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ABSTRAKT
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Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (Alzheimer's disease, AD) je neurodegenerativni
onemocnéni charakterizované shluky beta-amyloidu, neurofibrilarnimi klubky tau
proteinu a ztratou cholinergnich neuronl v oblasti bazalniho telencefala a
hipokampu. PFiCina AD je stale neznama a dostupna je pouze symptomaticka
léEba pomoci inhibitor( acetylcholinesterasy (AChE) a memantinu, inhibitoru
glutamatovych receptorll. Pozitivni alosterické modulatory (PAM) M+ podtypu
muskarinovych receptorli predstavuji dal$i moznost IéCby, ktera muze zlepsit

cholinergni transmisi. Diky své selektivité jsou schopny mirnit nezadouci ucinky.

Cilem této prace bylo stanovit u testovanych latek schopnost inhibovat AChE,
butyrylcholinesterasu (BChE) a zaroven vystupovat jako PAM M1 receptoru.
Inhibice enzym0 byla méfena dle Ellmanovy metody se stanovenim hodnot ICso.
Pro fluorescenéni méfeni interakce testovanych sloucenin s muskarinovymi
receptory byla pouzita bunécna linie stabilné exprimujici lidské M1 receptory.
Vysledky vSech méfeni byly vyhodnoceny ve statistickém programu GraphPad

Prism5.

Zadna ztestovanych slougenin nebyla PAM M1 receptord. VSechny nové
slou€eniny vykazovaly dobré inhibi¢ni vlastnosti obou typu cholinesteras.
Schopnost inhibovat AChE a BChE byla srovnatelna se standardy.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology
Student: Lenka Matouskova

Supervisor: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.
Consultant: PharmDr. Vendula Sepsova, Ph.D.
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Alzheimer’s disease treatment

Alzheimer’'s disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by
aggregates of beta-amyloid, neurofibrillary tangles of tau protein and by the loss
of cholinergic neurons in the basal forebrain and hippocampus. Cause of AD is
still unknown and only symptomatic treatment is available thanks to inhibitors of
acetylcholinesterase (AChE) and memantine, inhibitor of glutamate receptors. M+
muscarinic positive allosteric modulators (PAM) represent another variant of
treatment that can improve cholinergic transmission. Thanks to their selectivity,

they are able to decrease side effects.

The aim of the study was to measure novel compounds” abilities to inhibit AChE
and BChE and simultaneously act as PAM of M1 receptors. Enzymes inhibition
was measured according to Ellman’s method and ICso values were determined.
For fluorescent measurement of compounds interaction with muscarinic receptor
the CHO cell line stably expressing the M1 receptor subtype was used. Statistical

analysis of results was performed in GraphPad Prism 5.

None of the tested compounds acted as a PAM of M1 receptors. All novel
compounds acted as M1 inhibitors. Moreover, AChE and BChE inhibition was

comparable with standards.
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1 SEZNAM ZKRATEK

6-Cl THA
7-MEOTA
Acetyl-CoA
AD

ACh
AChE
AChEH
AChEI
AChEs
AChE~
APP
ATChJ
AB

BCh
BChE
BChEI
BQCA
BTChJ
cAMP
CNS

CSF

6-chlortakrin

7-methoxytakrin

acetylkoenzym A

Alzheimerova choroba
acetylcholin
acetylcholinesterasa
hydrofobni acetylcholinesterasa
inhibitor acetylcholinesterasy
hadi, rozpustna acetylcholinesterasa
ocasata acetylcholinesterasa
amyloidni prekurzorovy protein
acetylthiocholin jodid
beta-amyloid

butyrylcholin
butyrylcholinesterasa

inhibitor butyrylcholinesterasy
benzylchinolon karboxylova kyselina
butyrylthiocholin jodid

cyklicky adenosinmonofosfat
centralni nervova soustava
cerebrospinalni tekutina

Ceska republika



DMSO
DTNB
EC20
ECso
ECso
ER
EryAChE
FBS
GPCR
GPI
ChAT
ChE

CHO-M

ICs0

IPs3
KTVF
LBD
MAChRs
MRI
MTDLs
nAChRs

NAM

dimethylsulfoxid

5,5'-dithiobis-(2-nitro) benzoova kyselina
koncentrace, ktera vyvola odpovéd z dvaceti procent
polovina maximaini efektivni koncentrace
koncentrace, ktera vyvola odpovéd z osmdesati procent
endoplazmatickeé retikulum

erytrocytarni acetylcholinesterasa

fetalni bovinni sérum

receptor spfazeny s G-proteinem
glykofosfatidylinositol

cholinacetyltransferasa

cholinesterasa

bunécna linie z ovarii kfe€ka ¢inského exprimujici M1 podtyp

muskarinového receptoru

inhibiéni koncentrace, ktera vyvola padesati procentni

odpoved

inositoltrifosfat

Katedra toxikologie a vojenské farmacie

demence s Lewyho télisky

muskarinové cholinergni receptory

magneticka rezonance

multi-target-directed ligands, molekuly vazici se na vice cilu
nikotinové cholinergni receptory

negativni alostericky modulator



NMDA
Oxo-M
PAM
PBS
PET
PHF
PHY
PLC
SNAPs
SUKL
THA
VAChT
VAMPs

VAT

N-methyl-D-aspartatovy receptor
oxotremorin

pozitivni alostericky modulator
fosfatovy pufr

pozitronova emisni tomografie

parové helikalni struktury

fyzostigmin

fosfolipasa C

proteiny neuronalni plazmatické membrany
Statni ustav pro kontrolu l€Civ

takrin

vezikularni acetylcholinovy transportér
membranové proteiny vezikul

vezikularni transportér
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2 UVOD

Alzheimerova choroba (Alzheimer’'s disease, AD) patfi mezi nejCastéjSi formu
demence (1) a jeji vyskyt umérné roste spolu se starnouci populaci. Vék je
hlavnim rizikovym faktorem nemoci. U osob ve véku 60-65 let je prevalence
nemoci 0,7 %, zatimco u osob starSich 90let je pfiblizné 40 % postizenych (2).
Tento typ demence ma nepfiznivé dopady nejen na pacienta samotného,

podstatny je také socioekonomicky dopad na spolecnost.

AD se bohuzel fadi mezi nevyléCitelna onemocnéni. V soucCasnosti je tedy
dostupna pouze dlouhodoba symptomaticka Ié¢ba. K mirnéni pfiznakl nemoci
jsou v Ceské republice dostupna pouze &tyfi lé&iva, ktera jsou schvalena Statnim
ustavem pro kontrolu 1é8iv (SUKL). Jsou jimi inhibitory acetylcholinesterasy
(AChEIl) donepezil, rivastigmin, galantamin a antagonista N-methyl-D-
aspartatovych (NMDA) receptoru - memantin. K dispozici je také extrakt z jinanu
dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba) (1,3).

AD je onemocnénim multifaktorialnim, kdy jsou soucasné poskozeny nejen
anatomické struktury v centralni nervové soustavé (CNS), ale také biochemické
procesy v mozku. V souCasnosti je pozornost zaméfena na vyvoj a syntézu
takovych IéCiv, ktera by diky své molekule byla schopna pozitivné ovlivnit vice
patologickych procesl sou¢asné. Takovato IéCiva oznaCujeme jako multi-targed-
directed ligands (MTDLSs) (2).

MTDLs jsou i latky popsané v této praci. Na Katedre toxikologie a vojenskeé
farmacie v Hradci Kralové (KTVF) byly syntetizovany za ucelem dualniho u€inku
na cholinergni systém, ktery je pfi AD postiZzen na nékolika urovnich. Strukturné
testované latky odpovidaji AChEl a zaroven alosterickému modulatoru M
podtypu muskarinovych cholinergnich receptord (mAChRs). Idealni slouenina
by tedy méla zvySovat koncentraci neurotransmiteru acetylcholinu (ACh)
v nervovych synapsich a diky pusobeni na mAChRs podpofit jeho naslednou
aktivitu. Pfedpokladanym efektem by poté bylo zlepSeni kognitivnich funkci u

postizenych pacientu.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

AD patfi mezi nej¢astéjsi formy demence (zahrnuje 50-75 % pfipadl). V roce
2013 trpélo demenci celosvétové 44,4 milionl pacientd, pfi¢emz se odhaduje, Zze
do roku 2050 se jejich podet zvysi na 135 miliont (4). Co se tyée Ceské republiky
(CR), AD zahrnuje 56 % pfipadd demence. Z vypracovanych svétovych a
evropskych studii se odhaduje, Zze v CR trpi AD 143 tisic pacientd, pficemz dvé
tfetiny poCtu tvofi Zeny. Prevalence onemocnéni stoupa s vékem. Nad 65 let véku
je v CR kazda tfinacta osoba postizena touto formou demence. Nad 80 let véku
kazda pata a nad 90 let dokonce kazda druha. Dle souasnych dat se odhaduije,

ze v roce 2036 bude v tuzemsku 300 tisic pacientl s AD (5).

Spolu s narustem poctu pacientl se zvysuji také naklady spojené s léCbou tohoto
onemocnéni. Jen nejvétsi zdravotni pojistovna v CR, VSeobecna zdravotni
pojistovna, uvefejnila naklady spojené s lé¢bou AD v hodnoté 600 miliond korun

a je zfejmé, Ze se tato ¢astka bude v budoucnu zvySovat (6).

Pro v8echny typy demence je spoleCna dysfunkce na neuronalni urovni, coz
muUze vyustit v odumirani neuront (7). Probihajici patologické zmény v mozku
pacientd maji za nasledek zhorSovani kognitivnich funkci, jako jsou pamét,

mysleni ¢i koncentrace (1,4).

Demence s Lewyho télisky (Lewy body dementia, LBD) je druhou nejcastéji se
vyskytujici formou demence po AD. Pro patologii LBD je charakteristické

abnormalni ukladani proteinu a-synukleinu v nervovych synapsich (7,8).

Parkinsonova choroba je formou demence s typickym poskozenim motorickych
funkci, které souvisi s Ubytkem neuron(l v substantia nigra a striatu. Zaroven jsou

v poSkozené mozkové tkani pfitomna Lewyho téliska (9).

Vaskularni forma demence, jez postihuje mozkové cévy s naslednym
nedostateCnym vyzivovanim mozkovych neurond, ¢asto koexistuje s AD.
Hypoperfuse a hypoxie tkané vede k tvorbé ischemickych lozZisek, zvlasté v bilé

hmoté&, v niz poté odumiraji neurony. (10)
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Kromé toho mozkova hypoxie podporuje patologické déje typicky probihajici u

AD (ukladani senilnich plakt a formace neurofibrilarnich klubek) (10).

Muzeme tedy Fici, Zze u v3ech forem demence probiha soubézné nékolik
patologickych procesu, které se navzajem ovliviiuji a vznikaji mezi nimi dalSi
souvislosti. Casta je proto koexistence patologickych projevd, typickych pro vice

druhl neurodegenerativnich onemocnéni (7).

Osoba postizena AD se s progredujici nemoci stava nesobéstacnou a zavislou
na pomoci druhych. PéCe o takovouto osobu je naroCna zejména ze
socioekonomického hlediska. Stoupajici incidence AD jé stale vétSi zatézi pro
zdravotnické systémy. Naklady na |éCbu AD a ostatnich typu demenci v roce
2015 dosahly hodnoty 226 bilioni americkych dolari (11). Roste také potfeba
zafizeni, jakymi jsou napfiklad hospice, kde se pacientim dostava plnohodnotné
péce. Na druhé strané stoji rodiny postiZzenych, pro které je péCe o postizeného

naro¢na predevsim fyzicky a psychicky (4).
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3.1.1 Patofyziologie a diagnostika Alzheimerovy choroby

Pfi AD jsou v hipokampu a mozkové kife prokazatelné senilni plaky
B-amyloidniho proteinu (AB) a neurofibrilarni klubka hyperfosforylovaného tau
proteinu (12,13). S témito patologickymi zménami souvisi Ubytek neurond,
nervovych synapsi, Casté amyloidni angiopatie a postizeni cholinergniho
systému. Atrofie neuronU je spojena s ubytkem nervové hmoty, coz je
prokazatelné pfi vySetieni magnetickou rezonanci (MRI) (13,14). U MRI vySetieni
mozku sice pozorujeme redukci mozkove tkané, nicméné je problém rozliSit od
sebe navzajem slozité anatomické struktury hipokampu, bilou a Sedou hmotu

mozkovou.

