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CZESC TEORETYCZNA

1 CHARAKTERYSTYKA CHOROBY ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera jest najczeSciej wystepujaca ha swiecie chorobg
neurodegeneracyjng, Po raz pierwszy scharakteryzowang w1906 roku przez
niemieckiego lekarza Aloisa Alzheimera. Choroba ma charakter postepujacy, a na jej
skomplikowang patogeneze sktada si¢ wiele czynnikow | mechanizméw biologicznych.
Pomimo ponad stu lat badan, do tej pory doktadna jej etiologia nie zostata okreslona,
a stosowane metody leczenia pozwalajg jedynie spowolni¢ jej przebieg, nie dajac szans

na catkowite wyleczenie [1-3].

Choroba Alzheimera jest gtdéwng przyczyna demencji i zaburzenia zdolnosci
poznawczych u osob starszych. Oficjalne dane wskazuja, ze w 2016 roku liczba 0sob
cierpigcych na chorobe Alzheimera na $wiecie wynosita Ok. 47 milionow, a liczba
ta moze wzrosnag¢ do ponad 75 milionow w roku 2030. Odsetek zdiagnozowanych
przypadkdéw znaczaco wzrasta wraz z wiekiem. Choroba wystepuje U ok. 1% oséb
w wieku 60 lat, 5% w wieku 65-75 lat, do 50% w wieku powyzej 85 lat. Wzrastajaca
wraz z wiekiem liczba chorych wskazuje, ze jest to jeden z czynnikéw ryzyka
wystapienia choroby Alzheimera. Chorobe charakteryzuje postgpujaca utrata pamigci,
zaburzenia mowy, uposledzenie orientacji oraz zdolnosci nauki. Towarzyszy temu
ostabienie odpornosci (a co za tym idzie podatnos¢ na infekcje) oraz spadek masy ciata.
Powyzsze cechy choroby Alzheimera, ktore wraz z jej rozwojem ulegaja nasileniu
powoduja z czasem catkowite uzaleznienie chorego od opiekundéw co stanowi duzy
problem w wymiarze spotecznym. Fakt, iz czestos$¢ wystepowania choroby wzrasta
wraz wiekiem i ostatecznie uniemozliwia udzial w zyciu spotecznym chorego, ale takze
moze powaznie ograniczy¢ funkcjonowanie osob z najblizszego otoczenia stanowi
szczegblny problem W starzejacym sie spoteczenstwie. Szacuje si¢, ze choroba
Alzheimera jest czwartg W kolejnos$ci najczestszg przyczyng Smierci 0sob po 65 roku

zycia [1, 2, 4-8].

Pomimo, Ze patofizjologia choroby Alzheimera nie zostala dotychczas
W catosci poznana, udalo si¢ okresli¢ kilka istotnych czynnikéw, ktore znaczaco
przyczyniaja si¢ do jej rozwoju. Charakterystyczne dla tej choroby sa zaburzenia

w funkcjonowaniu uktadu cholinergicznego i glutaminergicznego, utrata komorek

10



nerwowych w mozgu, odktadanie si¢ w oSrodkowym uktadzie nerwowym
zewnatrzkomoérkowych depozytéw amyloidu-f (AP) w postaci ztogow (blaszek),
wystepowanie przewleklych stanow zapalnych w obrebie osrodkowego uktadu
nerwowego, zaburzenia homeostazy biometali iwzrost st¢zenia metali ciezkich
(np. miedzi, cynku, zelaza, glinu i rtgci), tworzenie si¢ wewnatrzkoméorkowych splotow
neurofibryli zbudowanych z ,btgdnego” biatka Tau (biatko 1) =zaburzajacych
funkcjonowanie komoérek nerwowych, zmniejszenie krgzenia mozgowego. W mozgu
chorych zaobserwowano spadek potgczen nerwowych (synaps) oraz obumieranie
komoérek nerwowych, a wich miejsce powstawanie ,,blizn”. Nasileniu ulega proces
gliozy — wzrost komoérek gleju, tj. astrocytow i astrogleju, oraz zwigkszenie ich
aktywnosci [1, 2, 4, 8-11]. Ztogi amyloidu-p i neurofibryle obecne sg rowniez w mozgu
osOb starszych nie cierpigcych na demencje, jednak ilo$¢ ich jest znacznie wigksza
U 0sob z chorobg Alzheimera [12]. Wspomniane powyzej zaburzenie homeostazy metali
odgrywa wazng role w agregacji amyloidu-p, neurotoksycznosci oraz powstawaniu
reaktywnych form tlenu. Badania in vitro wykazaty, ze zelazo, miedZ i cynk moga
wigza¢ si¢ z Afp wzmagajac jego agregacje. Jony metali Cu oraz Fe posiadaja silne
wlasciwosci ,,redox” 1 przyczyniajg si¢ do powstawania reaktywnych form tlenu,

powodujacych uszkodzenia komorek [13].

Choroba Alzheimera moze wystepowaé W formie rodzinnej oraz sporadyczne;j.
Pierwsza znich ma charakter dziedziczny, wystepuje rzadko (5-10% przypadkow
zachorowan) i pierwsze objawy choroby zauwazalne sg juz w mtodym wieku. Przyczyn
formy rodzinnej choroby Alzheimera nalezy doszukiwaé si¢ w dziedziczonych
mutacjach genowych. Znaczna cz¢s$¢ przypadkow zachorowan na chorobe Alzheimera
ma charakter sporadyczny i pierwsze objawy zauwazalne sg po 65 roku zycia.
Sporadyczne przypadki wystepowania choroby Alzheimera dotycza 90-95% pacjentow
[14-16]. Kliniczne objawy choroby Alzheimera obejmuja nie tylko utrat¢ pamigci
I zaburzenia funkcji poznawczych. U pacjentéw na réznych etapach postepu choroby
obserwuje si¢ apati¢, depresje, psychozy, agresje, niepokoj izaburzenia snu.
Apatia w przebiegu choroby Alzheimera wystepuje w 49% przypadkow i jest $cisle
powigzana z dysfunkcja uktadu cholinergicznego. Stan psychiczny chorego ulega
poprawie po wilaczeniu do terapii lekéw =z grupy inhibitorow cholinoesteraz

np. donepezilu [17, 18].
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Ze wzglgdu na zauwazalne U pacjentdéw zmiany W mozgu oraz objawy choroby

Alzheimera, wyrdzniono nastepujace fazy jej rozwoju:

e faza przedobjawowa (przedkliniczna) — zmiany patologiczne w mozgu
obecne, objawy choroby nie wystepuja,

e faza przeddemencyjna — wystepuja tagodne zaburzenia zdolnosSci
poznawczych, jednakze pacjent nadal jest zdolny do samodzielnej
egzystencji,

e demencja — wystgpuje zaburzenie zdolnoSci  poznawczych
i funkcjonowania, w znacznym stopniu, codzienne funkcjonowanie
ulega znacznemu uposledzeniu, pacjent staje si¢ W pelni zalezny od

opiekunow [19].

Identyfikacja pacjenta w fazie przedobjawowe;j jest kluczowa do wdrozenia jak
najwczesniejszego leczenia, przy czym niektoére zmiany patofizjologiczne w mozgu
moga pojawic¢ si¢ na wiele lat przed wystapieniem pierwszych objawow klinicznych,
np. u 0s6b z predyspozycjami genetycznymi do choroby Alzheimera ztogi amyloidowe

mogg by¢ obecne przez 20 lat, zanim wystapig objawy chorobowe [19].

Astrocyty i astroglej sa najliczniejszymi komorkami gleju. W mozgu osoby
zdrowej funkcja tych komorek polega na wspieraniu metabolizmu, funkcjonalnosci
komorek nerwowych I utrzymuja mozg w prawidlowe;j kondycji.
Oddziatujac zZ neuronami  biorg udzial W procesie neurotransmisji, utrzymujg
homeostaz¢ jonows, reguluja metabolizm energetyczny, biorg udzial w procesie
remodelowania potaczen synaptycznych oraz ochronie komoérek nerwowych przed
stresem  oksydacyjnym. Astrocyty pelnig fundamentalng rol¢ w tworzeniu
i funkcjonowaniu bariery krew-mozg [13, 15, 20, 21]. Aktywacja astrocytow jest
waznym elementem odpowiedzi uktadu immunologicznego na uszkodzenie tkanki
moézgowej. Astrocyty ulegaja przestawieniu z formy ,uspionej” W aktywna
w przypadku rozwoju stanu zapalnego w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego,
a za aktywacje tego procesu odpowiadaja czynnik martwicy nowotworu (TNF-a) oraz
interleukiny IL-1 i IL-6. Aktywowane astrocyty wydzielaja chemoatraktanty indukujgce
zmiany w barierze krew-mozg, zwigkszajac przepuszczalno$¢ dla komorek uktadu
immunologicznego oraz uczestniczg w regulacji procesow usuwania amyloidu-p za

posrednictwem apolipoproteiny E. Rekrutacji i przenikaniu do wnetrza o$rodkowego
12



uktadu nerwowego ulegaja leukocyty (limfocyty i fagocyty) [14, 15, 21-23]. Astrocyty
wydzielaja cytokiny, interleukiny i1 tlenek azotu. W przypadku o0so6b z chorobg
Alzheimera astrocyty skupiajg si¢ wokot ztogow amyloidu-f i stajac si¢ nadreaktywne,
tracg swoje wilasciwos$ci neuroprotekcyjne. Efektem tego jest m.in. zaburzenie
homeostazy wapniowej w komorkach nerwowych, nieprawidlowe funkcjonowanie
polaczen synaptycznych, nadmierna wrazliwo$¢ na neurotoksyny. Aktywacja
astrocytow we wczesnej fazie rozwoju choroby Alzheimera dotyczy gltownie takich

regioné6w mozgu jak kora czotowa i warstwa piramidowa [15, 20].

Poza astrocytami aktywacji ulega rowniez mikroglej wchodzacy w sktad
uktadu immunologicznego. Komorki mikrogleju pochodza od monocytow, ktére sg ich
prekursorami i powstaja z nich w trakcie embriogenezy. Stale rezyduja w mozgu
w postaci nieaktywnej i stanowig okoto 10% ogdétu komoérek wchodzacych w sktad
OUN. Mikroglej to najwazniejsze komorki uktadu immunologicznego w moézgu
pelnigce wazna role W utrzymaniu homeostazy osrodkowego ukladu nerwowego.
Komorki te kontrolujg swoje najblizsze srodowisko i aktywno$¢ synaptyczng (ochrona
I remodelowania polgczen synaptycznych), usuwajg martwe komorki i wspomagaja
funkcjonowanie komoérek nerwowych. Komoérki mikrogleju, podobnie jak makrofagi,
sa komorkami prezentujacymi antygeny poprzez gtéwny uktad zgodnosci tkankowej
klasy Il (MHCclass Il — ang. major histocompatibility complex), uczestniczg
w syntezie czynnikow zapalnych tj. cytokin, chemokin, tlenku azotu i prostaglandyn.
W przypadku uszkodzen tkanki nerwowej w OUN, agregacji protein lub pod wptywem
patogenow ulegaja aktywacji i inicjuja odpowiedZ immunologiczna, stanowiac pierwsza
lini¢ obrony immunologicznej. Proces aktywacji mikrogleju jest zlozony i jest
nastepstwem wielu zdarzen, w wyniku ktorych ulega on ,,przebudzeniu” i inicjacji ulega
wrodzona odpowiedz immunologiczna. Aktywowane komorki mikrogleju ulegajg
zmianom morfologicznym — przyjmuja form¢ amebocytowa a rozgatezienia cytoplazmy
zmniejszajg si¢. Na powierzchni btony komodrkowej aktywowanego mikrogleju pojawia
si¢ duza roznorodno$¢ markeréw powierzchniowych, a same komorki majg mozliwosé
fagocytozy [2, 3, 14, 15, 24]. W wyniku aktywacji makrofagi, a do nich zaliczajg si¢
komorki mikrogleju, powstaja komoérki o roznych fenotypach réznigce sie rola
w odpowiedzi na rozwijajacy si¢ stan zapalny. Komorki mikrogleju obecne w stanie
homeostazy, w przypadku rozwijajacej si¢ neurodegeneracji przeksztalcajg si¢

w unikalny fagocytujacy mikroglej stanu chorobowego (DAM - disease-associated
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microglia). Fenotyp DAM wystepuje w zwigkszonej ilosci rowniez w moézgu oséb
W podesztym wieku. Komorki te charakteryzuja si¢ zwigkszong fagocytoza,
oksydacyjng fosforylacja 1 mozliwo$cig prezentacji antygenow. Gromadzi si¢ wokot
blaszek amyloidowych i poprzez fagocytoze usuwa patologiczne ztogi biatkowe [25].
Wyrézniamy dwa glowne fenotypy — M1 (fenotyp prozapalny, powstajacy pod
wplywem ekspresji cytotoksycznych genoéw) oraz M2 (przeciwzapalny). Powstawaniu
fenotypu M1 towarzyszy wzrost poziomu, wytwarzanych przez te komorki, cytokin
prozapalnych i nasilenie procesu fagocytozy, za$ fenotyp M2 charakteryzuje si¢
wytwarzaniem cytokin przeciwzapalnych, fagocytoza i obnizeniem produkcji tlenku
azotu. Komorki mikrogleju i astrocyty sa prawdopodobnie jednym z gléwnych zrodet
powstawania cytokin w procesie stanu zapalnego towarzyszacego chorobie Alzheimera.
Roézne fenotypy komoérek mikrogleju moga réwnoczesnie wystepowaé w rdéznych
obszarach moézgu objetych stanem zapalnym. Komorki mikrogleju ulegaja koncentracji
wokot depozytow amyloidu-fB, gdzie aktywuja mediatory prozapalne tj. MHC, COX-2,
MCP-1, TNF-a, IL - 1B, IL-6. Czynniki te regulujg migracje innych komorek uktadu
immunologicznego (np. MCP-1) oraz uczestnicza w mechanizmie procesu zapalnego
(np. COX-2, IL). Mikroglej taczy si¢ z oligomerami i fibrylami AP, poprzez szereg
receptorow, ktorych zaliczy¢ mozemy: Al, CD36, CD14, a6B1 integryng, CD47, TLR2,
TLR4, TLR6, TLRY. Receptory te biora udzial w mechanizmie powstawania stanu
zapalnego [2, 14, 22, 26].

Podczas aktywacji astrocytow, astrogleju i komorek mikrogleju uwolnieniu
ulegaja cytokiny i chemokiny, ktore stymuluja peryferyjne makrofagi do przekraczania
bariery krew-moézg. Zaréwno mikroglej jak imakrofagi poza fagocytoza maja
dodatkowo mozliwos¢ rozpoznawania patogendw przy pomocy Wwzorcowych
receptorow poznawczych (PRRs — ang. pattern recognition receptors), ktore reguluja
m.in. aktywacje powyzszych komorek. Receptory te wiazg si¢ 2z czasteczkami
wzorcowymi na powierzchni patogenow (PAMPs — ang. pathogen-assiociated
molecular patterns) lub z czasteczkami wzorcowymi towarzyszacymi uszkodzeniom
(DAMPs — ang. damage-associated molecular patterns). Pod wptywem tego dochodzi
do zainicjowania mechanizmow obronnych [14, 15, 27]. Przewlekla aktywacja
mikrogleju prowadzi do szkodliwego oddzialywania przez te komorki na neurony
poprzez dtugotrwale dziatanie cytotoksycznych mediatoréw zapalnych, wydzielanych

przez komorki mikrogleju. Skutkiem tego jest dysfunkcja neuronow iich $mierc¢ [28].
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Aktywowane komorki mikrogleju wytwarzaja wolne rodniki tlenowe, co przyczynia si¢
do poglebienia stresu oksydacyjnego oraz rozwoju stanu zapalnego, ktore sa
kluczowym czynnikiem w procesie neurodegeneracji. Wolne rodniki zmniejszaja
integralno$¢ bariery krew - mozg, czyniac jg bardziej przepuszczalng [2, 21]. Stresem
oksydacyjnym nazywamy brak rownowagi miedzy powstawaniem reaktywnych form,
zwanych wolnymi rodnikami, tlenu (ROS) oraz azotu (RNS), a wewnatrzkomoérkowa
zdolnoscia do ich wusuwania tj. obnizeniem poziomu przeciwutleniaczy lub
zaburzeniami w mechanizmach wytapywania wolnych rodnikéw. Wolne rodniki to
molekuty lub fragmenty molekul zawierajace jeden lub wigcej niesparowanych
elektrondow na orbitach. Najwazniejsza klasa wolnych rodnikow powstajacych
w srodowisku zywych organizmoéw s3 te zawierajace nadtlenkowy anion Oz, grupe
hydroksylowa (OH®) lub nadtlenek wodoru (H20O2). Stres oksydacyjny prowadzi do
uszkodzen DNA, lipidow, weglowodanow i protein w komoérkach. Komoérki nerwowe
sg znacznie bardziej podatne na uszkodzenia niz inne komoérki organizmu [21, 29-31].
W stanie balansu oksydacyjno-redukcyjnego wzrost poziomu wolnych rodnikow
wzmaga transkrypcje¢  isyntez¢ endogennych  zwiazkéw o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych. Mechanizm ten utrzymuje réwnowage oksydacyjno-redukcyjng
w organizmie i petni funkcje cytoprotekcyjna. W takim stanie fizjologicznego balansu
wolne rodniki ireaktywne formy tlenu uczestnicza w réznych szlakach
wewnatrzkomérkowego  metabolizmu i utrzymaniu  homeostazy. W przypadku
dlugotrwatego zaburzenia balansu ,redox” szlaki metaboliczne komorki ulegaja
deregulacji. Nasilajg si¢ procesy fosforylacji, przy jednoczesnym spadku aktywnosci
enzymow defosforylujacych. Komorki organizmu w takim stanie moga przestawic si¢
na cykl ,,zto§liwy”, nasila si¢ synteza czynnikow prozapalnych i rozw¢j stanu zapalnego
[21]. Poziom rodnikow tlenowych w uktadzie nerwowym regulowany jest m.in. przez
neuroglobing. Neuroglobina (Ngb) jest biatkiem ulegajagcym ekspresji w obrebie uktadu
nerwowego, biorgcym udzial w utrzymaniu homeostazy ,,redox”, wykazujac przy tym
dziatanie neuroprotekcyjne. Nadekspresja Ngb przektada si¢ na zwigkszona ochrone
komorek przed apoptoza, indukowang stresem oksydacyjnym, zmniejszeniu ulega
réwniez poziom powstajagcego AB(1-40) i AP(1-42). Poziom Ngb spada wraz z wiekiem

w mozgu co moze mie¢ wpltyw na postepujacg z wiekiem neurodegeneracje [31].
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W  wyniku uszkodzenia mitochondriow komodrek nerwowych i spadku
aktywnos$ci mitochondrialnych kompleksow enzymatycznych obnizeniu ulega poziom
metabolizmu w osrodkowym uktadzie nerwowym. Uszkodzenia mitochondrialne
powoduja dysfunkcje w fancuchu oddechowym. Skutkiem spadku wydajnosci produkcji
energii w tancuchu oddechowym jest wzrost uwalniania reaktywnych form tlenu,
zaburzeniu ulega transport aksonalny zalezny od energii i homeostaza gospodarki
wapniowej [10, 32].

Wykazano réwniez, ze na zwigkszone ryzyko rozwoju choroby Alzheimera
maja  wplyw  m.in.niska aktywno$¢ fizyczna iumystowa, nadci$nienie,
hipercholesterolemia, cukrzyca, narazenie na neurotoksyny (np. nitrozoaminy), przebyte
infekcje (wirus HSV-1, wirus HIV, chlamydia), urazy glowy, depresja, menopauza,
stres oksydacyjny, mutacje genowe. Przypuszcza si¢, ze znaczne zanieczyszczenie
powietrza prowadzi do przewleklego uszkodzenia nabtonka i$rodblonka uktadu
oddechowego. Skutkuje to rozwojem przewleklego systemowego stanu zapalnego,
rowniez W obrebie osrodkowego uktadu nerwowego co moze mie¢ znaczenie
w rozwoju choroby Alzheimera. Powyzsze czynniki okre$la si¢ mianem czynnikow
modyfikowalnych, ktorych ograniczenie lub wyeliminowanie moze mie¢ wptyw na
potencjalne wystapienie choroby (w odroznieniu do czynnikéw niemodyfikowalnych,
np. mutacji genowych). Ocenia si¢, ze czynniki modyfikowalne odpowiadaja za okoto
35% przypadkow podwyzszonego ryzyka wystgpienia choroby Alzheimera,
aprewencyjne ich ograniczenie moze skutkowa¢ redukcja o 1/3 przypadkow

zachorowan [1,2,5,6,9,32,33].

Nie stwierdzono dotychczas, ktory ztych czynnikdw i procesow
patofizjologicznych jest najwazniejszy Oraz ma inicjujagcy wplyw narozwoj choroby
[6]. u chorych wystepuja one rownoczesnie | dopetniajg si¢ W procesie chorobowym.
Powodem 90-95% przypadkow wystapienia choroby Alzheimera jest nalozenie si¢
wielu czynnikow ryzyka jednocze$nie [15]. Badania z wykorzystaniem autopsji mézgu
0sob, U ktorych stwierdzono kliniczne objawy choroby Alzheimera, wykazaty, ze nawet
w ok. 30% przypadkow brak jest charakterystycznych dla tej choroby zmian
patologicznych w obrgbie mozgu. Obserwacje te moga wskazywac, ze inne schorzenia

mogg dawac objawy podobne do choroby Alzheimera [19].
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2 HIPOTEZY ROZWOJU CHOROBY ALZHEIMERA

Na podstawie dotychczas poznanych czynnikow ryzyka choroby Alzheimera
oraz procesoOw, sktadajacych si¢ na jej patofizjologie, powstalty trzy hipotezy rozwoju
tej choroby. Oparto na nich aktualnie przyjete metody leczenia choroby. Leki stosowane
obecnie oraz poszukiwane nowe zwiazki 0 dziataniu leczniczym wykazuja mechanizmy
dziatania W duzej mierze dostosowane do ogdlnie przyjetych hipotez rozwoju choroby

[1,2,4,5,8, 15, 20].

2.1 Hipoteza cholinergiczna - zaburzenia neurotransmisji w obrebie

osrodkowego ukladu nerwowego

Wsérdéd  hipotez  dotyczacych rozwoju choroby Alzheimera hipoteza
cholinergiczna jest najstarsza, szeroko akceptowana oraz klinicznie potwierdzona.
Nasilajace si¢ upo$ledzenie pamigci, mowy o0raz nauki, nazywane upo$ledzeniem
zdolno$ci poznawczych, towarzyszace rozwijajacej si¢ chorobie Alzheimera jest
konsekwencja znacznego spadku poziomu neurotransmiter6w W mézgu Oraz

postepujacej neurodegeneracji [1, 2, 4, 8].

Neurodegeneracja okresla si¢ postepujacy i nieuleczalny proces polegajacy na
utracie komoérek nerwowych (neurondéw), dysregulacji metabolizmu i funkcji neuronow,
zaburzen dystrybucji W obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego oraz ogdlnej
dysfunkcji tego uktadu. W przypadku choroby Alzheimera proces neurodegeneracji
dotyczy gtownie takich obszaréw moézgu jak jadra podstawne przodomédzgowia, kora
mozgowa (zwlaszcza W obrgbie kory nowej), miejsce sinawe (jadro pnia modzgu),
grzbietowe jadra szwu, hipokamp. Szczegdlne znaczenie W przypadku opisywanej
choroby ma spadek poziomu i aktywnosci acetylocholiny (Ryc. 1 s. 20), dysfunkcja
cholinergicznych receptorow presynaptycznych, nadaktywnos$¢ acetylocholinoesterazy
(uktad cholinergiczny) oraz zaburzenia poziomu glutaminianu (Ryc. 2 s. 20)
(uktad glutaminergiczny). Badania posmiertne mdzgéw 0sob cierpigcych na chorobe
Alzheimera wykazaty spadek poziomu acetylocholiny (ACh) w powyzszych strukturach
mobzgu, choliny oraz transferazy acetylocholinowej (ChAT) — enzymu bioracego udziat

w syntezie acetylocholiny [8, 32, 34].

Acetylocholina (ACh) bierze udziat w przewodzeniu impulséw nerwowych

W potaczeniach  synaptycznych  miedzy  neuronami  (uklad  cholinergiczny
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w o$rodkowym uktadzie nerwowym) oraz W polaczeniach nerwowo-mig$niowych.
Impuls elektryczny po dotarciu to zakonczenia aksonu wywotuje depolaryzacje blony
presynaptycznej, w ktérej umieszczone sg pecherzyki z neuroprzekaznikiem (np.
acetylocholing). Depolaryzacja blony presynaptycznej powoduje uwolnienie
acetylocholiny do szczeliny synaptycznej, a jej kontakt z blona postsynaptyczna
(acetylocholina taczy si¢ z receptorami na blonie postsynaptycznej), powoduje jej
polaryzacje (naplyw jonéw K* do wnetrza komodrki) i wytworzenie impulsu
nerwowego, ktory przemieszcza si¢ wzdluz nastgpnego neuronu [38, 42].
Neuroprzekaznik ten odgrywa wazng role w procesie nauki, koncentracji, pamigci oraz
motywacji. Acetylocholina aktywuje jonotropowe receptory nikotynowe (nAChRS)
bedace ligandem kontrolujacym przeptyw w kanale jonowym, oraz metabotropowe
receptory muskarynowe (MAChRS). Receptory mAChRs nalezg do duzej grupy
receptoréw sprzgzonych z biatkiem-G (GPCR). Wsrod receptorow muskarynowych
(mAChRs) wyrézniamy 5 podtypow (M1, M2, M3, M4, MS5) wystepujacych
np. w sercu, moézgu, oku, uktadzie trawiennym i uktadzie moczowym. Podtyp M1
obecny jest gtownie w mozgu (hipokamp, kora czotowa) i odgrywa wazng role
W procesach poznawczych oraz pamigci. Zaobserwowano, ze w przebiegu choroby
Alzheimera struktura 1 1lo$¢ receptorow muskarynowych w mézgu nie ulegajg zmianie
dlatego, tez tworzenie wysoce selektywnych zwigzkéw bedacych agonistami
receptorow M1, moze by¢ obiecujaca strategia poszukiwania nowych lekow na te
chorobe. Dotychczas badane zwiazki (agonisci receptoréw M1) wykazywaty réwniez
hamujacy wplyw na tworzenie si¢ depozytow amyloidu-B, poprzez przestawienie
syntezy bialka prekursora amyloidu (APP) na szlak nieamyloidogenny, w wyniku
aktywacji enzymow tego szlaku tj. kinazy - C i dezintegryn. Poprzez aktywacje kinazy-
C oraz zwigkszenie wewnatrzkomorkowej aktywnosci a-sekretazy, zwiekszeniu ulega
poziom saAPP a spada poziom amyloidu-B. Agonisci receptoréw M1 wykazujg rowniez
dziatanie inhibicyjne wobec syntazy glikogenu kinazy-3b (GSK-3b) biorgcej udziat
w procesie hiperfosforylacji biatka tau. Receptory cholinergiczne nikotynowe
(nAChRS) sa biatkami transbtonowymi petnigcych funkcjg¢ kanatow jonowych. Sktadaja
si¢ z pigciu podjednostek otaczajacych hydrofilowy kanat. Wyrdznia sie¢ dwa rodzaje
podjednostek — a (a2-a10) i B (B2-B4). Najczesciej wystepujace receptory w mozgu
ssakow (w tym ludzi) sktadajg si¢ z podjednostek: o4, o7 1 P2 [34, 35, 36].

Receptory nikotynowe posrednicza w przepltywie jonow potasowych, sodowych oraz
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wapniowych. Ze wzgledu na kombinacje podjednostek o i B, wyrézniamy rdzne
podtypy receptorow nikotynowych 0 odmiennych wlasciwosciach i umiejscowieniu
W obrebie mozgu. Receptory te odgrywaja istotng rol¢ w ochronie komorek nerwowych
poprzez oddzialywanie poszczegolnych podjednostek receptora z peptydami amyloidu-
B. Zastosowanie agonistow receptorow nAChRs, powoduje poprawg zdolno$ci nauki,
pamieci i koncentracji w badaniach na zwierzetach oraz u ludzi. Receptory nAChRs
posiadajagce w swojej budowie podjednostke a7 dziataja neuroprotekcyjnie, chronigc
komorki nerwowe przed toksycznym dzialaniem amyloidu—f [6, 8, 32].
Receptory cholinergiczne wykazuja dziatanie neuroprotekcyjne zwigzane z modulacja
komorek uktadu odpornosciowego, poprzez przeciwzapalny szlak cholinergiczny.
Mechanizm inhibicji uwalniania cytokin jest zwigzany z dzialaniem acetylocholiny
(ACh) na nerw btedny. Poza tym makrofagi i inne komorki uktadu odpornosciowego
posiadaja receptory acetylocholinowe (AChRs), ktéresa zdolne do hamowania

wewnatrzkomoérkowej syntezy cytokin [34, 36].

