UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

HODNOCENI POTENCIALNICH LECIV ALZHEIMEROVY CHOROBY
JAKOZTO INHIBITORU PROLYLOLIGOPEPTIDASY

Rigorézni prace

Konzultant rigorézni prace: doc. PharmDr. FrantiSek Trejtnar, CSc.

Skolitel - specialista: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, Ph.D.

Veselicko, 30. srpna 2017 Mgr. Andrea Soukupova



.Prohlasuji, ze tato prace je mym puvodnim autorskych dilem. VesSkera literatura a
dalsi zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo

stejného titulu.”

V Hradci Kralové dne 30. srpna 2017



Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala plk. doc. PharmDr. Danielu Junovi Ph.D. a doc.
PharmDr. FrantiSkovi Trejtnarovi za odbornou pomoc a ochotu. Mgr. Martiné

Hrabinové dékuji za uvedeni do metodiky pouzité v ramci této prace.

Dékuji také celé své rodiné za jejich podporu.



Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove
Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Andrea Soukupova

Konzultant: doc. PharmDr. FrantiSek Trejtnar, CSc.

Skolitel specialista: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, PhD.

Nazev rigorézni prace: Hodnoceni potencialnich |1€Civ Alzheimerovy choroby jakoZzZto

inhibitord prolyloligopeptidasy

Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease, AD), jeden z nejCastéji se vyskytujicich
typl demence, je stale vice znepokojujici zdravotni, ekonomickou i socialni hrozbou.
Pfes znacné usili a pokroky v poznani tohoto onemocnéni za posledni desetileti neni
stale k dispozici adekvatni kauzalni farmakoterapie. LéCba je zaloZzena pouze na
potlaceni symptom onemocnéni pomoci centralnich inhibitor( acetylcholinesterasy a
memantinu. Ovlivnéni enzymu prolyloligopeptidasy (POP), jehoz funkce
pravdépodobné spociva v regulaci hladin neuronalnich peptidl, ziskalo pozornost jako
mozny pfistup pro lé€bu neuronalnich poruch. ProtoZze v minulosti byl vliv inhibitor(
POP na zlepseni kognitivnich vlastnosti jiz prokazan, je tato prace zaméfena na
stanoveni inhibi¢ni GCinnosti nové syntetizovanych slou€enin vici tomuto enzymu.
Testované latky byly primarné koncipovany jako inhibitory acetylcholinesterasy
s potencialnim vlivem na N-methyl-D-aspartat (NMDA) receptory. Spolu s moznym
inhibiénim uc€inkem na POP by zapadaly do nového konceptu lIé€by AD pomoci na
nékolik cild zaméfenych ligandu (multi target directed ligands; MDTLS). K testovani
inhibi¢ni aktivity latek vuci POP byla zvolena spektrofotometrickd metoda se
substratem Z-Gly-Pro-p-nitroanilidem. Dosazené vysledky ovSem ukazaly, ze ve
srovnani se standardnim substratem maji testované latky relativné nizkou inhibi¢ni
aktivitu vaci POP. Na zakladé téchto in vitro dat nelze tedy u zkoumanych sloucenin

oCekavat jejich dalSi uplatnéni jako vyvojovych inhibitord POP.
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Title of Thesis: Evaluation of potential Alzheimer's disease drugs as

prolyloligopeptidase inhibitors

Alzheimer’s disease (AD), which now seems to be one of the most common types of
dementia, is alarming health, economic and social threat worldlwide. Despite of
significant progression in research during the last decade, casual treatment remains
still unknown. Treatment of AD is limited only to suppression of the symptoms by
centrally acting inhibitors of acetylcholinesterase and memantine. Enzyme
prolyloligopeptidase (POP) plays a role in regulation of neuronal peptides levels and
therefore POP has gained attention as one of possible target for the treatment of
neuronal disorders. Because effect of POP inhibitors on cognitive functions
improvement was reported, the aim of this thesis was to determinate the inhibitory
aktivity of newly prepared substabces. These substances were primarily designed as
acetylcholinesterase inhibitors with potential N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
antagonism. Additional POP inhibitory potential of novel compounds would even better
fit into a concept of multi-target directed ligands (MDTL). Spectrophotometric method
with Z-Gly-Pro-p-nitroanilide as the substrate was used to test the inhibitory potential.
However, the results showed that the substances had a very low affinity for POP.
Based on these in vitro data their furhter use as developmental inhibitors can not be

expected.
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Pouzité zkratky:

ACPH acylaminoacylpeptidasa

AD Alzheimerova choroba (Alzeheimer’s disease)
Ach acetylcholin

AchE acetylcholinesterasa

AchEi inhibitory acetylcholinesterasy

AMK aminokyselina

a-MSH melanocyty stimulujici hormon a

APP prekurzorovy protein amyloidu

AR R-amyloid

Asp kyselina asparagova

BuChE butyrylcholinesterasa

DPPIV dipeptidylpeptidasa IV

FSH folikuly stimulujici hormon

GnRH gonadotropiny uvolfujici hormon

His histidin

ChAT cholinacetyltransferasa

ICso0 koncentrace inhibitoru zpusobujici pokles aktivity enzymu o 50 %
IPs inositol-1,4,5-trifosfat

LH luteinizaCni hormon

MTDL multi target direct ligands hypotéza

NGF nervovy rustovy faktor (nerve growth factor)
NMDA N-methyl-D-aspartat

NSAIDs nesteroidni antiflogistika (nonsteroid anti-inflammatory drugs)
OB oligopeptidasa B

PAS periferni vazebné misto

POP prolyloligopeptidasa

PPCE post-prolin Stépici enzym (post-proline cleaving enzyme)



SALAs
SEM

Ser

SSRIi

TRH

TSH
7-MEOTA

selective AlR42 lowering agents

smérodatna odchylka

serin

selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu
thyreoliberin

thyreotropin

7-methoxytakrin



A. Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je jeden z nejCastéji se vyskytujicich typld demence,
projevujici se poruchou paméti, zménou charakterovych vlastnosti osobnosti (poruchy
nalady, deprese, nespavost, halucinace), kognitivni dysfunkci a dalSimi symptomy.
Prvni popis onemocnéni byl proveden roku 1907 Aloisem Alzheimerem, ovSem
objasnéni podstaty, diagnostika, popis pfiznakl, uréeni rizikovych faktorl a zplsob

terapie zaznamenali SirSi rozvoj az v poslednich 30 letech.

Mezi hlavni rizikové faktory onemocnéni patfi vysoky vék a diky stale se
prodluzujici délce Zivota populace se zvySuje i vyskyt AD, u osob starSich 85 let je
postizeno pfiblizné 50 % populace. Celosvétové se pocet lidi trpicich AD odhaduje na
40 miliéna, v Ceské republice touto chorobou trpi pfiblizné 50 az 70 tisic osob a
odhaduje se, Ze v roce 2040 budou tato €isla dvojnasobna. V USA se onemocnéni AD

vySplhalo na Sesté misto Zebficku pficin umrti pacientd (Jago, 2014).

AD zacina obvykle plizivé a rozviji se pomalu béhem nékolika let. K porucham
paméti se v pozdéjSich stadiich onemocnéni pfidruzuji dalSi symptomy, jako je ztrata
orientace v prostoru a Case, poruchy hybnosti, Feci, inkontinence, pacienti jsou pak
Casto odkazani na pomoc blizkych i peCovatelské sluzby a instituci. Jsou odlouceni
od spoleCnosti, nemoc znatelné snizuje kvalitu jejich zivota, ale i pecovateld,
predevsim rodinnych pfislusnikd. Celkova doba preziti je 5 — 19 let od projevu prvnich
pFiznaku (Jirdk a Koukolik, 2004).

