovaskularnych ochoreniami u starSich pacientov [131].

Experimentalne indukovanie dlhodobych kardiovaskularnych rizikovych faktorov, ¢i
naruSenie cerebralnej hemodynamiky urychl'uje alebo zhorSuje AD podobnu patologiu

mozgu a kognitivny tpadok u AD modelov transgénnych mysi, charakterizovany
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zmenami v 5 doménach: patologia AP a Tau, neuroinflamdcia, neurodegeneracia a
kognitivny upadok (podporuje konverziu z MCI na demenciu).

Vaskularne rizikové faktory ako hypertenzia, diabetes a hyperhomocysteinémia
vyznamne zvysSuju riziko vzniku AD, naznacuji aditivny alebo dokonca synergicky
ucinok. Napriek tomu, mechanizmy tychto suvislosti nie sit zname a stale nie je jasné, ¢i
kardiovaskularne ochorenia vyvoldvaju, podnecuju alebo jednoducho koinciduju s AD

[131,133].

2.11 Dalsie rizikové faktory

AD je charakterizovand vysokou heterogenitou v prejave ochorenia, jej priebehu a
rizikovych faktorov (Tab. €. 1). Vysokd fenotypickd variabilita je v sucasnosti
povazovana za jedno z najvacSich prekézok pri skorom diagnostikovani a pri ndvrhu
klinickych skusok. Preto je velky zaujem o identifikdciu faktorov ovplyviujiacich
variabilitu, ktoré mozno vyuzit’ na kategorizaciu pacientov [141].

Mnohé epidemiologické Studie suhlasia s tym, Ze zo vSetkych demografickych
faktorov, ako su vek, pohlavie, rasa a socialna trieda, je vek jednym z najddlezitejSich
rizikovych faktorov pre kognitivny tpadok a AD. S postupujiicim vekom sa prevalencia
AD zvySuje na odhadovanych 19 % u jednotlivcov vo veku 75 — 84 rokov na 30 — 35 %,
pripadne az na 50 % pre tych, ktory su star$i ako 85 rokov. To, Ze AD by mohla byt’
urychlenou formou normaélneho starnutia, je z velkej Casti zaloZené na pozorovani
podobnosti patologickych zmien identifikovanych pri AD a pri normalnom starnuti,
avSak s vynimkou ich zavaznosti. Aj v kognitivne normalnom mozgu dochadza k vekom
suvisiacemu zmenSovaniu objemu a hmotnosti mozgu, zva¢Sovaniu komor a strate
synapsii a dendritov v urcitych oblastiach, ktoré su sprevadzané AP a NFTs [142].

Okrem genetickych a Zivotnych faktorov sa individualita pohlavia a genderu stavaju
klaicovymi faktormi ovplyviiujucimi fenotypicku variabilitu. Existuje dokaz o rozdieloch
medzi pohlaviami a gendermi v rychlosti kognitivneho zhorSenia a atrofii mozgu, v
ucinku rizikovych faktorov, ako aj v vzoroch diagnostickych biomarkerov [141].

Odhadované riziko, v priebehu zivota pre AD vo veku 45 rokov, je priblizne je 20 %
pre zeny a 10 % pre muzov. Dolezitym faktorom v tomto rozdiele, vo frekvencii a riziku
v priebehu zZivota je skutocnost, Ze zeny ziju dlhSie ako muzi. Vek je najvyznamnejSim
rizikovym faktorom pre sporadickiit AD a vo vysSich vekovych skupinach je viac Zien,
kedy je pravdepodobnost vyvoja AD najviacSia. AvSak dlhovekost kompletne

nevysvetl'uje vyssiu frekvenciu a riziko v priebehu zivota u zien [140]. VSeobecne plati,
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ze dospelé zeny maju silnejSie prirodzené a adaptivne imunitné reakcie nez muzi. To
vedie k rychlejSiemu ocisteniu patogénov a vicsej ucinnosti ockovania, nez u muzov, ale
tiez prispieva k ich zvySenej nachylnosti k zdpalovym a autoimunitnym ochoreniami. To
plati aj pre rezidentné¢ imunitné bunky CNS, mikroglidlne bunky. Viaceré publikacie
preukazali vyznamné pohlavné rozdiely vo vyraze génov a regulécii mikroglidlnych
buniek.

Kaskada mitochondrialnej dysfunkcie prispieva k AD prostrednictvom zlozitych
interakcii, vratane tych s AP a Tau, ¢o vedie k zvySenému oxida¢nému stresu, porucham
bunkového metabolizmu a indukcii apoptézy. V modeloch na zvieratach sa ukézalo, ze
obe pohlavia reaguju na u¢inok pohlavnych horménov, ale samice hlodavcov sa zdali byt’
nachylnejsie na toxicitu AB. To je podobné 'udskym Stadiam, kde Zeny ukazali vysSiu
zranitelnost’ voci oxidaénému stresu. Genetickd Struktira mitochondrii tieZ preukazala
rozne Géinky na riziko AD u muZov a Zien. Dal$im z moznych vysvetleni je oxidativny
stres, ktory sa zvysuje so stratou estrogénnej aktivity, predpoklada sa teda, ze pokles
funkcie mitochondrii u Zien po menopauze, by mohol byt jednym z doévodov
pozorovanych pohlavnych rozdielov. Ked’ze funkcia mitochondrii je ¢oraz viac cielom
klinickych skuSok, pohlavné rozdiely v funkcii mitochondrii po menopauze by mali byt

d’alej preskimané [141].

Tab. €. 1: Zhrnutie rizikovych faktorov asociovanych s Alzheimerovou chorobou [142].

Rizikové faktory asociované s AD

Demograficky | Vek, vzdelanie, pohlavie, rasa, socidlna trieda

Geneticky APP, PSEN1/PSEN2, APOE, VDR, ESR, epigenetika, ...

Zivotny §tyl Alkohol, nedostatok pohybu a kognitivnych aktivit, fajcenie,
podvyziva, nevhodnd strava

Zdravotny Rakovina, CVD, imunitné dysfunkcie, infarkt, traumatické

poranenia mozgu, obezita, naruSend homeostaza cholesterolu

Psychiatricky Depresia, stres

Enviromentéalny | Znecistenie vzduchu, deficit vapnika, geograficka poloha,
kovy, vojenska sluzba, organické rozpustadld, deficit
vitaminov

Infekcie Chlamydophila pneumonia, Treponema sp., Huby, virusy,
dentalne infekcie
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3 Farmakoterapia Alzheimerovej choroby/demencie
K diu 1.1. 2023, bolo uskuto¢nenych 187 klinickych skusSok hodnotiacich 141

jedine¢nych lie¢ebnych pristupov pre Alzheimerovu chorobu. Faza III zahfnala 36 lie¢iv
v 55 skuskach; 87 lieCiv v 99 skuskach fazy II; a vo faze I bolo zahrnutych 31 lieCiv v 33

sktskach. Vyvoji terapie zameranej na modifikéciu priebehu ochorenia zodpovedalo az

79 % lie¢iv v skuskach [86].

3.1 Modulatory neurotransmisie

Skupina cholinergnych neurénov je hlavnym neurotransmiterovym systémom
zapojenym do AD a strata bazalnych cholinergnych neurénov je dobre rozpoznanou
patolégiou. Tieto neurony udrzuju kortikalnu aktivitu, cerebralny krvni tok, moduluju
kogniciu, ucenie, ulohy a paméitové aktivity, vyvoj mozgovej kory a regulacie
spankového cyklu. Dysfunkcie cholinergného systému pri AD sa vyskytuje na r6znych
urovniach, vratane znizenej aktivity cholinacetyltransferazy, znizeného reuptaku cholinu,
ubytku acetylcholinovej syntézy a znemenych hladin acetylcholinovych receptorov.

Glutamat je hlavnym excitanym neurotransmiterom v hipokampalnych a
neokortikalnych oblastiach mozgu. Zohrava vyznamnu tlohu v kognicii, uceni a procese
pamiti. Postsynaptickd membrana ma vysoku hustotu jeho N-metyl--D-aspartatového
(NMDARSs) receptoru. Pri AD je pozorované nadmerné mnozstvo extraceluldrneho
glutamatu, ku ktorému prispieva presynaptické zvySené uvolniovanie glutamatu a
znizené spitné vychytavanie, ¢o vedie k tonickému aktivovaniu NMDARs.

Mezi pre- a postsynaptickymi neurénmi a astrocytmi prebieha ,,glutamatovy cyklus®,
ktory urCuje synapticki koncentraciu glutamatu dostupného pre receptory. Poruchy
tohoto cyklu sa vyskytuji v réznych trovniach u AD a vedu k stavu akumulacie
extracelularneho glutamatu, zvySenej aktivacii NMDARs a excitotoxicite. Mnozstvo
dokazov poukazuje na vzajomnu interakciu medzi NMDARs a AB. Aktivacia NMDARs
pravdepodobne vedie k produkcii AP a naopak. Oligoméry AP sa viazu na NMDARs
a aktivuju ich, ¢im d’alej podporuju dblezitost’ glutdmového systému v ramci AD.

K AD vedu tiez poruchy v d’alSich neurotransmiterovych systémoch, y-aminomaslovej

kyseliny, histaminu a serotoninu [85].
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3.1.1 Inhibitory cholinesteraz

Takrin, derivat tetrahydroakridinu (THA). Pre Takrin existuju viaceré sposoby
posobenia. Jeho hlavny mechanizmus ucinku v neurologickych poruchach je ako
inhibitor acetylcholinesterazy, ktory pdsobi nekompetitivne, ale selektivne na CNS.
Okrem toho, nezrovnalosti CNS siahaju za hranice cholinergného systému a zahtiiaji
deficit serotoninovych neurotransmiterov, deficit noradrenalinovych neurotransmiterov a
znizeny prietok krvi v cievach. Takrin ma urcita selektivitu voci butyrylcholinesteraze
(BuChE) v porovnani s AChE. Okrem inhibicie enzymu existuje niekol’ko d’alSich
ucinkov na cholinergny systém: zvySena produkcia a sekrécia acetylcholinu, aktivacia
muskarinovych receptorov podtypu Mi, potlacenie muskarinovych receptorov podtypu
M; a zvySenie nikotinovych receptorov v mozgu, ich potencidcia pri nizkych
koncentraciach a inhibicia pri vysokych koncentraciach, ako aj celkova potenciacia
neuromuskuldrnej komunikacie.

Dolezitym prospechom Takrinu pre I'udi s neurologickymi poruchami je, ze vyrazne
zvySuje prietok krvi v mozgu. Takrin brani uvol'fiovaniu B-prekurzorovému proteinu z
traviaceho traktu [88,134]. Preukdzal pozitivne u¢inky na funkciu paméte u mladych a
star§ich normalnych jedincov. Bol prvou molekulou, ktora vstapila do klinickych skusok
pre liebu AD. V roku 1993 bol schvaleny Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA)
v USA na symptomy AD a suvisiace demencie. V roku 2013 doslo k jeho stiahnutiu z
trhu z dovodu hepatotoxicity. Takrin je neSpecifickym inhibitorom cholinesteraz (ChEi1)
s premennym vstrebavanim, rozsiahlou distribticiou v tele a prenikanim do CNS. Napriek
potencidlnemu zaujmu o Takrin, ostdva jeho ucinnost pri symptomoch demencie
kontroverzna. Pozitivne U€inky Takrinu a silné viazanie AChE boli oslabované jeho
toxicitou. Po jeho stiahnuti z trhu bolo vyvinuté usilie na zniZenie jeho vedlajSich u¢inkov
a syntézu novych derivatov. Tato stratégia viedla k vyvoju Takrinovych
derivatov/analdégou a hybridov (homodimérov, heterodimérov) [88,89].

Derivat takrinu, 7-methoxytakrin (7-MEOTA) je centralne u¢innym inhibitorom
AChE. V porovnani s Takrinom prejavuje vyssiu afinitu k muskarinovym receptorom a
niZsiu toxicitu. AvSak jej biologicka dostupnost’ v CNS je niekol'’konasobne nizSia nez
u takrinu. Vysledky u 7-MEOTA naznacili, ze aj malé zmeny v Strukture takrinu moézu
viest’ k niz§iemu vstrebavaniu, a tym k nizsej biologickej dostupnosti. 7-MEOTA slazi
ako predloha pre d’alSie derivaty takrinu s malym Strukturdlnym rozdielom, ktoré maju
podobnt nizku hepatotoxicitu, no zaroven zlepSent schopnost’ prenikania cez biologické

bariéry [134].
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Druhé generacia inhibitorov AChE, ktoré sa v sti€asnosti Siroko pouzivaju, zahfna
donepezil, rivastigmin a galantamin. Maju menej vedl'ajSich ucinkov, vyssiu centralnu
selektivitu a zlepSuju uroven kognicie u pacientov s miernou az stredne t'azkou AD [90].

Donepezil. Bol vroku 1996 schvéleny na liecbu miernych az stredne tazkych
prejavov AD. Prejavuje vysoku inhibi¢nu aktivitu vo¢i AChE a selektivnou afinitou,
ktora je 1250-krat vidcSia k AChE nez k BuChE. Donepezil ma niekolko
farmakologickych vlastnosti, ktoré zasahuji do r6znych neurotransmiterovych systémov,
ako su al adrenergné receptory, zlepSenie neuronalnej plasticity, znizenie prozapalového
cytokinu a zlepSenie prietoku krvi v mozgu. NavySe znizuje urovenn expresic APP a
excitotoxického poskodenia, moduluje cholinergick¢ ucinky a oxidativny stres,
ovplyviluje expresiu izoforiem AChE a interaguje s regulaciou nikotinovych receptorov
v mozgovom kortexe [88,89].

Okrem blokovania AChE sa o donepezile uviedlo, Zze ma aj d’alSie biologické
funkcie. Donepezil moze chranit neurdény prostrednictvom priameho a nepriameho
stimulovania nikotinovych receptorov pre acetylcholin proti glutaméatom indukovanej
neurotoxicite [91]. Bolo syntetizovanych mnoho derivatov donepezilu spojenim jeho
Struktary s funkénymi zloZkami ako je benzofendn, indanon, kumarin, 5,6-dimethoxy
benzofuranon, benzylpyridinium-chalkonoidy. Niektoré z tychto derivatov st
vynikajicimi inhibitormi AChE. Medzi derivatmi donepezilu bola vyvinutd séria
derivatov 2-fenoxy-inddn-1-onu s boénym retazcom alkylaminu, ktoré st schopné
zasahovat’' do AChE/ BuChE a zarovenl maju antioxidacnu aktivitu. Niektoré z tychto
derivatov preukazali dobrt anti-AChE aktivitu a inhibovali agregaciu Ap podobne ako
donepezil.

Rivastigmin. Pseudo-ireverzibilny karbamatovy nekompetetivny inhibitor AChE
a BuChE . Bol schvaleny na liecbu miernych az stredne t'azkych prejavov Alzheimerove;j
choroby v roku 2000.

Galantamin. Bol schvaleny pre terapiu AD v roku 2001. Terciarny alkaloid so
selektivnym reverzibilnym, kompetetivnhym inhibi¢nym profilom prevazne vo¢i AChE
nez vo¢i BuChE. Pdsobi allostericky na nikotinové receptory pre acetylcholin s cielom
zosilnit’ ¢inok agonistov tychto receptorov. Tento zosiliiujici G€inok moze prispiet’ k
klinickej ucinnosti galantaminu, pretoZze zavaznost’ kognitivneho postihnutia pri AD
stvisi so stratou nikotinovych receptorov. Cholinergna stimulédcia podporuje proliferaciu

a prezitie neuralnych prekurzorovych buniek [88,89].

43



Niektoré Stidie ukazali, ze galantamin stimuluje v hipokampe proliferaciu
neuralnych prekurzorovych buniek v subgranuldrnej zone prostrednictvom aktivacie
muskarinového receptoru M; a prezitie novo rozdelenych buniek vo vrstve granularnych

buniek prostrednictvom aktivacie a7 nikotinového receptoru [88].

