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1 CZESC TEORETYCZNA

1.1 Wstep

Demencja, zwana inaczej ot¢gpieniem, charakteryzuje si¢ przewlektym i postepujacym
uposledzeniem funkcji poznawczych, w szczegdlnosci zapamigtywania, myslenia, orientacji,
rozumienia, mozliwosci uczenia si¢ oraz zmianami zachowania. Otgpienie ma ogromny
wplyw na jako$¢ codziennego zycia oséb chorych jak réwniez ich rodzin oraz opiekundéw.
Dotyczy gtéwnie os6b starszych, po 65 roku zycia[1].

Demencja dotyka okoto 50 milionéw ludzi na swiecie[2]. Prognozy na przysztos¢ nie
sg optymistyczne. Szacuje si¢, ze do 2050 roku liczba oséb cierpigcych na demencje wyniesie
okoto 139 milionéw. Otgpienie starcze jest btednie przypisywang chorobg krajow
rozwinigtych, gdyz ponad potowa chorych obecnie zyje w krajach rozwijajacych sig, a liczba
ta ma znaczaco wzrosna¢ w przysziosci. Koszty leczenia i1 opieki nad chorymi sg ogromne.
Obecnie wynoszg one okoto 1,3 tryliona USD na $wiecie i ciagle rosng. Ponadto warto
zwréci¢ uwage na obcigzenie psychiczne z jakim muszg si¢ mierzy¢ pacjenci, ich rodziny
1 opiekunowie wobec tej postgpujacej 1 wyniszczajgcej choroby[2].

Kolejnym waznym problemem jest diagnostyka otgpienia, a co za tym idzie wdrozenie
odpowiedniego leczenia i opieki nad pacjentem. Badania pokazuja, ze w krajach rozwinigtych
tylko 20-50% przypadkéw demencji jest wlasciwie zdiagnozowanych. Sytuacja w krajach
rozwijajacych si¢ jest znacznie gorsza. Przewiduje si¢, ze odsetek oséb niezdiagnozowanych
moze wynosi¢ nawet 90%. Wczesna diagnostyka demencji oraz wdrozenie leczenia
1 odpowiedniej opieki nad pacjentem na wczesnym etapie rozwoju choroby jest kluczowe dla
zwigkszenia komfortu oraz jakosci zycia pacjentéw i ich rodzin[2, 3].

Najczestszg przyczyng demencji na $wiecie jest choroba Alzheimera, stanowigca
okoto 50-60% przypadkow. Oprocz choroby Alzheimera mozemy réwniez wyr6zni¢
otgpienie naczyniowe, demencj¢ z cialami Lewy’ego oraz otgpienie czolowo-skroniowe.
Wiszystkie te jednostki chorobowe r6znig si¢ patogeneza, nie mniej skutkuja nieodwracalnym
uszkodzeniem moézgu, prowadzacym do upo$ledzenia funkcji kognitywnych oraz
w konsekwencji do $mierci[1, 4].

Prawdziwym wyzwaniem dla farmacji 1 medycyny jest farmakoterapia demencji,
w tym choroby Alzheimera. Obecnie leczenie demencji ma charakter symptomatyczny, nie
wplywajacy na patogeneze choroby. Poszukiwanie nowych lekéw, ktére beda dziata¢ na
przyczyny choroby, a nie jedynie tagodzi¢ objawy powinno sta¢ si¢ sprawg priorytetowa dla

Swiata nauki w obliczu rosngcego problemu demencji na §wiecie[5].



1.2 Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera jest najczes$ciej wystepujaca chorobg neurodegeneracyjng oraz
najczestsza przyczyng demencji na §wiecie. Po raz pierwszy opisal ja niemiecki psychiatra
Alois Alzheimer w 1906 roku badajac przypadek S51-letniej pacjentki, Auguste Deter.
Chorobe wyrdznia skomplikowany patomechanizm 1 zr6znicowana etiologia, ktéra pomimo
ponad 100 lat badan nie zostata w peini odkryta 1 wyjasniona[1].

Choroba Alzheimera charakteryzuje si¢ nieodwracalnym i post¢pujacym procesem
neurodegeneracyjnym centralnego uktadu nerwowego (CNS) prowadzacym do uposledzenia
funkcji poznawczych: pamigci, uczenia si¢, orientacji, mowy oraz funkcji motorycznych
a w konsekwencji do smierci[1]. Diagnostyka choroby Alzheimera stanowi duzy problem
w wiekszo$ci opierajac si¢ na wywiadzie i testach pamigciowych, takich jak ,test zegara”
oraz test MMSE][4]. Niestety ostateczna diagnoza jest mozliwa jedynie po $mierci. Zgodnie
z nowymi wytycznymi amerykanskiego NIA-AA[2], termin ,,choroba Alzheimera” odnosi si¢
do pacjentow ze zdiagnozowanymi charakterystycznymi biomarkerami tej choroby jak:
blaszki B-amyloidu (APB) i ztogi biatka tau[3, 6], wykrytymi w badaniach in vivo plynu
moézgowordzeniowego oraz badaniami obrazowymi wykorzystujgcymi rezonans magnetyczny
(MRI), pozytonowa tomografi¢ emisyjng (PET), tomografi¢ komputerowa pojedynczego
fotonu (SPECT) lub w badaniu post-mortem[7]. ,,Kliniczny zesp6t Alzheimera” to zalecana
terminologia dla pacjentéw z klinicznymi objawami otgpienia, ale nie potwierdzong
obecnoscig biomarkeréw charakterystyczng dla choroby Alzheimera. NIA-AA opracowata
rowniez koncepcje ,,patologicznych zmian charakterystycznych dla choroby Alzheimera”,
ktora odnosi si¢ do wczesnego etapu rozwoju choroby Alzheimera, zdefiniowanego in vivo
przez obecno$¢ AP bez potwierdzonej obecnosci patologicznego biatka tau. Termin
,Alzheimer’s continuum” odnosi si¢ do wszystkich pacjentéw w trakcie rozwoju choroby

z potwierdzong obecnos$cia AB[2].
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/

Ryc. 1 Fazy rozwoju choroby Alzheimera[8].

W chorobie Alzheimera z racji progresywnego charakteru wyrézniamy kilka faz rozwoju
choroby (Rye. 1)[8]. W zaleznosci od pacjenta, tempo rozwoju choroby jest zr6znicowane.
Srednio, osoba ze zdiagnozowana choroba Alzheimera zyje od 4 do 8 1at[9]. Jednak ten okres
moze trwa¢ nawet 20 lat w zaleznos$ci od réznych czynnikéw([9]. Charakterystyczne zmiany
w moézgu zwigzane z chorobg Alzheimera, ktére obejmujg pojawienie si¢ patologicznego A
1 biatka tau, stanu zapalnego w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), uszkodzenie
mitochondriéw, moga pojawi¢ si¢ nawet 15-20 lat przed pierwszymi zauwazalnymi
objawami[10]. Okres ten, zwany jest przedklinicznym[11, 12].

Kolejnym etapem rozwoju choroby Alzheimera jest tagodne uposledzenie funkcji
poznawczych (MCI - ang. mild cognitive impairment), charakteryzujace si¢ lekkim
uposledzeniem pamig¢ci i myS$lenia[11]. Wyrézniamy dwie formy MCI: amnestic MCI (aMCI)
— MCI z przewazajacymi objawami utraty pamigci oraz nonamnestic MCI (naMCI), gdzie
przewazaja zaburzenia mowy, orientacji oraz problemy z podejmowaniem decyzji[4]. Zmiany
te nie wptywaja znaczgco na funkcjonowanie pacjenta w zyciu codziennym. Zaniki pamigci
najczesciej dotycza rzeczy z zycia codziennego jak rozméw czy, umowionych spotkan.
Pacjenci mogg réwniez przejawia¢ trudnosci z osagdem i podjeciem decyzji. MCI jest
rozpatrywane rowniez jako odrgbna jednostka chorobowa niezwigzana z chorobg
Alzheimera[13]. Niemniej, uwaza si¢, ze w zdecydowanej wigkszosci zdiagnozowane aMCI

stanowi preludium choroby Alzheimera[l, 4].
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Choroba Alzheimera jest najczesciej diagnozowana w fazie tagodnej, kiedy pacjent i jego
rodzina zauwazaja znaczace problemy z pamigcig i mysleniem, majace wpltyw na codzienne
zycie[14]. Pacjent doswiadcza probleméw z zapamigtywaniem nowych informacji, ma
trudnosci z podejmowaniem decyzji, rozwigzywaniem probleméw i ztozonych zadan. W tej
fazie charakterystyczne jest pojawienie si¢ zmian w osobowosci, szczegOlnie drazliwosci
1 ztosci[4]. Pacjenci wykazuja réwniez uposledzong orientacje, czg¢sto gubigc si¢ w swoim
otoczeniu[8].

Na kolejnym etapie, w otepieniu $redniozaawansowanym oprocz pogiebiajacych sie
probleméw z pamigcig 1 orientacja wystepuja rowniez zaburzenia mowy[8, 14]. Pacjenci myla
wtedy stowa, maja trudnosci ze znalezieniem odpowiedniego stowa w zdaniu oraz wykazuja
znaczace zubozenie stownictwa. U czgSci pacjentow rozwijaja si¢ powazne zaburzenia
zachowania w tym epizody psychotyczne np. omamy wzrokowe i stuchowe, napady manii
przesladowczej, zaburzenia rytmu snu i czuwania[15-17]. W tym stadium pacjenci wymagaja
wigkszej pomocy w codziennych aktywnosciach[8].

W ostatnim etapie rozwoju choroby — otg¢pienia zaawansowanego, pacjenci staja si¢
catkowicie zalezni od opiekunéw([8]. Komunikacja staje si¢ bardzo utrudniona. Chorzy nie
odr6zniajg os6b najblizszych ani pér dnia. Pacjenci doswiadczaja réwniez powaznego
uposledzenia funkcji motorycznych oraz probleméw z utrzymaniem moczu i stolca[18, 19].
Pojawiajg si¢ rowniez problemy z potykaniem przez co dochodzi do ostabienia i wyniszczenia

organizmu(8, 20].

1.2.1 Epidemiologia

W 2016 roku liczba oséb cierpigcych z powodu demencji na $wiecie wyniosta ok 47
milionéw([21, 22]. Zgodnie z szacunkami liczba ta co 20 lat ma ulec podwojeniu osiggajac
w 2050 roku ponad 130 milionéw[22]. Zgodnie z przewidywaniami, w 2015 Azja przodowata
w 1losci 0s6b cierpigcych na demencje (22,9 miliondw). Szacunkowe dane dotyczace Europy
wskazywaty na ponad 10 milionéw chorych. Ponad 9 milionéw chorych przewidywano w obu
Amerykach oraz okoto 4 milionéw w Afryce (Rye. 2, str. 12)[22]. Chociaz demencje uwaza
si¢ za chorobe gléwnie krajow rozwinietych, ze wzgledu na rézne czynniki m.in. dluzsza
przecietng dlugos¢ zycia oraz lepsza opieke medyczna, to wedlug nowych danych najwigkszy
wzrost nowych przypadkéw demencji bedzie dotyczyt krajow rozwijajacych si¢ - w regionach

Afryki Péinocnej oraz Bliskiego Wschodu[22].
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Czestos¢ wystepowania demencji na swiecie
w 2015 roku [%]

M Azja ®Europa B Ameryki Afryka

Ryc. 2 Procentowy rozktad wystgpowania demencji na §wiecie[22].

Choroba Alzheimera jest przyczyng 50-60% przypadkéw demencji na $wiecie[11]. Wraz
z wiekiem zapadalno$¢ na demencj¢ gwattownie ros$nie. Zgodnie z wynikami badan,
zapadalnos¢ na demencj¢ podwaja si¢ co 6,5 roku dla Europy Zachodniej 1 Centralnej[22].
W grupie os6b w wieku 60-69 lat wynosi ona 0,6%, a w grupie w wieku 90 lat i wigcej az
22,2%|21].

