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Abstrakt

Inhibitory cholinesteras maji pfiznivy vliv na kognitivni, funkéni i behavioralni
projevy Alzheimerovy choroby (AD) a v soucasné dobé predstavuji témér vyhradné
jedinou linii Ié¢iv pouZivanych pro terapii tohoto onemocnéni. Tfi z nich jsou
schvaleny kuzZivani americkou agenturou Food and Drug Administration —
donepezil, rivastigmin a galantamin. Kromé inhibitor(i cholinesteras se dale pouziva

memantin, ktery je predstavitelem N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) antagonist(.

Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) se stal prvnim schvalenym inhibitorem
cholinesteras pro |é¢bu AD. Jeho nezadouci ucinky, zejména hepatotoxicita
a gastrointestindlni potize, vSak limituji jeho Sirsi vyuziti. Nové derivaty takrinu jsou
intenzivné zkoumdany ve snaze najit latky snizsi toxicitou a postihujici vice

patologickych mechanisma Ucastnicich se AD.

V této souvislosti byl pripraven v CR 7-methoxytakrin (7-MEOTA), méné toxicky

derivat takrinu pfi zachovani jeho farmakologického profilu.

V rdmci této prace byly syntetizovdny nové derivaty takrinu a 7-MEOTA, u kterych
byla hodnocena jejich schopnost inhibovat dva klicové enzymy -
acetylcholinesterasu (AChE, E.C. 3.1.1.7) a butyrylcholinesterasu (BChE, E.C. 3.1.1.8).
Z kazdé série byl dale vybran nejperspektivnéjsi inhibitor, ktery byl podroben

molekulovému modelovani na zminénych enzymech.

U pfipravenych sérii latek je kromé biologickych dat a molekulového modelovani
dale diskutovana zavislost mezi strukturou inhibitor a jejich biologickym ucinkem.
V pfipadé série mocovinovych/thiomocovinovych derivatl odvozenych od takrin-7-
MEOTA dudlnich inhibitor( byla pro nejucinnéjsi latky stanovena aktivita vUci
monoaminooxidasam, NADH dehydrogenase a ovlivnéni agregace/depolymerace
beta-amylodinich protein( (insulin, lysozym a APB1.40). Nejlepsi latky v této sérii

budou déle navrZeny na in vivo toxicitni studii na zviratech.



Abstract

Cholinesterase inhibitors have beneficial effects on cognitive, functional, and
behavioural symptoms of Alzheimer’s disease (AD). Up to date, they represent the
only drugs approved by U.S: Food and Drug Administration for AD treatment. These
include donepezil, rivastigmine and galantamine. Apart from the above mentioned
cholinesterase inhibitors memantine is used for AD treatment as well, acting as

N-methyl-D-aspartate antagonist drug.

Tacrine (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine) was the first cholinesterase inhibitor
to obtain a marketing authorisation in symptomatic treatment of AD. However, its
several side effects (hepatotoxicity and gastrointestinal discomfort) limited tacrine
broader usage. Novel tacrine derivatives are extensively investigated in endeavour
to find less toxic compounds with , multi-target directed ligand” profile affecting

more pathological mechanisms.

As a part of these research efforts, 7-methoxytacrine (7-MEOTA) has been prepared

as a less toxic derivate compared to tacrine with the same pharmacological profile.

Within this doctoral thesis, novel derivatives of tacrine and 7-MEOTA were
synthesized, biologically evaluated for their cholinergic potential towards both
cholinesterases - acetylcholinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) and
butyrylcholinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8). To rationalize findings from in vitro assay,
the plausible orientation of the most perspective compounds in the active site of

cholinesterases were computed and visualized.

Besides biological data and molecular modelling studies, the structure-activity
relationships are also discussed. For the most promising analogues in the series of
urea/thiourea derived from tacrine-7-MEOTA conjugates, we deal with in vivo
toxicity assessments on animals, monoaminooxidase and NADH dehydrogenase
activity as well as with determination of anti-amyloid activities (tested on insulin,

lysozyme and AB1.40).
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SEZNAM ZKRATEK
AD

AChE

ChE

APP

Adep

Ainh

BChE

AB

ROS

THA

7-MEOTA

NMDA antagonista

MAO
ICso

DCso

Sl

Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer’s disease)
acetylcholinesterasa

cholinesterasa

prekurzor amyloidniho proteinu

depolymerizacni aktivita

inhibi¢ni aktivita
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beta-amyloid

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin)
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antagonista pusobici na N-methyl-D-aspartatovych
receptorech

monoaminoxidasa

koncentrace testované slouceniny, ktera zplsobi pokles
aktivity enzymu na 50% plvodni hodnoty

koncentrace testované slouceniny, ktera zplsobi pokles
mnozstvi testovaného amyloidniho proteinu na 50% jeho

pGvodni hodnoty

index selektivity



1 Uvop

1.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA - HISTORICKY NAHLED

V roce 1906 némecky psychiatr Alois Alzheimer poprvé diagnostikoval a definoval
klinicko-patologicky syndrom, ktery byl pozdéji nazvan Alzheimerovou chorobou
(Alzheimer’s disease; AD). Pfi diagnostice onemocnéni u jeho Ctyficetileté pacientky,
Alois Alzheimer popsal jeji pfiznaky jako vzacnou presenilni demenci vyskytujici se
pred 65 rokem Zivota. Ani on a jeho kolegové vsak nerozlisili tuto novou chorobu od
dobfe zndmé a popsané senilni demence. Alzheimer doloZil nékolik
symptomatickych pfiznakd tohoto onemocnéni, které miZeme pozorovat dodnes
u vétsSiny pacientd s AD: progresivni ztrata paméti, narusené kognitivni funkce,
zmény v chovani, naruseni integrity jedince, halucinace, narusené sebeovlddani

a nakonec Upadek aZ ztrata mluveného i psaného projevu.

Az vynalez elektronového mikroskopu v 60. letech 20. stoleti vedl k objasnéni
histologickych zmén v mozku, které jsou fundamentdlni pro toto onemocnéni:
neuritické plaky a neurofibrilarni klubka.? Jejich formovani bylo popsano a?
v poloviné 70. let. Zjistilo se, Ze maji nepfiznivy vliv na neurony vytvarejici
a uvoliujici acetylcholin (ACh). Detailnéjsi pozorovani vedlo k zavérim, Ze tento
nepfriznivy vliv se tyka pfimo i enzym{, které maji uzky vztah k ACh. Zejména ubytek
hladiny a aktivity cholin-acetyltranferasy (ChAT, EC 2.3.1.6), enzymu dUleZitého pro
syntézu neuromediatoru ACh, a opacné plsobiciho enzymu acetylcholinesterasy
(AChE, EC 3.1.1.7) v limbickém systému a mozkové kiife, byly spojovany se ztratou
cholinergnich neuroni vybihajicich do subkortikdlni oblasti.> Tato zjidténi
nastartovala farmakologicky vyzkum ve snaze zvySit mozkové hladiny ACh
v synaptickych Stérbinach, predné inhibici AChE, kterd degraduje ACh. Vyzkum
téchto latek na bazi inhibitorl AChE byl natolik Uspésny, zZe vedl k zavedeni nékolika
znich do klinické praxe: takrin (Cognex®), donepezil (Aricept®), rivastigmin

(Exelon®) a galantamin (Reminyl®).*
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1.2 SOUCASNY STAV A PREVALENCE AD

AD patfi mezi nejéastéjsi formu demence. Jeji nepfedvidatelnost a dosud neznama
etiologie ji ¢ini stdle palcivéjsSim problémem lidstva, nejen po strdnce zdravotni, ale
i po strance socialni ¢i ekonomické. AD kon¢i po 3 - 10 letech od stanoveni diagndzy

letalné.

Celosvétové zaujima AD patou nejrozsifenéjsi pri¢inu umrti u lidi starSich 65 let.
narlistaji. Mezi lety 2000 a 2008 bylo zaznamenano 66 % pripadd Umrti
zpUsobenych AD. Pro srovnani, pripadd smrti kvali srde¢nimu selhani bylo okolo

13 %, mozkovych mrtvic 20 % a umrti v dsledku rakoviny prostaty okolo 8 %.>°

V Americe je odhadovano 5,4 miliond pacientl s AD, pficemz 200 000 z nich je
mladsSich 65 let (AD scéasnym zacdtkem), celkovy pocet demenci ve svété je
v soucasné dobé odhadovdn ke 35,6 milionu lidi. Do roku 2050 se predpoklada
narast az na 115,4 milion( pacientd.” Nejrizikovéj$i populaci jsou osoby starsi 85 let
(vice ne? 50 % pFipadd AD). V Ceské republice je odhadovano, e touto chorobou
trpi priblizné 125 000 obyvatel; v rdmci Evropské unie je to pak 6 miliont a toto Cislo
se s nejvétsi pravdépodobnosti do roku 2050 zdvojnasobi.”*® Hlavni pfi¢inou je
zejména starnouci populace. VSechna vyse zminéna data podtrhuji zdvaznost AD,
pficemz dosud nebyla plné vyvinuta efektivni terapie. Hlavnim didvodem proc se tak
déje, jsou omezené znalosti zakladni patofysiologie AD. Ackoliv v poslednich
30 letech byl udélan obrovsky pokrok na drovni biologické, biochemické,
toxikologické i v oblasti farmaceutického vyzkumu, rizné zvaZované terapeutické

postupy selhavaji nebo ptichazi aZ pfili§ pozdé v prabéhu nemoci.”

1.3 RiziIKOVE FAKTORY AD

Pficiny vzniku AD nejsou doposud zcela pIlné objasnény, je vSak zndma celad fada
rizikovych faktord pfrispivajici k rozvoji AD. Nejvice zatizena je zejména starnouci
populace, ackoliv je dlleZité podotknout, Ze AD neni béZnou slozkou starnuti. Za

hrani¢ni je povazovan 65. rok Zivota, po kterém dochazi k nejvétSimu nardstu
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incidence tohoto onemocnéni. Na druhou stranu, i u lidi pod touto vékovou hranici

se m(iZe vyvinout AD, pak hovofime o AD s &asnym zacatkem (early-onset AD).”

DuleZitou roli hraje genetické zatiZeni, rodinna historie a dédi¢nost. Bylo prokazano,
ze jedinci sblizkym pfibuznym (bratr, sestra, rodice), u kterého byla
diagnostikovdna AD, maji vétsi pravdépodobnost rozvoje AD nezZ ti, u kterych se

vyskytuje pouze u vzdalenych p¥ibuznych s AD.*

AD je geneticky vazana na pritomnost alely apolipoproteinu E €4 (ApoE €4). Ta se
mUzZe vyskytovat ve tfech isoformach, €2, €3 a €4, ale pouze €4 zvysuje riziko vzniku
AD v pozdéjSim véku a v nékterych sporadickych pfipadech AD, zatimco pfitomnost

g2 alely snizuje riziko rozvoje AD."***

Mezi dalsi rizikové faktory patfi kardiovaskuldrni choroby, poskozeni mozku
traumatem, deprese, nizky stupen dosazeného vzdélani jedince, koureni, nizké
hladiny foldtu a vitaminu B12, zvySena koncentrace homocysteinu v plazmé, vysoké
hladiny cholesterolu, diabetes 2. typu, vysoky krevni tlak, fyzicka inaktivita
a obezita. VSechny tyto vyse zminéné faktory podporuji nejen vznik a rozvoj AD, ale

podili se i na etiopatogenezi jinych demenci a dal$ich onemocnéni.*>?’

Na druhé strané je potfeba zminit i faktory ochranné, které naopak riziko vzniku AD
snizuji. Mezi né patfi vySSi stupen vzdélani jedince, pravidelné uZivani
protizdnétlivych latek a latek snizujicich hladiny cholesterolu (statiny), substitu¢ni
terapie estrogenem v post-menopauzalnim obdobi, |écba antihypertenzivy a strava
bohatd na ryby. S velkym otaznikem zlstava uZziti latek s antioxidacnimi vlastnostmi

(vitaminy Ca E).2831

1.4 PATOLOGICKE NALEZY

1.4.1 NEURITICKE PLAKY

vvvvvv

plakl v mozcich pacientll s AD se skladaji z pfiblizné 40 aminokyselin. Tyto
komponenty jsou dnes znamé jako beta-amyloidni proteiny (AB). Jsou uloZeny

v podobé extracelularnich deposit ve tvaru hvézdicovitych fibrilarnich shlukd. Dalsi
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studie ve vztahu k AB podnitily rychly vyvoj ve vyzkumu smérovaném k lepSimu
pochopeni podstaty AD a stanoveni dalSich potencidlnich pfistupl ve vyvoji IéCiv
cilenych na AD. Nasledné védecké prace zjistily, Zze AB je produkt proteolytického
Stépeni prekurzoru oznacovaného jako APP (amyloid precursor protein), ktery je

postupné $tépen proteasami pojmenovanymi jako B- a y- sekretasa. >*>>

APP, stejné
jako trisomie u Downova syndromu, je kédovan chromosomem 21 a vykazuje
rovnéz podobné histologické zmény u pacientl s AD. Dochazi ke zvysené expresi

35,36

majici za ndsledek vzestup hladin AB. Sté&peni APP se ukazuje jako heterogenni;

residua (oznacovanad jako ABso a ABay, lisi se v C-termindlni ¢asti). Za fyziologickych
podminek se prevdiné tvofi kratSi varianta AB4o a pfiblizné okolo 5—-15 % AB4,
a jinych rGzné dlouhych AB. Oba dva fragmenty AR maji tendenci shlukovat se do

raznych tvart.*’

V pribéhu AD nejprve dochazi ktvorbé rozptylenych plaki,
nazyvanych také jako preamyloidni, které jsou vyhradné tvoreny z AB4,, pozdéji
vznikd heterogenni smés plakl sloZzenych z rlizné dlouhych AB. Clearance AP je diky
zvysené expresi B-APP pretizena az dochazi ke kumulaci neuritickych plak(. Tyto
agregaty AB pak puUsobi primo toxicky na burnky neuroni. Byla nalezena Siroka
skupina latek schopna zabranit AR agregaci nebo dokonce rozpoustét oligomery,
fibrily nebo plaky AB. Ty zpravidla plsobi pfimo na shluky AB nebo nepfimo inhibici

38-4

B- a y- sekretasy. % pouziti inhibitorG y- sekretasy v klinické a preklinické praxi se

nachazi v Priloze 1.

1.4.2 NEUOROFIBRILARNI KLUBKA

Neurofibrildarni klubka jsou vedle neuritickych plakd dalsim charakteristickym
znakem AD.** Formovani téchto klubek neni nutné spojeno s vyskytem neuritickych
plakdl, ale u vétsiny ptipadl jsou pozorovany obé histologické zmény. Tato klubka se
skladaji z t-proteinu, ktery je fyziologicky sprazen s mikrotubuly.*? t-protein
podporuje shlukovani tubulinu v mikrotubuly a udrzuje strukturu mikrotubul(
pohromadé. Patfi do skupiny fosfoproteinli a je tedy regulovan mechanismem
fosforylace. Hyperfosforylovany t-protein se v prilbéhu AD oddéluje od mikrotubuld
a dochazi ke zvyseni jeho koncentrace v cytosolu. Naslednym dosazenim kritické

koncentrace polymerizuje v neurofibrilarni klubka.*® Pfesna Gcast v patogenetickém
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pusobeni t-proteinu neni dosud pfesné znadma, jeho tvorba vsak, jak se zda, pusobi

zvy$eni hladin AR, doprovazené tvorbou neuritickych plaki.**

1.5 CHOLINERGNI TEORIE

Cholinergni hypotéza predstavuje prvni a dodnes prakticky jedinou teorii vysvétlujici
podstatu vzniku AD a témér vSechna soucasné pouZivana léCiva k mirnéni
symptomatickych projevl stfedné tézké a tézké formy AD se o ni opiraji.**® Tato
teorie vychazi z poznatkl ztraty cholinergni aktivity pozorované u pacientd s AD
a z experimentdlnich studii na lidech a primatech, které nasly Uzkou souvislost mezi
roli neuromedidtoru ACh a schopnosti ugeni a pamatovani si.’ Z blokady
centradlniho cholinergniho systému skopolaminem u mladych jedincl Ize
vypozorovat podobné pfiznaky demence jako v populaci jedincli zasazenych AD.
Tento pamétovy deficit mUZe byt navracen do normalniho stavu pouZzitim inhibitord
cholinesteras, nap¥. fysostigminem.”® Celd tato experimentalni studie vedla
ke klinickym studiim jiného typu latek, reversibilnich inhibitord cholinesteras, které
zaznamenaly nejvétsi pfislib pro 1éCbu deficitnich pamétovych funkci u pacientt

s AD (viz kapitola 1.7.1. Latky pouzivané v klinické praxi).