3.1.2 Nova generacia inhibitorov cholinesteraz

Fysostigminové derivaty. Fenserin, u ktoré¢ho predpokladany mechanizmus u¢inku
zahfia potlatenie produkcie interleukinu 1B; zniZenie glutamatom vyvolanej
excitotoxicity; ochrana pred oxidaénym stresom; zniZenie hladin AB; zvySené produkcia
mozgového neurotrofického faktoru; inhibicia syntézy APP a a- synukleinu; a anti-
apoptoticky ucinok na preduréent drahu bunkovej smrti.

Liecba fenserinom ukazala zlepSenie pamaiti a ucenia u starSich psov a potkanov.
Niekol’ko predklinickych $tadii ukdzalo, Ze fenserin znizuje hladiny APP v kultivovanych
bunkach a v mozgu zvieracich modelov. Bol klinicky testovany proti AD, avSak ukézal
iba mierne Gspechy v uvodnych klinickych sktskach fazy I1. Stadie fazy II s preukazali
dobru toleranciu a ukazali ur€ity (ale len mierny) znak kognitivneho zlepSenia, hoci Studia
nemala dostato¢nu velkost’ na riadne preskimanie kognitivnych funkcii. Fenserin bol
pozorovany ako sl'ubny prostriedok pre vyvoj novych stratégii na liecbu AD vzhl'adom
na jeho dudlne anti-Ap a anti-AChE u¢inky. AvSak v roku 2005 biofarmaceuticka
spolo¢nost’ Axonyx, Inc. ozndmila, Ze fenserin bol neucinny v dvoch skratenych
klinickych skuskach fazy III. V roku 2010 Stadia preukazala, ze vysoké davky fenserinu
moZu zlepsit’ symptomy pacientov s miernym az stredne tazkym Stadiom AD. V roku
2016 sa ukazalo, Ze disponuje taktieZ necholinergickymi tu€inkami s klinickym
potencidlom. Je zaradeny do zoznamu prioritnych kandidatov s vyjadrenim nutnosti
dalSich $tadii na overenie jeho potencidlneho mechanizmu U¢inku u T'udi v Stadiach
s adekvatnou schopnostou pre meranie kognitivnych benefitov [89,137].

Tolserin. Struktira sa mierne li§i od §truktury fenserinu. V roku 2000 zaver
predklinickych stadii uviedol, Ze je 200-krat selektivnejsi voci 'udskej AChE v porovnani
s BuChE. Ug¢innost’ tolserinu vo&i AChE je vy$§ia v porovnani s fenserinom alebo
fysostigminom. Avsak jeho vedl'ajSie ucinky alebo prinosy v predklinickych a klinickych
modeloch st nejasné [89].

Latky odvodené od THA. Od jeho stiahnutia z trhu bol Takrin pouzity ako veduca

zlG¢enina a kombinoval sa s mnozstvom ligandov na vytvorenie latok so zameranim na
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viacero cielov (MTDLs) alebo lieciv na boj proti viacnasobnym aspektom AD. Vzniklo
mnoho vyznamnych Struktuar, z ktorych si predstavime len niekol’ko.

Uspe$né pokusy o syntézu potencialnych inhibitorov AChE viedli k vyvoju série
analogov bistakrinu spojenych alkylénovym retazcom. Niektoré dimerické molekuly z
tejto série preukazali vacsiu ucinnost’ a selektivitu voci AChE ako takrin. Medzi tymito
molekulami sa vynikajuco osvedcil bis(7)takrin, u ktorého sa zda, ze ma schopnost’
potlacat BACE-1, znizuje mnozstvo intracelularneho aj sekretovaného AP bez
ovplyvnenia expresie APP v neurondlnych bunecnych kultarach, znizuje agregaciu Ap
indukovanii AChE a je antagonista y-aminomaslovej kyseliny typu A [88, 134].

Heptylénom spojeny bis-(6-chloro)-takrin, ktory dosiahol ucinnost 3000-krat
vacsiu nez takrin pri inhibicii AChE u potkanov. Je 3-krat silnejsi ako bis(7)takrin pri
inhibicii AChE u potkanov. VloZenie halogénu na 6-poziciu vyrazne zvysilo uc¢innost’
inhibicie AChE s AChE/BuChE selektivitou .

Dalsia skupina zahffiala hybridy takrin-benzoatov (alebo fenylacetatov alebo
kyselin cinnamovych). Najucinnejsia zlG€enina z tejto série nielen preukdzala vynikajicu
inhibi¢nu aktivitu voc¢i AChE, ale aj zaujimavl schopnost’ zabranovat’ agregacii AP.

Hybridy takrinu s benzofuranovymi derivatmi preukéazali vybornu aktivitu pri
inhibicii AChE v submikromoldrnom rozpiti a schopnost’ inhibovat’ agregaciu Ap.
Utinnost’ tychto zludenin zavisela od velkosti spojovacieho &lanku a substitu¢nych
skupin v kazdej hlavnej Struktare [88,134].

Homodiméry takrinu predstavuju potencidlne zlaCeniny s MTDLs ucinky.
Heptamethylenové spojenie zluceniny 17 bolo nahradené Strukturou cystaminu, ¢im
vznikla zIu¢enina X18. Tento dimér vykazoval niZ8iu toxicitu a vysSiu schopnost’ posobit’
ako inhibitor cholinesteraz, a to ako proti AChE , tak proti BuChE. TaktieZ je schopny
inhibovat’ agregaciu AP a prejavuje neuroprotektivne ucinky proti oxidativnemu
poskodeniu.

Heterodiméry takrin-ferulovej kyseliny sa vytvaraji spojenim tychto dvoch
samostatnych Struktur pomocou polymetylén-diaminu. Antioxida¢né vlastnosti ferulovej
kyseliny a jej schopnost’ poskytovat’ neuroprotekciu proti toxicite AB42 v in vitro a in
vivo experimentoch viedli k vyberu tejto zliceniny. Tato zluCenina je nekompetitivnym
reverzibilnym inhibitorom AChE.

Takripyriny boli vyvinuté kombinovanim vépnikového antagonistu 1,4-
dihydropyridin s Takrinom, s cielom potla¢it AChE a zirovei zastavit L-typ Ca®’

kanaly. Bune¢na smrt nastdva v dosledku nadmerného pradu Ca?* cez L-typ Ca** kanily.
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Pri AD narusenie hladiny Ca®* podporuje hyperfosforylaciu Tau a produkciu AB. Inhibuju
AChE-indukovanu agregaciu AP a moéze preniknut cez hematoencefalicku bariéru
a predstavuju latky silnejSie ako donepezil [134].

Heterodiméry takrin-donepezil boli vytvorené nahradenim benzénovej casti
donepezilu takrinom spojenym polymetylénom. S hodnotou ICso = 0,27 nM bol zisteny
X7 ako najmocnej$i AChEi. AChE-indukovand agregacia A bola potlacena zli¢eninami
X7 a X8, pricom pri koncentracii 100 uM dosiahli potlacenie o 46,1 % a 65,9 % [134].
V modernom vyvoji lieckov, najmd so zameranim na viacero aspektov patologie
ochorenia, je hlavnym aspektom zabezpecenie vyvazenej afinity lieciva k jeho cielovym
molekulam. Casto diskutovana stratégia zahfiia si¢asné inhibovanie enzymu AChE a
NMDARs. Zluceniny oznacované ako "hybridné zluceniny", ¢asto nemaji pozadované
vlastnosti lie€iv. Ich nedostatky predstavuji zIi rozpustnost’ vo vode, neziaduce ucinky
mimo cielového miesta a obmedzeni schopnost’ prechodu cez hematoencefalick
bariéru. Preto sl'ubnejSim pristupom je zmenSenie velkosti molekuly, pricom sa
zachovava ich schopnost’ zasahovat’ do viacerych drah.

In$piracia pozitivnymi U¢inkami 7-MEOTA viedla k vytvoreniu derivatu THA s
lepSimi farmakologickymi vlastnostami: 7-femoxytakrin (7-PhO-THA). Preukazal
stredntl a neselektivnu U¢innost’ vo¢i AChE a BuChE. Hoci jeho uc€innost’ je takmer
o 3 rady menSia neZ U€innost” donepezilu, afinita bola vysSia neZ v pripade 7-MEOTA.
Vyvazena a strednd aktivita je vyhodna v pripade ziadaného €inku na viacero cielov.
Udaje ukézali, ze THA a 7-MEOTA st "foot-in-the-door" blokatory otvorenych kanalov
NMDARs. V tejto suvislosti sa Studoval mechanizmus inhibicie 7-PhO-THA na
NMDARs podjednotky (GluN1/GluN2A a GIuN1/GluN2B). Po prevedeni viacerych
testov sa dospelo k zaveru, Ze 7-PhO-THA ma silny inhibi¢ny ucinok na podjednotky
GluN1/GIluN2B, ktory je nezavisly na napéti a prejavuje sa aj u GluN1/GluN2A a
GluN1/GluN2B. Podrl'a prevedenych stadii molekularneho dokovania je inhibi¢ny u¢inok
sprostredkovany jadrom 1,2,3,4-tetrahydroakridinu 7-PhO-THA upevnené pomocou
niekol’kych odlisnych hydrofébnych interakcii a hlavne 7-phenoxy cast’ 7-PhO-THA sa
viaze do toho istého miesta ako latka ifenprodil. Ifenprodil je silny negativny alostericky
modulétor, ktory selektivne inhibuje GluN2B podjednotku NMDARs. Dostupnost’ 7-
PhO-THA v CNS a celkovy behavioralny profil su sl'ubné pre dalSie preskimanie
terapeutickych ucinkov po systémovom podani [138,139].
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Obr. 1: Prehl'ad vybranych $truktar odvodenych od Takrinu. A) Struktara bis(7)takrinu,

B) bis-(6-chloro)-takrin [88]; C) Struktura zastupuje skupinu hybridov takrin-benzoatov
[136]; D) Struktara zastupuje skupinu hybridov takrinu s benzofuranovymi derivatmi
[88]; E) Struktira zastupuje skupinu homodimérov takrinu , F) Struktura zastupuje
skupinu heterodimérov takrin-ferulovej kyseliny, G) Struktura zastupuje skupinu
Takripyrinov, H) latky X7,X8 predstavuju Struktiru heterodimérov takrin-donepezil
[134]; CH) Strukttra 7-fenoxytakrinu [135].

3.1.3 NMDA antagonisti

Memantin. Nekompetitivny antagonista NMDARs, ktory pdsobi proti negativnym
ucinkom vysokych koncentracii glutamatu v mozgu. Je schvaleny pre lieCbu stredne
tazkej az tazkej AD. Bolo u neho preukazané zlepSenie kognitivnych schopnosti a liek
pro liecbu stredne tazké az tazké Alzheimerovy choroby, bola preukdzané zlepSeni

kognitivnych schopnosti [92].
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3.2 Terapeutické stratégie zamerané na A
Antiamyloidné lie¢ivd modifikujice priebeh ochorenia su zamerané na tri hlavné
mechanizmy uc¢inku [87,93]:
1. redukciu produkcie A4 (inhibitory sekretazy: inhibitory sekretaz
2. redukciu zataze AB-plakov prostrednictvom inhibitorov agregacie

3. podporu ocistenia/odstranenia AP pomocou aktivnej alebo pasivnej imunoterapie.

3.2.1 Modulatory a inhibitory sekretaz

Aktivacia a-sekretdzy je sprostredkovana fosfatidylinostol 3-kinaza PI3K/Akt’ drahy
cez/ prostrednictvom signalizacie receptormi GABA.

Etazolate (EHT0202). Je zaradeny medzi modulétory a-sekretazy, ktoré¢ posobia
ako selektivny modulator receptorov GABA. Bol testovany vo faze II klinického
skasania, pricom preukazal svoju bezpecnost’ a dobru toleranciu u pacientov s miernou
az stredne tazkou AD. Napriek tomu stale ¢aka na vykonanie fazy III klinického skusSania.

APH-1105 a ID1201 su lieciva, ktoré aktivuji PI3K/Akt drdhu. V sucasnosti st vo
faze II klinickych skusok [92,95].

Z dovodu nepredvidatelnych vyziev boli nedavno zastavené klinické Studie s
inhibitormi BACE ako st lanabecestat, verubecestat a atabecestat. Faza III Setrenia s
lanabecestatom bola zastavena kvoli nedostatku G¢innosti. Stadie s verubecestatom a
atabecestatom boli zastavené tiez kvoOli neucinnosti a obavam o bezpecnost'.
U verubecestatu §lo o nedostato¢ni u¢innost u lahkej a stredne tazkej demencie
sposobenej AD, liecba bola spojend s vyrdzkami, padmi a neuropsychiatrickymi
symptoémami.

Vsetky tieto latky redukovali hladinu AB42 v CSF v davkovo zavislom sposobe, ale
neposkytli Ziadne kognitivne alebo funkéné vyhody. Niektoré z nich boli zle tolerované
a neucinné u osdb s prodromalnou formou AD. Tieto zistenia podporuji myslienku, Ze
zastavenie tvorby AP nemusi byt dostatocné na zabranenie progresie ochorenia.
Mechanizmus spdsobujuci relativne akttne zhorSovanie ucinkov (mierny az stredny

vplyv na kogniciu) pre niektoré z tychto latok je neznamy, navrhy vysvetl'ujice tento jav

? Fosfoinositid-3-kinaza (PI3K) a proteinova kindza B (PKB), zndma ako Akt, st kindzy, ktoré st su¢ast'ou mnohych
signalnych drah. NaruSenie ich funkcie sa povazuje za kI'icovi charakteristiku réznych ochoreni. Predpoklada sa, ze
participuju pri vyvoji AD. KI'i¢ovym krokom v patogenéze AD je fosforylacia, ktora je stale plne nepochopena.
Vysledky niekol’kych in vitro experimentov a pokusov na modeloch zvierat podporuju predstavu, ze zvySena aktivacia
drahy PI3K/Akt sa moze javit’ ako preventivna voci patogénnym mechanizmom AD [96].
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zahfnaju prili§ rychle potlacenie produkcie a hladin AB42 , neziaduce ucinky mimo
cieleného pdsobenia, vratane inhibicie BACE-2.

Testovanie elenbecestatu (CNP520) sa tiez nedavno stretlo s vaznymi t'azkostami,
ktoré viedli k ukonc¢eniu niekol’kych klinickych skusok s latkami tejto triedy.

Féza III klinického skuSania ukdazala, Ze Semagacestat (LY-450139) nezlepsil
kognitivne schopnosti a v pripade pacientov uzivajucich vyssiu davku spdsobil zhorSenie
funkcnej kapacity, ako aj zvySené riziko rakoviny koze a infekcii, ¢im bolo jeho klinické
testovanie v tejto faze zastavené.

V pripade avagacestatu (BMS-708163) sa pozorovalo zhorSenie priznakov
ochorenia a atrofia mozgu v porovnani s kontrolnou skupinou, ako aj mnozstvo
vedl'aj§ich Uc¢inkov vratane rakoviny koZe a poruchy funkcie obli¢iek. Vyvoj bol
zastaveny vo faze II.

Dalsou terapeutickou alternativou v tejto skupine je tarenflurbil (r-flurbiprofen,
flurizan), enantiomérom nesteroidového protizépalového lieku flurbiprofen. Faza III
klinickej sktusky zalozenej na tomto lieku bola zastavena kvoli nedostatocnej ucinnosti a
nizkej penetracii do mozgu.

Vzhl'adom na vedlajSie uCinky inhibitorov y-sekretazy je ich uloha v
farmakologickom pristupe k AD momentalne spochybiiovana. Inhibitory y-sekretazy
uz nie st povazované za vhodny ciel’ pre liecbu AD kvoli vaZnym bezpe€nostnym
obavam. Tento enzym pdsobi aj na inych Grovniach. Interferuje s proteinom NOTCH,
ktory tvori doleziti zlozku pre komunikéaciu a diferencidciu buniek. To by mohlo

vysvetlit’ zlyhanie lieCby zaloZenej na tejto drahe v roznych klinickych skuska [92,93,95].