Demencja jest obecnie pigta, najczestsza przyczyng $mierci na $wiecie[23]. Smiertelnos¢
z powodu demencji na §wiecie miedzy 1990 a 2016 rokiem wzrosta o 148%][21]. Zaréwno
w aspekcie zapadalnos$ci na demencjg, jak i skutku $miertelno$ci obserwuje si¢ znaczace
zréznicowanie ze wzgledu na pte¢. Zapadalnos$¢ na demencje wsrdd kobiet w 2016 roku byta
wieksza 1,17 razy niz u m¢zczyzn. W 2016 roku zmarto ok. 1,5 miliona kobiet z demencja

natomiast m¢zczyzn ok. 0,8 miliona[21].

1.2.2 Etiologia

Ze wzgledu na wiek pacjenta, ktéry jest gtbwnym czynnikiem ryzyka wyrézniamy dwa
typy choroby Alzheimera: chorobe Alzheimera o wczesnym poczatku (ang. early onset
Alzheimer’s disease, EOAD) oraz chorob¢ Alzheimera o pdéZznym poczatku (ang. late onset
Alzheimer’s disease, LOAD)[24].

EOAD rozwija si¢ u pacjentéw przed 65 rokiem zycia. Stanowi ok 5% wszystkich
diagnozowanych przypadkéow choroby Alzheimera. EOAD charakteryzuje si¢ czgsto
atypowymi objawami i agresywnym przebiegiem rozwoju choroby. Wyrézniamy dwie formy

EOAD: 7z dziedziczeniem mendlowskim (ang. Mendelian EOAD, M-EOAD) oraz
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z dziedziczeniem niemendlowskim (ang. Non-Mendelian EOAD, NM-EOAD)[25]. M-EOAD
jest scisle zwigzane z mutacjami genéw zaangazowanych przede wszystkim w powstawanie
patologicznego A takimi jak: biatko prekursorowe amyloidu (ang. amyloid precursor
protein, APP), presenilina 1 i 2 (PSENI, PSEN2) regulujaca potranslacyjne modyfikacje
APP[26]. Mutacje w obrebie tych trzech genéw odpowiadajg za 10-15% przypadkéw EOAD,
a czestos¢ wystepowania M-EOAD w ogélnej statystyce choroby Alzheimera nie przekracza
1%[25]. EOAD z mendelowskim wzorem dziedziczenia zwane jest rOwniez rodzinng postacia
choroby Alzheimera (ang. familial Alzheimer’s disease, FAD). Sredni wiek pojawienia sie
patologicznych zmian u pacjentow z M-EOAD wynosi 46,2 lata, przy czym pierwsze objawy
moga pojawi¢ si¢ juz w 20 roku zycia[l1]. M-EOAD najczesciej objawia si¢ u pacjentow
cierpigcych na zesp6t Downa, gdzie w wyniku czesciowej lub catkowitej trisomii
chromosomu 21, na ktérym lezy jeden z kluczowych genéw kodujacych APP, zmiany
patologiczne charakterystyczne dla AD pojawiajg si¢ przed 40 rokiem zycia[ll]. EOAD
z niemendlowskim wzorem dziedziczenia stanowi zdecydowang wigkszos¢ przypadkow
wczesnej postaci choroby Alzheimera[25]. Intensywne badania genomu oséb cierpigcych na
NM-EOAD w Stanach Zjednoczonych ujawnity, ze to kombinacja zaréwno rzadkich, jak
1 pospolitych wariantéow gendéw oraz czynniki Srodowiskowe prowadza do powstania
1 ujawnienia si¢ patologicznych zmian w mézgu przed 65 rokiem zycia. Jednym z gtéwnych
gendw rozpatrywanych przez badaczy w kontekscie zarowno NM-EOAD jak i LOAD sa
wariancje genu kodujacego receptor sortyling (ang. sortilin related receptor 1, SORLI), ktory
jest neuronalnym receptorem dla apolipoproteiny E (APOE) ulegajacym ekspresji gtéwnie
w OUN]J25]. Receptor ten zaangazowany jest w transport biatka APP. Ponadto odpowiada za
zmniejszanie ilo$¢ AP poprzez bezposredni transport do lizosoméw i jego degeneracje lub
transport APP do aparatu Golgiego i spowolnienie uwalniania biatka do lizosoméw([27, 28].
Badania wykazaly, ze rzadkie warianty genu SORLI zwig¢kszaja pigciokrotnie ryzyko NM-
EOAD co jest porownywalne z ryzykiem posiadania dwoch alleli APOE-e4[25]. Nowe
metody sekwencjonowania genomu jak sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next
generation sequencing, NGS), obejmujace sekwencjonowanie catego genomu, pozwolito
zidentyfikowac¢ kolejne geny zaangazowane w rozwdj choroby Alzheimera[29]. Jednym
znich jest gen TREM?2 (ang. triggering receptor expressed on myeloid cells 2), kodujacy
biatko wyzwalajace receptor komdrek mieloidalnych 2, TREM2[25]. Rzadkie mutacje
w obrebie genu TREM?2 zostaly powigzane z zwigkszeniem depozycji AP oraz jego wychwytu
przez mikroglej, a takze zwigkszong iloscig biatka tau w plynie mézgowo-rdzeniowym (ang.

cerebrospinal fluid, CSF). TREM?2 peini wazna funkcje w aktywacji mikrogleju, uczestniczac
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w modulacji odpowiedzi immunologicznej. Badania wykazaty, ze TREM2 stanowi swojego
rodzaju miecz obosieczny. O ile na wczesnym etapie choroby aktywacja mikrogleju znaczaco
ogranicza wzrost blaszek amyloidowych oraz utatwia ich rozklad, to na zaawansowanym
etapie choroby Alzheimera nadmierna aktywacja mikrogleju przyspiesza amyloidogeneze[25,
30, 31].

LOAD, zwana réwniez sporadyczng forma choroby Alzheimera (ang. sporadic Alzeimer’s
disease, SAD)[32], jest zdecydowanie najcze¢sciej spotykang postacig choroby Alzheimera,
odpowiadajaca za okoto 95% przypadkéw([25]. W zdecydowanej wigkszosci diagnozowana
jest u 0séb po 65 roku zycia[33]. Chociaz LOAD nie jest $cisle zwigzane z dziedziczeniem
mutacji genéw tak jak w przypadku EOAD([34], niemniej do tej pory dzieki
sekwencjonowaniu genomu udalo si¢ powigza¢ ponad dwadziescia genéw zwigkszajacych
ryzyko wystgpienia choroby Alzheimera po 65 roku zycia m.in. TREM?2 (zwigzany réwniez
z EOAD), ADAMI10 i1 PLD3[11]. Wsréd nich najwigkszy udzial ma gen kodujacy APOE,
w szczegOllnosci wariant ¢4[35]. Ryzyko uzaleznione jest od ilosci alleli ¢4. Wedlug badan,
ryzyko wystapienia choroby Alzheimera u heterozygoty posiadajacej jeden allel APOE4 jest
2-3 razy wigksze niz u oséb nieposiadajacych tego wariantu. Z kolei homozygotyczny uktad
dwoéch alleli APOE4 zwigksza ryzyko rozwoju choroby az o 12 razy[36]. Ponadto
udowodniono, ze obecnos¢ APOE4 zwigzana jest z ogélnym uposledzeniem funkcji
kognitywnych niezwigzanych z rozwojem choroby Alzheimera[37]. Wsréd przypadkéw
LOAD tylko okoto 40% posiadato chociaz jeden allel APOE4[38, 39]. Rozwéj LOAD nie jest
wiec uzalezniony od obecnosci APOE4, lecz znaczaco zwigksza ryzyko jej wystgpienia.
Istotne okazaty si¢ mutacje w obrebie genu ADAM 10 kodujacego btonowa metaloproteaze
dysintegrynowa 10 (ang. a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10,
ADAMI10)[40]. Odpowiedzialne sa za wzrost ilosci toksycznego AP w przestrzenie
pozakomoérkowej poprzez zwigkszenie udziatu B- i y-sekretazy w obrdbce potranslacyjnej
biatka APP na drodze amyloidogennej. Poszukiwanie zwigzkéw stymulujacych ADAMI0
stato si¢ jednym z mozliwych kierunkéw rozwoju terapii choroby Alzheimera[40, 41].

Szeroko zakrojone badania genomu (ang. genome-wide association study, GWAS)
wykazaty, ze nowo zidentyfikowane geny powigzane z LOAD, zaangaZowane s3
w metabolizm oraz transport cholesterolu 1 lipidow, endocytozg¢ oraz odpowiedz
immunologiczng w obrgbie OUNJ[11, 38]. Zrozumienie roli nowych, zidentyfikowanych
czynnikéw powinno pomoéc zrozumie¢ mechanizmy molekularne zaangazowane w rozwdj

choroby Alzheimera.
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1.2.3 Czynniki ryzyka

Gtéwnym czynnikiem ryzyka wystgpienia choroby Alzheimera jest wiek[42]. Choroba
zazwyczaj ujawnia si¢ po 65 roku zycia. W przypadku EOAD pierwsze zauwazalne objawy
najczesciej pojawiaja si¢ miedzy 40 a 50 rokiem zycia. Wzrost zapadalnosci na chorobe
Alzheimera i demencj¢ jest zwigzany z wydluzeniem si¢ Sredniej dtugosci zycia oraz stylem
zycia[42, 43].

Wszystkie zidentyfikowane czynniki prowadzace do rozwoju choroby Alzheimera
mozemy podzieli¢ na czynniki genetyczne oraz $Srodowiskowe (Rye. 3, str. 16)[44]. Do
czynnikOw genetycznych zaliczmy mutacje w okreslonych genach m.in. APP, PSENI,
PSEN2, APOE, SORLI, TREM2, ADAM10, PLD3[43, 45]. Mutacje w obrebie tych genéw,
ktére zaangazowane sg bezposrednio w metabolizm i usuwanie A, endocytoze, metabolizm
1 transport cholesterolu oraz lipidéw oraz w odpowiedz immunologiczng znaczgco zwigkszaja
ryzyko wystapienia choroby Alzheimera[45, 46].

Do czynnikéw Srodowiskowych, a wiec modyfikowalnych zaliczamy choroby
wspotistniejace, urazy czaszki, udary mézgu, infekcje i stany zapalne w obrebie OUN, a takze
siedzacy styl zycia, otylos¢, niezdrowa diete, niedobor witamin, stabg aktywnos¢
intelektualng, palenie papieroséw, picie alkoholu, zanieczyszczenie srodowiska, ekspozycje
na metale (szczegllnie glin, miedz i cynk) i wiele innych[42-44, 47]. Ryzyko rozwoju
choroby znaczaco wzrasta u pacjentow obcigzonych ryzykiem sercowo-naczyniowym([46].
Wsréd choréb wspdétistniejagcych majacych najwigksze znaczenie w rozwoju choroby
Alzheimera oraz jego progresji wyrOzniamy: nadci$nienie, cukrzyce typu 2,
hipercholesterolemi¢, miazdzyce oraz zespét Downal43, 46, 48]. Ponadto u pacjentéw
z zaburzeniami snu oraz rytmu okotodobowego, bezsennoscig oraz obturacyjnym bezdechem
sennym zaobserwowano zwigkszenie ryzyka upos$ledzenia funkcji kognitywnych
w poOzniejszym etapie zycia[44]. Diugotrwaty stres, depresja oraz choroby psychiczne jak
schizofrenia, choroba afektywna dwubiegunowa przyczyniaja si¢ do pogorszenia funkcji
poznawczych u pacjentéw, ktéry zwigzany jest zarowno z procesem chorobowym jak
i leczeniem[47, 49]. Osoby cierpiace na epilepsj¢ stanowig réwniez grupe zwigkszonego
ryzyka rozwoju choroby Alzheimera[47, 48]. Wplyw chor6b wspdtistniejacych 1 choroby
Alzheimera na ich wzajemng progresj¢ jest przedmiotem intensywnych badan[48, 50-54].
Weczesna diagnostyka oraz wczesne wdrozenie leczenia choréb wspdtistniejacych potaczone
ze zdrowym stylem zycia moze mie¢ kluczowe znaczenie w zapobieganiu, jak

1 kontrolowaniu rozwoju choroby Alzheimera.
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Czynniki Srodowiskowe:

® urazy czaszki

e udary mozgu

¢ infekcje i stany zapalne OUN
» choroby wspdtistniejgce

e otytosc

¢ niezdrowa dieta

¢ niedobdr witamin

¢ ekspozycja na metale

o uzywki

Ryc. 3 Czynniki ryzyka rozwoju choroby Alzheimera[44].

