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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva hodnocenim cytotoxicity nové syntetizovanych
modulatori cholinesteras. Zvolenymi latkami byly derivaty kyseliny c¢tvercové, takrinu
a 7-metoxytakrinu. Takrin a 7-metoxytakrin jsou inhibitory acetylcholinesterasy uréené pro
1écbu Alzheimerovi choroby, ackoliv v pfipad¢ takrinu se jiz od jeho podéavani ustoupilo,
kvtli jeho nezadoucim UCinkliim. Prvni ¢ast je zaméfena na Alzheimerovu chorobu, jeji
patogenezi, pfiznaky, diagnostiku a terapii. Druha ¢ast je vénovana provedeni experimentu
(tzn. pasazovani bunék, provedeni MTT testu, apod.). V zavéru prace jsou uvedeny
a zhodnoceny toxikologické indexy a davkové zéavislé kiivky u jednotlivych testovanych

sloucenin.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Evaluation of cytotoxicity of newly synthesized modulators of cholinesterase

ANNOTATION

This diploma thesis evaluates the cytotoxicity of newly synthesized modulators of
cholinesterase. The chosen compounds were the derivates of squaric acid, tacrine
and 7-methoxytacrine. Tacrine and 7-methoxytacrine are acetylcholinesterase inhibitors used
for the treatment of Alzheimer’s disease. Due to adverse effects, tacrine has been withdrawn
from the market. In the first chapter, the author therefore describes Alzheimer’s disease and
associated pathogenesis, symptoms, diagnosis, and therapy. The second part is focused on the
experiment (i. e. passaging of cells, MTT test, etc.). At the end of the work, toxicological

indexes and dose-depent curves of individual test compounds are presented and evaluated.

KEYWORDS

Alzheimer’s disease, tacrine, 7-methoxytacrine, squaric acid, cholinesterases, MTT test



Obsah

1 TeOoretiCKA CASt...uiiiiiiiiiiiii i 13
1.1 AlZREIMEroVA NEMOC ..ot 13
1.1.1  Patogeneze Alzheimerovy choroby ... 14
1.1.1.1 Cholinergni hypot€za .........ccccoiviiiiiiiiiiiiiiiie et 14
1.1.1.2 Amyloidni hypoteza.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiice e 17
1.1.1.3 Tau proteinova RYPOtEZa .........covrviiiiiiiiiiiiiciiee e 19
1.1.1.4 Geneticke PrediSPOZICE ...ouviiuieiiiiiiieiieeesiee e 20
1.1.1.5 Hypotéza o imunitni 0dpOVEdi.........cuerririririiiiiiiiieieee e 21
1.1.1.6 Hypotéza 0 0XidaCnim SIIESU .......cuerverriririiieiiieii e 23
1.1.1.7 Hypotéza o mitochondridlni dysfunkci.........ccceoiriiiiiiiiiiiiiiciece 24

1.2 PHZNAKY AD .o 25
121 RANE SEAAIUM....eiiiiiiiiiieeie et 26
1.2.2  Stredni StAAIUN ....oovviiiicccce e 26
1.2.3  Pozdni StAAIUML......ccviiiiiieiicce e 26
1.24  Atypické a asymptomatické StAdium ..........cccoeiiiiiiiiiiiiic e 27
1.3 DIAQNOSLIKA ..ottt nre e 27
1.3.1  Klinickad diagnOStIKa ........cccoiiiiiiiieieee e 27
1.3.2  Neuropsychologické a psychometrické testy..........ccoovviiriiiiiiiiiiiiiiiicins 28
1.3.3  Biochemické vySetfeni AD ........cccooiiiiiiiiiiiiic 29
1.3.4  Vysetieni vybranymi zobrazovacimi technikami .............cccoceiiviiiiiinicniienn, 30
1.4 TErAPIE AD ..ottt re e e re e 33
1.41  Farmakolo@icka [€CDa .......ccooviiiiiiiiiiiiiic 33
1.4.1.1 Cholinesterasoveé iNhibitory .........ccocieiiiiiiiiiiiii i 33
1.4.1.2 Antagonisté N-methyl-D-asparatu ...........ccccoevviiriiiiiiiiiiieic e 36
1.4.1.3 Sekretasoveé nhibitory........cccccviiiiiiiiiiiiiiicii e 38
1.4.1.4 INNIDITONY KINAS ..ooueiiiiiiiiieesc s 39
1.4.1.5 Latky regulujici 0XidaCni SrES .......cveieerriiiiiiiieiee e 40
1.4.0.6  IMUNIZACE ...ttt 40
1.4.2  Nefarmakologickd IECDaA .........cccuiiiiiiiiiiii e 41

2 Cile dIplOMOVE PIACE.......iieeiieiiiiieiteeie ettt ettt nb et et nneas 42
3 EXPerimentalng CAS ......cccuiiiiiiiiiiii et 43

T R Y 11 (o 1o [ < AU RUURRRTRRRT 43



4

© o0 ~N o O

3.1.1 BUNECNA LINIE .vvvuiii ittt st e e ettt e ettt s e e e et eeesa b rrreeeteseasbsrrrreeesesessres 43

3.1.2  TeStovane TAtKY .....cocvuiiiiiiiiiii e 43
3.2 Kultivace a pasaZovani DUNCK ..........cccviiiiiiiiiiiiiiie e 46
3.2.1  POStUP PASAZOVANI.....eiiiiiiiiiiieiiie ettt sttt e b e 47
3.3 POCTANT BUNCK ....c.oiiiiiiiiic s 47
3.3.1  Bilrkerova KOmUIKA .......cccoceiiiiiiiiiiiice e 47
3.3.2  PrOtoKOVA CYLOMELIIC .. ecuviiiieiiiiiiiie et 47
3.4 Stanoveni cytotoXiCity LAteK .........ccoviiviiiiiiiiiiic 49
3.4.1  Nasazeni do deStiCKY .....ccoviiiiiiiiiiiice e 49
3.4.2  OVEVIENT DUNCK.......oiiiiiiiiiie e 49
3.4.3  Kolorimetrické stanoveni bun€ené viability .........ccoceoveiiiiiincnininiseseees 50
3.4.3.1 Provedeni MTT teSTU......ueiiiiriiieriieiesieesie e 51

3.5 StatiSticka analyZa.......c.ccoviiiiiiiiii s 52
Vypocet toxikologickych INdeXT........coiiiiiiiiiiiiiiic s 52
4.1  Vychozi slouceniny pro syntézu jednotlivych derivatii .........cccoovviiieiiiiiiciicee 52
411  Toxikologické indexy ICs0.......ccovriiiiiiiiiiiiiiiii s 52
4.2  Monotakrinové derivaty kyseliny CtVercove .........cooviieiiiiiiciiiiise e 52
421  Toxikologické indexy ICs0......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 52
4.2.2  DAvKoVe - ZAVISIE KFIVKY ..ooviiiiiiiiiiic e 53
4.3  Bistakrinové derivaty Kyseliny CtVEIrCOVE ........ccovviiiiiiiiiiiiieii e 56
4.3.1  Toxikologické indexy ICs0......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 56
4.3.2  DAvKove - ZAVISI€ KFIVKY ..oocviiiiiiiiiiiii s 57
4.4  Mono-7-metoxytakrinové derivaty kyseliny Ctvercove .........cccoovvviviieiiniciininninenne 60
441  Toxikologické indexy ICs0......cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 60
4.4.2  DAVKOVE - ZAVISIE KFIVKY ..ovviiiiiiiiiiiic s 61
4.5  Bis-7-metoxytakrinové derivaty Kyseliny CtVercove .........ccoovvvvenerenieninnsiesieennens 64
451  Toxikologické INdeXy ICs0......ccurmmiiiiiriiiieiei s 64
452  DAVKOVE - ZAVISIE KIFIVKY ..evviiiiiiiiiiiiee e 65
DISKUZE ... 69
ZLAVET .ttt R et 72
pAo | (0] [ 2SRRI 73
SeZNAM ODTAZKIUL......eeveiiiieiei e 85
Seznam tabUIEK ... 91



Seznam zkratek
ABAD
AB
ACh
AChE
AD
ADAM
ADRDA
AMK
ApoE
APP
Arg
BACE1
BBB
BuChE
CAS
CBS
CT
DMEM
DMSO
EDTA
EEG
EOAD
EOFAD
FAD
FBS

FDG-PET

Amyloid-vazajici alkohol dehydrogenasa
Amyloid —

Acetylcholin

Acetylcholinesterasa

Alzheimerova choroba

Skupina desintegrinti a metaloproteinas
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Associtation
Aminokyselina

Apolipoprotein E

Transmembranovy amyloidovy prekurzorovy protein
Arginin

B — sekretasa

Hematoencefalicka bariéra
Butyrylcholinesterasa

Katalytické aniontové misto

Kortikobazalni syndrom

Pocitacova tomografie

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
Dimethylsulfoxid

Ethylendiaminotetraoctova kyselina
Elektroencefalografie

Vcasna forma Alzheimerovy choroby

V¢asna familidrni forma Alzheimerovy choroby
Familiarni forma Alzheimerovy choroby
Fetalni bovinni sérum

Pozitronova emisni tomografie s fluorodeoxyglukosou



GABA
Glu
GSK-3
His

ICso
IMC
Iso-OMPA
LOAD
LOFAD
LTP
mAChR
MAO
MAPT
MM
MMSE
MRI
MTT
nAChR
NFT

NINCDS

NMDA
PAS
PBS
PET
Phe

PHF

v — aminomaselna kyselina

Glutamova kyselina

Kinasa glykogen syntasy

Histidin

Koncentrace, pti které viabilita bun€k klesne na 50 %
Information Memory Concentration test
Tetraisopropyl pyrofosforamid

Pozdni forma Alzheimerovy choroby

Pozdni familidrni forma Alzheimerovy choroby
Dlouhodobé ovlivnéni synaptické plasticity
Muskarinové acetylcholinové receptory
Monoaminooxidasa

Gen pro tau protein

Mozkomis$ni mok

Mini-Mental State Examination

Magnetické rezonance

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid

Nikotinové acetylcholinové receptory
Neurofibrilarni spleté

National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke

N-methyl-D-asparat

Periferni aniontové misto
Fosfatovy pufr

Pozitronova emisni tomografie
Fenylalanin

Parové heliakélni filamenty



PIB
PS1
PS 2
rCBF
ROS
SA
SD
Ser
SPE-CT
TDC
THA
Trp
TSH
Tyr
T4

7-MEOTA

N-methyl-[11C]2-(4-methylaminofenyl)-6-hydroxybenzothiazol
Presenilin 1

Presenilin 2

Regionalni priutok krve mozkem

Reaktivni radikalové formy kysliku
Kyselina ¢tvercova

Smérodatna odchylka

Serin

Jednofotonova emisni pocitacova tomografie
2,2,4-trihydroxychalkon

Takrin

Tryptofan

Hormon stimulujici $titnou zldzu

Tyrosin

Tyroxin

7 - metoxytakrin



Uvod

Tato diplomova prace je zaméfena na stanoveni a zhodnoceni cytotoxicity noveé
syntetizovanych modulatori cholinesteras, jejichz vychozimi slouc¢eninami jsou kyselina
¢tvercova (SA) a inhibitory acetylcholinesterasy (AChE), jako jsou takrin (THA)
a 7-metoxytakrin (7-MEOTA). Spolu sSA vytvafeji mono- a bis- takrinové
nebo mono- a bis- 7-metoxytakrinové derivaty. Inhibitory AChE jsou jednou z nejcastéjsich
moznosti pii terapii Alzheimerovy choroby (AD; Soukup et al., 2013). Jejich mechanismem
ucinku je zvySeni koncentrace acetylcholinu (ACh) v synaptickych S$térbinach, ¢imz
kompenzuji jeho nedostatek, ktery je charakteristicky pro toto onemocnéni (Colovi¢ et al.,
2013).

Diplomové prace je rozdélena na teoretickou, experimentalni a vysledkovou cést.
V teoretické casti predlozené diplomové prace je popsana AD, vcetné patogeneze
a jednotlivych mechanismi, které jsou pravdépodobné zodpovédné za jeji rozvoj. Dale jsou
V teoretické Casti popsané piiznaky, jez jsou charakteristické pro jednotliva stadia,
a diagnostika, ktera je komplexni (klinickd diagnostika, neuropsychologické
a psychometrické testy, biochemické vySetfeni a vySetieni zobrazovacimi technikami),
a z pohledu v¢asného odhaleni AD dllezZitd. V zaveéru prvni ¢asti jsou uvedeny moznosti
farmakologické (cholinesterasové a sekretasové inhibitory, antagonisté N-methyl-D-asparatu,
imunizace, latky regulujici oxidacni stres a inhibitory kinas) a nefarmakologické 1écby.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na stanoveni cytotoxicity vychozich
latek a nove syntetizovanych slouc¢enin. Pouzita byla bunééna linie HepG2, u které byl popsan
proces jeji kultivace, pasazovani, pocitani bunck (Biirkerova komirka, pritokovy cytometr)
a nakonec provedeni stanoveni cytotoxicity (nasazeni bunék do destiCky, jejich ovlivnéni,
kolorimetrické stanoveni bunéc¢né viability — neboli provedeni MTT testu).

Treti cast je zaméfena na vypocCet toxikologickych indext spolu se statistickou
analyzou. U jednotlivych analyzovanych derivati (monotakrinové, bistakrinové,
mono-7-metoxytakrinové a bis-7-metoxytakrinové derivaty SA), a vychozich latek jsou
uvedeny toxikologické indexy spolu s davkové-zavislymi kiivkami. Na zaklad¢ téchto

vysledkt je v zavéru prace vedena diskuze.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Alzheimerova nemoc

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni mozku. Jedna se
0 jednu z hlavnich pfi¢in vzniku demence (Schachter a Davis, 2000; Swerdlow, 2007; Dos
Santos, 2016). Poprvé ji popsal némecky neuropatolog a psychiatr Alois Alzheimer v roce
1907. Pii vySetfeni mozku (obr. €. 1) zesnulé pani Auguste Deterové (Zvéfova, 2017), ktera
trpéla tézkou formou demence, zjistil, Ze senilni plaky masivné prorustaji do vrstvy kury
a jsou viditelna dokonce v nebarveném preparatu. Na zéklad¢é toho (v roce 1910), byly po
ném pojmenovany charakteristické zmény neurofibril (Alzheimerovy zmény) — neurondlni
spleté, ktera v elektronovém mikroskopu vypadaji, jako plaminek ¢i tenisova raketa (Bekris
et al., 2010; Zvétova, 2017).

Timto onemocnénim na celém svété trpi okolo 50 milioni lidi ve véku nad 65 let
(zaznamenano v roce 2017). Nejvétsi incidence je v Asii (49 %), Evropé (25 %) a Americe
(18 %). Predikce je, ze v roce 2030, by se pocet lidi trpici touto chorobou mohl zvysit, az na

74,7 mil., ana 131,5 mil. v roce 2050 (Prince et al., 2015).

Obr. & 1: Vzorek mozkové kiiry Auguste D. obarveny Bielschowského stiibrem. (a) Cetny
vyskyt neurofibrildrnich spleti a neuritickych (Alzheimerovych) plaki. (b) Priklady

neurofibrilarnich spleti. Pfevzato z Goedert et al., 2006.
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1.1.1 Patogeneze Alzheimerovy choroby

I ptes vice jak 100 let zkoumani a experimentl, nema AD upln¢ objasnénou
patogenezi a stale postradd moznou terapii, kterd by vyvolavala pfirozené hojeni. Béhem
poslednich desetileti bylo vSak pfedlozeno mnoho hypotéz, které se snazi objasnit jeji

patogenezi (Barage a Snowane, 2015).