Pti detailnéjsSim pohledu na deficitni cholinergni systém pti AD, byla pozorovdna
narusena signalizace z populace neuroni vychazejici z basalni ¢asti predniho mozku
a Meynertova jadra do mozkové klry a hippokampu. Rovnéz koncentrace a aktivita
ChAT zodpovédné za tvorbu ACh se vpribéhu AD vyznamné sniZuje

v oblastech mozkové kiry a hippokampu.****

Ve stejnych ¢astech mozku pak bylo
také potlaéeno uvolfiovani ACh navozené depolarizaci a dale byl snizen uptake
cholinu do nervovych zakonceni, ktery je potifebny k doplnéni syntetickych zasob na
pfipravu nového ACh. Pokud vezmeme v Uvahu, Ze prvotnim ukazatelem AD jsou
narusené pamétové funkce, pak vySe zminénd role ACh pfi cholinergni transmisi
a jeho dulezitost pro kognitivni funkce podporuje tyto zavéry u AD.*? Viechna tato
pozorovani polozila zaklad cholinergni teorii, kterou shrnul v roce 1982 ve své praci

53
l.

Bartus a kol.” Tato prace dodnes plné reflektuje vztah mezi cholinergni hypotézou,

vékové zavislou cholinergni dysfunkci a demenci typu AD.
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1.6 CHOLINESTERASY

Cholinesterasy (ChE) jsou skupinou esencidlnich enzym, které mizeme rozdélit do

dvou podskupin na zakladé katalytickych vlastnosti.

Enzym, ktery upfednostiiuje rozklad (hydrolyzu) malych substratd, jako je napf. ACh

(obr. 1) je nazyvan acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7)

Enzym, ktery je schopny pfizplsobit se objemnéjSim substratim jako je
butyrylcholin nebo benzoylcholin (obr. 1) a katalyzovat jejich rozklad, je
pojmenovan jako butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8). BChE stejné jako AChE

katalyzuje i hydrolyzu ACh (schéma 1).>**

- Y N
/N\/\Ok /N\/\OJ\/\ /N\/\OJ\Q

acetylicholin butyryicholin benzoylcholin

Obr. 1 Nékteré substraty cholinesteras.

0
O] @
~p AChE nebo BChE/H,O ~nT

- CH,COOH

Schéma 1 Hydrolyza ACh katalyzovana AChE nebo BChE.

Pfi zjistovani sekvence aminokyselin ChE se dospélo k zavéru, Ze patfi do velké
skupiny obsahujici ve své struktufe a/B-hydrolasové uskupeni. To je napf. spolec¢né
pro rGzné lipasy, peptidasy, dehalogenasy a dokonce i adhesni proteiny. AChE
i BChE (obr. 2, obr. 3) jsou si natolik podobné, Ze je prakticky neodmyslitelné popsat
strukturu jedné bez odkdzani se na druhy enzym. Obé cholinesterasy maiji tfi pevné
zakotvené disulfidické mustky. Sekvence aminokyselin je dokonce pro lidskou BChE
a AChE izolovanou z pauhore elektrického (lat. Electrophorus electricus) z 54 %
stejnd. Hlavni rozdil mezi obéma ChE je tvofen mirou N-glykosylace; AChE je méné

glykosylovdana nez BChE. Glykosylace ovliviiuje stabilitu a farmakokinetické
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vlastnosti, nikoliv vSak katalytické schopnosti enzymu. Rozdily v afinité
k jednotlivym substratim jsou dany prostorovym usporadanim aktivniho mista

obou vyse zminénych enzymt‘].56

Obr. 2 Celkovy nahled na lidskou AChE (PDB code: 1b41) v stuzkovém vyobrazeni (zelené) a s lehce

zvyraznénym povrchem. Obrazek byl vytvoren pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).

Obr. 3 Celkovy nahled na lidskou BChE (PDB code:1P01) v stuzkovém vyobrazeni (zelené) a s lehce

zvyraznénym povrchem. Obrazek byl vytvofen pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).
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Aktivni misto obou enzym( se nachazi v pfiblizné 20 nm hluboké, rovné kavité a je
tvofeno tfemi zdkladnimi uskupenimi — tzv. acylaénim, kation-m a perifernim

anionickym (aromatickym) mistem.>>>®

K hydrolyze substratu dochazi v acylaénim misté, které je tvoreno katalytickou
triddou aminokyselin; pro lidskou AChE Ser203, Glu202 a His447, pro lidskou BChE
Ser198, Glu325 a His438.>" Vstup do aktivniho mista je lemovan &etnymi

aromatickymi residui.

Kation-mt misto pro AChE je tvoreno Trp86 a Phe338 a je zodpovédné za nevazebné
interakce typu Coulombickych sil mezi aromatickym systémem této ¢dsti a kladnym
nabojem kvartérni dusikové skupiny. DuleZitou roli v této oblasti enzymu hraje
i Tyr133, ktery pfimo interaguje sTrp86 a podili se na stabilizaci kation-m
konformace po navazani substratu. V lidské BChE je tato ¢ast zastoupena Trp82
a Ala328. Absence Phe v BChE oproti AChE ovliviuje afinitu k nékterym
58,59

inhibitoram. S kation-mt mistem mohou reagovat i ligandy bez kladného ndboje,

neni uréeno pouze pro nabité ligandy.*°

Klicovymi aminokyselinovymi zbytky pro periferni anionické misto v AChE jsou
Tyr72, Tyr124 a Trp286. VSechny tfi jsou situovany pfi okraji kavity, tedy vstupu do
aktivni ¢asti enzymu. V perifernim anionickém misté u BChE tato tfi aromaticka
rezidua chybi, da se pfimo fici, Ze toto misto neni vibec pfitomno. To vysvétluje
i slabsi afinitu specifickych AChE substrat(, jako je napf. fascikulin (hadi jed) nebo
propidium (selektivni inhibitor periferniho anionického mista AChE) k perifernimu
anionickému mistu BChE. Dalsi studie odhalily, Ze toto misto v BChE je tvoreno
Asp70 a Tyr332. Dulezita, vySe zminéna aminokyselinova rezidua pro AChE a BChE

jsou znazornéna na obrazcih 4 a 5.>8°60
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Ser203

Obr. 4 Prostorové rozloZeni aminokyselinovych rezidui lidské AChE (oznacena fialové), enzym je

vyobrazen ve stuzkové orientaci (Sedivé). Obrazek byl vytvoren pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).

Glu325 I

\ | &
. g ‘ y /

His438

Trp82 Tyr332
Asp70

Obr. 5 Prostorové rozloZzeni aminokyselinovych rezidui lidské BChE (oznacena fialové), enzym je

vyobrazen ve stuzkové orientaci (Sedivé). Obrazek byl vytvofen pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).
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Sohledem na katalytickou funkci, jsou ChE cilem rlznych reversibilnich,
ireversibilnich nebo pseudo-ireversibilnich inhibitord. Mezi reversibilni inhibitory
mUlzZeme zaradit aromatické terciarni aminy, napf. takrin nebo donepezil (viz déle),
pseudo-ireversibilni mohou interagovat silnou vazebnou interakci s katalytickym
serinem (napf. fysostigmin, rivastigmin) a skupina ireversibilnich inhibitor( je
zastoupena organofosforovymi slouc¢eninami, jejichz plsobeni na ChE a cely
organismus je zivot ohrozujici (napt. nervové paralytické latky sarin, soman, tabun

nebo VX ¢&i pesticid paraoxon).>

1.7 SOUCASNA TERAPIE
1.7.1 LATKY POUZIVANE V KLINICKE PRAXI

Donepezil

Donepezil  ((RS)-2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydroinden-
zavedenych pro boj s AD. Jedna se o selektivni inhibitor AChE pouZivany k lé¢bé
lehkych a stfedné tézkych forem AD. Stejné jako ostatni inhibitory AChE zpomaluje
pribéh onemocnéni a do jisté miry |é¢i symptomy, ale nedokdze zcela zastavit

6162 Kromé vySe zminéného inhibi¢niho plisobeni na AChE, donepezil

progresi AD.
zmirfiuje priznaky neurotoxicity navozené AP a pozitivné ovliviiuje proces Stépeni
APP.® Donepezil vstupuje do kortikalnich neuront a tim narusuje mechanismus,
ktery vede ktvorbé AB.64 Tato latka up-regulaci ovliviiuje nikotinové receptory
v klife, dochazi tak ke zvySeni jejich exprese, ¢imz je alespon Castecné zabranéno
progresi AD. Soucasné je diky uc¢inklim donepezilu redukovana i hladina glutamatu,
dllezitého neurotransmiteru, ktery pfi patologickych stavech jako je AD, puUsobi

6> Donepezil ma dale vliv i na expresi AChE, kdy zvySuje tvorbu

neurotoxicky.
isoformy AChE-S, zatimco syntéza isoformy AChE-R je potlacena. | tento proces
pozitivné ovliviuje neuroprotekci.66 Mezi jeho dalsi vlastnosti patfi i antioxidativni

67-69
Na

pUsobeni, tedy schopnost ni¢it ROS, a zlepseni reologickych vlastnosti krve.
trhu je od roku 1996 znamy napfr. pod komercni znackou Aricept®. Mezi nezadouci
ucinky lze zaradit pouze gastrointestindlni potize, které vsak jen v ojedinélych

pripadech vyusti v preruseni [éCby. Dalsi vlastnosti donepezilu jsou shrnuty v tabulce
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1 a jeho prostorova orientace v AChE z Torpedo californica (PDB code: 1le3q;

pacificky elektricky Uhof) je znazornéna na obrazku ¢. 6.”°

/‘}//

Obr. 6 Prostorova orientace donepezilu v AChE z Torpedo californica a vyznamné interakce
s aminokyselinovymi rezidui (PDB code: 1le3q). PrevaZuji interakce typu m-m vazeb. Vzdalenost je

udévana v angstromech (A). Obrazek byl vytvofen pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).”°

Galantamin

Galantamin ((4aS$,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-11-methyl-4aH-[1]-
benzofuro-[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-ol, tab. 1) je selektivni, reversibilni inhibitor
AChE. Jedna se o pfirodni alkaloid, ktery byl poprvé isolovan ze snézenky (Galanthus
woronowii) a jeho pritomnost byla potvrzena v cibulkdch rGznych druhd celedi
Amaryllidaceae.”t Kromé zminéného inhibi¢niho plsobeni vi¢i AChE, galantamin
taktéZ plsobi jako alostericky modulator na N-receptorech. Vaze se na opacnou
stranu receptoru nez ACh a zplsobuje tak konformaéni zmény na tomto
receptoru.72 Cely proces potencuje N-receptory a vysledkem je zesilend
postsynaptickd odpovéd.”® Presynaptické N-receptory maji dileZitou roli nejen na
potenciaci uvoliovani ACh, ale reguluji i hladiny dalSich transmiterd jako jsou napf.

v-aminomaselnd kyselina, glutamova kyselina, serotonin a noradrenalin; vSechny
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tyto neuromediatory jsou dlleZité pro kontrolu nad pamétovymi funkcemi a maiji

74,75

i znacny vliv na naladu a emoce. V pribéhu AD mohou snizené hladiny

glutamatu vyustit v poruchy uceni a paméti, zatimco patologicky nizsi koncentrace
serotoninu prispiva k narusené emocni rovnovaze (pozn. vétsina pacientl s AD trpi
depresivnimi stavy). Pro vySe zminéné vyhody je v soucasné dobé pro terapii AD
nejvice preferovan pravé galantamin. Absorpce galantaminu po peroralnim podani
je 100%. Soucasny pfijem potravy nema vliv na miru absorpce, pouze ji zpomali.
Podobné jako vétSina ostatnich inhibitord AChE ma velky distribu¢ni objem a tudiz
i tendenci zadrZovat se vtkanich lidského organismu. Stejné jako donepeuzil,
galantamin ma zejména gastrointestindlni nezadouci ucinky, vedle toho vykazuje
i anorektické plsobeni, které vSak zfidkakdy zabrani dlouhodobéjSimu
terapeutickému vyuziti.”® Na obrazku 7 je vyznaena prostorova orientace v aktivni

&asti AChE izolované z Torpedo californica (PDB code: 1dx6).”” Galantamin je na trhu

od roku 2001 pod komeréni znackou Reminyl®.

)

Obr. 7 Prostorova orientace galantaminu v AChE z Torpedo californica a vyznamné interakce
s aminokyselinovymi rezidui (PDB code: 1dx6). Vedle m-m interakce (aromatickd ¢ast galantaminu
s Phe290) je k vidéni vodikovy mUstek mezi Ser200 a hydroxy skupinou galantaminu a alifaticka-m
interakce s Phe330 a Trp84. Vzdalenost je udavana v angstromech (A). Obrazek byl vytvofen pomoci

PyMol viewer (v. 1.3.).”
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Rivastigmin

Rivastigmin ((S)-3-[1-(dimethylamino)ethyl]fenyl-N-ethyl-N-methylkarbamat, tab. 1)
je reversibilni inhibitor cholinesteras uréeny pro symptomatickou lécbu stfedné
tézkych az tézkych stadii AD. Pouziva se formé rozpustného tartaratu. Oproti vSem
ostatnim inhibitordm AChE je neselektivni vi¢i obéma cholinesterasam, coz je
vyhodné zejména v pozdéjsich stadiich AD, kdy hladina BChE vzrlstd, zatimco
koncentrace AChE klesa.”®”® Pat¥i do skupiny karbamatl a ma acylacni ucinek
v aktivni ¢asti enzymu. RovnézZ i u této latky se podobné jako u prfedchozich dvou
objevuji zejména gastrointestinalni nezadouci Ucinky (zvraceni, nevolnost, prlijem,
anorexie), které viak mohou byt redukovany &astéjéim davkovacim schématem.®
Obrazek 8 znazornuje prostorové usporadani rivastigminu v AChE z Torpedo

californica (PDB code: 1gqr).2* Na trhu se rivastigmin nachazi od roku 2000 pod

znackou Exelon®.

Obr. 8 Prostorova orientace rivastigminu v AChE z Torpedo californica a vyznamné interakce
s aminokyselinovymi rezidui (PDB code: 1gqr). Ser200 je acylovan karbamatovou c¢asti rivastigminu,
zatimco zbytek molekuly inhibitoru z{stdva v kavité stabilizovédn m-mt interakcemi s Trp84 a Phe330.