1.2.4 Diagnostyka

Diagnostyka choroby Alzheimera stanowi duze wyzwanie dla lekarzy. W zalezno$ci od
dostepnosci metod diagnostycznych opiera si¢ ona na doktadnym wywiadzie rodzinnym,
oceny funkcji poznawczych przy pomocy testow kognitywnych, ogdélnym badaniu
fizykalnym, badaniu neurologicznym, badaniu elektroencefalograficznym oraz badan
z wykorzystaniem technik obrazowania i/lub oznaczenia obecno$ci charakterystycznych
biomarkerow w ptynie moézgowo-rdzeniowym(4, 33, 55, 56]. W przypadku oceny funkcji
poznawczych stosowane s3 gléwnie dwa testy: Montrealska Skala Oceny Funkcji
Poznawczych (ang. Montreal Cognitive Assessment, MoCA) oraz Krétka Skala Oceny Stanu
Psychicznego (ang. Mini-Mental State Examination, MMSE)[1, 55]. Dzi¢ki nim mozna
scharakteryzowa¢ obecnos$¢, nasilenie oraz natur¢ zaburzen kognitywnych biorac pod uwage
zaburzenia pamigci, orientacji, mowy oraz obecno$s¢ dodatkowych objawéw takich jak
niepokéj, agresja, depresja, epizody psychotyczne czy zaburzenia snu[33, 55]. Dostepnosé
technik obrazowania i oznaczenia obecnosci biomarkeréw w CSF jest w wielu miejscach na
swiecie ograniczona, dlatego czesto ostateczne potwierdzenie choroby Alzheimera mozliwe
jest jedynie w badaniu post mortem.

Techniki obrazowania pelnig obecnie kluczowg rol¢ w klinicznej ocenie pacjentéw
z podejrzeniem choroby Alzheimera[13, 44]. Podstawowymi technikami obrazowymi
wykorzystywanymi w diagnostyce jest tomografia komputerowa (ang. computed tomography,

CT) oraz strukturalny i funkcjonalny rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance,
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MRI)[13]. Dzigki nim mozemy oceni¢ zmiany strukturalne oraz funkcjonalne w pewnych
obszarach moézgu charakterystycznych dla choroby Alzheimera[44]. Zaliczamy do nich
przysrodkowy plat skroniowy, a w szczeg6lnosci obszar skroniowy oraz obszar skroniowo-
ciemieniowy, gérny zakret skroniowy, tylny zakret obreczy, hipokamp, cialo migdatowate,
miejsce sinawe oraz obszary korowe[ll, 13]. Zmiany atroficzne 1 wolumetryczne
wymienionych struktur mézgowych wraz z pozytywnymi wynikami testow kognitywnych
oraz badan neurologicznych moga z duzym prawdopodobienstwem potwierdzi¢ diagnoze|6,
13]. Rozwd6j medycyny nuklearnej pozwolit na wykorzystanie nowych technik obrazowych
w diagnostyce choroby Alzheimera, w szczeg6lnosci wsrdd pacjentdw z atypowym obrazem
klinicznym. W tym celu wykorzystuje si¢ PET 1 SPECT oraz techniki hybrydowe laczace co
najmniej dwie metody obrazowania np. PET-CT, SPECT-CT, PET-MRI[13, 44, 56].
Wykorzystywane w medycynie nuklearnej radiofarmaceutyki zawierajgce w swojej strukturze
radioizotopy. f.gczone sg z nosnikami (najczesciej czgsteczkami organicznymi) o wysokim
powinowactwie do badanej tkanki badZz narzadu[56]. W diagnostyce choroby Alzheimera
najczesciej stosowane sg potgczenia technetu (Tc®™) w SPECT oraz fluoru (F'®) w PET[13,
44, 55]. Dzigki tym metodom mozliwa jest ocena ukrwienia oraz metabolizmu
poszczegblnych struktur mézgowych 1 ich stopnia uszkodzenia. PET z wykorzystaniem
fluorodeoksyglukozy znakowanej F!® jest metodg stosunkowo najczgsciej stosowang
w réznicowaniu demencji na podstawie zmian metabolizmu komdérkowego konkretnych
obszaré6w moézgu[l, 13, 25, 55]. Dzieki niej mozemy na przyktad odrézni¢ chorobg
Alzheimera od otgpienia skroniowo-czotowego oraz zréznicowaé jego typ w zalezno$ci czy
spadek metabolizmu dotyczy plata czotowego (typ behawioralny) czy ptata skroniowego (typ
semantyczny)[13].

Najbardziej innowacyjng metod¢ diagnostyczng stanowi obecnie PET wykorzystujacy
znaczniki specyficznie wigzace si¢ z markerami choroby Alzheimera — B-amyloidem oraz
biatkiem tau[l, 44]. Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) oraz Europejska Agencja Lekéw (ang. European Medicine Agency,
EMA) zatwierdzily trzy ligandy do wykrywania B-amyloidu wykorzystujace technike PET:
florbetapir (Amyvid™), flutemetamol (Vizamyl™) i florbetaben (Neuraceq™) oraz jeden
znacznik do wykrywania biatka tau wykorzystujacy technike PET — flortaucipir
(Tauvid™)[13, 25, 44, 57]. Znaczniki te wiazg si¢ specyficznie z blaszkami B-amyloidu badz
splatkami neurofibrylarnymi (ang. neurofibrillary tangles, NFTs) sktadajagcymi si¢
z zagregowanego biatka tau[3, 58]. Dzieki tej metodzie mozna precyzyjnie zlokalizowaé

zmiany amyloidogenne oraz skupiska NFTs oraz okreslic ich gestos¢ 1 dystrybucje
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w mozgu[25, 56]. Metoda ta odznacza si¢ wysoka czuloscig. Obecnos¢ markerow jest
konieczna dla potwierdzenia choroby Alzheimera, ale moze by¢ réwniez oznaka starzenia si¢
lub innych choréb neurodegeneracyjnych[13, 57]. 35% oséb po 65 roku zycia bez oznak
upos$ledzenia funkcji poznawczych wykazuje pozytywny test na obecno$¢ AP w skanach
PET-u. Zwigzek miedzy amyloidozg a wiekiem zostal potwierdzony w badaniach[13].
W zwiazku z tym, metod¢ PET z wykorzystaniem znacznikéw specyficznych wobec A oraz
tau powinno si¢ traktowa¢ jako kryterium wykluczajace chorobg Alzheimera, badz
w polgczeniu z pozytywnymi wynikami innych badan jako dodatkowe kryterium
potwierdzajace obecno$¢ choroby Alzheimera[13, 25].

Nowe techniki obrazowania wykorzystujace przede wszystkim PET i SPECT pozwalaja
potwierdzi¢ obecno$¢ depozytéw patologicznych biatek oraz zlokalizowaé uszkodzone
obszary moézgu wykazujagce zmniejszony metabolizm komoérkowy na wczesnym etapie
rozwoju choroby. Wdrozenie i upowszechnienie wczesnej diagnostyki choroby Alzheimera
na etapie przedklinicznym z wykorzystaniem technik obrazowych pozwoliloby na
wczesniejsze rozpoczecie leczenia, monitorowanie efektow oraz rozwdj nowoczesnych
terapii.

W celu potwierdzenia obecnosci charakterystycznych markerow dla choroby Alzheimera,
APao, AP42, tau i ufosforylowane tau (ang. phosphorylated tau, p-tau), stosuje si¢ ilo§ciowe
i jakosciowe pomiary obecnosci tych markeréw w CSF[13, 55, 58]. Poziomy AP4+ w CSF
wskazuja na korowa depozycje AP[25, 34, 44]. Poziomy calkowitego tau odzwierciedlajg
stopien zaawansowania procesu neurodegeneracyjnego w mézgu, a p-tau koreluje
z poziomem NFTs w moézgu[3, 7, 25, 34]. Oznaczenia markerow w CSF charakteryzuja si¢
wysoka doktadnos$cig i specyficzno$cig na poziomie 85-90%[13]. Dzigki takim pomiarom
mozna wstepnie zdiagnozowac chorobe Alzheimera juz na etapie przedklinicznym lub
MCI[56]. Wigkszo$¢ tego typu badan byla wykonywana przy uzyciu testéw
immunoenzymatycznych  (ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA),
charakteryzujacych si¢ rozbiezno$cia wynikajaca z réznic analitycznych procedur migdzy
laboratoriami[13]. Dodatkowo inwazyjno$¢ badania ograniczatla uzycie tej metody
w diagnostyce choroby Alzheimera. Obecnie testy wykonuje si¢ przy uzyciu spektrometrii
mas. Metoda ta jest zwalidowana oraz uzywa si¢ w niej certyfikowane materialy
referencyjne[13]. Biorgc pod uwage powyzsze zalety, pomiary markeréw w CSF majg szanse
sta¢ si¢ standardem w diagnostyce choroby Alzheimera.

Oznaczanie pozioméw A i tau we krwi oczywiscie stanowiloby bardziej dogodng metode

diagnostyczna[25]. Niestety, poziomy specyficznych biatek dla choroby Alzheimera we krwi
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sa tak niskie, ze w tym momencie nie istnieja wystarczajaco czule techniki do ich
wykrycia[13, 56]. Niski poziom AP i tau we krwi wynika z ich stabej przenikalno$ci przez
barier¢ krew-modzg (ang. blood-brain barier - BBB), degradacji przez proteazy osocza oraz
interferencji spowodowanej duzg iloscig biatek w osoczu[13]. Niemniej jednak, rozwdj
ultraczutych technik wykrywania biatkowych markeréw choroby Alzheimera stanowitby krok

milowy we wczesnej diagnostyce proceséw neurodegeneracyjnych.

1.3 Hipotezy rozwoju choroby Alzheimera

Od momentu opisania po raz pierwszy choroby przez Aloisa Alzheimera w 1906 roku
prowadzono intensywne badania nad poznaniem patomechanizméw prowadzacych do jej
rozwoju. W ciagu ponad 100 lat zidentyfikowano wiele czynnikéw majacych wpltyw na
rozwo6j choroby. Naukowcy sformutowali trzy gtéwne hipotezy rozwoju choroby Alzheimera
w oparciu o r6zne zmiany patologiczne obserwowane u chorych. Hipoteza cholinergiczna,
kaskady B-amyloidu oraz zwigzana z biatkiem tau staty si¢ gtéwnymi kierunkami badan nad

rozwojem choroby oraz metod leczenia[59].

1.3.1 Hipoteza cholinergiczna

Hipoteza cholinergiczna jest najstarszg teorig dotyczaca rozwoju choroby Alzheimera.
Zostala sformutowana w latach 70 XX wieku na podstawie badan tkanki moézgowe]
pacjentow cierpiagcych na chorobe Alzheimera oraz wynikow badan wskazujacych na
kluczowa role acetylocholiny (ang. acetylcholine, ACh) w procesach pamig¢ciowych i uczenia
sig[59, 60]. Pomimo, iz teoria obecnie stracita na znaczeniu to dzigki niej znaczaco poglebita
si¢ wiedza na temat choroby Alzheimera i procesOw neurodegeneracyjnych. Ponadto,
wiekszos¢ stosowanych obecnie lekéw w chorobie Alzheimera to inhibitory
acetylocholinoesterazy (ang. acetylcholinesterase inhibitors, AChEISs), ktére opierajg si¢ na tej
teorii[5, 61].