Prawidlowy poziom acetylocholiny i glutaminianu w osrodkowym uktadzie
nerwowym oraz dodatkowo noradrenaliny (Ryc. 3 s. 20) i serotoniny (Ryc. 4 s. 20),
jest niezbedny do jego funkcjonowania bez zaburzen procesow pamigci, nauki i mowy.
Glutaminian to gléwny neuroprzekaznik Ww osrodkowym ukladzie nerwowym,
odpowiedzialny za emocje, nauke i pami¢¢. Stymuluje szacunkowo ok. 70% wszystkich
synaps biorgcych udzial w procesach emocjonalnych, Aktywowane przez glutaminian
receptory NMDA biorg udziat w plastycznosci neuronow oraz odgrywaja wazng role
W procesie nauki oraz pamigci. Patologiczna aktywacja powyzszych receptorow
prawdopodobnie  odgrywa znaczacg role wrozwoju demencji. Zaburzenia
w funkcjonowaniu  ukladu  glutaminergicznego  skutkujag  nasileniem  stresu
oksydacyjnego oraz aktywacja apoptozy komoérek. Glutaminian jest jednym
Z czynnikéw aktywujacych receptory NMDA, transportujace kationy Na*, K*, Ca®
przez btong komodrkowa neurondéw. Utrzymanie prawidlowego stezenia glutaminianu
W przestrzeni mi¢dzykomorkowej osrodkowego uktadu nerwowego jest jedng
z fizjologicznych funkcji astrocytow. Zaburzenie prawidlowego poziomu tego
neurotransmitera prowadzi m.in. do depolaryzacji komorek nerwowych, poprzez
gwaltowny naplyw wapnia do ich wnetrza, uszkodzenia komorek iich $mierci.
Z obumartych komorek dodatkowo uwalnia si¢ glutaminian, ktory nasila efekt

cytostatyczny i postepujaca neurodegeneracje [8, 34].
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Acetylocholina jest neurotransmiterem odgrywajacym kluczowg rolg
w procesach poznawczych. Poziom acetylocholiny w synapsach regulowany jest przez
enzymy zwane cholinoesterazami. W warunkach fizjologicznie prawidtowych
najwickszy udzial w regulacji poziomu ACh ma acetylocholinoesteraza (AChE).
Enzym ten jest proteaza serynowg (grupa enzymow — hydrolazy serynowe, rodzina —
esterazy/lipazy). Katalizuje ona hydrolize acetylocholiny do choliny i kwasu octowego.
Proces ten, przedstawiony na ponizszym Schemacie 1, zachodzi dwuetapowo. AChE
pod wptywem ACh ulega acetylowaniu (przytaczeniu grupy CHzCO-) w wyniku czego
z acetylocholiny powstaje czgsteczka choliny. W dalszej kolejnosci acetylowany enzym
reaguje z czasteczka wody W wyniku czego powstaje czasteczka wolnego enzymu
i czasteczka kwasu octowego. Innym enzymem regulujacym poziom ACh jest
butyrylocholinoesteraza (BUuChE). Oba enzymy — AChE iBuChE — sg w65%
homologiczne pod wzgledem sekwencji aminokwaséw, z ktorych sa zbudowane,
pomimo, ze kodowane sa przez dwa rézne geny. Na chromosomie 7 znajduje si¢ gen,
ktorego wynikiem ekspresji jest powstawanie acetylocholinoesterazy, za§ na

chromosomie 3 znajduje si¢ gen kodujacy butyrylocholinoesterazg [8, 37, 39].
CH3COOCH,CH2N*(CHz)3 + AChE->HOCH,CH,N*(CH3); + CH3CO-AChE
CH3CO-AChE + H,0>CH3COO™ + H" + AChE

Schemat 1. Reakcja hydrolizy acetylocholiny do choliny i kwasu octowego przy
udziale enzymu acetylocholinoesterazy [37-39].
20



Acetylocholinoesteraza (AChE) jest biatkiem zbudowanym 2z 537
aminokwasow. Obecna jest gléwnie w synapsach nerwowo-mig$niowych oraz
erytrocytach, w mozgu obecno$¢ jej jest najwicksza w takich strukturach jak substancja
szara, mozdzek, jadro ogoniaste oraz hipokamp. Butyrylocholinoesteraza (BuChE)
znajduje si¢ W osrodkowym ukladzie nerwowym, osoczu, watrobie I ptucach.
BuChE podobnie jak AChE katalizuje hydroliz¢ acetylocholiny do choliny i kwasu
octowego. Hydroliza  acetylocholiny  zachodzi  szybciej pod  wplywem
acetylocholinoesterazy niz pod wptywem butyrylocholinoesterazy. U oso6b zdrowych
aktywno$¢ AChE pokrywa okoto 80% aktywnosci cholinoesteraz, zas BuChE przypada
okoto 20%. U pacjentéw cierpigcych na chorobe Alzheimera, Dochodzi do zaburzenia
rownowagi miedzy poziomem AChE iBuChE. Aktywno$¢ pierwszego enzymu
znacznie spada (0 85%) na rzecz wzrostu aktywnosci drugiego. Acetylocholinoesteraza
jest wysoce skutecznym katalizatorem reakcji hydrolizy acetylocholiny mogacym
katalizowaé¢ hydrolize 10000 czasteczek acetylocholiny na sekundg (niektore zrodia
podaja ilos¢ 14000 czasteczek). Szybkos¢ przebiegu reakcji limitowana jest wylacznie

stezeniem substratu oraz szybkos$cig wigzania acetylocholiny z enzymem [8, 40].

Dotychczas rozrdzniono dwa rodzaje czasteczek ludzkiej
acetylocholinoesterazy — hAChE-R i hAChE-S. Wystepowanie tych dwoch form jest
wynikiem alternatywnych szlakow ich powstawania. Forma enzymu powstaje
w wyniku udzialu w procesie translacji odpowiedniej dla hAChE-R lub hAChE-S
matrycy mRNA oraz réznych promotoréw z wydluzonym N-terminalnym koncem —
N-AChE-R lub N - AChE-S. Forma hAChE-R jest postacia rozpuszczalng wystepujaca
w szczelinie synaptycznej. Czasteczka ta nie posiada w swojej budowie C-terminalnego
fragmentu z aminokwasem cysteing, przez co nie laczy si¢ z postsynaptyczng blong
komorki nerwowej 1bierze udziat w hydrolizie acetylocholiny w obrebie szczeliny
synaptycznej. Forma synaptyczna hAChE-S posiadajaca C-terminalny fragment,
ktory nadaje jej wiasciwosci amfifilowe, faczy si¢ z receptorami w blonie
postsynaptycznej, gdzie bierze udzial w hydrolizie acetylocholiny uczestniczac

W procesie przewodzenia impulséw nerwowych [41, 42].

Hipoteza cholinergiczna rozwoju choroby Alzheimera zaktada, Ze niski poziom
acetylocholiny przy dodatkowym zaburzeniu balansu stezenia i aktywnoSci

cholinoesteraz prowadzi do ostabienia komunikacji migdzy komorkami nerwowymi
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I pogorszenia zdolnosci poznawczych oraz demencji. U pacjentow z choroba
Alzheimera obserwowany jest znaczne zaburzenie przewodnictwa cholinergicznego
i zanik neuronéw cholinergicznych w obrebie kory mozgowej, hipokampa oraz czesci
podstawnej kresomozgowia. Zastosowanie w terapii lekow bedacych inhibitorami
cholinoesteraz, zwlaszcza AChE, skutkuje zwigkszeniem poziomu ACh W polaczeniach
synaptycznych i ztagodzeniem objawoéw choroby. Do stworzenia skutecznych
inhibitoréw cholinoesteraz niezbedne bylo poznanie struktury enzymu. Po raz pierwszy
krystaliczng strukture¢ acetylocholinoesterazy opisano w 1991r. Badania wykazaty,
ze zarbwno AChE jak 1BuChE wykazuja wysoka konserwatywnos¢ budowy.
Oznacza to, ze cholinoesterazy zarowno wystepujace W organizmie ludzkim jak
i w organizmach innych ssakow (gryzonie, bydlo) oraz kregowcow nizszych (ryby)
wykazuja wysokie podobienstwo budowy (sekwencji aminokwasow). Fakt ten znacznie
ulatwia badania aktywnosci poszukiwanych, nowo syntezowanych zwigzkéw
i okre§lania ich potencjalu do zastosowania jako lekéw. Wyniki badan
przeprowadzonych z zastosowaniem AChE pochodzenia zwierzecego ze wzgledu na
wysoka konserwatywno$¢ enzymu, mozna Z bardzo wysokim prawdopodobienstwem
interpretowa¢ rownowaznie, jak gdyby zostaly wykonane z uzyciem ludzkiej AChE
(hAChE). Badania struktury enzymu oraz aktywnos$ci potencjalnych inhibitoréw moga
by¢ wykonywane z wykorzystaniem AChE pochodzacej np. od Dretwy kalifornijskiej
(Tetronarce californica) (TCAChE) lub Stretwy (Electrophorus electricus) (EeAChE)
[8, 37, 43].

Najbardziej  istotng  czeScig  acetylocholinoesterazy  jest  gleboka
(20A gtebokodci) i waska (5A szerokosci) szczelina rozciggajaca sie od powierzchni
W glab jej czasteczki. Szczelina stanowi miejsce wigzania enzymu zZ ligandem, ktorego
hydroliz¢ enzym katalizuje lub powodujacego inhibicje enzymu. W obrebie szczeliny

wyr6zniamy kilka istotnych obszarow (domen):

- peryferyjne miejsce anionowe (ang. peripherial anionic site, PAS),
- miejsce aktywne katalitycznie (ang. catalitic active site, CAS),

- kieszen (otwor) oksyanionowa (ang. oxyanion hole, OH),

- kieszen wigzaca grupy acylowe (ang. acyl-binding pocket, ABP),

- miejsce anionowe (ang anionic site, AS) [37, 39, 43-45].
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Powierzchnia szczeliny w AChE zawiera w swojej strukturze 14 reszt
aromatycznych nast¢pujacych aminokwaséw: Tyr70, Trp84, Trp120, Tyr121, Tyrl130,
Trp233, Trp279, Phe288, Phe290, Phe330, Phe331, Tyr334, Trp432, Tyrd42.
Charakterystycznym elementem szczeliny enzymu jest wystepujace w niej zwezenie
(waskie gardlo) utworzone przez dwa aminokwasy — tyrozyng (Tyrl2l) oraz
fenyloalanine (Phe330). Swiatlo szczeliny ma tak mata $rednice, Ze przej$é przez nig
moglyby jedynie czasteczki nie wieksze od pojedynczej czasteczki wody. Szczelina
W miejscu zwezenia zachowuje wysoka elastyczno$é, dzigki mozliwym zmianom
konformacyjnym — jest rozciagliwa, w przeciwnym razie substraty, z ktorymi enzym si¢
wigze nie miatyby dostepu do miejsca aktywnego. Ogélny rozktad tadunkéw nadaje
szczelinie charakter dipola na calej jej dlugo$ci. Zaréwno dipol jak 1 grupy aromatyczne
oddziatujg elektrostatycznie z dodatnio natadowanymi fragmentami czgasteczkami
ligandu kierujac je wzdluz szczeliny w strone miejsca aktywnego. W czasteczce
acetylocholiny dodatni tadunek znajduje si¢ na atomie azotu w czwartorzedowej grupie
amonowej. Pomigdzy grupami aromatycznymi, szczegdlne znaczenie majg w tym
przypadku czasteczki tryptofanu, a dodatnio naladowanym atomem azotu powstaja
oddzialywania kation-r, dzigki ktorym czasteczka acetylocholiny kierowana jest w dot
szczeliny w kierunku triady Kkatalitycznej, ztozonej z trzech aminokwasow (Glu-His-
Ser). Dodatkowo migdzy grupa karbonylowa w czasteczce acetylocholiny
a czasteczkami tyrozyny na powierzchni szczeliny powstaja slabe wigzania wodorowe.
W strukturze acetylocholinoesterazy zawarta jest duza ilo$¢ czasteczek wody.
Zawarto$¢ wody w strukturze opisywanego enzymu jest dwukrotnie wigksza niz
w wiekszosci biatek globularnych. Prawdopodobnie czgsteczki wody, obecne rowniez
w szczelinie enzymu, petnigc role ,,smaru” utatwiajg przechodzenie substratu przez
szczeling od jej wejscia, nastgpnie do miejsca aktywnego, na wyjsciu ze szczeliny
konczac. Dodatkowo czasteczki wody wplywaja na zwigkszenie elastycznos$ci szczeliny

oraz mogg tymczasowo uzupetnia¢ ubytki w strukturze enzymu [8, 39, 45, 46].

Peryferyjne miejsce anionowe (PAS) znajduje si¢ blisko ,wejécia” do
szczeliny. W sklad tego fragmentu szczeliny wchodza m.in. reszty aminokwasow
tyrozyny (Tyrl24, Tyr337) oraz tryptofanu (Trp286), ktorych zadaniem jest
przyciaganie i wigzanie dodatnio natadowanych grup w czasteczce substratu (w ACh
IV-rzedowy atom azotu) oraz kierowanie ich w glab szczeliny. Czasteczka tryptofanu

(Trp286) odpowiada m.in. za wigzanie z ugrupowaniami lipofilowymi w czasteczkach
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substratu. Zwiazki wykazujace mozliwo$¢ jednoczesnego wigzania zarowno Zz triada
katalityczng w CAS, jak 1wyzej wymienionymi aminokwasami w obrgbie PAS,
charakteryzujg si¢ wysokim potencjatem inhibicyjnym wobec AChE. Peryferyjne
miejsce anionowe W AChE bierze udzial w formowaniu zlogéw amyloidu-p
indukowanym przez enzym. Peptydy amyloidowe wigza si¢ z acetylocholinoesteraza
w PAS, tworzac z enzymem stabilne kompleksy co znacznie ulatwia akumulacj¢ oraz

formowanie toksycznych blaszek [7, 44, 46].

Miejsce aktywne katalitycznie (CAS) usytuowane jest blisko dna szczeliny
enzymu. Taczg$¢ enzymu odpowiada za hydrolizg¢ acetylocholiny. Podobnie
jak w trakcie przechodzenia substratu przez szczeling, za optymalne ulozenie
hydrolizowanej czasteczki odpowiadaja jej oddziatywania z grupami aromatycznymi.
Najwazniejsza role w tym przypadku odgrywa czasteczka tryptofanu, ktéra tworzy
wigzania kation-t z czwartorzegdowym atomem azotu w acetylocholinie. Podstawa
szczeliny zawiera fragment, nazwany kieszenia acylowa, zawierajacy grupy
aromatyczne z aminokwasu fenyloalaniny (Phe295, Phe297), ktore dodatkowo
wplywaja na prawidlowe ulozenie acetylocholiny, poprzez wigzanie z fragmentem
acetylowym jej czasteczki. W budowie CAS wyrdzniamy trzy aminokwasy
bezposrednio zaangazowane W katalityczng hydrolize substratu. Struktura ta nazwana
triadg Kkatalityczng sktada si¢ z seryny (Ser200), histydyny (His440) oraz kwasu
glutaminowego (Glu327) [7, 39, 42, 44]. Czasteczki histydyny i kwasu glutaminowego
sg dawcami elektronow dla seryny co zwigksza jej reaktywnos¢. W grupie
karbonylowej czasteczki acetylocholiny dochodzi do rozerwania podwojnego wigzania
migdzy atomami wegla 1 tlenu, a czasteczka seryny z acetylocholing tworza wigzanie
kowalencyjne. W wyniku tej reakcji powstaje produkt posredni z ujemnie natadowanym
atomem tlenu (oksyanion). Anion tlenowy oddziatuje z grupami amidowymi,
wchodzacymi w sktad kieszeni (otworu) oksyanionowej, co powoduje jego stabilizacje.
W czasteczce acetylocholiny ulega rozerwaniu wigzanie pomiedzy choling a grupa
acetylowg, w wyniku czego uwalnia si¢ czgsteczka choliny a w czasteczce AChE
powstaje acetyloseryna — tworzy si¢ przejSciowa forma CH3CO- AChE. Nastepnie
wigzanie miedzy grupa acetylowa i seryng ulega hydrolizie pod wptywem czasteczki
wody 1 powstaje czasteczka kwasu octowego, a enzym ulega regeneracji.
Proces katalitycznej  hydrolizy  acetylocholiny w AChE przedstawiono na

Schemacie 2 s. 26 [8, 38, 50, 51].
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Butyrylocholinoesteraza (BuChE) jest enzymem wykazujacym znaczne
podobienstwo budowy oraz wlasciwosci katalitycznych do acetylocholinoesterazy.
BuChE tak jak AChE wykazuje duzg konserwatywno$¢, a przykladem tego jest fakt,
ze wotowa butyrylocholinoesteraza jest w 90% homologiczna do wystepujace;j
W organizmie ludzkim. Zaobserwowane r6znice W budowie mi¢dzy AChE oraz BuChE,
majg gtowny wplyw na réznice W mozliwosciach katalitycznych obu enzymow —
odmienne preferencje substratowe. W czgsteczce BUChE, rowniez obecna jest szczelina,
bedaca miejscem wigzania substratu, jednakze w stosunku do AChE, sze$¢ z czternastu
aminokwasow aromatycznych wchodzacych w sktad jej struktury zastgpione jest przez
aminokwasy alifatyczne lub o charakterze polarnym. PAS w czasteczce BuChE nie
posiada fragmentu zbudowanego z ugrupowan aromatycznych — Tyr72, Tyrl24
i Trp286. Wystepujace w AChE majg swoje odpowiedniki w postaci alifatycznych
aminokwasow Asn68 (aspargina), Gln119 (glutamina) i Ala277 (alanina) w czasteczce
BUuChE. W szczelinie enzymu nie wystepuje zwezenie (,waskie gardlo”). Kieszen
wiazaca reszty acylowe jest wieksza niz W czasteczce AChE, poniewaz sklada sig
z aminokwasow 0 mniejszych czasteczkach, leucyny (Leu286) i waliny (Val288).
Wigksza wolna przestrzen w tym fragmencie czgsteczki enzymu pozwala na wigzanie
substratu z dluzszym tancuchem acylowym. Triada katalityczna sklada si¢ z seryny

(Ser198), kwasu glutaminowego (Glu325) i histydyny (His438) [47].

Badania wykazaly, ze w przeciwienstwie do hAChE-R, forma synaptyczna
acetylocholinoesterazy moze indukowa¢ powstawanie ztogdéw i blaszek amyloidu-p.
Odpowiedzialny jest za to C-terminalny fragment, ktory jest w pewnym stopniu
homologiczny do peptydow amyloidowych. Badania wskazuja, ze czasteczki AP wiaza
si¢ z enzymem w obregbie peryferyjnego miejsca anionowego (PAS). Czasteczka
hAChE-S taczy si¢ z peptydami AP, tworzy stabilne kompleksy AB-hAChE-S,
co znacznie wzmaga fibrylizacj¢ AP, jego toksyczno$¢ oraz dalsze formowanie
neurotoksycznych ztogdéw 1 blaszek. Nie bez znaczenia wydaje si¢ by¢ struktura
B-kartki lub a-helisy czasteczki hAChE-S. Czasteczki enzymu posiadajace strukturg
B-kartki wykazuja znacznie wyzsze powinowactwo do tgczenia z peptydami AP, ktore
réwniez przyjmuja taka strukturg, w rezultacie czego tatwiej tworza si¢ stabilne
kompleksy enzymu z amyloidem-f. Zastosowanie inhibitoréw wigzacych enzym
w PAS lub przeciwcial monoklonalnych moze skutecznie hamowac ten proces [41, 48,

49].
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I w prawidlowym polozeniu
wzgledem triady katalityczncj

Oddziatywania kation-nt

TRIADA KATALITYCZNA

Produkt 1
I I opuszcza szczeling

HaC

HyC—N-
/
HaC —\—OH

Cholina

) w3

/7 HC—N CH,4
-\ _NH H3C/ _\—

TRIADA KATALITYCZNA

Produkt 2
opuszcza szczeling
OH
H;C
(e]
Kwas octowy

TRIADA KATALITYCZNA

Schemat 2. Proces hydrolizy czasteczki acetylocholiny z udzialem katalizatora —
acetylocholinoesterazy (AChE) [38, 50, 51].
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2.2 Hipoteza amyloidowa - tworzenie neurotoksycznego amyloidu-f

W osrodkowym ukladzie nerwowym U oséb cierpigcych na chorobe
Alzheimera zaobserwowano odkladanie si¢ zlogéw (w postaci blaszek)
nierozpuszczalnej formy  amyloidu-p  (AP). Blaszki stanowig  struktury
zewnatrzkomérkowe zbudowane z centralnego rdzenia, tworzonego przez sploty
(fibryle) amyloidowe o dtugosci 5-10nm i uszkodzone neuryty. Fibryle te sg tworzone
przez czasteczki amyloidu-p zbudowane z 39-42 aminokwasdow. Rdzen otoczony jest
przez aktywowane komorki mikrogleju. Zewnetrzng czgs$¢ blaszki stanowia reaktywne
astrocyty. W strukturze blaszek zaobserwowano réwniez wiele czynnikéw zwigzanych
z uktadem immunologicznym. Nalezg do nich immunoglobuliny, sktadniki uktadu
dopetniacza (Clq, C3b, C3a), cytokiny (IL-1pB, IL-6, TNFa, TGFp), biatka ostrej fazy
(02-makroglobulina, ol- antychymotrypsyna). Obecno$¢ tych czynnikow sugeruje,
ze formowanie si¢ ztogow amyloidu W postaci opisywanych blaszek wywotuje reakcje
ze strony uktadu immunologicznego, ale rowniez wykazano, ze paradoksalnie powyzsze
czynniki utrwalajg strukture depozytow amyloidowych, gdyz pod ich wptywem rdzen
blaszki wigze si¢ z aktywowanymi komoérkami mikrogleju i reaktywnymi astrocytami
[12, 15, 20]. Wyodrebniono dwie formy zewnatrzkomoérkowych blaszek amyloidu-f —
neurytyczng 0raz rozproszong. Blaszki neurytyczne majg strukture krystaliczng i sg
powigzane z uszkodzonymi neuronami (dendrytami). W przypadku tej formy
zaobserwowano w rdzeniu duzg ilos¢ komoérek mikrogleju, za§ na peryferiach
astrocytow, co sugeruje udzial tej formy wtworzeniu stanu zapalnego.
Blaszki rozproszone wystepuja glownie U osob w wieku podesztym i formy tej nie

wigze si¢ Z procesem neurodegeneracji [52, 53].

Amyloid-f jest peptydem o0roznej dlugoéci tancucha aminokwasowego.
Szczegbdlne znaczenie W rozwoju choroby Alzheimera maja dwie formy A o tancuchu
ztozonym z 40 oraz 42 aminokwasow (AP 1-40 oraz AP 1-42), a wlasciwie zaburzenia
proporcji ich powstawania oraz usuwania w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego.
Amyloid- powstaje z biatkowego prekursora amyloidu (BAPP), w wyniku dziatania
naniego enzymow z grupy sckretaz. BAPP powstaje w wyniku ekspresji genu
zlokalizowanego na chromosomie 21, dlatego tez zauwazalny jest znaczny wzrost
ryzyka wystgpienia choroby Alzheimera U o0séb z zespotem Downa (trisomia
chromosomu 21) oraz w przypadku mutacji samego genu [4, 5, 54].



Powstajace W jadrze komoérkowym czasteczki BAPP, bedace proteing blonowa,
transportowane s3 ku btonie komoérkowej, ktorg czeSciowo przenikaja do przestrzeni
mi¢dzykomorkowej — N-terminalnym koncem - i na jej powierzchni ulegajg rozcinaniu
enzymatycznemu. Koniec C-terminalny czasteczki BAPP znajduje si¢ W obrebie
cytozolu komorki. Wyodrgbniono dwa szlaki metaboliczne, w ktorych BAPP
poddawany jest dziataniu réznych sekretaz. W pierwszym etapie szlaku, nazwanego
amyloidogennym, czasteczka BAPP pod wptywem B-sekretazy (BACE, odcina koniec
aminowy, N- terminalny, w tancuchu peptydowym) ulega proteolizie i powstaje z niej
czasteczka sPAPP oraz C-terminalny fragment B (CTF-f). Wyr6zniamy dwa rodzaje
B-sekretazy bedace homologami — BACE 1 oraz BACE 2. W procesie powstawania A3
gtowng role odgrywa BACE 1 [4, 6, 52, 54-56]. W drugim etapie szlaku
amyloidogennego gtéwna role odgrywa y-sekretaza. Nie jest to pojedyncza czasteczka
a transmembranowy kompleks enzymow ztozony z czterech podjednostek takich jak:
presenilina 1 lub 2 (PS - 1, PS-2), nikastryna, APH-1 i PEN-2. Kompleks ten rozcina
czasteczk¢ CTF- P uwalniajac czasteczke AP oraz peptyd sygnatowy CTF-y. Szlaki
metabolizmu czasteczki BAPP przedstawiono na Schemacie 3 s. 29. Enzym y-sekretaza
rozcina czasteczke CTF- B w réznych miejscach, w efekcie czego powstaja czasteczki
AB oroznej dlugosci, ktore s3 uwalniane z komdrki do  przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej. Dhugo$¢ lancucha moze wynosi¢ od 38 do 42 aminokwasow,
jednakze najwiecej powstaje lancuchow peptydowych o dlugosci 40 oraz 42
aminokwasoéw. Monomery AP lacza si¢ W oligomery, ktdre nastgpnie tworza wigksze
protofibryle, a ostatecznie fibryle iblaszki. Amyloid-  1-42 wykazuje znacznie
wigkszg tendencj¢ do formowania agregatow i ztogéw niz amyloid-f 1-40, jest od niego
réwniez bardziej neurotoksyczny. Wykazano rowniez powstawanie peptydow AP2-42
I AB3-42, jako produktow degradacji biatka BAPP. Dotychczas nie udato si¢ okresli¢
jaka fizjologiczng funkcje pelnig zaréwno czasteczki BAPP, jak 1 peptydy bedace
produktami jego degradacji tj. amyloid-pB [4, 10, 57]. Odktadajace si¢ w przestrzeniach
miedzykomorkowych W poblizu neuronéw ztogi - amyloidu ulegaja opsonizacji,
nasilajg stres oksydacyjny (powstaja reaktywne formy tlenu oraz azotu), aktywuja
komorki mikrogleju, biatka ostrej fazy oraz kompleks uktadu dopetniacza, w nadmiarze
powstaje glutaminian. Komorki mikrogleju gromadza si¢ wokol zlogow AP
| przeprowadzaja fagocytoze. Dochodzi do rozwoju stanu zapalnego oraz uszkodzenia

komorek nerwowych i neurodegeneracji. Amyloid-f w badaniach in vitro wykazuje
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toksyczno$¢ wobec roznych rodzajéw komorek, nie tylko nerwowych. Obserwacje
wykazaty, ze mézg oséb starszych wykazuje wigksza odporno$¢ na AP niz U oséb
mtodych, U ktorych mniejsza ilos¢ ztogow AP powoduje znacznie wigksze uszkodzenia

[11, 15, 20, 52, 54, 58].

W przypadku metabolizmu czasteczki BAPP na szlaku nieamyloidogennym,
proteoliza zachodzi pod wptywem a-sekretazy. Enzym o-sekretaza nalezy do rodziny
dezintegryn. Dziatanie tego enzymu polega na rozcinaniu czgsteczki BAPP w miejscu
wigzania glutaminy z lizyng. Nie powstaje przy tym czasteczka sPAPP, z ktorej
nastgpnie powstatyby czasteczki amyloidu-f. W wyniku rozcinania czasteczki BAPP
przez enzym a-sekretaze powstaje czasteczka saAPP. Pozostata czes¢ BAPP ulega
dalszemu rozcinaniu przez y-sekretaz¢ na powierzchni blony komoérkowej zaréwno od
strony przestrzeni zewnatrzkomorkowej jak icytozolu. W wyniku tego powstaja
fragmenty oznaczane jako AICD (uwalniany do cytoplazmy) oraz p3 (uwalniany do

przestrzeni zewnatrzkomoérkowej), ktore nie ulegajg agregacji [4, 52, 54, 57, 59].

B « : Y

N HE C  papp
asekret;a/ wietaza

. E . H E

< APP . : CTF-a SPAPP : CTF-B

l v-sekretaza

AB CTF-Y
Schemat 3. Szlaki metabolizmu BAPP, przy udziale a-sekretazy (nieamyloidogenny)
lub B- i y-sekretazy (amyloidogenny) z uwzglednieniem najwazniejszych metabolitow
[4].
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U o0s6b zdrowych zachowana jest rownowaga W powstawaniu, rozktadaniu
I usuwaniu amyloidu-B, przy czym koto 95% stanowia czasteczki 0 dtugosci tancucha
wynoszgcej 40 aminokwaséw [9]. Posta¢ fibrylarna (nierozpuszczalna) AP ulega
enzymatycznej degradacji wewnatrzkomérkowo — czgsteczki amyloidu rozkladane sg
w endosomach i lizosomach komoérkowych.  Rozpuszczalna  posta¢  Ap,
ulega rozktadowi pod wptywem zewnatrzkomoérkowych proteaz. Amyloid-p jest
usuwany z osrodkowego uktadu nerwowego poprzez m.in. aktywne wychwytywanie
przez receptor RAGE (receptor produktow zaawansowanej glikacji) oraz przez komorki
mikrogleju iastrocyty (fagocytoza). Nieaktywny transport amyloidu-B polega
na przenikaniu do ptynu moézgowo-rdzeniowego przez przestrzenie okotonaczyniowe
Virchowa- Robina (w postaci lipoproteiny). Czasteczki AP poza aktywnym
I nieaktywnym transportem ulegaja réwniez rozktadowi (proteolizy) pod wplywem
neprylizyny (NEP) i enzymu degradujacego insuling (IDE) [14, 32]. [lo$¢ powstajacych
czasteczek BAPP w osrodkowym uktadzie nerwowym wzrasta W wyniku odpowiedzi
obronnej organizmu nauszkodzenia tkanki nerwowej i zaburzeniach krgzenia
moézgowego. Istnieje przypuszczenie, ze BAPP moze wykazywaé wiasciwosci
cytoprotekcyjne poprzez usuwanie wolnych rodnikow oraz tworzenie kompleksow

np. z toksycznymi metalami [10].