Vzdalenost je udavéna v angstromech (A). Obrazek byl vytvofen pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).81
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Takrin

Takrin (1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin, tab. 1) je reversibilni, stfednédobé
pasobici inhibitor obou cholinesteras, ktery je znamy vice nez 60 let.®? PGvodné byl
vyvinuty jako antibakteridlni agens z fady akridinovych derivatl, pozdéji se vsak
ukazalo, 7e je velmi slabé baktericidum s jinymi vystupriovanymi Gcinky.®® Prvni
farmakologické studie popisuji analeptické uUcinky takrinu na morfinizovanych
zvitatech.®® Jeho cholinergni vlastnosti byly rozpoznany a# roku 1961 pracovni
skupinou Heilbronna. Ti dosli mimo jiné k zavéru, Ze takrin je silnéjsi inhibitor BChE
nez AChE. Byl ¢asto pouzivan jako antidotum kurare a pro tiSeni neudstupné bolesti.
Mezi jeho dalsi at uz zvaZzované nebo dfive pouZivané indikace patfi myasthenia
gravis, antidepresivni plsobeni (podobnost s tricyklickymi antidepresivy), tardivni

dyskinese nebo predavkovani anticholinergiky.®

Jedna se o prvni inhibitor AChE zavedeny do klinické praxe v roce 1993. Casto se

pouzival v kombinaci s lecitinem.®*®’

Krystalografické studie vazby takrinu s AChE
ukazaly interakci takrinu s katalytickym mistem AChE.® Mezi jeho dulezité vlastnosti
patfi schopnost interagovat s muskarinovymi (M) receptory s afinitou 100 x vétsi
nez k N receptortim. Takrin tak zvyuje uvolfiovani ACh stimulaci M; receptor(.®
Dale plsobi inhibi¢né i vic¢i obéma isoformdm monoaminooxidasy (MAO). Jak bylo
pozdéji prokazano, inhibici MAO-A lIze zabrdanit depresivnim stavim a stejnym
plsobenim na MAO-B lze zabranit tvorbé ROS.® Takrin dale inhibuje re-uptake

dopaminu a serotoninu na nervovych zakoncenich. | tyto efekty pfispivaji

k antidepresivnimu pt']sobenl'.91

Pouzivani takrinu vyZaduje castéjsi davkovaci schéma (tabulka 1), dlouhodobégjsi
titraci hladin v krvi a monitorovani hladin jaternich enzymt‘].92 Takrin se dnes pro
svlj nizky terapeuticky index dany zejména cCastymi pripady hepatotoxicity
a vaznymi gastrointestindlnimi potizemi nepouil'vél.%'94 Na obrdzku 9 je naznacena
prostorova konfigurace takrinu v aktivni ¢asti AChE z Torpedo californica (PDB code:

1acj).>> Na trhu byl zndm pod chranénym nazvem Cognex®.
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Obr. 9 Prostorova orientace takrinu v AChE z Torpedo californica a vyznamné interakce
s aminokyselinovymi rezidui. Takrinovy skelet se nachazi v periferni anionické Casti mezi Trp84 a
Phe330. Amino skupina v poloze 9 je stabilizovana vazbou ke dvéma molekuldam vody (neni
zobrazeno). Vzdalenost je udavana v angstromech (A). Obrazek byl vytvofen pomoci PyMol viewer

(v. 1.3.) (PDB code: 1agj).”
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Nazev Doneperzil Galantamin Rivastigmin Takrin
CH
CH, 077 °
5 HsC
H.C—N
0 ? o
NH,
(0]
Struktura 2
o
N
N H3C
N-CH;3
H,C
Chemicka Piperidinovy Akridinovy
Isochinolinovy alkaloid Karbamat
klasifikace derivat derivat
Cilovy enzym AChE AChE AChE i BChE AChE i BChE

Nekompetitivni,

Nekompetitivni, rychle

Nekompetitivni,

Nekompetitivni,

Typ inhibice rychle pomalu
reversibilni rychle reversibilni
reversibilni reversibilni
Metabolismus | CYP2D6 a 3A4 CYP2D6 a 3A4 AChE a BChE CYP1A2
Transdermalni
Dostupné Tablety, roztok, tablety
Tablety naplasti, roztok, Kapsle
|ékové formy s fizenym uvolfiovanim
kapsle
Plasmaticky 3h (naplast),
70 h 7h 6h

polocas

1h (kapsle)

Tab. 1 Inhibitory AChE v klinické praxi a jejich vlastnosti.
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Memantin

Memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amin, obr. 10) se zcela vymyka ostatnim
l[atkdm svym mechanismem pusobeni. Jednd se o nekompetitivniho antagonistu
N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorl se stfedni afinitou. Pfi normalnich
hladindch glutamdtu inhibuje receptor pouze slabé, pfi zvySenych hladinach
glutamatu inhibuje receptor vyraznéji. Cely jeho mechanismus ucinku lze oznacit za
neuroprotektivni. Kromé AD se zvazuje i k |é¢bé Parkinsonovy choroby, epilepsie,
traumat CNS, amyotrofni laterdIni sklerézy, drogové =zdvislosti a chronické

96-98

bolesti. Na trhu je od roku 2002 pod ndzvem Ebixa®.

NH,

HsC CHy

Obr. 10 Memantin zastupujici skupinu NMDA antagonist( v [é¢bé AD.

1.7.2 ZVAZOVANE TERAPEUTICKE PRISTUPY

Dalsi slouceniny testované jako potencialni |éCiva kterapii AD jsou shrnuty

v Priloze 2.
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1.8 TAKRINOVE DERIVATY

Od prvni syntézy takrinu (1945) bylo ptipraveno velké mnoZstvi takrinovych
analogtl, které byly testovany nejen pro svilj potencial v1é¢bé AD.2* Soucasné
pfipravované derivaty sohledem na AD lze rozdélit do tfi skupin. Prvni je
zastoupena monotakrinovymi derivaty, kde je rdzné modifikovan zakladni skelet.
Druhou, pocetnéjsi skupinu prezentuji homodimery takrinu, latky majici prevazné
pouze inhibi¢ni plsobeni na ChE, zpravidla sloZzené na jedné i druhé strané ze
stejného zakladu. Treti skupinou, ktera v poslednich letech zaznamenala nejvétsi
narlst je predstavovana heterodimery takrinu. Zejména posledni jmenovana
sdruzuje latky s rznym farmakologickym ucinkem, zpravidla vyhodnym pro [écbu
AD. Homodimery i heterodimery jsou shodné pfipravovany na podkladé poznatk
o dualni inhibici AChE. Ta je vyhodna zejména diky zesilenému ucinku na AChE (nM
hodnoty ICsg) a zpravidla i dlouhodobéjsSimu plsobeni. Dalsi vyhodou pfimo
souvisejici s dudlni inhibici téchto latek je schopnost zamezit formovani fibril
proteinu AB indukovaného prostfednictvim periferni anionické ¢asti AChE. Spojeni
dvou latek s rozdilnym farmakologickym profilem ma vsak i dalsi nesporné vyhody.
Pfedné vznika nova entita schopna rozpoznat dalsi cile, které ovliviuji patologii
dané nemoci, cozZ je vyhodné u multifaktoridlnich onemocnéni tedy i u AD. Design
takovych 1é¢iv neni jednoduchou zéleZitosti. Casto je pfipravena latka, ktera
ovliviuje jiné ¢asti organismu a vyvstanou tak nové nezadouci ucinky. V Gvahu je

tfeba brat i davkovaci schéma.

1.8.1 MONOTAKRINOVE INHIBITORY

Velkd srovnavaci studie monotakrinovych inhibitor( byla provedena Recanatinim
a kol. Derivaty se liSily substituci v poloze 6, 7 a 9 takrinového skeletu. Nejvyssi
afinitu k AChE ukdazala analoga substituovana v poloze 6 CHs-, NO,- nebo Cl
skupinami (nejvyssi 6-Cl: 1Cso= 0.0099 uM). Zavedeni Cl do obou poloh zakladniho
skeletu (6 i 7) vedlo k latkdm s nizkou Ucinnosti. Objemné substituenty v poloze 9,
jako je napf. benzyl, rovnéz snizuji afinitu k AChE; naopak n-heptyl v této poloze

zvysuje a¢innost.”® Pro polohy 6 a 7, elektronakceptorové substituenty zvySovaly
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Gcinnost, zatimco elektrondonorové substituenty snizuji inhibi¢ni potencial (obr.

11).
.R®
HN
1
R ~
R2 N7

Obr. 11 Monotakrinové derivaty podrobené SAR studii.”® Rl, R? = CH3; H; Cl; NOy; R = H, benzyl,

heptyl.

Chirdlnimi terpenickymi monotakriny a jejich aktivitou se zabyval Pisoni a kol. (obr.
12).1%° vychozi latkou pro syntézu byl keton v opticky aktivni formé&. Objemnéjsi
substituenty v poloze 1 vyustily v méné ucinné inhibitory AChE. Zajimavy inhibi¢ni
potencial vykdzal sedmiclenny derivat s karbonylovou funkci e (derivat e: ICsg =

0.288 uM), latka d dokonce prevysila inhibi¢ni schopnost takrinu (ICso = 0.061 uM).

NH;

Oo
~
N

O O\O(O\@O 5@@

Obr. 12 Monotakriny pfipravené z chiralnich terpenickych cyklanon(.

Dalsi sérii latek, pripravenych slovenskym pracovistém v KoSicich, jsou

. , . 7 v/ s . , 101
monotakrinové derivaty lisici se substituci v poloze 9.*°

Porovnavany jsou
thiomocovinové nebo mocovinové derivaty vazané na zakladni skelet takrinu.
Sledovan je rovnéz vliv pfipojeného heterocyklického systému nebo
dimethylaminoskupiny (obr. 13). Nejvyssi afinitu k AChE prokazal morfolinovy
derivat navdzany prfes mocovinovou funkéni skupinu (ICsp = 0.972 uM)

k takrinovému zdkladu; furanovy derivat vazany pres methylenovy muistek k amino

skupiné takrinu vykazal nejlepsi hodnotu ICsq k BChE (0.0204 uM).
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7 _ /N
CH,
R 0
HN v
o

Obr. 13 Takrinova analoga pfipravena substituci v poloze 9.

Takrindihydropyridinovou fadu (zkracené takripyriny) lze povazovat za prechod od
monotakrinl k dualné plsobicim inhibitorlim AChE. Jak jiz nazev téchto sloucenin
napovidd, jedna se o sérii latek sdruzujici jak inhibi¢né pusobici ¢ast molekuly vidi
ChE (takrin), tak i dihydropyridinové uskupeni antagonisticky plsobici na kalciovém

kandlu (obr. 14). Blokatory kalciového kandlu maji silny neuroprotektivni ucinek,

102,103

ktery zUstava zachovan i v molekule takripyring.

X = H, F, NO,, Me, OMe

/L NH,
kalciovy &&—— O =
antagonista B —— AChE/BChE inhibitor
N
nimodipin takrin

Obr. 14 Takrindihydropyridiny — latky pfipravené spojenim takrinu a 1,4-dihydropyridinu.
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Takripyriny majici na benzenovém jadre v poloze 3 methoxy skupinu prokazaly
nejvyssi ucinnost vici AChE ( ICsg = 58 nM). VSechny inhibitory v této sérii shodné

vykazovaly vysokou selektivitu k AChE.***'%

Dalsi pocetnou skupinu takrinovych latek predstavuji inhibitory AChE s nitrilovou
skupinou v poloze 7 (obr. 15). Vysokou ucinnost i selektivitu k AChE mél derivat
s dimethylaminovym uskupenim v poloze 6 (ICso = 14 nM). Podobné jako predchozi

série takripyring, i tyto latky byly testovény pro sv(ij neuroprotektivni potencial.***

R NH, R=H,Ph
NG Y = CH,, NBn
= | X Y X = Cl, OMe, OFt, N(Me),
" o

X" NTON =
-
r

-~
=N

\

Obr. 15 Monotakriny s nitrilovou skupinou v poloze 7.

Bezesporu nejzajimavéjsi sérii v oblasti monotakrinovych latek jsou hupriny (obr.
19). V jejich strukture mizeme nalézt jak takrinovy, tak i huperzinovy fragment (vice
o huperzinu déle). V rdmci studie vztah( mezi strukturou a ucinkem byla pfipravena
velkd fada derivatd liSici se v substituci v takrinové i huperzinové ¢asti molekuly.
Tato analoga predcila referencni latky (huperzin A, takrin) nejen v inhibi¢nich
vlastnostech v(c¢i AChE a BChE, ale i dalSich biologickych vlastnostech (inhibice

agregace AP, antioxidaéni vlastnosti, chelatace tézkych kova aj.).*%> %

1.8.2 TAKRINOVE HOMODIMERY

Prvni homodimery takrinu byly nejprve navrzeny a nasledné i pfipraveny Pangem
a kol. v roce 1996.'*° Ptedlohovou strukturou se stal bis-7-takrin (ICso/ache = 0.81 nM,
ICso/8che = 5.66 nM) (obr. 16). Metodou molekulového modelovani byla simulovdna

111

jeho prostorova orientace v AChE z Torpedo californica (obr. 17).”>" Preklinické

studie odhalily nizkou perordlni dostupnost bis-7-takrinu kvali Spatnému prechodu
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pres intestinalni bariéru a vysokou miru hepatalni transformace. Po i. m. aplikaci
dosdhl maxima plasmatické koncentrace za 15 minut a snadno prostoupil
hematoencefalickou bariérou. Bis-7-takrin splfiuje pfedpoklad dualni inhibice — vaze
se v perifernim anionickém misté i katalytickém misté AChE (obr. 17).*! Z dal3ich
ucinkd lze zminit i slabé neuroprotektivni vlastnosti docilené inhibici NMDA

receptord a neurondlni NO synthasy. Mezi jeho pozitivni Ucinky lze zaradit i inhibici

112-114

B-sekretasy (BACE-1) a antagonismus na GABAernich receptorech typu A.

HN/\/\/\/\NH
) Cr)
~ =~ |
N N

bis-7-takrin

Obr. 16 Bis-7-takrin — prvni dudlni inhibitor AChE pripraveny v roce 1996.

Obr. 17 Prostorova orientace bis-7-takrinu v AChE z Torpedo californica (PDB code: 2ckm) a
vyznamné interakce saminokyselinovymi rezidui. Latka pGsobi v perifernim anionickém misté
(Trp279, Tyr70) i katalytické ¢asti enzymu (Trp84, Trp432) a svou délkou mezi obéma takrinovymi
¢astmi dava latce charakter dudlniho inhibitoru. Vzdalenost je udavana v angstromech (A). Obrazek

byl vytvofen pomoci PyMol viewer (v. 1.3.).""
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1.8.3 TAKRINOVE HETERODIMERY

.....

skupinu latek. Podnét k jejich vyzkumu pfinesla syntéza a nasledné zjisténé
biologické vlastnosti bis-7-takrinu. Zakladni skelet takrinu byva u nékterych derivata

v této skupiné nahrazen 6-chlortakrinem, ktery vyraznéji inhibuje AChE (ICso = 8.32

nM)'115,116

Na prukopnickou studii s bis-7-takrinem navazaly dalsi prace, v kterych dochazi

117-122

k pozvolnému prechodu k takrinovym heterodimerdm. Donepezil-takriny byly

117

publikovany Alonsem D. vroce 2005.”"" Tyto hybridy se lisi v délce spojovaciho

fetézce, nasycenosti takrinového kruhu i v charakteru spojovaci funkéni skupiny
(obr. 18). Nejlepsi vysledek vtéto sérii vykdzala latka s akridinovym zdakladem

pfipojend k donepezilové Casti (prezentované ftalimidem) pfes osm methylenovych

o
/\/\/\/\/N
HN
O
e
—
N

Obr. 18 Nejucinnéjsi sloucenina ze série takrin-donepezilovych hybrid.

skupin.