3.2.2 Redukcia Ap-plakov zasahom do agregacie

Scyllo-inositol (ELNDO00S) ordlna antiagregacna latka proti AB. V predklinickych
Stidiach spomalil postup patologie AD tym, Ze neutralizoval APz oligoméry, inhiboval
toxické ucinky na synapticky prenos, zabranil tvorbe a rozkladu vldkien AP4>. Fazy II
klinického testovania u pacientov s miernou a stredne tazkou AD nepreukdzala jeho
i¢innost’ a naznadila toxicitu vys§ich testovanych davok (vratane umrti a infekcif). Dalsi
vyvoj lieku s najnizSou davkou (250 mg) sa za poslednych niekol’ko rokov neposunul.
Scyllo-inositol bol poslednym inhibitorom agregacie testovanym na 'ud’och vo faze 11 a
Studia bola zastavena kvoli obmedzenym ddkazom podporujtcich jeho prinos a vaZznym

obavam o toxicitu.
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V sucasnosti sa vyskum zameriava na vyuzitie peptidomimetik, ktoré inhibuju alebo
zvratia agregaciu AP42 [92,93,95].

Peptidomimetika. Tieto peptidy su zalozené na Struktire C-terminalnych
fragmentov a sekvencidch centralneho hydrofobneho jadra peptidu AB. Viazu sa na
Specifické miesta AP peptidu a zabraiiuju jeho zostavovaniu do amyloidnych fibril.
Siroka $kala peptidovych inhibitorov bola hodnotena v buneénych a zvieracich modeloch
ako nové terapeutické zluceniny na inhibiciu agregacie AP. Hoci experimentalne Studie
ukazali sl'ubné vysledky, len malo z tychto inhibi¢nych peptidov sa ukazalo ako
dostato¢ne uspesné na vstup do klinickych skuSok. Mnohé vykazovali proteolyticku
nestabilitu, nizku priepustnost’ cez hematoencefalicku bariéru a vysoku cytotoxicitu kvoli
samoagregacnym vlastnostiam.

16KLVFF20, peptidova sekvencia podobna hydrofobnej jadrovej Casti AP , ktort
postupne nahradza. Sekvencia je odolna voéi proteolytickej degradacii. U¢inok nie je
obmedzeny len na prevenciu agregacie, moze taktiez rozkladat' oligoméry do
obmedzeného/urcitého stupna. Sekvencia vyvolavala ddvkovo-zavislu inhibiciu fibrilacie
AP42 , avSak bola cytotoxickd vzhl'adom na vysokt schopnost’ samoagregacie . Z tohto
dovodu sa zacali vytvarat konjugaty (napr. s kopolymérom mlienej a glykolovej
kyseliny, B-cyklodexrinom), ktoré dokéazali zredukovat’ samoagregaéné schopnosti .

Nova trieda peptidomimetik, ktora je predmetom vyskumu predstavuje y-peptidy,
ktoré moézu byt az 100-krat G¢innejSie nez KLVFF ako inhibitory agregacie. Musia v§ak

eSte podstupit’ testovanie in vivo [92,95,143].

3.2.3 Obmedzenie tvorby, podpora odstranovania Ap plakov

Pasivna imunoterapia zahffia vyrobu monoklonéalnych protilatok proti A in vitro a
nasledné priame infuzie tychto protilatok do subjektov. Mechanizmus je naznafeny
prostrednictvom naruSenia tercidrnej Struktury plaku a jeho nésledného rozkladu, ktoré
vyplyvaju z interakcie medzi protildtkou a AP agregdtom Hlavnymi nevyhodami tejto
triedy liekov st mozgové mikrohemoragie a vazogénny edém [92,100].

I. generacia: Bapineuzumab. Je humanizovanad mysia protilatka proti rezidudm 1—
5 na N-termindlnom konci proteinu AP. Vo faze III Studie s 1331 osobami s miernou
alebo strednou formou AD nepreukézal bapineuzumab rozdiel v primarnom kognitivhom
vysledku v porovnani s placebom, avSak vyvolal redukcie hromadenia AP . Tento
negativny vysledok moze byt’ spojeny s tym, ze snimanie mozgu pomocou PET nebolo v

tej dobe Siroko dostupnou zobrazovacou technikou. Status amyloidového stavu mozgu
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pomocou PET zobrazenia nebol pri pouzity na zaradenie Gcastnikov do tejto Stadie. To
mohlo prispiet’ k zaradeniu Gcastnikov s demenciou, ktora nie je spojena s hromadenim
amyloidov v mozgu, ¢o by mohlo zavadzat vysledky a branit ureniu ucinnosti
bapineuzumabu ako proti-amyloidnej terapie [100].

I1. generacia: Solanezumab je humanizovana monoklondlna protilatka typu IgG1
proti AP, ktora vychadza z mysSieho prekurzora vySetrovaného voci strednej Casti Af.
Rozpoznéva linearny epitop strednej domény (zvysky 16-26) molekuly AP, ktord je
ukotvena v oligoméroch a fibrilach. Zasahuje preto iba do rozpustnych monomerickych
APB. Solanezumab ul'ahcuje periférny zachytny efekt (peripheral sink) pricom z mozgu
smeruje tok AP do plazmy a znizuje synapticku toxicitu. Vo faze III klinickych skasok
EXPEDITION a EXPEDITION 2 pre mierne a stredné $tadia AD, bol dobre tolerovany.
Pricom prakticky nedoslo k vyskytu ARIA zavinenych liekom, hoci liek nemal vplyv na
pokles kognicie alebo funkcie v porovnani s placebom. Sice boli hotové Styri z faz III
klinickych skusok v roku 2012 a ukonéené v roku 2017 , jedno z testovania vo faze I11
klinickych skuSok, ktoré hodnoti Gc¢innost’ spomalenia tvorby plakov a kognitivneho
postihnutia, bude ukoncené v roku 2023. 9. marca 2023 vydalo National Institute of
Aging (NIA) stanovisko, ze nespomalil kognitivny upadok u kognitivne zdravych l'udi,
ktori st ohrozeni stratou paméti a problémami s myslenim v dosledku Alzheimerove;j
choroby. Vysledky tieZ naznacuji, Ze liek nezabranil hromadeniu mozgového AB,
charakteristického znaku AD [99,100].

Gantenerumab. Vytvoreny zo syntetickej human antibody phage display library a
in vitro zrenia na AP fibrilach. Redukuje fibrilarne AP aktivaciou gliovych buniek a
indukciou fagocytézy. Zameriava sa na nerozpustné fibrilarne AP a rozpoznava
konformacne Specifickit N-terminalnu az stredni doménu.

13. novembra 2022 boli ozndmené vysledky skuSok GRADUATE I a II, kde sa podkozne
podaval gantenerumab tc¢astnikom s 'ahkym postihnutim kognitivnych schopnosti (MCI)
a miernym AD pocas 27 mesiacov, nedosiahli primarny ciel’ spomalit’ klinicky pokles na
stupnici Clinical Dementia Rating — Sum of Boxes (CDR-SB)!’. To predstavuje relativne
znizenie klinického upadku o 8 % v GRADUATE I a0 6 % v GRADUATE II v porovnani

19 CDR-SB je ndstroj pouzivany na meranie zdvaznosti demencie a kognitivneho postihnutia u pacientov s
Alzheimerovou chorobou a inymi typmi demencie. Skére CDR-SB sa ziskava s¢itanim hodnoteni pacientov
v roznych oblastiach, ako st kognitivne schopnosti, funkény stav, spravanie a schopnost’ vykonavat’ bezné
denné Cinnosti. Vyssie skore CDR-SB naznacuje zavaznejSie postihnutie. Tento nastroj sa pouziva v
klinickych skuskach na sledovanie priebehu ochorenia a ti€innosti lieCby u pacientov s demenciou [162].
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s placebom. Symptomatickd ARIA-E!! bola zistena u 5% ucastnikov na gantenerumab,
zatial' ¢o ARIA-H'? sa vyskytla vo 22,9% pripadov [98 — 101].

Crenezumab plne humanizovanad monoklonalna protilatka, ktora sa viaze na rozne
formy AP — monomérne, oligomérne aj fibrilarne. Ma vSak desatkrat vacsiu afinitu k
oligomérom nez k monomérom. Bol navrhnuty s kostrou IgG4 triedy pre znizenie
uvolniovania zapalovych cytokinov z aktivacie mikroglii a komplementu, za sucasného
zachovania fagocytozy. Tri testovania vo faze III klinickych sktiSok s nazvom CREAD,
boli v roku 2019 ukoncené, pretoze analyza naznacovala, ze lieCba pravdepodobne
nesplni klinické ciele. Sucasné Tusilie o preskimanie terapeutického potencidlu
Crenezumabu sa presunulo na pacientov s familidrnou AD a faza II klinickej skusky,
ktord hodnoti bezpecnost’ a i€innost’ Crenezumabu u tychto pacientov zac¢ala v roku 2013
a oc¢akavalo sa, ze sa ukon¢i v roku 2022. Bohuzial’, NIA vydalo stanovisko zo 16. jina
2022 k vysledkom z klinickych testov, ze Crenezumab neukazal Statisticky vyznamny
klinicky prospech u l'udi s dedi¢nou formou Alzheimerovej choroby [99,100,102,145].

I1I. generacia: Aducanumab. Cudskd IgG1 monoklonélna protilatka zamerana na
aminokyseliny 3 — 7 AP peptidu, Specifické pre AP plaky. FDA formalne prijala
Standardny postup schvalovania pre preskimanie v auguste 2020. V tom istom roku,
nezavisly poradny vybor FDA hlasoval proti schvaleniu so zdévodnenim, Ze udaje
prezentované v dostupnych Stadiach nedostato¢ne podporuji jeho klinickll i€innost.
Aducanumab vykazoval malé ucinky na kognitivne postihnutie a vyvolaval vedl'ajSie
ucinky u velkého percenta pacientov (ARIA, zmétenost’, zavraty, nevol'nost’ a bolesti
hlavy). Napriek tomu, sa FDA rozhodla schvalit’ liek na zédklade udajov o redukcii AP
plakov zaznamenanych PET zobrazovacou technikou. Z tohto dévodu bolo rozhodnuté o
urychlenom schvéleni. Tato zrychlena schvalena cesta zvolena pre aducanumab, je ur¢ena
pre lieky zamerané na zdvazné ochorenia, ktoré maju ocakdvani vyznamni pridant
hodnotu oproti dostupnej terapii, aj ked’ existuje rezidudlna neistota o kone¢nom
klinickom prospechu. Schvélenie je podmienené vykonanim potvrdzujucej fazy IV
klinického skuSania, ktord by mala poskytnut’ d’al§ie data o ucinnosti a bezpecnosti lieku.
7. jina 2021 bol Aducanumab schvaleny FDA ako prvy liek z triedy DMTs.. Toto
rozhodnutie nenasledovala Eurdpska liekova agentara (EMA) [98,99].

Donanemab (LY3372993,N3pG). Je humanizovand IgG1 protilatka, ktord sa
zameriava na pyroglutamyl E3 AP peptid (APps-42) — forma N-terminélne skratené¢ho AP

' ARIA-E = amyloid-related imaging abnormality - edema
12 ARIA-H = amyloid-related imaging abnormality - hemorrhage
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pritomna iba v stabilnych AP plakoch. Bol vyvinuty ako protilatka Specificka pre plaky
a aby prekonal problém s rozpustnymi formami A, ktoré by mohli blokovat’ rozpoznanie
usadenych agregatnych foriem. Odstranenie plakov donanemabom je sprostredkované
aktivaciou mikroglii. V jednej zo $tadii Zziaden z Ucastnikov neprejavil ARIA. Avsak
donanemab bol vel'mi imunogénny a indukoval tvorbu anti-donanemab protilatok u 90 %
ucastnikov. Donanemab splnil svoj primarny parameter, priCom liecba spomalila
kognitivny pokles v priemere o 35 % v porovnani s placebom [97,100]. Pre donanemab
bolo povodné zrychlené schvalenie FDA na zaklade vysledkov fazy II klinickej skusky,
zamietnut¢ v januari 2023. Bola vyziadand potvrdzujuca faza III skuasky
TRAILBLAZER-ALZ 2. Vysledky budu nasledne sluzit’ ako zéklad pre podanie ziadosti
o tradicné schvalenie donanemabu. Eli Lilly and Company predstavila 17. jala 2023
vysledky stidie TRAILBLAZER-ALZ 2 z faze III, ktoré ukazuju, Ze donanemab
vyznamne spomalil kognitivny a funkény upadok u l'udi s ranymi symptémami AD
[108,146].

Lecanemab (BAN2401) je humanizovanou verziou mySieho mAb158, vytvorené¢ho
proti AP protofibrilom nesucim mutéciu strednej-Ap-domény arktickej mutacie APP. 27.
septembra 2022 boli oznamené vysledky z klinickej Studie CLARITY, Ze lecanemab
dosiahol Statisticky vyznamné spomalenie klinického priebehu ochorenia v klinickom
hodnotiacom nastroji CDR-SB. Nalezy podporuju pozitivny vzt'ah medzi mierou zniZenia
AP astupiiom klinického zlepSenia. VSetky biomarkery Tau patologie a neurodegeneracie
v CSF a plazme tiez favorizovali lecanemab pred placebom, ¢o vyrazne podporuje
predpoklad modifikacie ochorenia. Lecanemab bol 6. janudra 2023 schvaleny FDA
prostrednictvom rychleho schvalovacieho postupu ako druhy liek vobec na liecbu AD .
Tradiéné schvélenie prebehlo v juli 2023. Ziadosti o povolenie na uvadzanie na trh boli

podané u EMA a agentlry pre lie¢iva a zdravotnicke vyrobky vo Velkej Britanii [98,108].

3.3 Terapeutické stratégie zamerané na Tau protein

Zatial nie s schvalené Ziadne latky na liecbu tauopatii. V si¢asnosti zahfiaju terapie
zamerané na Tau hlavne mediatory posttranslacnych modifikéacii Tau, imunoterapiu proti
Tau (aktivnu a pasivnu), inhibitory agregécie Tau, stabilizatory mikrotubulov a génovu
terapiu, latky modifikujtice priebeh choroby, ktoré s vyvinuté pre AD alebo iné tauopatie

[103].
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3.3.1 Zasah do mediatorov posttranslaénych modifikacii Tau

Roézne kindzy su zname tym, Ze sposobuju hyperfosforylaciu Tau, napriklad GSK-
3B, ktora je hlavnou kinazou pre Tau. Tieto kinazy si nadmerne aktivované pocas
priebehu Alzheimerovej choroby a inych tauopatii.

Lithium primarne schvalené ako stabilizator nalady u bipolarnej poruchy. Zistilo sa,
ze redukuje hyperfosforylaciu a agregaciu Tau u transgénnych mysi prostrednictvom
mechanizmu, ktory zavisi od inhibicie GSK3p. Podla Studie s identifikatorom
NCT01055392, dlhodoba liecba Lithiom v subterapeutickych davkach, zmierni
kognitivny a funkény tpadok pri amnestickom MCI. Pre hodnotenie jeho bezpecnosti
a ucinnosti nizSej davky Lithia u pacientov s miernym az tazkym Stddiom AD, prebicha
testovanie, ktoré zafalo vroku 2022 ajeho ukonCenie sa ocakdva v juni 2024
(NCT05423522) [103,104].

Tideglusib (NP031112, Nypta, Zentylor, NP12). Derivat thiadiazolidinonu, pdsobi

ako nekompetitivny inhibitor GSK-3p, ktory nezasahuje do ATP. Uvadza sa, ze redukuje
fosforylaciu Tau a mé protizépalové UcCinky v zvieracich modeloch. Klinické Stadie u
pacientov s miernym az strednym Stddiom AD mali negativne klinické vysledky. Bol
novou malou molekulou §pecialne navrhnutou ako inhibitor GSK3. V mySom/mySacom
modeli redukoval hyperfosforyladciu a agregaciu tau, chranil pred stratou neurénov a
zabranil deficitom pamite .
V prevedenych klinickych skaskach ARGO a TAUROS bola liecba tideglusibom sice
dobre znaSana, ale chybala ucinnost. Uz sa d’alej nevyvija pre neurodegenerativne
ochorenia, aj ked’ stale prebiehaji skiSky hodnotiace jeho ucinnost’ u myotonicke;j
dystrofie (NCT02858908) a poruchy autistické¢ho spektra (NCT02586935) [103,104].