Nadmiar nieusuni¢tego amyloidu-p itworzenie przez niego depozytow
prowadzi do powstania cyklicznej odpowiedzi zwrotnej. W jej wyniku aktywowane
czynniki ukladu immunologicznego (zwtaszcza interleukiny 1B 16 oraz al -
antychymotrypsyna) stabilizujg depozyty wuszkadzajagce komorki W najblizszym
otoczeniu. W odpowiedzi na to nasileniu ulega powstawanie BAPP, z ktorego nastepnie

tworzone sg fancuchy amyloidu-f3 1-40 oraz 1-42 [20].

W wyniku proceséw patofizjologicznych znaczaco wzrasta ilo§¢ powstajacego
amyloidu- B 1-42. Istotnym czynnikiem wplywajacym na nasilenie procesu
powstawania bardziej toksycznego AP 1-42 s3 mutacje genowe. Determinuja one
rodzinne predyspozycje do wystapienia choroby Alzheimera, co jest przyczyna od 5%
do 10% przypadkéw zachorowan. Szczegélng role odgrywaja mutacje genow
kodujacych enzymy biorgce udziat w szlaku amyloidogennym tj. homologu BACE 1
[B-sekretazy oraz enzymow z kompleksu y-sekretazy - preseniliny 1 (gen

na chromosomie 14), preseniliny 2 (gen na chromosomie 1) oraz samego biatkowego
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prekursora amyloidu B (BAPP) [10, 15, 54, 60]. Mutacje te moga prowadzi¢ do
nadmiernej aktywnosci P - sekretazy i y- sekretazy przez co metabolizm PAPP
przesuwa si¢ znacznie W kierunku szlaku amyloidogennego. Wystepowanie rodzinnych
mutacji genéw kodujacych PS1 1PS2, moze by¢ przyczyna zwigkszonego ryzyka
rozwoju choroby Alzheimera i wczesnego wystgpowania objawoéw choroby wsrod
spokrewnionych os6b [10]. Inng mutacja, ktora moze mie¢ wptyw na wzrost ryzyka
wystgpienia choroby Alzheimera jest autosomalna dominujgca mutacja budowy
czgsteczki APP, zwlaszcza w jej N-terminalnym lub C-terminalnym fragmencie.
Prowadzi ona do nieprawidlowego rozcinania czasteczki APP przez enzymy [54].
Badania wykazaly, Zze poza mutacjami istotne znaczenie ma rowniez polimorfizm
genowy tj. wystepowanie roznych form (alleli) genow kodujacych apolipoproteing E
(ApoE). Bierze ona udziat w transporcie cholesterolu w organizmie, ale pozostaje
rébwniez nie bez znaczenia W usuwaniu z osrodkowego uktadu nerwowego czasteczek
AP, gdyz wmobzgu ApoE ulega syntezie iwydzielaniu glownie przez astrocyty
i mikroglej. Komorki te usuwaja i degraduja amyloid-f i wykazano, ze w procesie tym
ApoE bierze udzial, jednak doktadna jej rola w tym przypadku nie zostata do konca
poznana. Wyrozniamy trzy izoformy apolipoproteiny E oznaczone symbolami ApoEe2,
ApoEe3, ApoEe4. Forma ApoEe4 wykazuje najwyzsze powinowactwo do lipoprotein
niskiej gestosci. U 0sob z wystepujacym w genotypie allelem ApoEed4, stwierdza sig
tendencje do wysokiego poziomu cholesterolu we krwi oraz do miazdzycy tetnic
(m.in. tgtnic szyjnych). Prowadzi to do zaburzen krazenia moézgowego. Odmiana
apoEe4 uposledza rowniez proces usuwania amyloidu-beta (w postaci zwigzanej
z lipoproteing) z mézgu do ptynu moézgowo- rdzeniowego, wigc nasila si¢ tworzenie
jego agregatow oraz ztogow W przestrzeni mig¢dzykomorkowej. Genotyp ApoE jaki
wykazuja komorki mikrogleju, wptywa na ich zdolno$¢ usuwania amyloidu-f z mozgu.
Najwyzsza efektywnos¢ wykazujg te komorki w ktorych ekspresji ulega ApoEeg2.
Znacznie slabiej zusuwaniem AP radza sobie komorki mikrogleju wykazujace
ekspresje  ApoEe3, ApoEe4 lub caltkowicie pozbawione tej apolipoproteiny.
Wystapienie jednego allelu ApoEe4 zwigksza ryzyko wystapienia choroby Alzheimera
czterokrotnie, przy dwoch allelach ryzyko rozwoju choroby moze wzrosnag¢ nawet
dwunastokrotnie. W przeciwienstwie do ApoEed, wystapienie allelu ApoEe2 moze
zmniejsza¢ ryzyko wystapienia choroby Alzheimera, gdyz ta forma apolipoproteiny

wykazuje dziatanie protekcyjne [6, 19, 20, 32, 53, 54, 61]. Komoérki mikrogleju sa

31



w stanie usuna¢ najbardziej toksyczng rozpuszczalng posta¢ amyloidu-f3, z przestrzeni
mie¢dzykomoérkowej tkanki nerwowej, z wykorzystaniem mechanizmu pinocytozy.
Czasteczki AP taczone sg W endolizosomalne kompartmenty (pakiety), ktore ulegaja
degradacji [20].

Zaobserwowano obecno$¢ AChE w strukturze blaszek neurytycznych Ap.
Wykazana zostala mozliwo$¢ tworzenia stabilnych kompleksow enzymu AChE jak
i BUChE zamyloidem-B, jak réwniez indukowanie przez enzym zmian
konformacyjnych czasteczek AP. Ulatwia to formowanie przez amyloid-B fibryli
I ztogobw. Kompleks ten ulega agregacji i tworzy ztogi podobnie jak sam Ap, jest przy
tym znacznie bardziej neurotoksyczny [5, 48, 61, 62].

Badania przeprowadzone umilodych osob, posiadajagcych uwarunkowania
genetyczne predysponujace do rozwoju choroby Alzheimera, wykazaty, iz ztogi
amyloidu-B moga odktada¢ si¢ w obregbie mozgu przez okres dwudziestu lat zanim
zaobserwowane zostang pierwsze kliniczne objawy choroby. Jednym ze wskaznikow
swiadczacych 0 poczatku rozwoju choroby jest spadek poziomu AP 1-42 w plynie
mozgowo-rdzeniowym wykrywalny, 15-20 lat przed wystgpieniem pierwszych
objawow, W badaniu technikg pozytronowej tomografii emisyjnej (PET — ang. positron

emission tomography) [19, 53].

2.3 Hipoteza bialka Tau - tworzenie neurofibryli bialka Tau.

W  odréznieniu od opisanego powyzej amyloidu-f, odktadajacego sie
W przestrzeni zewnatrzkomodrkowej, czynnikiem uszkadzajagcym komodrki nerwowe
,,0d srodka” jest nieprawidtowe biatko Tau (biatko t). Fizjologicznie prawidtowe biatko
taczy mikrotubule, stabilizuje mikrotubule aksonowe, uczestniczy w transporcie
wewnatrzkomoérkowym  (sktadnikéw odzywcezych, pecherzykéw, mitochondriow,
chromosomow) oraz wchodzi w sktad cytoszkieletu komoérek [1, 3, 6, 14, 54].
Biatko Tau ulega odlgczeniu od mikrotubul (dysocjuje), kiedy ulega fosforylacji [14].
W przypadku niektorych choréb neurodegeneracyjnych, m. in. w chorobie Alzheimera,
zaobserwowano tworzenie si¢ blgdnego (patologicznego) biatka Tau. Powstaje ono
w przypadku zaburzenia réwnowagi migdzy enzymami z grupy Kkinaz i fosfataz
co prowadzi do nadmiernej fosforylacji (hiperfosforylacji) opisywanego bialka.
Szczegodlne znaczenie moze mie¢ W tym przypadku Kinaza tyrozynowa, ktoéra bierze

udziat w fosforylacji aminokwasu — tyrozyny [2].
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Znane kinazy bioragce udziat w hiperfosforylacji biatka Tau w przebiegu

choroby Alzheimera to:

e zalezna od cyklin kinaza-5 (CDK5),

e syntaza glikogenu kinaza-3p (GSK-3p),

e proteina aktywowana Ca?*/kalmoduling kinaza-2
e kinaza-1 kazeiny,

e specyficzna kinaza-1A regulujaca fosforylacj¢ tyrozyny (DYRK1A) [14].

Bledne bialo Tau ma tendencje to tworzenia splotow oraz neurofibryli
wewnatrzkomorkowych (NFTs), skladajacych sie z wigzek sparowanych helikalnych
filamentow. Ulegaja one kumulacji w cytoplazmie neuronéw, w wyniku czego biatko
traci powinowactwo do mikrotubul i dochodzi do destabilizacji cytoszkieletu i catej
komorki. W przypadku komorek nerwowych skutkuje to zaburzeniem przewodnictwa
nerwowego w aksonach oraz w potaczeniach synaptycznych, a ostatecznie po kilku

latach neuron ze splotami z blgdnym biatkiem Tau obumiera [1, 6, 11, 12, 14, 63].

Prawdopodobnie hiperfosforylacja biatka Tau jest wynikiem mutacji
genowych, jednakze zaobserwowano, ze czynnikami indukujacymi ten proces sa
réwniez przewlekle stany zapalne (zwigkszona aktywnos¢ cyklooksygenazy 2)
oraz tworzace si¢ zlogi amyloidu-f [1, 4, 32, 53, 63]. Istnieje réwniez hipoteza,
ze patologie dotyczace amyloidu-  oraz hiperfosforylacji biatka Tau sg niezalezne od
siebie. Nasilone powstawanie wewnatrzkomérkowych splotow biatka Tau u o0sob,
uprawiajacych dyscypliny sportowe z wysokim prawdopodobienstwem wystgpowania

kontuzji np. boks [14, 54].

Szczegdlnie wazng role w procesie fosforylacji odgrywa enzym syntaza
glikogenu kinaza 3 (GSK-3B). Zwigkszona aktywno$¢ tego enzymu, zwlaszcza
W korze czolowej zwigksza ryzyko rozwoju choroby Alzheimera. Enzym bierze udziat,
jako katalizator, w reakcji fosforylacji aminokwasow — seryny i treoniny. Jedna ze
strategii leczenia choroby Alzheimera zaktada wykorzystanie inhibitorow GSK-3f3
W celu zahamowania tworzenia neurofibryli biatka Tau. Podjete zostaly proby
wykorzystania Litu, ktéry wykazuje wlasciwosci inhibicyjne GSK-3B, jednak pomimo
obiecujacych rezultatow badan na liniach komorkowych i zwierzgtach, nie osiggnigto

zadowalajacych efektow u ludzi [6, 32, 56].
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3 PRZEWLEKLY STAN ZAPALNY W OBREBIE
OSRODKOWEGO UKEADU NERWOWEGO
TOWARZYSZACY CHOROBIE ALZHEIMERA.

Stan zapalny stanowi odpowiedZ organizmu majacg na celu wyeliminowanie
przyczyny uszkodzenia komoérek oraz usunigcia komorek, ktore ulegly obumarciu.
Jezeli prawidlowy stan tkanki objetej stanem zapalnym nie zostanie przywrdcony, stan
zapalny staje si¢ przewlekly co w rezultacie prowadzi do poglebienia uszkodzen tkanek
W najblizszym otoczeniu. W tej sytuacji mechanizmy cytotoksyczne przeplataja si¢
z procesami naprawczymi, jednak na ogét uszkodzenia ulegaja kumulacji co moze

powodowac¢ nieodwracalne zmiany w tkankach [3].

Obserwacje wykazaty obecno$¢ licznych przewleklych stanow zapalnych

w osrodkowym uktadzie nerwowym U pacjentdow z chorobg Alzheimera. W wyniku
aktywacji  mikrogleju i astrocytow (komorki glejowe bedace makrofagami;
zlokalizowane w moézgu irdzeniu kregowym [2]) dochodzi do wzrostu poziomu
mediatorow prozapalnych wytwarzanych przez te komorki (parakrynnych czasteczek
sygnatowych, pochodnych kwasu arachidonowego - prostanoidy), takich jak
prostaglandyny, cytokiny, chemokiny, leukotrieny, proteazy, proteoglikany,
tromboksany, biatko C-reaktywne, czynniki uktadu dopetniacza, w obrebie ptynu
mozgowo-rdzeniowego i mozgu. Zwigkszeniu ulega rowniez powstawanie reaktywnych
form tlenu iazotu, ktéore prowadzg do uszkodzen komodrkowych. W normalnych
warunkach prostanoidy syntezowane sg endogennie przez wiele komorek w formie
nieaktywnej, nastepnie ulegaja aktywacji i uwolnieniu pod wplywem réznych
czynnikow zapalnych. Mediatory te reguluja rozne procesy fizjologiczne np. agregacje
ptytek krwi, napiecie S$cian naczyn krwionos$nych, owulacje czy rozwdj ptodu.
Wykazano =zalezno$¢ miedzy stanem zapalnym i wzmozonym powstawaniem
| agregacja amyloidu-B. Mediatory prozapalne oraz reaktywne formy tlenu iazotu
nasilaja powstawanie AP 1-42 (poprzez przestawienie produkcji APP na szlak
amyloidogennym) ijego agregacje. Powstajagce w wyniku tego ztogi amyloidu-f3
uszkadzajg komorki i dodatkowo indukujg aktywnos$¢ mikrogleju i astrocytow oraz stan
zapalny. Dodatkowo, pod wplywem mediatorow prozapalnych zahamowaniu ulega
tworzenie rozpuszczalnej formy APP, ktora wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne [3, 4,
60, 64]. Wynika ztego, ze zalezno$¢ migdzy amyloidem-B istanem zapalnym ma
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charakter cykliczny. Skutkiem tego jest uszkodzenie neuronéw I polaczen
synaptycznych co prowadzi do postepujacej neurodegeneracji [2]. Odkrycie tej
zaleznosci pozwolitlo na zaliczenie lokalnych, przewlektych stanéw zapalnych
W obrebie osrodkowego uktadu nerwowego do gléwnych czynnikow rozwoju choroby

Alzheimera [2, 3, 4, 60, 64].

3.1 Inicjacja stanu zapalnego.

W celu szczegotowego wyjasnienia roli stanu zapalnego W procesie choroby
Alzheimera niezbedne jest zapoznanie ze zlozonym mechanizmem jego powstawania
I odpowiedzi organizmu. Rozpoczecie procesu nastgpuje pod wplywem dziatania
na receptory btonowe sprzezone z biatkiem G (GPCR) takich czynnikéw jak hormony
(np. wazopresyna, adrenalina, noradrenalina, tyreotropina, lutropina i inne),
neuroprzekazniki  (np. acetylocholina), czynniki  wzrostu  (np. fibroblastow,
insulinopodobny iinne). W odpowiedzi na aktywacj¢ GPCR uruchomieniu ulega
cyklaza adenylowa, ktora uczestniczy w syntezie cyklicznego adenozyno - 3°,5’-
monofosforanu (cAMP). Pod wptywem cAMP aktywowana zostaje kinaza biatkowa
typu C. Z fosfolipidow bton komorkowych (fosfatydylocholiny
I fosfatydyloetanoloaminy) pod wptywem enzymu fosfolipazy A> (PLA2), aktywowanej
przez kinaze biatkowa typu C, uwalniaja si¢ nienasycone kwasy tluszczowe
(arachidonowy, a- linoleinowy, vy- linoleinowy) oraz czasteczki 1- acylofosfolipidu
(1- AFL). Reakcja uwalniania kwasu arachidonowego z fosfolipidow btonowych pod
wptywem PLA; jest katalizowana przez jony wapniowe Ca?*. W mniejszym stopniu
nienasycone kwasy tluszczowe uwalniane sa pod wptywem fosfolipazy C iD.
Fosfolipaza C hydrolizuje glownie fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan (PIP2), z ktérego
po szeregu przemian powstaje kwas arachidonowy. Fosfolipaza D odpowiada za
hydrolize fosfatydylocholiny, z ktorej powstaje cholina oraz kwas fosfatydowy,
ktory nastepnie ulega przemianie do kwasu arachidonowego. Koncowym produktem
przemian fosfolipidow btonowych w reakcjach zudzialem fosfolipaz jest kwas
arachidonowy i to on odgrywa gtoéwng role w dalszym procesie odpowiedzi organizmu
na stan zapalny. Czasteczki tego kwasu ulegajg wiaczeniu w dwa szlaki metaboliczne,
w rezultacie ktorych powstaja mediatory zapalne. W pierwszym szlaku, pod wptywem
cyklooksygenazy, z kwasu arachidonowego powstaja prostaglandyny, prostacyklina
I tromboksan [60, 65].
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3.2 Uklad dopelniacza i jego rola w procesie choroby Alzheimera.

Sktadniki (proteiny) oraz receptory wchodzace w sktad uktadu dopelniacza
mogg powstawa¢ w obrebie mozgu i1 ulega¢ aktywacji w przebiegu choréb
neurodegeneracyjnych takich jak, choroba Alzheimera czy stwardnienie rozsiane.
W przypadku choroby Alzheimera tworzace si¢ W przestrzeni mig¢dzykomodrkowe;j
osrodkowego uktadu nerwowego depozyty amyloidu-B prowadza do aktywacji uktadu
dopeliacza (ang. complement system). Stanowi on istotny element zaréwno
odpowiedzi immunologicznej nieswoistej (wrodzonej) jak i swoistej (nabytej), a jego
sktadniki odpowiadaja za takie procesy jak rozpoznanie patogenu, opsonizacja, rozwoj
stanu zapalnego, bezposrednia eliminacja patogenu. W skiad ukladu dopelniacza
wchodzg proteiny oraz proteazy, ktore naskutek kontaktu z patogenem ulegaja
kaskadowej aktywacji tzn. aktywowane sktadniki uktadu aktywuja kolejne. Klasyczna
aktywacja uktadu dopeliacza rozpoczyna si¢ przytaczeniem do przeciwciat,
potaczonych z powierzchnig patogenu, proteiny Clq, z ktorej zwigzane sg dwa enzymy
— proteazy Clr iCls. W wyniku zmian konformacyjnych Clq, po potaczeniu
z przeciwciatem, aktywacji ulegaja enzymy znim zwigzane. Cls prowadzi do
postepujacej kaskadowo aktywacji  kolejnych sktadnikow uktadu, na drodze
enzymatycznego rozktadu i uwalniania aktywnych czastek lub taczenia si¢ w aktywne
kompleksy. Aktywacji, taczeniu i oddziatywaniu miedzy soba ulegaja sktadniki C2, C3,
C4, C5, C6, C7, C8 orazC9. Ostatecznie kaskada aktywacji poszczegodlnych
sktadnikow prowadzi do utworzenia btonowego kompleksu atakujacego (MAC —
membrane  attacking complex), wbudowujacego si¢ W btong komorkowsa
(np. patogennych drobnoustrojow) i tworzacego W nich kanaty, przez ktore z komorki
wyplywaja np. jony, a do wnetrza komorki wptywa woda. Utworzenie MAC nie jest
jedynym skutkiem aktywacji uktadu dopetniacza. Poszczegolne sktadniki mogg petni¢
dodatkowe funkcje np. aktywowany C3 powoduje migracj¢ komorek fagocytujacych
oraz bierze udzial w rozpoznawaniu patogendéw, C3a aktywuje komorki mikrogleju do
usuwania AP poprzez fagocytozg, zas C3b i1C4b wigzac si¢ zreceptorami CR1
(receptor dopelniacza 1) obecnymi w komdrkach fagocytujacych utatwiaja proces
fagocytozy. Aktywacja alternatywnego szlaku uktadu dopetniacza, ktorego sktadnikami
sg C3, czynniki B i D oraz properdyna, prowadzi do taczenia sktadnika C3
z powierzchnia komorki patogenu. Sktadniki ukladu dopetniacza biora udziat

w regulacji aktywnosci | dyferencjacji limfocytow typu T. Zaobserwowano,
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ze W przebiegu choroby Alzheimera klasyczny szlak uktadu dopelniacza ulega
deregulacji. W mézgu chorego wszystkie czynniki klasycznego szlaku dopetniacza
(Clg, C3b, C3c, C3d, C4d, C5b-9, C7, C9), kompleks atakujgcy blone (MAC)
oraz komoérki mikrogleju i astrocyty otaczajace ztogi amyloidu-p ulegaja nadmiernej
immunoreaktywnosci, a W obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego wzrasta poziom
Clg, ktory wykazuje mozliwos¢ wigzania z amyloidem- poprzez N-terminalny
fragment peptydu. W blaszkach zaobserwowano obecnos$¢ inhibitorow koncowych
sktadnikéw klasycznego uktadu dopelniacza — witronektyne, protektyng i klusteryne
[3, 12, 15, 20, 54].

3.3 Powstawanie czynnikéw stanu zapalnego na szlaku cyklooksygenazy.

Wyrézniamy dwa rodzaje cyklooksygenazy — 1 (konstytutywna, kodowana
przez gen na chromosomie 9) i 2 (indukowang, kodowang przez gen na chromosomie 1)
oznaczane jako COX-1 oraz COX-2. Enzymy te katalizuja te same reakcje isg
homologiczne w okoto 60% [11]. Cyklooksygenaza 1 (COX-1) obecna jest stale
w wielu réznych tkankach organizmu ibierze udziat w regulacji wielu procesow
fizjologicznych i utrzymaniu homeostazy, np. stale wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne
w obrebie §luzowki uktadu pokarmowego. Wystepowanie cyklooksygenazy 2 (COX-2)
dotyczy glownie, ale nie wylacznie, tkanek objetych procesem zapalnym lub
nowotworowym, w ktérych to ilo$¢ tego enzymu znacznie wzrasta pod wpltywem
mediatorow zapalnych np. interleukiny 1 (IL-1), czynnika martwicy nowotworu o
(TNF-a) oraz w przypadku uszkodzenia tkanek [20, 60, 66]. Innymi czynnikami
zwigkszajacymi powstawanie COX - 2 sa np. proliferacja i wzrost komorek, neoplazja,
stres. Cyklooksygenaza 2 odgrywa znaczaca rolg w regulacji takich procesow jak
poporodowy rozwdj nerek, utrzymanie homeostazy ukladu krgzenia oraz cykl

menstruacyjny [60].

W kontekscie znaczenia cyklooksygenazy w mechanizmie rozwoju choroby
Alzheimera, nalezy zaznaczy¢, ze zarowno COX-1 jak i COX-2 sa stale obecne
w uktadzie nerwowym w warunkach fizjologicznych. Cyklooksygenaza 1 obecna jest
W najwiekszej ilosci W kresomdzgowiu oraz miedzymozgowiu, za$ cyklooksygenaza 2
fizjologicznie wystepuje W przodomézgowiu oraz rdzeniu kregowym (korzenie
grzbietowe nerwow rdzeniowych, istota szara). Oba enzymy wytwarzane sg réwniez

przez astrocyty. Cyklooksygenaza 2 fizjologicznie odgrywa role w integracji bariery
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krew-mozg oraz w przewodnictwie synaptycznym [64]. Przypuszcza si¢, ze wykazuje
ona dzialanie cytoprotekcyjne chronigc neurony przed dziataniem toksyn iwolnych
rodnikéw [11]. Znaczne zwigkszenie wytwarzania enzymu W obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego ma miejsce w przypadku m.in. stanéw zapalnych oraz nowotworow.
Badania wykazaty, ze U 0s6b z chorobg Alzheimera znaczaco wzrasta ilo§¢ COX-1
I COX-2 w obrgbie mikrogleju oraz komorek nerwowych, a wzrost aktywnosci COX-2
W obrebie hipokampu, kory nowej iukladzie piramidalnym wigze si¢ z nasileniem
zaburzen pamieci [4, 11]. Wyodr¢bniono dodatkowo cyklooksygenaze 3 (COX-3)
wystepujacg gtownie w korze moézgowej, podwzgdrzu, rdzeniu kregowym i mig$niu
sercowym, jednak dotychczas nie poznano doktadnie jaka petni funkcje.
Prawdopodobnie COX-3 jest odmiang COX-1. Cyklooksygenazy znajduja si¢

w komorkach na siateczce $rodplazmatycznej oraz btonie jadrowej [60].

W wyniku aktywacji cyklooksygenazy nastepuje kaskada tworzenia zwigzkoéw
zwanych mediatorami zapalnymi (prostacykliny, prostaglandyn, tromboksanu)
(Schemat4 s. 39). Pod wptywem dziatania COX-1 kwas arachidonowy ulega
przeksztatlceniu ~ w nietrwaty  (labilny),  cykliczny  15- hydroksynadtlenek -
prostaglandyng Go (PGG2), ktéra nastgpnie poprzez dziatanie nanig enzymu
peroksydazy przeksztatca si¢ w trwatg forme prostaglandyny H, (PGH2). Specyficzne
syntazy, aktywowane przez cyklooksygenaze lub cytochrom P450, przeksztatcaja PGH>
w szereg biologicznie czynnych prostaglandyn (PGD2, PGE;, PGFy,), prostacykling
(PGl2) oraz tromboksan (TXA7), ktore ulegaja uwolnieniu do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej poprzez transporter prostaglandynowy (PGT). Cyklooksygenaza
1 poza kwasem arachidonowym moze przeksztalca¢ rowniez kwas vy- linoleinowy.
Analogicznym szlakiem metabolicznym jest tworzenie prostanoidéw przy udziale
COX-2 ztym, ze w tym przypadku oprécz kwasu arachidonowego substratem moga
by¢ kwas a- linoleinowy i kwas eikozapentanowy. Produkty koncowe uwalniane sg
zkomorek do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Oddzialuja one z receptorami
blonowymi komorek docelowych wywolujac specyficzne dla kazdej z nich reakcje [60,
65].
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3.4 Jadrowy czynnik NF-kB i jego rola w procesie stanu zapalnego.

OdpowiedZ organizmu nha stan zapalny regulowana jest miedzy innymi przez
biatkowy czynnik jadrowy NF- kB. Jest on stale obecny W cytoplazmie komodrkowej
w formie nieaktywnej, potaczony z proteing IxkB 0 wlasciwosciach inhibicyjnych wobec
NF-kB. Pod wptywem dziatania na komorke takich czynnikéw jak cytokiny, wolne
rodniki, antygeny, amyloid-p i inne, uruchomiony zostaje proces, w ktorym kompleks
NF- «B-1xB ulega fosforylacji a czasteczka IxB degradacji. Wolny, aktywowany NF-«xB
jest transportowany do jadra komodrkowego, gdzie wigze si¢ Z czasteczka DNA
I wywotuje odpowiedz nastan zapalny lub odpowiedZz immunologiczng na antygeny.
Badania wykazaly znaczny wzrost aktywno$ci czynnika NF- kB w osrodkowym
ukladzie nerwowym o0s6b z choroba Alzheimera. Dotyczy to zaréwno komorek

nerwowych jak i komoérek mikrogleju [4].
3.5 Udzial cytokin w patofizjologii choroby Alzheimera.