1.1.1.1 Cholinergni hypotéza

Cholinergni hypotéza je prvni, a nejvice studovanou s ohledem na patogenezi AD.
Podle této hypotézy je degenerace cholinergnich neuront, a s ni spojena porucha cholinergni
neurotransmise hlavni pfi¢inou zhorSeni paméti a kognitivnich funkei u AD
(obr. ¢. 2). Neurodegenerativni proces je schopen u této choroby selektivné poskodit skupiny
cholinergnich neuronti v hipokampu, frontdlnim kortexu, amygdale, bazalnich gangliich
a v dalSich ¢astech mozku, které slouzi k ditlezitym funkcim, jako je védomi, pozornost, uceni
a pamét (Terry a Buccafusco, 2003). Nedavné studie ukazaly, ze pravé amyloid (AP)
interaguje s cholinergnimi receptory a negativné ovliviuje jejich funkcei (Ni et al., 2013). Tato
selektivni posSkozeni zpusobuji ubytek cholinergnich markert, jako jsou acetyltransferasa
a acetylcholintransferasa, které jsou spojovany s nastupem poruch kognitivnich funkci.
Existuje tedy vztah mezi poklesem cholinergnich markerti, hustotou neurofibrilarnich zmén

a patologickou zavaznosti (Sanabria et al., 2017).

a
=
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Obr. ¢. 2: Schéma neuronu znazornujici zmény v neurotransmisi pii AD. (1) SniZena
kortikalni cholinergni inervace; (2) SniZzend kortiko-kortikalni glutamatergni neurotransmise
v disledku ztraty neuroni nebo synapse; (3) Snizena vaznost muskarinovych receptorti

s druhou stranou (druhym poslem); (4) Posun tau proteinu do hyperfosforylovaného stavu;
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(5) Snizené uvoliiovani rozpustného prekurzorového proteinu amyloid-f; (6) zvySena

produkce amyloidu-B (A); (7) Snizena produkce glutamatu. Pfevzato z Francis et al., 1999.

Cholinesterasy

Funkce cholinergniho systému je zprostiedkovana diky neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh). Poprvé byl rozeznan vroce 1920 (Loewi, 1921) a nalezen, jak
V centralnim, tak perifernim nervovém systému. RozliSujeme dva zakladni typy receptort pro
acetylcholin: muskarinové (mAChR) a nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR).
Acetylcholinové receptory jsou také piitomny na buiikich mimo nervovou soustavu, a to
naptiklad na endotelidlnich bunkach nebo bunkach imunitniho systému (Wessler
a Kirkpatrick, 2008).

Cholinesterasy (ChE) tvoti skupinu enzymi vyskytujici se v nervové tkani, svalech
a Cervenych krvinkach. Katalyzuji hydrolyzu neurotrasmiteru ACh na cholin a acetat
(obr. ¢. 3) a zakoncuji cholinergni neurotransmisi. Strukturné jsou ChE monomery nebo
oligomery glykoproteinovych katalytickych podjednotek, jejichz molekulové hmotnosti jsou
obvykle v rozmezi 70 — 80 kDa (Massoulie et al., 1993).

R ) Cholinesterasa y R
~. % - SNt

O%o N + H,0 = HO TN+ Ho—<0

Acetylcholin Cholin Kyselina

Obr. ¢. 3: Reakce katalyzovana cholinesterasami. Pievzato z Dzoyem et al., 2014,

Podle jejich afinity nebo reaktivity se substraty, se inhibitory ChE rozdéluji na dva
typy, a to na acetylcholinesterasu (AChE; EC 3.1.1.7.) a pseudocholinesterasu neboli
butyrylcholinesterasu (BuChg; EC 3.1.1.8.; Bajgar, 2004).

- Acetylcholinesterasa

AChE neboli také specificka, prava ChE ma hlavni funkci pfi katalyze hydrolyzy
ACh. Hydrolyza za pfitomnosti AChE je rychlejsi, v porovnani s BUChE (Fukuto, 1990).
AChE je soucasti postsynaptické membrany a sméfuje do synaptické Stérbiny v
ramci nervosvalové ploténky. Relativné vysoka koncentrace miize byt nalezena v Krvi, a to na
membrané Cervenych krvinek, kde je zodpovédna za degradaci acetylcholinu v plazmé.

Molekulova hmotnost podjednotek AChE je 69 kDa (Dzoyem et al., 2014; Fujii et al., 1997).
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AChE (obr. ¢. 4) je tvofena tzkou hlubokou dutinou (rokli) obsahujici tzv.
aromatickou rokli s 14 aromatickymi zbytky, skrz kterou vstupuje ACh k aktivnimu mistu.
Aktivni misto ma diky tomu vyssi selektivitu. Vstup ACh je ptes periferni B-aniontové misto
(PAS), které je lokalizovano na povrchu AChE. Toto misto bylo uznano, jako cil pro vice
modulatort  AChE (Bajgar, 2004; Pohanka, 2011). Dale je wuvnitf pfitomno
a-aniontové misto (CAS) obsahujici aminokyseliny (AMK), jako jsou tryptofan (Trp), tyrosin
(Tyr) a fenylalanin (Phe). V jejich blizkosti je Kkatalyticka triada, ktera je soucasti
esteratického mista, obsahujici serin (Ser) — histidin (His) — kyselina glutamova (Glu).
Penetrace substratu (ACh) je umozZnéna kationty v mn-interakci mezi acetylcholinovym
kvartérnim amoniovym iontem (vznikajici hydrolyzou esterové vazby) a m-elektrony
aromatickych jader Phe, Trp a Tyr. Tyto interakce jsou zodpovédné za spravnou orientaci

substratu (Pohanka, 2011).

Obr. ¢. 4: Tlustraéni schéma acetylcholinesterasy. AChE — acetylcholinesterasa;
PAS — periferni aniontové misto; CAS — katalytické aniontové misto; CT — katalyticka triada;

- negativni oblast; + kladna oblast; pievzato z http://proteopedia.org.

Enzymologie AChE spociva vtom, Ze uvolnény ACh, z vezikuli do synaptické
Stérbiny, stimuluje ACh receptory. Koncovy signal na cholinergnich nervech je vlivem AChE
rychly, a hladina ACh klesne pod prahovou koncentraci (Pohanka, 2011).

U pacienti trpici AD, byla detekovana (isoelektrickou fokusaci) AChE
vV mozkomi$nim moku (MM). Neurofibridlni splet¢ mohou obsahovat AChE a i BuChE
(Coleman et al., 1992).
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- Butyrylcholinesterasa

BuChE neboli také pseudocholinesterasa ¢i nespecificka ChE je vSudy pfitomny
enzym vyskytujici se nejen v lidskych a zvifecich tkanich, ale také v mnoha rostlinach
a mikroorganismech. V lidském téle je pfitomna vplazmé¢ ¢&i séru, pankreatu
a jatrech (kde je syntetizovana). Katalyzuje hlavné hydrolyzu butyrylcholinu, a to za vzniku
butyratu a cholinu. BuChE hraje také dutlezitou roli v cholinergni neurotransmisi
a byva =zapojena v dalSich funkci nervového systému, neurologickych nemoci,
a v nespecifickych detoxikacnich procesech (je schopna odbourat velké mnozstvi exogennich
latek, jako jsou prokain, kokain, heroin, aj.; Bajgar, 2004; Pohanka, 2011).

Stejn¢ jako AChE, BuChE obsahuje PAS, CAS a uzkou hlubokou dutinu. Katalyticka
triada se sklada ze Ser, His a Glu (Li et al., 2017).

V mozku je u AD BuChE pozorovana V nepatrném zvySeni ¢i neménném mnozstvi.
Zda se, ze hraje roli v konverzi benignich plakd, jak je vidét pfi normalnim starnuti vlaknitych
fibrilarnich plakt pfitomnych u AD. Podpora této role BuChE byla zjisténa na zakladé
pozorovani a nalezeni asociované BuChE s A plaky u mysi trpici AD. Navic, u mysiho
modelu, kde byl gen, kodujici BuChE, vyfazen byla pozorovana snizena depozice
AP v placich (Hamodat et al., 2017).

1.1.1.2 Amyloidni hypotéza

Zakladnim patologickym znakem u AD je progresivni akumulace fragmentl AP;
(senilnich plaki, obr. ¢. 5; Schachter a Davis, 2000; Swerdlow, 2007). Peptid AP byl poprvé
identifikovan v roce 1980, jako soucast extracelularnich amyloidnich plakt. Zanedlouho poté,
se objevily zpravy o existenci intracelularniho AP (Grundke et al., 1989). AP je tvofen
z transmembranového amyloidového prekurzorového proteinu (APP). APP je syntetizovan
v endoplazmatickém retikulu a transportovan pies Golgiho aparat do trans-Golgiho sité.
Odtud je transportovan v sekrec¢nich vezikulech na povrch bunék, kde je nasledné Stépeny
a sekretasou. Jednd se o neamyloidogenni drahu St€peni APP, ktera za fyziologickych
podminek prevazuje. APP je Stépen o sekretasou v pozici 83 za vzniku rozpustné
N-koncové ektodomény APP (sAPPa) a centralniho koncového fragmentu (CTFa), ktery je
ponechan v membrané. Poté je nasledné Stépen y sekretasou za vzniku kratkého fragmentu
oznaceného jako p83. Fragment p83 je pomérné rychle degradovany a nema zadnou specialni

funkci (Zhang et al., 2011).
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Studie naznacuji, ze fragmenty sAPPa by mohly mit neuroprotektivni u€inky, protoze
reguluji proliferaci nervovych kmenovych bunék a jsou dilezité pro véasny vyvoj centralni
nervové soustavy (CNS; Haass et al., 1993; Zhang et al., 2011).

V piipadé patologického stavu je APP Stépen amyloidogenni drdhou, kterda vede
ktvobé AP. Pocateéni proteolyza je zde zprostiedkovana [ sekretasou (BACEL)
v pozici 99 (od C konce). Dochazi rovnéz ke vzniku N-koncové ektodomény APP (sAPPJ)
Vv extracelularnim prostoru a C-koncového fragmentu (CTFp), ktery je zanechany v membrané
a je Stépen v sekretasou, coz vede k uvolnéni inaktivniho peptidu AP o délce 40 (AB40) nebo
42 (Ap42) AMK (Jarrett et al., 1993; Younkin, 1998, Niedowicz et al., 2011; Fisar
a Jirdk, 2009). Fragment AP40 je vice zastoupeny (cca 80 — 90 %), po ném nasleduje
fragment AP42 (cca 5 — 10 %). Mirn€ dlouhé formy, hlavné teda fragmenty AP42 jsou
hydrofobnéjsi a fibrilogenni (Murphy a LeVine, 2010). Pomér AP 42/40 hraje pravdépodobné
dulezitou ulohu v patogenezi AD (Dumurgier et al., 2015).

Vsechny vySe zminéné enzymy patii do skupiny ADAM (skupina desintegrinti
a metaloproteinas). BACEl se fadi mezi asparat proteasy, vykazujici
endo- a exonukleazovou aktivitu. y sekretasa byla identifikovana, jako komplex enzymu

obsahujici presenilin 1 nebo 2 (PS 1 a PS 2) aj. (Sanabria et al., 2017; LaFerla et al., 2017).

Extracelularni prostor Membrana Cytoplasma

APP | |
N-konec I ]l C-konec
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Obr. &. 5: Shrnujici schéma Stépeni APP amyloidogenni a neamyloidogenni cestou. Pievzato

H
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z Barage a Snowane, 2015.
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1.1.1.3 Tau proteinova hypotéza

V dob¢ studia mikrotubulll byl v poloving 70. let 20. stoleti poprvé identifikovan tau
protein. Je nazyvan, jako neuralni protein asociovany s mikrotubuly, protoze se podili na
stavbé tubulinu, a spolu s nimi zajist'uje stabilitu mikrotubula (Du et al., 2018; Zvé&fova,
2017). Tyto mikrotubuly zajistuji podporu pro strukturdlni zmény, axonalni transport
a neuralni rast. V CNS se tau protein vyskytuje v 6 riznych isoformach (Goedert et al., 2006),
které se 1i8i v poctu vazebnych mist pro mikrotubuly a mnozstvim exont (Sanabria et al.,
2017).

Tau protein je vysoce rozpustny a podléhd mnoha modifikacim, jako je naptiklad
fosforylace Ser, monomethylace argininu (Arg), acetylace a dimethylace lysinu (Lys) nebo
ubikvitinace Lys nebo Ser (Du et al., 2018). Pii AD dochazi k dysfunkcim ve fosforylaénich
procesech proteinu, coz vede k hyperfosforylaci. Hyperfosforylovany tau protein ztraci své
stabiliza¢ni funkce pro mikrotubuly. Vykazuje sniZzenou afinitu k mikrotubulim, coz
podporuje zvySeni volného tau proteinu, ktery a to vede k vétsi agregaci a fibrilizaci jeho
samotného, a tedy k tvorbé neurofibrilarni splet¢ (NFT, obr. ¢. 6; Kuret et al., 2005; Rafii
a Aisen, 2009). NFT jsou tvofeny parovymi heliakalnimi filamenty (PHF, obsahujici
hyperfosforylovany tau protein) a jejich pocet koreluje se stupném demence (Avila et al.,
2004). Ve vysledku dochazi k poruSe axonalniho transportu a rozvoji neurodegenerace
(Sanabria et al., 2017).

Obr. ¢. 6: Neurofibrilarni splet¢ v mozkové kife u pacientl trpici AD. Pievzato z www.

neuropathology-web.org.
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In vitro experimenty, ve kterych byly pouzity rizné typy bun€k (neuronalni bunécné
linie, primarni hipokampalni a kortikalni neurony, a hipokampalni kultury) ukazaly, ze vyskyt

AP indukuje hyperfosforylaci tau proteinu (Wang et al., 2003; Zheng et al., 2002).

1.1.1.4 Genetické predispozice

Drtiva vétSina vyskytujicich se ptipadi AD jsou sporadicka (nebyly zjistény zadné
genetické mutace). Mohou ale vzniknout vzacné mutace genu koédujici APP, alely
€4 apolipoproteinu E (ApoE), PS1, PS2 a tau proteinu. V téchto piipadech se jedna
o familiarni (FAD) formu (Dos Santos et al., 2016).

Z praktického hlediska se tedy AD déli podle dvou kritérii: podle za¢atku onemocnéni
na Casnou (early-onset AD — EOAD; early-onset familial — EOFAD) a pozdni formu
(late-onset AD — LOAD; late-onset familial —- LOFAD), a podle dédi¢nosti na familiarni nebo
sporadickou formu. Familiarni formu mulzeme rozdé€lit na 4 varianty, a to
na AD 1 (mutace genu kodujici APP; LOFAD), AD 2 (pfitomnost genu pro ApoE na
chromozomu 19, LOFAD), AD 3 (defekt vgenu koédujici membranovy protein
PS1 na chromozomu 14, EOFAD) a AD 4 (defekt v genu kodujici membranovy protein PS2
na chromozomu 1, EOFAD; Goetz 2007; Kumar et al., 2007; Bekris et al., 2010; Tanzi
a Bertram, 2005).