U zdanlivé zdravych jedincd nemusi byt b&éhem Zivota pfitomny symptomy
onemocnéni. Zmény v mozkove tkani, jez vedou k AD, mohou totiz probihat i vice
nez dvacet let pfed dostavenim se prvnich pfiznaki nemoci (14,15). Diagnézu
AD lIze s plnou urcitosti prokazat az u zemfelych pacientu, kdy je mozné provést
ur€itou kombinaci vySetfeni. Jsou jimi MRI a histopatologicky prikaz vyskytu
plaki a klubek (13,16). Diky dneSnim vyspélym fyzikalnim, laboratornim i
psychologickym vySetfenim je pfesto mozné stanoveni diagnézy s vice nez 90%

jistotou.

Dulezitou roli hraje stanoveni patofyziologickych biomarkert z cerebrospinalni
tekutiny (cerobrospinal fluid, CSF). Vysledné hodnoty totiz koresponduji
s probihajicimi neurodegenerativnimi procesy v mozku. Imunochemickou
metodou ELISA je v CSF stanovovan AB (pocet aminokyselin 1-42), celkovy tau
protein a fosforylovany tau protein. VySetfeni pomoci této metody se vyznaduje

vysokou citlivosti a specificitou (14,16).

Pro diagnostiku jsou dale podstatné topografické markery, které jsou sice méné
specifické, ale téz je zde korelace s probihajici patologii. Patfi sem jiz zmifiovana
MRI, kdy je zobrazovanym markerem temporailni lalok a jeho atrofované oblasti.
Dalsi vyuzivanou zobrazovaci metodou je pozitronova emisni tomografie (PET)
s pouzitim fluordeoxyglukézy jako radiofarmaka. Vyhodnocuje se zobrazeni

temporo-parietalnich oblasti mozku (14).
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3.1.1.1 Amyloidni hypotéza

Vice nez dvacet let byla ,amyloidni hypotéza“ vysvétlenim vzniku AD (17). Tato
hypotéza je zaloZena na patologickych dé&jich probihajicich v mozku
postizeného. V mozkoveé tkani dochazi k tvorbé extracelularnich neuronalnich
plaku, které tvofi shluky AB a intracelularnich neurofibrilarnich klubek slozenych

z hyperfosforylovaného tau proteinu (18,19).

Proteolytickym Stépenim transmembranového amyloidniho prekurzorového
proteinu (APP) vznika AR (viz Obr. 1). APP je Stépen tfemi typy proteas, které
oznacujeme jako a-, B- a Y-sekretasu (19). Po rozstépeni APP [(-sekretasou
pokraduje v aktivité v-sekretasa a vznika ,dlouhy“ ABs2 a APa4o, kazdy
z pfisludného poctu aminokyselin. AB42 a AB4o Uzce souvisi s patogenezi AD,
jelikoz jsou hlavnimi slozkami neuronalnich plakd. Bylo prokazano, Ze mutaci na
chromosomu 14 nebo chromosomu 1 dochazi ke zméné struktury enzymu
presenilinu, ktery je soucasti komplexu v-sekretas. Tyto mutace byly pfitomny u

pacientl trpicich AD a souvisely se zvySenym mnozstvim AB42 (17,19).
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Mon-amyloidni $tEpeni APP Amyloidni stépeni APP

APPsa APPsH
APP APP
Afl
p3
i !1.
i - Lumen
| 1
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alPP CTF I pAPP CTF I
AICD AICD

Obr. 1 Proteolytické Stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu.

Zkratky: a — a-sekretasa, B — B-sekretasa, v - v-sekretasa, APP — amyloidni
prekurzorovy protein, APPsa — a ektodoména APP, aAPP CTF — C-terminalni
fragment APP vznikly po $tépeni a-sekretasou , p3 — zkraceny amyloid j,
AICD - intracelularni doména amyloidniho prekurzorového proteinu, APPsp — 3
ektodoména APP, BAPP CTF — C-terminalni fragment APP vznikly po Stépeni
B-sekretasou, AB — amyloid B

Modifikovano dle: Haass et al. (2012)
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Tau protein se v mozku vyskytuje v Sesti riznych izoformach a vaze se na
mikrotubuly, které timto udrzuje ve stabilizované formé. Fyziologicky dochazi
v prubéhu zivota k fosforylaci tau proteinu kinasami a také k defosforylaci
fosfatasami. Tento déj je regulovany a rovnovazny. V dusledku patologickych
procesU nastava nerovnovaha mezi aktivitami téchto enzyml a vznika
hyperfosforylovany tau protein. Ten neni schopny vazat mikrotubuly, které proto
depolymeruji, a v cytoplasmé neuronu agreguje do parovych helikalnich struktur
(PHF) a z nich vznikajicich neurofibrilarnich klubek (20-22).

AB a tau protein se v postizené mozkové tkani vyskytuje nezavisle na sobé.
Naopak, v mozku cClovéka se zachovalymi kognitivnimi funkcemi se muze
nachazet AB a tau protein nikoliv (18). Skute€nosti je, Zze se pfi rlznych typech
neuronalnich onemocnéni (amyloidni laterarni skler6za, Downlv syndrom,
dementia pugilistica a dalSi) objevuji klubka tau proteinu, zaroven vSak AR

pritomny neni (20).

Mazeme tedy prfedpokladat, Zze u etiologicky rozdilnych neuronalnich nemoci je
zvyseni tvorby tau proteinu sekundarni proces. Zaroven ale pfibyva dukazu, ze
tvorba tau proteinu u AD je jednou z reakci neuront na hromadéni AR ve tkani
(18).
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3.1.1.2 Cholinergni hypotéza

Cholinergni hypotéza byla prvni teorii vysvétlujici AD. Je zaloZzena na
skute€nosti, Ze v mozcich pacientl s AD dochazi ke sniZeni cholinergni aktivity.
Experimentalni studie zaroven objasniuji roli ACh v procesu u€eni a paméti.
V ramci studii se mladym zdravym jedincim podal skopolamin, ktery blokuje
cholinergni transmisi centralniho nervového systému. Ve vysledku dochazelo ke
stejnym porucham paméti jako u starnoucich lidi postizenych AD (23). Po téchto
studiich se nasledné prokazalo, ze ztrata paméti starnoucich opic spojena
s vékem muze byt farmakologicky zmirnéna. Tohoto se docililo podanim

inhibitoru acetylcholinesterasy — fyzostigminu (PHY) (24).

ACh je Siroce rozsifen v nervovém systému a hraje dalezitou roli nejen ve vyvoji
mozkoveé kury, ale zasahuje také do procesu paméti, mysleni, cirkadialnich rytmu
nebo spravné krevni cirkulace v mozku (25). Cholinergni systém béhem starnuti
a AD podléha rozsahlym zménam. Postizeny jsou nervove buriky, mezibunécna
signalizace, enzymy syntézy a enzymy degradace ACh - cholinacetyltransferasa
(ChAT) a acetylcholinesterasa (AChE), vezikularni acetylcholinovy transportér
(VAChAT). Patologické procesy ovlivriuji také mAChRs a nikotinové cholinergni
receptory (NnAChRs) (26).

Mnoho védcl vSak nevéfi, ze zmény v cholinergnim systému jsou signifikantnim
zaCatkem v etiologii AD. Bylo provedeno stanoveni cholinergnich marker( u osob
s mirnym kognitivnim poSkozenim a u osob s téZkym rozvinutym stadiem AD. P¥i
porovnani vysledkl se ukazalo snizeni cholinergni funkce v pozdnich stadiich
nemoci, ne vsak v jejim pocCatecnim rozvoji. Problémem je také detekce ubytku
cholinergnich neuront v ¢asném stadiu nemoci, protoze jedinci jsou do
jednotlivych skupin rozdéleni dle véku. To znamena, Ze nelze jednoznacné
rozliSit, do jaké miry souvisi Ubytek neuront s vékem a do jaké miry souvisi s AD
(23).
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3.1.2 Terapie

Terapie AD je v souCasnosti pouze symptomaticka, kdy se zpomaluje prubéh
nemoci a mirni se jeji pfiznaky. Dostupna IéCiva ovliviiuji postizeny cholinergni
systém a jedna se predevSim o AChEI. Svym plsobenim na enzym AChE
zabranuji hydrolytickému Stépeni ACh a zvySuji tim jeho koncentraci v nervové
synapsi. ACh poté aktivuje postsynaptické a presynaptické cholinergni receptory
v CNS (27). Takovyto mechanismus u€inku maiji reversibilni AChEI rivastigmin,

donepezil a galantamin, ktefi jsou zaroven dostupnymi léCivy AD (28).

Pokus o vyvoj léCiv AD probihal ve velkém méfitku nékolik let. V uvodnich
studiich probihalo testovani PHY, jez je AChEI. Po podani zdravym jedincim
doSlo k prokazatelnému zlepSeni dlouhodobé paméti a lepSimu vybavovani
informaci (29). Stejného efektu se pozdéji dosahlo pfi podani PHY pacientim
s AD. Tyto uvodni klinické studie se dale zamérovaly na zlepSeni cholinergni

aktivity, ktera je ovlivnéna také u nemoci jako schizofrenie nebo deprese (30).

Zasadni  molekulou ve vyvoji 1éCiv byl AChEIl takrin (THA,
tetrahydroaminoakridin). Tento tricyklicky derivat akridinu dobfe prochazi skrze
hematoencefalickou bariéru a inhibuje AChE v CNS. Puavodné byl THA vyuzivan
jako intravendzni antiseptikum béhem druhé svétové valky. Nasledné probihaly
farmakologické studie, které se zaobiraly jeho uplatnénim v 1é€bé AD (31). Na
zakladé téchto dat byl THA testovan na skupiné tfiadvaceti pacienti s AD. Latka
byla podavana peroralné a podobné jako PHY méla za nasledek zlepSeni
kognitivnich funkci pacientu. Dle vysledkl této studie z roku 1986 se THA jevil
jako vhodné léCivo pro paliativni 1éCbu (32). Vroce 1993 byl THA prvnim
schvalnym lécivem pro indikaci AD. Po podani jak PHY, tak THA se sice dosahlo
ZlepSeni kognitivnich funkci (pozornost, koncentrace, pamét), ucinek byl vSak
kratkodoby. Navic byly pfitomny vazné vedlejSi uCinky. Postizen byl zejména
gastrointestinalni systém, objevovala se Unava. Problémem samotného THA,
byla jeho jaterni toxicita. ACkoli se brzy ukazalo, Ze obé latky nejsou vhodnymi

léCivy, ve vyvoji IéEby AD byly velkym milnikem (33).
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Samotny THA ma vlastnosti AChEI a inhibitoru butyrylcholinesterasy (BChEI),
pfiemz vykazuje lepSi selektivitu vici butyrylcholinesterase (BChE) (31). P
farmakologickém testovani se projevila také jeho schopnost vazat se do

alosterického mista metabotropniho receptoru (34).

3.1.2.1 Inhibitory acetylcholinesterasy
Donepezil

Donepezil, jehoz chemicka struktura je odvozena od piperidinu, byl uveden na
trh vroce 1996, jako nahrada nevhodného PHY a THA. Je to selektivni
reversibilni AChEI. Vyuziva se u pacientd s mirnou a rozvinutou formou AD. Toto
léCivo je bezpecné a pacienty dobfe tolerované, ackoli se mohou objevit typické
nezadouci ucinky v souvislosti s pisobenim na cholinergni systém. Pacienti trpi
nejCastéji nauzeou, zvracenim, zacpou, prujmem, bolesti hlavy nebo poruchami
spanku (35).

Obecné se u pacientd s AD lécba zahajuje AChEI a to v davkach, které se
postupné navysuji. Plati zavislost mezi davkou a ufinkem, kde vy$Si davka je
vétSinou ucinngjsi nez davka nizsi, atkoli muze byt pacientem méné tolerovana.
Terapie donepezilem se zahajuje uvodni davkou 5 mg/den a po nékolika tydnech
je navySena az na 10 mg/den (36). Pacientim bylo také podavano jednou denné
23 mg léciva v tableté s postupnym uvolfiovanim. Rozdil ve zlepSeni stavu
pacienta vzhledem k davce 10 mg/den byl vSak maly. Pacienti navic vysSi davku

snaseli hdfe, kvuli nezadoucim ucinkam (37,38).