Cytokiny sa rozpuszczalnymi biatkami 0 niskiej masie czasteczkowe],
wytwarzanymi przez komorki uktadu immunologicznego (limfocyty T, macrofagi),
regulujagcymi ich aktywacje, wzrost Iroznicowanie. Wytwarzane sg rowniez przez
komorki nie uczestniczace w odpowiedzi immunologiczne] tj. komorki Schwanna
(tworzace ostonke mielinowa wokét aksonow komorek nerwowych) i fibroblasty
(wchodzace w sktad tkanki tacznej). Reguluja ekspresj¢ btonowych protein
powierzchniowych oraz proces apoptozy, proliferacje, wzrost i dyferencjacje komorek,
odpowiedz zapalng. Glowng funkcja cytokin jest regulacja przeksztalcania
niezréznicowanych limfocytow typu T w pomocnicze limfocyty typu T. W obrebie
osrodkowego ukladu nerwowego cytokiny wytwarzane sa przez komoérki mikrogleju
i astrocyty m.in. pod wptywem dlugotrwalej ekspozycji tych komoérek na agregaty
amyloidu-B. Uwolnieniu z tych komorek ulegajg neurotoksyczne cytokiny prozapalne,
reaktywne formy tlenu, tlenek azotu oraz grupy karbonylowe. Pod wplywem tych
czynnikow uszkodzeniu ulegaja komorki nerwowe znajdujace sie¢ W najblizszym
otoczeniu, ktore obumierajac wydzielaja mediatory odpowiedzi immunologicznej
I rozwija si¢ chroniczny stan zapalny W moézgu. Cytokiny wytwarzane sg rowniez przez
neurony. Cze$¢ cytokin wykazuje dziatanie nasilajgce stan zapalny, dlatego tez
zaliczane sa do grupy cytokin prozapalnych — do grupy tej zaliczamy: IL-1, IL-6, TNF-
a. Do cytokin przeciwzapalnych zaliczamy: IL-1ra, IL-4, IL-10, TGF-B. Wykazuja one
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dziatanie hamujace wobec cytokin prozapalnych. Niektore cytokiny wykazuja dziatanie
zarbwno prozapalne (np. aktywuja limfocyty typu B), jak 1 przeciwzapalne
(np. oddziatujg hamujgco na ekspresje gendéw kodujacych cytokiny prozapalne).
Do cytokin o wlasciwosciach zaréwno pro- jak i przeciwzapalnych zaliczamy IL-4,
IL-10, IL-13. Badania tkanki nerwowej iptynu moézgowo-rdzeniowego pacjentow
z chorobg Alzheimera wykazaty znaczny wzrost W osrodkowym uktadzie nerwowym
cytokin prozapalnych IL- 1B, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-B, IFN-o oraz czynnika
stymulujacego kolonie granulocytow i makrofagéw (GM-CSF). Obserwacje wykazaty,
ze cytokiny wptywajac na aktywacje mikrogleju i astrocytow mobilizuja te komorki do
fagocytozy amyloidu-B i dziataja neuroprotekcyjnie, jednakze dlugotrwaly wzrost
poziomu cytokin przyczynia si¢ do nasilenia neurodegeneracji. Cytokina IL-1 powoduje
wzrost produkcji BAPP w mRNA, co moze przektadaé si¢ na wzrost powstawania Ap.
Dodatkowo IL-1, nasila aktywnos$¢ al-antychymotrypsyny (ktora wchodzi w sktad
blaszek amyloidowych), indukuje powstawanie IL-6 oraz aktywnos$¢ syntazy tlenku
azotu, zwieksza aktywno$¢ acetylocholinoesterazy, aktywuje astrocyty i mikrogle;j.
Zaobserwowano, ze IL-1 powoduje nasilenie degeneracji komodrek nerwowych.
Cytokina IL-6 rowniez zwigksza synteze PBAPP, aktywuje komorki mikrogleju do
procesu fagocytozy AP. Cytokina TNF-a zwigksza aktywnos¢ P-sekretazy (BACE 1)
oraz y- sekretazy, co przektada si¢ nanasilenie syntezy amyloidu-f. Poprzez
stymulujacy wptyw na NF- kB, TNF-a nasila ekspresje czynnikéw prozapalnych. Mozg
0s0b zdrowych charakteryzuje si¢ niskim poziomem TNF-a. Interleukina-1ra (IL-1ra)
pelni funkcj¢ inhibicyjng wobec IL-1a i IL-1B (formy IL-1). Wydzielana jest przez
makrofagi 1 monocyty. Hamuje powstawanie cytotoksycznych uszkodzeh neuronow.
IL-4 wywotuje odpowiedz komoérek Th2, posredniczy w rekrutacji i aktywuje
mastocyty oraz pobudza proces wytwarzania przeciwciat IgE. IL-10 pelni istotng rolg
W utrzymaniu homeostazy komoérek nerwowych. Cytokina TGF-p wykazuje dziatanie
cytoprotekcyjne i wspomaga przetrwanie komorek nerwowych. U pacjentoéw z chorobg
Alzheimera wykazano wzrost jej poziomu w mozgu. Poza udzialem w procesie stanu
zapalnego cytokiny odgrywaja kluczowa rol¢ wrozwoju o$rodkowego ukladu

nerwowego w okresie embrionalnym [3, 14, 15, 53, 67, 68].
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3.6 Udzial chemokiny w patofizjologii choroby Alzheimera.

Chemokiny to czasteczki biatkowe (ponad 50 réznych molekul), ktorych
gléwnym zadaniem jest kierowanie migracji komodrek ukitadu odpornosciowego
(m.in. mikrogleju i astrocytow) do obszaréw objetych procesem zapalnym, poprzez
mechanizm chemotaksji (ruch komoérek w kierunku chemoatraktantu) oraz
ekstrawazacje (przenikanie ze $wiatta naczyn krwionosnych do tkanek).
W osrodkowym uktadzie nerwowym chemokiny gltéwnie wytwarzane sa przez komorki
mikrogleju i astrocyty, za$ receptory dla chemokin prezentowane sg na powierzchni
komorek nerwowych. Chemokiny iich receptory biorag udzial w mobilizowaniu
limfocytow do migracji z uktadu limfatycznego do obszarow OUN objetych stanem
zapalnym, przy czym w moézgu chorego na chorobe Alzheimera mechanizm ten ulega
nadreaktywnosci. Biorg udziat w procesie migracji mikrogleju i astrocytow do miejsc
depozycji amyloidu- . Ro6zny poziom ekspresji chemokin wptywa naregulacje
poziomu fagocytozy AP przez komorki uktadu odpornosciowego na wczesnym etapie
rozwoju choroby Alzheimera. Monocyty aktywowane przez depozyty amyloidu-f,
wytwarzaja chemokiny takie jak IL-8, MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant
proteine), MIP-1a i MIP-1B (macrophage inflammatory protein). Ponadto astrocyty
obecne w poblizu depozytéw amyloidowych wytwarzaja MIP-1a. Przewlekty stan
zapalny i utrzymujacy si¢ wysoki poziom chemokin powodujg nadmierne gromadzenie

si¢ komorek mikrogleju wokot agregatow amyloidu- 8 [3, 15].
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4 LEKI STOSOWANE W TERAPII CHOROBY
ALZHEIMERA

Na podstawie hipotezy cholinergicznej rozwoju choroby Alzheimera opieraja
si¢ obecne i ogdlnie przyjete konwencjonalne metody leczenia tej choroby. Zaktadaja
one poszukiwanie i wykorzystanie zwigzkéw o aktywnosci inhibicyjnej wobec acetylo-
i/lub butyrylocholinoesterazy (donepezil, rywastygmina i galantamina), poprawie
aktywno$ci znanych lekow oraz tworzenie hybryd zwigzkéw o znanej aktywnosci.
Skutkiem ich dzialania jest zwigkszenie st¢zenia acetylocholiny (poprzez hamowanie jej
rozktadu) W polaczeniach synaptycznych, w wyniku czego tagodzeniu ulegajg
dysfunkcje systemu przekaznictwa cholinergicznego. Jest to szczegoélnie pozadane
w obrebie kory przedczotowej mozgu. W efekcie u chorych leczonych inhibitorami
cholinoesteraz obserwuje si¢ zlagodzenie zaburzen zdolno$ci poznawczych (poprawa
pamieci, mowy, koncentracji) i spowolnienie postgpu choroby. Zwigzki wykazujace
inhibicje AChE moga obniza¢ neurotoksyczno$¢ glutaminianu chronigc cholinergiczne
receptor nikotynowe. Dziatanie opisywanych zwiazkoéw pozwala jedynie na ztagodzenie
skutkow choroby Alzheimera poprzez poprawe zdolnosci poznawczych przez kilka-
kilkanascie miesigcy, a terapia ma charakter paliatywny. Do chwili obecnej
zaaprobowano do leczenia choroby Alzheimera jedynie cztery odwracalne inhibitory
cholinoesteraz (hamujacych dziatanie AChE i1/lub BChE) przekraczajace barier¢ krew —
mozg. Rekomendowane jest stosowanie w terapii lekow bedacych jednoczesnie
inhibitorami obu cholinoesteraz (np. rywastygminy), ze wzgledu na wyzsza skuteczno$¢

niz w przypadku zastosowania selektywnych inhibitorow wobec AChE [6, 8, 40].
NH,
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Ryc. 5. Takryna
W 1993 roku amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug
Agency, FDA) zaakceptowala pierwszy lek do stosowania w terapii choroby
Alzheimera, ktorym byta takryna (Ryc. 5) (9- amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyna, THA,
aminoakrydyna). Wykazuje ona odwracalng inhibicje zaréwno acetylo- jak

i butyrylocholinoesterazy, dziata hamujaco wobec monoaminooksydazy (MAQ) oraz
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moduluje kanaty jonowe. Inhibicyjne dziatanie takryny na AChE polega na
odwracalnym wigzaniu zwigzku z grupami aromatycznymi w miejscu aktywnym
katalitycznie (CAS) czasteczki enzymu. Wytwarza silne oddzialywania typu & z resztg
Trp84, przez coblokuje dostep czasteczek neurotransmitera do CAS enzymu.
Ze wzgledu nasilne dziatania niepozadane tj. =zaburzenia ze strony ukladu
pokarmowego, obnizenie cis$nienia krwi, azwlaszcza zalezna od dawki silna
hepatotoksycznos$¢,  znaczaco  ograniczono  jej  stosowanie  od 1998 roku.
Takryna zwigksza powstawanie reaktywnych form tlenu i dodatkowo obniza poziom
glutationu w watrobie. Powodowata znaczny wzrost poziomu aminotransferazy
alaninowej (ALAT) uok.30% leczonych nig pacjentow. Udzial w metabolizmie
takryny cytochromu P450 1A2, rowniez mogt mie¢ wpltyw najej wysoka
hepatotoksycznos¢ dodatkowo zwigkszajac ryzyko interakcji  z innymi lekami.
Takryna dostgpna jest na rynku amerykanskim pod postacia chlorowodorku
w preparacie Cognex (kapsutki, 10, 20, 30, 40mg), w Polsce nie bylo zadnego
zarejestrowanego preparatu. Dawka dobowa 120 - 160mg w 4 podzielonych dawkach.
Stosowanie leku wymaga statej kontroli poziomu enzyméw watrobowych, a przy braku
efektow leczenia po kilku miesigcach od rozpoczecia terapii lek nalezy odstawic.
Takryna stosowana jest w leczeniu choroby Alzheimera w jej umiarkowanej lub

zaawansowanej fazie rozwoju [8, 40, 46, 55, 69-71].

Ryc. 6. Rywastygmina

Rywastygmina (Ryc. 6) podobnie jak takryna jest odwracalnym inhibitorem
AChE oraz BChE. Nie jest metabolizowana przez cytochrom P450, co minimalizuje
potencjalne ryzyko interakcji z innymi przyjmowanymi przez pacjenta lekami.
Rywastygmina powoduje szybkie, zalezne od dawki hamowanie acetylocholinoesterazy
w pltynie moézgowo-rdzeniowym [69]. Pacjenci leczeni rywastygming wykazuja
poprawe zdolno$ci poznawczych i relacji spotecznych. Lek stosowany jest w tagodnej
do sredniozaawansowanej fazie rozwoju choroby Alzheimera. Efektem stosowania leku

jest ztagodzenie objawow neuropsychiatrycznych oraz depresji. Rywastygmina poprzez
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czynnik wzrostu nerwoéw (ang. nerve growth factor, NGF) indukuje roéznicowanie
I powstawanie nowych komoérek nerwowych [72]. Rywastygmina dostgpna jest w
Polsce w preparatach w postaci systemow transdermalnych (plastrow), tabletek oraz
kapsutek. Przyktadami preparatow sg Exelon, Evertas, Nimvastid, Rivaldo. Dawka

dobowa leku wynosi od 3mg do 6mg w dwoch dawkach podzielonych [6].
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Ryc. 7. Donepezil

Donepezil (Ryc. 7) jest selektywnym odwracalnym inhibitorem AChE.
Aktywnos¢ inhibicyjna zwigzku wobec BuChE jest bardzo niska. Nie powoduje efektu
hepatotoksycznego jak takryna. Obecnie jest najczesciej stosowanym lekiem w terapii
choroby Alzheimera. Poza dziataniem na uktad cholinergiczny wykazuje rowniez staba
inhibicj¢ agregacji amyloidu-f [73]. W metabolizmie donepezilu udzial bierze
cytochrom P450 3A4 oraz 2D6, dlatego tez moze wchodzi¢ w interakcje z alkoholem
oraz innymi lekami metabolizowanymi przez te izoenzymy. Z podobng skutecznoscia
do rywastygminy, leczenie donepezilem skutkuje u chorych poprawa zdolnoSci
poznawczych i relacji spotecznych. Na rynku polskim dostepne sg nastepujace
preparaty donepezilu - Cogiton, Donecept, Donectil, Ricordo, Yasnal. Lek stosowany
jest w tagodnej do umiarkowanej fazie rozwoju choroby Alzheimera w dawkach od
5mg do 10mg na dobg [6].

Podobnie jak rywastygmina, donepezil nasila dyferencjacj¢ (roznicowanie)
komorek nerwowych. Dziatanie to jest niezwigzane z inhibicyjna aktywnoscig wobec
AChE, a wynika z oddziatywania powyzszych lekow na receptory sigma (Sig-R).
Wyrézniamy dwa rodzaje receptorow sigma (Sig-1R oraz Sig-2R) i naleza do
receptoréw opioidowych. Wystepuja w réznych rodzajach komorek i charakteryzuja si¢
wysoka konserwatywnos$cig. W mozgu receptory Sig-R obecne sg w takich strukturach
jak hipokamp, podwzgodrze czy kora przedczotowa. Rola receptorow Sig-R nie zostala
w petni okreslona, jednakze obserwacje wykazaty ich udziat w patofizjologii depresji

czy choroby Alzheimera. Agonistyczne dziatanie wobec Sig-1R i/lub Sig-2R zwigksza
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dyferencjacj¢ 1 wzrost neuronéw indukowany przez NGF. Badania wykazaty,
ze rywastygmina jest agonista zarowno Sig-1R jak i Sig-2R, za$ donepezil wykazuje
aktywno$¢ wylacznie wobec Sig-1R. Selektywne agonistyczne oddzialtywanie na
receptory Sig-2R daje efekt neuroprotekcyjny polegajacy na hamowaniu przytgczania

amyloidu- B do neuronéw oraz regulacji poziomu jonéw wapniowych w tych
komorkach [72].
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Ryc. 8. Memantyna

Memantyna (Ryc. 8) wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne. Odwracalnie
blokuje receptory btonowe dla NMDA, w fazie otwarcia. NMDA odgrywa istotng role
w procesach poznawczych 1 pamigci. Memantyna wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne
na komorki nerwowe kory mozgowej wystawione na dlugotrwatg nadmierng ekspozycje
glutaminianu. Przewlekle utrzymujacy si¢ nadmiar poziomu glutaminianu
W potaczeniach synaptycznych prowadzi do znacznego spadku wrazliwosci komorek
nerwowych naten neuroprzekaznik. Stosowana jest w terapii choroby Alzheimera
w fazie umiarkowanej do zaawansowanej, samodzielnie lub w potaczeniu z inhibitorami
AChE. U pacjentow leczonych memantyng obserwuje si¢ poprawe zdolnosci
poznawczych, funkcjonowania i zachowania. Memantyna wykazuje interakcje z lekami
dziatajgcymi na receptory NMDA, hydrochlorotiazydem, baklofenem, ranitydyng
I nikotyng. Lek nie wykazuje wpltywu na aktywno$¢ cytochromu P450. W Polsce
memantyna dostepna jest w preparatach Axura, Biomentin, Ebixa, Memabix,
Nemdatine oraz Polmatine. Zalecana dawka dobowa wynosi 20mg przyjmowana
jednorazowo [1, 6, 14, 17].
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Ryc. 9. Galantamina

Galantamina (Ryc. 9) nalezy do rodziny alkaloidéw izochinolinowych.
Po raz pierwszy zostala wyizolowana z roslin Galanthus nivalis i Galanthus woronowii.
Zwigzek ten jest stosowany od wielu lat jako anestetyk Ww leczeniu boélu
neuropatycznego. Charakter hydrofobowy czasteczki daje jej mozliwos¢ przekraczania
bariery krew-moézg. Galantamina posiada wiasciwosci selektywnej, odwracalnej
inhibicji acetylocholinoesterazy, poprzez tworzenie kowalencyjnych wigzan z reszta
seryny. Wiazanie takie zachowuje stabilno$¢ przez kilkanascie minut powodujac
inhibicje aktywnosci enzymu. Dodatkowo galantamina jest agonistg receptoroOw
nikotynowych uktadu cholinergicznego (nAChRs). Oddziatywanie na presynaptyczne
receptory nAChRs powoduje zwigkszenie uwalniania ACh. Wraz z wiekiem i w trakcie
rozwoju choroby Alzheimera maleje ilo$¢ receptorow nikotynowych. Efektem jej
dzialania nareceptory postsynaptyczne nAChRs jest zwigkszenie ich czuloSci
na dziatanie acetylocholiny co daje podobne rezultaty jak zwigkszenie stezenia samego
neuroprzekaznika. Wigzanie galantaminy z AChE w mézgu zmniejsza rozktad ACh
przez co wzrasta poziom tego neuroprzekaznika W polaczeniach synaptycznych.
Galantamina wykazuje 53-krotnie wigksze powinowactwo do acetylocholinoesterazy
niz do butyrylocholinoesterazy. Dodatkowo wykazano, ze galantamina hamuje
agregacj¢ amyloidu-B oraz chroni komorki przed reaktywnymi formami tlenu.
Stosowana jest pomocniczo W leczeniu tagodnej iumiarkowanej formy choroby
Alzheimera. U os6b leczonych galantaming zauwazalna jest poprawa pamigci, nauki
I koncentracji. Efektami ubocznymi leczenia galantaming sg nudno$ci, wymioty,
biegunka 1 anoreksja. Zwiazek metabolizowany jest przez izoenzymy 2D6 i 3A4
cytochromu P450, dlatego lek wchodzi w interakcje z ich inhibitorami np. fluoksetyna,
ketokonazolem czy erytromycyng. Maksymalna dawka dobowa galantaminy wynosi

20mg w 2 lub 3 dawkach podzielonych [6, 8, 14, 23, 32, 74, 75].
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Terapia z zastosowaniem lekow dziatajacych na uktad cholinergiczny, powinna
by¢ niekiedy wsparta zastosowaniem lekow przeciwdepresyjnych
oraz przeciwpsychotycznych. Majg one nacelu poprawe samopoczucia pacjenta
i tagodza objawy psychiatryczne towarzyszace chorobie Alzheimera, nie zwigzane

z zaburzeniem zdolnosci poznawczych [76].

48



5 NIESTEROIDOWE LEKI PRZECIWZAPALNE JAKO
UZUPELNIENIE TERAPII CHOROBY ALZHEIMERA

Znaczaca rola standw zapalnych w obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego
W postepie neurodegeneracji miata wpltyw narozpoczecie badan nad przydatnoscia,
w terapii  choroby Alzheimera, zwigzkow 2z grupy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ). Wykazano, iz leki z grupy NLPZ daja pozytywne efekty
zar6wno W prewencji rozwoju choroby jak i tagodzeniu skutkow w p6zniejszych fazach
jej rozwoju [4, 6, 77, 78]. Jednakze dziatanie protekcyjne niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych w terapii choroby Alzheimera jest zalezne od czasu trwania terapii

i od genotypu ApoE [20].

Jedno z kilkuletnich badan przeprowadzonych na duzej grupie oséb w wieku
powyzej 65 lat wykazato obnizenie ryzyka zachorowania na chorob¢ Alzheimera 0 27%
U osob stosujacych prewencyjnie leki z grupy NLPZ [78]. Na fakt protekcyjnego
dziatania niesteroidowych lekow przeciwzapalnych przeciwko rozwojowi choroby
Alzheimera, wskazuja tez obserwacje pacjentow cierpiagcych nareumatoidalne
zapalenie stawow (RZS). Stosuja oni przewlekle leki przeciwzapalne aprzy tym

odsetek wystepowania u nich choroby Alzheimera jest bardzo niski [11, 53, 60].

Mechanizm dziatania niesteroidowych lekow przeciwzapalnych polega
na inhibicji cyklooksygenazy (jednego z gtownych enzymow regulujacych odpowiedz
organizmu nastan zapalny) oraz czynnika NF-kB [4, 20]. Niesteroidowe leki
przeciwzapalne mozemy podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich sg nieselektywnie
hamujace aktywnos$¢ cyklooksygenazy 1 2. Zaliczamy do niej m.in. aspiryng,
indometacyne, ibuprofen, naproksen, diklofenak, flurbiprofen, sulindak. Do drugiej
grupy, hamujacej selektywnie cyklooksygenazg 2, zaliczamy m.in. celekoksyb
i rofekoksyb [6].

Zaobserwowano rowniez, ze niektore niesteroidowe leki przeciwzapalne poza
swoim gltownym dzialaniem naredukcje stanu zapalnego, wykazuja dziatanie
antyagregacyjne amyloidu- 3 oraz hamuja tworzenie neurofibryli biatka Tau,
zmniejszaja aktywno§¢ mikrogleju i astrocytow.  Leki z grupy NLPZ nasilajac
aktywnos¢ o- sekretazy oraz hamujac aktywno$¢ y-sekretazy, przestawiaja metabolizm

BAPP naszlak nieamyloidogenny oraz zmniejszajg ilosS¢ powstajagcego AP 1-42,
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przestawiajac szlak amyloidogennym w kierunku tworzenia krétszej, mniej toksycznej
formy AP 1-40. Dodatkowo pod ich wpltywem obnizeniu ulega ekspresja
al antychemotrypsyny wchodzacej w sktad odktadajagcych sie blaszek amyloidu-f.
Najbardziej obiecujgce efekty zaobserwowano W przypadku indometacyny,
ibuprofenu, flurbiprofenu i sulindaku. Zahamowanie wyzej wymienionych procesow
wynika z inhibicji COX-1 i COX-2, ktérych poziom znacznie wzrasta W oSrodkowym
uktadzie nerwowym U o0s6b z chorobg Alzheimera. Poprzez to zmniejszeniu ulega
powstawanie mediatoréw prozapalnych, gtownie prostaglandyn, ale réwniez cytokin -
wsrod wielu procesow, ktore one indukuja jest agregacja AP oraz tworzenie neurofibryli
biatka 1 [4, 11, 20, 53, 60, 63, 79].

Skutki uboczne dlugotrwatego stosowania lekow z grupy NLPZ dotycza
m.in. ich toksycznego dziatania na S$luzowke uktadu pokarmowego (zotadek),
€O znaczaco wpltywa naograniczenie stosowania tej grupy lekéw. Wrynika to
z dtugotrwatego hamowania COX-1, ktora fizjologicznie reguluje wydzielanie kwasu
solnego i$luzu chronigcego S$ciany zotadka przed draznigcym dziataniem kwasu.
W konsekwencji dlugotrwate stosowanie nieselektywnych inhibitorow
cyklooksygenazy prowadzi do podraznienia i perforacji §cian przewodu pokarmowego,
krwawien oraz owrzodzeh. Zastosowanie w terapii lekami z grupy NLPZ dodatkowo
lekow o dzialaniu gastroprotekcyjnym tj. inhibitorow pompy protonowej lub lekéw

COX-2 selektywnych pozwala ztagodzi¢ wystepujace efekty uboczne leczenia [66, 80].

Przeprowadzone badania w warunkach in vitro z wykorzystaniem ibuprofenu,
flurbiprofenu, fenoprofenu, indometacyny i sulindaku wykazaty, ze zwigzki te hamuja
synteze AP 1-42, przy jednoczesnym braku dzialania na powstawanie Ap 1-40.
Wyjasni¢ mozna to prawdopodobng allosteryczng modulacjg aktywnosci enzymu
y - sekretazy przez te leki, niezalezng od dzialania na aktywno$¢ cyklooksygenazy
[4,63, 77]. W przypadku flurbiprofenu wykazano, ze moduluje on aktywnos$¢
preseniliny 1 (PS - 1) wchodzacej w sktad kompleksu y- sekretazy [9, 33, 78]. lbuprofen
poza hamowaniem powstawania amyloidu-f, redukuje réwniez
hiperfosforylacj¢ biatka t. U chorych przyjmujacych ibuprofen zaobserwowano

poprawe zdolno$ci poznawczych [63].

SzesSciomiesigczne badanie przeprowadzone Zuzyciem indometacyny
na grupie 44 pacjentow z chorobg Alzheimera wykazato spowolnienie postepu choroby
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U24 osob przyjmujacych lek ibrak efektow uosob przyjmujacych placebo [11].
U pacjentow ztagodng do umiarkowanej formy choroby Alzheimera, poprawia
zdolnosci poznawcze [17]. Indometacyna hamuje neurotoksyczno$¢ indukowang przez
AP (redukuje jego stezenie W korze moézgowej i hipokampie), zmniejsza ilosé¢
powstajacego AP 1-42, IL-1, IL-6, tlenku azotu i prostaglandyny E>. Formowanie fibryli
amyloidu-B jest proporcjonalne do dawki indometacyny. W badaniach na szczurach
indometacyna zaobserwowano, ze ostabia nadmierng aktywacj¢ komoérek mikrogleju.
Dlugotrwale stosowanie indometacyny W polgczeniu z omeprazolem w badaniach
kontrolnych bylo dobrze tolerowane przez pacjentow inie wywolywato istotnych

incydentow ze strony uktadu pokarmowego [80].

Wyniki tych badan zaowocowaly poszukiwaniem zwigzku 0 silnym dziataniu
inhibicyjnym wobec y-sekretazy wsrod znanych NLPZ lub bedacego pochodng ktorego$
z nich. Ostatecznie tarenflurbil, R- enancjomer flurbiprofenu, okazal si¢ najbardziej
obiecujacym inhibitorem y-sekretazy, znacznie obnizajagcym syntez¢ amyloidu-f 1-42.
U pacjentow, naktorych badano wplyw dziatania R-flurbiprofenu obserwowano
poprawe  zdolno$ci  poznawczych.  Tarenflurbil nie  wykazuje  dzialania
przeciwzapalnego. Jest on obecnie badany pod wzgledem potencjalnego zastosowania
w leczeniu choroby Alzheimera [32, 63, 81]. Innym zwigzkiem wykazujgcym inhibicje¢
y-sekretazy jest sulindak. Wigze si¢ on niekompetycyjnie z y-sekretaza, hamujac tym
samym powstawanie AP 1-42. Redukujacy wptyw nailos¢ powstajacego AP 1-40
sulindak wykazuje dopiero w bardzo wysokich stezeniach [81]. Aspiryna hamuje proces
rozcinania czasteczki APP naSBAPP i1CTF-B, ale nie wykazuje wplywu

na powstawanie czasteczki amyloidu-f3 z CTF-f [4].

Zaobserwowano, ze niektore leki z grupy NLPZ mogg wplywac
na konformacje¢ fancucha aminokwasowego amyloidu-f. Konformacja typu p-kartki jest
dominujaca W powstajacych fibrylach toksycznego AP. Zaburzenie tej konformacji
przektada sie¢ nazmniejszenie agregacji amyloidu-B. Do lekow wywierajacych taki
wplyw mozna zaliczy¢ nieselektywne inhibitory COX - indometacyne¢, naproksen,

ketoprofen, ibuprofen i aspiryng [81].

Poza dziataniem NLPZ na proces zapalny oraz redukcje agregacji amyloidu-f,
zaobserwowano modulujacy wptyw tej grupy lekow na aktywnos¢ komoérek mikrogleju.
Mechanizm ten polega naaktywacji receptora jadrowego PPARy iwiaze si¢
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z aktywnoscia NLPZ wobec cyklooksygenazy. Receptor PPARy nalezy do rodziny
jadrowych receptorow bedacych czynnikami transkrypcyjnymi, wraz z innymi biatkami
z tej rodziny aktywuja lub hamujg procesy transkrypcji. Receptor PPARy ulega
ekspresji m.in. w komorkach uktadu odporno$ciowego tj. makrofagach i komoérkach
mikrogleju. Jego aktywacja powoduje zahamowanie wydzielania przez komorke
czynnikdw prozapalnych a samg komorke ,,przetacza” tryb przeciwzapalny. Ligandy
wigzgce si¢ Zreceptorem PPARy iaktywujagce go hamujg produkcje cytokin
prozapalnych  (IL-1B, IL-6, TNFa). Aktywnos¢ wobec receptora PPARy
zaobserwowano w przypadku indometacyny iibuprofenu. Leki te pobudzajac
opisywany receptor hamujg uwalnianie Z komorek mikrogleju czynnikow prozapalnych
indukowanych przez agregaty amyloidu-B. Efektem tego jest ostabienie
neurotoksycznos$ci aktywowanego mikrogleju. Dziatania oslabiajacego aktywnosé

komorek mikrogleju nie wykazuja leki z grupy glikokortykoidow [4, 11, 81].

Aspiryna, kwas mefenamowy, indometacyna i ketoprofen prawdopodobnie
posiadaja wlasciwos$¢ neutralizowania reaktywnych form azotu co rowniez nadaje im
wlasciwos$ci neuroprotekcyjne. Aspiryna i salicylan sodu wykazaty dodatkowe dziatanie

neuroprotekcyjne poprzez blokowanie transkrypcji czynnika jadrowego NF-xB [81].