MK-8719. Podporujiic hypotézu, ze zameranie sa na O-GlcNAcasu (OGA) moze
znizit’ hyperfosforylaciu Tau proteinu, bola zistend u¢innost” inhibitora OGA (Thiamet-
G) v znizeni mnozstva patologickych agregatov Tau proteinu u transgénnych mysi.
Nasledne bola vyvinutd mald molekula s nazvom MK-8719 spolo¢nostou Alectos
Therapeutics v spolupraci s firmou Merck, ktord preukdzala podobné ucinky na
transgénnych mysSich modeloch. Vo faze I testovania bola MK-8719 dobre tolerovana a
preukazala schopnost’ zasiahnut' cielovy protein. V roku 2016 oznamila spolo¢nost’
Alectos, ze MK-8719 bude podrobena klinickym skiSkam na pacientoch s progresivnou
supranuklearnou paralyzou. Avsak tato klinicka skuska nikdy nezacala a spolo¢nost

Merck odvtedy ukoncila vyvoj tohto lieku [104].
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3.3.2 Inhibitory Tau agregacie

LMTM. Spolo¢nost TauRx Therapeutics vyvija peroralne poddvany liek proti
agregadciu Tau, hydrometyltionin mesyldt (medzindrodny nechraneny nazov pre
leukometyltionium bis(hydrometansulfonatu), LMTM.

Klinicky vyvoj zacal slatkou metyltioninium chlorid (bezne znamym ako
metylenovd modrd). V klinickej stadii fazy II, pre 'udi s l'ahkou az stredne tazkou AD,
sa ukazalo, Ze metyltioninium chlorid znizil kognitivny a funkény metabolicky upadok
mozgu. Neskor bol vyvinuty hydrometyltionin mesylat, aby sa prediSlo obmedzeniam
absorpcie zavislym od davky, ktoré sa vyskytovali pri metyltioninium chlorid. Vyvoj tejto
latky stale prebieha vo faze I1I klinickej skusky s nazvom LUCIDITY [105,106].

Masitinib je peroralny inhibitor tyrozinkindzy, ktory preukédzal neuroprotektivne

ucinky pri neurodegenerativnych ochoreniach, prostrednictvom inhibicie aktivity
mastocytov a mikroglii/makrofagov. Ma schopnost” hromadit’ sa v CNS v terapeuticky
relevantnej koncentracii . Bolo preukazané, ze dokaze obnovit’ vykonnost priestorového
ucenia a podporit’ obnovu synaptickych markerov v mySom modeli AD, pri¢om jeho
protektivny ucinok na synapsie je priamo spojeny s inhibiciou mastocytov.
V klinickej stadii AB09004 (NCT01872598) bol Masitinib (4,5 mg/kg/den) podavany
ako doplnkovéa terapia k Standardnej starostlivosti u pacientov s miernou az stredne
tazkou demenciou spdsobenou pravdepodobnou AD. Liecba vyrazne spomalila
kognitivne zhorSenie merané primarnym ukazovatelom ADAS-cog s akceptovatelnou
bezpecnostou [107].

Saracatinib (AZD0530) je peroralny inhibitor kindz rodiny rodinu Src, vratane Fyn.
Oligomérny AP peptid sa viaZe na bunkovy prionovy protein na povrchu neurénovych
buniek, aktivuje intracelularnu kindzu Fyn na medidciu synaptotoxicity a tauopatie .
AZDO0530 bolo pdvodne vyvinuty s cielom zasiahnut’ patogénne signalne drahy pritomné
u kancerogénnych ochoreni. Oproti placebu nevykazoval Statisticky vyznamné lieCebné
ucinky, ale boli zaznamenané jeho tendencie k spomaleniu poklesu objemu hipokampu a

hrabky entorhinalneho kortexu [109,110].

3.3.3 Pasivna imunoterapia zamerana na Tau

Semorinemab (spolo¢nosti AC Immune SA, Genentech a Roche) je humanizovana
IgG4 protilatka namierend proti extracelularnemu Tau , ktord bola navrhnuté na znizenie
mikrogliami sprostredkovanej mozgovej zapalovej reakcie. V klinickych sktskach vo

faze 11 z roku 2017 sa zistilo, ze 0,3 % Semorinemabu vstupilo do CSF, a koncentracia
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N-termindlneho Tau v CSF sa zvysila, ¢o naznacovalo, ze protilatka sa zameriava na Tau
protein. Napriek tomu neznizil markery neurodegeneracie a zapalu. Spustenie fazy III
zavisi od vysledkov fazy II z roku 2019, ktoré sa ma ukoncit’ v roku 2023 [99].

Podl'a zaznamov je Stadia o hodnoteni ucinnosti a bezpecnosti Semorinemabu u
pacientov s predromalnou az miernou formou AD (identifikator NCT03289143),
ukoncena. Ako dovod ukoncenia sa uvadza, ze analyzy tejto stidie nepreukdzali zZiadne
dokazy o klinickej u¢innosti alebo modulécii akumulécie Tau pri ziadnych z testovanych
davok [147].

JNJ-63733657 (spolo¢nost’” Janssen) je humanizovana IgGl monoklonalna
protilatka, ktora bola selektovana pre cielenie oblasti viazania mikrotubulov Tau a na
naru$enie Sirenia agregovaného Tau medzi bunkami. Prva klinick4 skaska fazy 1 z roku
2017 uviedla, Ze monoklonalna protilatka je bezpeéna a dobre tolerovana. Dalgia klinicka
skuska fazy I z roku 2019 uviedla, Ze do CSF vsttpilo priblizne 0,2 % tejto protilatky a
doslo k davkovo zévislému znizeniu Tau s fosforylaciou na pozicii S217. Klinicka skuska
fazy Il zacala v januari 2021 a ocakéva sa, ze potrvéa do roku 2025 [99].

E2814 (spolocnost’ Eisai) je humanizovana [gG1 monoklondlna protilatka, ktora bola

taktiez selektovana pre cielenie oblasti viazania mikrotubulov Tau, schopna prezentovat’
Specifickeé klI'iCové epitopy pre minimalizovanie d’alSej agregacie Tau.
V decembri 2019 bola Eisai spustend faza I klinického skuSania. V roku 2021 pridali do
Stidie faza viacnasobného postupného zvySovania davok. V marci 2021 bol E2814
zvoleny na hodnotenie v DIAN-TU §tudii ako prevencia u I'udi s patogénnymi mutaciami
APP a presenilinovych génov, dominantne dedicnd AD. Dizajn stidie DIAN-TU bol v
novembri 2021 upraveny na umoznenie pouZitia anti-amyloidovej protilatky lecanemab.
Utastnici s normalnou kogniciou zaénti s E2814 alebo placebom pocas jedného roka.
Naésledne bude pridané poddvanie lecanemabu. Primarnym cielom $tadie je Sirenie Tau
pocas liecby E2814, merané pomocou Tau PET. Sekundarne vysledky v tejto skupine
zahfnaju zmenu v kognitivnej kompozite, amyloidnom PET atd. Spolo¢nost’ Eisai
oznamila prvl registraciu pacienta v januari 2022 a Stiidia by mala trvat’ az do roku 2027
[99,148].

Bepranemab (spolo¢nost’ UCB Biopharma SRL) je humanizovand monoklondlna
protilatka triedy IgG4, vybrana pre svoju u¢innost’ v blokovani l'udskych Tau jadier in
vitro. Bol pdvodne testovany v klinickych skuSkach fazy I zameranych na bezpecnost’,

tolerovatel'nost’ a ucinnost voc¢i progresivnej supranukledrnej paralyzy (PSP). V
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sucasnosti sa testuje v klinickej skuske fazy Il na AD, ktorej ukoncenie sa ocakava v roku
2025 [99].

Gosuranemab je humanizovand monoklondlna protilatka triedy 1gG4, zamerana
proti Tau, viaze sa na extracelularnu N-terminalnu ¢ast’. Bolo zistené, Ze extracelularne
fragmenty Tau sposobuji medzibunkové Sirenie zhlukov Tau. Féza I studii splnila ciele
tykajuce sa bezpecnosti a tolerovatel'nosti v zmysle interakcie protilatky s cielovymi
fragmentmi Tau. Stidia TANGO (NCT03352557) bola ukonéena vo faze II, z dévodu
nedostato¢nej ucinnosti [112,149].

Tilavonemab (ABBV-8E12, C2N 8E12, HJ8.5) je humanizovand monoklonalna

protilatka triedy IgG4, navrhnutd pre blokovanie Sirenia Tau patologie z vonkajSich
zdrojov a blokovanie prijimania patologického Tau neurénmi .
Vo faze II klinickej $tadie AbbVie (NCT02880956) u pacientov s v€asnou formou AD
bol sice zasah do cielového miesta potvrdeny poklesom vol'ného Tau v CSF a vys$im
celkovym Tau v plazme, ale protilatka nepreukézala ziadnu terapeuticku ucinnost’. V jali
2021 oznamila spolo¢nost’ AbbVie, Ze zastavi vyvoj tilavonemabu a stiahne ho zo svojho
vyvojového programu [112,113,150].

Zagotenemab je humanizovana protilatka proti Tau proteinu, ktord znizuje hladiny
hyperfosforylovanych zhlukov Tau v mySich modeloch.

Do klinického testovania (NCTO03518073), boli zapojeny pacienti s vcasnou
symptomatickou AD a progresivnym upadkom paméte. V oktobri 2021 spolocnost’ Lilly
vo svojom telefonickom stretnuti so investormi ozndmila, Ze klinicka skuska nesplnila

svoj primarny ciel'ovy bod a spolo¢nost’ ukoncuje vyvoj lieku zagotenemab [112,151].
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3.4 Aktivna imunoterapia u AD

Aktivna imunoterapia, predstavuje ucast’ imunitného systému subjektu na produkcii
protilatok proti AP, ktoré zabezpeCuju odstranenie AP alebo prevenciu jeho ukladania.
Aktivna imunizacia proti AP bola zvolena ako stratégia v klinickych skuskach l'udske;j
AD, na zéklade $tudii na transgénnych mysich modeloch, ktoré naznacovali, ze aktivna
imunizacia redukuje ukladanie AP a kognitivny upadok. AN-1792, prva l'udska
ockovacia latka u AD zloZena z peptidu APa> a formulovand s adjuvans QS21%.
Roku 2002, vo faze II , bolo jej klinick¢é skasanie zastavené z dovodu
meningoencefalitidy aktivovanej T-lymfocytmi, ktord sa vyskytla u 6 % ockovanych
pacientov [93,99,100].

V tejto oblasti sa pozoruje Sest’ latok vo fazach I, II a III klinickych skusok. U latok
s oznatenim CAD106 a CNP520 boli v roku 2020 stadie zastavené, kvoli pozorovanym
zmenam v kognitivnych funkcidch, strate objemu mozgu a hmotnosti tela. Okrem toho
boli vyvinuté vakciny na vytvorenie protilatok proti ABso, medzi nimi ABvac40, GV1001,
ACC-001, UB-311 a AF20513. Vakciny, s vynimkou AF20513, su stile vo faze Il
klinickych skusok. Dosiahli celkovo sl'ubné vysledky. Liecba ABvac40 viedla k tvorbe
protilatok proti ABso u 92% pacientov, ktorym bol liek podany . V pripade ACC-001,
podaného osobam s miernym az strednym stupiiom AD, sa zistili vysSie hladiny IgG a
protilatok proti APB4o nez u inych skupin. UB-311 vyvolal imunitnti odpoved’ u 100 %
vzorky a spomalil kognitivny Upadok. NavySe, pozorované boli len mierne vedl'ajSie
ucinky, ako napr. opuch v mieste vpichu a agitaciu [95].

Druhé generacia vakcin sa stale vyvija a zahfiia ACC-001, ktora presla testovanim vo

faze 11. Vakcinu CAD106 , ktord je testovana v iniciative prevencie AD (Generation 1
prevention trial) u nesymptomatickych jedincov (homozygoti pre ApoE4) a Lu

AF20513112, vo faze II testovania v predklinickych a prodromalnych stadiach AD [93].

13 QS21 je prirodné adjuvans typu saponinu, ziskavany z kory stromu Quillaja saponaria. Adjuvancia si
latky pridané do vakcin na zvySenie imunitnej odpovede organizmu voci cielovému antigénu. V kontexte
vyvoja vakcein je QS21 pouzivany na podporu silnejsej a dlhSie trvajucej imunitnej reakcie, co moze zvysit’
ucinnost’ vakciny. Pomaha aktivovat' imunitny systém a zvysit produkciu protilatok voci konkrétnym
antigénom pritomnym vo vakcine. QS21 bol skiimany a pouzivany v réznych formulaciach vakcin, vratane
tych na infekéné choroby a imunoterapie rakoviny [152].
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4 Metody hodnotenia cytotoxicity/zivotaschopnosti buniek in

vitro

4.1 Metody zaloZené na vylaceni farbiva

Trypanova modra. Tato metdoda sa pouziva na urCenie poctu Zivotaschopnych
a/alebo mftvych buniek v suspenzii buniek. Zivé bunky maju nedotknuti bunkovu
membranu, ktora toto farbivo vylucuje, zatial’ ¢o mftve bunky farbivo vylucit’ nedokazu.
V tejto metdde sa adherentné alebo neadherentné bunky inkubuju s roznymi diliciami
testovanych latok pocas roznych ¢asovych intervalov. Po oSetreni testovanou latkou st
bunky premyté a vytvori sa suspenzia. Bunkova suspenzia je zmieSana s farbivom a
vizualne skontrolovana, &i bunky absorbovali alebo vyluéili farbivo. Zivotaschopné
bunky budi mat’ priehl’'adnu cytoplazmu, zatial’ ¢o cytoplazma mftvych buniek sa zafarbi
na modro. Pocet Zivotaschopnych a/alebo mftvych buniek na jednotkovy objem sa urcuje
pomocou svetelnej mikroskopie ako percento neoSetrenych kontrolnych buniek.

Vyhody. Metdda je jednoduché a lacna. Taktiez je dobrym ukazovatel'om integrity
membrany, pricom mftve bunky sa sfarbuju do niekol’kych sekund od vystavenia farbivu.

Nevyhody. Pocitanie buniek sa zvyCajne vykonava pomocou hematocytometra,
preto by sa mohli vyskytnut' chyby pri pocitani (~10%). Tieto chyby boli pripisané
nedostatocnej homogenizacii buniek, strate buniek pri homogenizicii, nepresnému
zriedeniu buniek, nespravnemu naplneniu komory a pritomnosti vzduchovych bublin
v komore.

Hoci postup farbenia je pomerne jednoduchy, je tazké spracovat’ velké mnozstvo
vzoriek stcasne, zvlast tam, kde je potrebny presny Casovy sled progresivnych
cytotoxickych ucinkov. Nedd sa pouzit na rozliSenie medzi zdravymi bunkami a
bunkami, ktoré su nazive, ale strdcaju bunkové funkcie. Preto tato metdda nie je
dostatoéne citliva na pouzitie pri testovani cytotoxicity in vitro. DalSou nevyhodou je

toxicky vedl'ajs$i u¢inok tohto farbiva na cicavcie bunky [126].
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4.2 Kolorimetrické testy

Princip spociva v merani biochemického ukazovatel'a na hodnotenie metabolicke;j
aktivity buniek. Reagenty v tychto metddach vyvijaja farebni odpoved’ ako reakciu na
zivotaschopnost’ buniek, ktort je mozne zmerat' vyuzitim spektrofotometra. Testy s
pouzitel'né pre adherentné alebo suspendované bunkové linie, jednoduché na vykonanie
a pomerne ekonomicke.

MTT. (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-difenyltetrazolium bromid) Je jednym z
najCastejSie pouzivanych testov na hodnotenie cytotoxicity alebo zivotaschopnosti
buniek. Tento test hlavne urcuje Zivotaschopnost’ buniek prostrednictvom stanovenia
mitochondrialnej funkcie buniek meranim aktivity mitochondrialnych enzymov, ako je
sukcinatdehydrogendza. MTT je vtomto procese redukovany na fialovy formazan
pomocou NADH, ktory je mozné kvantifikovat meranim absorbancie pri
$pecifickej/konkrétnej vinovej dizke.