Galantamin

Rostlinny alkaloid galantamin se strukturou fenanthrenu je kompetitivni
reverzibilni AChEI. Kvuli jeho ¢asové a finan€né naro¢né izolaci z rostlinnych
drog je v souCasnosti uméle chemicky syntetizovan. VyznacCuje se vysokou
selektivitou vic¢i AChE v porovnani s BChE (pomér AChE k BChE je 54:1). Jeho
selektivita je vySSi nez u rivastigminu, zaroven vsak niz8i nez u donepezilu.

Vzhledem k obéma sloucCeninam je ale slabSim AChEI.
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Kromé inhibice AChE je galantamin schopen také alosterické modulace nAChRs.
(35,39) Vzhledem k tomu, zZe pfi postizeni AD ubyvaji nAChRs v CNS, je tento
fakt pfi IéEbé benefitem (27). Galantamin svym alosterickym plsobenim ovliviiuje
také dalSi neurotrasmiterové systémy (glutamatovy, monoaminovy, GABA).
Timto se stava vyuzitelnym i u dalSich onemocnéni nervového systému jako

schizofrenie, maniodepresivni psychdza nebo pfi abusu alkoholu (40).

Zahajovaci davka pfi terapii galantaminem je 8 mg ve dvou dennich davkach, kdy
se postupné davka zvySuje az na 24 mg/den (37). Vedlejsi ucinky spojené
s terapii nej¢astéji souvisi s jeho mechanismem ucinku. Nejcastéji se u pacientu
objevuje nauzea, zvraceni, prujem, anorexie a ztrata hmotnosti. Vzhledem
ktomu, Ze ma galantamin také cholinomimeticky ucinek, zvySuje sekreci
ZaludecCni kyseliny. Z toho vyplyva riziko ulceraci a gastrointestinalniho krvaceni.
Pfesto maji vSechny neZadouci ucinky €etnost vyskytu pod 5% a dostavuji se

nejCastéji ve stadiu navysSovani davky léciva (35).

Rivastigmin

Rivastigmin je derivatem karbamatu a vykazuje strukturni podobnost s PHY.
Klinické testovani tohoto reversibilniho inhibitoru bylo zahajeno v roce 1998 a
v roce 2000 byl schvalen FDA jako léCivo AD. Inhibuje oba typy cholinesteras
(AChE, BChE), ma vyraznou selektivitu vi¢i mozkové tkani a dlouhé trvani ucinku
(41). Tato selektivita je vitana z toho dlvodu, ze v placich a neurofibrilarnich
klubkach se cholinesterasy vyskytuji s vyrazné zvySenou aktivitou. AChE navic
tvofi s AB stabilni komplex (42,43). Velkou vyhodou rivastigminu v terapii AD je
tedy inhibice cholinesteras a zmirnéni tvorby a akumulace amyloidu v mozku
(35,44).

Podavani léCiva rivastigminu ve formé oralnich tablet je doprovazeno
nezadoucimi ucinky. Problematicka je také postupna titrace na pozadovanou
davku. Jeji navySovani trva obvykle nékolik tydnu. Z hlediska tolerance pacienty,
se jako jevi vhodna transdermalni aplikace skrze naplasti a také testovana
aplikace intranazalni (35). Rivastigmin ve formé naplasti byl prvni transdermalni
lécbou AD. (45)
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Klinicka studie IDEAL testovala ucinnost, bezpeénost a toleranci transdermalni
aplikace oproti oralnimu podani. Studie probihajici pul roku na 1195 pacientech
s AD byla dvojité zaslepena, dvojité matouci a placebem kontrolovana. Ve vSech
skupinach, kde byl pacientim podavan rivastigmin, se prokazalo zlepseni oproti
podavani placeba. Naplasti s davkou latky 9,5 mg/24 h byl dosazeny efekt stejny

jako u nejvyssi oralné podavané davky rivastigminu (45).

3.1.2.2 Antagonista NMDA receptoru
Memantin

Memantin je antagonistou NMDA receptorl. NMDA receptory jsou napétové
fizené heterotetramerni iontové kanaly (46). Pro aktivaci téchto receptort je
zapotfebi navazani excitacniho neurotransmiteru glutamatu a glycinu, ktery je
modulatorem. Kazda z molekul se vaze do odliSného vazebného mista, ale pro
otevreni receptoru je nezbytné, aby na receptoru plsobily sou¢asné. V klidovém
stavu je iontovy kanal uzavien hofeCnatym kationtem. PFi depolarizaci membrany
a navazani dvou zminénych ligandl se blokace hof¢ikem rusi a kanal se stava

propustnym pro ionty vapniku, které proudi do bunky (47,48).

Pfi AD dlouhodobé probiha nadmérna stimulace NMDA receptort. Hladina
intracelularniho vapniku je zvySena a zpUsobuje v nervovych burnkach excitaéni
toxicitu. Takovato stimulace NMDA vede k odumirani neurond. K odvraceni
tohoto dé&je se proto pouZiva antagonista memantin (49). Casta je kombinace
memantinu s AChEl. Duvodem je mimo jiné propojeni glutamatového a
cholinergniho systému v patologii AD. Cholinergni neurony v medialnim septu a
Castech bazalniho telencefala, které inervuji hipokampus a mozkovou kilru jsou
propojeny i s neurony glutamatovymi. Ty jsou v oblastech mozkové kury,

hipokampu, amygdaly a retikularni formace (47,50).
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3.2 Fyziologie
3.2.1 Acetylcholin

Acetylcholin je neuromediator, ktery se vyskytuje prfedevSim v autonomnim
nervovém systému. Pudsobi na pregangliovych synapsich sympatiku i
parasympatiku a na postgangliovych synapsich parasympatiku. Tyto synapse
oznacujeme jako cholinergni (51). Popis neurotrasmise v této synapsi je graficky

znazornén nize (viz Obr. 2).

Syntéza ACh je lokalizovana v cytoplazmé nervovych zakonc€eni. Cholin je
acetylovan acetylkoenzymem A (acetyl-CoA) a tato reakce je katalyzovana
enzymem cholinacetyltransferasou (ChAT). Vznikly ACh je nasledné diky
vezikularnimu transportéru (vesicle-associated transporter, VAT) skladovan ve
vezikulech. Tyto malé vezikuly se vyskytuji ve velkych mnozstvich pfedevSim

v terminalnich ¢astech neuronu (52).

Cholin v nervovych burikach pochazi z nékolika zdroju. Je pfijiman ze stravy
(ryby, ofechy, lusténiny) a v malé mife vznika syntézou de novo v cholinergnich
burikach. Urcité mnozstvi ACh je do cytoplazmy transportovano
z extracelularniho prostoru cholinovym kanalem spolu s Na* ionty. Acetyl-CoA je
syntetizovan v mitochondriich, které se hojné vyskytuji v nervovych zakoncenich
(51).

Uvolnéni mediatoru do synaptické Stérbiny souvisi s otevienim napétoveé
fizenych Ca?* kanalll. Pfi depolarizaci membrany se kandly oteviraji, probiha
influx Ca?* iontl a zvySuje se jejich cytoplazmaticka koncentrace. Dochazi
k depolarizaci plazmatické membrany, coz umozrfiuje interakci specifickych
proteind na povrchu vezikul (vesicle-associated membrane proteins, VAMPSs)
spolu s proteiny na vnitfni strané plazmatické membrany neuronu (synaptomal
nerve-associated proteins, SNAPs) (52). Vysledna exocytdza je dlvodem wvyliti
ACh do synaptické Stérbiny. Nasledné ACh reaguje s cholinergnimi receptory
umisténymi postsynapticky, ale i presynapticky. Pusobeni neuromediatoru ACh
na receptory je ukon€eno aktivitou AChE, ktera hydrolyzuje ACh na cholin a
acetyl. Takto vznikly cholin je nasledné zpétné vychytdvan do nervovych

zakonCeni (uptake 1) a vyuzit k dalSi syntéze ACh (viz vySe) (51).
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Obr. 2 Princip cholinergni neurotransmise

Zkratky: AcCoA - acetylkoenzym A, ACh - acetylcholin, ChAT -
cholineacetyltransferasa, ACh Co-T - kotransportér acetylcholinu , SNAPS -
proteiny neuronalni plazmatické membrany, VAMPS - membranové proteiny
vezikul, mAChR - muskarinovy cholinergni receptor, nAChR — nikotinovy
cholinergni receptor, M1—Ms — podtypy muskarinovych receptort, NN — neuronalni
podtyp nikotinového receptoru, Nm — muskularni podtyp nikotinového receptoru,
ADP - adenosindifosfat, ATP — adenosintrifosfat

Modifikovano dle:

http://pharmacology-notes-free.blogspot.cz/2012/03/acetylcholine.html
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ACh je v mozku €lovéka Siroce zastoupenym neuromediatorem. Nervové drahy
z mozkoveho kmene a bazalniho telecefala vysilaji projekce do dalSich
anatomickych struktur mozku. Z hlediska AD je podstatnou strukturou nucleus
basalis Meynerti (oblast bazalniho telenfacala), ze kterého vedou cholinergni
neurony hlavné do mozkové kary. Obecné jsou funkce cholinergnich drah
spojovany predevSim s ucenim, paméti a motorikou. U nékolika
neurodegenerativnich postizeni (demence, Parkinsonova choroba) byla
prokazana souvislost s abnormalitami spojenymi s cholinergnim systémem (48).
Jednim z pfikladd je ubytek neuronl v substantia nigra, striatu a pfitomnost

Lewyho télisek u jiz zminéné Parkinsonovy choroby (9).
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3.2.2 Cholinesterasy

Enzymy cholinesterasy (ChE) jsou serinové hydrolasy, které fadime do rodiny
esterovych hydrolas. Jejich funkci je hydrolytické Stépeni ACh na acetylovy
zbytek a cholin, ¢imz se ukoncCuje plsobeni ACh na cholinergnich receptorech a
pfenos nervoveho vzruchu (53). Existuji dva typy ChE vyskytujicich se v lidském

téle — acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa.

3.2.2.1 Acetylcholinesterasa

AChE (EC 3.1.1.7), téZ pojmenovavana jako prava nebo specificka, je jednim ze
dvou typl ChE. Vyskytuje se ve vSech ¢astech mozku, v nervovych zakoncenich
sympatiku a parasympatiku, erytrocytech, ale také v jatrech a sleziné (54). Velice
uginné katalyzuje hydrolyzu ACh. Stépeni tohoto neurotransmiteru probiha
rychlosti 108 s (55).

Kvarterni strukturu enzymu tvofi nékolik molekularnich forem (viz Obr. 3).
Posttranslacnimi upravami peptidu vznikaji fetézce, jez se vzajemné liSi sekvenci
aminokyselin na svém C-konci. Tyto peptidy tvofi katalyticka mista enzymu a tim

vznika nékolik jeho strukturnich podjednotek (56).

AChEH (hydrophobic — hydrofobni) se vyskytuje v podobé& dimerd. Ve svém
fetézci totiz obsahuje molekuly cysteinu, mezi kterymi vznikaji disulfidové vazby.
Tyto dimery jsou ukotveny k plazmatické membrané a to pomoci fetézce
glykofosfatidylinositolu (GPI). Tato glomerularni forma AChE se oznacuje také
jako GPI-Gz2 (54,56). Vyskytuje se na povrchu erytrocyta, lymfocytl, ve svalech a
také v elektrickém organu rejnoka druhu Torpedo californica, diky kterému byla

prozkoumana trojrozmérna struktura AChE (54,57).