Vv s

v USA byla v roce 2012 vynaloZena na terapii AD ¢astka 200 miliard dolart (Jago,
2014). AD se stala znepokojujici hrozbou, na kterou je potfeba odpovédét pfislusnou
léCbou a téz prevenci (Salloway et al., 2008). Do vyzkumu novych léCebnych strategii
v souCasnosti proudi mnoho finan¢nich prostfedkl, stale se ovSem nepodafilo
vyvinout IéEbu kauzalni. VSechny soucCasné terapeutické postupy potlacuji pouze

symptomy onemocnéni (Venalainen et al., 2006).

Jednim z mnoha terapeutickych pfistupl, které v sou€asnosti patfi k nadéjnym
vyvojovym smérum pro lécbu AD, je zaméFeni na enzym prolyloligopeptidasu (POP).

Tento enzym patfici mezi serinové proteasy je zapojen do mnoha fyziologickych



procest. Zajem farmacie o tento enzym vyvolalo prokazani antiamnestického
pusobeni jeho inhibitort. Prokazan byl i vliv na ukladani 3-amyloidu. (Venalainen et
al., 2006).

B. Teoreticka cast

1. Alzheimerova choroba a jeji patogeneze

AD je chronické progresivni onemocnéni nervové soustavy na podkladé
degenerativniho zaniku neuront. Jedna se o nejCastéjsi typ demence ve stfednim
véku. P¥i¢iny a mechanismy AD nejsou doposud zcela objasnény, pfiemz se
predpoklada, ze na vzniku se podili nékolik faktorl a moznou roli zde hraji takeé

genetické Cinitele (NevSimalova et al., 2002).

AD muzeme pokladat za multifaktorialni onemocnéni, v jehoz patogenezi se uplatriuje
vice mechanisml, napf. zrychleni apoptdzy, toxické pulsobeni excitatnich
aminokyselin, snizena aktivita nékterych enzyml, reakce volnych radikald,
lipoperoxidacni déje a dalSi. Mozné patofyziologické hypotézy jsou shrnuty v tabulce
1. V dusledku téchto procesl lze pozorovat histopatologické zmény (intracelularni
neurofibrilarni klubka, extracelularni senilni plaky s depozity amyloidu, amyloidovou
angiopatii a v neposledni fadé ubytek neuronl, tzn. neurodegeneraci). Nalez 1-
proteinu a R-amyloidu vétSinou poukazuje na diagnézu AD, tyto projevy véak mohou
byt pfitomny i u jinych onemocnéni neurodegenerativniho charakteru. Podobné nebylo

prokazano, ze nepfitomnost 3-amyloidu vylu€uje AD (Nevsimalova et al., 2002).

RozliSujeme tedy minimalné tfi hypotézy vzniku AD. Prvni z nich je amyloidova
kaskadova, tedy hypotéza zaloZzena na hromadéni APP (prekurzorovy protein
amyloidu) a vzniklého AR (R-amyloidu) ve formé& amyloidnich plaku, které vyvolavaji
neurodegenerativni zanétlivé pochody poskozujici neurony. Lokace genu pro APP je
na chromozomu 21, moznou genetickou souvislost nasvédCuje skuteCnost, ze u

jedinct s Downovym syndromem (trisomii 21. chromosomu) se po 35. roce véku
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vyvijeji mozkové a histopatologické projevy jinak typické pro AD. Ve vétsiné pfipadu
ovSem neni AD dédi¢nda, pouze 2-7 % je podminéno geneticky (NevSimalova et al.,
2002).

Druha, cytoskeletalni degenerativni hypotéza, udava jako spoustéci
mechanismus nemoci vznik neurofibrilarniho klubka hyperfosforylovaného 1-proteinu
(Pooler et al. 2014; Buée et al. 2000). Sou€asné probihaji dalSi neuropatologické
zmény jako je rozvoj zanétlivého procesu v okoli senilnich plaki (Prokop et al., 2013)
Ci projevy oxidativniho stresu, oxidace proteind, lipidd, DNA a tvorba toxickych latek.
To vSe vede kbunécné apoptdéze, nekroze a rozvoji neurodegenerativniho

onemocnéni (Zhang et al., 2014)

Treti, klasicka teorie, ktera dala vznik soucCasné lé¢bé pomoci inhibitort
acetylcholinesterasy (AChEi) si v§ima hypofunkce centralniho cholinergniho systému.
Vychazi zejména ze snizené aktivity cholinacetyltransferasy a pyruvat-
dehydrogenasového kompexu, kli€ovych enzymua v syntéze acetylcholinu. Snizeni
cholinergni transmise je navic podpofeno sniZzenou funkci muskarinovych
cholinergnich receptorli, ktera je spiSe nez ubytkem receptori dana snizenym
intracelularnim pfenosem. Tato malfunkce mj. zapfiCifiuje zvySenou aktivitu enzymu
GSK3B, coz vede k patologické hyperfosforylaci T-proteinu. Oproti tomu, u
nikotinovych cholinergnich receptord byl pozorovan snizeny pocet kli€ovych receptoru
(Babic, 1999, Bartus et al., 1982).

Z vySe uvedeného je patrné, Ze cholinergni, amyloidni i Tau teorie maji dosti
spolecného a jsou vzajemné propojené. Je tedy logickeé, Ze vyzkum se orientuje na
IéCiva stimulujici cholinergni transmisi byt formou inhibice hydrolyzy acetylcholinu
(AChEI), Ci aktivace centralnich M1 muskarinovych a nikotinovy receptort (Babic,
1999).

2. Soucasné pristupy k lécbé AD

AD je povazovana za amyloiddzu a proto je prevence &i odstranéni ukladani AR
jeden z nejslibngjSich pfistupl k 1éCbé. Timto smérem se vydala fada vyzkumnych

tymU avSak i pfes znacné usili a finance investované do vyzkumu neni prozatim
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k dispozici zadna kauzalni 1éCba proti tomuto toxickému proteinu. Pfi AD je také
vyrazna ztrata cholinergni, noradrenergni, dopaminergni a GABAergni
neurotransmise, tudiZ mezi sou¢asné pouzivana léCiva patfi inhibitory cholinesterasy
(donepezil, rivastigmin a galantamin) a nekompetitivni antagonista NMDA receptort
(memantin) (Silvestrelli et al., 2006). Tento pfistup pfinasi primarné pouze
symptomatické benefity zahrnujici pouze docCasné zlepSeni kognitivnich funkci a

zpomaleni progrese onemocnéni (Salloway et al., 2008).
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Tabulka 1. Pfehled patofyziologickych hypotéz AD a dle nich cilené experimentalni

terapie. (adaptovano dle (Shah et al., 2008)

Patogenni proces Lécba

Ubytek cholinergni neurotransmise Inhibitory AChE

1. generace: takrin
2. generace: donepezil, rivastigmin,

galantamin
Oxidativni stres Selegilin, alfa-tokoferol, huperzin A
Amyloidni kaskada Statiny, AR vakcinace, modulatory sekretaz,
SALAs
Fosforylace T1-proteinu Inhibitory GSK 383
Zanét NSAIDs
Excitacni toxicita Memantin
Jiné Stredozemni dieta (zdrava strava,

nekuractvi, sportovni aktivita)
Nervovy rlstovy faktor (NGF)

Prolyloligopeptidasa

Inhibitory cholinesteras

Mnoho Kkognitivnich poruch souvisi se zanikem cholinergnich neuron(
v mozkovych oblastech. Biopsie mozku a studie post mortem ukazaly, Ze pacienti trpici
AD maji sniZzenou aktivitu cholinacetyltransferasy (ChAT), ktera syntetizuje ACh z
cholinu. Acetylcholin ma dulezitou fyziologickou roli v mechanismech uc¢eni se novym

informacim, paméti a udrzeni pozornosti (Gauthier, 2002).