Prvni heterodimery takrinu s huperzinem byly pfipraveny jiz v roce 1999 a navazaly
tak na uspésnou sérii huprint (hybridni slouceniny takrinu s huperzinem; obr 19).
Huperzin je pfirodni latka izolovand z plavuné Huperzia serrata, ktera byla odedavna
vyuzivdna v ¢inském lidovém [écitelstvi (obr. 19). V nékterych oblastech svéta
dosahla jiz klinické praxe, zejména v asijskych statech, ve zbytku svéta se nachazi ve
druhé fazi klinického testovani. Svou pozornost pfitahuje diky mnohocetnym
pfiznivym vlivim na organismus — plsobi protizanétlivé, antioxidacné,
AB-antiagregacné aj. V sérii takrin huperzin vSechna nova analoga predcila ve své
aktivité predlohovou strukturu huperzinu A na AChE a dosahla inhibiénich
koncentraci viadu nM. Nejslibngjsi latka méla ve spojovacim fretézci 10

methylenovych skupin.123
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CH, R

N 7 NH 7N
N _ .
MG ) X = (E)-ethyl; H
= 3 NH, \= X — R = C,Hs; CHy
NH,

H,N

takrin huperzin A hupriny

takrin-huperziny

Obr. 19 Takrin-huperzinové derivaty a hupriny.

vvvvv

skupinu latek. Podnét kjejich vyzkumu pfinesla syntéza a nasledné zjisténé
biologické vlastnosti bis-7-takrinu. Zakladni skelet takrinu byva u nékterych derivata
v této skupiné nahrazen 6-chlortakrinem, ktery ma vyssi inhibi¢ni potencial k AChE

(ICso = 8.32 nM). 22412

Prvni vétsi pfipravena série latek je predstavovana heterodimerem na bazi takrin-
ferulové kyseliny (obr. 20). Spojeni takrinu vtomto pfipadé ptineslo nejen
ocCekdvané zvySeni inhibi¢niho potencidlu vacéi ChE, ale i zavedeni vyraznych
antioxidacnich schopnosti (dano vlastnostmi kyseliny ferulové) a AR antiagregacni
schopnosti vyplyvajici z dudini inhibice AChE.*®'* Nejvy3§i anti-AChE aktivitu
projevila latka s péti uhliky ve spojovacim fetézci, kterd vice nez desetkrat prekonala

takrin v jeho ucinnosti na AChE (ICso = 4.4 nM).
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HO . P
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kyselina ferulova takrin
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N OH
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n=23,42528

takrin-kyselina ferulova heterodimery
Obr. 20 Heterodimery takrin-ferulové kyseliny jako silné antioxidanty a dualni inhibitory v terapii AD.

Dalii zajimavou skupinou jsou takrin-melatoninové heterodimery (obr. 21).*°
V pribéhu AD ubyvaji antioxidaéni schopnosti celého organismu; nervovy systém je

131

tak nachylny k neurodegeneraci. Soucasny vyzkum odhalil dulezitou ucast

hormonu melatoninu v antioxidacnich pochodech v pribéhu AD. Jednd se

132" Melatonin

o epifyzarni hormon jehoZz hladina s progresi onemocnéni klesa.
rovnéz stimuluje endogenni antioxidativni enzymy, zlepSuje energetickou bilanci
mitochondrii, sniZzuje miru hyperfosforylace a ma neuroprotektivni vlastnosti
pasobenim proti AB.'*® V pripravené sérii je fada latek s dudlnim mechanismem
ucinku na AChE (sub-nM koncentrace ICsp), vSechny shodné vykdazaly silné

antioxidacni vlasnosti a AP antiagregacni schopnosti.
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HN ) NH Cl HN ) NH
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RZ
R4 =H, 6-CI; 8-CI; 7-F ICsp (BChE) = 85 nM

R2 = H, OH, OCH3

(vpravo).

Karvedilol je latkou pouZivanou k hypertenzni lécbé. Kromé toho disponuje
i neuroprotektivnimi vlastnostmi dané slabou afinitou k NMDA receptoram.™*
Kombinace karbazolové ¢3sti karvedilolu s 6-chlortakrinem dala vznik tzv. karvedilol-
takrinové skupiné latek (obr. 22). VSechny pfipravené latky z této série inhibuji
selektivné AChE, nejvétSi potencidl demonstrovala latka s péti methylenovymi
mUstky ve spojovaci retézci (ICso = 1.54 nM). Tyto latky rovnéz inhibuji agregaci AB
a to jak indukovanou AChE, tak i autoagregacni pochody tohoto proteinu. Za zminku
stoji i antioxidacni plsobeni a jiz zmifované antagonistické plsobeni na NMDA

1
receptory.’®
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karvedilol 6-Cl-takrin

\/

HN/\/\N{A}\/O

n=3-6

takrin-karvedilol heterodimery
Obr. 22 Designova strategie takrin-karvedilol heterodimerd.

Oxid dusnaty (NO) ma dulezitou fyziologickou funkci v CNS; plsobi jako mediator
v imunitnim systému, vasomotorice i neurotransmisi.'*® P¥i naruseni jeho rovnovahy
v organismu v pribéhu AD hovofime o tzv. nitrooxidativnim stresu. V roce 2008 byla
pfipravena série takrin-NO dondtor( (obr. 23). VSechny testované latky této rady
prokazaly silnéjsi inhibi¢ni pdsobeni oproti takrinu na oba cholinesterasové enzymy.
Nejucinnéjsi z nich jsou vyznaceny na obr. 23. Pfi dalSich studiich se ukazalo, Ze
zmirnuji skopolaminem navozené poruchy paméti, nezatézuji jaterni metabolismus

a interaguji s obéma castmi AChE."’

0
HN/P%\HJ\/ONO2 JENN /QQ;ONOZ

HN N
4 H
~ AN
/ —~
N N
ICso (AChE) = 28.2 nM ICs (AChE) = 5.6 nM
ICs (BChE) = 13.5 nM ICs (BChE) = 9.9 nM

Obr. 23 Latky s nejlepsim profilem v sérii takrin-NO donatoru.
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Design dalsi série latek vzesSel ze spojeni gallaminu, typického alosterického agens
M, receptoru, s takrinem (obr. 24). Gallamin je rovnéz schopny inhibovat AChE v jeji
periferni anionické casti. VSechny derivaty ukazaly inhibi¢ni potencidl v fadu nM
koncentraci i vyssi alosterickou afinitu k M, receptorim neZ parentni latky takrin

a gallamin.™®

SN0 0 rl
[ N o Lo
SRR e

ICso (AChE) = 7.6 nM gallamin
ICso (BChE) = 1.5 nM

Obr. 24 Takrin-gallaminova série; pro ilustraci je zobrazena i struktura samotného gallaminu.

Zaménou benzylové C¢asti ve struktufe donepezilu takrinem vznikly takrin-
donepezily (obr. 25). Donepezil se vaze na periferii AChE, zatimco takrin je inhibitor
aktivniho mista. Nové latky tak resultovaly v dudlni mechanismus ucinku a vysokou
selektivitu k AChE. Oproti prdci uvedené v predchozi kapitole, tato série latek
zachovdva vétsinu z donepezilové skeletu (ta je prezentovana 5,6-dimethoxy-2-[(4-

117

piperidinyl)methyl]-1-indanonem). U novych heterodimerd byla hodnocena

i schopnost inhibovat AChE indukovanou tvorbu AB fibril.**°
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takrin-donepezily

Obr. 25 Takrin-donepezilova rada. Nejvyssi afinitu k AChE demonstroval derivat

s dvéma methylenovymi mustky (n = 2) a kyslikovym atomem v indanové ¢asti.

Propididum je prototypem periferniho inhibitoru AChE (obr. 26). Jeho struktura
zahrnuje kvartérni dusikové uskupeni a aromatickou ¢ast, obé z nich mohou
interagovat na periferii AChE pomoci kation-m a m-m interakci. Spojeni propidia,
resp. jeho derivatu 5-phenylpyrano[3,2-c]chinolinu, s 6-chlortakrinem pfineslo
zvySeni inhibi¢ni ucinnosti, pomérné vysokou selektivitu k AChE, zabranéni
formovani AP fibril indukovanych AChE a uM az nM hodnoty ICso.vici B-sekretase
(obr. 26).1%°
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Cl

propidium propidium-takrin hybridy

IC5o (AChE) = 7 - 19.2 nM
ICso (BChE) = 218 - 1931 nM

Obr. 26 Derivaty propidia s 6-chlortakrinem.

V posledni dobé se objevuji nové prace poukazujici na souvislost mezi AD

a insuficienci nékterych vitamind, zejména fady B.***

Jednim z nich je i niacin (Bs),
u kterého byla provadéna rozsahla klinicka studie v souvislosti s demenci typu AD.
Studie naznacila moZny protektivni vliv niacinu v rozvoji AD nebo jiného typu
demence.' V ndvaznosti na tyto poznatky byla pfipravena série takrin-niacinovych
derivatll (obr. 27). U nich se opét predpokladd dudlni AChE-plsobeni. Latky byly
dosud testovany pouze pro své cholinergni vlastnosti, Zddna z nich vSak nepfekonala

aktivitu takrinu pro obé testované ChE, pravdépodobné proto, Ze se jedna

o neucelenou sérii latek s ohledem na délku spojovaciho Fetézce !

0]
") ®
HN(J )n N7 NH L)\fo
X NH; OH
|\|/ niacin

n=4,579

Obr.27 Takrin-niacinové derivaty.
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Nejnovéjsi a zaroven nejvice prostudovanou sérii latek z hlediska preklinického
testovani je skupina heterodimer( vznikla spojenim takrinu nebo 6-chlortakrinu
s huprinem Y (derivat huperzinu a takrinu, obr. 28). Takrin-hupriny blokuji aktivni
i periferni misto, prakticky zcela zamezuji agregaci A a to pfimym vlivem na tento
peptid nebo skrze inhibici periferniho mista ACh, puUsobi taktéz inhibi¢né i vici
B-sekretase a na zakladé modelu umélé membrany (PAMPA-BBB test) prostupuji

snadno hematoencefalickou bariérou.'**

R N
~
T

NH

Cl

X'=(CHy); N-CH3; (CHy)z; (CH)3; (CH)4
R=H,CI

Obr. 28 Takrin-hupriny.

1.9 7-MEOTA

7-methoxytakrin  (7-MEOTA, 9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin) byl

vyvinut v CR jako méné toxicky derivat takrinu pfi zachovani farmakologického

profilu. Nizsi toxicita 7-MEOTA je vysvétlovdna pomoci hlavniho metabolitu,

7-hydroxytakrinu, rovnéz farmakologicky ucinného, ktery vznikd demetylaci.

7-hydroxytakrin je nasledné konjugovan s kyselinou glukuronovou a exkretovan
v 145

moci.” > Srovnani vybranych biologickych ucinku s takrinem a jeho potencidl pro AD

je diskutovan v Priloze 3 a v Pfiloze 4.

40



2
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CiL PRACE

V Uvodu shrnout soucasnou problematiku a stav AD. Podat prehled
o moznostech  farmakoterapie i zvazovanych farmakoterapeutickych
pfistupech v oblasti AD. RovnéZ vyhledat literarni Udaje o pfipravovanych
takrinovych derivatech a rozélenit je v zavislosti na -strukturnich vlastnostech.

Srovnat biologické ucinky 7-MEOTA s takrinem.

Syntéza novych derivatl odvozenych od méné toxického takrinového derivatu
7-MEQTA, jakoZto potencidlnich analog pro terapii AD. Tyto latky nasledné
porovnat se stejné substituovanymi takrinovymi derivaty. Prozkoumat vliv
aromatickych, alicyklickych a alifatickych residui v postrannim Fetézci
takrinového a 7-MEOTA skeletu na aktivitu v(ci testovanym cholinesterdsam.
U vSech testovanych latek stanovit in vitro inhibi¢ni parametry vici AChE

a BChE.

vvvvvv

a odvodit in silico moiné interakce pfipraveného inhibitoru sdanym

enzymem.

Pro vybrané derivaty stanovit Ucinnost vici amyloidnim proteindm (insulin,
lysozym, ABi40), ovlivéni monoaminooxidas (MAO-A a MAO-B) a NADH

dehydrogenasy (komplex I).

Doporuc¢it dvé latky pro in vivo studie (stanoveni toxicitnich

a farmakokinetickych parametrt).
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3 KOMENTAR K PRILOHAM

3.1 SYNTEZA A IN VITRO EVALUACE NOVYCH TAKRINOVYCH DERIVATU ODVOZENYCH
oD 7-MEOTA sPOJENYCH DVEMA UHLIKOVYMI RETEZCI (PRILOHA C. 5)

Spojovani dvou molekul se stejnym ¢&i rozdilnym farmakologickym ucinkem je
jednim z béZnych pfistupl ve vyvoji novych |éCiv. Takto pfipravené latky vykazuji
mnohdy vyssi lipofilitu, diky které snadnéji penetruji pres hematoencefalickou
bariéru a dosahuji tak Zadaného centralniho Ucinku. V pfipadé inhibitord AChE
mohou pUsobit mechanismem dudlni inhibice, potlatovat agregaci AP
a v neposledni fadé u nich mohou byt eliminovany nezadouci ucinky, prodlouzen

biologicky polocas a mohou disponovat dalSimi biologickymi vlastnostmi.

V nasi prvni studii jsme se zaméfili na syntézu novych, potencidlné dualnich
inhibitord AChE na bazi méné toxického derivatu takrinu, tedy 7-methoxytakrinu
(7-MEOTA). 7-MEOTA byla pfipravena na Katedre toxikologie v Hradci Kralové FVZ

UO podle dfive popsaného syntetického postupu Bielavského a kol. (Schéma 2).24

HiC.
o 0o o o)
P O

+ O CHy . HC |

N

NH, H
p-anisidin 2-oxocyklohexankarboxylat 7-methoxyakridon
POCI,

NH; Ci

Om B Om
~ ~
N N

9-amino-7-methoxy-1,2,3 4-tetrahydroakridin (7-MEOTA)  8-chlor-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin

Schéma 2 Cyklokondenzacni reakce p-anisidinu s 2-oxocyklohexankarboxylatem poskytne
7-methoxyakridon, ktery je nasledné konvertovan pomoci fosforyl-chloridu na 9-chlor-7-methoxy-
1,2,3,4-tetrahydroakridin, ktery zavedenim plynného amoniaku v prostiredi fenolu a teploty 180 °C

poskytne 9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin (7-MEQOTA).
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Nase prdce vychazela z prikopnické studie Panga a kol., ktefi jako prvni pfipravili
jednoduchou syntézou typu nukleofilni substituce bis-7-takrin a to spojenim dvou
takrinovych molekul alkylenovym fetézcem. Synteticky postup a podminky reakce

byly ¢aste¢né modifikovany.'*°

Obecny postup pro syntézu 9,9°-di-(alkan-1,w-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridinu)

Rozdrceny hydroxid draselny (1272 mg, 22.6 mmol) by pfidan do roztoku 7-MEOTA
(2000 mg, 7.55 mmol) a DMSO (30 ml). Reakéni smés byla intenzivné michana za
laboratorni teploty 3h. Poté byly pfidany postupné 2 ekvivalenty pfislusného
o,w-diiodoalkanu a michani pokracovalo dalSich 48h za laboratorni teploty pod
dusikovou atmosférou. Pribéh reakce byl sledovan tenkovrstvou chromatografii na
triethylaminem saturovanych silikagelovych deskach s pouzitim hexan:ethyl-acetatu
(1:1) jako mobilni faze. Po skonceni reakce bylo pfiddno 100 ml vody a vodna faze
byla extrahovana s ethyl-acetdtem (3 x 100 ml). Spojena organicka vrstva byla
suSena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a rozpoustédlo vakuové
oddestilovano. Po odpareni zlstal olejovity zbytek, ktery byl Cistén sloupcovou
chromatografii na triethylaminem saturovaném silikagelu s  pouZitim
hexan:ethylacetatu (1:1) jako mobilni faze. Cisty produkt byl isolovan v podobé

zlutych krystalQ (Schéma 3).

oo = HCl + |—(CHyn—I KOH/DMSO (H C)/ \(CH n
" - 2 ) My 2
N RT/48H \N/
e
N

Schéma 3 Obecny postup vedouci k syntéze 9,9°-di-(alkan-1,w-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridint); n=4 (1), 5(2).

Vysledky a diskuze
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Nové pripravené latky (schéma 3) byly testovany in vitro pro svou schopnost
inhibovat AChE a BChE. Stanoveni probihalo pouzitim Ellmanovy metody.**’
Vysledek jednotlivych méreni je pak vyjadfen jako ICsg, coZz je hodnota, ktera
reprezentuje hodnotu koncentrace zkousené latky potfebné k50% inhibici
testovaného enzymu in vitro. Kexperimentlim byla pouzita AChE izolovana
z lidskych erytrocytll a lidska sérova BChE. Vedle hodnot ICsq je bran v potaz i tzv.
index selektivity (SI) pro AChE, ktery je vyjadfen podilem ICsq BChE/ ICsq AChE
a reflektuje tak selektivitu dané latky pro AChE (tabulka 2). Na obrazcich 29 a 30
jsou zndazornény pribéhy inhibic testovanych latek vic¢i obéma enzymim (AChE na

obr. 29; BChE na obr. 30) v zavislosti na jejich koncentraci (log c; soufadnice x)

vztazena ke kontrolni aktivité enzymu (souradnice y).