AChET (tailed-ocasata) je hlavni podjednotkou vyskytujici se ve svalech a
pfedevsim mozkové tkani. Formuje se do amfifilnich monomerd (G1) a dimert
(G2). Pomoci disulfidickych vazeb vznikaji tetramery (Gas), které mohou byt
navazany na hydrofobni nebo kolagenni ocas a byt jim ukotveny k bunécéné
membrané. Specificky kolagen Q obsahuje ve svém fetézci usek bohaty na

molekuly prolinu (56,58).
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Tato c&ast kolagenového fetézce zajiStuje formaci a navazani tetramer(
z monomernich a dimernich podjednotek. K helikalnimu kolagenovému ocasu
jsou zpravidla pfipojeny tfi tetramery. Vznika asymetricka hetero-oligomerni
AChET (A12) (56,58). Tetramery nenavazané na Zadny fetézec jsou solubilni

homo-oligomerni formy enzymu (56).

AChEs (snake/soluble — hadi, rozpustna) se vyskytuje pouze v jedovych zlazach
hadu z Celedi Elapidae (56).

R H ' s
Alternativni ¢ q o PR EL =X
splicing / &-.;-_:T_ - e
\./" sz:__:_:;w-\_f_-_d__ g
Podjednotka H Podjednotka T Podjednotka S

. u kolagenni
GPLG2 amfifilni G1 a G2 hydrofobni solubilni ocasatd A

2 solubilni G1
(typ 1} (typ 1) ocasata G4 - forma

Obr. 3 Molekularni formy acetylcholinesterasy

Modifikovano dle: Massoulié et al. (1999)
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3.2.2.2 Butyrylcholinesterasa

BChE (EC 3.1.1.8) je oznaCovana také jako pseudocholinesterasa nebo
nespecificka cholinesterasa. Nachazi se v jatrech, hladkém svalstvu, srdci,
slinivce bfiSni a bilé hmoté mozkové. PredevSim se vSak BChE vyskytuje
v plazmé (54). Jeji funkce neni zcela objasnéna, i kdyz se pfedpoklada, Zze by
mohla byt zapojena do lipoproteinového metabolismu, neurogeneze nebo mit roli

jako scavenger toxickych molekul (53).

Co se tyka selektivity vici enzymim, substrat butyrylcholin (BCh) BChE
hydrolyzuje c¢tyrikrat rychleji nez ACh (59). Kromé téchto hydrolyzuje takeé
molekuly lokalnich anestetik. Jsou jimi napfiklad prokain, bupivakain nebo
suxamethonium. Hydrolyzuje také samotny kokain, pfi¢emz tato schopnost mize

byt uzite€na pfi intoxikaci kokainem nebo pfi zavislosti na ném (53).

Stejné jako AChE ma i BChE nékolik molekularnich struktur. Peptidické fetézce
tohoto enzymu se formuji do monomer(, dimerl nebo tetramerd. 95 % BChE
v plazmé ma strukturu tetrameru, vzniklého spojenim dimeru disulfidickou
vazbou (58).

Nékteré neurony v thalamu syntetizuji vyluéné BChE, ostatni neurony vSak
produkuji oba typy esteras. Za normalnich podminek neni funkce BChE
v hydrolyze ACh signifikantni. Jina situace vSak nastala u mySi s nulovymi

hodnotami AChE. V tomto pfipadé hrala BChE v neurotransmisi hlavni roli (60).

Z vySe uvedeného vyplyva, Zze BChE je enzym uzce spjaty s AChE, jehoz roli je
regulace neurotransmise pfi procesu hydrolyzy ACh. Nékolik studii se zaméfilo
na aktivitu BChE v rozvinutém stadiu AD. V nejvice postizenych oblastech mozku
(kara a hipokampus), byla aktivita toho enzymu snizena na 40-90 % (39). P¥i
pokusech na geneticky modifikovanych mysSich se prokazala pfitomnost BChE
spolu s vyskytem AB v mozku. U téchto zvifat se amyloidni plaky vyskytovaly
v mozkové kurfe, hipokampu, amygdale, mozeCku a olfaktornich strukturach.
Podobné v lidském mozku postizeném AD jsou plaky nejCastéji v kire,
hipokampu a amygdale. Nicméné, role BChE pfi formovani amyloidnich plaku je
stale nejasna. Uvazuje se o mozné interakci s proteiny, které tvofi plaky nebo
s ionty kovu, které do agregace A zasahuiji také (61).
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3.2.3 Cholinergni receptory

Cholinergni receptory, jejichz endogennim agonistou je ACh, rozdélujeme na
nikotinové receptory a muskarinové receptory. Uginky tohoto agonisty na
cholinergni receptor sledoval Reid Hunt jiz na zaCatku 20. stoleti. Konkrétné byly
tyto dva podtypy pojmenovany Dalem roku 1914. Vedl ho k tomu fakt, ze pfi
pusobeni alkaloidu muskarinu z houby Amanita muscaria a nikotinu na
cholinergnich receceptorech, pozoroval takové ucinky, jez odpovidaly aktivaci
parasympatiku (zvySena salivace, zuzZeni oc¢nich zornic, bronchokonstrikce,
hypotenze atd.). Uloha tohoto neurotransmiteru byla o nékolik let pozdéji

objasnéna Loewim, Dalem a jejich kolegy (48).

3.2.3.1 Nikotinové receptory

Nikotinové cholinergni receptory se spolu se serotoninovymi, gabaergnimi a
glycinovymi receptory fadi do rodiny receptoru, jez jsou ligandem Fizené iontové
kanaly (62). Podle lokalizace délime nAChRs na muskularni (zprostfedkovavaiji
nervovy pfenos na nervosvalové ploténce) a neuronalni nAChRs, které se

vyskytuji je pfedevSim v CNS, méné na periferii (51).

Receptor tvofi pét kruhovité usporfadanych transmembranovych podjednotek,
obklopujicich pér v bunééné membrané. Podjednotky receptoru rozliSujeme na a
(a2-a10) a B (B2-B4), které v rGzném zastoupeni tvofi jednotlivé podtypy nAChRs
(63,64).

Receptor slozeny zjednoho typu podjednotek oznaCujeme jako
homopentamerni. Konkrétnim pfikladem je podtyp a7 nAChRs, ktery ma pét
identickych vazebnych mist pro ligand ACh (65,66).

Heteropentamerni nAChRs neobsahuji identické podjednotky. Jsou to
kombinace podtypl a a B a k dispozici maji dvé vazebna mista pro ligand. Vzdy
na rozhrani a a 3 podjednotky (65,66). Zastupci heteropentamernich receptoru
jsou: a432 receptor se dvéma identickymi vazebnymi misty, a6a4p233 se dvéma
rliznymi vazebnymi misty a podtyp a682B3, ktery ma dvé stejna vazebna mista
(viz Obr. 4) (67).
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Obr. 4 Struktura nikotinovych receptoru.

Modifikovano dle: Gotti et al. (2006)

NAChRs se nachazi v nékolika oblastech CNS. Nucleus basalis obsahuje
predevSim o432 a a7 podtypy, které jsou jak presynaptické, tak postsynaptické.
Cholinergni drahy dale vedou do oblasti mozkové kury, bulbus olfactorius nebo
hipokampu. V hipokampu jsou receptory lokalizovany presynapticky a ovlivAuji

procesy paméti, mysleni a kognitivni funkce (68).

V uvedenych oblastech CNS probihaji pfi AD patofyziologické procesy, které se
tykaji také ubytku nAChRs. Zejména pocet 0432 v mozkové klfe a hipokampu je
u pacientll s AD snizen o 20-50 % (69). a4B2 nAChRs jsou dulezité také
v souvislosti s AB. Totiz pisobenim nikotinu a dalSich agonistt na a432 receptory

mélo za nasledek snizeni toxicity AR na nervové buriky (70).
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V nékolika preklinickych a klinickych studiich probé&hlo testovani agonistd a
parcialnich agonistd nAChRs, kvuli jejich protektivnimu pusobeni na cholinergni
tkan a zlepSeni kognitivnich funkci. Probihaji také syntézy a hledani novych
sloucCenin, jakozto potencialnich IéCiv na onemocnéni souvisejicich s postizenim
nAChRs (71-73). Ubytek NAChRs v mozku se totiz netyka pouze AD, ale také
dalSich onemocnéni. Jsou jimi Parkinsonova choroba, LBD, progresivni
supranuklearni obrna (Steele-Richardson-Olszewski syndrom) nebo Down(v

syndrom (74).

3.2.3.2 Muskarinové receptory

Muskarinové cholinergni receptory jsou receptory metabotropni, Cili spfazené
s G-proteinem (G-protein coupled receptor, GPCR). Strukturné se jedna o
fetézec, ktery sedmkrat prochazi skrze membranu (proto také oznaceni 7-
transmembranové). RozliSujeme pét jejich podtypd, konkrétné Mi-Ms (52).
Aktivace mAChRs znamena spusténi signalizacni kaskady a prevedeni signalu
do podoby, ktera vyvola pozadovanou bunécnou odpovéd. Aktivaci podtypu
M1,Ms a Ms dochazi prostfednictvim Ggq/11 k aktivaci fosfolipasy C (PLC), coz vede
ke zvy$eni obsahu intracelularniho Ca?* (viz Obr. 5). Naopak aktivace M2 a M4
vede skrze Gio kinhibici adenylatcyklasy, poklesu koncentrace cyklického

adenosinmonofostatu (cCAMP) a koncentrace Ca?* (75).
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Obr. 5 Aktivace G-proteinového receptoru cestou fosfolipasy C

Zkratky: GPCR - receptor spfazeny s G-proteinem, PLC - fosfolipasa C, IPs -

inositol trifosfat, ER - endoplazmatické retikulum; a, 8, ¥ - podjednotky receptoru
Modifikovano dle:

http://www.enzolifesciences.com/ENZ-51016/fluoforte-calcium-assay-kit/
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V CNS se mAChRs hojné vyskytuji a hraji roli v procesech jako je u€eni, pamét,

kognitivni nebo motorické funkce (76,77).

V nejvétsi mife je v CNS zastoupen M1 podtyp receptoru (50-60 % mAChRS).
Vyskytuje se prfevazné v mozkové kize, hipokampu a striatu (76,78). Aktivita
tohoto receptoru souvisi s kognitivnimi funkcemi, pozornosti a smysly (79). Mimo
CNS muzeme tento podtyp receptori nalézt také ve Zlazach slznych, slinnych
nebo zaludec€nich. Parietalnich bunék Zaludku se tyka antagonista M1 mAChRs,
pirenzepin. Pfi jeho pouziti se omezila kysela Zalude¢ni sekrece, coz mélo
pozitivni vliv na vznik a IéCbu viedové choroby zaludku. Jako dalSi latku, ktera
vykazuje selektivitu k tomuto receptoru, miazeme uvést oxotremorin (oxo-M), jez
ma agonistické pulsobeni (48). Z hlediska patofyziologie AD je M1 podtyp
receptort kliCovy v oblasti farmakoterapie tohoto onemocnéni. Spojitost M1

mMAChRs s AD bude podrobnéji popsana dale.

M2 mAChRs se v CNS nachazeji ve striatu, bazalnim telencefalu, tegmentu
Varolova mostu a v motorickych jadrech hlavovych nerva (76). V CNS jsou
lokalizovany presynapticky, zatimco na periferii se fadi mezi heteroreceptory a
vyskytuji se zejména v srdci. Zde ovliviuji pfedevSim pfevodni systém sini
(negativné chronotropni a dromotropni u€inek) a myokard sini (negativné
bathomotropni u€inek). Negativné inotropni u€inek na myokard komor je jen malo
vyznamny (51). Jako autoreceptory v CNS M2 mAChRs inhibuji uvolfiovani ACh
do synapse. PouZiti vhodného antagonisty by tedy mohlo vést ke zvySeni
koncentrace ACh v synapsi, coz je, vzhledem k problematice AD, pozadovany
efekt (80). Dana slouCenina by vSak musela byt vysoce selektivni vici M2
mMAChRs, kvlli vyvarovani se nezadoucim ucinkiim. Rizikem plynoucim z
blokace samotného M2 mAChRs mimo CNS je tachykardie a ovlivnéni krevniho
tlaku. PFi interakci antagonisty s M1 mAChRs by doS$lo k blokaci cholinergni
transmise a interakce s Ms receptory by vedla ke gastrointestinalnim obtizim.
Pokud si uvédomime, Ze pfi AD klesa v CNS hladina ACh a po¢et M1 mAChRs,
nabizi se otazka, zda by tato skute¢nost neméla vliv na uc€innost antagonisti Mz
mAChRs (12,80).
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Ms podtyp mAChRs se v CNS vyskytuje pfevazné v mozkoveé kufe a hipokampu.
Mimo CNS se ucastni inervace hladkého svalstva, najdeme jej v srdci a ovlivhuje
sekreci bronchialnich, Zalude¢nich nebo slinnych Zlaz. Stejné jako M1 podtyp
receptort, probiha jeho aktivace cestou aktivované PLC. Aktivace téchto
receptorll ma za nasledek kontrakci hladkého svalstva nebo zvySenou salivaci.
PFi pouziti nedostate¢né selektivnich agonistl mMAChRs jsou tyto projevy aktivace
&astymi nezadoucimi uginky podanych latek (48,51). UmysIné se MsmAChRs cili
pfi terapii chronické obstruk¢ni plicni nemoci. Jako I|éCiva se pouZzivaji
antagonisté téchto receptort (napfiklad tiotropium), ktefi zabrarfuji konstrikci
hladké svaloviny bronchl (81). Prostfednictvim téchto receptort se fesi také
problémy s inkontinenci, kdy pfi pouziti antagonisty darifenacinu dochazi

k uvolnéni svaloviny mo¢ového méchyre (48).