U familiarni a sporadické formy AD s pozdnim zac4tkem hraje vyznamnou roli ApoE.
ApoE je latka télu vlastni (transportuje cholesterol do krve) a vyskytuje se ve trech
isoforméch (E2, E3 a E4). Lid¢ s isoformou E4, maji daleko vétsi pravdépodobnost, Ze
onemocni AD, neZ lid¢ s jinou isoformou ApoE. Prave alela ¢4 ApoE je povaZzovéna za jeden
Z hlavnich rizikovych faktorti vzniku onemocnéni. Pokud nékdo z piibuznych trpi AD, tak je
40% riziko, Ze také onemocni touto chorobou (pokud se dozije 85 let). Toto zjisténi doklada,
ze sporadicka forma AD je dana neuplnou penetraci jednoho ¢i vice gend v kombinaci
s rizikovymi faktory prostiedi (Kolejakova et al., 2011; Grossman et al., 2010; Zvé&fova,
2017, Niedowicz et al., 2011).

EOFAD je podminéna mutaci genu APP, PS1 a PS2. V soucasné dobé zname zhruba
20 mutaci genu APP, které jsou zodpovédné za vznik AD (Zvéfova, 2017). Pfevazna cCast
téchto mutaci se objevuje v misté, kde pusobi  nebo y sekretasy. Vzhledem k tomu, Ze PS1
a PS2 tvori aktivni misto y sekretasy, dojde v ptipad¢ jejich mutace k posunu pti tvorbé Ap
smérem k amyloidogenni formé (Niedowicz et al., 2011). I mutace genu kodujici PS2

spolecné¢ s mutaci genu pro tau protein (MAPT) podporuji amyloidogenni dréhu.
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Mechanismus korelace mezi PS1, PS2 a kontrolou $tépeni APP, nebyl doposud objasnén AD
(Zvétova, 2017).

1.1.1.5 Hypotéza o imunitni odpovédi

V poslednich 15 letech byly v mozku u AD pozorovany mediatory zanétu. Byly bud’
nedetekovatelné, nebo byly nalezeny pouze v nizSich hladinach (na urovni pozadi) ve
vzorcich od starSich pacientd, ktefi netrpéli demenci. Z pocatku byla tato iivaha odmitana
vzhledem k tomu, ze mozek ma tzv. imunologické privilegium. Tento pohled, je s potvrzujici
pritomnosti zanétlivych mediatord u AD postupné opoustén. Je tedy jasné, ze mozek muze
mit n¢kolik specifickych imunologickych vlastnosti, ale v zddném piipad€ neni imunologicky
izolovanym organem (Akiyama et al., 2000). Ptipada zde tedy otazka, zdali jsou zanétlivé
mechanismy skute¢né pfi¢inou poSkozeni u AD nebo jsou pouze prfitomny za ucelem

odstranéni nezadouci bunééné drte od jinych primarnich patologickych procest.

Mikroglie

Jednim ze znakli AD jsou reaktivni glibza a zanét nervové tkané. Draha imunitni
odpovédi zprosttedkovana mikrogliemi je povazovana za jednu z hlavnich rizikovych faktort
AD (obr. ¢. 7; Du, et al., 2018). Mikroglie (Hortegovy glie) neboli rezidentni fagocyty CNS,
jsou malé a pohyblivé bunky, které se nachézeji v mozku a miSe. Od ostatnich glii a neuronii
jsou odlisné, protoze do mozku vstupuji, az v prubéhu nitrodélozniho Zivota (Orel, 2015).
V ,pfidéleném* teritoriu se mikroglie neustale pohybuji, aniz by naruSovaly jemnou strukturu
okolni neurodlni tkané. Ziskavaji tak piehled o odumfelych, poskozenych ¢i rozpadlych
neuronech, ale také, zajist'uji faktory, které podporuji trofii tkané (Kettenmann et al., 2011).
Zaroven jsou dileZitou soucasti v udrzovani plasticity neurondlnich obvodi, ¢imz pfispivaji
k ochran¢ a remodelaci synapsi. Tento ochranny a remodelac¢ni ucinek je do jisté miry
zprostiedkovan diky uvolilujicim se faktorim, vcetné neurotrofniho faktoru, jenz pfispiva
K tvorbé paméti.

V piipadé patologického stavu, jako je neuralni smrt nebo proteinové agregaty jsou
mikroglie aktivovany, a migruji do mista poranéni (1éze), kde zahdji imunitni odpovéd'.
Mikroglie se vazou na rozpustné oligomery AP a fibrily pfes bunécné receptory na povrchu,
jako jsou naptiklad CD36, CD14, CD47, SCARALI aj. (Heneka et al., 2015). Po vazb¢ na
receptor dochazi k fagocytoze a vysledkem je vstup fibril do endolysozomalnich

kompartmenti mikroglie. Na rozdil od AP fibril, které jsou rezistentni vici enzymatické
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degradaci, mize byt rozpustny AP degradovan ruznymi extracelularnimi proteasami
(napt.: neprilysinem nebo enzymem degradujicim inzulin). Tento proces je povazovan za
soucast zanétlivé reakce u AD (Heneka et al., 2015; Lee a Landreth, 2010).

@ : =% 25um 50 pm

Obr. ¢. 7: Struktury mikroglii u pacienti s AD. A — Mikroglie (hnéda; pozitivni na IL-1) ve
frontalni oblasti mozkové kary. B — Mikroglie (modra; pozitivni na CD11b — adhezni
integrin) v lozisku AP (hnéda) v parietalni oblasti mozkové kiry. Pievzato z Heneka et al.,
2015.

Astroglie

Mimo mikroglie hraji ur¢itou roli v patogenezi AD i astroglie neboli astrocyty
(obr. ¢. 8). Jedna se o podpirné buiky, které neuroniim zprostiedkovavaji vyzivu. Jsou
schopné se svymi dlouhymi vybéZzky napojit na krevni kapilary, a tim tak zajiStovat pienos
latek z krve k neuronim a zpét (Orel, 2015). V ptipadé patologické reakce dochazi k reaktivni
astroglioze (komplexni, vicestupnova patologicka reakce), zatimco remodelace astrocytd je
obvykle zaméfena na neuroprotekci a obnovu nervové tkané (Sofroniew, 2009 a 2010). Vedle
aktivovanych mikroglii se hypertrofické reaktivni astrocyty akumuluji v okoli senilnich plaka
a jsou tak casto pozorovany (post mortem) v lidské tkani pacienti s AD (Medeiros a LaFerla,
2013). Podobné¢ jako mikroglie, i astrocyty uvoliuji cytokiny (TNF-a, GM-CSF), interleukiny
(IL-1, IL-6), oxid dusnaty a dalsi potencialné toxické molekuly po expozici s AP, ¢imz
dochazi k zesileni zanétlivé odpovédi. Dale maji astrocyty roli v internalizaci
a degradaci AB. Pro eliminaci AP zprostfedkovanou astrocyty je potieba ApoE, ktery svou
lipidickou aktivitou (zavisld na astrocytech) zvySuje schopnost mikroglii eliminovat Ap.
Kromé¢ elimina¢nich povinnosti, maji astrocyty ulohu pfi odstraiiovani rozpustného AP

z parenchymu paravendzni (mimozilni) drenazi (Heneka et al., 2015).
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Existuji dikazy o tom, ze zanét nervové tkdné¢ muze fidit patogenni proces u AD.
Mozek by uz tedy nemél byt povazovan za imunitné privilegovany organ, a tato ivaha by
meéla byt integrovdna do zndmych patogennich cest riznych neurodegenerativnich
onemocnéni. Interakce ligand — receptor (v prostiedi CNS), které udrzuji ve zdravém mozku
mikroglie pod kontrolou, jsou pravé naruSeny chronickym neurodegenerativnim
onemocnénim. Ale to, kdy a jak k tomu u AD dochazi, neni doposud jasné (Heneka et al.,

2015).

Obr. ¢. 8: Struktury astrocytu u pacientd s AD. A — Fyziologicky vyskyt astrocytl ve zdravé
tkani. B a C — Patologicky vyskyt astrocytll (mirna a té€zka astroglioza, postupné). Pfevzato

z Sofroniew, 2009.

1.1.1.6 Hypotéza o oxidacnim stresu

Oxidac¢ni stres je charakterizovan nerovnovahou v produkei reaktivnich radikalovych
forem kysliku (ROS) a antioxida¢ni obranou. ROS sehravaji vyznamnou roli v procesu
neurodegenerace a poklesu kognitivnich funkci (Gella a Durany, 2009). Mozkova tkan je,
V porovnani s jinymi tkanémi v téle, nachylnéjsi k oxidaénimu poskozeni (naptiklad proto, ze
neurony, jakozto postmitotické buiky jsou schopny v sobé kumulovat oxida¢ni poSkozeni
béhem celého zivota; Chmatalova a Skoumalova, 2014).

U pacienti s AD je mozkova tkan vystavena oxida¢nimu stresu, pravé v dusledku
zvySené akumulace AP a NFT (Huang et al., 2016). Dukazy o oxida¢nim stresu se u AD
projevuji vysokymi hladinami oxidovanych proteinti, produktii glykace, konecnych produkta
peroxidace lipidd, tvorbou toxickych latek, jako jsou peroxidy, alkoholy, ketony, aldehydy,
volné  karbonyly, cholestenon a vyskytem oxidacné¢ modifikované jaderné
a mitochondrialni DNA (Gella a Durany, 2009).

Se zvysenou akumulaci AP je asociovana i zvySena koncentrace kovovych iontt. Bylo

zjisténo, ze koncentrace kovovych ionti je V placich podstatné vyssi, nez v okolni tkani.
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Jednd se o kovové ionty zeleza (koncentrace v placich je 85 ppm oproti
42 ppm v okolni tkani), médi (16 ppm oproti 6 ppm) a zinku (87 ppm oproti 34 ppm)
(Rajendran et al., 2009). Ionty Zeleza, jako naptiklad Zeleznaté ionty jsou schopné reagovat
s molekularnim kyslikem, pficemz vznikaji Zelezité ionty a superoxidovy radikal. Vazbou na
proteiny, jako je napiiklad pravé AP, se organismus snazi snizit oxidacni vlastnosti zeleza.
Med se na AP vaze svelkou afinitou pres His a Tyr zbytky. Pro amyloidni plaky je
charakteristicky vyrazny redukéni potencial vedouci k redukci kovovych iontd za vzniku
oxidované formy A. Vedlejsim produktem této reakce je peroxid vodiku, ktery muze dale
generovat volné radikaly a pusobit neurotoxicky (Chmatalova a Skoumalova, 2014).
Dysregulace metabolismu Zeleza a médi se podili na vzniku a rozvoji AD, a to hlavné¢ kvuli
prohloubeni oxidacniho stresu, coz ma za nasledek poskozeni biomolekul, zvySenou agregaci
AP a hyperfosforylaci tau proteinu. Poruha metabolismu téchto dvou kovii ma za nasledek
také 1 regulacni selhani neuronalniho bunécného cyklu, ktery vede k apoptoze bunék (Jomova
a Valko, 2011). Zinek pusobi ve velmi nizkych koncentracich spiSe protektivné, protoze
zpomaluje cytotoxické piisobeni AP, a to destabilizaci vznikajicich agregat. Je schopny
kompetice s ionty médi o vazna mista na AP, ¢cimz dokaze zménit jeho konformaci. Na takto
zméneny amyloid se méd’ uz nedokédze navazat, a tim je pfedchdzeno sekundarni tvorbé
volnych radikalt. Pokud je vsak koncentrace zinku vysoka, tak svoji vazbou na AB naopak
urychli tvorbu fibrilarnich amyloidnich agregatli a pusobi tak neurotoxicky (Chmatalova
a Skoumalova, 2014; Huang et al., 2016).

Disbalance mezi tvorbou volnych radikalt a antioxidaénimi mechanismy mtize mit za
nasledek poskozeni makromolekul v organismu a tim padem naruseni spravného fungovani
bunck. Pfi AD jsou patologické procesy v mozku doprovdzeny oxida¢nim stresem. Zatim
vS8ak neni jasné, jestli je pravé oxidacni stres primarni pfi¢inou vzniku AD nebo jestli vznika
sekundarné, jako dusledek zmén v mozku, které se rozvijeji pfi AD (Chmatalova

a Skoumalova, 2014).

1.1.1.7 Hypotéza o mitochondrialni dysfunkci

Mitochondrialni dysfunkce je pii AD pozorovana ve vice tkdnich, jako je mozek,
krevni desticky a fibroblasty (Swerdlow, 2007). Fyziologicka funkce mitochondrii v mozku
se postupné s veékem zhorSuje, coz muze prispivat k neurodegeneraci u této choroby.
Cerebralni hypometabolismus je patrny v postizenych oblastech mozku, pficemz klesa
aktivita nékterych mitochondrialnich enzymu, vcetné komplexu cytochrom c oxidasy,

komplexu a-ketoglutarat dehydrogenasy a komplexu pyruvat dehydrogenasy. Mitochondrie
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maji pfi AD také snizeny membranovy potencial, zvySenou permeabilitu a produkuji
nadbytek ROS, které dale poskozuji makromolekuly a tim pfispivaji k patogenezi
neurodegenerace (Onyango, et al., 2016). APP, AP nebo komplex y sekretas se nachazeji bud’
vV mitochondriich, nebo v mitochondridlni membrané. Jejich funkce v mitochondriich je
Vv soucasné dobé neznama (Swerdlow, 2007). Je vSak zfejmé, ze zvySené hladiny APP a AP
pfispivaji k mitochondridlnim abnormalitdm. Nadprodukce APP a AP muze mit vliv na
mitochondrialni fazi a §tépeni, mize narusit mitochondrialni transport a také mitochondrialni
elektronovy transportni fetézec, coz vede k nadmérné produkci ROS a celkovému naruseni
mitochondrialni funkce (Onyango, et al., 2016). Jedna studie uvadi (Glabe a Kayed, 2006), ze
oligomer AP permeabilizuje membrany, ¢imz zvySuje schopnost bunék deaktivovat
mitochondrie. Takze jednim z fyziologickych roli APP nebo AP v mitochondriich ¢i jeji
membrané muze byt tzv. vypnuti abnormalnich mitochondrii (Swerdlow, 2007).

Hypotéza o mitochondriich bere vtvahu rovnéz jevy starnuti, coz plati pro
jednotlivece, jesté nez se u nich rozvine AD. Odolnéj$i mitochondrie jsou schopny si udrzet
piiméfenou funkci déle, nez méné¢ odolné mitochondrie, coz miize ovliviiovat Uspésnost
starnuti. V pfipadé, ze by zména fyziologie APP nebo AP zpisobila mitochondridlni
dysfunkci, spustila by se série udalosti jako pifi starnuti. Jakmile neni rovnovaha mezi
aerobnim a anaerobnim metabolismem udrzitelnd, jsou spuStény rizné bunécné odezvy.
Dochazi napiiklad k opétovnému vstupu do buné¢ného cyklu nebo k fosforylaci tau proteinu,
aZz nakonec dojde k selhani neuronalni diferenciace a rozvoji neurodegenerace (Swerdlow
2007; Lin a Beal, 2006).