W  przebiegu choroby Alzheimera obserwuje si¢ korelacje migdzy stopniem
uposledzenia przekaznictwa cholinergicznego w charakterystycznych dla choroby obszarach
moézgu a pogorszeniem funkcji kognitywnych[61]. Na uposledzenie przekaznictwa
cholinergicznego sktada si¢: atrofia neuronéw cholinergicznych, przede wszystkim w obrebie
czegsci podstawnej kresomézgowia w tym jadra podstawnego Meynerta taczacym sig
z hipokampem oraz korg moézgowa plata skroniowego oraz skroniowo-ciemieniowego,
spadek ilosci ACh w szczelinie synaptycznej, uposledzenie wychwytu choliny z przestrzeni

synaptycznej, spadek poziomu oraz aktywnosci transferazy acetylocholinowej (ang. choline
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acetyltransferase, ChAT), wZrost aktywnosci acetylocholinoesterazy (ang.
acetylcholinesterase, AChE) oraz butyrylocholinoesterazy (ang. butyrylcholinesterase,
BuChE) oraz spadek ekspresji  postsynaptycznych receptoréw muskarynowych
i presynaptycznych receptoréw nikotynowych[61, 62].

ACh petni istotng rol¢ nie tylko w przewodzeniu impulséw w tkance mig¢sniowej, ale
rowniez w OUN[63]. Badania przeprowadzone w latach 70 XX wieku na zwierzetach
udowodnily, ze ACh uczestniczy w przewodzeniu impulséw migdzy strukturami moézgu
odpowiedzialnymi za zapamigtywanie, koncentracj¢ oraz orientacje[62, 64]. Podanie
skopolaminy mtodym osobnikom spowodowalo znaczacy spadek funkcji kognitywnych
podobny do tych obserwowanych u starszych osobnikéw, ktory byt zwigzany z procesem
starzenia. Natomiast podanie fizostygminy, jednego ze znanych AChEI, spowodowato
przywrocenie prawidlowych funkcji pamieciowych[64, 65]. Przewodnictwo cholinergiczne
w OUN bazuje na synergii miedzy syntezg neuroprzekaznika, jego magazynowaniem,
transportem oraz degradacjg[66]. ACh jest syntetyzowana w cytoplazmie neuronéw
cholinergicznych przez enzym ChAT z choliny oraz acetylo-CoA[62]. Cholina w wigkszosci
pochodzi z pozywienia, jedynie niewielka frakcja choliny jest syntetyzowana w neuronach de
novo. Acetylo-CoA pozyskiwany jest do syntezy neuroprzekaznika z mitochondriow.
Nastepnie ACh jest transportowana z cytozolu do pecherzykow synaptycznych przez
pecherzykowy transporter acetylocholiny (ang. vesicular acetylcholine transporter, VAChHT),
uwalniana do przestrzeni synaptycznej, gdzie laczy si¢ z receptorami nikotynowi lub
muskarynowymi wywolujac efekt stymulujacy badZz hamujacy. Aktywnos¢ ChAT jest
regulowana przez depolaryzacyjny naplyw jonéw Ca** do wnetrza neuronu oraz Kinazy
biatkowe fosforylujace enzym([62]. U pacjentow z chorobg Alzheimera zaobserwowano
znaczacy spadek poziomu ChAT odpowiedzialnej za syntez¢ ACh, ktéry korelowat
z poziomem zaawansowania choroby, upos$ledzeniem uwalniania ACh z pecherzykow
synaptycznych oraz zmniejszeniem aktywnosci specyficznego transportera odpowiedzialnego
za wychwyt choliny[62, 66]. Zmiany te nie wyst¢puja u oséb we wczesnym i tagodnym
stadium choroby, co uniemozliwia uzycie markerow cholinergicznych we wczesnej
diagnostyce choroby Alzheimera[65].

Kolejnym waznym elementem hipotezy cholinergicznej jest rola esteraz: AChE oraz
BuChE w rozwoju choroby Alzheimera[65]. Zgodnie z hipoteza cholinergiczng, redukcja
poziomu ACh w moézgu stanowi gtdwng przyczyne upo$ledzenia funkcji kognitywnych.
Logicznym sposobem przeciwdzialania tym skutkom jest podniesienie poziomu ACh

w przestrzeni synaptycznej poprzez stymulacje produkcji ACh przez ChAT badz hamowanie
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aktywnoSci esteraz odpowiadajacych za rozklad ACh. Zdecydowanie prostszym
rozwigzaniem okazata si¢ inhibicja cholinoesteraz i1 jak wspomniano wcze$niej obecnie
farmakoterapia choroby Alzheimera opiera si¢ wlasnie na inhibitorach AChE[65, 67].

AChE (EC 3.1.1.7) jest specyficzng esterazg zbudowang z 537 aminokwaséw nalezaca
do rodziny karboksyloesteraz, grupy hydrolaz serynowych, wystepujaca giéwnie w OUN,
erytrocytach oraz potaczeniach nerwowo-migsniowych[68, 69]. Gléwnym substratem dla
AChHE jest ACh[70]. Hydrolizuje ona ACh do choliny i jonu octanowego, a sam proces
odznacza si¢ znaczaca szybko$cig katalityczng (~10° M-s1)[71]. AChE odpowiada za
niemal 90% aktywnos$ci cholinoesteraz w obszarach korowych moézgu. AChE w niskich
stezeniach ACh jest bardzo efektywna, natomiast przy wysokich st¢zeniach nast¢puje
inhibicja enzymu przez substrat. Szybkos¢ reakcji hydrolizy jest ograniczana jedynie przez
wplyw stezenia substratu oraz szybko$¢ wigzania si¢ ACh w miejscu aktywnym enzymu[68].

Struktura krystaliczna AChE zostata opisana w 1991 roku[72]. Obie cholinoesterazy
wykazuja znaczng konserwatywno$¢ budowy, co oznacza, ze struktura enzymu u ludzi
1 zwierzat jest wysoce podobna[72]. Umozliwia to przeprowadzanie badan z wykorzystaniem
zwierzecych enzyméw z jednoczesnym zachowaniem dobrej projekcji w stosunku do ludzkiej
AChE (ang. human acetylcholinesterase, hAChE). Najcz¢sciej w badaniach wykorzystuje si¢
AChE pochodzaca z Stretwy (Electrophorus electricus) EeAChE oraz Dretwy kalifornijskiej
(Tetronarce californica) TcAChE[72].

W strukturze AChE wyr6zniamy kilka gléwnych miejsc odpowiedzialnych za
interakcje enzymu z substratem: miejsce aktywne katalitycznie (ang. catalitic active site,
CAS), peryferyjne miejsce anionowe (ang. peripheral anionic site, PAS), otwor
oksyanionowy (ang. oxyanion hole, OH) oraz kieszen wiazaca grupy acylowe[72]. Badania
kinetyczne wykazaly obecno$¢ dwoéch specyficznych miejsc w CAS - estrowego
i anionowego[72]. W miejscu anionowym nastgpuje wigzanie z dodatnio natadowang
czasteczka aminy IV-rzedowej ACh, badz innymi czgsteczkami substratow lub inhibitoréw
bedacych kationami[72]. Natomiast miejsce estrowe zawiera tzw. triade katalityczna, czyli
specyficzny uktad aminokwaséw SER200, GLU327, HIS440, odpowiadajacy za hydrolize
wigzania estrowego w czasteczce ACh na zasadzie transferu protonu[69, 72]. Triada
katalityczna zlokalizowana jest w szczelinie o glebokos¢ 20 A i szerokosci 5 A ciagnacej si¢
od powierzchni, rozszerzajac si¢ w glab czasteczki enzymu[70, 71]. Powierzchnia szczeliny
zawiera kilkanascie reszt aminokwaséw aromatycznych, z ktérych przede wszystkim trzy:
GLU199, TRP84 i PHE330 uczestnicza w stabilizacji czasteczki ACh po wejsciu do enzymu

na drodze odziatywan kation-t mi¢dzy IV-rzgdowa aming a reszta aromatyczng
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aminokwasow[73]. Badania z wykorzystaniem TcAChE wykazaly, ze Trp84 jest kluczowym
aminokwasem dla interakcji AChE z ACh[69]. Zmiana w tym miejscu tryptofanu na alaning
skutkowata  3000-krotnym  zmniejszeniem aktywno$ci  katalitycznej enzymu[69].
Charakterystyczng czescig szczeliny jest tzw. ,,waskie gardto” utworzone przez dwa
aminokwasy fenyloalaning (PHE330) oraz tyrozyne (TYR121). Miejsce to jest bardzo waskie,
ale wykazuje swoistg elastyczno$¢ w trakcie interakcji z substratem[71, 72]. Catos¢ szczeliny
ma charakter dipola. Oddziatywania elektrostatyczne migdzy grupami aromatycznymi
aminokwaséw i dodatnio natadowang czasteczka substratu, oddziatywania dipol-dipol, stabe
wigzania wodorowe oraz oddzialywania kation-m pozwalaja na przemieszczenie substratu
w glab enzymu w kierunku triady katalitycznej oraz jego stabilizacje[69]. Dodatkowo kieszen
acylowa ztozona z fenyloalaniny zawierajacej pierScien aromatyczny (PHE295, PHE297),
wchodzaca w sklad podstawy szczeliny, nadaje specyficzno$¢ substratowg oraz ulatwia
prawidtowe utozenie ACh w szczelinie dzigki interakcji z jej grupa acetylowa[69]. Waznym
elementem jest rowniez otwor oksyanionowy (GLY118, GLY119, ALA201), ktéry reaguje
z powstajacym w trakcie katalizy oksyanionem (ujemnie natadowanym tlenem z grupy
karbonylowej), stabilizujac tadunek ujemny stanu przejsciowego (enzym-substrat). Dzieki
temu, obniza energi¢ aktywacji, zwigkszajac wydajnos¢ katalityczng enzymu[69]. Waznym
miejscem uczestniczagcym w interakcji migdzy enzymem i substratem jest PAS, znajdujace si¢
blisko wejscia do ,,waskiego gardta”[70]. Uwaza sie, ze ACh poczatkowo wigze si¢ z resztami
aminokwasowymi (TRP286, TYR341, TYR124) w PAS[73], a nastepnie przechodzi do CAS.
PAS odpowiada za wigzanie dodatnio natadowanych czasteczek substratu i przesuwaniu ich
w glab szczeliny[70]. PAS zaangazowany jest w inhibicj¢ enzymu wysokimi st¢zeniami
substratu lub czasteczkami charakteryzujagcymi si¢ podobng budowa do enzymu. Badania
z udzialem acetylotiocholiny (ATCh) wykazaty, ze ATCh wigze si¢ przejsciowo z PAS[72].
Wysokie stgzenia ATCh powodowaly inhibicje enzymu, natomiast w niskich stezeniach
wigzanie si¢ ATCh w PAS przyspieszato kataliz¢. Ponadto, wiazanie substratu w PAS blokuje
dalsze wejscie substratéw do miejsca aktywnego oraz wyjscie produktow na zasadzie zawady
sterycznej[72]. Jest to znaczacy mechanizm pod wzglgdem konstruowania nowych
inhibitoréw AChE, gdyz zablokowanie PAS spowoduje inhibicje enzymu, a w konsekwencji
podniesienie poziomu ACh w szczelinie synaptycznej. Zwiazki blokujace w sposob
funkcjonalny AChE w miejscu CAS, jak i sterycznie w miejscu PAS odznaczajg si¢ wysoka
efektywnoscig[72].