Badano rowniez przydatnos¢ w leczeniu choroby Alzheimera selektywnych
inhibitorow COX-2 np. nimesulidu, celekoksybu i rofekoksybu. Obserwacje nie
wykazaly pozytywnych rezultatow leczenia [11, 53, 81]. Nie wykazano rowniez
skutecznosci stosowania glikokortykosteroidow w terapii choroby Alzheimera, pomimo

ich wlasciwosci przeciwzapalnych [11].
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6 NOWE STRATEGIE LECZENIA CHOROBY
ALZHEIMERA —- TWORZENIE LEKOW
WIELOFUNKCYJNYCH

Oparcie ogoélnie przyjetej metody leczenia choroby Alzheimera na hipotezie
cholinergicznej i zastosowanie inhibitorow cholinoesteraz  skutkuje jedynie
spowolnieniem postepu choroby. Hipoteza cholinergiczna nie wyczerpuje w peini
patofizjologii rozwoju choroby, a prowadzone od lat badania wykazaly, iz opisywane
schorzenie ma wielokierunkowa nature, na ktorg sklada si¢ wiele czynnikoéw
jednoczesnie. Niepelna skuteczno$¢ terapii inhibitorami cholinoesteraz wymusita
poszukiwanie nowych zwigzkow, ktérych aktywnos$¢ skierowana bylaby na hamowanie
agregacji amyloidu-B i tworzenia biednego biatka Tau, poprawe funkcjonowania
receptorow w ukladzie nie tylko cholinergicznym, ale takze glutaminergicznym,
serotoninergicznym, dopaminergicznym czy noradrenergicznym. Zaréwno znane leki,
jak 1 nowo powstajace zwigzki badane sa pod wzgledem ich potencjatu inhibicyjnego
wobec enzymow biorgcych wudziat w powstawaniu peptydow amyloidowych
tj. B- i y-sekretazy. W badaniach nad poprawa skutecznosci terapii brane sg pod uwage
czynniki towarzyszace i dopelniajace jej patofizjologi¢ [55, 70, 82]. Testowane sa

mozliwos$ci uzupetnienia terapii o leki:

e lagodzace stres oksydacyjny (zwigzki o  wilasciwosciach
antyoksydacyjnych),

e przywracajagce homeostaze biometali (zwigzki o wlasciwosciach
chelatujacych),

e lagodzace przewlekly stan zapalny tkanki nerwowej (niesteroidowe leki
przeciwzapalne)

e hamujace synteze i agregacj¢ neurotoksycznego amyloidu-f [55, 82].

Bioragc pod uwage wielokierunkowy charakter patofizjologii choroby
Alzheimera, najbardziej racjonalne wydaje si¢ by¢ wprowadzenie terapii skojarzeniowej
(politerapii) opartej na jednoczesnym zastosowaniu kilku lekow z rdéznych grup
terapeutycznych, ktorych jednoczesne dziatanie bytoby skierowane na kilka czynnikow.
Niestety takie rozwigzanie niesie za soba ryzyko wystapienia, przede wszystkim

interakcji metabolicznych pomigdzy przyjmowanymi w trakcie terapii lekami
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zwlaszcza, ze choroba Alzheimera dotyka gléwnie osoby w podesztym wieku,

u ktorych metabolizm ulega na ogot spowolnieniu [7, 55, 56, 70, 82].

Alternatywnym rozwigzaniem dla wprowadzenia terapii skojarzonej jest
poszukiwanie lekéw wielofunkcyjnych o dziataniu wielokierunkowym (ang. multi-
target-directed ligands, MTDL’s). Z zalozenia zwigzki tego typu, powinny wykazywac
aktywno$¢ jednocze$nie w kilku procesach patofizjologicznych, charakteryzowaé sie
wysokg bioselektywno$cig oraz minimalizowaé dziatania uboczne charakterystyczne
dla poszczegbélnych ligandow, uzytych do ich syntezy. Dotychczasowe proby
projektowania i syntezy ligandow, ktore w pozniejszych badaniach wykazaty potencjat
do aktywnego modulowania procesow biologicznych istotnych w rozwoju choroby
Alzheimera, zdaja si¢ potwierdzac, ze jest to obiecujacy kierunek poszukiwania nowych
zwigzkow z potencjatem do zastosowania leczniczego [7, 55, 56, 82]. Jedng z metod
uzyskiwania MTDL’s jest taczenie zwigzkow o znanym dziataniu farmakologicznym,
pochodzacych z roznych grup terapeutycznych w jedng czasteczke z zastosowaniem
odpowiedniego tacznika alifatycznego np. czasteczki alkiloaminy (,,}aczenie, wiagzanie”,
z ang. linking). Inng metodg tworzenia zwigzkow wielofunkcyjnych jest laczenie
dwoch roéznych struktur wykazujacych aktywnos¢ farmakologiczng w jedng czasteczke
poprzez bezposrednie ich zwigzanie bez zastosowania alifatycznego *tacznika
(,,kumulowanie, zrastanie”, z ang. fusing). Kolejny sposob polega na wykorzystaniu
farmakoforow tj. fragmentéw w strukturze poszczegdlnych zwiazkow, dzigki ktorym
dany zwigzek wykazuje pozadang aktywnos$¢ farmakologiczna i wykorzystania ich
poprzez taczenie do stworzenia nowej czasteczki (,,scalanie, zlanie”, z ang. merging).
Planujgc tworzenie nowych hybryd, nalezy uwzgledni¢, ze dobranie odpowiedniej
metody syntezy z posrod opisanych powyzej pozwala na uzyskanie czasteczek o réznej
wielko$ci 1 masie czasteczkowej co moze mie¢ istotne znaczenie dla biodostgpnosci.
Metoda tworzenia nowych zwigzkow z grupy MTDL’s na zasadzie scalania (merging)
pozwala na otrzymanie produktow o tgcznej masie czasteczkowej nizszej niz uzyte do
syntezy substraty. Powyzsze sposoby tworzenia nowych czasteczek MTDL’s zostaly
zobrazowane na Schemacie 5s. 55. Opisane metody maja charakter hybrydyzacji, a

uzyskane tym sposobem zwiazki nazywane sa hybrydami [83, 84].
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Wielofunkcyjne hybrydy
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Schemat 5. Metody tworzenia nowych zwigzkow wielofunkcyjnych
z czasteczek zwigzkow o znanej aktywnosci farmakologicznej; A-linking, B-fusing, C-

merging [84].

Uzyskane zwigzki powinny wykazywac¢ whasciwosci farmakologiczne bedace
potaczeniem wihasciwosci uzytych do ich stworzenia czasteczek. Tworzenie hybryd
poza zwickszeniem efektywnos$ci leczenia ma na celu ograniczenie mozliwych
interakcji pomiedzy lekami oraz uproszczenie schematu dawkowania co pozwolitoby na
fatwiejsze utrzymanie rezimu terapii ze strony pacjenta. Otrzymane w ten sposob
zwigzki powinny oddzialywaé jednoczesnie na rozne molekuty lub rézne obszary
(domeny) w obrebie tej samej czasteczki np. biatka. Wigzanie farmakoforow hybrydy
moze zachodzi¢ np.jednoczesnie w obrebie wewnetrznej czeSci ortosterycznej
oraz allosterycznej lub na zasadzie modulacji allosterycznej. Polega ona na wigzaniu
czasteczki ligandu z czasteczka enzymu w miejscu innym niz ortosteryczne ale poprzez
np. zmian¢ konformacji czasteczki enzymu nastepuje oddziatywanie na mozliwos¢
wigzania odpowiednich ligandow z endogennym miejscem ortosterycznym. W wyniku
oddzialywania allosterycznego, moze dochodzi¢ do zwigkszenia lub zmniejszenia
potencjalu  aktywujacego  endogennych  ligandow  wobec  enzymu  [82].
Skuteczne poszukiwanie potencjalnych lekéw poprzez tworzenie hybryd moze

komplikowa¢ fakt, iz czesto polaczenie dwoch lub wigcej aktywnych ligandow
55



prowadzi do otrzymania duzych czasteczek. Juz na etapie projektowania nowych
zwigzkow, nalezy uwzgledni¢ ich ostateczng mase czasteczkowa i1 jej wplyw na
biodostepnos¢ (lipofilnos¢, zdolno$¢ do przenikania przez btony komoérkowe, zdolnos¢
tworzenia wigzan chemicznych, itp.). Oprocz odpowiedniego doboru ligandow jako
farmakoforéow, ktorych zadaniem bedzie wigzanie z fragmentem ortosterycznym
I allosterycznym enzymu, réwnie istotne jest wykorzystanie tacznika o odpowiedniej
dtugosci, co maksymalnie zoptymalizuje mozliwo$¢ wigzania z enzymem. Dhugosc
czasteczki laczacej farmakofory w czasteczce hybrydy musi idealnie odpowiadac
odlegtos$ci miedzy miejscami wigzania z enzymem [8, 85]. Wsrdd dotychczas badanych
hybryd MTDL’s, o potencjale do zastosowania w terapii choroby Alzheimera, wyrdznié
mozna potaczenia gtownie zwigzkow o aktywnosci inhibicyjnej wobec cholinoesteraz

ze zwigzkami o wlasciwosciach [7, 82]:

e hamujacych agregacje AP,

e hamujacych hiperfosforylacj¢ biatka Tau,
e chelatujacych jony metali,

e antyoksydacyjnych,

e inhibicyjnych wobec sekretaz,

e inhibicyjnych wobec monoaminooksydazy [7, 82].

Jednym ze zwiazkoéw wykorzystywanych do syntezy nowych hybryd MTDL’s
w poszukiwaniu nowych lekéw na chorobe Alzheimera jest takryna. Charakteryzuje si¢
ona prostg strukturg chemiczng (nieskomplikowany proces syntezy), niska masa
czasteczkowa, wysoka aktywno$cia hamujaca wobec cholinoesteraz oraz agregacji
amyloidu-B. Tworzenie hybryd opartych na strukturze takryny ma réwniez na celu
ostabienie jej dziatah niepozadanych. Wysoka hepatotoksycznos¢ takryny
prawdopodobnie wynika z wystepujacej w jej strukturze pierwszorzedowej grupie
aminowej. Proces tworzenia nowych zwigzkow hybrydowych z takryng moze polegaé
na podstawieniu w miejscu grupy aminowej, zwigzku z innej grupy terapeutyczne;j.
Badania wykazuja, Ze proces taki moze skutecznie obnizy¢ hepatotoksycznos¢
otrzymanej hybrydy w poréwnaniu do samej takryny. Fragment czasteczki hybrydy
oparty na strukturze tetrahydroakrydyny odpowiedzialny jest za wigzanie z czasteczka
acetylocholinoesterazy ~ poprzez  oddzialywanie z  grupami  aromatycznymi

aminokwasow wchodzacych w skilad miejsca aktywnego katalitycznie enzymu.
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Skutkuje to aktywnoscig inhibicyjng takich hybryd wobec cholinoesteraz. W celu
rozszerzenia profilu aktywnosci nowo powstalego zwigzku, w strukturze hybrydy moze
znalez¢ si¢ zwigzek posiadajagcy mozliwos¢ wigzania z peryferyjnym miejscem
anionowym (PAS) enzymu. Wigzanie z PAS moze nadawa¢ witasciwo$¢ hamowania
przez zwiazek agregacji AP indukowanej przez AChE. Istotne w tworzeniu struktury
hybrydy jest zastosowanie odpowiedniego tacznika o takiej dilugosci, ktora
W optymalny sposob umozliwia dostgp farmakoforow do fragmentéw struktury
enzymu, z ktorymi muszg utworzy¢ wigzanie, aby uzyska¢ pozadane dziatanie

farmakologiczne [7, 46, 55, 70, 86].

W wyniku potaczenia ze sobg dwoch czasteczek takryny w dimer uzyskano
bis- takryng, ktora poza inhibicja AChE i BChE, dodatkowo hamuje agregacje
amyloidu- B. Hybryda zdolna jest do wigzania z acetylocholinoesteraza w dwodch
istotnych miejscach jednocze$nie — PAS oraz CAS. Réwnoczesne oddziatywanie
zaréwno z PAS jak i CAS nadaje bis-takrynie silng aktywnos$¢ inhibicyjng wobec AChE
(1000 razy silniejsze dziatanie niz samej takryny) [8, 87].

Przyktadami dotychczas opisanych zwigzkéw hybrydowych, pochodnych
takryny, sg potaczenia m.in.:

o 1,23 4-tetrahydroakrydyny z kwasem 4-fluorobenzoesowym — wykazuje
wyzszg inhibicj¢ i selektywnos¢ wobec AChE niz takryna [5];

o 123 4-tetrahydroakrydyny z flawonoidami — wykazuja inhibicj¢ agregacji
amyloidu-p [86];

e 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny z flurbiprofenem — wykazuje wyzsza od takryny
inhibicje AChE i BChE, a dodatkowo hamuje agregacje amyloidu-f [9, 33];

o 123 4-tetrahydroakrydyny  z melatoning lub  kwasem ferulowym —
zaprojektowane jako potencjalne inhibitory cholinesteraz z wtasciwos$ciami
antyoksydacyjnymi [55, 86];

e 1,23 4-tetrahydroakrydyny z 4-okso-4H-chromem — zaprojektowany jako
potencjalny inhibitor cholinesteraz oraz B-sekretazy [86];

o 1,23,4-tetrahydroakrydyny z 8-hydroksychinoling — wykazuje dzialanie
neuroprotekcyjne, cholinergiczne, przeciwutleniajace, wigze miedz [86];

e 1,23 4-tetrahydroakrydyny z naftochinonem (witaming K) — po utworzeniu tego
zwigzku hybrydowego dokonano nastepnie szeregu modyfikacji, otrzymujac
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grupe zwigzkow 0 wihasciwosciach hamujacych AChE i/lub BChE, ktore
dodatkowo hamuja agregacj¢ amyloidu-f [82];

o 1,23 4-tetrahydroakrydyny z izoindigatonem — wykazuje dziatanie hamujace
wobec cholinesteraz ale nizsze niz sama takryna. Jednakze podstawienie atomu
chloru w czasteczce takryny W pozycji 6 wptywa na znaczace zwigkszenie sity
inhibicji wobec AChE [88];

o 1,2 3,4-tetrahydroakrydyny z pochodng indolu — posiada aktywnos$¢ inhibicyjng
wobec AChE, wlasciwos$ci antyoksydacyjne oraz hamuje agregacje AP [8, 66];

o 1,23,4-tetrahydroakrydyny z ksanomeling - aktywuje receptory M1, zwigksza
poziom ACh w synapsach poprzez hamowanie aktywnosci AChE [8];

e 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny z kwasem indoilo-3-octowym — posiada aktywno$¢
inhibicyjnag wobec AChE oraz BChE wyzszg od takryny [40];

e 1,23 4-tetrahydroakrydyny z karwedilolem — witasciwosci antyoksydacyjne,
antagonistyczne wobec receptorom NMDA, hamujace agregacje AP [55];

e 1,23 4-tetrahydroakrydyny z donepezilem — silnie hamuje agregacje AP [55,
56].

W zwiazku ze znacznym udzialem stanu zapalnego w obregbie osrodkowego
uktadu nerwowego w patofizjologii choroby Alzheimera podjeto proby stworzenia
hybryd takryny izwigzkéw o dzialaniu przeciwzapalnym. Wykazuja one
niejednokrotnie wigkszy potencjat inhibicyjny wobec AChE 1 BChE niz sama takryna.
Dodatkowo w badaniach in vitro ujawniaja si¢ dodatkowe wtasciwosci jak hamowanie
agregacji amyloidu-B. Tworzenie modyfikacji takryny (rowniez poprzez zwiazki

hybrydowe) ma na celu dodatkowo uzyskanie zwigzku o nizszej toksycznosci [9, 86].

Poza wykorzystaniem czgsteczki takryny jako podstawowej struktury, do
ktérej przylaczane sa inne zwiazki, W tworzeniu potencjalnych lekow o0 dziataniu
wielokierunkowym uzyto rowniez memoching. Wykazuje ona dziatanie hamujace
wobec AChE oraz agregacji amyloidu-B. Czasteczka memochiny zbudowana jest
z benzochinonu i dotgczonych do niego tancuchéw poliaminowych. Zsyntezowano
zwigzki bedace polaczeniem memochiny oraz réznych lekéw z grupy NLPZ
tj. ibuprofen, flurbiprofen, sulindak, diklofenak, indometacyna. Poddane wstgpnym

badaniom uzyskane zwigzki obnizaty poziom powstajgcego i ulegajacego agregacji AP
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1-42, poprzez hamowanie aktywnosci B-sekretazy. Otrzymane zwigzki obnizaty

réwniez aktywnos¢ AChE i BChE [85].
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CZESC PRAKTYCZNA

7 CEL PRACY

Choroba Alzheimera, charakteryzujaca si¢ postepujaca neurodegeneracja, jest
gléwng przyczyng demencji i zaburzen zdolno$ci poznawczych u oséb starszych. Jako
najwazniejsze czynniki majgce wplyw na rozwoj choroby wyodrebniono zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu cholinergicznego w obrebie os$rodkowego uktadu
nerwowego, odktadanie si¢ neurotoksycznych depozytéw amyloidu-f oraz formowanie
patologicznych neurofibryli biatka Tau. Istotne znaczenie w rozwoju choroby
przypisuje si¢ rowniez przewleklemu wystgpowaniu stanu zapalnego w obszarach
moézgu odpowiadajacych za pamigé i koncentracje. Dotychczasowe metody leczenia
choroby Alzheimera opieraja si¢ na zastosowaniu odwracalnych inhibitorow
cholinoesteraz tj. donepezilu 1 rywastygminy wraz z leczeniem wspomagajacym,
jednakze tylko spowalniajg one postep choroby. Pierwszym lekiem zaakceptowanym
w terapii choroby Alzheimera byla takryna, ale ze wzgledu na wysoka
hepatotoksyczno$¢ zostata wycofana z uzycia. Nieskomplikowana struktura czasteczki
takryny oraz wysoka biodostepnos$¢ czyni ja nadal obiecujgcg strukturg do dalszych
modyfikacji i poszukiwania nowych zwigzkow, przede wszystkim pozbawionych
silnych dziatan niepozadanych. Ztozona patofizjologia choroby wymusza poszukiwanie
metod leczenia dziatajacych wielokierunkowo. Jedng ze strategii jest tworzenie nowych
zwigzkow — hybryd, ktérych czasteczka skladalaby si¢ z farmakoforéw, o ré6znym
dziataniu terapeutycznym, a sama hybryda wykazywalaby dziatanie wielokierunkowe

(MTDL’s, ang. multi-target-directed ligands) [2, 4, 7, 8, 11, 12, 84, 89-91].

Celem pracy byto zaprojektowanie i otrzymanie nowej serii hybryd o
strukturze ztozonej z farmakoforow 0 aktywnos$ci inhibicyjnej wobec cholinoesteraz
(AChE i/lub BuChE) oraz zgrupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych.
Do przeprowadzenia syntezy wybrano takryne jako zwigzek o udokumentowanej
aktywnoS$ci inhibicyjnej wobec cholinoesteraz oraz indometacyn¢ jako komponente

przeciwzapalna.
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Cel pracy planowano osiaggnaé poprzez wykonanie:

a) syntezy serii 8 zwigzkoéw, w ktorych I-rzedowa grupa aminowa przy atomie wegla
C9 w czasteczce takryny, zostala podstawiona alifatyczng, nierozgateziong
czasteczka alkilodiaminy stanowigcg tacznik z czasteczka indometacyny. Zwigzki
w serii r6znig si¢ iloscig grup -CHa- (od 2 do 9) w tancuchu alkiloaminowym,;

b) badania in vitro aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwigzkéw wobec
cholinoesteraz AChE i BUChE;

c) badania kinetyki reakcji enzymatycznej przez wybrany zwigzek o najwyzszej
aktywnosci wobec AChE;

d) badanie wpltywu otrzymanych zwigzkéw na przezywalnos¢ komorek, prowadzone
na liniach komorkowych HepG2 i EA.hy926;

e) wyznaczenie punktu pKa dla wybranego, najbardziej aktywnego zwigzku;

f) badanie aktywnosci antyoksydacyjnej metodg ABTS i DPPH;

g) modelowanie molekularne.

Fragment czasteczki zaprojektowanych hybryd, zbudowany jest z takryny,
ktory odpowiada za wigzanie z miejscem aktywnym enzymu poprzez oddziatywania
Z grupami aromatycznymi aminokwasow. Czasteczka indometacyny ustawiona
wzgledem czasteczki enzymu za pomocg tancucha alkiloaminowego o okreslonej
dhugosci (Ryc. 10 s. 62.). Zalozono, iz bedzie ona tworzy¢ oddziatywania z grupami
aromatycznymi aminokwas6w wchodzacych w sktad peryferyjnego miejsca aktywnego
acetylocholinoesterazy. Oddziatywanie indometacyny na PAS enzymu wzmacniatoby
aktywno$¢ inhibicyjng hybrydy wobec AChE oraz dodatkowo mogloby hamowac
indukowang przez enzym agregacj¢ amyloidu- B, poprzez blokowanie peptydom
amyloidowym dostepu do miejsca ich wigzania z acetylocholinoesteraza. Zastapienie
| - rzedowej grupy aminowej w czasteczce takryny, prawdopodobnie obnizy
hepatotoksycznos¢ zwigzku co zostanie zbadane w warunkach in vitro. Aktywnos¢
biologiczna otrzymanych zwigzkoéw bedzie okreslona w toku odpowiednio dobranych
badan in vitro (badania z wykorzystaniem enzymow cholinoesteraz oraz linii

komorkowych).
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Fragment wigzacy z PAS enzymu,
potencjalne dziatanie: |powstawania
i agregacji A, antyoksydacyjne

Lacznik alkiloaminowy
n=2do9

Ryc. 10. Struktura hybrydy takryny z indometacyng, potaczonych tancuchem

alkiloaminowy.

Nastepnie planowane jest okreslenie zdolno$ci otrzymanych zwiazkéow do
inhibicji agregacji neurotoksycznego amyloidu-B. Majac na wzgledzie hepatotoksyczne
dziatanie samej takryny, wykonane bedg badania okreslajace przezywalno$¢ komorek
watroby wzgledem najaktywniejszej pochodnej. Natomiast w celu wyjasnienia wigzania
otrzymanych substancji z enzymem wykonane zostana badania modelowania

molekularnego.
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8 METODOLOGIA BADAN

8.1 Odczynniki:

chloroform (POCH);

metanol (POCH);

amoniak (POCH);

bezwodny siarczan (V1) magnezu (Sigma Aldrich);

9- chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydyna (Sigma Aldrich);

fenol (Sigma Aldrich);

jodek potasu (POCH);

octan etylu (POCH);

10% roztwor wodorotlenku potasu (POCH);

nasycony roztwor NaCl (ChemPur);

1,2-diaminoetan (Sigma Aldrich);

1,3-diaminopropan (Sigma Aldrich);

1,4-diaminobutan (Sigma Aldrich);

1,5-diaminopentan (Sigma Aldrich);

1,6-diaminoheksan (Sigma Aldrich);

1,7- diaminoheptan (Sigma Aldrich);

1,8- diaminooktan (Sigma Aldrich);

1,9- diaminononan (Sigma Aldrich);

tetrahydrofuran (Sigma Aldrich);

2- chloro- 4,6- dimetylo-1,3,5-triazyna (CDMT) (Sigma Aldrich);
indometacyna (Sigma Aldrich);

N-metylomorfolina (Sigma Aldrich);

1,0M HCI w eterze dietylowym (Sigma Aldrich);

takryna (Sigma Aldrich);

donepezil (Sigma Aldrich);

kwas ditiobis-(2-nitro)-benzoesowy (DTNB) (Sigma Aldrich);
acetylocholinoesteraza (ze Stretwy, EC 3.1.1.7, Sigma Aldrich);
butyrylocholinoesteraza (z surowicy konskiej, EC 3.1.1.8, Sigma Aldrich);
PBS (Sigma Aldrich);

jodek acetylocholiny (AChl) (Sigma Aldrich);
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linia komoérkowa ludzkich komoérek raka watrobowokomorkowego HepG2
(Health Protection Agency Culture Collection, ECACC, Salisbury, UK);
pozywka Eagle’a MEM (Sigma Aldrich, St. Louis, USA);

10% ptodowa surowica bydleca z roztworem aminokwasow (Sigma Aldrich,
St. Louis, USA);

0,01% roztwor trypsyny-EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA);
dimetylosulfotlenek (DMSO) (Serva);

odczynnik CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(CellTiter 96, PROMEGA, Fitchburg, USA);

linia komorkowa EA.hy926 (American Type Culture Collection);

pozywka Eagle’a- Dulbecco (DMEM, PAN-Biotech);

2mM glutamina (Sigma Aldrich, St. Louis, USA);

100j/ml penicylina (Biological Industries, USA);

100mg/ml streptomycyna (Biological Industries, USA);

bromek 3- (4,5- dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazol (Sigma Aldrich);
glicyna (Sigma Aldrich);

diwodorofosforanu potasu; roztwor buforowy o pH=4,01 (HI7004) (Hanma
Instruments Inc., Woodsocket RI, USA);

roztwor buforowy (pH=7,01) (HI7007) (Hanma Instruments Inc., Woodsocket
RI, USA);

7mM roztwor wodny 2,2’°-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy) kwas
(ABTS) (Sigma Aldrich);

roztwor nadsiarczanu potasu (K2S20g) (Sigma Aldrich);

0,2mM roztwor 2,2- difenylo-1-pikrylohydrazolu (DPPH) (Sigma Aldrich).

8.2 Aparatura:

ptytki aluminiowe pokryte zelem krzemionkowym (25 DC-Alufolien Kieselgel
60F254, Merck);

lampa UV (254nm) (neoLab);

wyparka rotacyjna (IKA);

mieszadto magnetyczne (IKA);

aparat Puri Flash 430 z kolumng 50um (SiHP, 12g Interchim);

spektrometr Bruker Avance |1l 600MHz (Bruker);
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- aparat do pomiaru temperatury topnienia (MERAZET, Polska);

- aparat do pomiaru widma IR — Thermo Scientific Nicolet 6700, wyposazony w
transformate Fouriera z adapterem ITR (Madison, Wisconsin, USA);

- aparat do pomiaru widm masowych — Agilent Accurate-Mass Q-TOF LC/MS
G6520B (Agilent Technologies, Santa Clara, USA);

- aparat do pomiaru absorbancji (TECAN, Infinite M200 Austria);

- pH-metr (Mettler Toledo FireEasy) z elektrodg laboratoryjng pH (LE438,
Mettler Toledo);

- spektrofotometryczny czytnik mikroptytek (Synergy H1, BioTek).

8.3 Synteza

Przebieg przeprowadzanych reakcji syntezy kontrolowano przy uzyciu
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC). Probki badanych substancji
nanoszono na ptytki aluminiowe pokryte zelem krzemionkowym (25 DC-Alufolien
Kieselgel 60F254, Merck) irozwijano w eluentach o sktadzie — chloroform/metanol
(wstosunku 9:1) oraz chloroform/metanol/amoniak (w stosunku 10:3:0,25).
Rozwiniete ptytki obserwowano pod lampg UV (254nm). Rozpuszczalniki z mieszanin
poreakcyjnych usuwano pod ci$nieniem przy pomocy wyparki 2z mieszadlem
magnetycznym, Otrzymane produkty oczyszczano za pomoca chromatografii typu
,Flash” (aparat PuriFlash 430, kolumna 50um SiHP, 12g Interchim). Dla otrzymanych
zwigzkoéw 2a-2h i3a-3h okreslono temperatury topnienia oraz obliczono wydajno$é¢
przeprowadzonych reakcji. Widma IR zwigzkow 2a-2h i 3a-3h zarejestrowano metoda
ATR (metoda ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia, ang. Attenuated Total
Reflection) zuzyciem aparatu Thermo Scientific Nicolet 6700, wyposazonym
w transformatg¢ Fouriera z adapterem ITR (Madison, Wisconsin USA). Widma masowe
zsyntezowanych zwigzkéw uzyskano przy pomocy aparatu Agilent Accurate-Mass Q-
TOF LC/MS G6520B (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Widma H NMR
uzyskano za pomoca spektrometru Bruker Avance III 600 MHz. Jako wzorzec

w okreslaniu widma *H NMR zastosowano tetrametylosilan.