Existuje mnoho latek, o kterych je znamo, ze ovliviiuji cholinergni neurotransmisi,
avsSak k symptomatické I1éEbé AD jsou indikovany pouze inhibitory cholinesteras. Tyto
latky snizuji biochemickou degradaci acetylcholinu a teoreticky tak prodluzuji
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cholinergni neurotransmisi. RozliSujeme dva typy cholinesteras nalézajicich se
v lidském organismu: acetylcholinesterasu (AChE) a butyrylcholinesterasu (BuChE).
Fyziologicka role BUChE neni doposud pfesné objasnéna, ale ukazuje se, ze hladina
tohoto enzymu u pacientll s AD je zvyS$ena, naproti tomu hladina AChE je snizena.
Pfitomnost obou enzymua v amyloidnim plaku poukazuje na moznost ovlivnéni tvorby
AR, dokonce byla prokazana pfima ucast AChE na agregaci AR pomoci svého

periferniho vazebného mista (PAS) (Silvestrelli et al., 2006).

Jako prvni “tolerabilni” inhibitor centralni acetylcholinesterasy (AChEI) byl do
terapie zaveden takrin, pozdéji byl ovSem pro své nezadouci ucinky (hepatotoxicita,
cholinergni nezadouci u€inky pfedevsim na GIT) a kratky polo€as v organizmu stazen
z trhu (Lallmann et al., 2004). Nova generace méné toxickych AChEI je zastoupena
donepezilem, rivastigminem a galantaminem (Korabecny et al., 2012). Tato skupina
ma, kromé niz§iho vyskytu nezadoucich ucinkdl, delSi polo¢as a lepSi ucinnost (Shah
et al., 2008). Donepezil a galantamin jsou selektivnimi inhibitory AChE, rivastigmin
inhibuje AChE i BUChE. Tato tfi IéCiva jsou indikovana u pacientl s mirnymi pfiznaky
a u stredné tézkého stadia, jelikoz nékteré studie naznacuji pouze slaby pfinos u
pacientl trpicich pokrocilejSimi stadii AD (Silvestrelli et al., 2006). Meta-analyza 29
randomizovanych zaslepenych studiich prokazala léCebny efekt u pacientd s AD
uzivajicich inhibitory cholinesteras, spocivajici v oddaleni zhorSeni stavu choroby o 2
mésice rocné. Na pocatku terapie se vétSinou voli nizké davky AChEi pro minimalizaci
nezadoucich u€inku, jako je napf. zrudnuti v obliceji, prajem, zvraceni &i nausea.
Davkovani je poté postupné titrovano k dosazeni maximalni tolerované davky
(Silvestrelli et al., 2006).

Snahou je zavést do terapie transdermalni aplikacni formu |éCiv, umoziujici jejich

optimalnéjsi davkovani i dostupnost (Sadowsky et al., 2014).

Memantin

Skupina antagonistt NMDA receptord zabranuje vazbé excitacnich
aminokyselin na NMDA receptory a tim zvySené expresi genl pro bunéénou apoptdzu.
ExcitaCnim neurotransmiterem je glutamat. Nasledkem nadmérné stimulace NMDA

receptorll glutamatem jsou neurodegenerativni poruchy (Jirak, 2003). Memantin je
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zatim jedinym dostupnym zastupcem ztéto skupiny a je pouzivan v terapii
pokrocilejSich az tézkych stadii AD. Je nekompetitivnim antagonistou NMDA
receptorll, pfesny mechanismus ucinku v8ak neni pIlné objasnén. Oproti ketaminu a
amantadinu, které maji vysokou afinitu k NMDA receptorim a vykazuji tak mj.
neuropsychiatrické nezadouci ucinky, je memantin nizkoafinitnim nekompetitivnim
NMDA antagonistou. Vykazuje on/off kinetické vlastnosti dulezité pro zachovani
fyziologické aktivace glutamatovych receptoru, pficemz blokuje efekt abnormalni

aktivity glutamatu.

In vitro studie naznacuji, Ze memantin zvySuje odolnost vici toxicité AR a mozna
I omezuje jeho produkci. K ujasnéni pfinosu IéCebné strategie, kombinujici memantin

s cholinergni terapii, jsou ovéem nezbytné dalSi studie (Silvestrelli et al., 2006).

3. Experimentalni terapeutické sméry Iécby AD

Nové terapeutické strategie v IéCbé AD jsou zaméfené na l|éCiva, pusobici
specificky na nékolik neuronalnich a biochemickych cild. Zamérem je tedy vyvinout
multifunkéni 1&Civo, které by pusobilo symptomaticky a zaroveri i zabranilo progresi
neurodegenerativnich procesl. Bylo by tedy schopno kombinovat dvé nebo vice
z nasledujicich strategii: inhibice acetylcholinesterasy, aktivace nebo inhibice
specifickych subtypl acetylcholinovych receptort €i a-adrenoreceptoru, protizanétlivy
ucinek, inhibice monoaminooxidasy Ci katechol-O-methyltransferasy, inhibice B a y-
sekretasy, neuroprotektivni ucinek, potlaCeni apoptdzy, snizeni oxidaéniho stresu a
zanétu, aktivace proteint a mitochondrialnich gend pro ochranu buriky (Morain et al.,
2000).

Obecné Ize fici, ze Ié€ba AD vyzaduje optimalizaci terapeutického pfistupu pro
kazdé stadium onemocnéni a jednotlivého pacienta. Dale je také nutné nalézt
moznosti zjednodu$eni terapeutického rezimu pro jednotlivce z divodu rizika non-

compliance (Wisniewski a Goni, 2014).
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Nervovy rustovy faktor (NGF)

Cetné studie se zabyvaiji vlivem rdstového faktoru na nervovy systém dospélého
&lovéka. Udajné zlepSeni kognitivnich funkci podporuje tvrzeni o schopnosti NGF
zabranit degeneraci cholinergnich neuront ve studii s primaty. Problémem v3ak je
neschopnost NGF proteinu pfechazet pfes hematoencefalickou bariéru, kratky polo¢as

a mozné ovlivnéni biologickych mechanismt (Jénhagen, 2000).

V roce 2001 bylo testovano podani NGFu 8 pacientt s pocatecnim stadiem AD.
Pacientim byly intrakranialné podany NGF sekretujici buriky do nucleus basalis. U
téchto pacientll nebyly pozorovany zadné nezadouci ucinky po dobu 2 let a pokles
kognitivnich funkci byl znacné& redukovan. Pro nizky pocet testovanych pacientd,
chybégjici srovnani s placebem a nezaslepeni pokusu, je mozna jen omezena
interpretace vysledku. Probihaji ovsem i dalSi studie, zabyvajici se moznostmi podani

pomoci jinych vektorl (Shah et al., 2008).

Antioxidanty

Mnohé vyzkumy poukazuji na fakt, Ze oxidativni stres je dulezity patologicky
proces spojeny se starnutim i s AD. PFfinos antioxidant( ve zpomaleni degenerativnich
procesu je vSak stale otazkou a vysledky jednotlivych studii, studujicich tento pfistup,

jsou zatim rozporuplné (Shah et al., 2008).
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Vitamin E

Alfa-tokoferol (vitamin E) je vitaminem rozpustnym v tucich. Vychytava volné
radikaly a prerusuje fetézec reakci, které poskozuji bunky. In vitro dokaze ochranit
nervové bunky pred AR, ale nedokaze podobné ochranit proti jinym onemocnénim
nervového systému jako je napf. Parkinsonova choroba (oxidaCni procesy
pravdépodobné i zde hraji roli v destrukci nervovych bunék). Kromé nejasného
benefitu podavani vitamin E je negativem také chaba evidence jeho nezadoucich
ucinkd, tim spis, ze AD pacienti trpi ¢asto sou¢asné nékolika chorobami.