BuChE (EC 3.1.1.8) zwana roéwniez ,,pseudocholinoesterazg” odznacza si¢ znacznie

mniejszg specyficznoscia substratowa niz AChE[68]. Substratem dla BuChE sa rézne estry
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choliny. BuChE jest wszechobecna w organizmie. Najwiece] BuChE wystepuje w watrobie,
trzustce, surowicy krwi oraz OUN, gdzie zwigzana jest gtéwnie z komérkami glejowymi
i komérkami $rédbtonka[74]. BuChE jest w 65% strukturalnie homologiczna w stosunku do
AChE[68]. W OUN BuChE petni role pomocniczg w hydrolizie ACh odpowiadajac za ok.
10% aktywnosci cholinoesteraz. BuChE r6zni si¢ od AChE wartosciami K, oraz odpowiedzia
na rozne st¢zenia substratu. ACh w wysokich stezeniach wywotuje efekt inhibicji w stosunku
do AChE i jej aktywnos$¢ znaczgco spada, natomiast aktywnos$¢ katalityczna BuChE jest
wysoka[75]. Z kolei w niskich stezeniach ACh, BuChE staje si¢ mniej efektywna
katalitycznie[68]. BuChE znaczaco rézni si¢ budowg aminokwasowa miejsc zaangazowanych
w interakcje enzymu z substratem. BuChE posiada gteboka na 20 A szczeline jak AChE, lecz
bez ,,waskiego gardta”. Ponadto w sktad aminokwaséw tworzacych szczeling wchodzi szes¢
aminokwaséw alifatycznych o charakterze polarnym. BuChE posiada w miejscu CAS triadg
katalityczng sktadajaca si¢ z SER198, GLU325 i HIS438. Ponadto kieszen acylowa w BuChE
jest wieksza ze wzgledu na obecnos$¢ strukturalnie mniejszych aminokwaséw (LEU286,
VAL288)[76]. Otwor oksyanionowy podobnie jak w AChE utworzony jest z aminokwaséw
glicyny i alaniny (GLY116, GLY117, ALA119). Aminokwasy aromatyczne wchodzace
w sktad PAS AChE, w BuChE zostaly zastgpione krdtszymi, alifatycznymi i1 bardziej
polarnymi aminokwasami jak ASN68, GLN119, ALA277[73]. Zmiana aromatycznych
aminokwaséw na alifatyczne znaczaco oslabia specyficzne interakcje miedzy substratem
aresztami aminokwasowymi w PAS[76]. R6znice strukturalne BuChE znaczaco zwigkszyty
miejsce aktywne enzymu, a przez to specyficzno$¢ substratowa enzymu.

Poczatkowo rola BuChE w rozwoju choroby Alzheimera byla marginalizowana ze
wzgledu na malg ilos¢ enzymu w moézgu w poréwnaniu do AChE[72]. Dopiero dalsze
badania udowodnity znaczacg role BuChE w regulacji poziomu cholinoesteraz w przebiegu
choréb neurodegeneracyjnych. U 0s6b cierpigcych na chorobg Alzheimera zauwazono spadek
poziomu AChE w pewnych obszarach mézgu nawet o 85%[68]. Znaczacej zmianie ulega
w ten sposéb stosunek BuChE do AChE w obszarach korowych — z 0,2 do 11 (u pacjentéw
z bardzo zaawansowang chorobg Alzheimera)[68, 74]. To sprawia, ze funkcjonalna rola
BuChE w rozwoju choroby Alzheimera jest o wiele wigksza niz pierwotnie zaktadano[73,
74].

AChE 1 BuChE zaangazowane sa w rozwdj choroby Alzheimera poprzez kilka
mechanizméw. Po pierwsze, ich podwyzszony poziom prowadzi do obnizenia poziomu ACh
co odpowiada za pogorszenie funkcji kognitywnych[68]. Ponadto, sama ACh posiada

przeciwzapalne wlasciwosci poprzez modulowanie odpowiedzi migdzy systemem
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immunologicznym a nerwowym. Zwigkszony poziom cholinoesteraz w przebiegu choroby
Alzheimera przyczynia si¢ do znacznego obnizenia poziomu ACh, a przez to zwigkszenia
stanu zapalnego w obrgbie OUN[68]. Po drugie, badania udowodnity, ze AChE moze
stymulowa¢ powstawanie ztogéw P-amyloidu[73, 77]. Zgodnie z wynikami badan
C-terminalny fragment AChE jest w pewnym stopniu homologiczny do N-terminalnego
fragmentu amyloidu-f[68, 73]. Zaobserwowano taczenie si¢ czasteczek AP z AChE
w PAS[73, 78]. Powstate kompleksy AB-AChE wykazuja duzg stabilno$¢ oraz wigksza
neurotoksyczno$¢ niz same agregaty AP[74, 79]. Kompleksy AChE z Ap powoduja
niekontrolowany naptyw jonéw Ca?* do wnetrza neuronu, co powoduje dysfunkcje
mitochondriéw poprzez utrat¢ ich potencjalu btonowego[79]. Badania na szczurach, ktérym
wstrzyknigto kompleksy AP-AChE wykazaly, ze kompleksy enzymu =z biatkiem
amyloidowym promowaty powstawanie nowych blaszek amyloidowych, astroglioze oraz
wigksza utrat¢ neuronéw niz po wstrzyknieciu tylko agregatéw AB[68, 79]. Ponadto badania
na transgenicznych myszach posiadajacych nadekspresje AChE oraz APP wykazaty, Zze u tych
osobnikow dochodzito do rozwoju blaszek amyloidowych o ok. 50 % szybciej niz u myszy
wykazujacych nadekspresje jedynie APP[68]. Réwniez BuChE (szczeg6lnie wariant K) dziata
synergistycznie z APOE4 promujagc amyloidogenez¢ oraz powstawanie splatkow
neurofibrylarnych w obszarach kory nowej[73, 74]. Zwigksza réwniez ryzyko rozwoju
choroby Alzheimera po 65 roku zycia[68, 74]. BuChE podobnie jak AChE intensywnie wiaze
si¢ z AP oraz NFTs. Badania wykazaly pozytywna korelacje mi¢dzy poziomem BuChE
w stosunku do ilosci blaszek amyloidowych oraz NFTs[73]. BuChE wiaze si¢ z blaszkami -
amyloidu w momencie osiggania konformacji harmonijki[68, 73, 80]. Ponadto udowodniono,
ze BuChE promuje powstawanie irozprzestrzenianie si¢ neurotoksycznych form Af
przyspieszajagc neurodegeneracj¢ tkanki moézgowej, a w konsekwencji pojawienie si¢
otepienial68, 73].

ACh w OUN wiaze si¢ z dwoma rodzajami receptorOw: jonotropowymi receptorami
nikotynowymi (ang. nicotinic acetylcholine receptors, nAChRs) oraz metabotropowymi
receptorami muskarynowymi (ang. muscarinic acetylcholine receptors, mAChRs)[81]. Rola
obu klas receptoréw w patofizjologii choroby Alzheimera jest przedmiotem intensywnych
badan[82-84].

Receptory nikotynowe to transbtonowe biatka pentameryczne nalezgce do rodziny
jonotropowych receptorow sprzezonych z kanatem jonowym bramkowanym ligandami[84].
Pig¢ podjednostek receptora skupionych jest wokét centralnego hydrofilowego kanatu

posredniczacego w przeptywie kationéw K*, Na* i Ca?'[81]. nAChRs odpowiadaja
24



bezposrednio na sygnat po zwigzaniu ligandu z receptorem bez udziatu wtdrnego przekaznika
jak w przypadku mAChRs[85]. Receptor sktada si¢ z podjednostek a (a2-a7, a9, al0) i B (B2-
B4), ktére determinujg rozmieszczenie receptoréw oraz ich wilasciwosci farmakologiczne
i elektrofizjologiczne[81, 83]. Receptory te sa nastgpnie réznicowane na typ neuronalny
1 migsniowy w zaleznosci od ich rozmieszczenia w organizmie[85]. Najbardziej
rozpowszechnione w OUN sa receptory sktadajace si¢ z podjednostek a4, a7 i f2[84, 85].
Wsréd nich najwigksze znaczenie w chorobie Alzheimera posiada typ a7-nAChRs, ktory
ulega znacznej ekspresji m.in. w hipokampie oraz czesci podstawnej kresomézgowia i jest
zaangazowany w procesy pamieciowe[82]. Receptory te charakteryzuja si¢ wysoka
przepuszczalnoécig dla jonéw Ca?* oraz szybkg desensytyzacja[81]. Presynaptyczne
a7-nAChRs pelnig istotng funkcj¢ w uwalnianiu innych neurotransmiteréw, natomiast od
postsynaptycznych i somatycznych  receptoréw  a7-nAChRs  uzaleznione  s3
wewngtrzkomérkowe zmiany stezenia Ca®*, ktére zaangazowane sg w aktywowanie wtérnych
przekaznikéw posredniczacych w procesach komérkowych, takich jak ekspresja genéw czy
plastycznos$¢ neurondéw([81, 83, 84]. Ponadto wykazano, ze aktywacja receptoréw a7-nAChRs
jest kluczowa w rozwoju neuronéw glutaminergicznych[85]. W badaniach post mortem
pacjentow cierpigcych na chorobe Alzheimera wykazano znaczacy deficyt receptoréw typu
a7-nAChRs[82]. Ostatnie badania blaszek starczych oséb chorujacych na sporadyczng forme
choroby Alzheimera wykazaty, Ze ten typ receptoréw jest szczegdlnie wrazliwy na toksyczne
dziatanie AP poprzez wigzanie si¢ a7-nAChRs z AP[82, 83, 85]. Dzi¢ki badaniu
immunoprecypitacyjnemu potwierdzono silng interakcje¢ tych dwéch molekul oraz
zidentyfikowano sekwencj¢ aminokwasowa Ai.42 odpowiedzialng za wigzanie z a7-nAChRs
(fragment 12-28 AP)[83]. Badania immunohistochemiczne wykazaty obecno$¢ a7-nAChRs
zwigzanych z APi42 w blaszkach starczych zlokalizowanych w konkretnych neuronach
korowych[85]. ABi-42 poprzez wigzanie z 07-nAChRs blokuje naplyw jonéw Ca?* skutkujgcy
inaktywacja receptoréw, zmniejszeniem wydzielania acetylocholiny odpowiadajacy za
uposledzenie funkcji kognitywnych w przebiegu choroby Alzheimera[82, 84]. Stymulacja
receptoréw  o7-nAChRs zmniejsza toksycznos¢ AP poprzez promowanie obrobki
potranslacyjnej biatka APP przez a-sekretaze oraz dziata ochronnie w stosunku do neuronéw
1 BBB[85]. a7-nAChRs wydaja si¢ obiecujacym celem terapeutycznym w projektowaniu
nowych terapii choroby Alzheimera[82, 84]. Obecnie trwaja prace nad syntezag nowych
zwigzkdw o dziataniu agonistycznym w stosunku do a7-nAChRs[82]. Kilku agonistow
receptoréw a7-nAChRs przeszio do fazy badan klinicznych, niestety w wyniku braku

efektywnosci w poprawie funkcji kognitywnych u pacjentow dalsze badania zostaly
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przerwane[84]. Jedynymi zwigzkami, ktore dzialaja w sposob nieselektywny na receptory
nAChRs sg stosowane obecnie w lecznictwie AChEIs[84].

mAChRs nalezg do klasy metabotropowych receptorow zwigzanych z biatkiem
G badz fosfolipaza[85]. Na podstawie ich agonistow i antagonistow wyrdézniono pie¢ typow
mAChRs: M1, M2, M3, M4 1 M5[62]. Typ M1, M3 1 M5 zwiazane s3g z biatkiem Gs, Gg/Gii
lub Gp. Natomiast typ M2 i M4 zwigzane sa z biatkiem Gi oraz Gk[85]. Typ M1 zwigzany
z biatkiem Gs stymuluje cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan (cAMP), natomiast M2
zwigzany z Gi powoduje inhibicj¢ cAMP[85]. Typ M3 zwigzany jest z biatkiem Gq/G1i oraz
fosfolipaza C, a M5 z fosolipazg A2[62]. mAChRs s3 rozpowszechnione w moézgu za
wyjatkiem typu M5 wystepujacego jedynie w istocie czarnej[85]. Wykazano, ze u pacjentow
z chorobg Alzheimera ilo§¢ receptoréw M1-M4 jest znaczaco obnizona w korze nowej
i hipokampie[86]. Ponadto udowodniono, ze zmiany zachowania u pacjentéw z chorobg
Alzheimera wraz z obecnos$cig stanow depresyjnych, lgkowych i psychozy zwigzana jest m.in.
z znacznie obnizong iloscig receptoréw M2[86, 87]. Stymulacja tych receptoréw prowadzi do
zmniejszenia aktywnos$ci [-sekretazy, a przez to zmniejszenia produkcji AP[87].
Analogicznie stymulacja receptoréw M1 1 M3 prowadzi do redukcji ilosci AP, ale poprzez
aktywacje¢ y-sekretazy[85]. Typ receptoréw M1 wydaje si¢ szczegdlnie wazny, gdyz zostat on
powiazany ze stopniem nasilenia zaburzen funkcji kognitywnych u pacjentéw cierpigcych na
chorobe Alzheimera[87]. Ustalono, ze w przebiegu tej choroby dochodzi do uszkodzenia
receptorow M1 zwlaszcza w obszarze kory nowej poprzez rozprzegnigcie ich z biatkiem
Gs[85]. Stymulacja receptoréw mAChRs, zwlaszcza M1, ma wptyw na metabolizm biatka
APP przez promowanie jego obrobki szlakiem nieamyloidogennym z zaangazowaniem o 1 y-
sekretazy[87], zmniejsza ilo$¢ ufosforylowanego biatka tau dzigki inhibicji kinazy syntazy
glikogenu 3 (ang. glycogen synthase kinase-3, GSK-3p)[65, 85], stymuluje neurotransmisj¢
glutaminergiczng oraz hamuje transmisj¢ GABA-ergiczng[62]. Agonisci receptoréw mARChs
stanowig obiecujacy cel terapeutyczny w terapii choroby Alzheimera[85].