Vyhody. Metdoda je jednoduchda na pouzitie, bezpecnd s vysokou
reprodukovatel'nostou a Siroko pouzivana na urcCenie zivotaschopnosti buniek a testov
cytotoxicity.

Nevyhody. MTT formazan je nerozpustny vo vode a v bunkach tvori fialové
thli¢kovité krystaly. Preto je pred meranim absorbancie potrebné rozpustit’ tieto krystaly
organickym rozpustadlom, ako je dimetylsulfoxid (DMSO) alebo izopropanol. Navyse,
cytotoxicita MTT formazanu spdsobuje problémy pri odstrafiovani kultiva¢ného média z
jamiek, z dovodu plavajucich buniek s kryStalmi MTT formazanu, ¢o vedie k zna¢nym

chybam medzi jamkami [126].

MTS. (5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4,5-dimetyl-tiazol)-3-(4-sulfofenyl) tetra-
z6lium. Test je zaloZeny na premene tetrazoliovej soli na farebny formazan pomocou
mitochondridlnej aktivity zivych buniek. MnoZstvo vytvoreného formazanu zavisi od
poctu zivotaschopnych buniek v kultire a d4 sa zmerat’ spektrofotometrom pri 492 nm.

Vyhody. Stidie naznacuju, ze¢ MTS kombinuje vietky vlastnosti dobrej meracej
metody z hladiska jednoduchosti pouzitia, dostupnosti, presnosti a rychlosti indikécie
toxicity.

Nevyhody. Urovei absorbancie meranej pri 492 nm je ovplyvnena inkuba¢nym
¢asom, typom buniek a ich poctom. TaktieZ pomer medzi detekénymi reagentmi MTS a
bunkami v kultare ovplyviiuje namerant Uroven absorbancie. Predchddzajice Studie

naznacovali linearny vztah medzi inkubaénym Casom a absorbanciou pre kratke
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inkubac¢né Casy do 5 hodin. Preto st inkubacné ¢asy vhodné pre tento test v rozmedzi 1—

3 hodin [126].

XTT(2,3-bis(2-metoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-karboxanilid-2H-tetrazolium,
monosodna sol'). Test je zaloZzeny na schopnosti redukcie tetrazéliovej soli XTT na
oranzovo zafarbené formazanové derivaty metabolicky aktivnymi bunkami. Oranzovy
produkt je rozpustny vo vode a jeho intenzita sa da zmerat’ spektrofotometrom. Existuje
linedrny vztah medzi intenzitou zafarbenia a poctom zivotaschopnych buniek. Pouzitie
96-jamkovych dosticiek a spektrofotometra (alebo ELISA citacky) umoziuje Studium s
velkym poctom vzoriek ,a ziskavanie vysledkov jednoducho a rychlo. Procedira tohto
testu zahfila kultivdciu buniek v 96-jamkovej dosticke, pridanie reagencia XTT a
inkubaciu po dobu 2-24 hodin.

Vyhody. XTT je rychla, citliva, jednoducha a bezpe¢na metéda. Ma vysoku citlivost’
a presnost’.

Nevyhody. Vykon testu XTT zavisi od redukénej kapacity zivotaschopnych buniek
s aktivitou mitochondriélnej dehydrogenazy. Zmeny redukénej kapacity Zivotaschopnych
buniek, ktoré su vysledkom enzymovej regulacie, pH, koncentracie bunecnych idénov
(napr. sodika, vapnika, draslika), variacie bunkového cyklu alebo inych

environmentalnych faktorov, mézu ovplyvnit hodnoty absorbancie [126].

LDH (laktatdehydrogendza) mdze byt pouZitd s roznymi typmi buniek nielen na
testovanie cytotoxicity sprostredkovanej bunkami, ale aj na hodnotenie cytotoxicity
sprostredkovanej toxickymi chemikaliami a inymi testovanymi zli¢eninami. Test
kvantitativne meria stabilnll, cytosolicki LDH. LDH je enzym, ktory je normélne
pritomny v cytoplazme bunky. Pri zniZenej Zzivotaschopnosti buniek sa zvySuje
priepustnost’ plazmatickej membrany a LDH sa uvol'fiuje do kultivaéného média buniek.
Uvolnena LDH sa meria pomocou sparovanej enzymatickej reakcie, ktorda vedie k
premene tetrazdliovej soli (iodonitrotetrazdlium) na cCervené farbivo formazéan
prostrednictvom diaphorazy. Aktivita LDH sa urcuje ako oxiddcia NADH alebo redukcia
INT (iodonitrotetrazolium) pocas definovaného ¢asového obdobia. Vzniknuty Cerveny
formazéan absorbuje maximalne pri 492 nm a mdze byt’ kvantitativne merany pri 490 nm.

Vyhody. Spolahlivost, rychlost’ a jednoduché hodnotenie. Strata intracelularne;
LDH a jej uvolnenie do kultivaéného média je indikatorom nezvratnej bunkovej smrti v

doésledku poskodenia bunkovej membrany.
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Nevyhody. Hlavnym obmedzenim tohto testu je, ze sérum a niektoré d’alSie
zluceniny maji vrodenu aktivitu LDH. Preto je tento test obmedzeny na podmienky bez
séra alebo s nizkym obsahom séra, o obmedzuje obdobie kultivacie pre testu a zazenie
oblasti posobenia testu, pretoze uz nemozno ur€it bunkova smrt spdsobent za

normalnych podmienok rastu [126].

SRB (Sulforhodamine B) metdéda na meranie cytotoxicity indukovanej lieCivami u
buniek kultivovanych v adherentnom aj suspenznom prostredi. SRB je svetloruzové
aminoxantanové farbivo s dvoma sulfonovymi skupinami. V mierne kyslych
podmienkach sa SRB viaze na zdkladné aminokyselinové zvysky proteinov v bunkach
fixovanych TCA (kyselina trichloroctova), ¢o poskytuje citlivy ukazovatel’ bunkového
proteinu. SRB test sa tieZ pouziva na hodnotenie tvorby a zéniku kolonii.

Vyhody. Test SRB je jednoduchy, rychly a citlivy. Poskytuje dobru linearnost’ s
poctom buniek, umoziuje pouzitie saturaénych koncentracii farbiva, je menej citlivy na
environmentalne fluktuacie, nezavisi na intermedidlnom metabolizme a poskytuje pevny
kone¢ny bod, pre ktory nie je potrebné meranie ¢asovo citlivych pociatocnych reakénych
rychlosti. Reprodukovatel'nost’ tohto testu je vysoka.

Nevyhody. Je dolezité dosiahnut' a udrziavat homogénnu suspenziu buniek.

Bunkové zhluky/agregaty mo6zu narusit’ vykonnost’ testu [126].

NRU test je zalozeny na schopnosti zivych buniek prijimat’ supravitalné neutralne
Cervené farbivo. Toto slabé kationové farbivo prenikd cez bunkové membrany neidbnovou
pasivnou difiiziou a koncentruje sa v lysozémoch. Potom je extrahované zo Zivych buniek
pomocou okysleného etanolového roztoku a absorpcia farbiva je merand pomocou
spektrofotometra. Test je tieZ jednym z najviac pouZzivanych testov vyuzivany pre
cytotoxicitu/bunkovu Zivotaschopnost’.

Vyhody. Je dobrym ukazovatel'om poSkodenia lysozomov. Okrem toho, rychlost’ a
jednoduché hodnotenie.

Nevyhody. Minimélne alebo vobec nie je ovplyvneny prirodzenymi faktormi, ako st

teplota a slanost’. Ovplyvneny je hlavne znecCist'ujucimi latkami [126].

Krystalova violet'/fialova. MozZe byt vyuZita na nepriame posudenie bune¢nej smrti
a na urcenie rozdielov v miere proliferacie po podnete cytotoxickymi ¢inidlami. V tejto

metode sa farbivo viaZe na proteiny a DNA Zivotaschopnych buniek. Bunky stracaju
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svoju adhéziu pocas bunec¢nej smrti a nasledne st odlucené z populécie buniek, o znizuje
mnozstvo farbenia krystalovou fialou v kultare. Je to rychla a spolahliva screeningova
metoda, ktord je vhodna na skimanie vplyvu chemoterapeutik alebo inych zlicenin na
prezivanie buniek a inhibiciu rastu.

Vyhody. Rychla a vSestrannd analyza na sledovanie Zivotaschopnosti buniek pri
réznych podmienkach stimulacie. M6ze byt potencidlne ovplyvnena proliferativnymi
reakciami, ktoré sa vyskytuju sticasne s odpoved’ami na bunecnu smrt’.

Nevyhody. Nie je citliva na zmeny v metabolickych aktivitich buniek, z tohto
dovodu nie je tito metdda vhodna pre Studie zamerané na latky ovplyvitujice bunkovy
metabolizmus. Vhodnd pre skumanie vplyvu chemoterapeutik alebo inych latok na

prezivanie buniek a inhibiciu rastu, nie je schopna merat’ mieru proliferacie buniek [126].

4.3 Fluorimetrické testy

Resazurin (AlamarBlue) test je zalozeny na premeneni modrého nefluorescenéného
farbiva resazurin na ruzové vysoko fluorescenéné farbivo resorufin, pomocou
mitochondridlnych a inych enzymov (ako diaphordza). Mnozstvo produkovaného
resorufinu je spojené s poctom Zivotaschopnych buniek. Pomer zivotaschopnych buniek
sa da kvantifikovat’ pomocou fluorometra pri excitacii 560 nm a emisii pri 590 nm.
Inkubacnd doba potrebnd na vytvorenie dostatocného fluorescenéného signalu nad
pozadim je zvy€ajne 1-4 hodiny a z&visi od metabolickej aktivity buniek, hustoty buniek
v jamke a d’al§ich podmienok, ako je typ kultivaéného média.

Vyhody. Je relativne lacna a citlivejSia nez tetrazoliové testy. Taktiez ju je mozné
spajat’ s inymi metodami, ako je meranie aktivity kaspaz, aby sa ziskalo viac informécii
o mechanizme cytotoxicity.

Nevyhody. Mozné fluorescencné rusenie spdsobené testovanymi latkami a cCasto

prehliadané priame toxické ti¢inky na bunky [126].

CFDA-AM. (5-karboxyfluorescein diacetat, acetoxymetylovy ester) Fluorescencné
farbivo pre stanovenie cytotoxicity. Je indikatorom integrity plazmatickej membrany a
neSkodny substrat esterdzy, ktory mozu Zzivotaschopné bunky premienat pomocou
neSpecifickych esteraz na permeabilni, nepolarnu, nefluoreskujucu latku na
polarizované, fluoreskujuce farbivo, karboxyfluorescein. Len nedotknutd membrana
modze udrzat’ cytoplazmatické prostredie, ktoré je potrebné na podporu esterazovej

aktivity.
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Vyhody. Testy CFDA-AM a alamarBlue sa ukazali ako aplikovateI'né paralelne na
rovnakom subore buniek, pretoze obe nie su toxické pre bunky, vyzaduji podobné casy
inkubécie a moZu byt zaznamenané pri réznych vlnovych diZkach bez interferencii

Nevyhody. Mozné je fluorescencné rusenie testovanymi latkami [126].

4.4 Luminometrické testy

ATP predstavuje najdolezitejsi chemicky energeticky zasobnik v bunkach a je
pouzivany na biologickll syntézu, signalizaciu, transport a pohybové procesy. Preto je
bunkovy ATP jednym z najcitlivejsich ukazovatel'ov pri merani zivotaschopnosti buniek.
Ked st bunky véazne poskodené a stracaju integritu membrany, stratia schopnost’
syntetizovat' ATP a jeho hladina v bunkdch dramaticky klesne. Test ATP je zalozeny na
reakcii luciferinu na oxyluciferin. Enzym luciferdza katalyzuje tato reakciu za
pritomnosti i6nov Mg?" a ATP, &o vedie k luminiscenénému signalu. Existuje linearny
vzt'ah medzi intenzitou luminiscenéného signdlu a koncentraciou ATP alebo poctom
buniek. Zvyc¢ajne dokdze detekovat’ menej ako 10 buniek na jamku, a preto sa Casto
pouziva vo formate dosticiek s 1536 jamkami.

Vyhody. Test ATP je najrychlej$im, najcitlivejSim a menej nachylnym na artefakty
nez iné testy. Luminescen¢ny signdl dosahuje ustaleného stavu a stabilizuje sa do 10
minat po pridani reagencia. Nema inkubacny krok pre konverziu substratu na farebnt
zlt€eninu. Tym sa taktiez eliminuje manipulécia s doskami.

Nevyhody. Citlivost' testu ATP je obvykle obmedzend reprodukovatelnostou

pipetovania opakovanych vzoriek do jamiek [126].

Real-time. Bola vyvinutd nova metéda na meranie poctu Zivotaschopnych buniek v
realnom Case. V tomto teste sa pouziva geneticky upravena luciferaza ziskana z morskych
kreviet a mald molekula presubstratu. Presubstrat a luciferaza sa pridavaja priamo do
kultivaéného média buniek ako aj pri konvenénych testoch s luciferazou. DdleZitym
rozdielom je vSak to, Ze vtomto teste nie su bunky lyzované na uvolnenie ich
vnutrobunkového obsahu. Namiesto toho Zivotaschopné bunky absorbuji presubstrat a
premenia ho na "substrat", ktory sa difunduje do kultivaéného média. Potom luciferazovy
enzym vyuziva tento substrat a generuje luminiscenény signdl., ktory koreluje so
zivotaschopnostou buniek. Tymto je umoZnené v redlnom Case pozorovat zmeny v
zivotaschopnosti buniek bez narusenia vnutrobunkového prostredia. Test mdze byt

realizovany v dvoch formatoch: kontinualna analyza a meranie na koncovom bode. V
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kontinudlnom sledovacom forméte je luminiscen¢ny signal opakovane zaznamenavany
zo vzoriek v jamkach pocas dlhsieho ¢asového tiseku na meranie poctu buniek v "redlnom
Case".

Vyhody. Rychly pokles luminiscencného signalu po smrti buniek umoziuje
kombinovat tento test s d'alSimi luminiscen¢nymi testami, ktoré obsahuju krok lyzovania,
ktory zabije bunky.

Nevyhody. Obmedzenim testu v redlnom Case je postupnd spotreba presubstratu
metabolicky aktivnymi bunkami. Vo vSeobecnosti, generovany luminiscencny signal
koreluje s poétom metabolicky aktivnych buniek. Avsak diZka Gasu, po ktory bude
luminiscen¢ny signal linedrny s poctom buniek, bude zavisiet’ od poctu buniek v kazdej
jamke a ich metabolickej aktivity. Preto sa odporica, aby maximalny inkubacny Cas na
udrzanie linearity bol empiricky stanoveny pre kazdy typ buniek a hustotu vysevu

[126,130].

4.5 Prietokova cytometria

Princip spoc¢iva v charakterizacii alebo fenotypizacii buniek v kvapalnom pride
prostrednictvom laserov. Je to kvantitativna analyza jednotlivych buniek. Bunky mézu
byt' charakterizované na zéklade velkosti, zrnitostou a tym, ¢i nest konkrétnu
fluorescencntt molekulu alebo nie. Metdda bola Siroko uplatiiovand v stadiach toxicity
a zivotaschopnosti buniek. PredovSetkym mozno analyzovat zmeny v rozptyle dopredu
(Forward Scatter; FCs) a do stran (Side Scatter; SSc) bez pouzitia fluorescencnych
farbiv. Umierajiice bunky st zvy€ajne menSie ako zivotaschopné bunky a vykazuju
zvysSeny SSc. Fluorescen¢né farbenie, ktoré sa zameriava na rdézne vlastnosti Zivych a
zdravych buniek, sa vykonava pre presnejSiu fenotypicku analyzu Zivotaschopnosti
buniek. V prietokovej cytometrii je mozné analyzu Zivotaschopnosti buniek a ich toxicitu
I'ahko spojit’ s inymi fenotypickymi farbeniami na urcenie stavu diferenciacie bunkového
typu, na analyzu konkrétneho bunkového typu z mieSanej kultiry, na urcenie stavu
imunitnej aktivacie a podobne [130].