Ms mAChRs jsou autoreceptory a vyskytuji se zejména v CNS (na periferii
minimalné). Podobné jako M1 mAChRs jsou lokalizovany pfedevSim mozkoveé
kafe, hipokampu a Caste¢né ve striatu. V malych mnozZstvich se vyskytuji
v thalamu, mozecCku a mozkovém kmeni (82). Spolu s dopaminergnimi receptory
v CNS se M4 mAChRs podileji na regulaci kognitivnich a motorickych funkci. Vliv
M4+ mAChRs na uvolfiovani dopaminu v CNS se prokazal v pokusu na mysich,
které postradaly tento podtyp receptori. Absence M4 mAChRs v CNS méla za
nasledek hyperaktivitu dopaminového systému (83). Tato disbalance ma
negativni vliv na psychické i motorické funkce, ehoz jsou dikazem onemocnéni
jako schizofrenie nebo Parkinsonova choroba (82). Latkou s prokazatelnym
antipsychotickym puasobenim je xanomelin — selektivni agonista M1 a Ma
mMAChRs. Tato latka nejenZe pozitivné ovliviiuje psychické stav u schizofrenie,
ale zlepSuje také poruchy chovani spojené s onemocnénim AD (84). Souvislost
xanomelinu s AD byla zohlednéna i pfi syntéze potencialnich l€Civ této choroby.
Jako pfiklad lez uvést spojeni molekuly xanomelinu s THA, jakoZto AChEI, a

vytvoreni struktury s pfedpokladanym dualnim ucinkem (34).

Ms mAChRs se v CNS vyskytuji nejvice v neuronech oblasti substantia nigra a
area tegmentalis ventralis. Stejné jako Mas také Ms mMAChRs ovlivAiuji
dopaminergni systém — konkrétné uvolfiovani dopaminu. Z toho ddvodu jsou
také tyto receptory farmakologickym cilem pfi |é€bé nemoci CNS jako

Parkinsonova choroba nebo schizofrenie (51).
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Tyto oblasti CNS jsou spojeny také s problematikou zavislosti na navykovych
latkach. Vypnuti genu pro Ms mAChRs u mySi znamenalo, ze byla zvifata méné
nachylna k vytvofeni zavislosti na morfinu a kokainu (85). Vhodnymi IéCivy by

v tomto pfipadé mohli byt antagonisté selektivni k tomuto podtypu mAChRs (86).

Jak jiz bylo zminéno, pro AD je klicovy podtyp M1 mAChRs a ve vyvoji novych
léCiv je mu vénovana velka pozornost. Védci stale syntetizuji a testuji noveé
molekuly, které cili rizné struktury souvisejici s problematikou onemocnéni.
Potencialni 1éCiva jsou zaméfena na ovlivnéni neurotransmise, cholinergniho
systému, ukladani a vznik AB a tau proteinu, redukci oxidativniho stresu, zanét,
mitochondrialni a dalSi slozky nervového systému (87). Od roku 2003 se vSak
nenasla Zzadna sloucenina, ktera by vykazovala vlastnosti vhodného IéCiva na AD
(39).
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3.2.4 Agonisté M1 muskarinovych receptort

,Latky, které se vazi na fyziologické receptory a jsou schopny vyvolat odpoved

podobnou odpovédi endogenniho ligandu, oznaCujeme jako agonisty“ (51).

Jak jiz bylo uvedeno, muskarinovych receptorl existuje nékolik podtypu.
Neuromediator ACh je endogennim agonistou mAChRs. Orthosterické vazebné
misto receptoru je v8ak tvofeno specifickym pofadim aminokyselin, u vSech
podtypl velmi podobnym. Pravé toto je jeden z problému pfi syntéze novych
agonistu. Je totiz obtizné vytvofit slou€eninu s takovou strukturou, ktera by
zajiStovala specifitu k jednomu konkrétnimu podtypu mAChRs (75). Vysledkem
je Casto vazba slouCeniny i na dalSi podtypy receptord. Z toho vyplyvaji
nezadouci ucCinky, které se nejCastéji tykaji gastrointestinalniho traktu.
Orthostericky agonista bez dostatecné selektivity vic¢i M1 mAChRs interaguje
také s M2 a Ms mAChRs mimo CNS. Pfitomné jsou nezadouci ucinky spojené
s aktivaci téchto receptord - poceni, bradykardie, zvySena salivace,
gastrointestinalni problémy (88). Problémy s témito nezZadoucimi ucinky
doprovazely také klinické testovani agonisti M1 mAChRs, kterymi jsou latky
talsaclidin, AF-102B a AF-267B (89).

V soucasné dobé dochazi k propojovani cholinergni a amyloidni teorie. Jednim
z pojitek jsou pravé M1 mAChRs, prostifednictvim kterych jsou patofyziologické
déje pfi onemocnéni navzajem propojeny. Diky plsobeni enzymu (-sekretasy
vznika z APP nesolubilni AB — hlavni slozka neuronalnich plaka. Aktivované M+
MAChRs interaguji s B-sekretasou, ¢imz dochazi k jeji proteozomalni degradaci
(90,91). Tim se omezuje tvorba AR a jeho patologické ukladani v mozku. Skrze
M1 mAChRs Ize tedy ovlivnit AD nejen symptomaticky, ale mize se mirnit také
progrese tohoto onemocnéni (90). Takovyto efekt se prokazal u zminénych

klinicky testovanych agonista. Tyto latky sniZzovaly koncentraci AR v CSF (89).
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3.2.5 Alosterické modulatory

G-proteinové receptory maji kromé orthosterického vazebného mista také mista
alostericka, ktera jsou v receptoru topograficky odliSna (92). Je znamo, Ze oproti
orthosterickému je alosterické misto svym porfadim aminokyselin meéné
specifickeé (93).

Z toho dlvodu se pozornost zaméfuje na ligandy, které by po navazani na
alosterické misto mohly, diky svym vlastnostem, ovliviiovat buné€nou odpovéd.
Takovéto latky oznaCujeme jako alosterické modulatory (94). Po obsazeni
alosterického mista ligandem je ovlivnéna struktura mista orthosterického.
Takovyto modulator maze aktivitu orthosterického ligandu potencovat napf.
brucin (pozitivni alostericky modulator, PAM), inhibovat napf. latka SIB-1757
(negativni alostericky modulator, NAM) nebo vibec neménit (93,94). Alostericky
ligand po navazani na receptor muze také sam o sobé vykazovat agonistické
nebo antagonistické vlastnosti a to bez obsazeni orthosterického mista ligandem.
Alosterickym agonistou je napfiklad sloucenina AC 42 (95), alosterickym
antagonistou latka fenobam (93). Zuvedeného vyplyva, Ze molekula

alosterického ligandu maze byt agonistou a PAM mAChRs zaroven.

3.2.5.1 Benzylchinolon karboxylova kyselina

Slou¢enina BQCA (1,4-dihydro-1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-3-chinolin
karboxylova kyselina) (viz Obr. 6) je diky svym vlastnostem zajimavou
slouCeninou pro dalSi vyvoj v oblasti chemické syntézy. Poprvé slouceninu
syntetizoval Ma spolu s kolegy v roce 2009 (96). Nové derivaty jsou syntetizovany
a testovany jako potencialni IéCiva AD. BQCA je totiz alosterickym modulatorem
MAChRs a vykazuje vysokou selektivitu vuc¢i podtypu Mi. Po obsazeni
alosterického mista receptoru ma BQCA vlastnosti jednak alosterického agonisty
a zaroven PAM. Do davky 100 uM sloucenina neinteraguje s jinym podtypy
mMAChRs (96).

Pfi pouziti BQCA se mnohonasobné sniZuje hodnota koncentrace ACh potifebna
pro aktivaci M1 mAChRs. Chovani této slouCeniny bylo testovano na bunécné linii
stabilné exprimujici rekombinantni M1 mAChRs (91).
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ACh sam o sobé aktivoval receptor s hodnotou ECso0 = 2,42 + 0,34 nM. S rostouci
koncentraci pfidavaného BQCA (0,3-3 uM) klesala hodnota ECs0 (0,76 £ 0,56 -
0,12 £ 0,03 nM) (91). BQCA jako PAM prokazuje kooperativitu kromé& ACh také

s dal§im orthosterickym agonistou — karbacholem (97).

BQCA prostfednictvim M1 mAChRs v CNS pozitivné ovliviiuje mozkové funkce a
postizenou pamét. Jeji pusobeni podporuje non-amyloidni Stépeni APP a to
zifejmé diky aktivaci a-sekretasy a soucasné inhibici v-sekretasy (12,91). Pfi in
vivo pouZziti anticholinergika skopolaminu na mysSich nastava indukované
negativni ovlivnéni kognitivnich funkci. Po aplikaci davky 15 mg/kg nebo 20
mg/kg BQCA u mysi nebyl pfitomny pavodné indukovany skopolaminovy deficit
(96,97).

OCH3

Obr 6. Struktura molekuly benzylchinolon karboxylové kyseliny
Pfevzato z:

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/smI0497?lang=en&region=
Cz
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4 CiL PRACE

Latky testované v této praci byly syntetizovany na Katedre toxikologie a vojenskeé
farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové, Univerzity obrany
v Brné. PFi vyvoji latek byla pozornost zamérfena na ovlivnéni cholinergniho
systtmu a to dvojim zpUsobem. Snahou bylo sniZit odbouravani
neurotransmiteru ACh a zaroven podpofit jeho pusobeni na M1 mAChRs.
Vysledna struktura tedy vzdy obsahovala molekulu AChEI spojenou s molekulou
PAM M1 mAChRs.

Jako AChEI byly zvoleny ftfi latky - THA, 6-chlortakrin (6-ClI THA) a 7-
methoxytakrin (7-MEOTA). Molekula kazdého inhibitoru byla spojena pomoci
rizné dlouhého uhlikatého fetézce s molekulou BQCA, ktera zaujimala roli PAM
M1 mAChRs. Takto vzniklo dvacet jedna derivatl BQCA, u kterych se testovala
schopnost inhibovat AChE a BChE a jejich plsobeni na M1 mAChRs. Inhibi¢ni
vlastnosti latek byly méreny spektrofotometricky metodou dle Ellmana. Chovani
latek vici M1 mAChRs bylo testovano na bunééné linii stabilné exprimujici tento
podtyp receptord. Méfeni probihalo na principu fluorimetrie za pouziti

vapnikového testu.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Stanoveni ICso testovanych latek

5.1.1 Princip metody

ICs0 je takova koncentrace inhibitoru, ktera snizi aktivitu enzymu na polovinu. Pro
stanoveni hodnot ICso byla vyuzita modifikovana metoda dle Ellmana (1961).
Jedna se o kolorimetrickou metodu se spektrofotometrickou detekci, jez je
aplikovatelna pfi stanoveni aktivity cholinesteras. V pokusu je pouzit substrat
acetylthiocholinjodid (ATChJ) nebo butyrylthiocholinjodid (BTChJ), ktery je
hydrolyzovan pfislusnym enzymem. Vznika kyselina octova a thiocholinjodid,
ktery po reakci s 5,5'-dithiobis-(2-nitro) benzoovou kyselinou (DTNB) uvolnuje
anion. Tento anion je chromoforem, ktery je spektrofotometricky detekovan.
Vyhodou této metody je jeji rychlost a relativné snadné provedeni (98,99).