Obecnie teoria cholinergiczna stracita na znaczeniu jako samoistna przyczyna choroby
Alzheimera, przede wszystkim z powodu braku znaczacej skuteczno$ci AChEIs w poprawie
funkcji kognitywnych podczas dlugoterminowe;j terapii[64]. W badaniach klinicznych jedynie
donepezil wykazywal nieznaczng poprawe funkcji kognitywnych[61]. Naukowcy
zaproponowali zrewidowanie tezy cholinergicznej pod katem nie przyczynowym,
a skutkowym([87]. Degeneracja neuronéw cholinergiczny oraz spadek ilosci ACh w mézgu
nie jest przyczyng rozwoju choroby Alzheimera, a wynikiem zachodzacych zmian

patologicznych w obrebie obszaréw kory nowej spowodowanych akumulacja 1 toksycznoscia
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dwoch biatek: A oraz tau[64]. Uposledzenie cholinergicznego przekaznictwa wystgpujace na
wczesnym  etapie  rozwoju  choroby  Alzheimera odpowiada utracie zdolno$ci
kompensacyjnych mézgu w odpowiedzi na toksyczne dziatanie B-amyloidu oraz biatka tau,
ktore jest przyczyng uposledzenia funkcji poznawczych[64, 65]. Chociaz badania nad chorobg
Alzheimera oraz jej farmakoterapig opieraja si¢ obecnie gléwnie na AP oraz biatku tau,
niemniej pogiebianie wiedzy o roli neurotransmisji cholinergicznej w patogenezie tej choroby

powinno by¢ nadal kontynuowane[65].

1.3.2 Hipoteza amyloidowa

Agregacja f-amyloidu oraz jego akumulacja w postaci zewnatrzkomérkowych ztogéw
tzw. blaszek starczych jest jedng z charakterystycznych zmian neuropatologicznych
obserwowanych w przebiegu choroby Alzheimera.[88, 89] Blaszki starcze wyst¢puja
w roznych postaciach morfologicznych. Wyr6zniamy kilka form morfologicznych blaszek
starczych: rozproszona (pre-amyloidowa), neurytyczng, klasyczng oraz kompaktowa[90].
Najbardziej rozpowszechniong formg blaszek starczych w chorobie Alzheimera jest forma
klasyczna, sktadajaca si¢ z centralnego rdzenia ztozonego z fibryli amyloidowych otoczonych
komoérkami mikrogleju, astrocytami oraz pozostalymi sktadnikami biatkowymi oraz jonami
metali[88]. Fibryle amyloidowe tworza rézne peptydy AP, przede wszystkim AB40,
zawierajacy fragment zbudowany z 40 aminokwaséw 1 AB42 ziozony odpowiednio z 42
aminokwaséw[90]. W sklad ztogéw amyloidowych (oprécz AP) wchodza inne biatka:
apolipoproteiny, w tym APOE 1 APOD, proteoglikany, glikozaminoglikany, katepsyny B i D,
klasteryny, fibronektyny, biatka ostrej fazy (a-antychemotrypsyny i a2-makroglobuliny),
enzymy (proteaz, enzymOw zaangazowanych w metabolizm glukozy), skiadniki uktadu
dopelniacza (gtéwnie biatka C3, C4, C5 i Clq) oraz cytokiny (IL-6, IL-1B, TGFp, TNF- a),
czasteczki odpowiedzialne za adhezj¢ miedzykomérkowa (CAMI1) oraz jony metali (zelaza,
glinu 1 cynku)[88, 90].

AP jest peptydem o masie 4kDa sktadajacym si¢ z 39-43 aminokwaséw([11].
Polipeptyd amyloidowy ma zdolno$§¢ do tworzenia fibryli oraz akumulacji[88]. Jest
produktem proteolizy biatka prekursorowego APP (obecnego na powierzchni wielu komérek
w tym neuronow) przez enzymy z grupy sekretaz[89]. Biatko APP czg¢sciowo przenika btong
komoérkowg koncem N-terminalnym, natomiast koniec C-terminalny jest obecny w cytozolu
komorki[89]. Mutacje w obrebie genu kodujacego biatko APP, ktéry zlokalizowany jest na 21

chromosomie s3a przyczyna wystapienia wczesnej postaci choroby Alzheimera[91]. Osoby
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cierpigce na zespot Downa, czyli trisomie 21 chromosomu s3 szczegdlnie narazone na rozwoj
choroby Alzheimera juz w wieku ok 40 lat[91, 92].

Biatko APP moze ulec przemianie na drodze dwdéch szlakéw: nieamyloidogennego
i amyloidogennego[89]. W szlaku nieamyloidogennym biatko APP ulega proteolizie przez
a-sekretaze (metaloproteinaza nalezaca do rodziny ADAM, posiadajgca jon Zn**
w strukturze), w wyniku czego powstaje fragment sAPPa, ktéry posiada wilasciwosci
neuroprotekcyjne oraz pobudzajagce wzrost neurondéw oraz zwigzany z C-terminalnym
koncem fragment zbudowany z 83 aminokwas6éw([88, 89]. Fragment ten nastepnie ulega
przemianie w wyniku dzialania vy-sekretazy, tworzac P3 uwalniany do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej oraz wewnatrzkomorkowy fragment biatka APP (ang. APP intracellular
domain, AICD)[88, 89]. Produkty szlaku nieamyloidogennego nie posiadaja zdolnosci do
akumulacji oraz tworzenia fibryli[88].

Szlak amyloidogenny angazuje w pierwszej kolejnosci w proteolize biatka APP enzym
B-sekretaze, ktdra jest proteazg aspartylowg[88]. Istniejag dwa homologi B-sekretazy: BACE1
(ang. beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1) i BACE2 (ang. beta-site amyloid
precursor protein cleaving enzyme 2), ale gléwng role w powstawaniu AP petni BACE1[93].
W wyniku dziatania B-sekretazy dochodzi do ,,rozcigcia” czasteczki APP i powstania dwéch
fragmentéw: rozpuszczanego fragmentu APP (sAPPB) oraz fragmentu blonowego
sktadajacego si¢ z 99 aminokwas6w([89, 91]. W kolejnym etapie, y-sekretaza, a wlasciwe
transmembranowy kompleks sktadajacy si¢ z czterech biatek: PSEN1, PSEN2, nikastryny
oraz APH-1 (ang. anterior pharynx-defective 1)[91] oddziatywuje na fragment blonowy
tworzagc AICD oraz AP o réznej dlugosci (38-43) aminokwasow([88]. W przewazajacej
wigkszo$ci powstajag monomery AP zawierajace 40 aminokwaséw (AB40)[89], a tylko okoto
5-10% stanowia monomery AP42[89]. a- i B-sekretaza konkurujg ze soba o substrat, wigc
w sytuacji zwiekszonej ekspresji biatka APP udzial B-sekretazy w proteolizie biatka ulega
znaczacemu zwickszeniu[88]. Ponadto mutacje w obrebie y-sekretazy, a w szczegdlnosci
PSENI1, w wyniku ktérych dochodzi do uposledzenia aktywnosci tego enzymu, prowadzg do
rozwoju wcezesnej, rodzinnej formy choroby Alzheimera[91, 94, 95].

Wszystkie powstajace w szlaku amyloidogennym monomery AP posiadajg zdolno$¢
do agregacji oraz tworzenia fibryli, ale r6znig si¢ kinetyka tego procesu[89, 93]. Izoforma
AP40 jest bardziej rozpowszechniona oraz charakteryzuje si¢ wieksza rozpuszczalnoscia niz
hydrofobowy AB42[96]. Mimo to, AP42 posiada wigksza tendencj¢ do agregacji i tworzenia
fibryli, a co za tym idzie wigksza neurotoksyczno$¢[11, 89]. AP42 spontanicznie agreguje

w ciggu minut, natomiast AB40 potrzebuje godzin, a nawet dni by wytworzy¢ fibryle[97].

28



AP42 jest gtéwnym komponentem blaszek amyloidowych[11, 89]. Zwigkszona ilos¢ AB42
oraz zwigkszony stosunek AP42/AB40 indukuje powstawanie fibryli, ich agregacje oraz
przemiang w dojrzale formy blaszek amyloidowych[91]. Proces powstawania w peini
wyksztalconych blaszek amyloidowy jest kilkuetapowy i rozpoczyna si¢ od taczenia si¢ ze
sobg monomeréw w zréznicowane formy oligomeryczne[89]. Monomery A, ktére naturalnie
petniag wazne funkcje w regulacji aktywnos$ci synaptycznej wystepuja w tzw. rOwnowadze
dynamicznej obejmujacej rézne konformacje peptydu[89, 93]. W formie P-harmonijki
monomery posiadaja najwigksza zdolnos¢ do agregacji i tworzenia oligomeréw[89, 96].
Badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego wykazaty, ze minimalng cze¢scia
monomeru AP, ktéra jest konieczna do powstania fibryli jest dekapeptyd 14-23[89].
Natomiast reszty aminokwasowe 17-21 odpowiadaja za stworzenie konformacji J-
harmonijki[89]. Powstale oligomery ulegajg fibrylizacji tworzac fibryle, protowldkna oraz
zroznicowane formy polimorficzne, ktére agreguja ze soba tworzac zewngtrzkomoérkowe
ptytki amyloidowe — charakterystyczny biomarker choroby Alzheimera[96]. Ptytki
amyloidowe indukuja szereg reakcji ze strony uktadu immunologicznego m.in. aktywuja
uktad dopelniacza oraz biatka ostrej fazy, zwickszajg uwalnianie glutaminianu oraz produkcje
cytokin, przede wszystkim IL-1, IL-6, TNF-0[96]. Dodatkowo aktywuja komorki mikrogleju
i astrocyty[89, 96]. Ponadto agregaty AP powoduja zwickszenie stresu oksydacyjnego
i produkcje wolnych rodnikéw, ktére prowadza do dalszych uszkodzen neuronéw[89].
Odktadajace si¢ agregaty AP w postaci blaszek amyloidowych dziataja neurotoksycznie
indukujagc  hiperfosforylacje biatka tau oraz tworzenie splatkéw fibrylarnych,
a w konsekwencji $mier¢ neurondw 1 neurodegeneracje[11, 91, 96].