IC50 (nM)
e AChE isolovanad z . Selektivita k
Oznaceni lidskych erytrocyt Plazmaticka BChE AChE
THA 501 2.30 0.005
7-MEOTA 10500 21000 2
1 22600 138 0.06
2 4570 656000 143.55

Tabulka 2 Hodnoty ICso pro AChE, BChE a index selektivity pro AChE.

m THA
O 7-MEOTA
100 4 A 1
v 2
80
2
= 604
3
°
= 40 -
(]
o
<
20
0-
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2

log c [M]

Obr. 29 Zavislost koncentrace testovanych latek vztazenych ke kontrolni aktivité AChE.
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Obr. 30 Zavislost koncentrace testovanych latek vztazenych ke kontrolni aktivité BChE.

Inhibi¢ni potencidl obou nové pripravenych latek byl porovnan s referenénimi
slouc¢eninami takrinem a 7-MEOTA (tabulka 2). Derivat 1 je vice nez 150 x Uc¢innéjsi
inhibitor BChE nez 7-MEOTA. To je pravdépodobné dano velikosti 1, kdy
se predpokladd jeho lepsi orientace do aktivni ¢asti BChE. Analog 2 ma pfiblizné
2 x vy$Si ucinnost k AChE nez 7-MEOTA. Ani jedna zobou pfipravenych latek
neprekrocila inhibiéni potencidl takrinu na AChE i BChE. S pfihlédnutim k hodnotam
SI, derivat 2 vykazuje témér 145 x vyssi inhibiéni potencidl k AChE nez k BChE.
Porovnanim obou latek Ize usoudit, Ze vys$si mira selektivity je vazana k 7-MEOTA

spojené delsim uhlikovym fetézcem.

Oproti praci Panga a kol. doslo ke zdvojeni 7-MEOTA pres dva methylenové mustky,
coz je do jisté miry ddno reaktivitou a,w-diiodoalkand (pozn. Pang a kol. pouzili ke
zdvojeni takrinu OL,(,L)-dibromaIkany).110 V prvni fazi reakce dojde nejprve k navazani
jednoho methylenového retézce za vzniku sekunddrniho aminu zdvojené 7-MEQTA,
kterd je v pfipadé nadbytku o,w-diiodoalkanu nachylnd pro dalsi reakci typu
nukleofilni substituce a poskytuje zdvojeny analog 7-MEOTA pres dva methylenové

mustky.
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Obé latky inhibuji oba testované enzymy, coz je vyhodné zejména s progresi AD, kdy
v pozdéjSich stadiich prebira BChE dominantni ulohu nad klesajicimi hladinami
AChE. S velkou mirou pravdépodobnosti rovnéZz muizeme usuzovat na jejich nizsi
toxicitu v porovnani s takrinem, protoZe se jedna o latky odvozené od méné toxické

7-MEOTA. Tato domnénka bude pfedmétem dalsiho studia.
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3.2 SYNTEZA A IN VITRO HODNOCENi N-(BROMOBUT-3-EN-2-YL)-7-METHOXY-
1,2,3,4-TETRAHYDROAKRIDIN-9-AMINU JAKO INHIBITORU CHOLINESTERAS V TERAPII
ALZHEIMEROVY CHOROBY (PRILOHA C. 6)

Vramci této studie jsme se zabyvali syntézou, biologickym hodnocenim
a molekulové  modelovaci  studii  N-(bromobut-3-en-2-yl)-7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin-9-aminu (1) (obr. 31). Tato latka byla izolovana pfi pokusu
o zdvojeni molekuly 7-MEOTA pouzitim (E)-1,4-dibromobut-2-enu jako alkyla¢niho

Cinidla. Struktura 1 byla potvrzena analytickymi metodami.

¢
NH- NH, HN =
.0
~ H3C’O X H,;C X
~ - ~
N N N

THA 7-MEOTA 1
Obr. 31 Struktury testovanych standard( (takrin, 7-MEOQOTA) a izolované latky 1 v této studii.

Vysledky a diskuze

Syntéza 1 probéhla mechanismem nukleofilni substituce, pribéh této syntézy je
popsan na schématu 4. V prvni fazi reakce dojde vlivem silné bazického prostredi
(hydroxid draselny v DMSO) k deprotonaci 7-MEOTA na volnou bazi. Tato syntéza
vSak nevedla k predpokldadanému zdvojenému aduktu 9,9°-((E)-but-2-ene-1,4-
diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridine). Po pridani (E)-1,4-
dibrombut-2-enu dojde v prostfedi bdaze k B-eliminaci za vzniku transitniho
karbokationtu. Tento aktivovany karbokation je nasledné spojen se 7-MEOTA
mechanismem nukleofilni substituce a vznika tak derivdt 1 sdvojnou vazbou

v postrannim retézci (2% vytézek).
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NH, HCI NH,

.0 .0
HyC AN KOH/DMSO_ 1.c X
P -KCl z
N N

H,0
fﬁsf KOH/DMSO /JBr
Br -H,0 /"'_

-KBr

Br

Ao
OH H,c° S
-H,0 P
N
1

Schéma 4 Mechanismus syntézy N-(bromobut-3-en-2-yl)-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

aminu (1).

Derivat 1 byl podroben in vitro testovani vaci AChE a BChE Ellmanovou metodou
a tyto vysledky jsou porovndny s referenénimi latkami 7-MEOTA a takrinem. Zjistilo
se, Zze 1 je slabsi inhibitor AChE i BChE v porovndni sobéma standardy.
Oproti takrinu se jedna o dva fady horsi inhibitor AChE a o tfi fady horsi inhibitor
BChE. Rovnéz 7-MEOTA resultovala jako ucinnéjsi inhibitor v porovnani s 1. Latka 1
je 18 x selektivnéjsi k AChE neZz takrin, ale zdaroven neprekrocila selektivitu
7-MEOQOTA. V celkovém pohledu Ize povazZovat 1 za neselektivni (Sl = = 1) (tabulka 4).
Na obrazcich 32 a 33 jsou pak zaznamendny priabéhy stanoveni inhibi¢nich hodnot

ICso pro AChE, resp. BChE.

Oznaéeni AChE ICso + SD (uM)  BChE ICsg £ SD (M) SI|ICCSZOABcCthE/
THA 0.5+0.1 0.02 + 0.003 0.05
7-MEOTA 15.0 + 2.4 21.0+3.4 1.4
1 89.1+17.3 78.8+12.8 0.88

Tabulka 4 Hodnoty ICs; a Sl testované latky 1 a referencnich latek (takrin, 7-MEOTA).
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Obr. 32 Zavislost koncentrace testované latky 1 a standard( (takrin, 7-MEOTA) vztazenych ke

kontrolni aktivité AChE.
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Obr. 33 Zavislost koncentrace testované latky 1 a standard( (takrin, 7-MEOTA) vztazenych ke

kontrolni aktivité BChE.

Na zakladé in vitro testovani byla u¢inéna molekulové modelovaci studie, ktera se
snazi racionalizovat tyto poznatky. K této studii byla vyuZita krystalova struktura

enzymu AChE z Torpedo Californica (PDB code: 1lacj), kterd je podobna lidské
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rekombinantni AChE (obr. 34). Podobnd prostorova orientace byla ziskana pro
molekulu takrinu (modfe) a 7-MEOTA (Zluté). Obé latky se vazou kation-mt vazbou
v aktivnim misté AChE. Takrin lezi mezi Trp84 (3.6 A) a Phe330 (3.8 A) a dale
interaguje s Tyr334 (3.7 A), Trp432 (3.5 A), His440 (4.3 A) a Tyr4a42 (3.8 A). Amino
skupina v poloze 9 je pripojena vodikovymi vazbami ke dvéma molekulam vody (2.1
A a 2.2 A). Podobné vazby a orientaci molekuly 7-MEOTA (-8.24 kcal/mol) Ize
pozorovat v aktivni ¢asti AChE; zaznamendny byly zejména n-mt interkace s Trp84
(3.6 A) a Phe330 (3.8 A). Zajimavosti viak je, ze se 7-MEOTA orientuje o 180° oproti
takrinu, vodikova vazba k obéma molekuldm vody v$ak ziistava zachovana (2.2 A).
Methoxy skupina v poloze 7- je stabilizovana vodikovym mastky s Gly118 (3.3 A).
Tato obracena orientace 7-MEOTA vysvétluje nizsi afinitu k AChE v porovnani
s takrinem, kde aromaticka c¢ast 7-MEOTA zlstdva vice vzdalena od dulezitych
aromatickych residui (Trp334, Trp432, Tyr442). Derivat 1 (-5.60 kcal/mol; obr 34;
fialové) ukazal vazbu v perifernim anionickém misté AChE (rozdil oproti takrinu
a 7-MEOTA) a je vazan nejblize k Trp279 (3.6 A) a Phe290 (3.7 A) pomoci m-nt
interakci. Aromaticky dusik a sekundarni amino skupina interaguji vodikovymi
vazbami se dvéma molekulami vody (2.0 a 2.3 A). Vazba 1 k AChE tak probihd pfi
okraji aktivniho mista, coZz koresponduje do jisté miry s vysledky z in vitro testovani
(ICso = 89 uM), kdy 1 neni schopnd uzavfit kavitu AChE a zamezit tak rozkladu

substratu (acetylthiocholinu).
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i AChE. Stranou

Obr. 34 Vazba takrinu (modrfe) a 7-MEOTA (Zluté) v aktivni ¢ast

at 1 (fialové).

anionickém misté pak lezi deriva
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3.3 SYNTEZA A IN VITRO EVALUACE 7-METHOXY-N-(PENT-4-ENYL)-1,2,3,4-
TETRAHYDROAKRIDIN-9-AMINU — NOVY DERIVAT TAKRINU S CHOLINERGNiMI
VLASTNOSTMI (PRILOHA €. 7)

V prabéhu syntézy 9,9"-di-(pentan-1,5-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridinu) byla pozorovdna konkurencni eliminaéni reakce vedouci
k 7-methoxy-N-(pent-4-enyl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-aminu (Schéma 5). Tato

latka se stala pfedmétem dalSiho studia.

NH, HNT S

o KOH/DMSO 0 AN
HyC oS HaC o {(HaC)s (CHy)s
HCI +
P ' {CHa)s P N
N | yd \I N N
-
N

1 2
6% 8%

Schéma 5 Syntéza 9,9°-di-(pentan-1,5-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridinu) (2) a
vedlejsiho produktu 7-methoxy-N-(pent-4-enyl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-aminu (1).

Vysledky a diskuze

Reaktivita o,w-diiodoalkan(, konkrétné 1,5-dijodpentanu, dava v silné bazickém
prostiedi, které bylo v prlilbéhu reakce zajisténo pritomnosti hydroxidu draselného
v nadbytku, vznik nejen zdvojenému derivatu 2, ale i elimina¢nimu produktu 1.

Struktura 1 byla ndsledné potvrzena spektralnimi analyzami.

Podobné jako u predchozi studie, derivat 1 byl podroben in vitro testovani na lidské
rekombinantni AChE a lidské plasmatické BChE Ellmanovou metodou. Uginnost 1

byla porovndana se standardy ilustrovanymi na obrazku 35.
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Obr. 35 Strukturni vzorce nové testovanych slouéenin pro AD terapii a srovnavaci standardy (takrin,

7-MEOTA).

Vysledky in vitro testovani jsou shrnuty v tabulce 5 a jsou vyjadfeny jako hodnoty
ICso pro oba testované enzymy. Nasledné byly dopoditany SI. Na obrazku 36 je
zndzornén pribéh inhibice pro AChE, na obrazku 37 pro BChE pro testované

a srovnavané latky.

Oznaceni  AChE IC50+ SD (uM)  BChE IC50+ SD (uM)  SI IC5oBChE/ IC50 AChE

THA 0.5+0.1 0.023 £ 0.003 0.05
7-MEOTA 10.5+2.0 21+3 2
1 22+04 1.10+0.16 0.5
2 46*0.9 656 + 93 143
3 0.10 £0.02 1.0+0.2 10
4 0.27 £0.05 0.040 £ 0.007 0.15
5 89.1+17.3 78.8+12.8 0.88

Tabulka 5 Hodnoty ICs, a Sl pro AChE nové pripravené latky 1 a srovnani jejich hodnot se standardy

testovanymi v terapii AD (2-5) a referen¢nimi latkami (takrin, 7-MEOTA).
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Obr. 36 Zavislost koncentrace testovanych latek vztazenych ke kontrolni aktivité AChE.
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Obr. 37 Zavislost koncentrace testovanych latek vztazenych ke kontrolni aktivité BChE.

Z vysledkl méreni inhibi¢nich parametri ICso lze vycist, Ze standardy (takrin,
7-MEQOTA) vykazaly inhibicni pasobeni v mikromolarnich koncentracich, pricemz
takrin se profiloval jako silnéjsi inhibitor BChE nez AChE o dva rady. 7-MEOTA ma

mensi afinitu a vysSSi selektivitu k AChE v porovnani stakrinem. Latka 1
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demonstrovala 10 x vyssi selektivitu pro AChE nez takrin. S ohledem na 7-MEQTA je
1 Ctyfikrat méné selektivni, zatimco latka 2 vykazala nejvyssi hodnotu SI. Derivat 1
neprekonal inhibi¢ni potencial takrinu ani vici jednomu z testovanych enzymd, ale
je pétkrat silnéjsi inhibitor AChE v porovnani s 7-MEOTA. Analog 1 vykazal o jeden
rad vyssi inhibi¢ni plsobeni na BChE nez 7-MEQTA. Porovnanim 1 a 2 lze fici, Ze
eliminacni produkt je dvakrat ucinnéjsi inhibitor AChE neZ 2 a dokonce latka 1
resultovala jako siln&jsi inhibitor BChE o dva fady. U¢innost jinych 7-MEOTA
derivatu (3 a 4) zlstala neprfekonana. Eliminacni produkt 1 je rovnéz silnéjsi
inhibitor obou testovanych enzym( neZ latka 5. Slabé cholinergni vlastnosti 5 Ize
vysvétlit jeho vazbou pri okraji vstupu do AChE (viz ddle), kde neni schopen
dosahnout katalytické triady a tim neni zcela znemoZnéna schopen zabrdnit Stépeni

substratu — acetylthiocholinu.

Vedle in vitro studie byly provedeny i in silico experimenty, ktreré se snazi
racionalizovat vysledky cholinergniho plsobeni 1 v AChE (PDB code: 1b41) a BChE
(PDB code: 1p0i) v porovnani s takrinem. Na obrazku 38 je vyznacena nejvhodnéjsi
konformace takrinu (-8.8 kcal/mol) v AChE, ktery je orientovan mezi Trp286 (3.4 A)
a Tyr341 (3.5 A) v perifernim anionickém misté. Trp286 je v tomto piipadé
ukdzala velmi podobnou vazbu jako u takrinu v perifernim anionickém misté AChE,
kde vzdalenost od Trp286 byla 3.8 A a od Tyr341 3.5 A. N-alkylova ¢ast 1 je
umisténa na druhou stranu neZ se nachazi katalytickd tridda a Trp286 je vice
vzdaleny ve srovnani s krystalovou strukturou takrinu. Mensi afinitu 1 k AChE tak lze
pravdépodobné vysvétlit slabsi vazbou k perifernimu anionickému mistu AChE
v porovnani s takrinem (-5.1 < -8.8 kcal/mol) a trochu rozdilnou orientaci v{ci

aminokyselinovym residuim v perifernim anionickém misté.
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odhalila dilezité interakce s Trp82 (3.6 A), Tyr332 (3.8 A), Trp430 (3.7 A) a His438

(3.9 A) (obr. 39). Na druhou stranu, ltka 1 (-8.4 kcal/mol) je vice vzdalena od Trp82
(3.9 A) a nachazi se blize k Phe329 (3.2 A), Tyr332 (3.7 A) a His438 (3.7 A). Dvojna
vazba na N-alkylové &asti 1 sméfuje k Trp321 (3.7 A). Viechny tyto zmény mohou
byt zodpovédné za rozdilnou inhibi¢ni aktivitu takrinu a 1 vici BChE, pricemz slabsi

vIive v

interakce k Trp82 a vazba k Trp231 zapficinuji nizsi aktivitu 1 o dva rady.
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Obr. 39 Interakce takrinu (fialové) a latky 1 (zelené) ve vazebné ¢asti BChE.