Vitamin E spolu s vitaminem C jsou vS8ak spole¢né Casto spojovany s poklesem

incidence a prevalence AD (Shah et al., 2008).
Selegilin

Selegilin je inhibitorem monoaminooxidasy, pUsobici zvySeni hladiny
katecholaminud, ¢imz muaze zlepSit kognitivni deficit. Mnoho studii poukazuje na jeho
pozitivni vliv na chovani, naladu i poznavaci schopnosti, i pfesto neni stale dostatek
prukaznych dat pro jeho terapeutické pouziti. Selegilin ma navic interakéni potencial
pfedevsim ve vztahu k tricyklickym antidepresivim, SSRi a u terapie nékterymi opioidy
(Silvestrelli et al., 2006).

Nesteroidni antiflogistika (NSAIDs)

Zanétlivé procesy, provazejici AR, jsou jednim z klicovych faktorl patogeneze
AD (Silvestrelli et al., 2006). Neuroprotektivni efekt NSAIDs je sice vérohodny, zatim
v8ak neni podpofen klinickymi daty. Pfes mozné benefity v terapii AD je nutné téz
zohlednit rizika nezadoucich ucinkl, spojenych s terapii NSAIDs (Salloway et al.,
2008).

Imunoterapie

Jednim z dalSich potencialné slibnych pfistupt, umoznujicich pfedchazet

tvorbé a hromadéni senilnich plakd, byla imunizace proti 3-amyloidu (Panza et al.,
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2012). Klinicky byly testovany vakciny tvofené antigenem (aktivni imunizace), bohuzel
studie byly zahy ukonené pro vyskyt fatalnich nezadoucich Gc&inkl
(meningoencefalitidy u 6 % takto imunizovanych pacientl). PFi pasivni imunizaci
monoklonalnimi protilatkami proti AR, pfipadné imunoglobuliny se v klinickych studiich
prokazalo snizeni depozitd AR, ovSem nedosSlo ke zlepSeni kognitivnich funkci
(Wisniewski a Goni, 2014). Zatéz senilnimi plaky narusta pfevazné v obdobi pred
manifestaci klinickych projevi AD. Pro mozné dosaZzeni pozitivnich vysledkd v oblasti
fazich onemocnéni Ci pfed jejim plnym propuknutim (Herrmann a Spires—Jones,
2014).

Nékolik latek pro pasivni imunizaci se v souCasnosti nachazi v ruznych stadiich

klinického testovani. Pro aktualni pfehled viz (Honegr et al., 2015).

Statiny

Vysledky nékolika epidemiologickych studii naznacuji pokles hladiny AR in vivo
po podani statind a to zejména pfi jejich nasazeni pacientim pred 80. rokem Zivota
(Lillmann et al., 2004). Uginek na kognitivni funkce u pacientt s AD ovSem potvrzen
nebyl (Korabecny et al., 2012, McGuinness et al., 2009). Z vysledkl vyplyva, Ze statiny
sice mohou zpomalit neurodegenerativni procesy, ale nejsou schopny zvratit

neuronalni degeneraci u pacientt s projevy AD (McGuinness et al., 2013).

Modulatory sekretas

AR je tvofen z APP pomoci dvou Stépicich enzymu R-sekretasy a y-sekretasy
(Lullmann et al., 2004). Slibnou cestou k zamezeni tvorby AR je vyzkum inhibitorQ
téchto sekretas zamérfujici se na latky, které jsou schopné prostoupit
hematoencefalickou bariéru a snizit (ale neeliminovat) aktivitu 3- nebo y-sekretasy,
popf. pusobi tzv. neamyloidni cestu Stépeni pomoci a-sekretasy (Silvestrelli et al.,
2006).
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Ligandy zamérené na nékolik cila (multitarget-directed ligands)

Vzhledem k multifaktorialni povaze AD je pfi hledani a vyvoji novych |éCiv
postupné opoustén postup, snazici se vyvinout molekulu, ktera by na konkrétni
patologicky aspekt pusobila specificky a zvratila by tak rozvoj onemocnéni. Novy,
moderni pfistup ve vyvoji IéCiv je zaloZzeny na navrhu tzv. ,multi-target-directed ligands®
(Cavalli et al., 2008). Tato metodologie byla specialné vyvinuta pro onemocnéni s
komplexnim mechanismem patogeneze, kdy zamérem je, aby dana molekula byla
schopna zasahnout nékolik riznych cilt na riznych arovnich. Tento zplsob terapie by

mohl pfinést efektivnéjsi vysledky v 1éEbé téchto chorob.

4. Prolyloligopeptidasa (POP)

Jednim z novych potencialnich terapeutickych cilll, studovanych v sou€asnosti,
je prolyloligopeptidasa (POP). Jde o enzym ze skupiny serinovych peptidas, zahrnujici
POP, oligopeptidasu B (OB), dipeptidylpeptidasu IV (DPPIV) a
acylaminoacylpeptidasu (ACPH). POP a OB patfi mezi cytosolova endopeptidasy,
ACPH a DDPIV jsou exopeptidasy. Tyto enzymy hydrolyzuji peptidy o délce kratSi nez
30 AMK, jejichz C-konec obsahuje prolin. Funkce jednotlivych subtypu se lisi dle jejich
specifity a vyskytu.

POP rozklada peptidové hormony, neuroaktivni peptidy a dalSi biologicky ucinné latky.
Ugastni se mnoha fyziologickych procest a je proto povaZzovana za jeden z moznych
terapeutickych cild u nékterych psychiatrickych poruch. V podminkach in vivo byl
prokazan vliv POP na metabolismus substance P, vasopresinu, thyreoliberinu,
gonadoliberinu a argininu. Pfes tyto udaje, neni vSak presna fyziologicka uloha POP

doposud pIné objasnéna (Garcia-Horsman et al., 2007).
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Distribuce POP v organismu

Poprvé byla POP objevena v lidské déloze jako enzym degradujici oxytocin a
byla tehdy nazvana post-prolin S§tépici enzym (post-proline cleaving enzyme, PPCE).
Pozdéji byla vSak dle své substratove specifity pfejmenovana na prolyloligopeptidasu,
(Garcia-Horsman et al., 2007). Dnes jiz vime, Zze POP se vyskytuje u rdznych
prokaryotnich i eukaryotnich organismu, je hojné rozSifena ve vSech Castech téla
savcu a jeji nejvysSi aktivita je vSeobecné nachazena v mozku, zejména v mozkové
kife (Jalkanen et al.,, 2012). ZvySena aktivita POP byla také pozorovana napf.

v mozecku a v mozkovém kmeni (Mydhanen et al., 2009).

Struktura POP

Molekulova hmotnost POP je pfiblizné 80 kDa a je rozdilna podle druhu organismu, ze
kterého byla izolovana. Ma jednoduchy proteinovy fetézec s délkou 710 AMK, ktery
byl identifikovan pomoci rentgenové strukturni krystalografie (obr. 1). Tento enzym
obsahuje peptidasovou doménu s katalytickou triadou Ser554, His680, Asp641

kovalentné propojenou se sedmiramennou 3 doménou (Babkova et al., 2017)

Obr. 1. Struktura POP s typickym stfidanim sekundarni a a B struktury (zdroj:
wikipedia.org)
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Aktivni misto enzymu si |ze pfedstavit tak, ze uprostied 3D struktury se dlouha
kavita rozSifuje v centralni tunel, je pfistupna skrz zuzeny otvor. Diky tomuto zuZzenému
vstupu je enzym selektivni vac&i oligopeptidim krat§im nez 30 AMK (MD Bastos et al.,
2013). Kratsi oligopeptidy bez sekundarni struktury reaguji s timto enzymem snadnéji
a difunduji nejjednodussi cestou do aktivniho mista. Z divodu této strukturni viastnosti
jsou dlouhé biologicky aktivni peptidy, které vétSinou ve své struktufe obsahuiji prolin,

chranény pred proteolyzou v cytosolu.