Testy asymetrie membrany. V skorych fazach bune¢nej smrti, hlavne pri apoptoze,
sa priepustnost’ a integrita membrany zachovavaju, ale zlozenie povrchu membrany sa
meni. Fosfolipidy sa uvol'niuju a na vonkajSom povrchu membrany sa zac¢ina objavovat
fosfatidylserin. Tieto fosfatidylseriny mézu byt fluorescencne detegované, znaenim

annexinom V, ktory viaZe na fosfatidylserin zavisly na Ca®".
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ZlozitejSou metédou na zistenie zmien v membrane je vlnova /fluorescencna
ratiometria. Pouziva sa sonda F2NI12S, ktord ma dvojfarebnu fluorescenénli emisiu,
vd’aka Comu je sonda samoreferencna. Pomer farieb je nezavisly na vel'’kosti bunky alebo
koncentracii sondy. Sonda F2N12S sa viaze na membranové fosfolipidy a emituje zelené
svetlo. Ked’ bunky prechddzaju do apoptdzy, zmeny ndbojov na membrane posuvaju
emisiu zeleného svetla ku oranzovému. Pomer tychto farieb sa pouziva na meranie
zivotaschopnosti buniek. Sonda F2N12S nie je citliva na protedzy, trva len 5 mintt a jej
viazanie nie je zavislé na Ca>".

Annexin V a F2N12S sa viazu na povrch bunky, takze nie je potrebna priepustnost’
membrany. Obe metédy mozno kombinovat’ s inymi znaceniami pre analyzu povrchu
buniek alebo ich vnutornych funkeii [130].

Testy permeability membrany. Umierajiice bunky stracaji integritu membrany,
zatial Co Zivotaschopné bunky su velmi striktné v kontrole priepustnosti svojej
membrany. Analyzovat’ integritu bune¢nej membrany ma vel’ky vyznam nielen pre Stadie
kultar cicavéich buniek pre urcenie ich Zivotaschopnosti, ale aj pre vyskum potravinarske;j
vyroby, ako napr. pri analyze stresu sposobené¢ho etanolom pocas vyroby vina, pre
laboratodria zaoberajuce sa plodnost’ou na monitorovanie integrity membran spermii atd’.
Testy priepustnosti membrany zvyc¢ajne spocivaji v kombinacii dvoch typov farbiv:
jedno farbi mftve bunky a druhé zivotaschopné bunky. Farbivéa na ur€ovanie priepustnosti
membrany sa moZu kategorizovat’ ako farbiva pre exkluziu, farbivé pre inkliziu a farbiva
monomérne kyaninové farbiva nukleovych kyselin [130].

Mitochondrialne testy. Mitochondrie s0 energetickymi centrami buniek.

Membranovy potencial mitochondrii je vel'mi dolezity pre syntézu energie a je dobre
regulovany. Populdcia mitochondrii v Zivej bunke je udrZiavand procesom biogenéza,
ktory zahfna vyvazenu kombindciu Stiepenia a zluovania ako dynamicky mechanizmus
regulovany podl'a stavu bunky.
Bunky je mozné oznacit’ farbivami zameranymi na mitochondrie, aby sme pochopili stav
buniek, ako je apoptdza, vysokd energia alebo strata membranového potencidlu
mitochondrii (MMP) a podobne. Existuje niekol'’ko komeréne dostupnych testov, ktoré sa
zameriavaju na rozne aspekty mitochondrii:

Kity JC-10 MMP , kde sa farbivo JC-10 hromadi v matrici mitochondrii zdravych
buniek a emituje Cerveny signdl pri 570-590 nm. Ked su bunky apoptotické alebo
nekrozne, JC-10 sa l'ahko $iri do cytoplazmy a meni sa na monomérny JC-10, ktory

emituje zeleny signal pri 520—-540 nm.
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Farbivda MitoTracker mozno pouzit' na meranie celkového objemu mitochondrii
alebo na stidium zmien v ich objeme po pozadovanych oSetreniach. Farbi mitochondrie
zivych buniek, ale nie je zavislé od MMP. MitoTracker Green nie je kompatibilné s
fixaciou a signal mozno ziskat’ pri excitaénych a emisnych vlnovych dizkach 490 a 516
nm.

Priepustnost’ mitochondridlnej membrany s vyuzitim calceinu AM a zhaSovaca
CoCl,. Po svojom Stiepeni je calcein AM zhasnuty/potlaceny CoCl> v cytoplazme, ale v
mitochondriach zivych a zdravych buniek je ponechany. Ked” maju bunky poskodené

mitochondrie alebo prebieha apopt6za, obsah mitochondrii unika a signal sa straca [130].

5 Bunecné modely pre stanovenie cytotoxicity/Zivota-

schopnosti in vitro

Bunkova kultira je jednym z najlepSich modelov pre in vitro $tidium toxicity
chemickych latok v porovnani s modelom na zvieratach. Vol'ba vhodného in vitro modelu
ma rozhodujicu ulohu pri ziskavani dostatoénych informacii, ktoré st potrebné na
predpovedanie ucinnosti liecku a bezpecnosti v pripade jeho vyvoja. Vyber typu buniek
je ovplyvneny druhom testovanej latky. Pre vSeobecné skriningy toxicity voci referencnej
zli¢enine sa ¢asto pouzivaju rychlo rastice a odolné fibroblastické alebo epitelidlne linie,
ako napr. LLC-PK1, MDCK, CHO, V79 alebo HeLa bunky. Geneticka nestabilita buniek
tohto typu moZe ohrozit’ vysledky vo vyskumoch s dlh§im trvanim. Pre Studie toxicity sa

¢asto vyuzivaji bunkové linie, ktoré si komer¢ne dostupné [127,128].

5.1 Dvojrozmerné modely buneénych kultar

Tento model predstavuje tradicny systém, kde sa bunky pestuju na plochych
platforméch optimalizovanych pre ich pril'nutie a rast. Obmedzenie tohto modelu spociva
v tom, ze bunky v monovrstve neprejavuju prirodzent kinetiku rastu a pril'nutia, pretoze
tvrdé ploché platformy nespinajii uplne charakteristiky prirodzeného prostredia. Pre
kazdy typ bunky sa prostredie kultivacného systému liSi. Pre spravny rast buniek je
potrebné vhodné kultivaéné médium, okrem toho sa média dodavaju s prisluSnymi
antibiotikami na zabranenie kontaminécie.

Kultivacia v monovrstve je Siroko pouzivanym modelom v testoch cytotoxicity. Tato
metdda poskytuje najvacsiu flexibilitu pokial’ ide o expoziciu, recovery a kvantifikaciu
ucinku lieku. Expozi¢né casy medzi 1 a 24 hodinami s alebo bez obdobia recovery sa

bezne pouzivaju. Koncovym bodom je pocet buniek ako indikéacia prezitia alebo
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metabolickej kapacity. Kultivacia v monovrstve vyzaduje mélo buniek v porovnani s
inymi technikami, a preto ju mozno l'ahko pouzit pre mikrotitratné testy. Testy na
mikrotitracnych platnickach umoziuju testovat’ Siroké koncentracné rozpitia. Akékol'vek
toxické ucinky mozno I'ahko kvantifikovat’ spektrofotometricky s relativne jednoduchou

moznost’ proces automatizovat’ [127,128].

5.2 Trojrozmerné modely bune¢nych kultur

3D modely su stredobodom zaujmu vd’aka ich napodobnovaniu in vivo podmienok,
napr. pre vzory exprimacie proteinov a intraceluldrne spojenia. Jednou z najvéacsich
vyhod modelov 3D je to, Ze spolu so zarodo¢nymi bunkami alebo modelmi primarnych
buniek dokdzu predpovedat’ ucinnost’ a toxicitu terapeutickych kandidatov u l'udi este
predtym, nez lieky prejda klinickymi skiSkami. Preto maji vyznamny prinos pri znizeni
miery zlyhavania v procese objavovania a vyvoja liekov (130). Okrem toho je tento
systém vyvinuty na zlepSenie bunkovych Struktir a fyziologickej vyrovnanosti in vitro
modelov. Kultivécia buniek vo vzore 3D umoziuje pokrocilt interakciu medzi bunkami
a intracelularnymi signalnymi systémami. Okrem napodobniovania Struktiry, aktivity
tkaniva a organov, taktiez podporuje komplexnejsi vzor diferenciaciu buniek.

Tento model je rozdeleny do dvoch technik — s a bez nosi¢a. Véac¢sina 3D modelov st
sféroidy, kde sa bunky vyvijaji vo forme zoskupenych Struktir/zhlukov bez pouZitia
nosi¢a a sluZia ako ucinny ndstroj pri skriningu toxicity novych liekov (tumorové
sféroidy, embryondlne telesd, mammosféry, neurosféry a hepatosféry). Organoidy st
taktiez modely bez pouzitia nosic¢a, odvodené z kmenovych buniek alebo tkaniv so
schopnost’ou samoobnovy, samoreguléacie a prejavom funkcionality organov. Sféroidy aj
organoidy sa zi¢astiiuji na roznych fazach vyvoja liekov, vratane modelovania ochoreni,
identifikacie ciel'ov, profilovania ciel'ov, skriningu a hodnotenia toxicity.

Okrem toho k3D modelom vyuzivanym pri vyvoji liekov k testovaniu
potencionalnych latok patria: Hydrogély, model visiacej kvapky a magnetickd levitacia

pre formovanie sféroidov, mikrofluidna technologia a 3D-bioprinting techniky [128,129].

5.3 Inovativne organotypové in vitro modely
Organotypické in vitro modely su tspesné techniky 3D bunkovej kultary, ktoré sa

Siroko venuju skiimaniu bioldgie a funkcie organov u cicavcov.
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Organoidy mo6zu byt odvodené z kmenovych buniek, celych organov alebo ¢asti organu
na Studium ich rastu a vyvoja. Tato technika je tiez relevantnd na meranie
zivotaschopnosti a toxicity pre iné nesféroidné 3D kultivacné modely.

Pri praktickom experimente s organoidnou kultirou sa vyuzivaju bioreaktory na zvySenie
hustoty kmenovych buniek pre skrining toxicity liekov. Okrem toho je adhézia buniek na
maticu a jej tuhost nevyhnutnym faktorom pre navrhovanie vhodnej platformy pre
organotypicky model, ktory ucinne posudzuje toxicky potencial liekov so zretelnym
vysledkom, ktory napodobiiuje odpoved’ buniek in vivo.

VlozZenie buniek do gélu extraceluldrnej matrice im umoziuje samoorganizaciu do
funkénych tkanivovych modelov pre vyvoj organov. Napriklad tkanivové organoidy
vlozené do 3D extracelularnej matrice boli skiimané s cielom pochopit’ aktivitu
morfoldgie vetvenia prsnych zliaz, slinnych Zliaz, obliciek a pI'ic so zmenenym zloZenim

a mechanizmom prostredia extracelularnej matrice [128,129]
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6 Ciele diplomovej prace

e Stanovenie cytotoxicity novych derivatov fenoxytakrinu
e Porovnanie cytotoxicity testovanych latok s ich Strukturou

e Zhodnotenie potencidlu testovanych latok
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7 Experimentalna cast’

7.1 Material

7.1.1 Bune¢na linia

CHO-KI1 bunecné linia CHO (Chinese hamster ovary cells), ECACC (European
Collection of Authenticated Cell Cultures; Porton Down, Wiltshire, Anglicko).
Kvéli ich podobnosti s T'udskym bunkovym systémom sa bunky CHO pouzivaju v
biologickom a lekarskom vyskume, hlavne v oblasti gendémov a chromozémov, testov
toxicity, vyskumu vyzivy a analyzy expresie génov. Su to adherentné bunky zname
svojou schopnostou lahkej kultivacie a rychleho rastu [153]. Na pracovisku Centra
biomedicinskeho vyskumu vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové (kde bola

realizovana experimentalna Cast’ tejto diplomovej prace) sa vyuzivaju Standardne.

Obr. 2: Bunecna linia CHO-K1. Fotografie buniek tejto linie boli prevzaté z European
Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Fotografia vlavo predstavuje CHO-
K1 liniu po 6 hodindch od nasadenia do kultivacnej nddoby a fotografia vpravo

predstavuje CHO-K1 liniu po 15 hodinach od nasadenia do kultivacnej nadoby [154].

7.1.2 Testované latky
Vsetky testované latky uvedené s prisluSnym oznacenim a systematickym nazvom v Tab.
2 —4, boli syntetizované na Katedre toxikoldgie a vojenskej farmacie, Fakulty vojenského

zdravotnictva v Hradci Kralové (Univerzita obrany).
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Tab. 2: Derivaty 7-fenoxytakrinu s dihydrocyklopenta[b]chinolinovym zoskupenim v

Struktire

Oznalenie | Nazov

K1705 7-fenoxy-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin; hydrochlorid

K1706 7-(p-tolyloxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin; hydrochlorid

K1707 7-(4-chlorfenoxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin;
hydrochlorid

K1958 7-(2-metoxyfenoxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin;
hydrochlorid

K1961 7-(3-metoxyfenoxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin;
hydrochlorid

K1964 7-(4-metoxyfenoxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin;
hydrochlorid

K1967 7-(o-tolyloxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin; hydrochlorid

K1970 7-(3,5-dimetylfenoxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin;
hydrochlorid

K1973 7-(4-(terc-butyl)fenoxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin;
hydrochlorid

K1976 7-(m-tolyloxy)-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[ b]chinolin-9-amin; hydrochlorid

K1979 1-(4-((9-amino-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-7-yl)oxy)fenyl)etan-1-
on; hydrochlorid

72



K1705
K1707 NH,
o
\
P
cl N
K1961 NH,
_o o
i : 7
N cl
K1967
: ) : cl
K1973

XOOGDUO -

K1979

Obr. 3: Struktira derivatov 7-fenoxytakrinu
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Tab. 3: Derivaty 7-fenoxytakrinu s tetrahydroakridinovym zoskupenim

Oznacenie | Nazov
K1709 7-(p-tolyloxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridinn-9-amin; hydrochlorid
K1710 7-(4-chlorofenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1959 7-(2-metoxyfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1962 7-(3-metoxyfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1965 7-(4-metoxyfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1968 7-(o-tolyloxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1971 7-(3,5-dimetylfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1974 7-(4-(terc-butyl)fenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1977 7-(m-tolyloxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin; hydrochlorid
K1709 K1710 NH,
Joavcolivave
N Hel
K1959 K1962 NH,
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(L ROASS
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Obr. 4: Struktara derivatov 7-fenoxytakrinu s tetrahydroakridinovym zoskupeni
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Tab. 4: Derivaty 7-fenoxytakrinu s tetrahydrocyklohepta[b]chinolinovym zoskupenim

v Struktare

Oznalenie | Nazov

K1711 2-fenoxy-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin; hydrochlorid

K1712 2-(p-tolyloxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1713 2-(4-chlorfenoxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6 H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1960 2-(2-metoxyfenoxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1963 2-(3-metoxyfenoxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1966 2-(4-metoxyfenoxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1969 2-(o-tolyloxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1972 2-(3,5-dimetylfenoxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1975 2-(4~(terc-butyl)fenoxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid

K1978 2-(m-tolyloxy)-7,8,9,10-tetrahydro-6H-cyklohepta| b]chinolin-11-amin;
hydrochlorid
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Obr. 5: Struktira derivatov 7-fenoxytakrinu s tetrahydrocyklohepta[b]chinolinovym
zoskupenim

Tab. 5: Systematické nazvy Standardnych latok

Imipramin | 3-(10,11-dihydro-5H-dibenzol[b,f]azepin-5-yl)-N,N-dimethylpropan-1-
amin

Takrin 1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin

7-MEOTA | 7-metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin
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Obr. 6: Struktury $tandardnych latok