Predkladand studie potvrzuje, Ze je dulezité vénovat pozornost i pripadnym
vedlejSim produktidm pfi syntéze, které mohou resultovat v latky s vy$si acinnosti
nez cilené molekuly. Latka 1 prokazala cholinergni vlastnosti proti obéma
testovanym enzymUm a je pravdépodobné, Ze bude disponovat nizsi toxicitou nez
takrin, protoZe se jedna o derivat méné toxického takrinového derivatu 7-MEOTA.
Tento vedlejsi eliminacni produkt 1 bude v nadchazejicich experimentech dalsim

predmétem studia.
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3.4 SROVNANi NOVYCH TAKRINOVYCH A 7-MEOTA DERIVATU S AROMATICKYMI A
ALICYKLICKYMI RESIDUI: SYNTEZA, BIOLOGICKE HODNOCENIi A MOLEKULOVE
MODELOVACI (PRILOHA C. 8)

V dalSi ¢asti prace jsme se zaméfili na studium vlivu postranniho fetézce na
cholinergni aktivitu vztazenou na dva klicové enzymy v AD — AChE a BChE. Za
predlohové struktury byly zvoleny derivaty nesouci alicyklicky nebo aromaticky
cyklus, jejichz zaklad tvofil bud takrinovy skelet nebo 7-MEOTA. Latky pouzité

v tomto experimentu jsou ilustrovany na obrazku 40.

00 .
X X
_ HCI P HCI
N N
1 2
OO :
HyC© N HyC O N
_ HCI P HCI
N N

3 4

Obr. 40 Strukturni vzorce latek (1-4) pouZitych ve studii vlivu postranniho fetézce na aktivitu vici

cholinesterasam. Zaklad molekul je tvofen takrinovym skeletem nebo 7-MEOTA.
Vysledky a diskuze

U nové pripravenych latek (1-4) byly stanoveny inhibi¢ni parametry ICso vUCi
obéma testovanym cholinesterasdm (lidskd rekombinantni AChE a lidska
erytrocytarni BChE) a byly vypocitany indexy selektivity k AChE (SI) (tabulka 6).
Prabéh inhibice AChE a BChE v zdvislosti na koncentraci latky pro nejucinnéjsi 7-
MEOTA a takrinové derivaty se nachazi na obrazcich 41 a 42, vidy v porovnani

s referencnimi latkami 7-MEOTA a takrinem.



Oznaceni  AChE ICso+ SD (uM)  BChE IC50+ SD (uM) Sl (ICsg BChE/ ICs9 AChE)

1 0.19+0.04 0.06+0.01 0.31

2 1.09+0.21 0.12+0.02 0.11

3 3.21+0.63 0.17+0.03 0.05

4 1.1340.22 3.34+0.56 2.96

takrin 0.50+0.10 0.023 £0.003 0.05
7-MEOTA 10.50+ 2.0 21.0+3.0 2

Tabulka 6 Hodnoty ICsy a SI stanovenych latek. Takrin a 7-MEOTA byly pouZity jako srovndvaci
standardy.

THA
7-MEOTA
1

100 4

4pon

80 +

60

40 4

% control activity

20 4

Obr. 41 Zavislost koncentrace testovanych latek 1, 4 a standard( (takrin, 7-MEOTA) vztaZenych ke

kontrolni aktivité AChE.
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THA
7-MEOTA
1

3

4pon

100

80 +

60

40 4

% control activity

20

Obr. 42 Zavislost koncentrace testovanych latek 1, 3 a standard( (takrin, 7-MEOTA) vztazenych ke

kontrolni aktivité BChE.

Takrinové derivaty vykdazaly vys$si afinitu k obéma cholinesterdsam nez latky
ucinnéjsi ve srovnani s takrinem a dokonce 55 x Uc¢innéjsi nez 7-MEOTA. Derivaty
odvozené od méné toxické 7-MEOTA (3, 4) neprekonaly inhibi¢ni potencial takrinu
na AChE, vykazaly viak vy$si inhibi¢ni potencial nez 7-MEOTA. Zadnd z novych latek
neprekonala hodnotu ICsg takrinu na BChE, avSak vSechny nové derivaty disponuiji
vys$Sim inhibiénim potencidlem v porovnani se 7-MEOTA. Vztaieno na 7-MEOTA,
analog 1 je o dva rady silnéjSim inhibitorem AChE a o tfi rady ucinnéjsi na BChE.
Latka 4, derivdt méné toxické 7-MEOTA, vykazala nejvyssi stanoveny index

selektivity, je 9 x G¢innéjsi na AChE a 6 x silnéjsi inhibitor BChE nez 7-MEOTA.

Molekulové modelovaci studie byla provedena u latek s nejvy$Sim inhibi¢nim
potencialem; latky 1 a 4 byly podrobeny in silico sledovani na lidské AChE, derivaty 1
a 3 byly dockovany v aktivni ¢asti BChE. Nejpravdépodobnéjsi orientace analogli 1 a

4 v kavité enzymu AChE jsou ukazany na obrazcich 43 a 44.
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Obr. 43 Predpokladand orientace latek 1 (Cervené) a 4 (zelené) v aktivni Casti AChE. Enzym je

zobrazen ve stuzkové konformaci, bile jsou znazornéna aminokyselinova rezidua.

kdHydrophobicity

Obr. 44 Derivaty 1 (Cervené) a 4 (zelené) a jejich orientace v kavité AChE, ktera je zobrazend pouze

jako hydrofobni povrch.
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Takrinovy skelet obou derivdatd 1 a 4 interaguje kation-mt interakci s Trp86
v katalytické ¢asti enzymu mimo katalytickou triadu. Komplex latky 1 s enzymem je
pravdépodobné stabilizovan vodikovymi mustky mezi heterocyklickém dusikem
takrinového zakladu a karbonylovou skupinou Trp86 (2.5 A) stejné jako exocyklicka
aminoskupina 1 interaguje s hydroxylem Tyr337 (2.3 A). Rozdilna je pak orientace
u latky 4; ta interaguje s Asp74 (3.3 A) svou methoxy skupinou, zatimco amino-

skupina je vazana slabymi vodikovymi mstky s kyslikovym atomem Trp83.

U analogli 1 a 3 byla provedena molekulové modelovaci studie na BChE a je
zobrazena na obrazcich 45 a 46. Obé latky jsou vici sobé zrcadlové obrdcené
v aktivni ¢asti BChE. Derivat 1 tvofi vodikové vazby mezi svou amino skupinou
a karbonylovou funkci His438 (2.1 A) s moZnou nevazebnou m-m resp. kation-it
interakci k Trp82. Latka 3 interaguje svou methoxy skupinou s Tyr128 (2.6 A) za
vzniku vodikové vazby. Takrinovy skelet je pravdépodobné dale stabilizovan

elektrostatickymi nevazebnymi interakcemi s Trp82, Thr120 a Gly121.

62



Obr. 45 Predpokladand orientace latek 1 (Cervené) a 3 (modre) v aktivni ¢asti BChE. Enzym je

zobrazen ve stuzkové konformaci, bile jsou zndzornéna aminokyselinova rezidua.

kdHydrophobicity

45

Obr. 46 Derivaty 1 (Cervené) a 3 (modre) a jejich orientace v kavité BChE, ktera je zobrazend pouze

jako hydrofobni povrch se zbytky aminokyselin (bile).
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VSechna vysSe uvedena data vyzdvihuji potencial latky 4, ktera se stane v budoucnu
pfedmétem dalSiho studia (stanoveni toxicitnich parametr(i, farmakokinetické

parametry, ovlivnéni agregace AP a dalsi).
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3.5 SYNTEZA A IN VITRO STANOVENi  N-ALKYL-7-METHOXYTAKRIN
HYDROCHLORIDU JAKO POTENCIALNICH INHIBITORU CHOLINESTERAS V ALZHEIMEROVE
CHOROBE (PRILOHA C. 9)

V dalSich experimentech jsme se zaméfili na syntézu a biologické hodnoceni vlivu
rGzné dlouhych alkylovych fetézcl pfipojenych k 7-MEOTA pres amino skupinu.
Série byla pfipravena alkylaci 7-MEOTA pfisluSnymi 1-bromalkany v prostiedi
KOH/DMSO za vzniku danych sekundarnich bazi N-alkyl-7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridinamin@ (schéma 6). Cisté baze byly prevedeny na hydrochloridové
soli probubldnim plynného chlorovodiku a ty pak krystalizovany z acetonitrilu.

Celkové vytézky reakci se pohybovaly mezi 16 a 63 %.

R.
NH, NH
a.c° . __1KOH/DMSO H O S
3 HCI + R-Br : Hel
7 2. diethylether/HC/MeCN N

R=Cy-Cys

Schéma 6 Syntéza N-alkyl-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridinamin hydrochloridd.

Vysledky a diskuze

Inhibi¢ni schopnost nové pripravenych latek byla otestovana Ellmanovou metodou
na lidské rekombinantni AChE a plazmatické sérové BChE a nasledné byly

%7 Na obrazcich 47 a 48 je zndzornén prabéh

dopocditany hodnoty SI (tabulka 7).
stanoveni ICso na AChE resp. BChE pro takrin, 7-MEOTA a dva nejlepsi inhibitory (5,

6).
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Sl (ICso BChE/

Oznaceni RC AChE ICs0 £ SD pM BChE ICsp £ SD uM ICsy AChE)
1 G 66.05+12.9 97.07 £15.8 1.47
2 G 9.24+1.80 69.7+11.4 7.54
3 Ca 21.2+4.13 63.84+10.4 3.01
4 Cs 6.65+1.29 16.43 + 2.68 2.47
5 Ce 0.10 £0.02 1.03+0.16 10.30
6 G 0.27 £0.05 0.04 +0.007 0.15
7 Cs 0.36 £ 0.07 0.12 £0.02 0.33
8 Co 1.56+0.3 0.36 £ 0.06 0.23
9 Cio a ? -
10 Ci1 ° ° -
11 Ciz 1.01+0.2 ° -
12 Ciz 99.91+19.5 ° -
13 Cia 45.53 £ 8.90 ° -
14 Cis ? ? -
THA 0.5+0.1 0.023 £ 0.003 0.05
7-MEOTA 15.0+2.40 21.0+3.4 1.40

Tabulka 7 Stanovené hodnoty ICs, a SI. U latek s oznaéenim ° nebyla pozorovano inhibiéni plsobeni

v tesovaném koncentra¢nim rozmezi.

"5
® 6
A Tacrine
100 ~ v 7-MEOTA
80
>
=
b 60 -
©
°
S 40
(8]
©
S 204
0_

Obr. 47 Zavislost koncentrace testovanych latek 5, 6 a standard( (takrin, 7-MEQOTA) vztazenych ke

kontrolni aktivité AChE.
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Obr. 48 Zavislost koncentrace testovanych latek 5, 6 a standard( (takrin, 7-MEOTA) vztazenych ke

kontrolni aktivité BChE.

Nékolik nové pripravenych latek prokazalo silnéjsi inhibi¢ni plsobeni viici obéma
testovanym enzymUm v porovnani s referenénimi latkami - takrinem a 7-MEOTA.
Derivaty 5-7 jsou lepSimi inhibitory AChE ve srovnani s takrinem a 7-MEOTA.
Zejména latka 5 je pétkrat ucinnéjsi inhibitor AChE nez takrin a dokonce ma o dva
rady silnéjsi afinitu k AChE nez parentni 7-MEOTA. Na druhou stranu, nékteré latky
neinhibuji AChE (9-10, 14). Zadny z testovanych derivatll nepiekonal inhibi¢ni
plUsobeni takrinu na BChE. Analoga 6 - 8 pusobi inhibi¢né na BChE fadové v sub-uM
koncentracich. Pouze o néco madlo slab$im inhibitorem BChE je derivdt 6 majici
hodnotu ICsp viadu nM; svou parentni molekulu 7-MEOTA vSak 6 prekonala
dokonce o tfi fady. Latky 9 - 14 v testovaném koncentracnim rozmezi neinhibovaly.
S ohledem na hodnoty SI, latka 5 resultovala v inhibitor s nejvétsi selektivitou
k AChE. Za zajimavé mUZeme povazovat derivaty 11 - 13, které inhibuji pouze AChE
v UM koncentracich 1Cso. Nejlepsi stanovenou latkou s ohledem na AD byla latka 5,
ktera disponuje vysokou selektivitou k AChE a inhibi¢nim plisobeni proti obéma

testovanym enzymUm v uM resp. sub-uM koncentracich ICsp.

Alkylace 7-MEOTA pfinesla zajimavé vysledky s ohledem na inhibi¢ni potencial

novych derivatll. Zatimco délka navazaného retézce mezi C,-C4 a Cyo- Cy5 vedla

67



k méné ucinnym analoglim 7-MEQTA, zvySeni ucinnosti pfinesly derivaty s Cs az Co,
které prekonaly inhibi¢ni potencidl parentni slouceniny 7-MEOTA. Mezi témito
novymi molekulami resultovala sloucenina s Cs jako nejlepsi inhibitor AChE.
Obdobné biologické vysledky mGzeme nalézt i mezi stanovenymi hodnotami na
BChE, kde nejlépe inhibovala latka s C;. Zajimavou aktivitou se profiluji latky nesouci

Ci13 - C14. Ty shodné plsobi na AChE, zatimco BChE neinhibuiji.

Na zdakladé in vitro vysledkd byla provedena molekulové modelovaci studie latky
5 na AChE z Mus musculus (myS domaci). Takrinovy zaklad derivatu 5 je orientovan
pfi okraji vstupu AChE pfivazany m-mt interkacemi k Trp86 a Tyr337 v perifernim
anionickém misté (obr. 49, 50). Dusik amino skupiny tvori vodikovou vazbu s dvéma
molekulami vody a Glu202. Sesti¢lenny uhlikovy fetézec je orientovan dovniti kavity
AChE, coz pravdépodobné vysvétluje vyssi inhibi¢ni potencial nejen 5, ale i latek 4,
6 - 8, které nesou Cs-Co a mohou tak dostatec¢né vyplnit kavitu vstupu AChE. Na
druhé strané pak stoji latky s kratSim Fetézcem (1 - 3) nebo naopak delSim (9 - 14),
které se ne zcela dobfe orientuji pro svou délku do AChE. Trochu stranou pak stoji
latky 11 - 13, jejichZ vliv na AChE lze vysvétlit rozdilnou vazbou na aminokyselinova

rezidua pfi okraji AChE, zatimco tyto v BChE chybi.
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Obr. 49 Prostorové usporadani 5 v aktivni ¢asti Mus musculus AChE.