1.2 Priznaky AD

AD je cCasto hlavni pfi¢inou demence u starSich lidi (Dos Santos et al., 2016).
Symptomy se u lidi trpici AD 1i8i a rozd€luji se mezi kognitivni zmény typické souvisejici
s vékem a rané ptiznaky (Alzheim. Assoc. Rep., 2018). Obecné AD d€lime na tzv. presenilni
tzv. senilni formu (sporadicky vyskyt, pozdni nastup onemocnéni), u které se prvni pfiznaky
objevuji po 65. roce. (Zveétova, 2017). Podle pribehu je AD klasifikovano na 3 stadia, a to na
lehké, stiedni a t€zké stadium (Dos Santos et al., 2016).
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1.2.1 Rané stadium

Vraném stadiu AD jsou ovlivnény cholinergni neurony v limbickém systému.
Dochazi tak ke zmenSeni objemu hipokampu pfiblizné o 25 %. Pro toto stddium jsou typické
zmény chovani, jako je napiiklad podrazdénost, zmény osobnosti, Spatnd orientace v Case
a misté, hnév, smutek a potize se soustfedénim. Déle se u pacientil objevuje agitace, kterd je
spojena se ztratou objemu v nékolika specifickych oblastech mozku, véetné frontalni kury,
zadni ¢asti cingularni kury, amygdaly a hipokampu. Nemocni nejsou rovnéz schopni
zpracovavat nové informace a dochazi k poklesu schopnosti provadét rutinni ukoly (Dos

Santos et al., 2016; Lopéz a DeKosky, 2008).

1.2.2 Stiedni stadium

Ve stfednim staddiu se poruchy kognitivnich funkci prohlubuji. Toto stddium muze
trvat v rozmezi 2 — 10 let. Dochazi k poklesu hladiny ACh v nékterych neuronech, mezi které
mizeme zatadit i ty, které se nachazeji ve ventralnim telencefalu. Tato ¢ast mozku je za
fyziologickych podminek zapojena do ukladani informaci a dlouhodobé paméti. Dale se
objevuji obtiZze pti rozpoznavani a komunikaci s lidmi (Dos Santos et al., 2016). Dochazi také
K rychlé progresi poruch aktivit kazdodenniho Zivota, zejména obsluha domacich zatizeni,
jako jsou televize, telefon a pracka, ale také fizeni automobilu. Vyskytuje se také 1 ztrata chuti
k jidlu a ob¢as se miize vyskytovat i zanedbavani hygieny. Casto se ale také objevuji (i kdyz
ne u vSech pacientll) i psychologické a behavioralni problémy. Mezi né¢ mizeme zaradit
vokalizaci (vykfikovani, sténani), bezdiivodné a neucelné opousténi bytu ¢i domu (toulani se),
agresivitu, apatii, halucinace nebo bludy (nejcastéji o tom, Ze je n€kdo okradéd/okradl;

Zveiova, 2017; Dos Santos et al., 2016; Lopéz a DeKosky, 2008).

1.2.3 Pozdni stadium

V piipadé tézkého posledniho stadia AD nejsou pacienti schopni se sami najist Ci
napit, kvili poSkozené oblasti mozku kontrolujici polykdni. Mohlo by tedy dojit k vdechnuti
jidla do plic, coz by vedlo k plicni infekci, konkrétné plicni pneumonii (Alzheim. Assoc.
Rep., 2018). Nemocni nejsou schopni porozumét nebo se vyjadiit, a Casto se u nich objevuje
aji inkontinence moci a stolice. Vlivem masivniho ubytku cholinergnich neuronii v mozkové
klfe nerozpozndvaji nejbliz§i pfibuzné ani své okoli, ztraceji vzpominky a jsou casové
a prostorové dezorientovani. U téchto pacientli uz neni mozné obnovit zapomenuté informace

(vzpominky) Vv disledku zasazeni onemocnéni do limbického systému. Stavaji se tedy plné
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zavislymi na okolni péci. Tato faze trva v praméru 1 — 3 roky a kon¢i smrti pacienta (Zvéfova

2017; Dos Santos et al., 2016).

1.2.4 Atypické a asymptomatické stadium

Mimo vySe uvedena stadia se mize objevit i atypicky nebo asymptomaticky pribeh.
V ramci atypického prib¢hu je nutno na tvod zminit to, ze AD byva piedstavovana, jako
syndrom frontalniho laloku s vyznamnymi behavioralnimi abnormalitami a deficitem
vykonnych funkei. Dal$i (pozd¢jsi) varianta zahrnuje bilateralni okcipitalni a parietalni
defekty laloku, coz se projevuje jako Balintiv syndrom, ktery se projevuje snizenou vizualni
pozornosti, optickou ataxii apod. Dal§im syndromem, pod kterym muze byt tato choroba
skryta je kortikobazalni syndrom (CBS; Lopéz a DeKosky, 2008; Johanidesova et al., 2012).
Pro CBS jsou charakteristické asymetrické samovolné pohyby, vcetné tfesu, dystonie, rigidity
a myoklonus. Pomérné Casto jsou pfitomny také rtizné kognitivni deficity (Chahine et al.,
2014; Hassan et al., 2011).

U asymptomatického priibéhu AD hraje roli rozvoj pozitronové emisni tomografie
(PET, vice v néasledujici kapitole) pro zobrazovani AB. U zna¢ného poctu starSich lidi, ktefi
nevykazuji zadné kognitivni zmény, lze pozorovat AB42. Neni pravdépodobné, Ze by se
vzhledem k jejich véku u nich nasledné rozvinuly kognitivni zmény apod. (mohou se ale
vyskytnout i vyjimky). U nékterych jedinct, kterym byla provedena pitva, byly nalezeny
dikazy o pfitomnosti senilnich plakti a neurofibrilarnich spleti, i kdyz byli zdravi a bez
kognitivnich zmén. V soucasnosti nelze urc€it, zda skupina lidi, které by byla néjaka patologie
AD nalezena zlstala asymptomatickd. Je nutno pocitat s vysokym rizikem objeveni
klinickych pfiznakli a vzniku kandidatd na preventivni terapii, v zdvislosti na riziku,

nakladech a vedlejsich ucincich téchto terapii (Dubois et al., 2010).

1.3 Diagnostika

Pocate¢ni pfiznaky mohou byt atypické s nekognitivnimi zmé&nami, proto je dilezita

divéryhodnost, pochopeni a vaha dikazi, jak ze strany pacienta, tak 1ékate.

1.3.1 Klinicka diagnostika

Pro feSeni diagnostické nejistoty byla v roce 1984 vypracovana McKhannem a spol.
kritéria NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders

and Stroke - Alzheimer’s Disease and Related Disorders Associtation; McKhann et al., 1984).
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Kromé téchto kritérii se do diagnostického procesu zapojuji, na zakladé novych poznatki
1 riizné biomarkery.

Podle vySe zminénych kritérii mizeme diagnéozu AD urcit za jistou, moznou,
pravdépodobnou a nepravdépodobnou. S jistotou, ze se jednd o AD, mizeme fict tehdy,
pokud jsou splnéna kritéria pro pravdépodobnou AD a je dolozen histopatologicky dikaz
z biopsie nebo autopsie (Zvérova, 2017; McKhann et al., 1984).

Pravdépodobna AD je potvrzena klinickymi a rovnéz i neuropsychologickymi testy
(viz kap. 1.3.2), poruchou paméti a dalSich kognitivnich funkci (2 a vice). Zacatek klinickych
ptiznakt je mezi 40. az 90. rokem (nejcastéji kolem 65 roku) a nesmi byt pfitomno jiné
nemocnéni, které by vedlo ke vzniku demence. Dalsimi faktory mtze byt pozitivni rodinna
anamnéza, normalni EEG zaznam a likvorologicky nalez. Také, ale n¢které z ptiznakd, jako
jsou poruchy ndlad (zejména deprese), nespavost, poruchy vnimani, sexudlni poruchy,
inkontinence, apod. (Alzheim. Assoc. Rep., 2018; Zvétova, 2017).

Moznad AD je charakteristicka atypickym zacatkem, poruchou paméti a uceni, a neni
pfitomno onemocnéni, kterym by se dala demence vysvétlit. Diagnostikovana je v piipad¢, ze
nejsou dostupné dikazy o genetické mutaci zplsobujici AD z genetického vySetieni nebo
rodinné anamnézy (McKhann et al., 1984).

U nepravdépodobné AD se objevuji neurologické piiznaky, jako senzorické deficity,
poruchy pohybové koordinace, ale také epileptické zachvaty ¢i poruchy chiize (Zvétova,
2017).

1.3.2 Neuropsychologické a psychometrické testy

Tato vySetfeni analyzuji kognitivni funkce pacientl v riznych oblastech. Jednim
Z nejpouzivanéjsSich testd na svété je Mini-Mental State Examination (MMSE). Pfipravil ho
Folstein a kol. (Folstein et al., 1975). Tento test mize byt pouzit bud’ samostatné, nebo
v kombinaci s jinymi nastroji pro zhodnoceni kognitivni tirovné pacienta, jako jen napiiklad
Clock test. Dalsim testem, ktery je doporucovan je Information Memory Concentration Test
(IMC) od Blesseda neboli tzv. Blessedova skala (Dos Santos et al., 2016; Zvéiova, 2017).

MMSE je vhodny screening pro vylouceni demence lidi v primarni péci. Tento test je
zamé&feny na kognitivni aspekty mentélnich funkci a nesoustfedi se na naladu ¢i abnormality
v mysleni pacienta. MMSE je komplex 11 subtestl (viz tab. ¢. 1) jejichz vystupy pokryvaji
5 domén (orientaci, rozsah pozornosti, pracovni pamét, verbalni pamét, fe¢ a praxi)

(Stépankova et al., 2015).
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Ptednosti MMSE je spolehlivé odlisit stfedné tézké demence od normélniho stavu.
Problém nastava v piipad¢ diagnostiky ¢asného stadia demence s lehkou kognitivni poruchou,

ktera je povaZzovéna za predstupeti demence (Stépankova et al., 2015).

Tab. ¢. 1: Ukazka obsahu MMSE testu. Pievzato z gtépénkové et al., 2015.

Testova uloha Doména
Orientace casem .
: - Orientace
Orientace mistem
Opakovani 3 slov Rozsah pozornosti

Odc¢itani 7 od 100 (tzv. sedmickovy test) | Koncentrace/pracovni pamét

Vybaveni 3 slov z paméti Verbalni pamét’

Pojmenovani 2 ptredméth

Opakovani véty - jazykolamu y
P y-lazy Rec a praxe

Porozuméni a provedeni pokynu

Porozuméni psanému pokynu

Napsani véty

Rec a praxe

Piekresleni obrazce

1.3.3 Biochemické vySetirfeni AD

Nejvhodnégjsi diagnosticky marker pro AD by mél spliiovat minimalné 3 zakladni
pozadavky: reagovat na zdkladni neurobiologické zmény pii onemocnéni, byt potvrzen
post-mortem a byt méfitelny co nejdiive vramci zacinajici nemoci (idealné
Vv pre-symptomatickém stadiu). Ddle by jeho odbér mél byt neinvazivni a relativné
jednoduchy (De-Paula et al., 2012).

Mozkomi$ni mok (MM) muze byt povazovan za idealni zdroj biomarkert v AD,
protoze je v tésném kontaktu s mozkovou tkdni a patologické zmény v mozku jsou casto
odrazeny v MM (De-Paula et al., 2012). Nejbézné&jsi biochemicky test provadény z MM,
ktery je prukazny a neni pro pacienty zatézujici, je analyza tripletu (Ap42, tau proteinu
a fosforylovaného tau proteinu). V porovnani se zdravymi jedincemi, maji pacienti s AD
snizenou hladinu AP a vyssi hladinu normalniho a fosforylovaného tau proteinu. Z novéjsich
biomarkerii je testovan mitochondridlni enzym amyloid-vazajici alkohol dehydrogenasa
(ABAD; Zvétova, 2017).

Provad¢ji se také laboratorni testy krve, které zahrnuji kompletni krevni obraz,
mocovinu v séru, kreatinin, tyroxin (T4), hormony stimulujici Stitnou zlazu (TSH), albumin,

jaterni enzymy, vitamin B12, vapnik, sérologické testy na syfilis (u pacientd mladsich 60 let)
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a kompletni sérologii HIV (Dos Santos et al., 2016). Nedostatek praveé vitaminu B12, B9, ale
také zmény v koncentracich metabolitt zminénych vitamind (homocystein) mohou ovlivnit
vznik a progresi neuropsychiatrickych onemocnéni. Citlivym markerem funk¢ni
nedostatecnosti vitamini B12 a B9 je celkovy plazmaticky homocystein. Bylo také potvrzeno
spojeni mezi nedostatkem B9 a naruSenym metabolismem monoaminooxidasy (MAO,;
Bottiglieri et al., 2000 a 2005). MAO zpétn¢ vychytava monoaminové neurotransmitery.
Vedlejsim produktem reakci katalyzovanych MAO jsou latky neurotoxického charakteru,

jako je peroxid vodiku, aldehydy a amoniak (Zvéfova, 2017).

1.3.4 VySetieni vybranymi zobrazovacimi technikami

K zobrazovacim technikdm, které se pouzivaji na vysetfeni mozku, pfi podezieni na
AD patii pocitacova tomografie (CT), jednofotonova emisni pocitatova tomografie
(SPE-CT), pozitronova emisni tomografie (PET) a magneticka rezonance (MRI).

Pomoci CT je mozné vizualizovat rozsitujici se atrofii v mozku. Metoda byva pouzita
K posouzeni integrity mozkové tkané. Tato technika je také schopna kvantifikovat hustotu
tkani, velikost komor, objem MM a hmotnost mozku. U pacientd s AD, jejichz stav se rychle
zhorSuje, jsou videt nejveétsi zmeény ve velikosti komor. V ¢asné diagndéze AD ma CT malou
hodnotu, protoZe na zakladé néj se nepoznd o jaky stupen ¢i stddium AD se jedna. Proto je
nutna korelace snimk CT s klinickymi pfiznaky, vysledky neuropsychologickych test
a popiipadé pitevnich nalezti (Khachaturian 1985; McKhann et al., 1984).

Rozsifenim této techniky je SPE-CT, ktera se pouziva pro diferencialni diagnostiku
demence, v¢etné AD (Dos Santos et al., 2016). Méfi prutok krve mozkem pomoci SPE-CT
radiofarmak, jakymi jsou **™Tc-hexamethylpropylen amin a *™Tc-ethyl-cysteinovy dimer
(Yeo et al., 2013; Dos Santos et al., 2016). Vice prokrvené tkané budou obsahovat vice
radiofarmak a budou tedy vyzafovat intenzivnéjSi gama zafeni. Latka oznacena
radionukleotidem je navic metabolizovana v cilovych tkanich a bunkach. Neurony s vyssi
aktivitou (vys$sim metabolickym obratem) vychytavaji vice dané latky, radionukleotid se vice
kumuluje a nasledné vykazuji vysS$i intenzitu gama zéfeni. Lze tak zobrazit hypoperfuzi

mozku (obr. ¢. 9), metabolickou aktivitu neuront apod. (Orel, 2015).
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Obr. ¢. 9: SPE-CT a FDG-PET skeny mozku, kde A — zobrazeni zdravého mozku v sagitalni
roving, diky SPE-CT skenu. B — zobrazeni mozku Vv sagitalni roving, pacienta trpiciho AD,
diky SPE-CT skenu. V temporoparietalni oblasti je viditelnd hypoperfiize. Ptevzato
z Rayment et al., 2016.

Pomoci PET je mozné kvantitativni vyhodnoceni rychlosti vyuziti glukdsy, spotieby
kysliku a regiondlni zmény pritoku krve mozkem (rCBF). U vétSiny pacienti s AD se
vyskytuje mozkovy hypometabolismus, ktery je v soundleZitosti se zdvaznosti onemocnéni
(McKhann et al., 1984). Nejvyuzivanéjsi technikou pro detekci markert AP ulozenych
v neurdlni tkani je 'C-PIB-PET (obr. &. 10). V ramci této techniky se pouziva latka PIB
(N-methyl-[11C]2-(4-methylaminofenyl)-6-hydroxybenzothyazol; Zhang et al., 2014), ktera
je oznaGena pozitronovym zaficem 'C. Pomoci "'C-PIB-PET vysetfeni je napiiklad méfena
glykolytick4 aktivita, kterd odpovidd mife aktivity neurond, kterd je negativné ovlivnéna

kumulaci AB42 (Orel, 2015; Zhang et al., 2014; Chu, 2012).