Fyziologicky vyznam POP

Jedna z hlavnich funkci proteas je jejich u€ast na posttranslacni modifikaci.
Témér vSechny bioaktivni neuropeptidy jsou syntetizovany proteolytickym Stépenim z
inaktivnich prekurzor(, pfipadné jsou funk&éni neuropeptidy enzymaticky Stépeny

pro ukonceni jejich aktivity.

Diky jeho struktufe neni vétSina proteas schopna hydrolyzovat peptidickou
vazbu tvofenou prolinem (Garcia-Horsman et al., 2007). Prolin je totiz spiSe imino- nez
aminokyselina a tak pfitomnost prolinu maze ochranit biologicky aktivni peptidy pfed
enzymatickou degradaci. Ve skute€nosti vétSina peptidickych hormonu a neuropeptid(
obsahuje ve své struktufe prolin a proces rozkladu téchto peptidu ¢asto vyZzaduje pro

prolin specificky enzym.

Vlastni fyziologicka funkce POP tedy pravdépodobné spociva v regulaci hladin
neuronalnich peptida, av8ak i pres intenzivni vyzkum neni doposud spolehlivé
objasnéna. Enzym je spojovan s neuropatologickymi procesy, sniZzena aktivita POP
byla pozorovana u pacientl trpicich riznym stupném deprese, navic peptidy
souvisejici s patopsychologii deprese (napf. thyreoliberin, 3-endorfin, substance P,
arginin-vasopresin) jsou substraty POP. ZvySena aktivita byla naopak pozorovana u
pacientll s manii a schizofrenii. Nizsi aktivita POP byla pozorovana pfi anorexii a
bulimii (Polgar, 2002). Vycet substratll POP a jejich fyziologicky vyznam je uveden

v tabulce 2.
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Tabulka 2. Vybrané substraty POP a jejich biologicky vyznam (tu¢né jsou zvyraznény

substraty majici potencialni roli v patofyziologii a symptomech AD, dle (Garcia-

Horsman et al., 2007))

Substrat

Biologicky vyznam

Substance P
TRH

GnRH

Arginin-vasopresin

Bradykinin
Oxytocin
B-Endorfin
Neurotensin

a-MSH

Urotensin Il
Morficeptin
Humanin
Endomorfiny
Galanin

Neuromedin U
Orexin

Somatostatin

Vnimani bolesti, zanét, pamét a uceni
Uvolnéni TSH resp. hormon stitné
Zlazy

Sekrece LH, FSH, resp. pohlavnich
hormonu

Uceni, pamét,

Vazodilatace - | TK

Porod, kojeni

Analgesie, euforie

Regulace dopaminergni transmise,
termoregulace

Pigmentace vlasu a pokozky

Vasokonstrikce

Analgesie, opioidni u€inky
Neuroprotektivni ucinky, |AB
Opioidni ucinky

Neuroprotekce, inhibice uvolfiovani
ACh, nocicepce, kognice
Nocicepce, regulace TK,

Neuroexitacni mediator, regulace
pfijmu potravy, regulace spanku a
bdéni, deficit souvisi s narkolepsii
Regulace rastového hormonu,
hormonu §titné Zlazy, inhibice
gastrinu, inzulinu, glukagonu

Tuftsin Stimulace fagocytarni a baktericidni
aktivity neutrofilnich granulocytt a
makrofagu

Gastrin Stimulace produkce zaludec€nich Stav

Vyznam inhibice POP

V poslednich letech ziskava POP vyznam jako terapeuticky cil u IéCby

schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy a kognitivnich poruch, jako je AD. POP se

kromé Stépeni aktivnich peptidd, ovliviiujicich kognitivni schopnosti (substance P &i

arginin-vazopresin), ucastni také metabolismu inositol-1,4,5-trifosfatu (1P3). IPs, ktery

je uvolfhovan jako druhy posel po aktivaci receptord spfazenych s Gg-proteinem, po

navazani na jeho receptory v endoplasmatickém retikulu indukuje uvolnéni Ca?*.

Pravé tento mechanismus pfenosu signalu je charakteristicky pro muskarinové
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receptory typu 1, které jsou v CNS hojné zastoupeny a hraji kliCovou roli v procesech
uCeni a paméti. Studie ukazuji, ze inhibici POP se zvysSuje koncentrace IP3 (Garcia-
Horsman et al., 2007, Williams a Harwood, 2000).

Signalni draha IP3 je soucasti terapeutického efektu nékolika ucinnych latek
(lithium, karbamazepin a kyselina valproova) a proto pfedstavuji inhibitory POP

zajimavou skupinu latek s terapeutickym potencialem (Tarragé et al., 2008).

Mezi inhibitory POP patfi latky pfirodniho (napf. berberin, baicalin) i
syntetického puvodu (tab. 3). Prvni uc€inny inhibitor, benzyloxycarbonyl-pro-prolinal,
dokazal zvratit u potkant amnézii vyvolanou skopolaminem (Polgar, 2002). Inhibitory
vétSinou obsahuji ve své struktufe prolin nebo jeho analoga coz je divodem toho, Ze
mohou byt také substratem POP. Ddllezita je i substituce skeletu inhibitor(i, napf.
pyrrolidinova struktura je klicova pro vazbu inhibitoru do aktivnihno mista enzymu.
Kyanoskupina, hydroxyacetylova a aldehydova skupina pak zvysuji afinitu inhibitor(

k enzymu (Garcia-Horsman et al., 2007).
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Tabulka 3. Inhibitory POP a jejich zakladni vlastnosti.

(Pozn.: zdroj enzymu se muze mezidruhoveé liit)

Struktura

Nazev Affinita kK POP

0

ICso= 12 uM
(pocitano pro
baicalin) (Tarragé et
al., 2008)

Baicalein

ICs0= 55,6 uM
(Cahlikova et al.,
2015)

Californidin

ICs0 = 145uM (Kang
et al., 2002)

Berberin

ICs0= 0,58 nM
Ki= 0,055 nM
(Venalainen et al.,
2002)

JTP-4819

ICs50=10,74 nM
ZPP Ki= 0,35 nM
(Bakker et al., 1990)

ICs0=2,0 nM
Ki=0,97 nM
(Venalainen et al.,
2006)

SUAM-1221

ICs50= 0,023 nM
(Venalainen et al.,
2006)

KYP-2047
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Tabulka 3. Inhibitory POP a jejich zakladni vlastnosti (pokracovanti)

of
\O\/H 9 ICs0= 57 nM
Np ONO-1603  Ki= 12 nM (Katsube

et al., 1996)

ICs0= 1,2 nM
S-17092-1 Ki= 1,5 nM (Barelli
et al., 1999)

ICs0= 3,0 nM
Ki= 0,95 nM
(Nakajima et al.,
1992)

Y-29794

Vyznam inhibitord POP pro Iéébu AD

RUzné inhibitory POP prokazaly u hlodavcu vliv na pamét a schopnost uceni
(Morain et al., 2000). Efekt na zlepSeni paméti byl pozorovan také u primata (Schneider
et al., 2001). Mnoho studii uvadi zmény hladin nékterych neuropeptidl v mozku u
pacientd s neurodegenerativnim onemocnénim, jako je AD. NizSi hladiny byly
napriklad pozorovany u substance P, vasopresinu a neurotensinu. Tyto neuropeptidy
jsou také substraty POP, a proto se spekuluje o souvislosti zmén hladin neuropeptidd
a pozménénou aktivitou POP. Vysledky studii se ovSem rozchazi, nékteré studie
hovofi o zvySené aktivité a jiné naopak o snizené aktivité enzymu. Snizeni aktivity je

pfisuzovano ante mortem hypoxii (Terwel et al., 1998).
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Pozménéna aktivita POP byla pozorovana také u dalSich neurodegenerativnich
onemocnéni jako Parkinsonova choroba, demence s Lewyho télisky a Huntingtonova
choroba (Garcia-Horsman et al., 2007). Je tedy teoreticky mozné, Ze centralné
pusobici inhibitory POP mohou byt prospéSné u pacientd s kognitivnimi poruchami.
Z hlediska patogeneze AD je zajimavé, Ze tyto inhibitory mohou mit téZ preventivni

ucinek na ukladani -amyloidu (Venalainen et al., 2006).