\ TRP286
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Obr. 50 mt-it interakce 5 s Trp286 a Tyr72.
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3.6 NOVE A RE-EVALUOVANE HODNOTY AKTIVIT V SERIl N-ALKYL-TAKRINOVYCH
DERIVATU: SYNTEZA, BIOLOGICKE HODNOCENi A MOLEKULOVE MODELOVACI STUDIE
(PRiLOHA €. 10)

Dalsi Cast prace je zamérena na syntézu, biologické hodnoceni a molekulové
modelovaci studii N-alkylovanych takrin(. Syntéza nékterych latek ztéto série
vychazejici z 9-chlortakrinu je popsana v dfivéj$i praci W. P. Brianem a kol.'*®
Nékteré z téchto analogli vykazaly zajimavou lokdlné anestetickou aktivitu, kterd
Uzce koreluje scharakterem postranniho alkylového fetézce. Zatimco délka
ovliviiuje takovou aktivitu pozitivné, vétveni naopak snizuje lokalné anesteticky

149

index.”"” Dalsi studie odhalily schopnost téchto latek interkalovat DNA a plsobeni

proti amébam.° Nejnovéjéi prace v této oblasti jsou zaméFeny na syntézu novych

151-152

N-alkylovych takrinG s vyuzitim katalyzdtorl na bazi Pd sloucenin. Syntéza

a cholinergni vlastnosti N-alkyltakring byly &asteéné publikovany vroce 1997.%>
Tyto byly testovany na AChE izolované z Electrophorus electricus. V nasi praci
rozSifujeme vysledky studie o testovani na lidské rekombinantni AChE a zcela nové
i na lidské sérové BChE. Céla série byla navic rozsifena o dalsi analoga, byla udélana
molekulové modelovaci studie nejlépe puUsobicich derivdtd na AChE iBChE

a nakonec byly tyto vysledky srovany s predchozi sérii N-alkylovanych-7-MEOTA

derivata.
Vysledky a diskuze

V této studii je zahrnuto celkové 25 latek. Ty byly pfipraveny reakci probihajici za
podminek nukleofilni substituce, kde takrin-hydrochlorid reagoval s pfisluSnym
1-bromalkanem nebo 1,5-dijodpentanem (3, 8-25) (schéma 7). Analogickym
postupem pak byly pfipraveny i derivaty 7-MEOTA (1, 2, 4-7) (obr. 51). Vytézky
reakci pro takrinové derivaty se pohybovaly mezi 7—-53 %, coz je srovnatelné

s vytéZnosti reakci pro 7-MEOTA derivaty (6 — 56 %).
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NH, HN"

= Hel ¢+ RB 1. KOH/DMSO S c
. -Br > HCI

N/ 2. HCI/ ether N/

Schéma 7 Syntéza takrinovych analogli 8 - 24. Obdobny postup byl vyuZit pro pfipravu 3 a 25 za
pouziti 1,5-dijodpentanu jako alkylac¢niho Cinidla a dale pro alkylaci 7-MEOTA (1, 2, 4 - 7).

HiC..
N, N /N\ N..
HiC (HZC)B\ /(CH2)5 H;C
P 3 0 = N 3 ~0 =
NH, NH, HyC”

takrin 7-MEQTA 1 2

3 4 5
N N
PNy o~
HsC
e T
5 6
6 7

Obr. 51 Nékteré nové latky a standardy pouZzité ve studii N-alkylovanych takrind.

Inhibi¢ni potenciadl novych N-alkyltakrinG (8 - 25) byl stanoven pomoci Ellmanovy
metody a porovnan s takrinem, 7-MEOTA a latkami 1 - 7. Ziskana data jsou shrnuta
v tabulce 8. Prlibéh stanoveni inhibi¢nich parametr( ICsg pro nejslibnéjsi inhibitory

AChE a BChE je ilustrovan na obrazcich 52 a 53.
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Oznaceni AChE ICsp+ SD UM BChE ICso £ SD uM Sl (ICso BChE/ ICso AChE)

1

OCoOoONOOTUAWN

NINNNNRRRRRRRR R Q
B WNROWOLOONOGOUDWNIRDO

25
THA
7-MEOTA

4.57 +£0.87
22104
0.37+0.07
13.3+2.6
2.8+0.5
0.10 £0.02
0.27 £0.05
0.313+0.061
0.518 £0.101
0.504 + 0.098
0.166 + 0.032
0.147 £ 0.029
0.106 + 0.021
0.094 +0.018
0.043 £ 0.008
0.044 + 0.009
0.036 £ 0.007
0.033 £ 0.006
0.119+0.023
1.423 +0.277
3.657+0.713
42.99 + 8.38
1.01+0.19
0.19+0.04
0.19+0.04
0.50+0.10
10.50+ 2.0

656 + 93
1.10+0.16
0.21+0.03
16.9+2.8
33.7%+5.6

1.0+£0.2

0.040 £+ 0.007
0.959 £ 0.160
0.916 £0.153
0.289 £ 0.048
0.194 £ 0.032
0.180 + 0.030
0.144 +£ 0.024
0.227 £ 0.038
0.215 +0.036
0.207 +£0.034
0.169 £ 0.028
0.104 £ 0.017
0.227 £0.034
0.969 £ 0.161
2.483+0.414
66.79 + 11.15
3.02£0.50
0.42 £0.07
1.68 +0.28
0.023 £ 0.003
21.0+3.0

143
0.5
0.6
1.3
12
10
0.2
3
1.7
0.6
1.2
1.2
1.4
2.4
5
4.7
4.7
3.2
1.9
0.7
0.7
1.6
3
2.2
8.8
0.05

Tabulka 8 Hodnoty IC5pa Sl testovanych standardd a N-alkyltakrind.
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Obr. 52 Zavislost koncentrace testovanych latek 6, 18 a standard( (takrin, 7-MEQOTA) vztaZenych ke

kontrolni aktivité AChE.

m THA
® 7/-MEOTA
A 18
100 v 7
80 -
P
> 60+
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Obr. 53 Zavislost koncentrace testovanych latek 7, 18 a standard( (takrin, 7-MEOTA) vztaZzenych ke

kontrolni aktivité BChE.

Z uvedenych hodnot v tabulce 8 Ize vyvodit, Ze latky 14 - 18 maji afinitu v fddech nM

ICso k AChE. Nejucinnéjsim inhibitorem byla latka 18 (ICso = 33 nM), kterd nese

73



v poloze 9 Ci,. Dalsi prodluzovani fetézce vedlo klatkdm s nizsi aktivitou, avsak
v porovnani s N-alkyl-7-methoxytakrinovou fadou se inhibi¢ni potencial latek zcela
nevytratil. K rozdilnym zavérdm dosel Pomponi a kol., ktery stanovil za nejucinnéjsi
derivat 14 nesouci Cg alkylovy fetézec. Rozdil je dan pravdépodobné v jiné sekvenci
aminokyselin na testovaném enzymu (lidskda AChE vs. AChE z Electrophorus
electricus). V porovnani s takrinem je analog 18 15 x U¢innéjsim inhibitorem, nar(st
aktivity o jeden rad Ize pak pozorovat mezi nejucinnéjsimi derivaty ze série N-alkyl-
7-methoxytakrini ve prospéch N-alkyltakrin (zejména 14 -18). Implementace
dvojné vazby do postranniho fetézce vyustila v slaby narUst aktivity; to Ize vysvétlit
pravdépodobnou m-m nebo kation-mt interakci v aktivni ¢asti enzymu. Dvojitd
substituce vedouci k tercidrnim amindm méla naopak negativni vliv, vznikly derivaty
s niz§i ucinnosti. Svyjimkou 22, vSechny testované latky prekonaly inhibi¢ni
potencidl 7-MEOTA. Latka 1 ma nizkou aktivitu k BChE, je tedy pomérné vyrazné

selektivnim inhibitorem AChE.

Z tabulky 8 N-alkyltakrin(i na BChE lze vycist, Ze nejvyssi afinitu prokdzala latka 18
22. V sérii N-alkyl-7-methoxytakrin0 prokazala nejvyssi inhibi¢ni potencial latka 7
s C7, ktera je tfikrat Uc€innéjsi a o jeden rad lepsim inhibitorem nez 18. Dvojna vazba
v postrannim fetézci ma pozitivni vliv na zvySeni aktivity v pripadé kratkého retézce,
u delSich dochazi k poklesu aktivity (plati pro 2, 5, 24 a 25). Ani jedna z testovanych
latek neprekonala inhibi¢ni parametry takrinu, na druhou stranu vSechny vykazaly

vy$si inhibicni pdsobeni ve srovnani se 7-MEOTA s vyjimkou 1 a 22.

Z hodnot indext selektivity se nejlépe profilovala latka 25, kterd je 9 x selektivnéjsi

k AChE nez k BChE.

Abychom mohli povaZovat latky za centrdlné pUsobici inhibitory AChE, tzn. takové,
které prochdzeji hematoencefalickou bariérou, je nutné zndat jejich fyzikdlné
chemickeé vlastnosti. Pro nové pfipravené N-alkyltakriny (8 - 25) a standardy (takrin,
7-MEOTA, 1 - 7) byly vypocitany hodnoty rozdélovaciho koeficientu mezi oktanol a
vodu (log P) za pomoci on-line software (http://www.vcclab.org) (tabulka 9). Hansch

a Leo zjistili, Ze optimalni pro prlichod pres hematoencefalickou bariéru pasivni
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difuzi jsou takové hodnoty latky, jejichZ log P lezi mezi 1,5 — 2,7. Z tohoto pohledu,

pouze latky 5, 8 - 10, 24 a 25 jsou v souladu s témito predstavami, Ize tak u nich

usuzovat centralni pisobeni.™>*

Oznaceni R Log P
1 - 8.38+1.99
2 - 3.03+1.90
3 - 8.53+1.76
4 - 4,77 £0.89
5 - 2.35+1.69
6 - 3.69+2.13
7 - 414 +2.24
8 -CH,-CHs 1.83+0.78
9 -(CH3),-CH;  2.25+0.86
10 -(CHy)5-CH;  2.66 £0.93
11 -(CH,)a-CH;  3.10%1.03
12 -(CH,)s-CH5 3.55+1.13
13 (CH,)e-CH;  3.99 +1.23
14 -(CH,),;-CH;  4.57 +2.08
15 (CH,)s-CH;  5.01+2.19
16 (CH,)e-CH;  5.46 +2.29
17 -(CH3)10-CHs  5.90 +2.40
18 -(CH,)11-CH;  6.20+2.38
19 -(CH,)1-CH;  6.61+2.47
20 -(CH,)13-CH;  7.04%2.59
21 -(CHy)14-CH;  7.44 %2.69
22 -(CH,)15-CH;  7.88+2.81
23 -(-CH,-CH=CH,), 4.78 £0.73
24 -CH,-CH=CH, 2.10%0.76
25 -(CH;)3-CH=CH, 2.86+0.81
THA - 2.71
7-MEOTA - 2.67 £0.45

Tabulka 9 Vypocitané hodnoty log P.

Molekulové modelovaci studie se zaméfila na objasnéni interakci mezi latkou 18
jakoZto nejlepsSiho inhibitoru AChE a BChE. Predpokladana orientace latky 18
v aktivnim misté AChE je ilustrovdna na obrazcich 54 a 55. Derivat 18 je stabilizovan
Ti-1t interakcemi s Trp86 a Tyr337. Aminoskupina 18 tvofi slabou vodikovou vazbu se
Ser203 (4.7 A) v katalytické ¢asti enzymu. Protonovany dusik, ktery je soucasti
takrinového heterocyklu, je vazan vodikovymi mastky k hydroxylu Thr83 (3.9 A) a ke

karbonylovym funkénim skupinam Trp86 (3.6 A) a Trp82 (3.1 A). Alkylovy Fetézec

75



vypliuje kavitu vstupu do enzymu AChE a pfispiva tak ke stabilité tvorbou
hydrofobnich interakci. K podobnym vysledk(im dosla i studie provadéna u N-alkyl-
7-methoxytakrind na AChE z Mus musculus. Na obrazcich 56 a 57 je zobrazena
interakce 18 s BChE. Ta je vdzadna k Trp82 pomoci m-mt interakci. Karbonylova funkce
His438 (2.1 A) pak interaguje vodikou vazbou s aminoskupinou takrinového derivétu

18.

GLU334 X SER203

"

L\
‘. \<\1.730A

Obr. 54 Predpokladand orientace latky 18 vaktivni ¢asti AChE. Vyznacena jsou dulezita

aminokyselinova rezidua.
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Obr. 56 Predpokladand orientace latky 18 (modre) v aktivni Casti BChE. Vyznadena jsou duleZita

aminokyselinova rezidua, zbytek enzymu je ve stuzkové konformaci.
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Obr. 57 Derivat 18 a jeho orientace v kavité BChE. Enzym je zobrazeny pouze jako hydrofobni povrch.
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3.7 SYNTEzZA, ANTICHOLINERGNi VLASTNOSTI, STANOVENI INHIBICE AGREGACE
B-AMYLOIDU, VLIV NA MONOAMINOXIDASU A NADH DEHYDROGENASU A
MOLEKULOVE MODELOVACI STUDIE TAKRIN-7-METHOXYTAKRIN HETERODIMERU PRO
LECBU ALZHEIMEROVY CHOROBY (PRILOHA €. 11)

Vramci této série jsme pfipravili nové dudlni heterodimery AChE spojujici takrin
a 7-MEOTA do jediné molekuly. Tyto latky mély zvySenou inhibi¢ni uc¢innost ve
srovnani s vySe prezentovanymi monotakriny nebo homodimernimi derivaty. Dva
nejucinnéjsi inhibitory byly nasledné podrobeny dalSimu testovani pro inhibiéni
potencial vici obéma isoformam MAO, NADH dehydrogenasy a dale testovany pro
moznost inhibovat agregaci AB;.40, insulinu nebo lysozymu do fibril nebo obracené
podporovat depolymeraci jiz vytvorenych spletenci amyloidnich proteinG. Tyto dvé

nejucinnéjsi latky byly rovnéz navrhnuty k in vivo testovani.
Vysledky a diskuze

Schéma 8 ilustruje synteticky postup vedouci k hybridnim sloucenindm
takrin-7-MEOTA. Vychozi latkou pro syntézu byl zvolen 7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin-10H-9-on (1), ktery byl ziskdn popsanou cyklokondenzacni reakci
4-methoxyanilinu s ethyl-2-oxocyklohexankarboxylatem za katalytického plsobeni

p-toluensulfonové kyseliny v 71% vy'/téiku.155

1 byla nasledné kvantitativné
pfevedena reakci s POCl; na 9-chloro-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin (2).
Reakci s a,w-diaminy v prostredi fenolu byly ziskany pfislusné N-(7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin-9-yl)alkan-1,w-diaminy 3-8 (71 - 93 %). Syntéza 1,2,3,4-
tetrahydroakridin-10H-9-onu (9, 65 %) probihala analogicky jako pro 1, vychozimi
l[atkami byly zvoleny cyklohexanon s N-methylanthranildtem. 9-chloro-1,2,3,4-
tetrahydroakridin (10) byl ziskan obdobné jako 2 reakci s POCI3, ktery byl nasledné
konvertovdn na 9-isothiokyandto-1,2,3,4-tetrahydroakridin (11) pomoci AgSCN za
refluxu v bezvodém toluenu bez pristupu svétla. Takrin-7-MEOTA thiomocoviny (12-
17) byly ziskany reakci pfisluSného aminu 3 - 8 s 11 (65 — 78 %). Pfevod thiomocovin
na mocovinové derivaty (18 -23, 88 — 95 %) byl realizovdn pomoci mesitylnitril

oxidu (MNO).
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Schéma 8 Synteticky postup pripravy 7-MEOTA-takrin thimocovin (12 - 17) a mocovin (18 - 23).

K potvrzeni nové vzniklych struktur thiomocovin 12 -17 a mocovin 18 - 23 byla
pouzita kombinace bé&inych 'H a *C NMR experiment(. Jednoznainé uréeni
struktury a pfifazeni jednotlivych atomi bylo provedeno pomoci homo- a

heterokorelovanych 2D metod NMR (H,H-COSY, H,C-HSQC, H,C-HMBC).
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Infracervend spektroskopie byla vyuZita pouze u latky 11 k pozorovani vibraci

isothiokyanatové funkéni skupiny.

Cilové struktury 7-MEOTA-takrin thimocovin (12-17), mocovin (18-23)
a intermediaty s navazanymi diaminy (3 - 8) byly podrobeny in vitro testovani vici

AChE a BChE pomoci Ellmanovy metody. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 10.