Reakcje syntezy zwigzkoéw la-1h przedstawiono na Schemacie 6 s. 66.
Przygotowano roztwor 9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny w fenolu i dodano Nal jako
katalizatora. Nast¢pnie do mieszaniny reakcyjnej dodano odpowiednig diaming i reakcje

prowadzono przez 2 godz. w temperaturze 180°C, z uzyciem chlodnicy zwrotnej
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I mieszadta magnetycznego. Ilosci uzytych do reakcji reagentow zestawiono

w Tabelils. 66. Otrzymany produkt reakcji, schtodzono 1 rozpuszczono
w 25ml octanu etylu, a nastepnie oczyszczono poprzez ekstrakcj¢ (trzykrotnie z 30ml
10% roztworem KOH oraz jednokrotnie z 30ml nasyconego roztworu NaCl). W celu
usunig¢cia wody, do roztworu otrzymanego po ekstrakcji dodano bezwodnego MgSOs,
ktory usunigto po kilku minutach poprzez saczenie. Przesacz zatgzono z uzyciem
wyparki, otrzymujgc produkt w postaci gestej, oleistej cieczy. Metode syntezy oraz
parametry fizykochemiczne otrzymanych pochodnych tetrahydroakrydyny opisat

Rangappa S. Keri 1 wsp. [51].

cl HNA(CHZ}vNH2
n

X X
+ HZNA(CHZ NH, - |
n A 180°C, fenol, Nal —
N N
n=2-9 la-1h
n=2-9
Schemat 6. Reakcja syntezy zwiazkow la-1h.
Chloro-akrydyna o
Symbol Diamina
(ilo$¢ uzyta do Fenol Nal 3
zwigzku N (ilo$¢ uzyta do reakcji)
reakcji)
. 1,50g; 0,08g; 1,2-diaminoetan
la 0.51g; 2,34mmol | 45 gsmmol | 0,54mmol | 1,5ml: 22,44mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,3-diaminopropan
1b 0.51g; 2.34mmol | 15'gsmmol | 0.54mmol | 1,5ml: 17.97mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,4-diaminobutan
le | 051g;234mmol | 45 gsmmol | 0,54mmol | 2ml; 19,90mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,5-diaminopentan
1d | 051g; 234mmol | 1594 nmol | 0.54mmol 2ml; 17,09mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,6-diaminoheksan
le | 051g234mmol | 4o'g)mol | 0,54mmol | 1,5g: 12,91mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,7-diaminoheptanu
1t 051g234mmol | i5'gsmmol | 0,54mmol | 3.50ml; 23, 11mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,8-diaminooktan
19 0,51g; 2,34mmol 15,94mmol | 0,54mmol 1,68g; 11,65mmol
. 1,50g; 0,08g; 1,9-diaminononan
1h 0.51g; 2.34mmol | 15'g4mmol | 0.54mmol | 1.70g; 10,53mmol

Tabela 1. llo$¢ reagentow wykorzystanych do syntezy zwigzkow la-1h.
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Reakcje syntezy zwiazkéw 2a-2h przedstawiono na Schemacie 7. Do kolby
z tetrahydrofuranem (10ml; THF) dodano 2-chloro-4,6-dimetylo-1,3,5-triazyng (0,06g;
0,34mmol;) i mieszano do momentu uzyskania klarownego, bezbarwnego roztworu, do
ktorego nastepnie  dodano  2- [1- (4- chlorobenzoilo)-5-metoksy-2-metylindol-3-
yl]Joctowy kwas (indometacyn¢) (0,12g; 0,34mmol) oraz N - metylomorfoling (0,04ml;
0,36mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze -5°C przez 3 godz. zuzyciem
mieszadta magnetycznego. Uzyskano metny roztwor koloru jasnozottego. W drugim
naczyniu w tetrahydrofuranie (3ml; THF) rozpuszczono odpowiednig diaminowa
pochodng akrydyny uzyskang w pierwszym etapie reakcji ~ (1a - 1h). Oba roztwory
potaczono. Reakcje prowadzono przez 24 godz. w temperaturze -5°C z uzyciem

mieszadta magnetycznego.

Cl
cl —0
H,C
s N
- ~
HN—(CH NH
2 n 2 —O0
H.C CDMT, N'metylomorfolina
AN 8 N Y NH Yo
+ -5°C, 24h, THF O—cH
3
= 4 HN—(CH )
N 2
la-1h N
Ho” o | N
n=2-9 O—cH, P
N
2a-2h
n=2-9

Schemat 7. Reakcja syntezy zwigzkow 2a-2h.

Otrzymane w wyniku syntezy zwigzki (2a-2h), oczyszczono metoda
chromatograficzng przy pomocy aparatu Puri Flash 430, osuszono i wykonano pomiary
widm FTIR (ATR), MS (ESI), 'H NMR oraz temperatury topnienia. W celu
przygotowania probek do badania widma *H NMR, otrzymane substancje chloroformie
przeprowadzono w chlorowodorki. Obliczono wydajno$¢ reakcji. Otrzymane wyniki

przedstawiono w Tabeli 2 s. 68-70.
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Symbol Diamina, pochodna Wydajno$é FTIR (ATR)v | MS (ESI) m/z 'H NMR (600 MHz, Chloroform-d)
zwigzku akrydyny reakcji, postaé, (cm™): (M+1)
Symbol Iloé¢ uzyta temperatura
zwigzku | do reakcji topnienia
2a la 0,08g; 12,58% 749,6,1224,1, 581,2, 199,1, 68,27 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar), 8,11 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar),
0,33mmol | pomaranczowy | 1324,1, 1475,2, | 143,0; 7,67-7,71 (2H, m, Ar), 7,44-7,49 (3H, m, Ar), 7,25 (1H, t,J =
osad, 1588,8, 2939,6, 7,9 Hz, Ar), 7,03 (1H, s, Ar), 6,87 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar),
163-165°C 3184,8; 6,60-6,63 (1H, m, Ar), 4,07—4,10 (2H, m, H2), 4,06 (3H, s,
H2), 3,78 (3H, s, H2), 3,75 (2H, q, J = 5,8 Hz, H2), 3,52 (1H,
s, CH2), 3,14 (2H,t,J =6,0 Hz, H2), 2,48 (1H, t,J =5,9 Hz,
H2),1,72-1,81 (4H, m, CH2);
2b 1b 0,27 g; 82,64% 753,6, 1227,7, 595,2, 199,1, 68,49 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ar), 8,18 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
1,06mmol | bezowy osad, | 1313,8, 14775, 143.,0; 7,66-7,72 (3H, m, Ar), 7,49-7,52 (2H, m, Ar), 7,44 (1H, t,J =
143-145°C 1570,4, 2937,9, 8,1 Hz, Ar), 7,00 (1H, s, Ar), 6,86 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,70
3230,2; (1H, d,J = 11,5 Hz, Ar), 3,85-3,89 (2H, m, H2), 3,82 (3H, s,
H2), 3,78 (3H, s, H2), 3,52 (1H, s, CH2), 3,46 (2H, q,J =6,3
Hz, H2), 3,31 (2H, t,J =6,3 Hz, H2), 2,77 (2H, t,J = 6,2 Hz,
H2), 1,86-1,98 (6H, m, CH2);
2C 1c 0,12 g; 37,33% 754,1,1224,2, 609,3, 199,1, 6 8,45 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar), 8,15 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
0,45 mmol | zo6tty osad, 1323,5, 1474,6, | 143,0; 7,64-7,71 (3H, m, Ar), 7,49-7,52 (2H, m, Ar), 7,43 (1H, t,J =
132-134°C 1573,8, 2938,7, 7,5Hz, Ar), 6,98 (1H, s, Ar), 6,86 (1H, d, J =9,0 Hz, Ar), 6,67
3238,8 (1H, d,J =11,5 Hz, Ar), 3,87-3,92 (2H, m, H2), 3,79 (3H, s,
H2), 3,71 (3H, s, H2), 3,52 (1H, s, H2), 3,34 (2H, q,J =6,6
Hz, H2), 3,27 (2H, t,J = 6,2 Hz, H2), 2,61 (2H,t, J = 6,1 Hz,
H2),1,78-1,95 (6H, m, CH2), 1,62-1,69 (2H, m, CH2);
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2d 1d |0.23¢; 42,98% 754,1, 12242, |623,3,199,1, | 58,54 (1H,d,J=7,8 Hz, Ar), 8,18 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
0,81 mmol | zotty osad, 1323,7, 14745, | 143,0; 7,66-7,73 (3H, m, Ar), 7,49-7,52 (2H, m, Ar), 7,45 (1H, t, J =
134-136°C 1569,7, 2937,4, 8,1 Hz, Ar), 6,93 (1H, s, Ar), 6,84 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,68
3238.2: (1H, d, J = 11,5 Hz, Ar), 3,84-3,88 (2H, m, CH2), 3,80 (3H, s,
H2), 3,69 (3H, s, H2), 3,52 (1H, s, H2), 3,33 (2H,t,1=6,1
Hz, H2), 3,29 (2H, g, J = 6,6 Hz, H2), 2,62 (2H,t, J = 6,2 Hz,
H2), 1,81-1,98 (6H, m, H2), 1,55 (2H, p, J = 7,0 Hz, H2), 1,43
(2H, p, J = 7,7 Hz, H2);
2e le |025¢; 15,59% 754,2, 12241, | 637,3,3082, |5 8,54 (1H,d,J=8,7 Hz, Ar), 8,17 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
0,84 mmol | brazowy osad, | 1357,5, 1474,6, | 198,1, 143,0; | 7,67-7,75 (3H, m, Ar), 7,44-7,53 (2H, m, Ar), 6,93 (1H, s, Ar),
145-147°C 1588,3, 2932,1, 6,86 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,70 (1H, d, J = 11,5 Hz, Ar), 3,86
3231 6: (2H, g, J = 6,5, 6,0Hz, H2), 3,83 (3H, s, CH2), 3,68 (3H, s,
H2), 3,52 (1H, s, H2), 3,34 (2H, t, J = 6,6 Hz, H2), 3,25 (2H,
q,J = 6,8 Hz, H2), 2,61 (2H, t, J = 6,3 Hz, H2), 1,88-1,99
(4H, m, CH2), 1,77 (2H, p, J = 7,3 Hz, H2), 1,43-1,52 (4H, m,
6H), 1,30-1,35 (2H, m, H2);
2f 1f | 044g; 42,48% 753,9, 1224,5, | 651,3, 58,56 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ar), 8,16 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
1,41 mmol | z6tty osad, 13254, 14738, | 3595 1741 | 768=7.74 (3H, m, Ar), 7,50-7,53 (2H, m, Ar), 7,47 (1H, 1, ) =
119-121°C 1576,8, 29321, | 143 7.8 Hz, Ar), 6,92 (1H, s, Ar), 6,85-6,88 (1H, m, Ar), 6,71 (1H,

3231,3;

d, J=11,5 Hz, Ar), 3,86-3,90 (2H, m, H2), 3,83 (3H, s, CH2),
3,67 (3H, s, H2), 3,52 (1H, s, H2), 3,33-3,38 (2H, m, H2),
3,23 (2H, g, J = 6,8 Hz, H2), 2,61 (2H, t, J = 6,2 Hz, H2),
1,88-1,99 (4H, m, CH2), 1,82-1,75 (2H, m, CH2), 1,47-1,30
(8H, m, CH2);
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29 1g |044g; 48,29% 754,1, 12247, | 665,3,336,2, |5 8,55 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ar), 8,16 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
1,35 mmol | bezowy osad, | 1325,1, 1473,0, | 174,1,143,0; | 7,67-7,75 (3H, m, Ar), 7,49-7,53 (2H, m, Ar), 7,47 (1H, t, J =
122-124°C 1568,8, 2927,5, 7,7 Hz, Ar), 6,91 (1H, s, Ar), 6,87 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,71
3227,8; (1H, d, J = 11,5 Hz, Ar), 3,87 (2H, t, J = 7,2 Hz, H2), 3,84 (3H,
s, H2), 3,67 (3H, s, H2), 3,52 (1H, s, H2), 3,33-3,37 (2H, m,
H2), 3,22 (2H, g, J = 6,9 Hz, H2), 2,61 (2H, t, J = 6,3 Hz, H2),
1,89-2,00 (4H, m, H2), 1,77-1,82 (2H, m, H2), 1,39-1,46
(4H, m, CH2), 1,29-1,35 (4H, m, CH2);
2h 1h | 065g; 17,38% 754,3,1219,5, | 679,3,350,3, | & 8,56 (1H, d,J=09,3 Hz, Ar), 8,16 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ar),
1,91 mmol | brazowy osad, | 1355,1, 14714, | 184,0,174,1; |7,71-7,76 (3H, m, Ar), 7,69 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ar), 7,45-7,53
96-98°C 1587,44, 29266, (2H, m, Ar), 6,92 (1H, s, Ar), 6,88 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,71

3238,1,

(1H, d, J = 11,5 Hz, Ar), 3,86-3,91 (2H, m, H2), 3,84 (3H, s,
H2), 3,67 (3H, s, CH2), 3,52 (1H, s, CH2), 3,35 (2H, t,J=5,8
Hz, H2), 3,21 (2H, g, J = 6,8 Hz, H2), 2,61 (2H, t, J = 6,2 Hz,
H2), 1,89-2,00 (4H, m, CH2), 1,76-1,84 (2H, m, CH2), 1,56
1,64 (4H, m, H2), 1,32-1,54 (6H, m, H2);

Tabela 2, Wartosci widm FTIR (ATR), MS (ESI) , 'H NMR, temperatury topnienia zwigzkéw 2a-2h otrzymanych w wyniku syntezy oraz ilo$ci
substratow uzytych do reakcji wraz z wydajno$cia reakcji.
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Reakcje syntezy zwigzkow 3a-3h przedstawiono na Schemacie 8. Zwigzek
otrzymany w drugim etapie reakcji (2a-2h) rozpuszczono w metanolu (1ml),
a nastepnic dodano porcjami, w nadmiarze 1,0M roztwor chlorowodoru w eterze
dietylowym (4ml). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, przez 24h. Produkt
reakcji (chlorowodorek) wytracit si¢ w postaci osadu, ktéry wyizolowano przez

dekantacje i suszenie.

cl )
—0 .
H.C
3 N H3C N
| »
NH ~O eter etylowy
l o\CH3+ HCL ™ emp. pokojowa, 24h TH o -
3
HN—-CH o
~{cr) &y
*HCl
B A
_
N P
2a-2h o
n=2-9 sath

Schemat 8. Reakcja syntezy zwigzkow 3a-3h.

Otrzymane w wyniku syntezy zwiazki (3a-3h), osuszono i wykonano pomiary
widm FTIR (ATR), MS (ESI) , 'H NMR oraz temperatury topnienia. W celu
przygotowania probek do badania widma *H NMR, otrzymane zwigzki rozpuszczono
w deuterowanym metanolu. Obliczono wydajno$¢ reakcji. Otrzymane wyniki

przedstawiono w Tabeli 3 s. 72-74.
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Symbol Substrat Wydajnos¢ | FTIR (ATR) v | MS (ESI) m/z 'H NMR (600 MHz, Metanol-d4)
zwiazku Symbol | T108¢ uzyta reakcji, posta¢, (cm™): (M+1)
zwiazku | do reakcji temperatura
topnienia
3a 2a 0,20 g; 80,77%, 757,0, 1231,4, | 581,2, 201,0, 68,34 (1H, d, J=8,9 Hz, Ar), 7,84 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar), 7,68—
0,34 mmol | pomarafczowy | 1323,7, 143,0, 81,0 7,73 (3H, m, Ar), 7,57-7,61 (2H, m, Ar), 7,52 (1H, t, = 8,4 Hz,
osad, 1475,2, Ar), 6,96 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,76 (1H, s, Ar), 6,56 (1H, d, J
182-184°C 1578,5, = 11,5 Hz, Ar), 4,16-4,20 (2H, m, CH2), 3,78 (2H, q,J =5,9
29441, Hz, H2), 3,62 (3H, s, CH2), 3,41 (2H, s, CH2), 2,85 (2H, t,J =
3215,8; 6,2 Hz, H2), 2,31-2,36 (2H, m, H2), 1,66-1,74 (4H, m, CH2);
3b 2b 0,20 g; 86,54%, 756,1, 1230,2, | 595,2,199,1, 68,27 (1H, d, J=8,5Hz, Ar), 7,83 (1H, d, J = 7,3 Hz, Ar), 7,69-
0,34 mmol | bezowy osad, 1322,7, 143,0; 7,74 (3H, m, Ar), 7,57-7,60 (2H, m, Ar), 7,49 (1H, t, J = 8,2 Hz,
160-162°C 1474,5, Ar), 7,00 (1H, s, Ar), 6,86 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,60 (1H, d, J
1578,1, =9,0 Hz, Ar), 3,87-3,90 (2H, m, CH2), 3,73 (3H, s, H2), 3,62
2942,2, (1H,s, CH2), 3,43 (2H, g, J =5,9 Hz, H2), 3,01 (1H,t,J =52
3216.3: Hz, H2), 2,66-2,69 (2H, m, H2), 2,03 (2H, p, J = 6,6 Hz, H2),
1,91-1,97 (4H, m, H2);
3c 2C 0,20 g; 92,31%, 756,3, 1219,7, |609,3,199,1, 68,24 (1H, d, J=8,7 Hz, Ar), 7,83 (1H,t,J=7,7 Hz, Ar), 7,74
0,33 mmol | zo6tty osad, 1323,4, 143,0; (1H, d, J=9,3 Hz, Ar), 7,67-7,70 (2H, m, Ar), 7,56-7,60 (2H,
157-159°C 1473,8, m, Ar), 7,52 (1H, t, J = 8,4 Hz, Ar), 7,00 (1H, s, Ar), 6,84 (1H, d,
1576,9, J=9,0 Hz, Ar), 6,53-6,56 (1H, m, Ar), 3,88-3,92 (2H, m, H2),
2941 4, 3,71 (3H, s, H2), 3,60 (1H, s, H2), 3,31 (2H, t, J = 6,7 Hz, H2),
3223,2; 3,01 (2H,t,J =54 Hz, H2),2,62 (2H,t,J=53Hz, H2), 1,91
1,97 (4H, m, H2), 1,80 (2H, p, J =8,1, 7,7 Hz, H2), 1,63-1,69
(2H, m, H2);
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3d 2d 0,20 g; 87,50%, 754,5,1223,8, |623,3,199,1, |068,33(1H,d,J=8,5Hz, Ar), 7,85 (1H,t,J=8,2 Hz, Ar), 7,75
0,32 mmol | zo6tty osad, 1323,2, 143,0; (1H,d,J=9,3 Hz, Ar), 7,67-7,70 (2H, m, Ar), 7,54-7,59 (3H,
158-160°C 14554, m, Ar), 7,03 (1H, s, Ar), 6,89 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,60 (1H,
1587,5, d,J=11,5Hz, Ar), 3,82-3,86 (2H, m, CH2), 3,77 (3H, s, H2),
2937,7, 3,61 (1H, s, CH2), 3,25-3,28 (2H, m, CH2), 3,02 (2H,t,J=5,7
3207.7 Hz, H2), 2,65-2,69 (2H, m, CH2), 2,00-1,93 (4H, m, H2), 1,83
(2H, p,J=7,6 Hz, H2), 1,60 (2H, p, J =7,0 Hz, H2), 1,42 (2H,
p,J =93, 8,6 Hz, H2),
3e 2e 0,20 g; 56,00%, 754,4,1218,9, |637,3,308,2, |08,30(1H,d,J=28,5Hz Ar),7,82-7,87 (1H, m, Ar), 7,75 (1H,
0,31 mmol | brazowy osad | 1324,2, 174,1,143,0; |d,J=7,7 Hz, Ar), 7,64-7,67 (2H, m, Ar), 7,54-7,58 (3H, m, Ar),
83-85°C 1456,0, 7,05 (1H, s, Ar), 6,86 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,59 (1H, d, J =
1587,1, 11,5 Hz, Ar), 3,79-3,83 (2H, m, CH2), 3,78 (3H, s, CH2), 3,61
2934,9, 3237,8 (2H, s, H2), 3,24-3,28 (2H, m, H2), 3,02 (2H, t, J = 5,4 Hz,
H2), 2,66 (2H, t,J =5,1 Hz, H2), 1,95-2,00 (4H, m, H2), 1,74
(2H, p,J=7,4 Hz, H2),1,55 (2H, p, J =7,0 Hz, H2), 1,40-1,46
(2H, m, H2), 1,38-1,31 (2H, m, H2);
3f 2f 0,20 g; 72,00%, 754,5,1224,4, |651,3,322,2, |08,36(1H,d,J=28,6Hz, Ar), 7,86 (1H,t,J=7,7 Hz, Ar), 7,76
0,31 mmol | zotty osad 1323,5, 174,1, 139,0 (1H, d, J = 9,3 Hz, Ar), 7,67-7,70 (2H, m, Ar), 7,55-7,60 (3H,
150-152°C 1456,1, m, Ar), 7,04 (1H, s, Ar), 6,89-6,92 (1H, m, Ar), 6,63 (1H, d, J =
1587,5, 11,5 Hz, Ar), 3,87-3,91 (2H, m, H2), 3,80 (3H, s, H2), 3,61
2931,3, (2H, s, H2), 3,21-3,25 (2H, m, H2), 3,03 (2H, t, J = 5,6 Hz,
3207.8 H2), 2,69 (2H, t,J = 5,3 Hz, H2), 1,95-2,00 (4H, m, H2), 1,77

(2H, p, = 7,5 Hz, H2), 1,52 (2H, p, J = 6,9 Hz, H2), 1,27-1,39
(6H, m, H2);
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39 29 10200; 83,33% 754,3,1222,6, | 665,3,336,2, |5 8,37 (1H, d, J=8,7 Hz, Ar), 7,86 (1H, t, J = 7,7 Hz, Ar), 7,76
0,30 mmol | bezowy osad | 1319,9, 174,1,143,0 | (1H, d, J = 8,5 Hz, Ar), 7,66-7,70 (2H, m, Ar), 7,55-7,60 (3H,
146-148°C 1455,9, m, Ar), 7,04 (1H, s, Ar), 6,91 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,64 (1H,
1588,0, d, J =11,5 Hz, Ar), 3,87-3,91 (2H, m, CH2), 3,80 (3H, s, H2),
2926,5, 3,61 (2H, s, CH2), 3,20-3,24 (2H, m, CH2), 3,02 (2H, t,J=5,8
32071 Hz, H2), 2,69 (2H,t, J = 5,4 Hz, 2H), 1,93-2,01 (4H, m, H2),
1,79 (2H, p, J = 7,6 Hz, H2), 1,51 (2H, p, J = 6,5 Hz, H2), 1,25~
1,41 (8H, m, H2):
3h 2h  |0,200; 56,52%, 753,9, 12187, | 679,3,174,1, |5 8,38 (1H, d, J=8,4 Hz, Ar), 7,86 (1H, t, J = 7,7 Hz, Ar), 7,76
0,29 mmol | brazowy osad, | 1397,6, 167,0 (1H, d, J =9,3 Hz, Ar), 7,67-7,71 (2H, m, Ar), 7,55-7,62 (3H,
146-148°C 1468,6, 1601,7 m, Ar), 7,04 (1H, s, Ar), 6,94 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar), 6,65 (1H,

d,J =115 Hz, Ar), 3,90-3,94 (2H, m, CH2), 3,81 (3H, s, H2),
3,61 (2H, s, CH2), 3,20-3,24 (2H, m, CH2), 3,02 (2H, t,J=5,9
Hz, H2), 2,70 (2H,t,J =57 Hz, H2), 1,94-2,02 (4H, m, H2),
1,80 (2H, p, J = 7,4 Hz, H2), 1,50 (2H, p, J = 6,8 Hz, H2), 1,27—
1,43 (10H, m, CH2);

Tabela 3. Wartosci widm FTIR (ATR), MS (ESI), *H NMR, temperatury topnienia zwigzkéw 3a-3h otrzymanych w wyniku syntezy oraz iloéci
substratow uzytych do reakcji wraz z wydajnoscig reakcji
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8.4 Badanie in vitro aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwigzkow
(3a- 3h) wobec cholinoesteraz AChE i BUChE.

Aktywnos$¢ inhibicyjng otrzymanych chlorowodorkéw 3a-3h wobec AChE
oraz BuChE zbadano przy pomocy zmodyfikowanej metody Ellman’a. Wykorzystany
do jej przeprowadzenia substrat, acetylotiocholina, ulega hydrolizie pod wpltywem
cholinoesterazy (AChE lub BuChE), ktérej aktywno$¢ jest badana. Powstajaca
w wyniku reakcji tiocholina reaguje z kwasem 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowym
(DTNB), ktory stanowi reagent tiolowy. Produktem tej reakcji jest anion kwasu 5-tio-2-
nitrobenzoesowego (TNB), ktory barwi mieszanine reakcyjng na kolor zotty. Reakcje
chemiczng bedaca podstawa metody Ellman’a badania aktywnosci inhibicyjnej
przedstawiono na Schemacie 9. Ocena intensywnosci zabarwienia pozwala na
okreslenie W jakim stopniu zaszta hydroliza acetylotiocholiny co pozwala na okreslenie
aktywno$ci badanej cholinoesterazy oraz jej inhibicji przez testowany zwigzek.
Z wykorzystaniem  spektroskopu UV- VIS mierzona jest absorpcja, a pomiar
dokonywany jest przy dtugos$ci fali 412nm. Wyniki badan przedstawiane sa za pomoca
wartosci ICsp, ktora odpowiada stezeniu zwigzku 0 wlasciwo$ciach inhibicyjnych,

powodujacemu spadek aktywnos$ci enzymu do 50% [90].

H H
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Schemat 9. Rekcja chemiczna odczynnikow wykorzystywanych w ocenie aktywnosci

inhibicyjnej badanych zwigzkéw metoda Ellman’a [90].

Metoda Ellman’a charakteryzuje si¢ duza czuloscig ipozwala na pomiar

aktywnos$ci enzymu W matej ilo$ci materiatu (tkanki, komorki) lub przy bardzo niskim
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jego stezeniu. Metoda pozwala rowniez na okreslenie kinetyki aktywnos$ci enzymu [89 -
91].

Aktywno$¢ inhibicyjng badanych zwigzkéw poréwnano z aktywnos$cia
zwigzkéw wzorcowych tj. znanych inhibitoréw AChE — takryny i donepezilu, poprzez
porownanie wartosci ICso. W celu wykonania badania przygotowano mieszaning
ztozong z roztworu kwasu ditiobis-(2-nitro)-benzoesowego (0,4mg/ml), roztworu AChE
(2 U/ml, Electrophorus electricus, EC 3.1.1.7; Sigma-Aldrich) lub BuChE (4 U/ml,
Equus caballus, EC 3.1.1.8; Sigma-Aldrich) oraz roztworéw badanego zwigzku
0 réznych stezeniach (0,0001-10uM). Jako rozpuszczalnika do przygotowania
powyzszych roztworow uzyto PBS o0 pH=8,0. W celu zapoczatkowania reakcji do
mieszaniny reakcyjnej dodano roztworu jodku acetylotiocholiny (AChl, 1mM).
W prébie kontrolnej zamiast zwigzku badanego uzyto PBS (pH=8,0). Do pomiaru
absorbancji tla uzyto probke, w ktorej zwigzek badany oraz jodek acetylotiocholiny
zastgpiono uzywajac PBS (pH=8,0). Probki z mieszaning reakcyjng inkubowano przez
10 minut wtemperaturze pokojowej. Po tym czasie dokonano pomiaru
spektrofotometrycznego zmian absorbancji przy dhugosci fali 412nm (spektrofotometr
Synergy H1, Bio-Tek). Badanie przeprowadzono trzykrotnie w trzech powtdérzeniach
dla kazdego badanego zwigzku. Z otrzymanych wartosci absorbancji obliczono warto$ci
srednie. Na podstawie uzyskanych srednich wartoséci absorbancji wyznaczono warto$é

ICso dla badanych zwigzkow oraz zwigzkéw wzorcowych [89-91].

8.5 Badanie kinetyki reakcji inhibicji AChE przez wybrany zwigzek

0 najwyzszej aktywnosci wobec enzymu.

Sposréd badanych zwiazkéw wybrano taki, ktory wykazywal najwyzsza
aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE (najnizsze wartosci ICso) — postuzyt on do
scharakteryzowania kinetyki reakcji inhibicji obu cholinesteraz.. Przygotowano
mieszaning reakcyjng zlozong z jodku acetylotiocholiny (substratu) w réznych
stezeniach (50-350 uM), badanego zwiazku W czterech réznych stg¢zeniach dla AChE
(4, 7, 14, 21 nM) oraz trzech dla BuChE (28, 42, 56 nM), roztworu kwasu ditiobis-(2-
nitro)-benzoesowego (0,4 mg/ml), roztworu AChE (2 U/ml, Electrophorus electricus,
EC 3.1.1.7; Sigma-Aldrich) lub BuChE (4 U/ml, Equus caballus, EC 3.1.1.8; Sigma
Aldrich). W probce kontrolnej roztwor badanego zwigzku (inhibitora) zastgpiono

uzywajac PBS (pH=8,0). Absorbancj¢ tta zmierzono z wykorzystaniem probki, w ktorej
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roztwoOr substratu oraz inhibitora zastgpiono uzywajac PBS (pH=8,0). Absorbancj¢ przy
dhugosci fali 412nm mierzono W spektrofotometrze (Synergy H1, Bio-Tek), odczytu
dokonujgc co 1 minutge. Otrzymane wyniki postuzyly do stworzenia wykresu
(Lineweaver’a-Burk’a) zaleznoSci odwrotnosci szybko$ci reakcji od odwrotnosci
stezenia substratu (1/V vs 1/[S]). Napodstawie otrzymanych wynikow obliczono

wartos$ci Km 1 Vimax oraz okreslono typ inhibicji enzymu [89, 92].