Hipoteze amyloidowe (kaskade B-amyloidu) jako przyczyne choroby Alzheimera po
raz pierwszy zaproponowano w roku 1992[88]. Zgodnie z tg teorig nadmierna produkcja AB
oraz jego uposledzony Kklirens jest przyczyna rozwoju procesu neurodegeneracyjnego
z obecnoscig specyficznych markeréw oraz umiejscowieniem zmian patologicznych w mézgu
charakterystycznym dla przebiegu tej jednostki chorobowej[88, 91]. Wedtug pierwotne]
wersji hipotezy amyloidowej to zlogi AP s3 powodem uposledzenia funkcji kognitywnych
u pacjentéw z chorobg Alzheimera[88]. Poparcie tej teorii stanowila identyfikacja
specyficznych mutacji genéw odpowiedzialnych za ekspresje biatka APP oraz mutacji genéw
kodujacych komponenty kompleksu y-sekretazy jako czynnikéw odpowiedzialnych za rozwdj
rodzinnej formy choroby Alzheimera[88]. Jednakze, teoria ta ostatnio jest poddawana
w watpliwo$¢ przez wielu badaczy[88, 89, 94]. Przyczyna tego jest niepowodzenie

projektowanych terapii antyamyloidowych w badaniach klinicznych, pomimo zadawalajacych
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wynikow w modelach zwierzecych[88]. Dwuznaczne wyniki badah moga wynika¢ ze
zdolnosci AP do indukowania nieodwracalnych uszkodzen przed rozpoczeciem terapii[88].
W dodatku, akumulacja AP czesto towarzyszy starszym osobom bez wyraznych objawéw
uposledzenia funkcji kognitywnych[88, 95]. Swiadczy to o powiazaniu odkladania si¢ AP
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej jako elementu procesu starzenia si¢ mozgu[88, 95].
Kolejnym problemem jest staba korelacja mi¢dzy pojawieniem si¢ pierwszych objawow
a lokalizacja powstalych blaszek, tzw. charakterystyka czasoprzestrzenna blaszek
amyloidowych[88]. Powyzsze powody doprowadzity do ponownego rozwazenia teorii
amyloidowej oraz jej przedefiniowania. Dennis J. Selkoe[98] w 2008 roku przedstawit teorig,
wedtug ktdérej to rozpuszczalne czasteczki oligomeryczne A stanowig gléwny czynnik
patologiczny w chorobie Alzheimera[88, 89, 97, 98]. Wedlug modeli zwierzecych, proste
oligomery AP odpowiedzialne sg za uposledzenie zaréwno struktury jak i funkcji synaps
neuronéw glutaminergicznych zlokalizowanych w hipokampie[98]. Oligomery A powoduja
redukcje kolcow dendrytycznych, co prowadzi do zmian w przekaznictwie aktywujac szlaki
zalezne od receptorow NMDA (N-metylo-D-asparaginowych) indukujac dlugotrwate
ostabienie synaptyczne (ang. long-term depression, LTD) oraz hamujac dlugotrwate
wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation, LTP)[98]. Wedlug Selkoe to wiasnie
przewlekta aktywacja tych szlakéw przez rozpuszczalne oligomery AP lezy u podstaw
uszkodzen i zanikéw synaps w hipokampie charakterystycznych dla wczesnego stadium
choroby Alzheimera, ktére iloSciowo Kkorelujg ze stopniem uposledzenia funkcji
poznawczych[98]. Dalsze badania ujawnily natur¢ wysokiej toksycznosci oligomeréw
w stosunku do neuronéw. AP w postaci rozpuszczalnych oligomeréw wchodza w interakcje
z blong komérkowg neuronéw zaburzajac jej integralno$¢ oraz wilasciwosci[98]. Oligomery
AP wiazac si¢ z dwuwarstwg lipidowa blony komérkowej powodujg powstawanie poréw,
przez ktére w niekontrolowany sposéb dochodzi do naptywu jonéw Ca** do wnetrza neuronu.
Zaburzona homeostaza jonow wapnia przyczynia si¢ do uposledzenia dziatania
mitochondriéw, prowadzac do nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS). Wymienione efekty dziatlania oligomeréw AP s3a przyczyna
wielokierunkowych strukturalnych i biochemicznych zmian komérek nerwowych skutkujacy
zmniejszeniem plastycznosci synaps, ich utrata, a w konsekwencji atrofig neuronéw([95, 97,
98].

AP jest waznym czynnikiem indukujagcym rozprzestrzenianie si¢ pozostalych zmian
patologicznych charakterystycznych dla choroby Alzheimera, takich jak: hiperfosforylacja

1 agregowanie biatka tau oraz uposledzenie przekaznictwa cholinergicznego[68, 89, 99, 100].
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Odktadanie si¢ AP powoduje uszkodzenie neuronéw cholinergicznych skutkujace obnizeniem
poziomu ACh w przestrzeni synaptycznej[68, 73]. Ponadto, AP bezposrednio wchodzi
w interakcje z receptorami a7-nAChRs uposledzajac ich funkcje[83]. W badaniach
mikroskopowych wykryto obecno$¢ obu cholinoesteraz w  dojrzatych blaszkach
amyloidowych[73]. Dalsze badania udowodnily silne powigzanie tych struktur, ktérych
neurotoksyczno$¢ byta znacznie wyzsza niz samego AB[68, 79]. Réwniez hiperfosforylacja
biatka tau oraz jego agregacja zdaje si¢ byC silnie powigzana z AP[89]. Badania
z wykorzystaniem transgenicznych gryzoni wykazaty, ze rozprzestrzenianie si¢ Ap w mézgu
indukuje rozprzestrzenianie si¢ biatka tau wzdluz aksonéw podobnie do rozprzestrzeniania si¢
priondw oraz zwigksza jego toksycznosc¢[99, 100].

Chociaz od momentu opublikowania teorii amyloidowej min¢to 30 lat, naukowcy nie
ustaja w wysitkach nad zglebianiem roli Afp w rozwoju choroby Alzheimera[77, 95]. Na
podstawie wynikéw badan 1 ich skrupulatnej analizy ,,klasyczna” teoria amyloidowa zostata
zrewidowana na rzecz nowej tzw. dysfunkcji B-amyloidu (ang. B-amyloid dysfunction
hypothesis, BAD hypothesis)[94]. Zgodnie z nowymi zalozeniami, AP nie jest czynnikiem
indukujagcym rozwdj choroby Alzheimera, ale w wyniku zaburzenia homeostazy
spowodowanej jego nadmierng produkcja oraz uposledzonym wydalaniem dochodzi do
powaznych zmian strukturalnych 1 funkcjonalnych neuronéw, ktére promuja rozwdj
pozostatych patologii kluczowych w rozwoju choroby Alzheimera[94]. Wazng sprawg
pozostaje identyfikacja czynnik wyzwalajacy zaburzenie homeostazy B-amyloidu
w mozgu[94, 95]. O ile w przypadku rodzinnej formy choroby Alzheimera jest on znany,
otyle u pacjentow cierpigcych na forme¢ sporadyczng tej choroby wcigz jest on
niezidentyfikowany[77, 94, 95]. Oczywiscie operujac stowem ‘czynnik’ pozwalamy sobie na
pewnego rodzaju uproszczenie, gdyz na podstawie 30-letnich badan ukierunkowanych na A
ijego role w patogenezie choroby Alzheimera, wigkszo$¢ naukowcow jest przekonana, ze
owym induktorem jest kombinacja réznych czynnikéw, zaréwno srodowiskowych jak
i genetycznych[91, 94]. Pomimo wielu niepowodzen projektowanych lekow
ukierunkowanych na Af w badaniach klinicznych[91], w czerwcu 2021 FDA dopuscita do
stosowania pierwszy lek, Aducanumab (Aduhelm™, firma Biogen), bedacy przeciwciatem
monoklonalnym skierowanym przeciwko depozytom AP w mézgu[95, 101, 102]. Powstanie
tego leku jest wynikiem wielu lat pracy nad teorig amyloidowa, i z pewnoscig zaowocuje
w przysztosci dalszym poglebianiem wiedzy na temat AP oraz powstawaniem nowych,

skutecznych terapii.
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1.3.3 Hipoteza bialtka tau

Hiperfosforylacja biatka tau oraz jego agregacja w formie neurofibrylarnych splatkéw
stanowi wazng patologi¢ obserwowang u pacjentéw cierpiacych na chorobe Alzheimera[77,
88]. NFTs sa gtownie zbudowane z zagregowanych par filamentow w postaci helisy, ktore
ztozone s3 z nadmiernie ufosforylowanego biatka tau[11]. Biatko tau nalezy do rodziny biatek
kodowanych przez gen MAPT zlokalizowany na 17 chromosomie[103]. W wyniku
alternatywnej obrébki potranslacyjnej powstaje sze$S¢ wysoce rozpuszczalnych izoform biatka
tau w obrebie CNS oraz 6 izoform biatka tau w obwodowym uktadzie nerwowym[103]. Masa
biatka r6zni si¢ w zalezno$ci od danej izoformy i wynosi srednio od 58 do 66 kDa[103].
W wyniku alternatywnej obrébki potranslacyjnej biatka w obrebie konca N-terminalnego oraz
domeny wigzacej mikrotubule (ang. microtubule-binding domain, MBD) powstajg dwie
gléwne izoformy zawierajace trzy (3R) oraz cztery (4R) powtorzenia, sktadajace si¢ z 29 reszt
aminokwasowych[103]. Dwie izoformy pozostaja w rownowadze (w stosunku 1:1) w mézgu
0s6b dorostych[103]. Zaburzenie tej rdwnowagi lezy u podstaw wielu tauopatii, m.in. choroby
Picka, zwyrodnienia korowo-podstawnego, postepujacego porazenia nadjagdrowego czy
otgpienia z ziarnami argentofilnymi, ktére wspdtistnieja w obrazie klinicznym pacjentow
cierpigcych na inne choroby neurodegeneracyjne[91]. W przypadku choroby Alzheimera nie
zidentyfikowano konkretnego wzoru zmian stosunku obu izoform biatka tau. Réznice te
wystepuja niejednorodnie, tylko w nielicznych przypadkach[103].

Gtéwna funkcja biatka tau jest promowanie wydluzania si¢ mikrotubul oraz ich
stabilizacji[103]. Ponadto biatko tau reguluje proces translacji biatek oraz uczestniczy
w wielu podstawowych funkcjach komoérkowych, takich jak: apoptoza, neuroprotekcja,
sygnalizacja komoérkowa czy rozwdj neuronéw[103]. Posrednio, biatko tau uczestniczy takze
w transporcie komérkowym, podziale komérki oraz stabilizuje chromosomy[104]. Jednakze,
badania z wykorzystaniem modeli zwierzgcych dowiodly, ze zmniejszenie ilosci biatka tau
nie prowadzi do gwattownego upos$ledzenia funkcjonowania mikrotubul oraz transportu
komoérkowego[103]. Prawdopodobnie zwigzane jest to z mechanizmami kompensacyjnymi,
w ktérych to inne biatka (m.in. MAP1A, MAP1B i MAP2) przejmuja funkcje biatka tau[105].
Podobne rezultaty uzyskano w badaniach u ludzi posiadajagcych mutacje w obrebie genéw
kodujacych biatko tau. Jedynie u kilku pacjentéw posiadajacych mutacje w regionie
kodujagcym MAPT oraz kilka innych genéw, charakteryzujacych si¢ zmniejszeniem ilosci
wytwarzanego biatka tau o 50%, zaobserwowano lekkie uposledzenie w rozwoju OUN[103].

Niemniej jednak, wcigz trwaja intensywne badania nad naturg i funkcja bialka tau przez
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pryzmat jego wplywu na procesy zyciowe komoérek nerwowych w tym ich
przezywalnos¢[103].