Potencialni vlastnosti inhibitord POP v oblasti zlepSeni kognitivnich funkci
upoutaly zajem farmaceutickych firem a bylo pfipraveno a studovano nékolik latek.
Ov8em doposud postoupila pouze jedina latka - inhibitor S17092 - do I. faze klinického
hodnoceni. | pfes zajimavé vysledky v této klinické fazi, dalSi vyvoj této latky literatura

jiz neuvadi (Morain et al., 2000).
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C. Cil prace

Cilem této prace bylo stanovit inhibi¢ni aktivitu nové pfipravenych latek vaci
POP a porovnat tuto aktivitu s dalSimi dostupnymi latkami vyuzitelnymi pro 1é¢bu AD.
Zamérem bylo zjistit, zda maji testované latky kromé svého primarniho mechanismu
ucinkuv podobé inhibice enzymu AChE také inhibi¢ni ucinek na POP a jsou tak

potencialné aplikovatelné pro multiigandovou léCbu AD.
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D. Metodika

1. Princip stanoveni aktivity POP

Pro stanoveni inhibicni aktivity testovanych latek byla vyuzita spektrofotometricka
metoda zaloZena na Stépeni specifického substratu POP, probihajici dle nasledujici

rovnice:

POP
Z-Gly-Pro-p-nitroanilid + H2O ———— Z-Gly-Pro + p-nitroanilin
Mira inhibice POP byla ur€ena dle miry tvorby vysledného chromoforu p-nitroanilinu.

2. Testované latky

Na obr. 2 jsou zobrazeny struktury nové pfipravenych latek, u kterych byla
testovana inhibi¢ni aktivita vic¢i POP. Jedna se o latky odvozené od 7-methoxytakrinu
(7-MEOTA), ktery byl popsan jako takrinu pfibuzny inhibitor AChE. V preklinickych
studiich nevykazoval takové vedlejSi uCinky jako samotny takrin (Dejmek, 1990,
Patocka et al., 2008, Soukup et al., 2013). Kromé farmakoforu v podobé 7-MEOTA
obsahuji latky i druhy farmakofor ve smyslu MTDL teorie, ktery je pfipojen pfes rizné
dlouhy spojovaci fetézec a mocovinu, resp. thiomoc€ovinu. Spojovaci fetézce byly
voleny s ohledem na pfipadné vyhodnoceni strukturné-aktivitni zavislosti. Jako druhy
farmokofor je pfitomny bud takrin samotny, adamantylamin ¢&i tryptofan. Tyto druhé
farmakofory byly navrzeny tak, aby rozsifily mechanismus uc€inku z inhibice AChE
nasledovné: pfitomnost takrinu zvySovala ucinnost inhibice AChE, adamantylova
skupina, odovozena od memantinu, afinitu k NMDA receptorim a tryptofanova
skupina méla pusobit jako potencialni antioxidant (Gazova et al., 2017, Spilovska et
al., 2016a, Spilovska et al., 2016b).
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KB-38 (7-methoxy-N-(7-(3-(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)ureido)heptyl)-1,2,3,4-

tetrahydroacridin-9-aminium 3-carboxy-2,3-dihydroxypropanoat)

KB-36 (7-methoxy-N-(7-(3-(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)ureido)propyl)-1,2,3,4-
tetrahydroacridin-9-aminium 3-carboxy-2,3-dihydroxypropanoat)

KS-19 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)ethyl)thiourea 2,3-

dihydroxysuccinat)
i A
HN/HgNJ\N
H H
—
N

KS-20 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino) propyl)thiourea
2,3-dihydroxysuccinat)

Obr. 2a. Struktury nové pfipravenych latek testovanych na inhibi¢ni ucinek vici POP
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KS-28 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)butyl)thiourea 2,3-

dihydroxysuccinat)

KS-29 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)pentyl)thiourea
2,3-dihydroxysuccinat)

KS-32 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)hexyl)thiourea
2,3-dihydroxysuccinat)

SN
HN/H?NJJ\N
o H H
- X
~
N

KS-34 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)heptyl)thiourea
2,3-dihydroxysuccinat)

Obr. 2b. Struktury noveé pfipravenych latek testovanych na inhibi¢ni u€inek va¢i POP
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S
HN/HgN)J\N’ ;
o H H
- X
b
N

KS-17 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)oktylthiourea 2,3-

dihydroxysuccinat)

(0]
/\/\/\
0 " i NH M
- X Boc”

KS-52 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)pentyl)urea 2,3-
dihydroxysuccinat)

,BOC NH

H HN ]
N
N WA/EQ
oD
—
N

KS-54 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)butyl)urea 2,3-

dihydroxysuccinat)

H HN’BOCI: NH
HN >SN
_0 N o)
—
N

KS-55 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)ethyl)urea 2,3-

dihydroxysuccinat)

Obr. 2c. Struktury nové pfipravenych latek testovanych na inhibi¢ni ucinek vici POP
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0]

/\/\/\/\
HN N N\H

(o} NH
- A Boc”

—

N

KS-57 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)heptyl)urea 2,3-
dihydroxysuccinat)

(0]
HN/\/\N = NH
H
ONN H
Boc
~
N

KS-60 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)propyl)urea 2,3-

dihydroxysuccinat)

HN,BOC NH

N
HNT NN
(0] (0]

\

KS-65 (1-Adamantyl-3-(2-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl-amino)oktyl)urea 2,3-

dihydroxysuccinat)

Obr. 2d. Struktury noveé pfipravenych latek testovanych na inhibi¢ni u€inek vaci POP

Na obr. 3 jsou uvedeny latky, které slouZily bud jako pozitivni kontrola
(standardni inhibitor POP Z-Pro-Prolinal), nebo jde o parentni latky, ze kterych jsou
hybridni IéCiva slozena (takrin, 7-MEOTA, adamyntylamin a tryptofan), pfipadné se
jedna o latky, které jsou jiz v praxi znamy a jejich afinita k POP nebyla nikdy testovana
(antialzheimerika donepezil, rivastigmin a galantamin, anticholiergikum benaktyzin a
experimentalni inhibitor AChE huperzin A, pouzivany ve vychodni mediciné k terapii
AD).
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OH
0 0 ‘ NH, | NH,
Q- CCO OO0
\ ® )
AN
—0

donepezil galantamin takrin 7-MEOTA
NH,
o |
/\NJ\O N
|

rivastigmin 1-adamantylamin huperzin A

N HO Y
_LN

N_ O N OH

g o
o]
benaktyzin L-tryptofan

Z-Pro-prolinal
Obr. 3. Struktury standardnich latek testovanych na inhibi¢ni ucinek vaci POP (Z-Pro-

prolinal je standardni vysoce ucinny inhibitor POP) (Bakker et al., 1990).