AD Kontrola

Obr. ¢. 10: Axialni a sagitalni PET sken mozku, zobrazujici rozdil mezi obsahem amyloidu,
v mozkové tkani u pacienta trpici AD a zdravym jedincem (kontrola). Pfevzato z Rayment

et al., 2016.
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PET s vyuzitim fluorodeoxyglukosy (FDG-PET; obr. €. 11) se také pouziva k méfeni
metabolické aktivit¢ mozku. U pacienti s AD je charakteristickou zménou bilateralni
hypometabolismus horniho/zadniho temporalniho a parietalniho laloku. Pfi mirném zhorSeni
kognitivnich funkci, v disledku patologie AD, mozkové skeny potizené FDG-PET odhaluji
hypometabolismus ve stfedni casti parietalniho kortexu. U pokrocilé formy AD je navic

ptitomen hypometabolismus frontalniho laloku (Chu, 2012).

Obr. ¢. 11: SPE-CT a FDG-PET skeny mozku, kde A — SPE-CT sken zdravého mozku
v sagitalni roviné. B — FDG-PET sken mozku v sagitalni rovin¢ pacienta trpiciho AD.

V temporoparietalni oblasti je zfetelny hypometabolismus. Pfevzato z Rayment et al., 2016.

Pomoci MRI je mozné detekovat vyvoj riznych strukturnich a funk¢nich abnormalit
v ¢asnych aZ pozdnich stddiich AD. Anatomickd a objemovd MRI je nejrozsifenéjsi
technikou, kterd méii atrofie, jak lokalng, tak i globalné. U AD se objevuji hipokampalni
atrofie (obr. ¢. 12), které jsou povazovany za indikator regionalniho poskozeni neuronti

(Cavedo et al., 2014; Dos Santos et al., 2016).

Obr. ¢. 12: Hipokampalni atrofie viditelna pomoci MRI skenu s vysokym rozliSenim, kde
Cervené je oznaCeny hipokampus. A — pacient trpici AD; B — zdravy jedinec (kontrola).

Prevzato z Teipel et al., 2015.
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1.4  Terapie AD

V soucasné¢ dobé AD patii mezi nevyléCitelnd onemocnéni. VCasnym zahdjenim
terapie je mozné pouze zpomalit jeji prub&h a udrzet ji tak v leh¢im stadiu. Cilem je zmirnit
ptiznaky a oddalit nastup tézké formy AD. Existuji dv€ moznosti terapie, a to farmakologicka

a nefarmakologicka 1écba. Ve vétSing pripadu, terapie AD, zahrnuje obé moznosti 1éCby.
1.4.1 Farmakologicka lécba

1.4.1.1 Cholinesterasové inhibitory

Inhibitory ChE jsou Sirokou skupinou chemickych sloucenin s odlisnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. AChE inhibitory hraji dalezitou roli v biochemickych procesech v
lidském téle. Specifické BuChE inhibitory, jako je napiiklad iso-OMPA (tetraisopropyl
pyrofosforamid), maji pievazné diagnosticky vyznam. Niz$i zdjem o BuChE inhibitory mtze
byt vysvétlen tim, Ze jsou za fyziologickych podminek v nadbytku (Adler
a Filbert, 1990).

Slouceniny inhibujici AChE mizeme rozdélit na reverzibilni (vratné) a irreverzibilni
(nevratné). Dale mohou byt rozdéleny do 3 skupin, a to podle toho, na jaké misto enzymu se
vazi. Vazat se mohou na esteratickou ¢ast aktivniho mista, na -aniontové (periferni) nebo na
a-aniontové misto. Co se tyCe irreverzibilnich inhibitort, tak ty se v terapii AD nepouzivaji.

(Pohanka 2011; Colovié et al., 2013).

Reverzibilni inhibitory

Spadaji sem slouceniny s odlisSnymi funkénimi skupinami (karbamat, kvartérni nebo
terciarni amoniova skupina), které jsou aplikovany v 1éc¢bé riznych nemoci, jako je AD, ale
I myasthenia gravis, glaukom, aj. (Pohanka, 2011). Mezi obecné nezadoucimi ucinky téchto
inhibitord patii nauzea, zvraceni, bradykardie, bolest hlavy, aj. (Farlow et al., 2010; Birks
et al., 2009).

U pacienti s AD tyto inhibitory inhibuji AChE aktivitu a udrzuji tak hladinu ACh
zvysenou. Proto dochéazi ke zvySovani cholinergni neurotransmise v predni oblasti mozku
a tim se kompenzuje ztrata funkce mozkovych bundk. Zadny 1ék obsahujici inhibitor
nezajistuje oddaleni nebo zastaveni progrese choroby (Colovié et al., 2013). Léky, zlepsujici
kvalitu zivota pacientim s touto chorobou, obsahujici nejcastéji inhibitor, jako je donepezil,

rivastigmin a galantamin. V roce 1993 byl pouzit, jako prvni inhibitor takrin. Od jeho uzivani
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je ale pomalu upousténo (Bond et al., 2012; Watkins et al., 1994). Také fenoly podobné
kurkuminu nebo resveratrol byly zaméteny na 1é¢bu AD mnoho let, protoze jsou zndmé pro
jejich razné biologické ucinky. Zvlasté, resveratrol ma vyhodu v selektivni inhibici BuChE.
Navic ma silnou anti-amyloidogenni aktivitu, pfi které prostiednictvim proteasomu, redukuje

hladiny AP (Li et al., 2017).

- Donepezil

Donepezil je piperidinovy selektivni inhibitor AChE (obr. ¢. 13) vazajici se
reverzibilné na B-aniontové misto enzymu. Jeho hlavni terapeutické pouziti je v paliativni
16¢bé mirného az stiedniho pribéhu AD. V nékterych piipadech miize zlepsit kognitivni

funkce i u pacientt s t€Zkou formou AD (Colovié et al., 2013; Winbland, 2006).

O

N i j
Obr. ¢. 13 : Chemicka struktura donepezilu. Pfevzato z Rios, 2012.

Vyzkum, ktery vedl k vyvoji donepezilu, zacal v roce 1983 v japonské firmé Eisali.
V roce 1996 dostala tato spolegnost schvaleni od amerického Utadu pro kontrolu potravin
a lé¢iv (FDA) pro piipravu donepezilu pod znackou Aricept, kterou uvedla na trh spole¢né s
firmou Pfizer (Winbland, 2006).

Snadno prochazi pies hematoencefalickou bariéru (BBB). Eliminacni polo¢as ma
okolo 70 hodin. U pacientil uzivajici vys$i davky, bylo zaznamenano mirné zlepSeni
kognitivnich funkci ale naopak Zadné zlepSeni celkové funkce. B&zné nezddouci ucinky

donepezilu jsou zvraceni, nechutenstvi, nevolnost, bradykardie, aj. (Farlow et al., 2010).

- Takrin

THA (obr. ¢. 19, viz kap. 3.1.2.) je schopen reverzibilné interagovat s a-aniontovym
mistem v AChE. Stal se tak prvnim schvalenym (v roce 1993) inhibitorem ChE pouzivanym
pro potlaceni pfiznaki AD. Snadno prostupuje pfes BBB a je metabolizovan v jatrech

cytochromem P450. Je celosvétové znamy a prodavany pod nazvem Cognex. Dnes je jeho
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aplikace omezovana kvuli relativné vysoké hepatotoxicité¢ (Konrath et al., 2013; Yip et al.,
2018; Korabé&eény et al., 2012). Z tohoto divodu zde byla snaha o nalezeni derivati THA,
které by byly méné toxicke.

Jednim z nich je 7-MEOTA (obr. & 20; viz kap. 3.1.2.). Ten byl vyvinut v Ceské
republice, jako novy mén¢ toxicky derivat THA, pfi¢emz bylo zachovano terapeutické pouziti
pfi AD. Pivodné¢ byl ale ptedstaven, jako antidotum proti anticholinergni latce
3-chinuklidinyl benzylatu. V inhibici lidské AChE a BuChE je pomérné slabsi nez THA, ale

za to ma méné vedlejsich G¢inku a je méné toxicky (Soukup et al., 2013; Lee et al., 2015).

- Galantamin

Galantamin neboli Nivalin je selektivni, kompetivni, rychle reverzibilni inhibitor
AChE (obr. ¢. 14) interagujici s a-aniontovym mistem. Muze se také vazat s aktivnim mistem
zahrnujici aromatickou rokli. Jedna se o alkaloid izolovany z Galanthus nivalis (snézenka;
Pohanka, 2011). V soucasné dobé je ve farmaceutickém primyslu ziskavan z narcisovych
cibulek, coz vyvolalo exponencialni zajem o izolaci a charakterizaci alkaloidu z cibulek rodu
Amaryllidaceae (napi.: lykorin, homolykorin a hippeastrine), vétSina znich ma

anticholinesterasovou aktivitu (Dzoyem et al., 2014).

OH

N
N\

Obr. ¢. 14: Chemicka struktura galantaminu. Pfevzato z Rios, 2012.

Galantamin byl poprvé uveden na trh v roce 2001 pii 1é€bé mirné az sttedni formy
AD. Kromé l¢éku slouzi, jako alostericky ligand na nikotinovych cholinergnich receptorech
vyvolavajici jejich modulaci. Galantamin interaguje s nikotinovym receptorem na vazebnych
mistech, kde zesiluje jejich citlivost na ACh (Pohanka, 2011; Wessler a Kirkpatrick, 2008).

Absorpce galantaminu je rychla a kompletni, s oralni biologickou dostupnosti mezi
80 a 100 %. Kdyz galantamin alostericky potencuje U¢inky na nikotinovych receptorech,
neovliviiuje tim pouze cholinergni neurotransmisi, ale také dal§i neurotrasmiterni systémy,

jako jsou monoaminy, glutamat a y-aminomaselna kyselina (GABA). Tyto u¢inky mohou byt
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prospésné a zlepsit kognitivni funkci a psychiatrické onemocnéni (schizofrenie, tézké deprese,

aj., Ago et al., 2011).

- Rivastigmin

Rivastigmin je silny reverzibilni karbamatovy inhibitor (obr. ¢. 15) vazajici se na
esteratické aktivni misto enzymu. Narozdil od donepezilu, ktery selektivné inhibuje AChE,
rivastigmin inhibuje, jak AChE, tak i BUChE. To vede k vyuziti pro 1é¢bu mirné az stiedni
formy AD (Pohanka, 2011; Colovié et al., 2013).

Obr. ¢. 15: Chemicka struktura rivastigminu. Pfevzato z Rios, 2012.

Rivastigmin neboli Exolon je uzivan oralné ve formé kapsli, kapek nebo naplasti.
Dobie se vstfebava a je vyluCovan moci. VCasna a trvala 1écba AD timto inhibitorem
maximalizuje pfiznivé ucinky, ve srovnani s mirou poklesu kognitivnich funkci
a zavaznosti demence. Nezddoucimi uc¢inky mize byt zvraceni, teplota, Ginava, bolest hlavy,

aj. (Birks et al., 2009).

1.4.1.2 Antagonisté N-methyl-D-asparatu

Memantin (obr. ¢. 16) je 1€k, ktery byl schvaleny Evropskou unii v roce 2002. Je
proddvany pod ndzvem Ebixa. Jednda se o nekompetitivniho anatagonistu
N-methyl-D-asparatu  (NMDA) receptorti, ¢imZz snizuje excitotoxicitu a zabrafnuje
neurodegeneraci zpusobenou nadmérnym pusobenim glutamatu (Yiannopoulou et al., 2013;
Dos Santos et al., 2016). Predpoklada se tedy, ze memantin sice snizuje vySe uvedenou
excitotoxicitu, ale rovné€z umoziuje fyziologické plisobeni glutamatu (i vstup fyziologického
mnozstvi Ca?* iontd do neurontl) v procesu uéeni a paméti (Chu, 2012). Je dostupny ve formé
tablet (okamzité uvoliiovani), tobolek (prodlouzené uvoliiovani) a peroralni piipravek
(v kombinaci s donepezilem). Kombinace memantinu a donepezilu ma pfiznivé vysledky na
kognitivni funkce, na kazdodenni ¢innosti a chovani (porovnani s donepezilem a placebem;

Finnn, 2017).
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Obr. ¢. 16: Chemicka struktura memantinu. Pfevzato z Kornhuber a Kennepohl, 2007.

Glutamat a NMDA receptory

Glutamat je hlavnim excita¢nim neurotransmiterem, v mozku savcu, ktery se podili na
excitaénim postsynaptickém pienosu pies ionotropni a metabotropni glutamatové receptory.
NMDA receptory (obr. ¢. 17) maji velky vyznam v dlouhodobém ovlivnéni synaptické
plasticity (LTP; Olivares et al., 2012; Wang a Reddy, 2017). Misto, bohaté na NMDA
receptory jsou pyramidalni buiikky v hipokampu a mozkové kufe (oblasti zapojené¢ do

kognitivnich funkci, jako je pamét’ a uéeni; Chu, 2012).
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O mg?*
@ Na*
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Neaktivovany NMDA Aktivovany NMDA V ca?*

receptor receptor

Postsynapticka buiika

Obr. ¢. 17: Schéma aktivovaného a neaktivovaného NMDA  receptoru.

Pievzato z Farlow, 2004.

Mechanismus podilejici se na uceni a paméti, vyzaduje dlouhodobou potenciaci

zprostiedkovanou glutamatem pravé pies NMDA receptory (Chu, 2012). Za fyziologickych
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podminek je iontovy kanal NMDA receptoru blokovan Mg”* a po uvolnéni glutamatu dojde
k depolarizaci membrany, a Mg®* opusti kanal. To vede k influxu Na* a Ca*" iontil. Po
aktivaci NMDA receptor zustava intovy kanal del$i dobu otevieny a jakmile vstoupi Ca*
ionty, tak dojde k LTP. Pro odblokovani kanalu na NMDA receptorech musi byt splnéna
soucasna aktivace AMPA receptorti, které umozni vstup Na® iontli do bunék a parcidlni
depolarizaci membrany (Dusek a Vecetova-Prochazkova, 2015).

Kognitivni porucha u AD uzce souvisi se synaptickou plasticitou, ve které receptory
NMDA hraji rozhodujici roli (Zhang et al., 2016). Zvysené uvoliiovani a snizené odbouravani
glutamatu spole¢né se zvySenou tvorbou AP vede K chronické hyperexcitaci NMDA receptord
a zvySenému toku Ca®* iontii do neuronii. Ca* ionty aktivuji tvorbu kyslikovych radikali, coz
nakonec vede k poskozeni nebo az smrti neuront (glutamatergnich i cholinergnich). Glutamat
potencuje toxicitu AP a zvySuje jeho tvorbu kvili posunu aktivity od a sekretasy Kk
B sekretase (DuSek a Vecetova-Prochazkova, 2015). Je znamo, ze oligomery AP, ale i tau
protein naruSuji (inhibuji) LTP zavislou na NMDA receptorech. Této inhibici se da
pfedchézet, a to pouzitim selektivniho antagonisty (memantinu), sniZenim hladiny

extracelularniho glutamatu, apod. (Zhang et al., 2016).