8.6 Badanie wplywu otrzymanych zwigzkéw na przezywalnos¢ komorek,

prowadzone na linii komérkowej HepG2

Badania przezywalnosci komorek przeprowadzono z wykorzystaniem linii
komorkowej ludzkich komoérek raka watrobowokomorkowego HepG2 (Health
Protection Agency Culture Collections, ECACC, Salisbury, UK). Wykorzystanie do
badania linii komérkowej HepG2 pozwala na odtworzenie szlakow metabolicznych
zachodzacych w organizmie ludzkim, w ktérych udziat bedzie mie¢ badana substancja
[93]. W hodowli komorek zastosowano pozywke Eagle’a MEM (Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), wzbogacona 10% plodowa surowica bydleca z roztworem
aminokwasow (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) oraz 1% roztworem L-glutaminy
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Hodowle komoérkowa utrzymywano w wilgotnym
srodowisku w temperaturze 37°C iatmosferze 5% CO.. Pozywke (medium)
wymieniano co 2-3dni. W trakcie pasazowania komorki ptukano PBS i inkubowano
5-7 minut w 1 ml 0,05% roztworze trypsyny-EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
w temperaturze 37°C. W procesie oceny toksycznego dziatania badanych zwigzkow,
komorki HepG2 podzielono na dwie grupy, z ktérych jedna podlegala ekspozycji na

badany zwigzek, a druga stanowita grupe kontrolna.

Komorki umieszczono na 96-dotkowej ptytce z zachowaniem ggstosci okoto
10000 komorek na dotek. Przygotowano roztwér badanego zwigzku w DMSO,
a nastgpnie rozcienczono do wymaganego zakresu stezen (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0;
50,0; 100,0uM). Ptytke z komorkami inkubowano 24 godziny, po tym czasie dodano
roztwory badanego zwigzku, w wymienionych powyzej stezeniach, wilosci 1pl
Badanie wykonano w trzech powtorzeniach. Wykonano réwniez badanie w trzech
powtdrzeniach 100% przezywalnosci komorek dodajac do kazdego dotka 1ul DMSO,
0% przezywalnosci komodrek dodajac 10ul DMSO oraz kontrole no$nika. Komorki
inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Nastepnie do
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kazdego dotka dodano 20ul odczynnika CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (CellTiter 96, PROMEGA, Fitchburg, USA) i inkubowano przez
80 minut. Po tym czasie dokonano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 490nm
(TECAN, Infinite M200 Austria). Wartos¢ ICso badanego zwigzku obliczono
z zastosowaniem nieliniowej regresji z wykresu potlogarytmicznego zaleznoS$ci stezenia
od procentu absorbancji wzglgdem komorek kontrolnych. Parametry statystyczne
($rednie i odchylenia standardowe) obliczono z wykorzystaniem oprogramowania

GraphPad Prism (wersja 6).

8.7 Badanie wplywu otrzymanych zwigzkow na przezywalno$¢ komorek,

prowadzone na linii komorkowej EA.hy926

Do oceny wpltywu badanego zwigzku na przezywalno$¢ komorek,
przeprowadzono badanie z wykorzystaniem linii komérkowej EA.hy926 (American
Type Culture Collection). Komérki tej linii pochodza z ludzkiej zyty pepowinowe;j,
przy czym zostaly one pozbawione zdolno$ci apoptozy (naturalnej zaprogramowanej
$mierci). Posiadaja one te same cechy morfologiczne, fenotypowe oraz czynno$ciowe
co komoérki zywego organizmu istanowig one ogoOlnie przyjety model do
przesiewowych badan nowo powstajacych lekéw. Srodbtonek naczyn krwionosnych
(w tym naczyn zylnych) stanowi naturalng bariere pomi¢dzy krwig a innymi tkankami
organizmu, bierze wudzial w procesiec krzepnigcia krwi oraz w odpowiedzi
immunologicznej. Srédblonek naczyniowy podatny jest na dziatanie roéznych
czynnikow chemicznych jak i patofizjologicznych np. zwigzanych z przewleklym
stanem zapalnym, pod wpltywem ktorych, ulega uszkodzeniu oraz traci swoja
integralno$¢. Hodowle komorek prowadzono na zmodyfikowanej pozywce Eagle’a —
Dulbecco (DMEM) (PAN-Biotech), zawierajacej 10% ptodowej surowicy bydlecej
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 2mM glutaminy (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
oraz 100 j./ml penicyliny (Biological Industries, USA) i 100mg/ml streptomycyny
(Biological Industries, USA). Komorki pasazowano i inkubowano w temperaturze 37°C

I atmosferze 5% CO> przed przystapieniem do badania.

W celu okreslenia aktywno$ci metabolicznej komorek oraz ich przezywalnosci
w warunkach ekspozycji na badany zwigzek wykonano test MTT. Polega on na
wykorzystaniu rozpuszczalnego w wodzie bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazolu, ktory redukowany jest przez enzymatycznie aktywne mitochondria do
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nierozpuszczalnego formazanu wytracajacego si¢ W postaci niebiesko-fioletowych
krysztatdw. Na ptytce 96-dotkowej umieszczono komodrki z zachowaniem ggstosci
104 komorek/dotek. Plytke z komoérkami inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 godziny w atmosferze 5% COz. Po tym czasie podtoze w kazdym dotku zastgpiono
100ul roztworem badanego zwigzku W stezeniu 1-35uM. W  $lepej probie” stare
podloze wymieniono na nowe, roéwniez W objetosci 100ul. Nastepnie ptytke
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny w atmosferze 5% CO2. Podtoze
oraz roztwor badanego zwigzku w kazdym dotku catkowicie usunigto i dodano 50ul
roztworu MTT o stgzeniu 0,75mg/ml. Plytke inkubowano bez dostepu swiatta przez
2 godziny w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,. Z kazdego dotka usunieto
roztwor MTT idodano 100ul DMSO W celu rozpuszczenia krysztatéw formazanu
i pozostawiono na 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym do kazdego dotka
dodano 5ul glicynowego bufora Sorensona 0 pH=10,5 zlozonym z 0,1M glicyny oraz
0,1M NaCl. Ptytk¢ pozostawiono w temperaturze pokojowej na 5 minut i wykonano
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 570nm (Synergy H1, BioTek, Winooski, VT,
USA). Przezywalno$¢ komorek wyrazono procentowo W stosunku do proby kontrolnej

(,,Slepej proby”) [94-96].

8.8 Wyznaczenie punktu pKa dla wybranego, najbardziej aktywnego

zwiazku

Do wyznaczenia wartosci pKa badanego zwigzku, wykorzystano metode
opracowang przez Musil’a 1wsp. Przygotowano roztwér bufora zlozony
z diwodorofosforanu potasu, wodorotlenku potasu oraz metanolu. Do przygotowania
podstawowego buforu fosforanowego uzyto 500ml 0,02M roztworu diwodorofosforanu
potasu, do ktorego dodano 500ml metanolu. Z uzyskanej mieszaniny przygotowano
35 buforow roboczych, poprzez miareczkowanie podstawowego buforu fosforanowego
0,1M roztworem wodorotlenku potasu rozpuszczonym w mieszaninie metanol/woda
(1:1). Zakres pH buforéw roboczych ustawiono od pH=5,6 do pH=12,4, ze wzrostem co
0,2 wkazdej kolejnej probce. Pomiaru pH buforow dokonano w temperaturze
pokojowej przy uzyciu pH-metru (Mettler Toledo FiveEasy) z elektrodg laboratoryjna
pH (LE438, Mettler Toledo). Kalibracje pH-metru dokonano zuzyciem roztworu
buforowego o pH=4,01 (HI7004) oraz pH=7,01 (HI7007) (Hanna instruments Inc.,
Woodsocket RI, USA). Przygotowano roztwoér badanego zwigzku 0 st¢zeniu SpM
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w mieszaninie metanol/woda (1:2). Do przeprowadzenia pomiaru
spektrofotometrycznego uzyto ptytki 96-dotkowej, czytnika mikroptytek (Synergy H1,
BioTek) oraz oprogramowania Gen5 (BioTek). Dla kazdego roboczego roztworu
buforowego wykonano pomiar widma UV — Igcznie pomiar przeprowadzono dla 35
probek umieszczonych na ptytce 96-dotkowej. W celu wykonania pomiaru w 35
dotkach umieszczono 180ul buforu roboczego oraz 20ul roztworu badanego zwigzku.
W badaniu ,.$lepej proby” w 35 dotkach umieszczono wytgcznie po 200ul roztworu
buforu roboczego. Pomiar przeprowadzono w temperaturze 23°C, w zakresie widm
280-380nm. Dtugos¢ fali zwigkszano co 1nm. Uzyskane widma dla badanego zwigzku
odjeto od widm uzyskanych w ,Slepej probie”. Do dalszej analizy wybrano widma
uzyskane z pomiaru przy diugosci fali 310nm oraz 336nm. Wszystkie obliczenia
wykonano z uzyciem stosunku 310/336nm oraz 336/310nm. Wartosci pKa obliczono
dla obu stosunkéw oraz wyciagnieto z nich $rednia, ktora przyjeto za ostateczng warto$¢
pKa. Uzyskane wyniki poréwnano 2z wartoscia pKa, uzyskang w toku obliczen
przeprowadzonych przy pomocy oprogramowania chemicalize.com (ChemAxon 2018)
[97].

8.9 Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej otrzymanych zwigzkow (3a-3h)
metoda ABTS i DPPH

Aktywnos¢  antyoksydacyjna  badanych zwigzkow  zostala  zbadana
z wykorzystaniem dwoch metod, z wykorzystaniem zwigzkow o charakterze wolnych
rodnikow. W pierwszej metodzie 5ml roztworu wodnego 2,2'-azyno-bis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonowy kwas) (ABTS) (7mM) zmieszano z 88ul roztworem
nadsiarczanu potasu (K2S20g, 140mM, koncowe stgzenie wynosito 2,45mM) w celu
uzyskania kationowej formy ABTS™. Mieszaning inkubowano W temperaturze
pokojowej przez 16 godzin, bez dostepu do $wiatta. ABTS i K2S20g reagujg ze sobg
stechiometrycznie w stosunku 2:1, dlatego tez mieszajac powyzsze roztwory w podanej
ilosci uzyskano niekompletnie utleniong form¢ ABTS. Nastepnie ABTS™ rozcienczano
W metanolu do osiggnigcia wartosci mierzonej absorbancji 0,7+0,02 przy dlugosci fali
734nm. Roztwory kazdego badanego zwigzku rozcienczano metanolem do uzyskania
stezen od 0-15uM i mierzono spadek absorbancji bezposrednio po rozcienczeniu oraz

po uptywie 6 minut [98, 99].
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W drugiej metodzie 50ul roztworow badanych zwigzkow o roznych stezeniach
zmieszano z réwng iloscig roztworu 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) (0,2mM).
Probki inkubowano 30 minut bez dostepu $wiatta |zmierzono absorbancje przy
dtugosci fali 517nm. Zwigzki wykazujace aktywno$¢ antyoksydacyjng zmniejszajg
intensywno$¢ barwy roztworu DPPH. DPPH" jest stabilnym zwigzkiem o charakterze
wolnego rodnika, wykazujagcym absorpcje $wiatta o diugosci fali 517nm. Podczas
reakcji chemicznej z udziatem zwigzkéw o charakterze przeciwutleniajacym z DPPH’,
dochodzi do przeniesienia elektronu lub atomu wodoru z czasteczki przeciwutleniacza
do czasteczki DPPH'. W wyniku reakcji DPPH", traci wolnorodnikowy charakter,
aroztwor z mieszaning reakcyjng zmienia barwe z fioletowej na z6tta, a poziom
absorbancji wykazywanej przez DPPH" spada. Potencjat dziatania antyoksydacyjnego
badanego zwiazku okresla si¢ poprzez pomiar zmiany absorbancji mieszaniny

reakcyjnej (wizualnie obserwowany jako intensywno$¢ zmiany barwy roztworu) [29,
100, 101].

Do przeprowadzenia badania wykorzystano ptytki 96-dotkowe oraz czytnik
mikroptytek (Synergy HI, BioTek). Pomiary wykonano W trzech powtdrzeniach.
W kazdym z pomiar6w wykonano probe kontrolng, a jako zwigzki wzorcowe uzyto
kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowy (Trolox — rozpuszczalna
w wodzie pochodna witaminy E, wykazuje silne dziatanie antyoksydacyjne [7]),
kontrole pozytywna oraz takryn¢ i indometacyne, jako kontrole negatywna, poniewaz
zwigzki te pozbawione sa aktywno$ci antyoksydacyjnej (brak zdolnosci wychwytu
wolnych rodnikéw). Uzyskane wyniki porownano z odnosnikami. Stezenia zwigzkow,
przy ktorych inhibicja wynosita 50% (FRSso) obliczono z wykorzystaniem wykresu
graficznego i przedstawiono jako procent inhibicji wzglgdem stgzenia badanego

zwigzku.

8.10 Modelowanie molekularne

Badania okreslajace miejsce wigzania (dokowanie) badanych zwigzkéw
z cholinoesterazami  wykonano  z wykorzystaniem programu  GoldSuite 5.1
(The Cambridge Crystallographic Data Centre). Trojwymiarowa struktura badanych
zwiagzkow zostata przygotowana przy pomocy programu Corina on-line (Molecular

Networks i Altamira). Do sprawdzenia typow atomow, czastkowych tadunkéw
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atomowych (Gasteiger’a-Marsili), dodania atoméw wodoru uzyto oprogramowania

Sybyl X 1.1 (Tripos).

Aminokwasy (Phe330 oraz Trp279) istotne dla wigzania liganda z miejscem
aktywnym acetylocholinoesterazy wykazuja duzg swobode konformacyjng, dlatego tez
badane ligandy =zostaly przylaczone do trzech struktur acetylocholinoesterazy
(oznaczonych w systemie Protein Data Bank jako: 1EVE, 1ACJ, 2CKM).
Do dokowania testowanych zwigzkéw wybrano, jako najbardziej odpowiedni,
kompleks acetylocholinoesterazy z bis-(7)-takryng (Protein Data Bank: 2CKM).
Kompleks ten wykazywal najwigksza zgodnos¢ wynikéw uzyskanych we wstepnych
badaniach. Do badan dokowania do butyrylocholinoesterazy wybrano kompleks
butyrylocholinoesterazy z maslanem (Protein Data Bank: 1POI). Struktury enzyméw
przygotowano z wykorzystaniem Oprogramowania Hermes 1.7.0 — sprotonowano
wszystkie reszty histydynowe w pozycji Ne, dodano wszystkie atomy wodoru, usuni¢to
zbgdne ligandy oraz czasteczki wody. Dokowanie przeprowadzono w miejscach
wigzacych ztozonych ze wszystkich aminokwaséw W promieniu 10A od bis-(7)-takryny
dla AChE oraz 20A od czasteczki glicerolu obecnej w centrum aktywnym BuChE.
Zastosowano standardowe ustawienia algorytmu genetycznego. Uzyskane pozycje
w ilosci 10/ligand posortowano wedlug wartosci GoldScore dla AChE oraz wartosci
ChemScore dla BuChE. Do przedstawienia rezultatéw dokowania wykorzystano

oprogramowanie PyMOL 0.99rc6 (DeLano Scientific LLC).
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9 WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku syntezy otrzymano osiem nowych zwigzkow 0 aktywnoSci
inhibicyjnej wobec cholinoesteraz, bedacych potgczeniem czasteczki 9- chloro-1,2,3,4-
tetrahydroakrydyny z czasteczka indometacyny poprzez tacznik diaminowy zawierajacy

od dwoch do dziewigciu atomow wegla.

Reakcje 1gczenia czgsteczki 9- chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny z diaming
prowadzono w temperaturze 180°C, w obecno$ci fenolu jako rozpuszczalnika oraz
jodku sodu jako katalizatora. Kazda z o$Smiu reakcji charakteryzowata si¢ wysoka
wydajnoscig wynoszacg ponad 90%. Uzyskane zwigzki la-1h, przedstawiono na
Ryc 11. Zwiazki zsyntezowano w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow
i Radiofarmacji, Wydzialu Farmaceutycznego w Lodzi, na podstawie metody syntezy

opracowanej przez Rangappa S. Keri i wsp. [51].

HN—(CHZ)—NH2
n

X

/
N n=1-9

Ryc 11. Wz6r og6lny zwigzkow la-1h.

W kolejnym etapie syntezy zwigzki la-1h tgczono z indometacyng poprzez
wigzanie aminowe. Reakcje prowadzone byty w obecnosci 2-chloro-4,6-dimetylo-1,3,5-
triazyny (CDMT, karboksylowej tworzac produkt przejSciowy Zz czasteczka
indometacyny) oraz N- metylomorfoliny. W toku syntezy kazdego ze zwigzkéw
przygotowano dwie mieszaniny reakcyjne. Pierwsza skladajaca si¢ z CDMT,
indometacyny oraz N-metylomorfoliny rozpuszczonych w tetrahydrofuranie (THF) oraz
druga stanowiagcg roztwor odpowiedniej aminy (la-1h) w tetrahydrofuranie (THF).
Obie mieszaniny potaczono i prowadzono reakcje przez 24 godziny w temperaturze
-5°C w wyniku czego uzyskano szereg produktéw stanowigcych potaczenie zwigzkoéw
la-1h zindometacyng. Otrzymane zwigzki roboczo oznaczono symbolami 2a-2h,
aogolny wzor chemiczny przedstawiono na Ryc 12 s. 84. Punkt koncowy
poszczegllnych reakcji syntezy okreslano za pomoca metody cienkowarstwowej
chromatografii cieczowej (TLC). Zwiazki 2a-2h oczyszczono za pomoca

chromatografii typu ,,Flash” z uzyciem aparatu PuriFlash 430 (Interchem Inc).
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Ryc 12. Wz6r ogbélny zwigzkow 2a-2h.

W ostatnim etapie syntezy zwigzki 2a-2h, przeprowadzono w chlorowodorki,
w celu poprawy ich rozpuszczalnosci. Otrzymane chlorowodorki oznaczono symbolami

3a - 3h, a 0gdlny wzor chemiczny przedstawiono na Ryc 13.
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Ryc 13. Wzoér ogolny zwiazkow 3a-3h
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9.1 Badanie in vitro aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwigzkéw
(3a- 3h) wobec cholinoesteraz AChE i BUChE.

Aktywnos¢ inhibicyjna, wobec acetylocholinoesterazy oraz
butyrylocholinoesterazy, uzyskanych zwigzkéw 3a-3h zmierzono z zastosowaniem
metody Ellman’a. Aktywnos$ci badanych zwigzkéw zostaly poréwnane z aktywnoscia
zwigzkow referencyjnych — dobrze znanych inhibitorow AChE tj. takryny i donepezilu.
Zwigzki 3b-3h wykazywaty wysokg aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE z warto$ciami
ICs0 0d 9,50nM do 260,28nM. Zwiazek 3a wykazywal znacznie nizszy niz pozostate
badane zwiazki, potencjat inhibicyjny z ICsg rownym 7078,29nM. W poréwnaniu do
takryny, ktorej ICso wynosi 173,93nM, zwigzki 3b-3d oraz 3f-3h wykazywaly wyzsza
aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE w poréwnaniu do donepezilu, ktorego
I1C50=86,98nM. Najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjna wobec AChE spos$rod badanych
zwigzkow  wykazywal zwigzek 3h z 1C50=9,50nM, posiadajacy W taczniku
alkiloaminowym dziewig¢ atoméw wegla, jednakze analiza wartosci 1Csg
poszczegbdlnych zwigzkow nie wykazala zalezno$ci miedzy wydluzaniem lacznika
alkiloaminowego i wzrostem aktywnos$ci inhibicyjnej zwiazku wobec cholinesteraz.
Zwiazek 3h wykazywal osiemnastokrotnie wyzsza aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE
niz takryna oraz dziewigciokrotnie wyzszg niz donepezil, W zwigzku z tym zostat

wybrany do przeprowadzenia badan kinetyki reakcji inhibicji AChE.

Zwiazek 3d, ktorego 1C50=30,07nM, oraz 3f, z IC50=6,49nM, wykazywaty
wyzsza aktywno$¢ inhibicyjng wobec BuChE niz takryna, ktérej 1Cs0=32,23nM.
Wszystkie badane zwigzki 3a-3h, z wartosciami ICsp od 6,49nM do 334,65nM,
wykazywaly znacznie wyzszy potencjal inhibicyjny wobec BuChE niz donepezil,
ktorego 1Cs50=9756,53nM. Zwigzek 3f wykazywal pieciokrotnie wyzsza aktywnosc¢
inhibicyjng wobec BuChE niz takryna oraz tysigc pigcset krotnie wyzszg niz donepezil,
W zwigzku Z tym zostal wybrany do przeprowadzenia badan kinetyki reakcji inhibicji
BuChE.

Wszystkie wartosci ICso oraz selektywno$¢ wobec acetylocholinoesterazy

I butyrylocholinoesterazy badanych zwiazkow zostaty przedstawione w Tabeli 4 s. 86.
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Zwiazek AChE ICs+SD” BuCEE Selektywnoéc; Selektywnoéc’D
(nM) 1C50£SDB(NM) wobec AChE® | wobec BUChE

3a 7085,82 + 1355,34 288,56 = 35,92 0,04 24,56

3b 41,60 + 3,56 334,99 + 32,89 8,05 0,12

3c 25,03 £ 2,02 229,20 + 30,49 9,16 0,11

3d 61,99 + 7,98 30,10+ 4,19 0,49 2,06

3e 260,52 + 6,10 245,74 + 26,48 0,94 1,06

3f 99,09 + 3,27 6,50 £ 0,77 0,07 15,25

39 28,70 = 2,37 241,24 + 43,62 8,40 0,12

3h 9,50 + 1,39 57,17 + 4,34 6,02 0,17
Takryna 173,93 + 31,15 32,23 +£4,94 0,19 5,40
Donepezil 86,98 + 15,41 9756,53 +1112,80 112,17 0,01

Tabela 4. Aktywno$¢ inhibicyjna badanych zwigzkéw wobec AChE i BUChE.

A — Stezenie zwigzku (= SD) przy, ktérym aktywnos$¢ AChE spada do 50%.

B - Stezenie zwigzku (£ SD) przy, ktorym aktywnos$¢ BuChE spada do 50%.

C - ICso(BUCHE)/ICs0(AChE).
D - ICso(AChE)/ICso(BUChE).

9.2 Kinetyka reakcji inhibicji AChE i BUChE przez wybrany zwiazek

W badaniu potencjatu inhibicyjnego zwiazkow 3a-3h wobec AChE wykazano,

ze zwigzek 3h wykazywal najwyzszg aktywnosc¢, z wartoscig 1Cs0=9,50nM. Zwigzek 3h

wybrano do okreslenia charakterystyki kinetyki reakcji inhibicji AChE oraz BuChE.

Zmierzono aktywno$¢ enzymu przy roznym stezeniu substratu — acetylotiocholiny

(AChI). Na podstawie uzyskanych wynikéw dla AChE sporzadzono Wykres 1 s. 87

zaleznosci odwroconej szybkosci reakcji (1/V) od odwroconego stezenia substratu

(1/[AChI]) dla roznych st¢zen inhibitora - zwigzku 3h.
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Wykres 1. Wykres Lineweaver’a-Burk’a przedstawiajacy mieszany typ inhibicji
AChE przez badany zwiazek 3h.

Obliczono warto$ci Km 0raz Vmax, ktore sa zmienne dla réznych stezen
inhibitora. Warto$ci Km spadaja a Vmax rosng przy wzrastajacym stezeniu inhibitora.
Zmienne wartosci Km | Vmax sa charakterystyczne dla mieszanego typu inhibicji,
w rozpatrywanym przypadku badany zwigzek 3h wykazuje mieszany tym inhibicji
enzymu AChE. Wykres Lineweaver’a-Burk’a dla inhibicji mieszanej charakteryzuje si¢
tym, Ze linie na wykresie przecinajg si¢ poza osig odcigtych (x) i rzgdnych (y). Inhibicja
mieszana wykazuje podobienstwo do inhibicji niekompetycyjnej, jednakze powstajacy
w  wyniku reakcji kompleks enzym-substrat-inhibitor, zachowuje ograniczona
aktywnos$¢ enzymatyczng. Nie dochodzi do catkowitej inhibicji enzymu przez badany
zwigzek, a do ograniczonego spadku aktywno$ci enzymu. Sama reakcja chemiczna
(enzymatyczna) w wyniku, ktorej powstaje produkt zachodzi wolniej. Przebieg reakcji
enzymatycznej, przy udziale inhibitora, o charakterze inhibicji mieszanej przedstawiono

na Schemacie 10 s. 88.
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El + § =—— EI ——= E + P

Schemat 10. Ogodlny przebieg reakcji enzymatycznej przy udziale zwiazku
wykazujgcego inhibicj¢ mieszang wobec enzymu (E-enzym, S-substrat, I-inhibitor,
P - produkt, EI- kompleks enzym-inhibitor, ESI-kompleks enzym-substrat-inhibitor,
ES-kompleks enzym-substrat) [38, 102].
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Wykres 2. Wykres Lineweaver’a-Burk’a przedstawiajacy mieszany typ inhibicji

BuChE przez badany zwiazek 3h.

Na podstawie uzyskanych wynikow dla BuChE sporzadzono Wykres 2
zaleznosci odwroconej szybkosci reakcji (1/V) od odwroconego stezenia substratu
(1/[AChI]) dla réznych stezen inhibitora - zwigzku 3h. Obliczono wartosci Km oraz
Vmax, ktore sa zmienne dla roznych stezen inhibitora. Podobnie jak w przypadku
inhibicji badanego zwigzku wobec acetylocholinoesterazy tak 1 inhibicja
butyrylocholinoesterazy charakteryzuje si¢ spadkiem wartosci Km i wzrostem wartosci
Vmax Przy wzrastajacym stezeniu inhibitora. Badany zwigzek 3h wykazuje mieszany

rodzaj inhibicji enzymu BuChE.
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9.3 Badanie wplywu otrzymanych zwigzkéw (3a-3h) na przezywalnos¢

komorek, prowadzone na linii komoérkowej HepG2

W celu okre$lenia iporéwnania wplywu badanych zwigzkow na
przezywalnos¢ komorek, postuzono si¢ parametrem ICso. Jest to stezenie badanego
zwigzku, ktore powoduje obnizenie przezywalnosci komorek W populacji uzytej do
badania do 50%, podczas gdy przezywalno$¢ komoérek w probie kontrolnej przyjmuje
si¢ na poziomie 100%. Okreslone W wyniku badania wartosci ICso dla wszystkich
zwigzkoéw 3a-3h byty zblizone. Najnizsza wartos¢ ICso wykazywat zwigzek 3d i byta
ona réwna 4,507uM, a najwyzsza warto$¢ ICsp wykazywat zwigzek 3c, dla ktorego
wynosita 17,49uM. Badanie wykazato, ze istotny wptyw na komorki watroby HepG2,
badane zwigzki wykazywaly przy stezeniach mikromolowych. Wysoka aktywno$¢
inhibicyjng wobec AChE 1 BuChE badane zwiazki wykazuja w stezeniach
nanomolowych. Obserwacja ta wykazala wysokie bezpieczenstwo zastosowania
otrzymanych zwigzkow jako potencjalnych lekow w terapii choroby Alzheimera.
Potencjalny lek charakteryzowatby si¢ wysokim indeksem terapeutycznym
tj. stosunkiem dawki leku, przy ktorej lek wykazuje dziatanie toksyczne do dawki leku
dziatajacej leczniczo. Hybryda takryny i indometacyny nie wykazuje silnego dziatania
hepatotoksycznego, w przeciwienstwie do samej takryny.

9.4 Badanie wplywu otrzymanych zwiazkow (3a-3h) na przezywalnos$é
komorek, prowadzone na linii komérkowej EA.hy926

Do badania wpltywu zsyntezowanych zwigzkéw na przezywalno$¢ ludzkich
komorek $rodblonka zylnego wybrano zwigzek 3h. Badanie przeprowadzono na linii
komorkowej EA.hy926. Podobnie jak w badaniu na linii komérkowej HepG2, roéwniez
wtym przypadku okreslono warto$¢ ICso dla badanego zwiazku iwynosila ona
20,06+1,64uM. Zwigzek 3h wykazywal mniej toksyczne dziatanie na komorki z linii
EA.hy926 niz na komorki z linii HepG2. Nie zaobserwowano znacznego uszkodzenia
komorek s$rodbtonka zylnego pod wpltywem ekspozycji na zwigzek 3h. Badanie
wykazalo, Ze istotne dziatanie toksyczne wobec komodrek $rodbtonka zZylnego
EA.hy926, podobnie jak wobec komoérek watroby HepG2, badane zwigzki wykazywaty
przy stezeniach mikromolowych. Wysoka aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE
I BUChE badane zwiazki wykazuja w st¢zeniach nanomolowych. Hybryda takryny

I indometacyny nie wykazuje dziatania toksycznego wobec nablonka naczyn
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krwiono$nych co moze pozytywnie rokowa¢ na potencjat zwigzkéw do przekraczania
bariery krew-moézg.