7.1.3 Pouzité chemikalie

e Fosfatovy pufr (dPBS; Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline; Sigma Aldrich;
Darmstadt, Nemecko)

e Trypsin-EDTA (0, 25 %; Sigma-Aldrich)

o Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) 98 % (Sigma-Aldrich)

e Dimetylsulfoxid (DMSO) pre molekularnt biologiu (Sigma Aldrich)

e Fetalne bovinné sérum (FBS) (Sigma-Aldrich)

e Penicilin-Streptomycin (Sigma Aldrich)

e Hamsova nutri¢na zmes F-12 (Sigma Aldrich)

e Etanol 70% (Sigma Aldrich)

e Medicarine dezinfekéné tablety (Ecolab, Saint Paul, MN, USA)

e Sterilium (Hartmann)
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7.1.4 Pristroje, pomécky a software

Analytické vahy CPA225D-0CE (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen,
Nemecko)

Elektricky pipetovaci nastavec Accu-Jet Pro (BrandTech Scientific, Essex, CT,
USA)

Automatické manualne pipety, Eppendorf Research plus (Eppendorf, Hamburg,
Nemecko)

Biirkerova komorka (Marienfeld, Lauda-K&nigshofen)

Centrifuga Universal 320/320 R (Hettich Zentrufigen, Tuttlingen, Nemecko)
ChemDraw Professional 21.0.0 (PerkinElmer, Inc, Waltham, MA, USA)

COz inkubator FORMA™ Direct Heat 311 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

Elektricky pipetovaci nastavec Accu-Jet Pro (BrandTech Scientific, Essex, CT,
USA)

Laminarny box, BioAir safeflow 1.2 (EuroClone, Pero — Milén, Taliansko)
Mikrozkumavky (Eppendorf)

Multidetekény moduldrny reader Synergy™ HT (BioTek, Winooski, VT, USA)
GraphPad Prism 8.3.0 Portable (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
Rezervoar pre reagencia , Multi Well High Profile Reagent Reservoir (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Rezervoar pre multikanalova pipetu nedeleny (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

Sérologické pipety (BrandTech Scientific, Essex, CT, USA)

Kultivaéné nadoby T75 (TPP, Svajéiarsko)

UV permeabilné titracné dosky MAIPN 4550 (Merck Millipore, Darmstadt,
Nemecko)

Vodna lazen (PolyScience, Niles, IL, USA)

Ultrazvukova lazen Elmasonic P30H (Elma, Singen, Nemecko)

Vortex Mixer Wizard X (micr8titer) (Velp Scientifica, Usmate Velate,
Taliansko)

Mikroskop, inverzny (OPTIKA Microscopes, Ponteranica, Taliansko)
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7.2 Metodika

7.2.1 Kultivacia bune¢nej linie

Bunééné linia CHO-K1 vyuzitd pre ucely experimentu bola kultivovana v médiu,
ktoré sa sklada z: Hamsovej nutri¢nej zmesi F-12, fetdlneho bovinného séra (FBS 10 %
celkového objemu) a kombinécie antibiotik Penicilin-Streptomycin (1 % celkového
objemu). Pre kultivaciu boli vyuzité kultivaéné nadoby s povrchom 75 cm? umoziiujuce
vymenu plynov medzi bunkami a inkubatorom v zavislosti na polohe zavitu, ktorym su
vybavené. Prostredie v inkubatore bolo temperované na 37 °C s obsahom 5 % CO
v kazdom kroku experimentu. Maximdlna konfluencia pre pasdzovanie vybranej

bunecnej linie je 90 %.

7.2.2 PasaZovanie bunecnej linie

V laminarnom boxe sa z kultiva¢nej nadoby odobralo médium pomocou sérologicke;j
pipety v elektrickom pipetovacom néstavci, tak aby neboli zasiahnuté bunky adherované
na jej dne. Po odobrati média sa bunky opléachli pouzitim 5 ml fosfatového pufru (PBS),
ktoré sa Setrne odsalo do nddoby urcenej pre odpadovy material. Vzapiti bol pipetou
pridany a po celej nadobe rozprestrety 1 ml roztoku trypsinu/EDTA pre Gcel uvol'nenia
buniek z dna nadoby. Kultivacnd nddoba s pdsobiacim trypsinom, bola vloZend do
inkubdtoru na dobu 5 minat. Po inkubdcii sa odlepené bunky resuspendovali
v laminarnom boxe pridavkom 5 ml nového média. V kultiva¢nej nddobe bol vypustenim
pipety ponechany objem 0,5 ml bunecnej suspenzie z celkového zmeraného objemu. Do
kultiva¢nej nadoby sa sérologickou pipetou doplnilo 9,5 ml nového média. Takto

pripravena kultivacna naddoba sa umiestnila do inkubatoru pre d’alsi rast buniek.

7.2.3 Pocitanie buniek

Pre vypocet ziadaného mnozstva buniek (8000 buniek na jamku) pre nasadenie
dosticky na experiment, sa pripravilo desatndsobne zriedené mnoZstvo bunecnej
suspenzie zmieSanim 1,8 ml zivného média a 0,2 ml bunecnej suspenzie. Po
homogenizacii sa mikropipetov odobralo 10 pl zriedenej bunecnej suspenzie do
Biirkerovej pocitacej komorky. Pod mikroskopom pri zviacSeni 10x bolo vypocitané

mnozstvo buniek podl'a vzorca:

__ax108

n *h
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kde x je pocet buniek na ml bunecnej suspenzie , @ vypocitany pocet buniek, n pocet
poéitanych §tvorcov v Biirkerovej pogitacej komérke, & hibka komérky (0,1 mm), r
riedenie a 10° pre prevod ml na pul .

Vysledné tudaje boli pouzité pre krok nasadenia buniek na 96jamkovi mikrotitracna

dosticku.

7.2.4 Nasadenie buniek na dosticku

Z pasazovania buniek sa ziskala potrebna bunecnéd suspenzia pre tento krok. Po
prevedeni pocitania buniek v Biirkerovej pocitacej komorke sa vypoctom zo zistenych
udajov upravil objem a hustota buneCnej suspenzie na pozadované parametre.
V laminarnom boxe sa do rezervoaru napipetoval objem zivného média a bunecne;j
suspenzie zodpovedajuci mnozstvu pre nasadenie 96jamkovej dosticky. Tato zmes bola
dokladne homogenizovand. Nasledne sa zrezervodru mikrotitracnou 8-kandlovou
pipetov prenieslo do jamiek dosticky (1 — 11) 100 ul bune¢nej suspenzie o hustote 8 x
10% buniek. Posledny stipec (12) dosti¢ky bol vyplneny &istym médiom bez buniek (slepa
vzorka). V poslednom kroku bola nasadend 96jamkova dosticka inkubovana po dobu 24

hodin.

7.2.5 Inkubacia s roztokmi skusanych latok

Zo zésobnych roztokov skuSanych latok rozpustenych v DMSO boli prepoctom
a pomocou mikrotitraénych pipiet pripravené ich roztoky v Zivnom médiu, ktorych
celkovy objem zodpovedal 2 ml o koncentracii 300 uM (s vynimkou latok K1712, K1713,
K1966,K1978). Obsah DMSO v konecnych roztokoch skuiSanych latok tak neprekrocil
0,5 % kvoli jeho toxicite a moznému ovplyvneniu vysledkov. Roztoky sa dokladne
premiesali a vlozili do ultrazvukového kupela vytemperovaného na teplotu 37 °C.
K ziskaniu zostupnej koncentracnej rady boli nasledne v laminarnom boxe roztoky
sériovo riedené v multikandlovom rezervoari pre reagencia. Do jamky A rezervoaru bolo
prenesenych mikrotitranou pipetou 500 pupl Ccistého roztoku testovanej latky
o koncentracii 300 uM . V jamke B s obsahom 500 pl Zivného média bola pridavkom
500 pl roztoku testovanej latky pripravena koncentracia 150 uM. Z jamky B sa d’alej
pipetou prenieslo 500 pl roztoku k 500 pl ¢istého Zivného média jamky C za vzniku
roztoku o koncentracii 75 pM. Tento postup sa opakoval u vSetkych latok az po konecné
jamky rezervoaru. Pocas riedenia sa roztoky dokladne homogenizovali. Pripravené

dosticky s nasadenymi bunkami sa z inkubatoru umiestnili do laminarneho boxu, kde sa
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opatrne sérologickou pipetou z buniek odsalo zivné médium. Vytvorend koncentratna
rada kazdej latky sa v objeme 100 pul preniesla mikrotitracnou 8 kanalovou pipetou do
jamiek dosticky 1 — 9 v triplikatoch. Jamky 10, 11 a 12 (dve kontrolné a jedna slepa
vzorka) sa doplnili ¢istym zivnym médiom. Dosticka sa vlozila do termostatu pre 24

hodinovu inkubaciu.

7.2.6 Prevedenie MTT testu

Pred pripravou roztoku potrebného na prevedenie testu, bolo zivné médium a MTT
vytemperované na vodnej lazni na 37 °C. Po zahriati sa preniesli do laminarneho boxu.
ZmieSanim 10 ml zivného média a I ml MTT v rezervoari, bol pripraveny roztok v
zodpovedajucej findlnej koncentracii 0,5 mg/ml pre jednu dosticku. Z dosticiek po
inkubécii s koncentraénymi radami testovanych latok boli multikandlovou pipetou odsaté
roztoky skusSanych latok. Do kazdej jamky dosticky bolo prenesenych multikandlovou
pipetou 100 pl roztoku zivného média s MTT. Dosticka s aplikovanym roztokom MTT
bola inkubovana po dobu 3 hodin, pokym sa nevytvorili krystaly formazanu viditeI'né pod
mikroskopom. Po skonceni inkubacie bol roztok MTT zdosticky odobrany
multikanalovou pipetou a kazda jamka bola zlyzovana pridanim 100 pl DMSO. Takto
pripravena dosticka bola dokladne premieSané vo vortexe po dobu 2 mintt v Specidlnom
dostickovom nastavci. Nasledne bola zmerana absorbancia vyuZzitim pristroja Multimode

reader Synergy HTX pri A 570/650 nm.

7.2.7 Vypocet toxikologickych indexov

Namerané hodnoty absorbancie s prisluSnou koncentracnou radou skusanych latok
boli vyhodnocované metodou 4-parametrickej nelinedrnej regresie s vyuzitim
Statistického programu GraphPad Prism Portable verzia 8.3.0. Po analyze udajov boli

ziskané priemerné hodnoty ICso testovanych latok s doplnenou smerodajnou odchylkou.
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8 Vysledky

8.1 Toxikologické indexy ICs Standardnych latok

Tab. 6: Cytotoxicita Standardnych latok vyjadrena pomocou toxikologického indexu ICso,

ktory je priemerom z troch nezavislych experimentov zahfiiajici smerodajnu odchylku.

Latka ICs0 (uM) Pocet merani
Imipramin 99,61 +£2,73 3

Takrin 302,77 + 38,41 3
7-MEOTA 69,84 £ 8,11 3

8.2 Toxikologické indexy ICso derivatov 7-fenoxytakrinu s

dihydrocyklopenta[b]chinolinovym zoskupenim v Struktire

Tab. 7: Cytotoxicita derivatov 7-fenoxytakrinu s dihydrocyklopenta[b]chinolinovym
zoskupenim v Struktire vyjadrend pomocou toxikologického indexu ICso, ktory je
priemerom prislusného poctu nezavislych experimentov zahfiajici smerodajna

odchylku.

Oznacenie I1Cso (uM) Pocet merani
K1705 55,74 + 3,36 3
K1706 76,60 + 5,59 3
K1707 27,78 £ 1,21 3
K1958 43,74 £ 0,53 2
K1961 85,78 £2,23 2
K1964 80,48 £ 5,34 3
K1967 77,70 £ 15,31 3
K1970 39,56 + 2,12 2
K1973 10,48 £ 0,77 2
K1976 34,31 £545 2
K1979 70,67 + 5,42 2
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8.2.1 Davkovo-zavislé krivky
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Obr. 7: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdacii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1705 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 8: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubacii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1706 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 9: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdacii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1707 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 10: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdcii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1958 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 11: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1961 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch
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Obr. 12: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdcii bune¢nej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1964 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 13: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1967 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 14: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdcii bune¢nej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1970 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 15: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1973 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 16: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdcii bune¢nej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1976 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 17: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1979 z dvoch nezévislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.

8.3 Toxikologické indexy ICs derivatov  7-fenoxytakrinu s

tetrahydroakridinovym zoskupenim v Struktire

Tab. 8: Cytotoxicita derivatov 7-fenoxytakrinu s tetrahydroakridinovym zoskupenim v
Struktare vyjadrena pomocou toxikologického indexu ICso, ktory je priemerom

prislusného poctu nezavislych experimentov zahfiiajici smerodajnti odchylku.

Oznacenie ICso (uM) Pocet merani
K1709 20,98 £2,22 2
K1710 11,99 £ 0,85 2
K1959 69,08 £ 0,81 2
K1962 27,73 £ 6,15 2
K1965 25,86 2,45 2
K1968 23,35+0,90 2
K1971 13,16 £ 1,21 2
K1974 5,09 +0,33 2
K1977 20,25 +£0,72 2

88



8.3.1 Davkovo-zavislé krivky
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Obr. 18: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentra¢nou radou latky K1709 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 19: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubdcii bune¢nej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1710 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 20: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1959 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 21: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1962 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 22: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1965 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 23: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1968 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 24: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1971 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
K1974
150 _
-~ 1. meranie
x "
-g = 2. meranie
2 100
-
Q
=
£
8 s50+-
>
=R
0

log c (UM)

Obr. 25: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1974 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 26: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1977 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.

8.4 Toxikologickeé indexy ICso derivatov 7-fenoxytakrinu S

tetrahydrocyklohepta[b]chinolinovych zoskupenim v Struktire

Tab. 9: Cytotoxicita derivatov 7-fenoxytakrinu s tetrahydrocyklohepta[b]chinolinovych
zoskupenim v Struktire vyjadrena pomocou toxikologického indexu ICso, ktory je
priemerom prislusného poctu nezéavislych experimentov zahfiajici smerodajna

odchylku.

Oznacenie ICso (uM) Pocet merani
K1711 38,62 +2,14 2
K1712 129,05 + 10,75 2
K1713 93,02 £ 3,81 2
K1960 73,45 +4,81 3
K1963 19,94 + 0,85 3
K1966 23,23 £2,56 2
K1969 26,77 £2,94 2
K1972 32,34 +£1,58 2
K1975 9,24 +1,18 2
K1978 14,71 £ 0,67 2
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8.4.1 Davkovo-zavislé krivky
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Obr. 27: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1711 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 28: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1712 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 29: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1713 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 30: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1960 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.

95



K1963

150 )
-~ 1. meranie
x .
.g -& 2. meranie
3 100 -4 3. meranie
£
(5]
S
=
ﬁ 50—
>
X
0

log ¢ (M)

Obr. 31: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1963 ztroch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 32: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1966 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 33: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1969 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 34: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1972 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 35: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1

s koncentracnou radou latky K1975 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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Obr. 36: Davkovo zavislé krivky po 24 hodinovej inkubécii bunecnej linie CHO-K1
s koncentracnou radou latky K1978 z dvoch nezavislych experimentov prevedenych

v triplikatoch.
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9 Diskusia

Dostupna lie¢ba neurodegenerativnych ochoreni, ktord zahfna inhibitory AChE, ¢i
NMDA receptorov a motivacia prospesnymi u¢inkami 7-MEOTA, viedla k zameraniu na
vyvoj derivatu THA s eSte lepSimi farmakologickymi vlastnost’ami. Na zéklade toho bol
syntetizovany dualne posobiaci derivat 7-fenoxytakrin (7-PhO-THA) [134].
Tato diplomova praca sa zaobera novo syntetizovanymi derivatmi 7-PHO-THA a jej
hlavnym cielom je stanovit' a nasledne zhodnotit’ vysledky merani ich cytotoxicity
reprezentovanymi toxikologickymi indexmi ICso. Tieto derivaty sa odliSuji primarne
velkostou karbocyklického kruhu vich zakladne; Strukture. Modifikacia
karbocyklického kruhu THA od pitclenného po sedemclenny, zvysila aktivitu voci
BuChE S$tvornasobne a ucinnost vo¢i AChE dvojnasobne [134]. Ich sekundarne
odli$nosti spocivaju v type a polohe substiticii fenoxy- jadra, ktoré je dodlezitym
komponentom 7-PhO-THA, v Struktire zodpoveda za aktivitu vo¢éi NMDARs [135].
Bolo syntetizovanych 30 derivatov, ktoré je mozné rozdelit’ do 3 skupin:
1. derivaty 7-PhO-THA s dihydrocyklopenta[b]chinolinovou zakladnou $truktirou
(obsahuju pat'’élenny nasyteny kruh)

2. derivaty 7-PhO-THA s tetrahydroakridinovou zékladnou Struktirou (obsahuju
Sest¢lenny nasyteny kruh)

3. derivaty 7-PhO-THA s tetrahydrocyklohepta[b]chinolinovou zikladnou

Struktirou (obsahuji sedem¢lenny nasyteny kruh)

zoradené descendentne: K1712 (ICso = 129,05 £ 10,75), K1713, K1961, K1964, K1967,
K1706, K1960, K1979, K1959 (ICso = 69,08 + 0,81). Cytotoxicita tychto latok je
reprezentovand najvys$imi nameranymi hodnotami ICso, ktoré zaroven koreSponduju
s hodnotami ICso Standardnych latok, konkrétne 7-MEOTA (69,84 + 8,11) a Imipramin
(99,61 + 2,73), a preto sa dané hodnoty javia ako akceptovatelné.