1.4.1.3 Sekretasové inhibitory

Tyto inhibitory blokuji enzymy, které §tépi APP, ¢imZ zabraniuji tvorb& nerozpustného
AP, ktery je odpovédny za tvorbu senilnich plakd. Inhibovanymi enzymy jsou BACEL (Dos
Santos et al., 2016). Touto inhibici je tedy mozné zpomalit progresy AD jiz v ¢asném stadiu
(Ghosh a Osswald, 2014). Podle nékterych studii je BACE1 zajimavym terapeutickym cilem
u AD (Sinha a Lieberburg, 1999). Uvadi se, ze po identifikaci BACE1 byla snaha syntetizovat
a testovat n€kolik inhibitorti tohoto enzymu, a tim zpomalit postup AD na delsi dobu (Zhu et
al., 2009).

Jednou z moznych latek fungujici, jako inhibitor BACEl je LY2811376
((S)-4-(2,4-difluoro-5-pyrimidin-5-yl-fenyl)-4-methyl-5,6-dihydro-4H-[ 1,3]thiazin-2-yl-
amine). Je to prvni nepeptidicky inhibitor BACE1, diky némuz dochézi ke sniZzeni mnoZzstvi
AP. Na zvifecich modelech a zdravych dobrovolnicich byly vSak pozorovany netoxické
zmény. Zietelny a dlouhodoby pokles AR v MM byl métfen pii davkach 30 nebo 90 mg
(peroralni podani). Z diavodi toxikologickych ndlezli, vramci dalSich dlouhodobych
preklinickych studii, byl dalsi klinicky vyvoj této latky prerusen (Kumar et al., 2018). Dalsi
moznosti je silny hydroxyethylenovy peptidovy inhibitor OM99-2. Inhibuje leucin a alanin,

efektivné a ucinné pisobi na BACE1 (Dos Santos et al., 2016). V soucasné dob¢ jsou ve
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III. fazi klinického zkouseni 3 BACEI inhibitory, a to verubecestat, AZD3293 a E2609
(Hroudova, 2017; Briggs et al., 2016).

Pro inhibici BACEI, existuji i nékteré piirozené¢ se vyskytujici latky pouzivané
v tradiéni ¢inské medicing. Jde napiiklad o 2,2,4-trihydroxychalkon (TDC) a ginsenosid Rg1.
Ginsenosid Rgl se v tradi¢ni mediciné pouziva intenzivné pro zlepSeni pamétové funkce
a vykazuje asi 80% inhibi¢ni aktivitu proti BACE1 (Dos Santos et al., 2016).

PS1 a PS2 jsou hlavnimi enzymatickymi cili pro inhibici y sekretasy v ramci terapie
AD. Bohuzel bylo zjisténo na transgennich knockout mysich, Ze inhibice tohoto enzymu
vyvolava nezadouci vedlejsi ucinky. Kromé ziejmé role v AD maji také za ukol kontrolovat
Notch signalni drahu (Notch protein je substratem y sekretasy) odpovédnou za bunéénou
proliferaci a diferenciaci béhem embryonélniho vyvoje. Vytazeni obou gent u mysi zpisobilo
nedostate¢né vyvinuti subventrikularni oblasti, kortikalni dysplazii a v n¢kterych piipadech se
zvirata narodila mrtva. Objevovala se také hematotoxicita, kozni reakce, aj. Druha generace
inhibitord y sekretas (mensi zapojeni Notch proteinu) byla vyvinuta s lepsim bezpe¢nostnim
profilem. I pfesto, ale vysledky klinickych studii nejsou pfili§ nadéjné (Ghosh a Osswald,
2014; Hroudova, 2017).

1.4.1.4 Inhibitory kinas

Enzym kinasa glykogen syntasy (GSK-3) je zodpovédny za fosforylaci glykogenu, coz
vede kinaktivaci glykogen syntasy, kontrole metabolismu glykogenu, regulaci bunétné
proliferace a bunééného cyklu. Existuji dvé izoformy GSK-3, a to GSK-3a a GSK-3p.
Aktivita GSK-3f je spojena s hyperfosforylaci tau proteinu, coz ve vysledku vede k tvorbé
neurofibrilarnich spleti a destabilizaci neuronalnich procesti (Dos Santos et al., 2016).

Jednim z inhibitort GSK-3B je lithium. To se pfimo vaze na uvedeny enzym
a zvysuje tak inhibici fosforylace tau proteinu. Lithium je také schopné snizit produkci AP,
coz bylo prezentovano u transgennich mysi (Noble et al., 2005), které nadmérné exprimovaly
lidsky tau protein. Po 30dennim podavani (intraperitonealnim) lithia bylo pozorovano
vyznamné snizeni aktivity GSK-3p a tudiz i fosforylace tau proteinu. Dal§i moznosti je
valproat, ktery ma podobny ucinek (Avila a Hernandez, 2007; Dos Santos et al., 2016).

Vysoce selektivnimi a u¢innymi inhibitory GSK-3f jsou derivaty 1,3,4-oxadiazolu.
Nékteré z nich vykazuji dobré farmakokinetické vlastnosti a vysokou propustnost pies BBB.
Derivat 2-methyl-5-{3[4-(methylsulfonyl)-(3)-fenyl]-1-benzofuran-5-yl}1,3,4-oxadiazol ma

vysoky inhibi¢ni potencial ke GSK-3B Vv primarnich nervovych bunkach mozku krys, coz
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ukazuje na to, Ze by tento derivit mohl byt dobrym kandiditem na [ébu AD
(Dos Santos et al., 2016).

1.4.1.5 Latky regulujici oxidac¢ni stres

Tyto latky se pouzivaji preventivné i 1éCebné, jak ke snizeni tvorby ROS, tak
i kjejich vychytavani. Mezi tyto latky patii naptiklad alfa-tokoferol (vitamin E). Jsou
zkouSeny, ale také jiné latky, jako jsou melatonin, retinol, pyritinol, vitamin C, beta-karoten,
aj. (Jirak, 2004).

Inhibitory MAO zpomaluji metabolismus neurotransmiteru serotoninu. Jsou
u¢inné nejenom V terapii AD, ale také pii poruchach nalad a riznych neuropsychiatrickych
poruch. Antidepresivni a neuroprotektivni u¢inky inhibitordi MAO pfispivaji k zeslabeni

oxida¢niho stresu (Zvétova, 2017).

1.4.1.6 Imunizace

Jako dal$i farmakologicky pfistup k terapii AD by mohla byt aktivni imunizace.
Pocatecni klinicka studie (Robinson et al., 2004) vyuzivajici latku AN 1792 proti A, byla
zastavena kviili vyskytu meningoencefalitidy u 6 % subjektd. V rdmci aktivni imunizace jsou
testovany také vakciny proti patologickym formam tau proteinu. Prvni testované protilatky
vykazovaly zna¢nou neurotoxicitu, coz vedlo k objeveni AAdvac-1. U této vakciny, kterad
vede k aktivni imunizaci, byla neurotoxicita potlatena. Vakcina se nachazi ve II. fazi
klinického testovani (Robinson et al., 2004; Hroudova, 2017).

Dale bylo prokazano, ze studie zabyvajici se pasivni imunizaci, kdy byla intraven6zné
aplikovana protilatka proti Ap malému poctu pacientd s mirnou az stfedni formou AD, byly
bezpeéné a potencialné ucinné (Loeffler, 2013). Bohuzel, ale nebyl zjistén zadny dikaz
zpomaleni progrese AD (Briggs et al., 2016).

Jednou z testovanych protilatek byla naptiklad monoklonalni protilatka Bapineuzumab
proti AB. Podstoupila klinickou studii v letech 2007 - 2012 u pacientd s mirnou, az stredi
formou AD. Ackoliv bylo prokazano, ze snizuje rychlost akumulace amyloidd, tak nebyl

prokazan zadny 1é¢ebny ucinek na kognitivni funkci (Salloway et al., 2014).
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1.4.2 Nefarmakologicka 1écba

Tato oblast patii mezi novéjsi védni discipliny. Zakladem je spravny psychologicky
pristup k nemocnému, ktery ale od lidi co o néj pecuji, vyzaduje velkou trpélivost. Vysledky
byvaji Casto minimdlni a pfechodné. Se zhorSujici se formou AD je nutné pouzivat stale
jednodussi psychoterapeutické pfistupy. Tato 1écba zahrnuje nejriznéj$i rehabilitacni
programy, jako jsou pocitaové programy zameétfujici se na trénovani kognitivnich
a nekognitivnich funkci. Snahou je udrzet pacienta co nejdéle zapojeného do kazdodenniho
chodu domacnosti a socialnich aktivit, a oddalit tim, tak jeho umisténi do né&kterého
zdravotnického nebo socidlniho zatizeni. Se zménou doméaciho prostiedi je velmi ¢asto spjat
adaptacni syndrom, ktery Casto vede ke zhorSeni stavu, nebo az k amrti pacienta (Zvérova,

2017; Koukolik a Jirak, 1998).
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2 Cile diplomové prace

— Stanoveni cytotoxicity SA, THA a 7-MEOTA

— Stanoveni cytotoxicity monotakrinovych a bistakrinovych derivati SA

— Stanoveni cytotoxicity MoNo-7-metoxytakrinovych a bis-7-metoxytakrinovych
derivati SA

— Porovnani cytotoxicity latek s jejich strukturou
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Metodika

3.1.1 Bunéc¢na linie

K hodnoceni cytotoxicity nové syntetizovanych modulatort ChE byla pouzita buné¢na
linie HepG2 (obr. ¢. 18). Tato bunécna linie je izolovéna z lidského hepatocelularniho
karcinomu jater 15 letého chlapce kavkazského pivodu (Guo et al., 2015).

HepG2 buiky jsou pomérn¢ cCasto vyuzivany k testovani toxicity nove
syntetizovanych latek. Tyto bunky vykazuji mnoho genotypovych a fenotypovych vlastnosti,
jako normalni jaterni bunky. Hlavni nevyhodou téchto bunék je ale jejich nizkd metabolicka
kapacita, proto jsou vhodnéjsi k testovani toxicity vychozich sloucenin a méné vhodné pro

hodnoceni toxicity metabolitd danych latek (Gerets et al., 2009 a 2012).

Obr. €. 18: Bunécna linie HepG2.

3.1.2 Testované latky

Vsechny testované latky byly syntetizované na Katedie toxikologie a vojenské
farmacie (Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany, Hradec Kralové, Ceska
republika).

Testovanymi latkami byly vychozi latky pro syntézu, a to THA (obr. ¢. 19),
7-MOETA (obr. ¢. 20) a SA (3,4-diethoxy-3-cyklobutan-1,2-dion, obr. ¢. 21) .
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Obr. ¢. 19: Chemicka struktura THA. Prevzato z Korabécny et al., 2015.

Obr. ¢. 20: Chemicka struktura 7-MEOTA. Ptevzato z Korabéény et al., 2015.
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Obr. ¢. 21: Chemicka struktura SA. Prevzato z www.sigma-aldrich.cz.

Prvni skupinu nové€ syntetizovanych latek byly derivaty SA obsahujici 1 molekulu

THA (obr. ¢. 22) s oznacenim K1515, K1507, K1535, K1513, K1517, K1523 a K1525.
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Obr. ¢. 22: Chemické struktury nové syntetizovanych testovanych latek monotakrinovych

derivatu SA.
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Dalsi skupinu tvofili derivaty SA obsahujici 2 molekuly THA (obr. ¢. 23) S ozna¢enim

K1516, K1508, K1536, K1514, K1518, K1524 a K1526.
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Obr. ¢. 23: Chemické struktury nové syntetizovanych testovanych latek bistakrinovych
derivati SA.

Treti skupinou testovanych nové syntetizovanych latek byly derivaty SA obsahujici
1 molekulu 7-MEOTA (obr. ¢. 24) sozna¢enim K1521, K1537, K1509, K1527, K1529,
K1531 a K1539.
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Obr. ¢ 24: Chemické struktury nov€ syntetizovanych testovanych  latek

mono-7-metoxytakrinovych derivati SA.
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Posledni, ¢tvrtou skupinou testovanych latek nebo-li derivatt SA obsahujici

2 molekuly 7-MEOTA (obr. ¢. 25) s oznacenim K1522, K1538, K1528, K1530, K1532

a K1540.
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Obr. ¢ 25: Chemické struktury nov€ syntetizovanych testovanych  latek

bis-7-metoxytakrinovych derivati SA.

3.2 Kultivace a pasazovani bunék

HepG2 bunky byly kultivovany v Dulbeccové modifikovaném Eaglovu médiu
(DMEM; Biosera, Nuaille, Francie), které obsahuje vysokou koncentraci glukosy (4,5 g/l),
fenolovou Cerven, rizné anorganické soli, aminokyseliny a vitaminy. Toto médium bylo déle
suplementovano fetdlnim bovinnim sérem (FBS, 10 % celkového objemu; Biosera)
a kombinaci antibiotik (penicilin a streptomycin, 1 % celkového objemu; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Buiiky byly kultivovany v kultivaéni lahvy s povrchem 75 cm? (TPP;
Techno Plastic Porducts AG, Trasadingen, Svycarsko), opatiené specidlnim zavitem, jenz
umoznuje vymeénu plyntl s prostiedim, ve kterém jsou bunky kultivovany. Kultivace probihala
v CO; inkubatoru (incubator CO, CB 160, Binder, Tuttlingen, Némecko) pii 37 °C.
V ptipadé, ze byla dosahnuta 75 — 85% konfluence byly bunky pasdzované standardnim

procesem trypsinizace (Muckova et al., 2018).
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Pasazovani je proces, ktery slouzi k preneseni bunécné linie do nového kultivacniho
média. Pasazovani bylo provadéno V lamindrnim boxu, ktery je vybaven HEPA filtry

(EuroClone, Pera, Italie).

3.2.1 Postup pasaZovani

Na zacatku pasdzovani se kultivaéni médium aspirovalo a bunky byly nasledné
oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS; Sigma-Aldrich), ktery byl nésledné odsan. K uvolnéni
bunck ode dna kultivacni lahve byl pouzit roztok trypsinu/EDTA (Sigma Aldrich). Kultivaéni
lahev byla nasledné¢ umisténa na vyhfevnou desku (Scienceware, Wayne, NJ, USA) na
2—5 minut (37 °C). K uvolnénym buitkkdm bylo pfidano 5 ml kultivaéniho média, ve kterém
byly bunky resuspendovany. Cely obsah byl nasledné ptenesen do centrifugaéni zkumavky
(15 ml). Dno kultiva¢ni lahve bylo promyto PBS, pficemz cely objem PBS byl pfidan do
stejné centrifugacni zkumavky. Centrifugace (centrifuga Hettich; Schoeller Instruments,
s.r.0., Praha, Ceska republika) probihala 4 minuty pfi 600 otadek/minutu a 37 °C . Po
centrifugaci byl odsén supernatant a peleta byla resuspendovana v 800 pul média a doplnéna
médiem na celkovy objem 14 ml. Do kultiva¢ni lahve bylo pfiddno 20 ml média a po
spoc¢itani bun€k (viz nésledujici kapitola) se urc¢ité mnozstvi bunééné suspenze piidalo zpatky

do kultivacéni lahve.
3.3  Pocitani bunék
3.3.1 Biirkerova komurka

Pro pocitani bun¢k v Biirkerové komtrce bylo naneseno 10 pl bunécéné suspenze do
pocitaci komulrky. Po€et bun€k byl spocitan v 6—10 fadcich pomoci svételného mikroskopu
(Nikon Instruments, Amsterdam, Nizozemsko). Pocet bun¢k v 1 ml suspenze byl vypocitan
podle uvedeného vzorce:

primér poctu bunék X 4 = poletbunék x 10*/ 1 ml suspenze

3.3.2 Prutokova cytometrie

Druhd metoda, kterd byla pouzita k zjiSténi poctu bun€k byla mikrokapilarni
prittokova cytometrie (obr. &. 26) vyuzivajici mikrokapilarni pritokovy cytometr The Muse™
Cell analyzer (Merck, Kenilworth, NJ, USA). Tato metoda umoziuje zjistit pocet
zivotaschopnych bun¢k (buiiky/ml a v %) a celkovy pocet bunék (buniky/ml).