Ellmanovu metodu popisuji nize uvedené chemické reakce (viz Obr. 7).
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Obr 7. Chemické reakce Ellmanovy metody
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5.1.2 Chemikalie a priprava zakladnich roztoku

a) Fosfatovy pufr 0,1 M, pH 7.4 (Sigma-Aldrich, CR)

11,49 g Na2HPO4 (Mr = 141,96 g/mol) bylo rozpusténo v 810 ml destilované vody.
3,4 g KH2PO4 (Mr = 136,08 g/mol) bylo rozpusténo v 250 ml destilované vody.

K roztoku Na2HPOs byl postupné pfidavan roztok KH2PO4 do té doby, nez
hodnota pH dosahla 7,4.

b) 5,5 -dithiobis-(2-nitro) benzoové kyselina (DTNB) (Sigma-Aldrich, CR)

0,05 g DTNB bylo rozpusténo v 50 ml fosfatového pufru

c) Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, CR)

0,29 g ATChJ bylo rozpusténo v 10 ml vody. 1 ml vysledného roztoku byl doplnén

destilovanou vodou do objemu 10 ml.

d) Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, CR)

0,32 g BTChJ bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody. 1 ml vysledného roztoku

byl doplnén destilovanou vodou do objemu 10 ml.

e) Fosfatovy pufr s albuminem (Sigma-Aldrich, CR)

K fosfatovému pufru byl pfidan lidsky albumin v koncentraci 1 mg/ml.

f) Butyrylcholinesterasa (Sigma-Aldrich, CR)

Enzym se pfipravil za stalého michani na drceném ledu. Enzym byl po vyjmuti
z mrazaku ponechan temperovat se na pokojovou teplotu. Po otevieni byla
odebrana ¢ast lyofilizovaného enzymu, ke které bylo pfidano 100 ul fosfatového
pufru s albuminem. Kazdych pét minut bylo pfidano 100 pl pufru a roztok byl
fedén do té doby, nez dosahla vysledna aktivita enzymu rozmezi hodnot
0,25-0,35.
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a) Erytrocytarni acetylcholinesterasa (eryAChE)

Za stalého michani na drceném ledu byla fedéna eryAChE fosfatovym pufrem na
pozadovanou aktivitu v rozmezi hodnot 0,25-0,35. EryAChE byla ziskana

z odebranych vzorku krve zaméstnanct KTVF.

h) Testované slouéeniny 1a-1h, 2a-2h, 3a-3h

Roztoky testovanych latek byly pfipravovany v den méfeni nasledujicim

zpusobem:

K dispozici byly znamy tyto hodnoty: koncentrace (c) zasobniho roztoku 102 M,
pozadovany objem (V) 2 ml a molarni hmotnost (Mr) testované latky. Potfebna
navazka byla vypoctena dle vzorce m = ¢ - Mr - V. Tato hmotnost byla rozpusténa
v pfislusném objemu dimethylsulfoxidu (DMSO) z divodu Spatné rozpustnosti
latek. 100 pl 102 M zasobniho roztoku bylo pfidano do 900 yl DMSO, ¢imz se
ziskala koncentrace o jeden fad niz8i tedy 10-3 M. Dale fedéni pokracovalo s tim
rozdilem, Ze koncentrace 10“ M jiz byla rozpusténa ve fosfatovém pufru.
Koncentrac¢ni fady v8ech testovanych latek byly 104, 1045, 105, 1052°, 1059,
10575, 10, 10625, 1065, 10675, 10" a 108 M. V pfipadé potieby byly nafedény

dalsSi mezikoncentrace.
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5.1.3 Postup stanoveni ICso inhibitoru

Ke spektrofotometrickému stanoveni aktivity enzymu byl pouzit pfistroj Synergy
Multi-Mode Reader (Biotek, USA). Kolorimetricka reakce byla detekovana pfi
vinové délce 412 nm a 37 °C. Pokus se méfil na 96jamkové mikrotitraéni desticce
(Biotech, CR).

V uvodu pokusu bylo tfeba stanovit aktivitu enzymu AChE nebo BChE (dale jen
,enzym®). Do dvou kontrolnich jamek byly pipetovany nasledujici roztoky v téchto
objemech a poradi: 10 yl enzymu, 50 ul fosfatového pufru, 20 yl DTNB a 20 pl
substratu ATChJ nebo BTChJ (dale jen ,substrat®). Po promichani obsahu jamek
trepaCkou (IKA, Némecko) byla destiCka vloZzena do spektrofotometru a bylo

spusténo méreni.

Pokud aktivita enzymu dosahovala pfijatelnych hodnot, bylo mozZné jej pouzit k
méfeni s testovanymi latkami. V opacném pfipadé se hodnota aktivity upravila

jeho fedénim.

Pfi testovani konkrétni latky bylo do jamky pipetovano 10 yl enzymu, 40 pl
fosfatového pufru, 20 yl DTNB a 10 ul inhibitoru. Po protfepani se desticka v
pristroji 5 minut inkubovala pfi 37 °C. Béhem této doby probihala pfedpokladana
inhibice enzymu testovanou latkou. Po uplynuti potfebné doby bylo pfidano 20 pl
substratu  odpovidajiciho  pouzitéemu enzymu. Timto krokem byla
zahajena barevna reakce, kde byla pfima uméra mezi intenzitou zbarveni a

aktivitou inhibovaného enzymu.

Koncentraéni fada kazdé testované latky byla méfena v triplikatu. Pfi méfeni byl
prvni fadek desti¢ky vzdy kontrolni, tzn. bez testované slouCeniny. Hodnoty
aktivity odpovidaly aktivité samotného enzymu. Jejich aritmeticky pramér byl
vyhodnocen jako 100 % odpovédi, ze které se procentualné vyjadiovala inhibi¢ni
schopnost testovanych latek.

Naméfené hodnoty byly skrze program Microsoft Excel importovany do
statistického programu GraphPad Prism 5 (San Diego, USA). Pomoci tohoto
programu byly vytvofeny kfivky inhibice a stanoveny hodnoty ICso jednotlivych

latek.
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5.2 Fluorimetrické méfeni modulace muskarinovych

receptort

5.2.1 Princip metody

Testovani syntetizovanych latek, jakozto PAM M1 mAChRs, probihalo s vyuzitim

vapnikového testu (viz Obr. 8).

Aktivaci M1 receptoru spfazeného s G proteinem dochazi ke kaskadé déja, na
jejimz konci aktivovany IP3 interaguje s receptory endoplazmatického retikula
(ER) a dochazi k uvolnéni intracelularnich vapenatych iontl. Na takto uvolnéné
ionty vapniku se poté navazuje nami aplikovany fluorescenéni indikator a dochazi

k emisi zafeni. Nasledné je zafeni spektrofluorometricky detekovano.

Pfi testovani jednotlivych latek byl vyuZit orthostericky agonista M1 mAChRs
oxo-M. Testované slouceniny zastupovaly roli PAM Mi mAChRs a
vyhodnocovala se jejich schopnost pozitivné modulovat odpovéd orthosterického

ligandu po jejich navazani do alosterického mista receptoru.

Pro fluorescen&ni znaceni intracelularnich vapenatych iontd byl vyuzit Fluo-4NW
Calcium Assay Kit. Fluorescenéni barvivo Fluo-4 NW se vaze na vapenaté ionty
a vyuziva se pro testovani agonistu a antagonistd GPCR. NW v nazvu znamena,
Zze béhem metodiky je mozné vypustit krok promyvani. Timto je cely proces
zjednodusen. Fluo-4 NW oproti svému predchddci Fluo-3 znadi ionty vice jasné

a ma vétsi emisni intenzitu (100).
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Obr. 8 Princip vapnikového testu

Zkratky: GPCR - receptor sprazeny s G-proteinem, PLC - fosfolipasa C, IP3 -
inositol trifosfat, ER — endoplazmatické retikulum

Modifikovano dle:

http://www.enzolifesciences.com/ENZ-51016/fluoforte-calcium-assay-kit/
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5.2.2 Chemikalie a priprava zakladnich roztoku

a) Bunécna linie CHO-M1 (ATCC, USA)

b) F-12 médium (Nutrient Mixture F-12 Ham, Sigma-Aldrich, CR)

c) G 418 - Geneticin (Sigma-Aldrich, CR)

DoplInéno do F-12 média na vyslednou koncentraci 1%.

d) Fetalni bovinni sérum (Fetal Bovine Serum, FBS, Sigma-Aldrich, CR)

Doplnéno do F-12 média na vyslednou koncentraci 10%.

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

f) Fosfatovy pufr (Dulbeco’s Phosfate Buffered Saline, PBS, Sigma-Aldrich, CR)

g) Fluo-4 NW Calcium Assay Kit (Molecular Probes, Oregon, USA)

Chemikalie byly pfipraveny dle pokynul vyrobce.

h) Oxotremorin (Sigma-Aldrich, CR)

Navazené mnozstvi oxo-M bylo rozpusténo v destilované vodé. Vysledna

koncentrace roztoku 1 pymol/l odpovida hodnoté ECso.

ch) Testované slouceniny 1a-1h, 2a-2h, 3a-3h

Roztoky testovanych latek byly pfipravovany v den méfeni nasledujicim

zpusobem:

K dispozici byly znamy tyto hodnoty: koncentrace (c) zasobniho roztoku 102 M,
pozadovany objem (V) 2 ml a molarni hmotnost (Mr) testované latky. Potfebna
navazka byla vypoctena dle vzorce m = ¢ - Mr - V. Tato hmotnost byla rozpusténa
v pFislu§ném objemu DMSO, z dlivodu $patné rozpustnosti latek. 100 uyl 102 M
roztoku bylo pfidano do 900 ul DMSO, &imz se ziskala koncentrace o jeden fad
vy$8i, tedy 103 M. Dale fedéni pokracovalo s tim rozdilem, Ze koncentrace 10+
M jiz byla rozpusténa ve fosfatovém pufru. Koncentra¢ni fady v8ech testovanych
latek byly 10-4, 1042, 10-%, 10-5°%, 10 a 10" M. V pfipadé potieby byly nafedény

dalsSi mezikoncentrace.
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5.2.3 Postup stanoveni agonistické aktivity

Pro tento pokus byla pouZita bunééna linie z ovarialnich bunék kfecka Cinského,
stabilné exprimujici rekombinantni lidské mAChRs podtypu M1 (CHO-M+). Bunky

byly kultivovany v upraveném F-12 médiu pfi 37 °C v 5% atmosféie COs-.

Prfed kazdym méfenim bylo tfeba bunky nasadit do 96jamkové mikrotitracni

destiéky pro méfeni fluorescence, ktera brani priniku svétla (Biotech, CR).

Z kultivaéni lahve s bunéc¢nou linii bylo nejprve odsato kultivacni médium a poté
pfidano pfiblizné 5 ml fosfatového pufru. Po jemném promyti dna nadoby s
adherovanymi bunkami se pufr z lahve odsal. Nasledné byl pfidan 1 ml roztoku
trypsinu. Lahev byla vlioZzena do inkubatoru s teplotou 37 °C a atmosférou 5%
CO2 na dobu 5 minut. PFfi inkubaci doSlo k uvolnéni bunék ze dna lahve do
trypsinu. Béhem inkubace byla pfipravena zkumavka se 1,8 ml zivného média.
Po uplynuti 5 minut bylo do lahve pfidano 5 ml Zivného média a nasledné bylo
vSe dukladné promichano i s trypsinem tak, aby se bunky oddélily ode dna. Poté
bylo z lahve odebrano 0,2 ml média s trypsinem a s uvolnénymi bunkami. Toto
mnozstvi bylo pfidano do zkumavky se 1,8 ml média a fadné promichano. Z této

zkumavky bylo odebrano 10 ul a pfeneseno do Blrkerovy pocitaci komarky.