3. Priprava reagencii

Fosfatovy pufr (PBS)

P¥i pfipravé pufru bylo navazeno toto mnozstvi bezvodych soli: 8 g NaCl, 0,2 g
KCI, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KHPO4 do 1 | kaddinky. Poté bylo pfidano 950 ml H20 a
zkontrolovano pH roztoku, které bylo 7,4. Vysledny roztok byl pfeveden do 1 | odmérné

bariky a doplnén vodou po rysku.

Roztok prolyl-oligopeptidasy (POP)
Obsah lahvicky komeréné dostupného preparatu enzymu (Sigma-Aldrich kat.c.
09515-20UG) ma vyrobcem deklarovanou aktivitu 2200 U (1 U enzymu dle specifikace

vyrobce pfeméni 1,0 pM/min substratu Ala-Pro-aminomethylkumarinu pfi pH 7,4 a
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teploté 25 °C). Enzym byl v lahvi¢ce nafedén 100 pl PBS s obsahem 0,1 % albuminu,
ktery byl pfidan kvuli stabilizaci enzymu. Objem byl postupné dopInén za promichavani
az do celkového objemu 1 ml. Nespotfebovany enzym byl z dlvodu nizké stability
uchovavan pfi -70 °C. Pfi pouziti zamrazeného enzymu byla vzdy provedena kontrola
aktivity a pred vlastnim mérenim provedena Uprava objemu s pomoci vySe uvedeného

pufru pro dosazeni pozadované aktivity.

Priprava substratu Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu

Roztok substratu s koncentraci 5 mM byl pfipraven navazenim 8,523 mg
Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu (Sigma-Aldrich kat. ¢. 96286) a rozpusténim v2 ml
1,4-dioxanu. Pfed vlastnim méfenim byla vzdy zméfena absorbance roztoku (1,4—
dioxan zvySuje absorbanci) a porovnana s kontrolnim vzorkem. Roztok byl vzdy

pripraven Cerstvy.

Priprava vzorkd novych latek

Na zakladé hodnot M; jednotlivych testovanych latek bylo vypocteno mnozstvi
rozpoustédla (DMSO), které bylo zapotfebi pfidat pro pfipravu zasobniho roztoku.
Podle rozpustnosti latky v DMSO byla jeho koncentrace 102 M nebo 102 M. Dal$im
fedénim zasobniho roztoku latek s pomoci DMSO nebo H:20, byla pfipravena

koncentraéni fada latek (viz postup méreni) pro ur€eni hodnoty ICso.

PFipravené zasobni roztoky byly dikladné promichany a ulozeny v mikrozkumavkach

v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

Pfed pouzitim byly zasobni roztoky vytaZzeny z mraziciho boxu a vytemperovany na
teplotu 25 °C.
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5. Pouzité pristroje a pomucky

— Vahy Mettler Toledo AB204-S (Metler Toledo),

— ultrazvukova lazen Sonorexdigital 10P (BandelinElectronic),

— tfepaCka mikrodesticek BIOSAN OS-10 (Biotech a.s.),

— susarna Venticell 55 (BMT a. s.),

— vertex LABdancer IP 40 (IKA a.s.),

— analyzator automaticky mikrodestickovy reader EL800 (Biotek Instruments,
INC.).

6. Méreni inhibi¢ni aktivity latek vaci POP

Pfed samotnym méfenim vzorkl byla u kazdého z nich pfipravena ze

zasobniho roztoku fedénim DMSO nebo H20 koncentraéni fada.

Do 96 jamkoveé mikrotitraCni destiCky bylo pipetou pfidano 170 ul 0,01 M PBS a
5 pl roztoku testované latky vybrané koncentrace. Obsah jamky byl promichan na
trepaCce. Dale bylo pfidano 5 pl roztoku enzymu (3 U/ml), a 5 min inhibovano za
kontinualniho tfepani. Nasledné bylo pfidano 20 yl 5 mM roztoku substratu Z-Gly-Pro-
p-nitroanilidu. Objem reakcéni smési byl 200 pl a tedy maximalni podil DMSO byl 2,5%
(V/IV). Mikrotitracni desticka s reakéni smési byla inkubovana 30 min v inkubatoru pfi
teploté 37 °C. Nasledné byla zméfena absorbance pfi vinové délce 405 nm a

namérené hodnoty byly pouZity k vypoctu inhibi¢ni aktivity.

Stejnym zpusobem byla méfena aktivita Cistého enzymu bez pfidavku inhibitoru
(100% aktivita). Pfidany objem inhibitoru byl nahrazen pufrem. Déle byl méfen
kontrolni vzorek testované latky bez enzymu a slepy pokus pufru se substratem. Jako

referenni standardni inhibitor byl pouzit Z-pro-prolinal.
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Zpracovani namérenych dat

VSechna méfeni byla opakovana tfikrat. Data byla zpracovana v programech
Microsoft Excel 2007 a GraphPadPrism verze 5.02 pomoci 3 parametrové symetrické

nelinearni regrese. Vzorce byly vytvofeny v programu ACD/ ChemSketch 12.
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E. Vysledky:

Na obr. 4 je zobrazena inhibi¢ni kfivka standartniho inhibitoru POP Z-Pro-
Prolinalu. V ramci pouzitého testu pfedstavuje tento inhibitor pozitivni kontrolu.
Z naméfenych udaju je patrné, Ze prokazal vysokou inhibi¢ni aktivitu vuci POP
s u€innymi inhibi€¢nimi koncentracemi v fadu jednotek nanomold. Jeho ICso €inila 1,59.
10° M.

Z-Pro Prolinal
150+

=
o
o
1
([ J

Aktivita POP (%)
a1
e

O 1 T 1 1
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Obr. 4. Inhibiéni aktivita standardniho inhibitoru Z-Pro-Prolinal

V tab. 4 jsou uvedeny hodnoty ICso (+ SEM, n = 3) pro jednotlivé testované latky.
Hodnota ICso odpovida koncentraci, ktera zpUsobila pokles aktivity enzymu na 50 %
oproti aktivité bez inhibitoru. V pfipadé, ze hodnota ICso je vyjadfena pouze intervalem
(napf. >0,01M), nebylo mozné pfesnou hodnotu parametru stanovit, protoze diky
omezené rozpustnosti latky nebylo mozné dosahnout koncentrace, kdy by latka
zpusobovala dostate¢nou inhibici POP, umoznujici vypocet ICso. V téchto pfipadech

proto neni uvadéna chyba méfeni.
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Tabulka 4. Inhibi¢ni aktivity testovanych latek vuci POP vyjadfené hodnotami

ICso (+ SEM, n = 3).

Latka ICs0 (M) SEM
Z-Pro-Prolinal 2,89 x 10° 1,59 x 1010
Takrin >2,5x%x103 -
Adamantylamin 1,07 x 103 6,66 x 10°
7-MEOTA >2,5x 103 -
Huperzin >1x 103 -
Rivastigmin >2,5x%x103 -
Benaktyzin >1x 102 -
Galantamin >1x102 -
Donepezil > 1 x 102 -
Tryptofan > 1 x 1072 -
KB-36 7,65 x 10+ 1,84 x 10+
KB-38 7,77 x 103 2,30 x 103
1-KS-15.1 3,92 x 103 4,75 x 104
KS-17 2,42 x 103 1,60 x 104
KS-19 1,73 x 102 3,25 x 103
KS-20 1,73 x 102 7,88 x 103
KS-28 >1 x 1072 -
KS-29 >1x 102 -
KS-32 3,04 x 103 2,08 x 104
KS-34 5,39 x 103 1,20 x 103
KS-52 >1x107? -
KS-54.1 2,57 x 101 7,61 x 1072
KS-55.1 >1x 1072 -
KS-57 > 1 x 1072 -
KS-60 4,11 x 102 2,12 x 102
KS-65 >1x102 -

Na obr. 5 jsou znazornény inhibicni kfivky nové pfipravenych latek, u kterych

bylo mozné stanovit hodnotu ICso a standardniho inhibitoru Z-Pro-Prolinalu.