47



Pro pocitani bunék pomoci mikrokapilarniho pritokového cytometru bylo do
mikrozkumavky piidano 50 pl bunééné suspenze, ktera byla smichana se 100 ul reagence
Muse™ Count et Viability reagent (Merck). Tato smés byla inkubovana 5 minut pii

laboratorni teploté a po uplynuti doby inkubace byl stanoven pocet a viabilita bunék.

Tato technika vyuziva reagencni Cinidlo skladajici se ze dvou fluorescencnich barviv,
vazajicich se na DNA, pomoci kterého jsme schopni rozliSit viabilni a mrtvé bunky. Prvni
slozkou barvici smési je barvivo, které se navaze na jaddro mrtvé nebo umirajici bunky, diky
ztraté jejich membranové integrity. Tento parametr vyjadiuje zivotaschopnost bunék. Druhou
sloZzkou je barvivo, které¢ je schopné prostoupit bunécnou membranou a nasledné obarvit
vSechny bunky obsahujici jadro. Timto zpiisobem je mozné rozliSit buiiky s jadrem od tzv.

trosek a nejadernych bunék.
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Obr. ¢. 26: Vysledné grafy ziskané méfenim poctu bunck a bunééné viability
pomoci mikrokapilarniho pratokového cytometru. Graf A (populaéni profil): rozdéleni
bun¢k podle jejich velikosti za Gcelem odliSeni bun¢k od bunécéné drt€. Graf B (profil
viability): umoziiuje urCeni procenta viabilnich bun¢k (vlevo) a mrtvych bunck (vpravo).
Horni oblast (svétlejsi) predstavuje bunky s jadrem a spodni ¢ast (tmavsi) bunécnou drt.
Pti¢emz bunky vyskytujici se v levém hornim rohu maji jadro a jsou zivé. Builky v pravé

horni ¢asti sice jadro maji, ale jsou mrtvé.

48



3.4 Stanoveni cytotoxicity latek

3.4.1 Nasazeni do desticky

Z bunécné suspenze, kterou jsme ziskali pfi pasazovani bunék, byla podle vypoctu
pripravena nova suspenze bunck. Do 96jamkové mikrotitracni desticky (TPP) bylo nasazeno
100 pl této suspenze o hustoté 15 x 10% bunék na jamku (obr. ¢. 27). Buiiky byly ponechany
pii laboratorni teploté 10 — 15 minut, aby doslo k rovnomérné sedimentaci. Nasledné byla

desticka vlozena do inkubatoru, kde byla ponechana ptes noc.

Obr. €. 27: 96jamkova desticka s nasazenymi bunikami.

3.4.2 Ovlivnéni bunék

Z testovanych latek byly pfipraveny zasobni roztoky v dimethylsulfoxidu (DMSO;
Sigma-Aldrich). Z ptipravenych zasobnich roztoki byly piipraveny v den experimentu
pracovni roztoky o urcité koncentraci (v kultivatnim médiu), které byly sériové fedény
Vv poméru 1:1.

Takto pfipravend koncentracni fada byla nésledné ptidana (100 pl) k bunkdm v
96jamkové desticce. Nasledovala 24hodinova inkubace. Do jamek urcené pro negativni
kontrolu bylo napipetovano pouze kultivaéni médium (100 pl). Do posledniho sloupce, ktery
predstavoval pozitivni kontrolu, byl pfidan roztok obsahujici uhli¢itan sodny a dodecylsulfat

sodny (100 pl; obr. ¢. 28).
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Obr. ¢. 28: 96jamkova desticka s nasazenymi bunikami a koncentra¢ni fadou testovanych
latek. Ve sloupcich 1 — 3 je v triplikatu testovana latka ¢. 1; 4 — 6 je v triplikatu testovana
latka ¢. 2; 7 — 9 je v triplikatu testovana latka ¢. 3; 10 — 11 je negativni kontrola a ve sloupci
12 je pozitivni kontrola. Stejné schéma pipetovani bylo pouzito i u dalSich desticek s dal§imi

testovanymi latkami.

3.4.3 Kolorimetrické stanoveni bunécné viability

Ke stanoveni cytotoxicity latek byla pouZita ve vod€ rozpustnd tetrazoliova sl
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT; Sigma-Aldrich). MTT test
byl poprvé proveden Mosmannem v roce 1983 (Mossmann, 1983).

Viabilni buiiky jsou v mitochondriich schopny pomoci sukcinatdehydrogenéaz
redukovat MTT na fialovy az fialovomodry formazan (obr. ¢. 29). Krystaly formazanu jsou
nerozpustné ve vod¢, akumulované ve zdravych buinkach a jsou extrahovany pomoci
organického rozpoustédla, napt. DMSO. Mrtvé buiiky ztraceji schopnost metabolizovat MTT
na formazan, proto je intenzita zabarveni roztoku pfimo Umérnd bunééné viabilité (Riss et.

al., 2013).
CH,

: O -
€]
Br HBr

MTT formazan

Obr. ¢. 29: Chemickéd struktura MTT a jeho redukované formy formazanu. Pievzato

z Stockert. et. al., 2012.
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3.4.3.1 Provedeni MTT testu

Po 24 hodinové inkubaci s testovanymi latkami byl cely obsah jamek odsan
a nahrazeny do sloupcti 1-11 100 pl roztoku, ktery obsahuje MTT (0,5 mg/ml). Do 12tého
sloupce bylo pifidano bezbarvé médium (obr. ¢. 30). Desticka byla poté umisténa do

inkubétoru na 45 minut. V pribéhu inkubace je nutnd kontrola metabolizovani MTT na

formazan pod mikroskopem.
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Obr. ¢. 30: 96jamkova desticka s pfidanym roztokem obsahujici MTT (sloupec 1 — 11) nebo

bezbarvym médiem (sloupec 12).

Po skonceni inkubace byl cely obsah opét odsan a formazan v jamkach byl
extrahovany pomoci 100 ul DMSO (obr. ¢. 31). Desticky byly promichany na tfepacce.
Absorbance byla zméfena za vyuziti pfistroje Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) pti vinové délce 570 nm.
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Obr. ¢. 31: 96jamkova desticka po rozpuSténi krystalu formazanu pomoci DMSO

(sloupec 1 — 12). Intenzita zabarveni roztoku je pfimo imérna viabilité bunék.
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3.5 Statisticka analyza

Jednotlivé ICsp byly mezi sebou porovnany pomoci parametrického statistického testu
(t- test). Za statisticky signifikantni byly povazovany rozdily na hladin€¢ vyznamnosti

p < 0,05. Pro statistickou analyzu byl pouzit software GraphPad Prism verze 6.05.

4 Vypocet toxikologickych indexii

Cytotoxicita jednotlivych latek je vyjadfend pomoci toxikologického indexu ICso,
Hodnoty ICsp byly vypocitané pomoci statistického programu GraphPad Prism verze 6.05
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) metodou 4-parametrické nelinearni regrese.
Hodnota ICsp reprezentuje prumér ze tii nezavislych experimentd doplnény o smérodatnou

odchylku (SD).
4.1 Vychozi slouceniny pro syntézu jednotlivych derivati

4.1.1 Toxikologické indexy ICs,

Toxikologicky index ICso udava koncentraci, pfi které se viabilita bunék snizi na
50 %. Hodnota ICsy SA, THA a 7-MEOTA (tab. ¢. 2) byla stanoveny na bunééné linii HepG2

po 24-hodinové inkubaci.

Tab. ¢. 2: Cytotoxicita vychozich latek vyjadiena toxikologickym indexem ICsg, jako primér

(se smérodatnou odchylkou) ze tfech nezavislych experimentt.

1Cs0 [uM] SD

SA 1439,0 9,85
THA 168,47 6,28
7-MEOTA 44,37 4,74

4.2 Monotakrinové derivaty kyseliny ¢tvercové

4.2.1 Toxikologické indexy ICsy

Hodnoty ICsp THA a jeho derivatd (tab. ¢. 3) byly stanoveny diky bunééné linii
HepG2 po 24-hodinové inkubaci.
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Tab. ¢. 3: Cytotoxicita latek vyjadfend toxikologickym indexem ICsy pro monotakrinové
derivaity SA obsahujici 1 molekulu THA ziskand jako primér (se smérodatnou

odchylkou — SD) ze tfech nezavislych experiment.

1Cs0 [uM] SD
K1515 363,30 33,40
K1507 314,13 16,70
K1535 185,93 4,66
K1513 138,60 12,55
K1517 105,34 12,85
K1523 76,33 491
K1525 81,92 4,95

Z vyse uvedenych a naméfenych hodnot je ziejmé, Ze nejvice toxickou latkou je
K1523 (ICso = 76,33 uM). Od této latky se cytotoxicita snizuje v nasledujicim potfadi K1525,
K1517, KI1513, KI1535, K1507 a KI1515. Tyto latky jsou 1,1-, 1,4-, 18-, 24-

4,1- a 4,8nasobné méné toxické, nez nejvice cytotoxicka slouc¢enina K1525.

4.2.2 Davkové - zavislé krivky

Hodnoty 1Cso pro monotakrinové derivaty SA obsahujici 1 molekulu THA byly uréené
pomoci davkové — zavislych kiivek, zndzoriiujici zménu viability bun€k po jejich ovlivnéni
koncentra¢ni fadou testované latky (obr. ¢. 32 — 38). Tyto kiivky byly vytvofeny na zakladé

trech nezavislych experimentl uskute¢nénych v triplikétu.
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Obr. ¢. 32: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1515 ztii nezéavislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 33: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1507 ztifi nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 34: Davkove zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni tfadou latky K153 ztii nezavislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 35: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

S koncentracni fadou latky K1513 ztii nezédvislych experimentl (n

V triplikatu.
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Obr. ¢. 36: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1517 ztfi nezavislych experimentid (n

Vv triplikatu.
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37: Déavkové zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunck HepG2

3) provedenych

Obr. ¢. 38: Davkove zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

S koncentracni fadou latky K1525 ztii nezdvislych experimentl (n

vV triplikatu.

4.3 Bistakrinové derivaty kyseliny ¢tvercové

4.3.1 Toxikologické indexy ICsy

3) provedenych

Hodnoty ICsp bistakrinovych derivata SA (tab. ¢. 4) byly stanoveny na bunééné linii
HepG2 po 24-hodinové inkubaci.
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Tab. ¢. 4: Cytotoxicita latek vyjadfend toxikologickym indexem ICsg pro bistakrinové

derivaty SA obsahujici 2 molekuly THA ziskana jako primér (se smérodatnou odchylkou —

SD) ze tifech nezavislych experiment.

1Cso [MM] SD

K1516 >256

K1508 >32

K1536 145,50 7,46
K1514 68,63 15,42
K1518 76,40 11,51
K1524 22,95 1,37
K1526 6,61 1,79

Z vyse uvedenych a naméfenych hodnot je ziejmé, Ze nejvice toxickou latkou je

K1526 (ICso = 6,61 uM). Od této latky se cytotoxicita snizuje v nasledujicim potradi K1524,
K1508, K1514, KI1518, K1536 a KI1516. Tyto latky jsou 3,5-, >4,8-, 10,4-, 11,6-,

22- a >38,7nasobné mén¢ toxické, nez nejvice cytotoxicka slouc¢enina K1526.

4.3.2 Davkové - zavislé krivky

Hodnoty 1Cso pro bistakrinové derivaty SA obsahujici 2 molekuly THA byly uréené

pomoci davkoveé — zavislych kiivek, znazoriujici zménu viability bunék po jejich ovlivnéni

koncentra¢ni fadou testované latky (obr. €. 39 — 45). Tyto kiivky byly vytvoteny na zaklade

trech nezavislych experimentt uskute¢nénych v triplikatu.
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Obr. ¢. 39: Davkove€ zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1516 ztfi nezavislych experimentd (n = 3) provedenych

Vv triplikatu.
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Obr. ¢. 40: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1508 ztfi nezavislych experimentd (n

V triplikatu.
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Obr. ¢. 41: Davkove zavisle kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

S koncentracni fadou latky K1536 ztii nezédvislych experimentl (n

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 42: Davkové zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1514 ztifi nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

V triplikatu.
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Obr. ¢. 43: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1518 ztfi nezdvislych experimentl (n = 3) provedenych

Vv triplikatu.
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Obr. ¢. 44: Davkove zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1524 ztii nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

V triplikatu.

K1526

-~ 1. méfeni
-+~ 2. méreni
- 3. méfeni

100+

% viabilnich bunék

0 T L] L] L] 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

log ¢ (uM)

Obr. ¢. 45: Davkov€ zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

S koncentracni fadou latky K1526 ztfi nezavislych experimentd (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
4.4 Mono-/-metoxytakrinové derivaty kyseliny ¢tvercové

4.4.1 Toxikologické indexy ICs

Hodnoty 1Csp mono-7-metoxytakrinovych derivatt (tab. ¢. 5) byly stanoveny na

bunécné linii HepG2 po 24-hodinové inkubaci.
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Tab. ¢. 5:

Cytotoxicita latek vyjadfend toxikologickym indexem ICso pro

mono-7-meotxytakrinové derivaty SA obsahujici 1 molekulu 7-MEOTA ziskana jako pramér

(se smerodatnou odchylkou — SD) ze tfech nezavislych experimentd.

IC50 [uM] SD
K1521 >256

K1537 119,50 8,03
K1509 106,89 8,36
K1527 49,32 3,98
K1529 38,13 2,57
K1531 81,80 5,00
K1539 65,39 8,77

Z vyse uvedenych a namétfenych hodnot je ziejmé, ze nejvice toxickou latkou je

K1529 (ICso = 38,13 uM). Od této latky se cytotoxicita snizuje v nasledujicim pofadi K1527,

K1539, K1531, K1509, K1537 a

a >06,7nasobné mén¢ toxické, nez nejvice cytotoxicka K1529.

4.4.2 Davkové - zavislé krivky

K1521. Tyto latky jsou 1,3-, 1,7-,

2,1-, 2,8-, 3,1-

Hodnoty ICsp mono-7-metoxatakrinovych derivatt SA obsahujici 1 molekulu

7-MEOTA byly urcené pomoci davkové — zavislych kiivek, zndzorfujici zménu viability

bunck po jejich ovlivnéni koncentra¢ni fadou testované latky (obr. €. 46 — 52). Tyto kiivky

byly vytvoreny na zaklad¢ ttech nezavislych experimentt uskutecnénych v triplikatu.
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Obr. ¢. 46: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1521 ztii nezdvislych experimenti (n =

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 47: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1537 ztii nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

V triplikatu.
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Obr. ¢. 48: Davkov€ zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1509 ztfi nezavislych experimentd (n = 3) provedenych

Vv triplikatu.
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Obr. ¢. 49: Davkové zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bun¢k HepG2

s koncentracni fadou latky K1527 ztii nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

V triplikatu.
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Obr. ¢. 50: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1529 ztfi nezavislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 51: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1531 ztifi nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

V triplikatu.
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Obr. ¢. 52: Davkov€ zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1539 ztfi nezéavislych experimenti (n = 3) provedenych

Vv triplikatu.
4.5 Bis-7-metoxytakrinové derivaty Kyseliny ¢tvercové

45.1 Toxikologické indexy ICs

Hodnoty ICsp bis-7-metoxytakrinovych derivati SA (tab. ¢. 6) byly stanoveny na

bunécné linii HepG2 po 24-hodinové inkubaci.
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Tab. ¢.