PoZadovany pocet bunék na jednu jamku byl 70 000 bunék v médiu o objemu
100 ul. Vzdy byly pfipravovany dvé destiCky s napipetovanymi Sesti sloupci Takto
pfipravené desti¢ky byly pfes noc inkubovany opét za podminek 37 °C/5% CO:.
V nasledujici den pokusu bylo odsano Zivné médium a pfidano 100 pl Fluo-4 NW
do kazdé jamky. DestiCka se poté inkubovala 30 minut pfi podminkach 37 °C/5%

COza 30 minut pfi laboratorni teploté.

K méfeni agonistické aktivity byl pouzit pfistroj Synergy HTX Multi-Mode Reader
(Biotek, USA). Fluorescence znaCenych vapenatych iontl byla detekovana pfi
excitaéni vinové délce 482/20 nm, emisni vinové délce 528/20 nm a laboratorni

teploté.

Kazda jednotlivd koncentrace dané latky o objemu 10 ul byla pipetovana na
destiCku tak, aby pfi spusténi méfeni ubéhla 10minutova inkubace slouceniny

v jamce. Kazda koncentracni fada byla méfena v triplikatu.
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Automatickym injekEnim mechanismem bylo poté do kazdé jamky aplikovano 10
Ml oxo-M v koncentraci odpovidajici hodnoté ECso (EC20). Do prvniho a
posledniho fadku destiCky byl aplikovan pouze oxo-M. Tyto hodnoty byly
kontrolni a jejich aritmeticky primér byl povazovan za 100% odpovéd, ¢imz se

zajistila minimalizace chyb béhem méfeni.

Hodnoty emitované fluorescence byly procentualné vyjadfeny v programu
Microsoft Excel a nasledné vyhodnoceny ve statistickém programu GraphPad
Prism 5 (San Diego, USA).
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6 VYSLEDKY

V této praci bylo testovano celkem dvacet jedna sloucenin, které mizeme dle
struktury rozdélit do tfi skupin o sedmi latkach. Pro v8echny slou€eniny je
spole¢né spojeni molekuly AChEI s molekulou BQCA, jakozto PAM M1 mAChRs.
Tyto dvé molekuly jsou spojeny uhlikatym fetézcem o délce dvou az osmi uhliku
(viz Obr. 9).

Prvni skupina zahrnuje slou€eniny 1a-1g. U téchto latek se jedna o spojeni
molekuly 7-MEOTA jako AChEI a molekuly BQCA. Slou€eniny se mezi sebou liSi

délkou spojovaciho fetézce.

Druhou skupinu tvofi slou¢eniny 2a-2g. Molekulou AChEI je v tomto pfipadé
THA, spojeny s molekulou BQCA. Mezi slou¢eninami je rozdil v délce

spojovaciho fetézce.

Treti skupina obsahuje slou¢eniny 3a-3g. Zde je v roli AChEI molekula 6-Cl THA
(6-chloro-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin) spojena s molekulou BQCA. Jako u
predchozich skupin se slou€eniny mezi sebou liSi po&tem uhlik(l ve spojovacim

fetézci.
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Obr. 9 Obecna struktura testovanych sloucenin

U vSech uvedenych sloucCenin byla testovana jejich schopnost inhibovat enzymy
AChE a BChE a jejich pusobeni na M1 mAChRs.
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6.1 Inhibice acetylcholinesterasy

Ve skupiné derivata 7-MEOTA byla jako nejlepsi inhibitor AChE vyhodnocena
slou€enina 1f (ICs0= 1,53 + 0,16 yM). Jeji schopnost inhibovat dany enzym byla

vSak slabsSi nez u samotného standardu 7-MEOTA (viz Obr. 11).

NejlepSim inhibitorem AChE mezi derivaty THA byla stanovena slouCenina 2b
(ICs0 = 0,13 = 0,01 uM). Spojovaci fetézec této v molekule ma ctyfi uhliky.
V porovnani se standardem THA je latka uc€inné&jSim inhibitorem AChE a to témér
dvaapulkrat (viz Obr. 12).

Dle naméfenych hodnot bylo vyhodnoceno, Ze nejlepSim AChEI je slou¢enina 3b
(ICs0= 0,042 + 0,003 pM) (viz Obr. 10). Strukturné se jedna o derivat 6-Cl THA
se spojovacim fetézcem o dvou uhlicich. Oproti standardu 6-CI THA v8ak
inhibuje tato latka AChE vice nez dvakrat hufe (viz Obr. 13).
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Obr. 10 Graf inhibice acetylcholinesterasy

Graf znazornuje inhibi¢ni kfivku 6-Cl THA a pfisluSného derivatu 3b, jeZ byl

vyhodnocen jako nejlepSi AChEI ze vSech testovanych sloucenin.
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Obr. 13 Graf hodnot ICso slou¢enin 6-Cl THA vici AChE
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6.2 Inhibice butyrylcholinesterasy

Mezi derivaty 7-MEOTA vystupovala jako nejucinnéjsi BChEI latka 1a (ICso =
pocet uhlikl, dva. Zajimavosti je, Ze sloucenina je o dva fady lepSim inhibitorem,

nez odpovidajici standard 7-MEOTA (viz Obr. 15).

NejlepSim BChEI byl dle naméfenych hodnot stanoven derivat THA, konkrétné
sloucenina 2a (ICso = 0,059 + 0,001 uM) (viz Obr. 14). Spojovaci fetézec v této
molekule ma délku dvou uhlikd. Slou€enina 2a je jedenapulkrat u€innéjSim

inhibitorem, nez pfislusny standard THA (viz Obr. 16).

Nejlepsi inhibice BChE ze skupiny derivatd 6-Cl THA dosahovala sloucenina 3a
(ICs0= 0,083 = 0,005 uM), jejiz struktura obsahuje tfiuhlikaty spojovaci fetézec.
Vzhledem ke standardu 6-Cl THA je vSak tato latka slabSim inhibitorem a to témér

pétkrat (viz Obr. 17).
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Obr. 14 Graf inhibice butyrylcholinesterasy

Graf znazorfuje inhibiéni kfivku THA a pfislusného derivatu 2a, jez byl

vyhodnocen jako nejlepSi BChEI ze vSech testovanych sloucenin.
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Obr. 16 Graf hodnot ICso slou¢enin THA vici BChE
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6.3 Modulace M1 muskarinovych receptoru

Zadna ztestovanych sloudenin nevystupovala jako PAM orthosterického
agonisty oxo-M na M1 mAChRs. Naopak, vSechny latky pusobily na M1 mAChRs
inhibi¢né (viz Obr. 18).

Ze vSech testovanych latek tak muzeme alespor urcit slouceninu, ktera
agonistické puUsobeni orthosterického ligandu oxo-M inhibovala nejméné.
Jednalo se o latku 1f (ICs0 = 11,40 £ 3,56 uM), jez je derivatem 7-MEOTA a ve
struktufe obsahovala spojovaci fetézec o délce sedmi uhlikd. Inhibi¢ni pusobeni
této latky na M1 mAChRs mizeme, v porovnani s ostatnimi derivaty, vyhodnotit

jako nejméné nevhodné (viz Obr. 19).

Obecné vSechny derivaty fady 7-MEOTA vystupovaly jako slabsi inhibitory oproti

ostatnim testovanym derivatiim.
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Obr. 18 Graf inhibice M1 muskarinovych receptort

Graf znazoriuje inhibicni kfivku slou€eniny 1f (derivat 7-MEQOTA) v porovnani

s antagonistou muskarinovych receptoru - atropinem.
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Obr. 19 Graf hodnot ICso slouc¢enin 7-MEOTA vici M1 mAChRs
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Obr. 20 Graf hodnot ICso slou¢enin THA viéi M1 mAChRs
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7 DISKUZE

AD je nejCastéji zastoupenou formou demence, jejiz incidence stale narusta
(1,2). Nejenze je tato nemoc nevylécitelna, ale neni znama ani pficCina jejiho
vzniku (1). Zhlediska patologie je kliCcové S§tépeni APP cholinergni
cestou, nasledny vznik AB a jeho akumulace v mozku v podobé plaki. SouCasné

je pfitomny hyperfosforylovany tau protein tvofici neurofibrilarni klubka (101).

AD je vSak onemocnénim s multifaktorialni etiologii. DalSimi procesy, které
v postizeném mozku probihaji, jsou oxidativni stres, lokalni zanét, hromadéni
kationtd kovl, postizeni mitotickd a mitochondrialni. Vyskytuji se genetické
mutace, hormonalni zmény a jsou naruSeny fyziologické hladiny
neurotransmiterd v CNS (87,102). V dusledku téchto déju odumiraji nervové
buriky (pfedevSim v nucleus basalis Meynerti), logicky se snizuje pocet
cholinergnich receptorli a klesa koncentrace ACh. Klinickymi pfiznaky nemoci u

postizenych pacientu jsou poruchy intelektu a paméti. (103,104)

Pozitivniho ovlivnéni kognitivnich funkci a kvality Zzivota skrze zlepSeni
cholinergni transmise bylo dosazeno diky AChEI. Pouziti téchto latek nicméné
limituji nezadouci ucinky, které vyplyvaji z aktivace cholinergnich receptort nejen
vCNS, ale i na periferii (77). V souCasnosti dostupna I|éCba je pouze
symptomaticka a to za pouziti AChEI (donepezil, galantamin, rivastigmin) a

memantinu, jez je antagonistou NMDA receptort (105).

Pro cholinergni procesy v mozku, které souvisi s kognitivnimi funkcemi, u¢enim
a paméti jsou podstatné prfedevS§im mAChRs. Specifické fyziologické funkce
jednotlivych podtypd mAChRs vS§ak nejsou zcela prozkoumany a to z duvodu

absence specifickych farmakologickych ligandud pro tyto receptory (12,106).

Z farmakologického hlediska a z dosavadniho testovani jsou podtypy mAChRs
vhodnym cilem pro IéCiva nejen AD, ale i dalSich onemocnéni, pfi kterych dochazi
k postizeni kognitivnich funkci. Obecné se jedna o demence nebo Ié¢bu psychoz,
napfiklad schizofrenie (92). Pfekazkou ve vyvoji takovychto IéCiv je specifické
pofadi aminokyselin, které tvofi orthosterické vazebné misto mAChRs. Nové
syntetizovany ligand by proto musel vykazovat vi¢i danému podtypu receptoru
vysokou specifitu. Tohoto se pfi vyvoji novych molekul nedafi dosahnout.
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Respektive existuji latky s agonistickou aktivitou vici M1 mAChRs, ale pouze pfi
vystaveni tomuto jednomu konkrétnimu podtypu receptoru v bunééné linii.
V prostfedi zvifeciho nebo lidského organismu se slouceniny vazi i na ostatni
podtypy receptort (12,107). Latky syntetizované jako agonisté M1a M4 mAChRs
s cilem zlepSit CNS funkce ve vysledku interaguji i s podtypy M2 a Ms mAChRs

na periferii. Vysledkem jsou nezadouci ucinky souvisejici s jejich aktivaci.

Prilezitosti pfi hledani novych IéCiv, je vyuZziti dalSiho vazebného mista receptoru.
Je jim misto alosterické, které je od mista orthosterického topograficky odlisné.
Pofadi aminokyselin v alosterickém misté receptoru neni tak vysoce
konzervativni. Alosterické ligandy proto vic¢i nému nemusi vykazovat vysokou
specifitu, ktera by byla potfebna k navazani na konkrétni podtyp receptoru.
Alostericky ligand muze mit vlastnosti alosterického agonisty a aktivovat receptor
i v nepfitomnosti orthosterického agonisty. Mize vystupovat jako PAM mAChRs,
ktery pouze potencuje pusobeni orthosterického ligandu a v jeho nepfitomnosti
neni aktivni. Jedna molekula také muze mit oba ucinky na receptor soucasné
(93,108).