IC5o (POP) - nove latky
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Obr. 5. Porovnani inhibi¢nich kfivek nové pfipravenych latek (a standardniho inhibitoru

Z-Pro-Prolinalu
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F. Diskuze

Alzheimerova choroba je multifaktorialni onemocnéni, pro které se stéle
neuspésné hleda novy lék, ktery by zmirnil zdravotni, ekonomicky a socialni dopad
této progredujici a stale rozSifenéjSi nemoci (Maresova et al., 2015). Jednim z novych
sméru ve vyvoji l1éCiv je tzv. MTDL pfistup, ktery je specidlné zaméfen na lécbu
onemocnéni s komplexnim mechanismem patogeneze. Zamérem je, aby dana
molekula byla schopna zasahnout nékolik riznych cilt na riznych urovnich (Cavalli et
al., 2008). V této praci byl hodnocen inhibi¢ni u€inek vuc¢i POP u novych latek,
navrzenych s ohledem na MTDL pfistup, a dale byly hodnoceny také standardni latky,
které se v terapii AD jiz uzivaji jako inhibitory AChE (donepezil, rivastigmin, apod.) Ci
maji jiny vztah k cholinergnimu systému (benaktyzin, 7-MEOTA apod.). Cilem bylo
Zjistit, zda nékteré ztéchto zavedenych latek také neinhibuji POP a tento

mechanismus nepfispiva k jejich terapeutickym ucinkim.

V ramci provedené studie byly testovany nové latky, které byly primarné
designovany za ucelem inhibice AChE s potencialni modulaci NMDA receptor(
(Spilovska et al., 2015). U téchto latek by afinita vi¢i POP mohla vést ke zvySeni
kognitivnich schopnosti, které jsou u AD poruSeny nejvice (Garcia-Horsman et al.,
2007). Prokognitivni ucinek je v pfipadé tohoto enzymu spojovan s jeho inhibici,
protoze POP se ucastni Stépeni kratkych bioaktivnich peptida ovliviujicich kognici
(substance P ¢i arginin-vasopresin) a také metabolismu inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3),
kdy inhibice POP zvySuje koncentrace IPs (Garcia-Horsman et al., 2007, Williams a
Harwood, 2000).

V odborné literatufe je popsano mnoho inhibitord peptidické povahy, u nichz
hodnota 1Cso dosahuje az nanomolarnich koncentraci. Z hlediska terapeutického je
vS8ak podani peptidickych latek problematické z divodu nizké biologické dostupnosti
po peroralnim podani a relativné kratkého polo¢asu (Jalkanen et al., 2011). Byly také
popsany nepeptidické inhibitory, latky pfirodniho pivodu jako berberin &i bajkalin, ale
jejich potencialni uziti je limitovano vysokou toxicitou Ci nizkou afinitou k POP (Tarrago
et al., 2008, Tarrago et al., 2007).
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Jak je patrno z tab. 4, u mnoha z nami testovanych latek nebylo mozné parametr
ICs0 stanovit. Je to dano pfedevsim tim, Ze inhibi¢ni aktivita latek vac¢i POP byla tak
nizka, ze by stanoveni ICso vyzadovalo koncentraci tak vysokou, Ze ji nelze diky
fyzikalné chemickym vlastnostem, jako je rozpustnost latky, pfipravit. Tento pfipad se
tykal jak nové syntetizovanych sloucenin KS-28, KS-29, KS 52, KS-55, KS-57 a KS-
65, tak v8ech testovanych standardnich latek s vyjimkou adamantylaminu (tab. 4).
Z hlediska praktického vyznamu neni dosazeni hodnoty ICso u vSech latek dulezitg,
nebot se jedna o aktivity velmi nizké (ICso > 10mM) pfi koncentracich, které jsou
v klinickych podminkach nedosazitelné (donepezil, rivastigmin apod.). AvSak i u latek,
u kterych byla hodnota ICso dosazena, tak vyjma standardniho inhibitoru Z-Pro-
Prolinalu nebyla vzdy dosazena uplna inhibice enzymu. Inhibice vy3Si nez 50 % byla
zméfena u nejvyssSich koncentraci pro latky KS-15, KS-17, KS-32 a KS-34. Hodnota
ICs0 zde byla ziskana extrapolaci, pfi které se vychazelo z predpokladu, ze v urcité
koncentraci, ktera je vysSi, nez nejvySe dosazena, latka teoreticky enzym inhibuje

uplné.

Pfi pohledu na hodnoty ICso testovanych latek je ziejmé, ze se jedna o latky
S nizkou, resp. velmi nizkou inhibi¢ni aktivitou va¢i POP. Pouze latka KB-36 dosahuje
ucinnosti v fadu stovek mikromolu (ICso = 765 pM). Takovato inhibi¢ni aktivita je
fadové porovnatelna s ucinnosti berberinu, jehoz hodnota ICso je 140 uM (Tarrago et
al., 2007). V porovnani s inhibitory POP peptidické povahy je vSak tato aktivita velmi
nizka, jelikoz hodnota ICso je az o 8 fadu vysSi nez napf. u KYP-2047 (Venalainen et
al., 2006). Vzhledem k faktu, Ze nékteré hodnoty ICso nebylo mozné pfesné urcit, l1ze
zavislosti mezi strukturou a aktivitou u testovanych latek vyvozovat jen obtizné. Zda
se ale, Ze mocCovinové hybridy takrinu a adamantylaminu maji o néco vyssi afinitu nez
jejich thiomoc€ovinova analoga. Zajimava je také zhruba o 1 fad vyssi afinita latky KB-
36, majici spojovaci linker v podobé 3 uhlikl oproti jeho 8 uhlikatému analogu KB-38.
Zda se vsak, Ze délka spojovaciho fetézce nema na inhibici POP vyrazny vliv, protoze
napf. latka KS-17, majici 8 uhlikaty spojovaci fetézec, vykazuje vyssi afinitu nez jeho
3 uhlikaty analog v podobé KS- 20. Lze také konstatovat, Ze afinita standardnich latek
k POP je velmi nizka a tedy tento mechanismus ucinku je u latek jako donepezil,
rivastigmin Ci galantamin klinicky velmi nepravdépodobny. Ani u latky pfirodniho
puvodu - huperzinu A, ktery je ve vychodni mediciné uzivan k terapii AD (Cheng a
Tang, 1998, Ou et al., 2001), nebyl tento u€inek do koncentrace 1 uM potvrzen.
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Lze tedy konstatovat, Ze Zadna z nové pfipravenych latek ani zadné ze
standardnich lé€iv nema tak vyraznou inhibi¢ni aktivitu vic¢i enzymu POP, ktera by

byla vyuzitelna pro multiligandové zacileni a dalSi vyvoj.
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G. Zaver:

Stanoveni inhibi¢ni aktivity studovanych latek viuci enzymu POP in vitro ukazalo,
Ze zadna z hodnocenych slou€enin nevykazuje vyraznéjsi ucinnost, ktera by se jevila
vhodna pro l1éCebné vyuziti. Pouze u jediné latky (KB-36) byla zjisténa hodnota ICso na
urovni stovek mikromoll, coz je v8ak v porovnani s peptidickymi inhibitory POP o
nékolik fada nizsi uc€innost. Podobné byl vylou¢en i mechanismus ucinku v podobé
inhibice POP u bézné pouzivanych antialzheimerik, jako je donepezil, rivastigmin i
galantamin.
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