9.5 Wyznaczanie punktu pKa dla wybranego, najbardziej aktywnego

zwigzku

Za pomocg zastosowanej metody Musil’a i wsp. okre§lono dwie wartosci pKa
dla badanego zwiazku 3h, w zakresie pH od 5,6 do 12,4. Przeprowadzono pomiar
absorbancji metodg spektrofotometryczng w zakresie $wiatta UV, przy dtugosci fali
280 - 380nm. Zmiang warto$ci absorbancji przez badany zwigzek, w zalezno$ci od
dhugosci fali $wiatta UV i przy roznych wartosciach pH przedstawiono na WyKkresie 3.
Dla kazdej zjonizowanej formy badanego zwigzku wyznaczono specyficzne warto$ci
pH. W celu okreslenia pH, przeprowadzono analiz¢ absorbancji oraz obliczono wartosci
pKa. Przygotowano wykresy punktowe oraz wyznaczono linie regresji przedstawione
na Wykresie 4 s. 91, ktoére pozwolity na obliczenie wartosci pKa. Przeprowadzono
obliczenie wartosci pKa, dla badanego zwiazku, za pomoca oprogramowania
chemicalize.com (ChemAxon 2018) iporéwnano z warto$ciami uzyskanymi
eksperymentalnie. Warto$¢ pKai uzyskana eksperymentalnie byta zblizona do warto$ci
pKa (dla formy silnej zasady) uzyskanej z obliczen komputerowych, za§ warto$¢ pKao
znacznie réznita si¢ od wartosci pKa (formy silnego kwasu) uzyskanej z obliczen
z wykorzystaniem oprogramowania chemicalize.com (ChemAxon 2018). Uzyskane
eksperymentalnie oraz poprzez obliczenia komputerowe wartosci pKai, pKaz, pKa

przedstawiono w Tabeli 5 s. 91.

eluequosqy

"~ > oV o $ O 0 O b B O L0 O W D e Vv Al D
S I A R R R i i s G i i R A R R i i S

Dlugos¢ fali (nm)

Wykres 3. Zmiana warto$ci absorbancji przez badany zwigzek 3h, w zaleznosci od
dhugosci fali $wiatla UV 1 przy réznych wartosciach pH.
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Wykres 4. Wykresy punktowe oraz linie regresji przygotowane na podstawie obliczen

matematycznych z wykorzystaniem wynikow otrzymanych dla zwiazku 3h.

pKal pKal pKal pKa2 pKa2 pKaz2 |pKa silnej pKa
310/336nm| 336/310nm | §r. |310/336nm | 336/310nm | §r. | zasady* silnego
kwasu*

8,94 8,70 8,82 11,67 11,50 11,58| 8,89 15,59

Tabela 5. Wartosci pKa dla badanego zwiazku 3h wyznaczone eksperymentalnie oraz
obliczone komputerowo. *Wartosci wyznaczone w programie ChemAxon.

9.6 Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej otrzymanych zwiazkow 3a-3h
metoda ABTS i DPPH

Aktywno$¢ antyoksydacyjna otrzymanych zwigzkéw 3a-3h zostata zbadana
w dwoch testach z wykorzystaniem 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy
kwasu) (ABTS) oraz 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH). W celu pordéwnania
otrzymanych wynikow badania przeprowadzono roéwniez z wykorzystaniem
odno$nikéw 0 znanej wysokiej aktywnos$ci antyoksydacyjnej lub pozbawione tej
aktywnosci. Do wykonania kontroli pozytywnej wykorzystano kwas 6-hydroksy-
2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowy (Trolox, rozpuszczalna w wodzie pochodna

witaminy E). Kontrola negatywna =zostala wykonana zuzyciem takryny oraz
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indometacyny, poniewaz zwigzki te pozbawione s3 aktywnos$ci antyoksydacyjnej
(brak zdolnosci wychwytu wolnych rodnikéw). Otrzymane wyniki przedstawiono
w Tabeli 6. Przeprowadzone badania wykazaly, iz polgczenie takryny oraz
indometacyny tancuchem alkiloaminowym spowodowato znaczacy wzrost aktywnos$ci
antyoksydacyjnych w poréwnaniu do samej takryny i indometacyny. Wyzszy potencjal
do wychwytu wolnych rodnikéw wykazuja zbadane zwigzki 0 dluzszym *tancuchu
(taczniku) alkiloaminowym. Zarowno W badaniu ABTS jak i DPPH, najwyzsza
aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazywat zwigzek 3h.

Zwiazek ABTS (FRS50, mM) DPPH (FRS50, mM)
3a 3,955+0,173 >10
3b 2,355 + 0,488 >10
3c 3,851 +0,611 >10
3d 1,339+ 0,132 >10
3e >10 >10
3f 0,887 +0,113 5,031 + 0,667
39 1,406 + 0,143 3,615 + 0,459
3h 0,506 + 0,040 0,596 + 0,115
Takryna >10 >10
Indometacyna >10 >10
Trolox 0,042 + 0,004 4,858"10° + 0,418"10°°

Tabela 6. Wyniki testow in vitro DPPH i ABTS przeprowadzonych dla zwigzkow 3a-3h.
Kazde badanie wykonano W trzech powtorzeniach, a uzyskane wartosci podano wraz

z odchyleniem standardowym (£SD).

Analiza powyzszych danych pokazuje, ze otrzymana hybryda 3h, wykazuje
nowe wilasciwosci antyoksydacyjne, ktorych nie posiadajg takryna 1 indometacyna jako
osobne czasteczki. Zwigzek ten moze by¢ przedmiotem dalszych badan, majacych na
celu poszukiwanie potencjalnego leku dziatajacego wielokierunkowo tj. bedacego
jednoczes$nie  inhibitorem  cholinoesteraz ~ przy  jednoczesnym  dzialaniu
antyoksydacyjnym, co moze mie¢ np. hamujagcy wplyw na rozwdj stanu zapalnego

w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego. Dodatkowo obnizenie stezenia wolnych
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rodnikow przez zwiazki o dzialaniu antyoksydacyjnym zmniejsza przepuszczalno$é

I uszkodzenia bariery krew-mozg i wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne.

9.7 Modelowanie molekularne

W celu wyjasnienia jak otrzymane W wyniku syntezy zwiazki 3a-3h oddziatuja
na cholinoesterazy  przeprowadzono badanie modelowania  molekularnego.
Zaobserwowano, ze wszystkie badane zwigzki charakteryzowatly si¢ tym samym
sposobem wigzania Z czasteczka acetylocholinoesterazy. Sposob ten byt analogiczny do
sposobu  wigzania  bis-(7)-takryny  do  czasteczki  acetylocholinoesterazy.
Model oddziatywan mi¢dzy badanymi zwigzkami a enzymem przedstawiono na
ryc. 14, na podstawie modelowania molekularnego przeprowadzonego dla najbardziej

aktywnego z catej badanej grupy, zwiazku 3h.

&LU 327 I

Ryc. 14. Model wigzania ligandu 3h do miejsca aktywnego katalitycznie w czasteczce
AChE. Czasteczke ligandu 3h oznaczono kolorem pomaranczowym. Poszczegdlne
czesci aktywnych fragmentow w czasteczce enzymu oznaczono kolorami: zotty -triada
katalityczna, rézowy (magenta) — miejsce anionowe, pomaranczowy — ,kieszen”
acylowa, niebieski (cyjan) — oksyanion, zielony — PAS. Powickszony fragment

szczegdtowo przedstawia miejsce wigzania zwigzku 3h z AChE.
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Z miejscem aktywnym katalitycznie w czasteczce enzymu oddziatywat
fragment ligandu zbudowany ztakryny. Zaobserwowano charakterystyczne
odzialywania m-m oraz kation-m pomigdzy badanym zwigzkiem a aminokwasami
w miejscu aktywnym katalitycznie enzymu — Trp84 oraz Phe330. Obecne byty rowniez
wigzania wodorowe pomiedzy protonowanym atomem azotu W czasteczce takryny

I tlenem w grupie karbonylowej His440.

Lancuch alkiloaminowy W czgsteczce ligandu, skierowany byt w kierunku
wejscia do miejsca aktywnego Kkatalitycznie W czasteczce enzymu. W miejscu tym
zaobserwowano, ze indometacyna tworzy  oddziatywania z  ugrupowaniem
aromatycznym z Trp279. Czasteczka tryptofanu (Trp279) pochodzi z peryferyjnego

miejsca anionowego (ang. peripheral anionic site, PAS).

Zaobserwowano, ze dtugo$¢ tancucha alkiloaminowego taczacego takryne oraz
indometacyne W badanych zwigzkach wplywa na interakcje pomiedzy indometacyng
a obwodowym miejscem anionowym (PAS) Ww czasteczce enzymu. Lancuch
alkiloaminowy 0 mniejszej dtugosci obecny W zwiagzkach 3b-3d tworzy oddziatywania
typu w-m zTyr70 oraz Trp279, a optymalng dlugo$¢ tacznika do wigzania
z wymienionymi aminokwasami wykazywal zwigzek 3C Z czterema atomami wegla
w tancuchu alkiloaminowym. Podobny charakter oddzialywan obserwowany jest
w przypadku drugiej czasteczki takryny wchodzacej w sktad bis-(7)-takryny.
W przypadku dtuzszych tancuchow alkiloaminowych - wzwigzkach 3e-3h -
nie zaobserwowano interakcji migdzy indometacyna w ligandzie a Tyr70 w czasteczce
enzymu. Dwa najdluzsze taczniki alkiloaminowe, wystepujace W zwigzkach 3g i3h
spowodowaly powstanie specyficznego oddziatywania indometacyny z Ser286.
Efektem tego jest zwigkszenie sily wigzania ligandow 3g 13h z czasteczka

acetylocholinoesterazy.

Miejsce aktywne w czgsteczce butyrylocholinoesterazy jest szersze niz
w przypadku acetylocholinoesterazy, jednakze konformacje ligandow wchodzacych
w interakcje z miejscem aktywnym wobu przypadkach s3 podobne. Sposob
oddziatywania  badanych  zwigzkéw  z butyrylocholinoesterazg  przedstawiono
naryc.15s. 95, na podstawie najbardziej aktywnego wobec BuChE zwigzku 3f.
Fragment czgsteczki ligandu zbudowany z takryny przyjmuje podobng konforamacje

wobec BUChE jak w przypadku AChE. Takryna tworzy oddziatywania typu m-m oraz
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kation-t z Trp82 w czasteczce enzymu. Dodatkowo obecne sg wigzania wodorowe
pomigdzy protonowanym atomem azotu I grupg karbonylowag z His438. WSszystkie
ligandy 3a-3h, pomimo réznej dlugosci tacznika alkiloaminowego, wykazujg
wydtuzong konformacj¢ co wymuszone zostalo przez indometacynge. Obwodowe
miejsce anionowe (PAS) w czasteczce butyrylocholinoesterazy jest zredukowane
w poréwnaniu  do  acetylocholinoesterazy.  Ligandy  z krétszym  tancuchem
alkiloaminowym w czgsteczce wykazywaty interakcje z PAS w BuChE. W przypadku
badanych zwigzkéw z dluzszym facznikiem zaobserwowano wigzanie z Phe278 —
czasteczka ligandu siega poza PAS wenzymie. Optymalng dhlugos¢ tacznika do
wigzania z Phe278 posiada zwigzek 3f zsiedmioma atomami wegla w tancuchu
alkiloaminowym. Indometacyna wchodzaca w sktad czasteczki ligandu 3f tworzy
optymalne oddziatywania aromatyczne Zztg reszta aminokwasows. Czasteczki
Z tacznikiem 0 innej dlugosci wykazywaly slabsza zdolno$¢ lub tracity mozliwosé
wigzania indometacyny z Phe278 co skutkowato spadkiem ich aktywnosci inhibicyjne;j

wobec butyrylocholinoesterazy.

Ryc. 15. Model wigzania ligandu 3f do miejsca aktywnego Kkatalitycznie w czgsteczce
butyrylocholinoesterazy. Czgsteczke ligandu 3f oznaczono kolorem pomaranczowym.
Poszczegdlne czgsci aktywnych fragmentdw w czasteczce enzymu oznaczono
kolorami: zo6tty -triada katalityczna, r6zowy — miejsce anionowe, pomaranczowy —
,kieszen” acylowa, niebieski (cyjan) — oksyanion, zielony — PAS. Powigkszony

fragment szczegdtowo przedstawia miejsce wigzania zwigzku 3f z BUChE.
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9.8 Tabele zbiorcze wlasciwosci oraz wynikow badan zsyntezowanych zwigzkow (2a-2h, 3a-3h)

Zestawienie wlasciwosci zwigzkow 2a-2h
Masa
Wzér Temperatura )
Symbol molowa o Posta¢é Barwa Nazwa chemiczna
sumaryczny topnienia
teoretyczna*
o Pomaran- N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(2-aminoetylo)-2-{1-[(4-
2a CaaHssCIN4O; | 581,10382 | 163-165°C | Osad crowa chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamid
. N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(3-aminopropylo)-2-{1-[(4-
_14E0
2b CasHasCINGOs | 595,13040 | 143-145°C Osad Bezowa chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamid
-, N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(4-aminobutylo)-2-{1-[(4-
_12E0
2¢ | CaHxCINJOs | 609,15698 | 132-135°C | Osad Z6Ma | opjorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-ylYacetamid
., N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(5-aminopentylo)-2-{1-[(4-
1270
2d Cs7H39CIN4O3 | 623,18356 | 134-137°C Osad Zotta chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamid
N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(6-aminoheksylo)-2-{1-[(4-
_ (6]
2e CasHuCINO; | 637,21014 | 144-148°C Osad | Brazowa chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamid
., N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(7-aminoheptylo)-2-{1-[(4-
1910
2f C39H43CIN4Os | 651,23672 | 118-121°C Osad Zotta chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamid
. N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(8-aminooktylo)-2-{1-[(4-
1940
29 CaoHasCINOs | 665,26330 | 121-124°C | Osad | Bezowa chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl }acetamid
020 N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(9-aminononylo)-2-{1-[ (4-
2h CarHaCINGOs | 679,28988 96-98°C Osad | Brazowa chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamid

Tabela 7. Zestawienie wybranych wlasciwosci zwigzkow 2a-2h.

* obliczona za pomocg programu ACD/ChemSketch 2018.2.1
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Zestawienie wynikow pomiarow zwigzkow 2a-2h

MS-HR (ESI)
Sym- Wzor
Wyznaczone FTIR (ATR) v (cm™) MS (ESI) m/z (M+1)
bol sumaryczny Obliczone
w badaniu
2a | Ca34H33CIN4Os | 580,22412 | 580,22430 749,6 ; 1224,1; 1324,1 ; 1475,2 ; 1588,8 ; 2939,6 ; 3184,8 581,2;199,1; 143,0
2b | C3sH3sCINgO3 | 594,23977 | 594,24012 | 753,6 ;1227,7 ; 1313,8 ; 1477,5 ; 1570,4 ; 2937,9 ; 3230,2 595,2;199,1 ; 143,0
2c | C36H37CIN4Os | 608,25542 | 608,25646 | 754,1;1224,2;1323,5; 1474,6 ; 1573,8 ; 2938,7 ; 3238,8 609,3;199,1; 143,0
2d | C37H39CIN4O3 | 622,27107 | 622,27177 | 754,1; 1224,2 ; 1323,7 ; 1474,5 ; 1569,7 ; 2937,4 ; 3238,2 623,3;199,1; 143,0
2e | C3sH41CIN4Os | 636,28672 | 636,28742 | 754,2;1224,1; 1357,5; 1474,6 ; 1588,3 ; 2932,1 ; 3231,6 637,3;308,2 ; 198,1
2f | CagHa3CIN4O3 | 650,30237 | 650,30350 | 753,9;1224,5;1325,4 ;1473,8;1576,8 ;2932,1; 3231,3 651,3;322,2;174,1
29 | CaoHssCINgO3 | 664,31802 | 664,31861 | 754,1;1224,7;1325,1;1473,0 ; 1568,8 ; 2927,5 ; 3227,8 665,3 ; 336,2 ; 174,1
754,3 ;1219,5; 1355,1 ; 1471,4 ; 1587,44 ; 2926,6 ; 3238,1 | 679,3 ; 350,3 ;184,0;
2h | C41H47CIN4O3 | 678,33367 | 678,33401 1741

Tabela 8. Zestawienie wybranych wynikow pomiarow zwigzkoéw 2a-2h, wyniki uzyskane w pomiarze widm MS-HR, IR, MS (ESI).
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Zestawienie wlasciwosci zwigzkow 3a-3h

Svm- Wzér Masa Tempera-
y molowa tura | Postaé | Barwa Nazwa chemiczna
bol sumaryczny .
teoretyczna* | topnienia
Pomaran- | N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(2-aminoetylo)-2-{1-[(4-chlorofenylo)karbonylo]-5-
_ 0
3a | CaHsCLN4Os | 617,56476 | 182-184°C | Osad czowa metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamidu chlorowodorek
o ) N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(3-aminopropylo)-2-{1-[ (4-
3b CasHasCl2N4Os 61359134 | 160-162°C | Osad Bezowa chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl }acetamidu chlorowodorek
., N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(4-aminobutylo)-2-{1-[ (4-chlorofenylo)karbonylo]-
3c | CasHaeClNJOs | 64561792 | 157-159°C | Osad Zotta 5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamidu chlorowodorek
o . N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(5-aminopentylo)-2-{1-[(4-
3d Ca7H40C12N4O3 659,64450 158-160°C | Osad Zotta chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl }acetamidu chlorowodorek
o N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(6-aminoheksylo)-2-{1-[(4-
3e CagH42C12N4O3 673,67108 83-85°C Osad Brazowa | chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamidu chlorowodorek
o . N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(7-aminoheptylo)-2-{1-[(4-
3f Ca9H44C12N4Os3 687,69766 150-152°C | Osad Zotta chlorofenylo)karbonylo]-5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamidu chlorowodorek
) N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(8-aminooktylo)-2-{1-[ (4-chlorofenylo)karbonylo]-
39 | CaoHasClN4O3 | 701,72424 | 146-148°C | Osad | Bezowa 5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamidu chlorowodorek
o N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynylo)-(9-aminononylo)-2-{1-[(4-chlorofenylo)karbonylo]-
3h | CaHagClN4Os | 71575082 | 146-148°C | Osad | Brazowa 5-metoksy-2-metylo-1H-indol-3-yl}acetamidu chlorowodorek

Tabela 9. Zestawienie wybranych wlasciwosci zwiazkow 3a-3h.
* Obliczona za pomocg programu ACD/ChemSketch 2018.2.1
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Zestawienie wynikow pomiarow zwigzkow 3a-3h

, MS-HR (ESI)*
Symbol Sum‘Z:;zzny S Wyznaczone FTIR (ATR) v (cm™): MS (ESI) m/z (M+1)
w badaniu
3a CaaHaiCloNJOs 580,22412 58022301 | /10 1LY 4141%3’;’;2;11;;5’2 157855 1 5819120101430 ; 81,0
3b CasH3sCl2N4O3 594,23977 594,24029 756.1; 1230'25 412?32;’22;11;;4’5 15781 595,2:199,1 ; 143,0
3c Ca6H3sC1N4Os 608,25542 608,25597 7563 1219;5 4113:23:@2;21;;3’8  1576,9; 609,3; 199,1 ; 143,0
3d CsrHaoClN:Os 622,27107 622,27072 45 1223’825%3,2;’;23;23‘7"575’4 ; 1587,5; 623,3;199,1 ; 143,0
3e CasH22Cl2N4O3 636,28672 636,28658 7544 1218'253123‘1;%2;317‘1;6’0 ; 1587.1; 637,3:308,2; 174,1 ; 143,0
3f CaoHuCl2N4O3 650,30237 650,30199 7545 1224"2153113:53:’22;0174,26’1 15875 651,3:322,2: 174,1 ; 139,0
3 CaoHasClN2Os 664,31802 66431826 | 43 1222'%216%%’22;01;?5’9 198805 | 6653:336,2: 1741 ; 1430
3h Ca1HasC1N4Os 678,33367 678,33207 7539 1218;5116?(9)7;’22;01;38’6 ; 160575 679,3;174,1; 167,0

Tabela 10. Zestawienie wybranych wynikéw pomiarow zwiagzkow 3a-3h, wyniki uzyskane w pomiarze widm MS-HR, IR, MS.
* Nie uwzglednia obecnosci HCl w strukturze badanej czasteczki.
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Zestawienie wynikéw badan aktywnosci zwigzkow 3a-3h
Symbol IC50+SD AChE (nM) | 1Cs50£SD BuChE (nM) (F?gg(s),:‘::]llz/l) (;I;I;I;,iri]zﬂ)
3a 7085,82 + 1355,34 288,56 35,92 3,955+0,173 >10
3b 41,60 + 3,56 334,99 + 32,89 2,355+ 0,488 >10
3c 25,03 +£2,02 229,20 + 30,49 3,851+ 0,611 >10
3d 61,99 +£7,98 30,10+ 4,19 1,339+ 0,132 >10
3e 260,52 £ 6,10 245,74 £ 26,48 >10 >10
3f 99,09 + 3,27 6,50 £0,77 0,887 +£0,113 5,031 + 0,667
39 28,70 +£ 2,37 241,24 + 43,62 1,406 + 0,143 3,615 + 0,459
3h 9,50+ 1,39 57,17 + 4,34 0,506 + 0,040 0,596 + 0,115

Tabela 11. Zestawienie wybranych wynikow badan aktywnosci zwigzkow 3a-3h, badanie aktywnosci inhibicyjnej wobec cholinoesteraz oraz

aktywnosci antyoksydacyjnej w tescie z ABTS 1 DPP
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10 WNIOSKI

W toku syntezy uzyskano 8 nowych zwigzkdéw o charakterze hybryd,
powstatych z potaczenia czasteczki takryny z czasteczka indometacyny przy pomocy
facznika alkiloaminowego zawierajacego od 2 do 9 atoméw wegla. Otrzymane zwigzki
przeprowadzono w posta¢ rozpuszczalnych soli (chlorowodorkow), ktére poddano
szeregowi badan in vitro. Zbadano aktywnos¢ inhibicyjng wobec AChE i BuChE,
kazdego otrzymanego zwigzku i poréwnano z aktywnoS$cia zwigzkoéw referencyjnych
0 znanej aktywnos$ci - takryng oraz donepezilem. Sze$¢ zwigzkow wykazalo wyzsza
aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE niz takryna, a pi¢¢ wyzsza aktywnos$¢ inhibicyjna
niz donepezil. Dwa z przebadanych zwiazkéw wykazalo wyzsza aktywno$¢ inhibicyjng
wobec BuChE niz takryna oraz wszystkie zwiazki byly aktywniejsze od donepezilu.
Oprocz zwigzku 3a wszystkie wykazywaly wobec cholinoesteraz warto$¢ 1Cso na
poziomie nanomolarnym. Zwiazek 3h wykazujacy najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjng
(IC50=9,50nM) wobec acetylocholinoesterazy postuzyt do opracowania kinetyki reakcji
inhibicji enzymu przez badany zwigzek. Otrzymane wyniki i sporzgdzone wykresy
wykazaly mieszany typ inhibicji, zarowno AChE jak i BUChE. W badaniu wplywu
otrzymanych zwiazkdw na przezywalno$¢ komorek, przeprowadzonym na liniach
komorkowych HepG2 oraz EA.hy926, nie zaobserwowano znacznego uszkodzenia
komorek przy ekspozycji na zwigzek 3h. Wszystkie zwigzki poddano badaniu
aktywnos$ci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem rodnikow ABTS™™ i DPPH'. W obu
testach zwiazek 3h ponownie wykazal najwyzsza aktywnos$¢ z calej serii. Wartosci
FRS50 dla zwigzku 3h w obu testach byty na poziomie mikromolowym. Modelowanie
molekularne wykazaly obecnos¢ silnych oddzialywan zwigzku 3h z aminokwasami
wchodzacymi w sktad CAS i PAS zaréwno AChE, jak i BUuChE co potwierdzaja wyniki

uzyskane w badaniu aktywno$ci inhibicyjnej wobec powyzszych enzymow.

Otrzymane wyniki badan pozwalaja wnioskowac, iz uzyskano nowy zwigzek
wykazujacy aktywnos¢ inhibicyjnag wobec AChE 1 BuChE, posiadajacy wlasciwosci
antyoksydacyjne oraz wykazujacy niski wptyw na przezywalno$¢ komorek watroby
I sSrédbtonka naczyn krwiono$nych. Dla uzyskanego zwigzku 3h, ze wzgledu na
oddziatywanie z PAS cholinoesteraz, mozna w przysztosci przeprowadzi¢ badanie
okreslajace jego potencjal do inhibicji powstawania kompleksow AB-AChE co byloby

rOwnoznaczne z hamowaniem agregacji amyloidu-f. W celu okreslenia potencjatu
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zwigzku 3h jako leku w terapii choroby Alzheimera, w dalszych badaniach nalezy
okresli¢ jego potencjal do przekraczania bariery krew-moézg oraz ustali¢c jakim

przemianom metabolicznym podlegatby w warunkach in vivo.
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11 STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Celem pracy bylo otrzymanie nowych zwigzkéw o charakterze hybryd,
wykazujacych dziatanie inhibicyjne wobec acetylo- oraz butyrylocholinoesterazy
z dodatkowa aktywnos$cig przeciwzapalng i antyoksydacyjng. Seria zwigzkow zostata
zaprojektowana i zsyntezowana, w wyniku czego otrzymano osiem nowych hybryd
pochodnych  9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny iindometacyny, potaczonych
za pomocg tancucha alkilodiaminowego o ro6znej dlugosci — od 2 do 9 atomow wegla
w tancuchu. Otrzymane zwigzki poddano badaniom majacym na celu okreslenie ich
biologicznej aktywno$ci np. aktywnosci inhibicyjnej wobec AChE i BuChE. Badane
zwiagzki wykazaty wysoka aktywnos$¢ inhibicyjna wobec cholinoesteraz. Wartosci ICso
wszystkich otrzymanych zwigzkéw wynosity od 10nM do 7uM. Poréwnanie wynikow
pozwolilo na stwierdzenie, ze badane zwiazki wykazuja znacznie wyzszy potencjat
inhibicyjny niz dobrze znane inhibitory AChE i BuChE tj. takryna i donepezil. Sposrod
otrzymanych 1 przebadanych zwigzkow wybrano jeden o najwyzszym potencjale
inhibicyjnym - 3h. Dla wybranego zwigzku przeprowadzono badanie kinetyki reakcji
inhibicji zar6wno AChE jak i BuChE. Badanie wykazato mieszany typ inhibicji enzymu
przez testowany zwigzek. Otrzymane zwigzki przebadano pod wzgledem
cytotoksycznosci wobec komorek HepG2 oraz EA.hy96, przy uzyciu testow MTT
I MTS. Wszystkie badane zwigzki wykazywaly podobng niska cytotoksycznosé¢
na poziomie mikromolowych stezen. Aktywno$¢ inhibicyjna wobec cholinoesteraz
na poziomie nanomolowym, pozwala sadzi¢, ze otrzymane zwigzki moga
charakteryzowa¢ si¢ wysokim indeksem terapeutycznym jako potencjalne leki.
Wszystkie  otrzymane  zwigzki  przebadano pod  wzgledem  wiasciwosci
antyoksydacyjnych, a wyniki poréwnano ze znanymi zwigzkami o silnych
wlasciwos$ciach antyoksydacyjnych — TroloX, a takze pozbawionych takiego dziatania —
takryna i indometacyna. Wsrod badanych zwigzkéw mozna stwierdzié¢, te o dluzszym
faczniku alkilodiaminowym wykazywaly znacznie wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna,
przy czym najsilniejsze wtasciwosci do wylapywania wolnych rodnikow wykazywat
zwigzek 3h. Modelowanie molekularne potwierdzity mozliwos¢ oddziatywania
zwigzkow o dluzszym tancuchu w laczniku z istotnymi fragmentami czasteczek
enzymow AChE i1 BuChE. Potwierdzone badaniami wielokierunkowe dziatanie

tj. wysoka aktywno$¢ wobec obu cholinoesteraz, aktywnos$¢ antyoksydacyjna oraz niska
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cytotoksycznos¢ zwiazku 3h, czyni ten zwigzek obiecujacym potencjalnym lekiem

w terapii choroby Alzheimera.

12 STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

The aim of the study has been synthesized new series of compounds (hybrids),
showing an inhibition activity against to acetyl- and butyrylcholinesterase, with an
additional anti-inflammatory and antioxidant activity. The new series of eight
compounds - 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine and indomethacin derivatives, linked
by an alkyldiamine chain of various length - from 2 to 9 carbon atoms in the chain - was
designed and synthesized. Inhibitory potency against AChE and BuChE was studied.
All of tested compounds were showed a high inhibitory activity against cholinesterases
with the IC50 values between 10nM and 7uM, higher than the well-known inhibitors
of AChE and BuChE - tacrine and donepezil. Compounds 3h showed the highest
inhibitory potency and was selected to the study of reaction kinetics on AChE
and BuChE — mixed type of enzyme inhibition has been specified. The cytotoxicity
against HepG2 and EA.hy96 cells, using the MTT and MTS tests, for obtained
compounds were studied and showed similar low cytotoxicity at the micromolar
concentrations. The inhibitory activity against cholinesterase at the nanomolar level
suggests that the obtained compounds may have a high therapeutic index as potential
drugs. The antioxidant properties for all obtained compounds were studied and
compared with known strong antioxidant — Trolox, and compounds without antioxidant
activity — tacrine and indomethacin. The compounds with longer alkyldiamine linker
showed much higher antioxidant activity, while the compound 3h was the strongest.
Molecular modeling confirmed the possibility of binding between tested compounds
with a longer linker and significant fragments of the AChE and BuChE enzyme
molecules. Multidirect activity of 3h compounds confirmed by research (high inhibitory
potency against cholinesterases, antioxidant activity) and low cytotoxicity, makes of it

a promising potential drug in the treatment of Alzheimer's disease.
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