Primérna odlisnost’ vo velkosti karbocyklického kruhu ovplyviiuje cytotoxicitu bez
pritomnej substitucie fenoxy- jadra tak, ze derivaty s péat’¢lennym karbocyklickym
so sedem¢lennym karbocyklickym kruhom (ICso = 38,62 + 2,14) a nakoniec derivaty so
Sest'’¢lennym kruhom (ICso = 20,98 + 2,22) (v tomto pripade je vyuzity ako zastupca

derivat s fenoxy- jadrom substitovanym metylom v polohe 4).
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Derivaty prvej skupiny predstavuju najpocetnejSiu skupinu latok s najnizSou
cytotoxicitou (K1706, K1967, K1961, K1964, K1979), z druhej skupiny je zastipena len
jedna latka (K1959) a z tretej skupiny tri latky (K1712, K1713, K1960). Tieto zistenia
naznacuju, ze velkost’ nasyteného kruhu vyznamne ovplyviiuje celkovu cytotoxicitu
testovanych latok.

Typ a poloha substituentu na fenoxy- jadre, taktiez prispieva k vyslednej cytotoxicite
derivatov, ktorych ovplyvnenie je v nasledujtcich popisoch porovnavané s cytotoxicitou
testovanych latok s nesubstituovanym fenoxy- jadrom u prvej a tretej skupiny. V pripade
druhej skupiny derivatov ide o porovnavanie ovplyvnenia oproti derivatu s metyl-
substituciou v polohe 4 fenoxy- jadra .

Metylacia je najCastej$Sim typom substitticie vo vSetkych troch skupinach derivatov.
V prvej skupine vedie metylacia v polohe 2 alebo 4 k vyraznému zniZeniu cytotoxicity.
Zatial’ o metylacia v polohe 5 a dimetylacia (polohy 3 a 5) viedli k zvySeniu cytotoxicity
oproti nesubstituovanému jadru.

V druhej skupine derivatov, rovnaké substitucie nevykazovali zlepSenie cytotoxicity
tychto latok a hodnoty ICso boli vel'mi blizke bez ohl'adu na polohu substituentu. U tretej
skupiny derivatov, metylacia v polohe 4 sposobila vyznamné zniZenie cytotoxicity
v porovnani s nesubstituovanym jadrom, kym dimetylacia v polohdch 3 a5 viedla
k miernemu zvySeniu, pri¢om metylacia v polohe 5 alebo 2 viedla k vyraznému zvysSeniu
cytotoxicity.

Druhy najcastejSi typ substituentu u vSetkych troch skupin, predstavuje metoxy-
skupina. Pridanim metoxy- skupiny do polohy 4 alebo 5, doSlo k znacnému znizeniu
cytotoxicity u prvej skupiny derivatov. V pripade druhej skupiny, metoxy- skupina
v polohe 2 ako jedina preukizala zniZenie cytotoxicity u tychto derivatov. Co sa tyka
tretej skupiny, k vyraznému zniZeniu cytotoxicity prispela metoxy- skupina v polohe 2,
zatial’ Co v polohe 4 alebo 5 vo vel'kej miere prispela k jej zvySeniu.

U vSetkych troch skupin derivatov sa vyskytuje substitucia chlorom v polohe 4
fenoxy- jadra. Tato substitucia viedla ulatok prvej adruhej skupiny k zvySeniu
cytotoxicity, zatial' Co u tretej skupiny poskytuje latku s vyhodnejSim cytotoxickym
profilom.

Spoloénym znakom vSetkych troch skupin derivatov je, Ze vykazuju najvyssiu
cytotoxicitu pri substitucii zerc-butylom v polohe 4 fenoxy- jadra.

Jedinym prikladom substitucie s keto- skupinou v polohe 4 fenoxy- jadra je K1979

z prvej skupiny derivatov, ktora pozitivne ovplyvnila cytotoxicitu danej latky.
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Stcasne najcastejSim typom pripravy MTDLs pre AD je spojenie dvoch
heterogénnych farmakoforov uhlikovym retazcom. Tento pristup ma vSak za nasledok
zvysenie molekulovej hmotnosti vyslednych zlu¢enin, znizenie ich rozpustnosti a d’alSie
nevyhodné fyzikalne- chemické vlastnosti, a preto je vhodnej$im pristupom hladat
kombinaciu roéznych farmakoforv vramci jednej molekuly. Testované derivaty
fenoxytakrinu st malé molekuly a mo6zu mat’ vyhodu vo farmakokinetickom profile
oproti svojim predchodcom, znamym ako "hybridné zlaceniny".

Vyhody fenoxytakrinu a jeho derivatov spocivaji v ich schopnosti posobit’ na viaceré
ciele, konkrétne na AChE a stfasne na NMDARs. /n vivo S$tudie preukazali
neuroprotektivny ucinok fenoxytakrinu [135], ktory sa ocakéava aj u jeho derivatov.

Okrem toho 7-PhO-THA a jeho derivaty boli navrhnuté s cielom znizit' toxicitu
pozorovanu u povodného THA. Vzhl'adom na to, ze bol THA z trhu stiahnuty z ddvodu
hepatotoxicity, vyvoldva to obavy tykajuce sa toxického profilu novych latok
vychadzajucich z jeho Struktiury. Hlavnym faktorom spdsobujucim hepatotoxicitu THA
je jeho biotransformacia na hydroxylované metabolity. Za najnebezpecnejsi z tychto
hydroxylovanych metabolitov je pokladany 7-hydroxytakrin (7-OH-takrin), ktory tvori
priblizne 30 % z celkového mnozZstva vSetkych metabolitov v pripade THA a 7-MEQOTA.
Avsak, v pripade 7-PhO-THA je jej pritomnost’ minimalna (1%). Zistena vel'mi nizka
incidencia metabolitu 7-OH-takrinu u 7-PhO-THA  pravdepodobne suvisi s
pritomnostou fenoxyskupiny [156]. Preto by sa UspeSnou substitiiciou v aromaticke;j
Casti zakladného skeletu THA malo predist’ tvorbe hepatotoxickych metabolitov.

Je vSak dolezité poznamenat’, Ze v niektorych pripadoch pri priprave zakladnych
roztokov testovanych latok so Standardnou koncentraciou 300 uM, nebolo mozné
jednoznacne urcit, ¢i roztok obsahoval necistoty pochadzajlice zo syntézy alebo ¢i ide o
nedostatocnu rozpustnost’ samotnej latky. Po konzultécii, bolo z tohto dovodu rozhodnuté
znizit koncentraciu latok K1712, K1713, K1966 na 200 uM a latky K1978 na 225 uM.
Toto naznacCuje potrebu d’alSieho testovania tychto latok, najméd pokial’ ide o ich
rozpustnost’.

Na zaklade pozorovania, ze 7-fenoxytakrin preukazal dobra schopnost’ preniknut’ cez
hematoencefalicka  bariéru (HEB) [135], boli vykonané testy na charakterizaciu
penetracie HEB jeho derivatov (K1705 — K1713). V pripade latok K1705 a K1706 bola
vykonana predikcia ich schopnosti preniknit’ cez HEB, pricom derivat K1706 sa
klasifikuje ako latka, ktora HEB neprechadza. Derivat K1705 bol zaradeny medzi latky

s neistou penetraciou cez HEB. V tomto experimente sa len tieto dva derivaty
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klasifikovali pre prevedenie tohto testu, dovodom vylucenia zvys$nych derivatov bola ich
vysoka toxicita [155].

Vyvoj MTDLs sa okrem latok odvodenych od THA, zameriava taktiez na prirodné
latky. Jednym z prikladov je nedavna syntéza novych derivatov na baze kumarinov.
Kumariny st rovnako ako derivaty fenoxytakrinu zaujimavymi zlu¢eninami pre vyvoj
v oblasti inhibicie AChE. Ich S§truktura umoziiuje pocetné substitlicie na roéznych
miestach. Mnoho prirodnych kumarinov sa vyznacuje anti-AD aktivitou, patri k nim napr.
eskuletin I, dekursinol II, skopoletin III a mesuagenin. In vitro testy preukazali potencial
kumarinového skeletu inhibovat' cholinesterdzové enzymy. Oproti derivatom
fenoxytakrinu sa im prisudzuji d’al$ie biologické t¢inky na rézne aspekty AD, ako je
inhibicia [B-sekretdzy, antagonisticky uc€inok na cyklooxygenazy/lipoxygenazy,
antagonizacie kanabinoidného receptora 2, ¢i taktiez inhibicia NMDARs. Boli vSak v
porovnani s referenénymi latkami (donepezil a kyselina askorbova) vyhodnotené najmé
ako inhibitory AChE a antioxidanty. Testovand zlucenina s najvac¢Sim potencidlom
(v citovanej publikicii oznaCena ako 4c) ztychto novych derivatov, nevyvoldva
vyznamnu zmenu v hladinach krvnych parametrov, ¢i hladinach hepatickych enzymov.
Farmakokineticky profil tejto latky ukazal, Ze zlicenina 4c dodrziava Lipinského
pravidlo, ¢im preukazala svoju dobru peroralnu dostupnost, vysoku absorpciou v
¢revnom trakte, nie je mutagénna, karcinogénna ani drazdiva, zaroven preukdzala
bezpecny toxicky profil. Napriek pocetnym vyhodnym vlastnostiam, predikovany prienik
tejto testovanej latky (4c¢) cez hematoencefalicku bariéru a dostupnost’ v CNS je rovnako
nedostato¢né/problémova ako v pripade derivatov fenoxytakrinu (K1705 a K1706) [157].

SPubnymi multifunkénymi latkami sa javili 8-hydroxychinolinové derivaty
(konkrétne cliochinol), ktoré boli skiimané pre ich neuroprotektivny ucinok pri AD a
vstlpili do klinickych sktiSok. Bohuzial, pocas pripravy na klinicka skuSku fazy 2/3
oznamila spolo¢nost’ Prana ukoncenie vyvoja lieku cliochinol, pretoze vyrobny proces
vytvaral toxicky kontaminant [160]. Napriek tomu sa v skimani tychto Struktir
pokracovalo, pretoze derivaty chinolinu preukazali inhibicni G¢innost’  voci
AChE/BuChE, antioxida¢nu aktivitu, schopnost’ viazat’ kovy, protizapalova G¢innost’ a
inhibi¢né Uc¢inky na agregaciu AP. Novym pristupom k tymto Strukturam je ziskanie
chinolin-O-karbamatovych derivatov ako potenciondlnych MTDLs. Chinolin-5-yl
dietylkarbamat vykazuje vlastnosti perspektivnej zlucenina. In vitro testy preukézali jej

reverzibilnu dualnu inhibiciu AChE/BuChE, dobrt protizapalova aktivitu a vyznamny
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neuroprotektivny ucinok. Rovnako ako u derivatov fenoxytakrinu je potreba d’alSieho
testovania [161].

Spolo¢nymi znakmi MTDLs vo vyvoji je vo VicSine pripadov pritomnost’
niekol’kych kondenzovanych cyklov v zakladnom skelete. Casto ma jeden alebo viacero
cyklov aromaticky charakter a poskytuje priestor pre varidciu moznych substitucii. Tieto
latky in vitro vykazuju ziadané biologické ucinky voci svojim cielom, avSak castou
prekézkou v dosiahnuti vyhodnych fyzikalne-chemickych profiloch je prave samotna
Struktara tychto molekal. U mnohych latok nie je zrejmy prienik cez hematoencefalick
bariéru, ¢o je dolezity faktor pre ich uplatnenie.

Derivaty fenoxytakrinu, ako suc¢ast MTDLs, vykazuju mnohé podobnosti s vyssie
uvedenymi latkami. Najvacsim limitujicim faktorom tychto latok je ich zna¢na toxicita.
Napriek tomu st zaujimavymi molekulami s dudlnym ucéinkom, ktorych dalSie
testovanie, poskytni dodato¢né informacie pre zhodnotenie ich celkového potencidlu

v ramci MTDLs.
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10 Zavery

e Bola stanovend cytotoxicita derivatov 7-fenoxytakrinu vyuzitim MTT testu,

reprezentovana toxikologickymi indexmi ICso.

e Vybrané latky (K1712, K1713, K1961, K1964, K1967, K1706, K1960, K1979,
K1959) majt najvyssi potencial zo vSetkych testovanych latok, vd’aka ich nizSej

alebo zrovnatel'nej toxicite oproti Standardnym latkam 7-MEOTA a Imipramin.

e Celkovu toxicitu vyrazne ovplyvnila vel'kost’ nasyteného karbocyklického kruhu

v Struktire derivatov, z ¢oho pat’clenny kruh sa javi ako vyhodny.

e Su potrebné d’alSie Studie pre zhodnotenie potencidlu tychto latok.
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11 Zoznam skratiek

7-MEOTA
7-PhO-THA
ABAD
AD
ADAM
AGE
AChE
AChEi1
AICD
ApoE
APP
ATP

AB
ABao2
APBOs
BACE1
BDNF
BuChE
CAA
CDK-5
CNS
CSF
CTF-o/B/m
DS
EOAD
GSK-3pB
HEB
HMW
ChEi
LDLR
LMW

7-metoxytakrin

7-fenoxytakrin

Amyloid-} alkohol dehydrogenaza
Alzheimerova choroba
a-sekretdza

Produkty pokrocilej glykosylacie
Acetylcholinesteraza

Inhibitory acetylcholinesterazy
APP-intracelularna doména
Apolipoprotein E

Amyloidny prekurzorovy protein
Adenozin trifosfat

Amyloid —

Toxické druhy AB o dizke 40 a 42 aminokyselin
Rozpustné amyloid-f oligoméry
B-sekretaza

Neurotroficky mozgovy faktor
Butylcholinesteraza

Cerebralna amyloidna angiopatia
Cyklin-dependentna kindza 5
Centralny nervovy systém
Mozgovo-miechovy mok
C-termindlny fragment

Downov syndrém

V¢asna forma Alzheimerovej choroby
Glykogén syntaza kinaza-3f3
Hematoencefalicka bariéra
High-molecular weight

Inhibitory cholinesteraz

Low density lipoproteins receptors

Low-molecular weight
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LOAD
MAPKs
MCI
MMP
MTDLs
MTT
NFTs
NMDARs
PFs
PHFs
ProRR
PRRs
PSENI
PSEN2
ROS
TFEB
THA
UPS

Neskora forma Alzheimerovej choroby
Mitogénom aktivované protein kinazy
Mild Cognitive Impairment
Mitochondrialny membranovy potencial
Multi-Target Drug-Like Compounds
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-difenyltetrazdlium bromid)
Neurofibrilarne splete

N-metyl- d -aspartatové receptory
Protofibrily

Paired helical filaments

Proline rich regions

Pattern recognition receptors
Presenilin 1

Presenilin 2

Reaktivne formy kyslika

Transkripény faktor EB

Takrin
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