6: Cytotoxicita latek

vyjadifend toxikologickym indexem ICsy pro

bis-7-metoxytakrinové derivaty SA obsahujici 2 molekuly 7-MEOTA ziskana jako pramér (se

smérodatnou odchylkou — SD) ze tfech nezavislych experimentu.

1C50 [uM] SD

K1522 >256

K1538 >64

K1510 187,27 14,51
K1528 98,32 13,87
K1530 25,98 1,15
K1532 8,97 0,98
K1540 3,53 0,59

Z vyse uvedenych a naméfenych hodnot je zfejmé, ze nejvice toxickou latkou je

K1540 (ICsp = 3,53 uM). Od této latky se cytotoxicita snizuje v nasledujicim potfadi K1532,
K1530, K1538, K1528, K1510 a K1522. Tyto latky jsou 2,5-, 7,4-, >18,1-, 27,9-, 53-

a >72,5nasobn¢ méné toxicke, nez nejvice cytotoxicka sloucenina K1540.

4.5.2 Davkové - zavislé krivky

Hodnoty ICsy pro bis-7-metoxytakrinové derivaty SA obsahujici 2 molekuly

7-MEOTA byly urcené pomoci davkové — zavislych kiivek, zndzorfujici zménu viability

bunck po jejich ovlivnéni koncentracni fadou testované latky (obr. ¢. 53 — 59). Tyto kiivky

byly vytvoieny na zaklad¢ ttech nezavislych experimentti uskutecnénych v triplikatu.
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Obr. ¢. 53: Davkové zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1522 ztii nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 54: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1538 ztii nezdvislych experimentl (n = 3) provedenych

V triplikatu.
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Obr. ¢. 55: Davkov€ zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1510 ztfi nezavislych experimentd (n = 3) provedenych

Vv triplikatu.

66



K1528

150+ L
-~ 1. méfeni
- 2. méfeni
1001 -+ 3. méreni

% viabilnich bunék
g

00 05 10 15 20 25
log ¢ (uM)

Obr. ¢. 56: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2

s koncentracni fadou latky K1528 ztii nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

V triplikatu.
K1530
1501 L.
-~ 1. méfeni
ic‘, - 2. méfeni
2 100- = 3. méfeni
i =
L
E
| R ———————————. I ——
E
S

Obr. ¢. 57: Davkove zavislée kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1530 ztii nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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Obr. ¢. 58: Davkove zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1532 ztfi nezavislych experimentd (n = 3) provedenych

v triplikatu.
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Obr. ¢. 59: Davkoveé zavislé kiivky ziskané po 24 hodinové inkubaci bunék HepG2
s koncentracni fadou latky K1540 ztfi nezdvislych experimenti (n = 3) provedenych

vV triplikatu.
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5 Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanoveni cytotoxicity nove syntetizovanych
modulatort ChE a nasledné zhodnotit vysledky toxikologickych indexti ICsy ve vztahu
k struktufe testovanych substanci. Jako vychozi latky pro syntézu novych sloucenin byly
zvoleny THA, 7-MEOTA a SA. THA a 7-MEOTA jsou inhibitory ChE pouzivané pfi terapii
AD. Jejich ucinkem dochéazi k zvySeni koncentraci ACh V synaptickych Stérbinach.
Tim je kompenzovan jeho nedostatek, jenz je pro toto onemocnéni charakteristicky (Soukup
et al, 2013). Derivaty SA naopak nalezly vyuziti vramci 1é¢by virovych
a autoimunitnich onemocni kize, jakymi jsou napfiklad kozni infekce papilomaviry nebo
autoimunitné podminéna ztrata vlasu a vyrazky (Hill et al., 2015; Mastrolonardo et al., 2002;
Ramirez-Fort et al., 2014; Silverberg et al., 2000). Ve vysokych koncentracich jsou tyto latky
nespecifickymi senzitizéry vyvolavajicimi kontaktni dermatitis (Noster et al., 1976).
V nizsich koncentracich se ale ukazuje, Ze derivaty SA mohou inhibovat aktivitu histonovych
deacetylas a proteinovych tyrosinovych fosfatas (Hanessian et al., 2006; Xie et al., 2004).
Pfitom inhibitory obou téchto enzymu vykazuji potencial v terapii AD (Graff a Tsai, 2013;
Rabal et al., 2018; Vieira et al., 2017). Nové entity dualné pisobicich agens by proto mohly
predstavovat novou perspektivni moZnost 1écby.

Z tohoto diivodu bylo nasyntetizovano 28 novych sloucenin, které je mozné rozdélit
do 4 skupin. V kazdé skupiné je 7 sloucenin lisici se charakterem spojovaciho fetézce, jehoz
délka ¢ini 2 az 8 uhlika:

1. monotakrinové derivaty SA

2. bistakrinové derivaty SA

3. mono-7-metoxytakrinové derivaty SA
4

bis-7-metoxytakrinové derivaty SA

Ve srovnani s matetskymi latkami dochazi u hybridnich molekul spole¢né se zménou
jejich funkce i k ovlivnéni toxicity (Cen et al., 2018). V ptipadé¢ THA, ktery byl jednou z
vychozich molekul prvni a druhé série slou€enin, je nejvyznamnéj$i klinickou komplikaci
hepatotoxicita. NaruSeni jaternich funkci vede v 25 % piipadu pieruSeni 1é¢by (Gracon et al.,
1998). Ve vzéacnych piipadech mize dokonce dojit k rozvoji fatdlniho poSkozeni jater a smrti
(Blackard et al., 1998). Z tohoto divodu bylo hodnoceni cytotoxicity vyse uvedenych latek
provedeno na bunééné linii HepG2, jez je odvozend zvysoce diferencovaného

hepatocelularniho karcinomu (Guo et al., 2015). HepG2 buiky vykazuji vlastnosti
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srovnatelné s normdlnimi jaternimi buitkami, jako je napfiklad epitelidlni morfologie,
stimulace rGstovymi hormony nebo sekrece plasmatickych proteini (Fanelli, 2016).
Nevyhodou této bunécné linie je nizSi metabolickd kapacita v porovnani s primarnimi
hepatocyty (Gerets et al., 2012). Na druhou stranu primarnich hepatocyty kultivované in vitro
snadno ztraci svoji funkci, protoze rychle podléhaji dediferenciaci, pro kterou je
charakteristickd napftiklad ztrata bunééné morfologie, polarity a pokles metabolické aktivity
(Hu a Li, 2015; Bachmann et al., 2015). Ztohoto divodu bunééna linie HepG2 stale
predstavuje model pouzivany pro rutinni screaning toxicity nové syntetizovanych latek
(Gerets et al., 2012).

V prvni skupiné byla nejméné cytotoxicka sloucenina s dvouuhlikatym spojovacim
fetézcem (C2; K1515). Se vzristajici délkou spojovaciho fetézce toxicita hybridnich molekul
rostla az k C7 a C8 (K1523 a K1525), mezi kterymi nebyl pozorovan statisticky signifikantni
rozdil. Tento vysledek naznacuje, Ze by u téchto latek mohla nastavat saturace cytotoxického
ucinku. Pro potvrzeni této hypotézy by ale bylo nezbytné nasyntetizovat hybridni molekuly
s del§im spojovacim fetézcem a otestovat jejich toxikologického indexu ICsy.

V druhé sérii latek nebylo mozZzné provést presné hodnoceni cytotoxicity latek s C2
a C3 spojovacim fetézcem (K1516 a 1508). Testovani naraZelo na hranici rozpustnosti obou
sloucenin (obr. ¢. 23). Za povSimnuti rovnéz stoji, ze rozpustnost latky s C3 fetézcem byla
niz8i nez u molekul s C4, C5 a C6 tetézcem (K1536, K1514 a K1518), které by vzhledem
K vy$§imu obsahu atomi uhliku mély vykazovat silngjsi hydrofobni vlastnosti. Vysvétleni
tohoto jevu by mohlo spocivat v Cistoté sloucenin. Ackoliv celkové dosahovala vysokych
a pro testovani piijatelnych hodnot (> 95 %), ztstavalo u kazdé nové syntetizované latky
nizké procento piimési, jeZ mohou fyzikalné-chemicka vlastnosti smési ovliviiovat. Pokud
bychom se zaméfili na zhodnoceni cytotoxicity C4 — C8 sloucenin, je podobné jako u prvni
skupiny latek patrny jeji narast korelujici s délkou spojovaciho fetézce. Vyjimkou je pouze
latka C5 a C6, mezi nimiz nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Srovnani 1Csy C4 — C8
molekul prvni a druhé skupiny navic ukazuje, Ze bistakrinové derivaty SA jsou vice
cytotoxické pro bunécnou linii HepG2.

Vychozi molekulou dal§ich dvou sérii testovanych latek byla, spolecné s SA,
7-MEOTA. Tato latka byla vyvinutd v Ceské republice ve snaze nasyntetizovat méné
hepatotoxicky inhibitor AChE se zachovanim terapeutického vyuziti pfi Alzheimerové
chorobé (Kaniakova et al., 2018). V porovnani s takrinem je 7-MEOTA slab$im inhibitorem
lidské AChE a BuChE, z hlediska toxicity a vyskytu dalSich vedlejSich G¢inkt se ale jevi jako
perspektivnéjsi nez takrin (Soukup et al., 2013; Sang et al., 2015). Rozdil toxicity pozorovany
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In Vivo je spojovan s metabolismem obou latek prostfednictvim cytochromu P450. Zatimco z
THA vznikd nebezpecny chinon, 7-MEOTA je metabolizovin na méné toxicky
7-hydroxytakrin, ktery je po konjugaci eliminovan moc¢i (Patocka et al., 2008). Nase vysledky
na druhou stranu ukazuji, ze 7-MEOTA je pro bunéCnou linii HepG2 signifikantné
cytotoxitéjsi nez THA. Divod rozdilu mezi in vivo a in vitro experimenty neni znam.
Vysvétleni by vSak mohlo souviset s niz§i metabolickou aktivitou HepG2 bun¢k (Gerets et
al., 2009 a 2012).

Tteti skupinu nové syntetizovanych slou¢enin predstavovali mono-7-metoxytakrinové
derivaty SA. U latky s C2 spojovacim fetézcem (K1521) nebylo mozné toxikologicky index
ICso z divodu rozpustnosti stanovit. 1 piesto vSak tato molekula vykazovala nejnizsi
cytotoxicitu vici bunécéné linii HepG2 v ramci celé skupiny. Od této slouceniny toxicita vici
HepG2 bunkdm rostla s prodluzujici se délkou spojovaciho fetézce, az k C6 slouceniné
(K1529) s nejvyssimi cytotoxickymi ucinky. Toxicita hybridnich molekul s C7 a C8 (K1531
a K1539) byla opét signifikantné niz§i. Mechanismus, kterym by tento nalez vysvétlovat,
zUstava nezndmy.

Ve ctvrté skupiné nebylo moZné presné stanovit cytotoxicitu latek s C2 a C3
spojovacim fetézcem (K1522 a 1538). Podobné jako u druhé série bylo testovani omezeno
rozpustnosti sloucenin (viz obr. ¢. 25). U dal$ich latek (C4 — C8) byla rovnéz patrna korelace
délky spojovaciho fetézce s rostouci cytotoxicitou.

Nov€ syntetizované slouceniny vySe zminénych sérii Ize zafadit do skupiny
multipotentnich hybridnich molekul syntetizovanych ve snaze simultdnné ovlivnit nékolik
cilt, jez sehravaji vyznamnou roli v patogenezi Alzheimerovy choroby (Bolognesi et al.,
2007). Takrin i 7-MEOTA jsou casto pouzivany jako vychozi latky (Girek et al., 2019;
Soukup et al., 2013). Ackoliv se nam v ramci studie podafilo identifikovat nové latky
vykazujici niz$i cytotoxicitu vii¢i bunééné linii HepG2 nez takrin (C2 — C4 monotakrinové
a C2 bistakrinové derivaty) nebo 7-MEOTA (C2 — C4, C7 a C8 mono-7-metoxytakrinové
a C2 — C5 bis-7-metoxytakrinové derivaty), pro celkové zhodnoceni molekul in vitro bude
treba vysledky doplnit o testovani inhibi¢ni Uc¢innosti vici lidské AChE a BuChE. Zatimco
Vv pfipadé cytotoxicity byl spiSe pozorovan jeji narlst s prodluzujici se délkou spojovaciho
fetézce, vztah mezi inhibi¢ni aktivitou a délkou spojovaciho molekuly muze vykazovat
odlisny charakter (Nepovimova et al., 2015; Spilovska et al., 2013). Vzhledem k u¢inkim
hybridnich molekul. Tyto in vitro modely jsou na pracovisti Katedry toxikologie

a vojenské farmacie FVZ UO v soucasné dob¢ zavadény.

71



6 Zavér

V ramci této diplomové prace bylo na zakladé vysledkt toxikologickych indext
(zméfenych prostfednictvim MTT testu) zjisténo, ze v prvni (monotakrinové derivaty SA)
a druhé (bistakrinové derivaty SA) sérii latek cytotoxicita vzrastala s délkou spojovaciho
fetézce. Ackoli se v druhé sérii latek, vyskytovaly malo rozpustné slouceniny
(K1516 a K1508). Pti porovnani prvni a druhé série, se bistakrinové derivaty SA jevi, jako
vice toxické. V pripadé tfeti (mono-7-metoxytakrinové derivaty SA) série latek se cytotoxicita
nezvySovala s rostouci délkou spojovaciho fetézce, zatimco u ¢tvrté (bis-7-metoxytakrinové
derivaty SA) série latek se cytotoxicita S rostouci délkou spojovaciho fetézce opét zvySovala.

Zatimco, s délkou spojovaciho fetézce se cytotoxicita podle vySe uvedenych udaji
zvySuje, tak vztah mezi délkou spojovaciho fetézce a inhibi¢ni aktivitou neni zcela znan,

a muze vykazovat odli$ny charakter.
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Obr. &. 1: Vzorek mozkové kiry Auguste D. obarveny Bielschowského stifbrem. (a) Cetny
vyskyt neurofibrilarnich spleti a neuritickych (Alzheimerovych) plaka. (b) Priklady

neurofibrilarnich spleti. Pievzato z Goedert et al., 2006. ..........cccccvevviieiieieciecee e 13

Obr. ¢. 2: Schéma neuronu zndzornujici zmény v neurotransmisi pii AD. (1) Snizena
kortikalni cholinergni inervace; (2) SniZzend kortiko-kortikalni glutamatergni neurotransmise
v disledku ztraty neuronit nebo synapse; (3) Snizend vaznost muskarinovych receptort
s druhou stranou (druhym poslem); (4) Posun tau proteinu do hyperfosforylovaného stavu;
(5) Snizené uvoliovani rozpustného prekurzorového proteinu amyloid-f; (6) zvysena

produkce amyloidu-p (AP); (7) Snizena produkce glutamatu. Prevzato z Francis et al., 1999.

Obr. ¢. 3: Reakce katalyzovana cholinesterasami. Pfevzato z Dzoyem et al., 2014. ............... 15

Obr. ¢. 4: Ilustraéni schéma acetylcholinesterasy. AChE — acetylcholinesterasa; PAS —
periferni aniontové misto; CAS — katalytické aniontové misto; CT — katalyticka triada; -
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