Prvni objevenou molekulou, jez méla vlastnosti PAM M1 mAChRs byl brucin.
Jeho ucCinky se projevovaly pfi vysoké mikromolarni koncentraci (109,110).
Prvnim alosterickym agonistou byla slou¢enina AC 42, ktera aktivuje M1 mAChRs
a je pro tento podtyp receptoru vysoce selektivni (95). Nicméné tyto slouceniny
nebyly vhodné pro dalSi testovani zejména kvuli své Spatné rozpustnosti ve

fyziologickych pufrech a relativné slabé potenciaci receptoru. (95,109,110)

Vzhledem ke komplikované etiologii AD je sou€asnym trendem vytvaret takové
molekuly, které by byly diky své struktufe ligandem pro vice nez jednu
farmakologickou strukturu. Takové slouceniny, které maji SirSi spektrum ucinku,
oznacujeme jako MTDLs. NejCastéji jsou syntetizovany latky s dualnim ucinkem,
kdy se kombinuje molekula AChEI spolu s molekulou, ktera ma pfidavné
vlastnosti. Jedna se napfiklad o antioxidant, antagonistu kalciovych kanalu,
antagonistu NMDA receptord, inhibitor B-sekretasy a dalsi (102,111).

Molekula AChEI byla pouzita i pfi syntéze MTDLSs, jez byly testovany v této praci.
Jak jiz bylo zminéno, cilem této prace bylo farmakologické stanoveni latek, které

byly syntetizovany za ucCelem ovlivnéni postizeného cholinergniho systému.
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Obecné k tomu byla pouzita molekula, jejiz struktura odpovidala spojeni AChEI
a PAM M1 mAChRs. Zastupci AChEI byly slou¢eniny 7-MEOTA, THA a 6-Cl THA.
Roli PAM M1 mAChRs zastupovala molekula BQCA. Molekula THA a jeji derivaty
jsou obecné pro syntézu MTDLs Casto vyuzivany. Farmakologické studie maji
mimo jiné za cil prokazat, Zze takto vzniklé slou€eniny nejsou, na rozdil od

samotného THA, toxické a zaroven jsou u nich zachovany vlastnosti AChEI. (112)

7-MEOTA je AChEI, ktery ma s THA srovnatelnou farmakologickou aktivitu.
Vyhodou oproti THA je jeho menSi toxicita, pravdépodobné diky odlisné
metabolizaci v jatrech. Syntéza tohoto THA derivatu probihala v Hradci Kralové
v 80. letech dvacatého stoleti a slouCenina byla plvodné pouzivana jako
antidotum psychoaktivnich latek (BZ latka) (113,114). DalSim derivatem THA
pouzitym pfi vyvoji testovanych latek byl 6-ClI THA, ktery diky substituci chlorem

v molekule vykazuje oproti THA lepsi inhibi¢ni vlastnosti vic¢i AChE.

Molekula BQCA ve struktufe MTDLs zastupovala roli PAM M1 mAChRs. BQCA
je vuci podtypu M1 vysoce selektivni a neinteraguje s dalSimi podtypy mAChRs.
Tato selektivita je zaru€ena az do davky 100 uM BQCA (91,96).

Po testovani uvedenych latek bylo vyhodnoceno, Ze v8echny testované

slouceniny maji schopnost inhibovat enzymy AChE a BChE.

NejlepSim AChEI byla latka 3b (ICs0= 0,042 £+ 0,003 uM), ktera je derivatem 6-Cl
THA. Samotna molekula 6-CI THA vSak dosahovala mirné lepSich hodnot
inhibice (ICso = 0,018 + 0,001 uM). Skupina derivatl 6-ClI THA zaroven patfila
mezi nejlepSi AChEI v porovnani s derivaty THA a 7-MEOTA. Tyto vysledky
koresponduiji s literaturou, kde je struktura 6-ClI THA oznaCovana za ucinnégjsi
nez THA, kvuli substituci chlorem v molekule (115). Derivaty THA byly v priméru
lepSimi inhibitory nez samotny THA. Hodnoty ICso této skupiny dosahovaly
fadové stejnych hodnot. Derivaty 7-MEOTA byly v porovnani s ostatnimi derivaty
nejslabsimi AChEI tudiz i jejich toxicita by méla byt niz8i. Dle namé&fenych hodnot
bylo zaroven vyhodnoceno, Ze derivaty 7-MEOTA vykazuji schopnost inhibice
AChE vétSinou o jeden fad lepSi, nez samotna 7-MEOTA (ICso = 10,00 + 0,98
MM). Dle ziskanych vysledku neni pozorovana jednoznacna souvislost mezi
délkou uhlikatého spojovaciho fetézce a ucinnosti inhibitoru. Nejlepsi AChEI,

kterym je slou¢enina 3b, ma spojovaci fetézec o délce dvou uhlika.
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Pouze u derivatd 7-MEOTA je viditelna souvislost mezi prodluzujicim se
fetézcem a klesajici schopnosti inhibice. Jedinym faktem spole€nym pro vSechny

tfi skupiny derivatl je, Ze slouceniny s nejdelSim osmiuhlikatym fetézcem maji

NejucinnéjSim BChEI byla latka 2a (ICso = 0,059 + 0,001 pM). Jedna se o derivat
THA, jeZ inhiboval BChE Iépe nez samotny THA (ICso = 0,088 + 0,001 pM).
V literatufe je v8ak THA lepSim BChEI, vzhledem k uvadénym vysledkim
ICs0 =0,02 + 0,01 yM (116). Skupina derivatd THA dosahovala nejlepSich hodnot
ICs0 pro BChE. Timto se potvrdila jiz zminéna lepSi selektivita THA k BChE nez
k AChE (31). Dle naméfenych hodnot mizeme odvodit, Ze s délkou spojovaciho
fetézce klesala schopnost inhibovat BChE. Tato skute¢nost je nejevice patrna u
derivatd 7-MEOTA a 6-Cl THA. Ve skupiné derivatli 6-Cl THA je zajimava latka
3a (ICso = 0,083 + 0,005 uM), ktera dosahla hodnoty ICs0 o dva fady lepsi, nez
samotny standard 6-CI THA (ICs0= 1,7 £ 0,1 yM). Jako u AChEI i v tomto pfipadé
byly derivaty 7-MEOTA nejméné ucinné BChEI. Ze skupiny téchto derivatu
vykazovala nejlepsi vlastnosti slouCenina 1a (ICso = 0,41 £ 0,02 yM). Z tohoto
muzeme vyvodit, Ze ve vSech skupinach derivatd byla neucinnéjSim BChEI
takova sloucenina, ktera méla pouze dva uhliky ve spojovacim fetézci. Hodnota
ICs0 7-MEOTA byla naméfena 17,56 + 0,80 uM. Oproti vysledkiim uvadénym
v literatufe (ICso = 21 + 3,4 pM) (116) je tedy uc€innéjSim inhibitorem.

Zadny testovany derivat nebyl PAM M1 mAChRs. VSechny testované derivaty
inhibovaly plsobeni agonisty oxo-M na muskarinovém receptoru. Proto muzeme
pouze urcit slou€eninu, ktera agonistu inhibovala nejméné. Jedna se o latku 1f,
ktera je derivatem 7-MEOTA (ICs0 = 11,4 £ 3,6 uM). Tato slou€enina inhibovala
receptor méné, nez samotny standard 7-MEOTA (ICso = 3,7 £ 0,2 puM).

Z vysledkd vyplyva, ze vSechny 7-MEOTA derivaty jsou slabé inhibitory. Pro
inhibici AChE, BChE je to nevitané, vi¢i M1 mAChRs se vSak toto jevi jako
vyhoda. Schopnost inhibovat ChE se u derivatl jednotlivych inhibitord zachovala
i v MTDLs molekule. Schopnost BQCA modulovat odpovéd GPCR se vSak
neprojevila. Pokud vezmeme v uvahu, Zze THA ma schopnost vazat se do
alosterického mista, je otazkou, zda testované derivaty THA neinteragovaly

s alosterickym mistem receptoru namisto molekuly BQCA.
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V oblasti chemické syntézy probéhly obmény struktury BQCA a testovani PAM
aktivity vzniklych derivatd. Nékdy totiz sta¢i mald zména v molekule k tomu, aby
se z PAM stala molekula NAM. Napfiklad z jiz znamych pfikladu: obménou
chinolinového jadra se podafilo ziskat molekuly s lepSimi vlastnostmi PAM, nez
ma samotna molekula BQCA. Jako konkrétni pfiklad muzeme uvést zaménu
benzenového kruhu chinolinu za cyklohexan. Spolu se substituci v poloze 5
hydroxylovou skupinou byly ziskany aktivnéjsi slou¢eniny v porovnani s BQCA.
NejuCinnéjSim derivatem vyvinutym v Merck Research Laboratories je
chinolizidinova kyselina, ve které byl chinolinovy kruh nahrazen chinolizidinovym
(94).

Nami testované derivaty nemaji zachovanou karboxylovou skupinu. Skrze
amidovou vazbu a uhlikaty Ffetézec je spojena molekula BQCA a inhibitoru ChE.

Je proto otazkou, zda je karboxylova skupina nezbytna pro u€inek PAM.

Zadna ztestovanych slougenin nevykazovala vlastnosti potencialniho 1égiva,
které by bylo vhodné pro terapii AD. Syntetizované MTDLs struktury nemély
takové vlastnosti, které se pfi jejich vyvoji pfedpokladaly. Latky testované v této
praci maji u€inky pouze AChEI a BChEI. PoZadovany uc€inek na M1 mAChRs
nebyl prokazan. Naopak, antagonisticka modulace daného receptoru je

z hlediska terapie AD nezadouci.

Z hlediska dalSi syntézy potencialnich leCiv AD by bylo vhodné zaméfit pozornost
na molekulu BQCA v MTDLs slou€eninach. Sama o sobé je totiz PAM M
MAChRs, ¢ehoz se pfi spojeni s dalSi molekulou inhibitoru ChE nepodafilo
dosahnout. Je mozné, ze pfi zménach v zakladni struktufe molekuly BQCA by se
podafilo vyvinout u€inny derivat se zachovanou aktivitou i v molekule MTDLs.
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo testovani nové syntetizovanych latek jakozto potencialnich
léCiv AD. Slouceniny byly syntetizovany za ucelem ovlivnéni cholinergniho
systému, ktery je pfi onemocnéni postizen. Snahou bylo vytvofit takovou latku,
ktera by ovlivnila odbouravani ACh a zaroven podpofila jeho pusobeni na M1

mMAChRs, pro které je ACh orthosterickym agonistou. Proto bylo potfebné

vyvinout slou€eninu, ktera by byla schopna mit dualni ucinek.

Obecné struktura slou€enin odpovidala spojeni dvou molekul. Molekula AChEI
(THA, 6-CI THA, 7-MEOTA) zabraniujici hydrolytickému stépeni ACh v synapsi
spolu s molekulou PAM M1 mAChRs, BQCA, jez podporuje pusobeni ACh na
receptoru. Jednotlivé slouCeniny se mezi sebou liSily typem AChEI a délkou

uhlikatého spojovaciho fetézce.

U sloucenin se testovala jejich schopnost inhibovat nejen AChE, ale i BChE.
Pomoci bunécéné linie exprimujici M1 mAChRs se méfila a vyhodnocovala jejich
schopnost modulovat receptorovou odpovéd v pfitomnosti orthosterického

agonisty oxo-M.
VSechny testované slouceniny vystupovaly jako AChEI a BChEL.

Nejlepsim AChEI byla slou€enina 3b, ktera je derivatem 6-CI THA. Celkové
vSechny derivaty 6-Cl THA vykazovaly ze vSech testovanych latek nejlepSi
inhibi¢ni pusobeni. Derivaty 7-MEQOTA patfily mezi inhibitory nejslabsi. NejlepSim
BChEI stanoven derivat THA, konkrétné slouCenina 2a. Tato slouCenina byla
schopna inhibovat BChE Iépe, nez samotny THA. Derivaty odvozené od THA,
inhibovaly BChE |épe nez ostatni testované latky. | zde plati, ze derivaty 7-
MEOTA byly nejslabSimi inhibitory.

Zadna ztestovanych latek nevystupovala jako PAM M:1 mAChRs. Naopak,
slouceniny na receptor pUsobily jako antagonisté a odpovéd agonisty oxo-M
inhibovaly. Muzeme alespon urcit, ze slou€enina 1f, derivat 7-MEOTA, méla
nejslabsi inhibi¢ni vlastnosti a méla tedy nejméné nevhodné vlastnosti. VSechny
derivaty 7-MEOTA inhibovaly receptor slabé&ji nez zbyvaijici derivaty THA a 6-Cl
THA.
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