SI (ICso BChE
Oznageni n AChE ICso+ SD (uM)  BChE ICso SD (M) (ICs0 BChE/

ICso AChE)
3.2HCI 2 5.32+1.04 64.45 + 10.76 12.1
42HC 3 1.93+0.38 49.77 + 8.31 25.8
5.2HCI 4 1.42 +0.28 9.22 + 1.54 6.5
6.2HCI 5 3.44+0.67 29.63 +4.95 8.6
7.2HCl 6 0.21+0.04 10.84 + 1.81 51.6
8.2HCI 7 0.86 +0.17 7.26+1.21 8.4
12 2 1.97 £ 0.38 1.72 £0.29 0.9
13 3 4.08 +0.80 1.12 £0.19 0.3
14 4 0.52+0.10 0.29 + 0.05 0.6
15 5 0.32+0.06 0.48 + 0.08 1.5
16 6 0.21+0.04 0.32 +0.05 1.5
17 7 0.56 +0.11 0.38 +0.06 0.7
18 2 4.04+0.79 0.13 +0.02 0.03
19 3 1.19£0.23 0.11 +0.02 0.09
20 4 0.17 + 0.04 0.45 + 0.08 2.5
21 5 0.15 + 0.03 0.66 +0.11 4.2
22 6 0.10 + 0.02 0.39 +0.07 3.7
23 7  0.057+0.011 0.26 + 0.04 4.6
THA - 0.50 +0.10 0.023 + 0.003 0.05
7-MEOTA - 10.50 + 2.0 21.0+3.0 2

Tabulka 10 Vysledky inhibi¢niho testovani vici AChE a BChE vyjadrené jako hodnoty ICspa hodnoty

selektivity (SI). “n” oznacuje pocet uhlikd ve spojovacim retézci.

Zavislost prabéhu inhibi¢niho stanoveni na AChE | BChE pro nejlepsi inhibitory ze

série thiomocovin a mocovin jsou vyobrazeny na obrazcich 58 a 59.
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Obr. 58 Zavislost koncentrace testovanych latek (16, 23) a referencnich latek (takrin a 7-MEOTA) na
inhibici AChE.

= THA
® 7-MEOTA
A 14
1007 v 19
80
2>
=
3 60
©
S
S 40
(8]
©
(=]
> 20 H
O_
T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 -7 6 5 4 3 2 -1

Obr. 59 Zavislost koncentrace testovanych latek (14, 19) a referencnich latek (takrin a 7-MEOTA) na
inhibici BChE.

Intermediaty 3 -8 byly testovany jako dihydrochloridové soli. VSechny testované
latky vykazaly AChE inhibi¢ni potencidl v uM, resp. sub-uM koncentracich od
0.057 uM (23) po 4.08 uM (13). Latka 23 nesouci 7 methylenovych skupin ve
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spojovacim fetézci jako jedind inhibovala v fadu nM. Ta je 8,8 x Uc¢innéjsi nez takrin
a dokonce 184,2 x ucinnéjsi v porovnani se 7-MEOTA. VSechny cilové produkty
véetné intermediatld prekonaly AChE aktivitu referenéni 7-MEOTA,; latky 7, 15- 16
a 20 - 23 prekonali afinitu takrinu k AChE. Thiomocovinova série (12- 17) méla

evvs

nejméné ucinnymi pak byly intermediaty diamint (3 - 8).

Vsechny testované latky byly rovnéz testovany na BChE. Hodnoty ICsg se pohybovaly
v UM az sub-uM koncentracich; nejucinnéjsi byl derivat 19 (0.11 uM), nejméné pak
3 (64.45 uM). Nejvétsi rozdil v ucinnosti miZeme pozorovat od diamina 3 - 8, které
jsou minimalné o jeden az dva tady slabsSimi inhibitory BChE ve srovnani
s takrin-7-MEQOTA konjugaty. RovnéZz mocovinové derivaty (18 - 23) vyustily v latky
s vy$Sim inhibi¢nim potencidlem oproti thiomocovinové sérii. Inhibi¢ni potencial
takrinu nebyl prekonan ani jednou z nové ptipravenych latek. Na druhou stranu,
vétsina (5, 8, 12 - 23) derivatl v této studii prekonala aktivitu 7-MEOTA vuci BChE.
Mocovinovy analog 19 prekonal aktivitu 7-MEOTA dokonce 190,9 x. Celkovy vliv
délky spojovaciho fetézce mezi takrinem a 7-MEOTA v sérii thiomocovin a mocovin

nemél patrny vliv na aktivitu vici BChE.

Paradoxnég, intermedidty 3 - 8 maji vyssi hodnoty SI v porovnani s cilovymi produkty
thiomocovin a mocovin. Na druhou stranu, jista mira neselektivity v thiomocovinové
a mocovinové sérii muZe byt jistou vyhodou zejména v pozdéjSich fazich

onemocnéni, kdy hladina AChE klesa a koncentrace BChE vzrastaji.”>%*’

vvvvvv

stanoveni na monoaminooxiddsach (MAO, isoformy A a B). Vysledky méfeni se

nachdzi v tabulce 11 a pribéh tohoto stanoveni je vyobrazen na obr. 60 a 61.

Oznageni MAO-A ICsot SD (uM)  MAO-B ICso £ SD (uM)

THA 8.05+1.83 477 + 40
7-MEOTA 6.35+0.54 118+ 7

19 51.6 £18.6 357 +£105

23 1.80+0.27 352+34

Tabulka 11 Vysledky stanoveni inhibic pro MAO-A a MAO-B.
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Obr. 60 Inhibice basalni MAO-A takrinem, 7-MEOTA, 19 a 23 v mitochondridlni frakci isolované z kiry

praseCich mozk(. Kfivka naznacuje pribéh stanoveni inhibice MAO-A v zavilosti na koncentraci

testované latky.
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Obr. 61 Inhibice basalni MAO-B takrinem, 7-MEOQOTA, 19 a 23 v mitochondridlni frakci isolované z kiry

praseCich mozkd. Krfivka naznacCuje pribéh stanoveni inhibice MAO-B v zavilosti na koncentraci

testované latky.

Z vysledk( stanoveni lze fici, Ze takrin i 7-MEOTA jsou ucinné a spiSe selektivni

inhibitory MAO-A. Mocovinovy analog 19 vykazal neselektivni inhibici obou MAO

v pomeérné vysokych koncentracich, zatimco latku 23 Ize povazovat za selektivni

a vysoce ucinny inhibitor MAO-A. Hodnotou ICsg na MAO-A se derivat 23 priblizil

neselektivnimu inhibitoru MAO iproniazidu a dokonce prevysil inhibi¢ni potencial
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158-160 7 hlediska ovlivnéni

nékterych antidepresiv, antipsychotik a endokanabionida.
MAO-A Ize povaiovat 23 za relativné nebezpecnou a silné ovliviaujici
monoaminergni  neurotransmisi. Naproti tomu vSak muUZe pfispivat
k antidepresivnimu puUsobeni, coZ muze byt v prlbéhu AD vitanou vlastnosti
lé¢iva.’®! Rovné? inhibice MAO-B miZe vést k pozitivnimu vlivu v pritbéhu AD, kdy
takové inhibitory MAO-B potlacuji proces astrogliosy (pozn. abnormalni zvyseni
astrocytd v dsledku odumirani okolnich neuront).'®” Navic je diskutovana i role
neselektivnich inhibitord MAO v souvislosti s tvorbou neurotoxickych ¢astic jako
jsou reaktivni aldehydy nebo peroxid vodiku, které podporuji ndslednou tvorbu

dalsich reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS, reactive oxygen species) a mohou tak

pFispivat k neurodegenerativnim procestim.'®3

Z dalSiho testovani na ovlivéni NADH dehydrogenasy (komplex ) jsme zjistili mozné
ovlivnéni bunécné energetické bilance v periferii a mozku. Vysledky jsou shrnuty na
obr. 62. Toto testovani vedlo k zjisténi, Ze vSechny testované latky, tj. takrin,
7-MEQTA, 19 a 23 ovliviuji energetickou bilanci buriky a mohou tak ovliviiovat
energetické pochody v burice. Mira inhibice komplexu | testovanymi inhibitory AChE
je vSak v porovnani s bézné uzivanymi antipsychotiky mala a tudiz lze soudit, Ze toto

ovlivnéni nebude mit klinicky vyznamny efekt.'®*
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Obr. 62 Latkami navozené zmény v aktivité NADH dehydrogenasy (komplex I).

Pro nejperspektivnéjsi latky (19, 23) a standardy takrin a 7-MEOTA jsme provéfili
jejich ovlivnéni tvorby amyloidnich fibril in vitro pomoci thioflavin T testu (ThT test).
Vsechny latky byly testovany pfi fixni koncentraci 200 uM v pfitomnosti 10 uM
amyloidniho proteinu (AB1.40, insulin nebo lysozym). Vysledky jsou shrnuty v tabulce
12 a jsou vyjadreny jako inhibi¢ni aktivity (Ai.n, vypocitané jako rozdil fluorescencni
intensity ziskané pro amyloidni shluky a fluorescence detekované po inkubaci latky
s amyloidnimi proteiny pomoci ThT) a hodnotami [Csq (obr. 63). V porovnani
s referencinimi latkami (takrin, 7-MEOTA) nové pfipravené mocovinové derivaty
(19, 23) vyraznéji inhibovaly tvorbu fibril AB1.40 od 52 % (19) po 79 % (23). 23 je
rovnéz nejucinnéjsim inhibitorem v této studii. Nase zjiSténi podtrhuje i nasledna
molekulové modelovaci studie, ktera ukazala, Ze latka 23 je schopnd soucasné
interagovat s perifernim anionickym mistem i aktivhim mistem. Tudiz mGzeme 23
povazovat za latku schopnou zpomalit AChE-navozenou agregaci AB;.40. Hodnoty
ICso naopak vyzdvihuji derivat 19, ktery vystupuje jako silnéjsi inhibitor agregace

AB1.40 0 jeden fad v porovnani se 7-MEOTA a 23 a dokonce o dva rfady ve srovnani
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s takrinem. Pro srovnani jsou uvedeny v tabulce 12 dalsi hodnoty A, pro insulin

a lysozym jako dalsi amyloidni proteiny.

Oznaceni  1Cs0AB1.40 (LM) Ainh AB1.40 (%) Ainn insulin (%) Ainn lysozym (%)

THA 34.8 69.1+1.5 6.8 +3.0 14.6 +2.9
7-MEOTA 9.7 76.4+2.0 2.5+1.6 -14.6+0.8
19 0.25 51.6 +6.2 41.9+1.2 11.5+4.1
23 2.6 78.6+1.7 56.0+ 9.9 50.6 + 1.2

Tabulka 12 Inhibi¢ni aktivity (Ai,,) a hodnoty ICsy pro AB_s.

m 7-MEOTA

100 -

80 A

80 -

40 A

20 A

relative fluorescence intensity [%)]

logc
Obr. 63 Prubéh inhibice agregace AB,.4o testovanych (19, 23) a referencnich latek (takrin, 7-MEOTA).

V souvislosti s ovlivnénim ABi4 byl ucinén vedle inhibiéniho stanoveni
i depolymerizacni test, ktery byl vyhodnocen ThT testem. VSechny latky byly
testovany pfi fixni koncentraci 200 uM v pfitomnosti 10 uM AB;.49. Vysledky jsou
vyjadfeny v tabulce 13 jako depolymerizacni aktivity (Agep, 0znacuje schopnost latky
redukovat mnozstvi predvytvorenych fibrilarnich spletencl APi40) a jako DCsg
(polovina depolymerizacni koncentrace testované latky). Pribéh stanoveni je
ilustrovan na obr. 64. VSechny testované latky podporuji depolymerizaci fibril AB1.49
fadové v uM koncentracich. Pohledem na hodnoty DCsy, nejlépe plsobici

depolymerizacni latkou je 23, ktera je o jeden rad ucinnéjsi nez takrin a 7-MEOTA.
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Hodnoty Agep pro vsechny stanovené amyloidni proteiny shodné vyzdvihuji oba

nové derivaty (19, 23).

Oznaceni  DCsoAB1-a0(MM)  Agep AB1-20(%)  Agep insulin (%) Agep lysozym (%)

THA 131.3 57.3+1.9 34.3+0.9 12.4+1.9
7-MEOTA 149.5 57.4+1.9 29.7+2.7 3.8+3.3
19 54.3 62.5+1.3 40.5+0.7 25.1+3.9
23 22.8 82.1+2.9 46.3+3.5 47.0+3.2

Tabulka 13 Hodnoty depolymerizaéni aktivity (Agep) Pro ABiso, insulin a lysozym, a poloviny

depolymerizacni koncentrace (DCsg).
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Obr. 64 Priibéh depolymerizace fibril ABi.so novych modovinovych derivatd (19, 23) a referencnich

latek (takrin, 7-MEQOTA).

Na obrazku 65 jsou vyobrazeny zkoumané prostorové orientace latek 19 a 23
v molekulové modelovaci studii v aktivni ¢asti obou cholinesteras. Jako
nejvyhodnéjsi orientace v AChE se ukdzala trans-cis konfigurace (obr. 66).
Z pravdépodobnych duleZitych interakci 23 interferuje s Trp86 a Tyr337 pomoci m-1t
interakci. Vodikovy mustek je tvoren mezi Ser203 a kyslikem substituované

mocoviny.
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trang-cis cis-cis cis-trans

19:R; = 1,2,3,4-tetrahydroacridine; R, = 7-methoxy-9-propylenamino-1,2,3,4-tetrahydroacridine
23 : R, = 1,2,3,4-tetrahydroacridine; R, = 7-methoxy-9heptylenenamino-1,2,3 4-tetrahydroacridine

Obr. 65 Testované orientace latek 19 a 23 v molekulové modelovaci studii novych dudlnich inhibitor(

na bazi 7-MEQOTA-takrin mocovin.

HIS447 “Q

TY R%

Obr. 66 Nejvyhodnéjsi prostorové usporfadani (trans-cis) mocovinového derivatu 23 v aktivni ¢asti

AChE a jeho interakce s aminokyselinovymi rezidui.

Pro BChE se ukdazala jako nejvyhodnéjsi orientace latky 19 cis-cis. Umisténi latky 19
v aktivni ¢asti BChE a interakce vtomto enzymu jsou ukdzadny na obrazku 67. Za
zminku stoji, Ze testovany derivat interaguje se vsemi aminokyselinovym rezidui

katalytické triady.
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Obr. 67 Nejvyhodnéjsi prostorové usporadani (cis-cis) mocovinového derivatu 19 v aktivni ¢asti BChE

a jeho interakce s aminokyselinovymi rezidui.
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4  ZAVER

V ramci této disertacni prace byl podan prehled o souc¢asném stavu problematiky
AD. V avodu jsou zminény pouzivané terapeutické pristupy véetné zvazovanych
farmakoterapeutickych pfistupld. Prace dale podava prehled o vyvoji syntéz
takrinovych derivat. Na zakladé struktury jsou nasledné tyto derivaty rozdéleny do

tfi skupin, diskutovany jsou jejich farmakologické vyhody a rovnéz naznacen dalsi

trend vyvoje v oblasti syntéz takrind.

Velkd pozornost byla vénovana latce 7-MEOTA. Jeji struktura byla rlznymi
syntetickymi postupy modifikovédna, pricemz byly hledany derivaty s vyssi Ucinnosti
na testovanych enzymech (AChE, BChE) a ty byly porovnavdny s takrinem
a 7-MEOTA. V kazdé sérii je pak diskutovana biologicka ucinnost novych derivata
a pro neucinnéjsi z nich je in silico vyhotovena molekulové modelovaci studie, ktera
se snazi popsat dané strukturni vlastnosti latky na aktivitu a orientaci v aktivni ¢asti
testované cholinesterasy. Pro srovnani jsou uvedeny i syntézy a biologickd data
stejné substituovanych takrinovych derivatd. Rovnéz u nich je diskutovdna zavislost
struktury na aktivité vUci cholinesterasam a provedena molekulové modelovaci

studie.

Dvé nejucinnéjsi latky z posledni uvedené série takrin-7-MEOTA thiomocovin
a mocovin byly rovnéZz hodnoceny na schopnost inhibovat agregaci APia0
ve fibrilarni spletence, podporovat depolymerizaéni pochody fibril tvofenych AB1.40
pfipadné dalsimi amyloidnimi proteiny (insulin, lysozym), ovliviiovat obé isoformy

MAO a NADH dehydrogenasu.

Obé nejucinnéjsi latky z posledni série takrin-7-MEOTA mocovin jsou v soucasné
dobé testovany in vivo v oblasti AD (toxicitni studie a stanoveni farmakokinetickych

parametra).
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