Hiperfosforylacja bialka tau oraz jego akumulacja w postaci nierozpuszczalnych
splatkéw neurofibrylarnych odgrywa istotna rolg¢ w patogenezie choroby Alzheimera[105].
Na podstawie badan patomorfologicznych oraz z wykorzystaniem nowoczesnych technik
obrazowania ustalono pewnego rodzaju wzorzec rozwoju i dystrybucji NFTs w mdzgu oséb
cierpigcych na chorobe Alzheimera[106]. Pierwsze patologiczne zmiany biatka tau pojawiaja
si¢ najczesciej w obrgbie kory srodwechowej, rozprzestrzeniajac si¢ poprzez struktury uktadu
limbicznego do hipokampu 1 kory nowej. Wyniki badah sugeruja, ze mechanizm
rozprzestrzeniania si¢ patologicznego biatka tau w mézgu oséb z choroba Alzheimera jest
podobny do rozprzestrzeniania si¢ priondw[106]. Inwazyjnos¢ biatka tau potwierdzaja
badania z wykorzystaniem zdrowych myszy, ktérym wstrzykni¢to ekstrakty komoérkowe
ludzkie badz zwierzece zawierajace NFTs. Zaobserwowano dynamicznych rozwdj
patologicznego biatka tau od miejsca wstrzyknigcia oraz rozprzestrzenianie si¢ go wzdluz
polaczen nerwowych[91]. Ponadto, wyniki badan PET =z wykorzystaniem substancji
wigzacych si¢ z biatkiem tau wykazaty, ze schemat rozprzestrzeniania si¢ patologicznego
biatka tau w mozgu jest SciSle zwigzany z wzorcem procesu neurodegeneracyjnego oraz
klinicznymi objawami choroby Alzheimera[107, 108].

Pomimo wielu lat badan nie udato si¢ zidentyfikowa¢ czynnika powodujacego
pojawienie si¢ patologicznych form biatka tau i AP. Naukowcy spieraja si¢ nad rolg tych
patologii i ich wzajemnym oddzialywaniem na siebie[91]. Wielu z nich jest zdania, ze to
biatko tau moze by¢ kluczem do catej kaskady patologicznych zmian prowadzacych
w konsekwencji do neurodegeneracji[99]. Wynika to z rozprzestrzeniania si¢ biatka tau
zgodnego z modelem prionowym oraz faktu, ze pierwsze zmiany zwigzane
z hiperfosforylacja biatka tau i jego odktadaniem wystepuja na wiele lat przed pojawieniem
si¢ pierwszych objawéw klinicznych choroby oraz wyprzedzaja patologiczne zmiany
zwigzane z AP[99]. Niestety na niekorzys¢ tej teorii przemawia fakt, ze w wielu znanych
tauopatiach, ktére maja m.in. podloze genetyczne nie obserwuje si¢ agregatow AP[91].
Zgodnie z drugg teorig to upos$ledzenie metabolizmu biatka APP promuje rozwdj NFTs[100].
Zaburzenia metabolizmu biatka APP, w tym jego nadmierna produkcja prowadzi do
uposledzenia dziatania synaps i aksonéw wyzwalajacego nieprawidtowe przemieszczanie si¢
biatka tau w obrebie ciata neuronu, co skutkuje jego akumulacjg oraz formowaniem
nierozpuszczalnych fibryli[106, 109]. Zagregowane fibryle biatka tau powoduja dalsze

uszkodzenia neuronu oraz uposledzaja funkcjonowanie synaps, promujac dalszy rozwdj
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patologii[91]. Ponadto, zasugerowano, ze biatko APP, a w szczegdlnosci jego koniec
C-terminalny moze dziala¢ jako receptor dla fibryli biatka tau, indukujac postep
i rozprzestrzenianie si¢ ich w mézgu[91, 100, 109]. Dodatkowo indukowana przez agregaty
AP odpowiedz uktadu immunologicznego i rozwdj procesu zapalnego wspomagaja dalszy
rozw0j patologicznych form biatka tau[100]. Jednakze, dotychczasowe badania nie
udowodnity ponad wszelka watpliwos¢, ze AP wplywa bezposrednio na rozwdj
patologicznego biatka tau. Obecnie coraz czesciej wysuwany jest postulat, ze w przypadku
sporadycznej formy choroby Alzheimera rozwéj dwoéch gléwnych  czynnikéw
patologicznych: biatka tau i AP zachodzi niezaleznie od siebie, przede wszystkim
w poczatkowej fazie choroby[91, 110]. Ponadto, ostatnie badania nad gtéwnymi czynnikami
ryzyka w chorobie Alzheimera: ApoE4 i TREM2 powigzaly ich obecnos¢ z biatkiem tau[91,
110]. Réwniez w przypadku cukrzycy typu 2, ktéra gtéwnie byta rozpatrywana w kontekscie
promowania zaburzen metabolizmu AP udowodniono zwiazek z bialkiem tau poprzez jego
wplyw na szlak sygnalowy insuliny w mézgu[91]. Niepowodzenia terapii antyamyloidowych
na przestrzeni lat przemawiaja na korzy$¢ biatka tau jako niezaleznego czynnika
powodujacego uszkodzenia moézgu i zaburzenia pamigci u 0séb cierpigcych na chorobe
Alzheimera.

NFTs odktadajace si¢ wewnatrz neuronu uszkadzaja mikrotubule, co skutkuje
uszkodzeniem oraz uposledzeniem funkcji synaps majace znaczacy wplyw na
funkcjonowanie oraz przezywalno$¢ neuronéw([103]. Zagregowane bialko tau zmniejsza
plastyczno$¢ synaps zaréwno w aspekcie krétkotrwalym jak i dlugotrwatym[106].
W badaniach z wykorzystaniem transgenicznych myszy udowodniono spadek LTP
u osobnikéw z genetycznie lub sztucznie wywotang hiperfosforylacja biatka tau[99, 110]. Co
wiecej, zmniejszenie fosforylacji biatka tau po zastosowaniu inhibitoréw kinaz prowadzito do
przywrécenia prawidtowych wartosci LTP oraz zmniejszalo utrate synaps u transgenicznych
myszy[99, 110]. Obecnos¢ patologicznych form biatka tau wplywa negatywnie na neurony
i synapsy nie tylko pod wzgledem strukturalnym, ale réwniez funkcjonalnym ostabiajac
przewodzenie impulséw[103]. W konsekwencji u oséb cierpigcych na chorobe Alzheimera
dochodzi do uszkodzenia neuronéw skutkujacego zaburzeniami pamigci.

Starania nad opracowaniem skutecznej terapii przeciwko biatku tau skupiaja si¢
gléwnie na zablokowaniu mozliwosci jego hiperfosforylacji, a wigc inhibicji kinaz
i fosforylaz zaangazowany w ten proces[77]. Sposréd wielu zidentyfikowanych enzymoéw
bioragcych udzial w fosforylacji biatka tau najwigksze znaczenie ma zalezna od cyklin kinaza

5 (z ang. cyclin-dependent kinase 5, CDKS5) oraz GSK-3B[99, 111]. Aktywno$¢ CDKS
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zwigzana jest ztoczacym si¢ procesem zapalnym w obrebie OUN charakterystycznym
w chorobie Alzheimera[88]. W wyniku postepujacego procesu zapalnego wywotanego
réznymi czynnikami m.in. stresem oksydacyjnym, urazami gtowy, zaburzeniem metabolizmu
cukréw i lipidéw czy nadmierng ilo$cig jonéw metali w tym zelaza, glinu lub cynku dochodzi
do aktywacji mikrogleju oraz astrocytéw i uwalniane sg cytokiny prozapalne m.in. IL6, IL13
oraz TNF-0[112]. Interakcja IL6 z receptorem NMDA prowadzi do uruchomienia szlakow
sygnatowych, ktére odpowiadajg za aktywacj¢ CDKS, ktéra fosforyluje biatko tau[112, 113].
Przewlekly proces zapalny towarzyszacy chorobie Alzheimera znaczaco podnosi aktywnos¢
CDKS, promujac nadmierng fosforylacje biatka tau i tworzenie NFTs[88]. GSK-3 jest kinaza
seryno-treoninowg fosforylujaca syntaze glikogenowa. GSK-3 jest wszechobecng w OUN
kinazg, ktorej substratem jest wiele czynnikéw transkrypcyjnych i translacyjnych, bialek
cytoszkieletu oraz innych bialek wchodzacych w sktad szlakéw metabolicznych[114].
U ssakéw wystepuja dwie izoformy GSK-3, GSK-3a i GSK-3p, przy czym to forma GSK-3f3
ulega gtéwnie ekspresji w OUN[115]. GSK-3B reguluje wiele kluczowych proceséw
zwigzanych z rozwojem ukladu nerwowego m.in. neurogeneze¢, rozwdj dendrytéw oraz
aksonéw, synaptogenez¢ oraz przezywalno$¢ komoérek nerwowych[114, 116]. Badania
z wykorzystaniem modeli zwierzgcych potwierdzily udziat GSK-3B w kluczowych dla
funkcjonowania mézgu procesach takich jak uczenie si¢, pami¢¢, rozwdj emocjonalny oraz
psychoruchowy[114]. Zaburzenia ekspresji lub aktywno$ci GSK-3f leza u podstaw nie tylko
procesow  neurodegeneracyjnych, ale  rowniez  epilepsji, depresji,  choroby
dwubiegunowej[115, 116]. W kontekscie choroby Alzheimera, GSK-33 uwazana jest za
wazny czynnik taczacy dwie najwazniejsze patologie charakterystyczne dla tej jednostki
chorobowej: biatko tau i AB[99, 114]. Z jednej strony GSK-3B odpowiada za fosforylacje
biatka tau. Z drugiej reguluje metabolizm biatka APP oraz produkcje AP, jednocze$nie bedac
nadmiernie aktywowane przez AP, skutkujac hiperfosforylacjg biatka tau[99, 114, 116].
Wielu naukowcow upatruje w GSK-3B potencjalnego celu dla skutecznej terapii choroby
Alzheimera[111, 114]. Trwaja badania nad poszukiwaniem skutecznych inhibitoréw GSK-
3B[77, 111, 114]. Obecnie w fazie II badan klinicznych nad efektywnos$cig inhibitora GSK-3f3
w leczeniu fagodnej/umiarkowanej postaci choroby Alzheimera znajduje si¢ tideglusib/NP12

(NCT00948259)[117].
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1.4 Farmakoterapia choroby Alzheimera

Farmakoterapia choréb neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera, stanowi
ogromne wyzwanie dla farmacji i medycyny, gdyz przyczyny ich rozwoju nie sg catkowicie
zbadane. W konsekwencji, farmakoterapia ma charakter giéwnie symptomatyczny, a nie
przyczynowy[118].

Obecnie farmakoterapia choroby Alzheimera bazuje na teorii cholinergicznej
i wykorzystaniu  inhibitoréw  cholinoesteraz  (takryny, rywastygminy, galantaminy
i donepezilu) w celu zlagodzenia objawéw os$rodkowych i somatycznych oraz opdznieniu
procesu uposledzenia funkcji kognitywnych[119-121]. Inhibitory cholinoesteraz hamuja
rozktad acetylocholiny, dzigki czemu zwigkszajg jej stezenie w przestrzeni synaptycznej,
w konsekwencji zwigkszajac przewodnictwo cholinergiczne w OUN[120]. AChEIs wykazuja
czasowg poprawe¢ funkcji kognitywnych, opdzniajac demencj¢. Jednakze nie zatrzymujg

postepu choroby[119].
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Ryc. 4 Takryna.

Pierwszym zatwierdzonym lekiem w leczeniu choroby Alzheimera byla takryna
(Ryc. 4)[121]. W 1993 roku FDA zatwierdzito preparat Cognex® zawierajacy chlorowodorek
takryny (jednowodny chlorowodorek 1,2,3,4-tetrahydro-9-akrydynoaminy) w leczeniu
tagodnej 1 umiarkowanej choroby Alzheimera[122]. Takryna jako inhibitor zarowno AChE
jak 1 BuChE szybko przenikata BBB, wykazujac réwniez dzialanie hamujace wobec
monoaminooksydazy (ang. monoaminooxidase, MAQO) oraz modulujac dziatanie kanaléw
jonowych[123]. Dziatanie takryny polega na odwracalnym wigzaniu si¢ jej czasteczki do
miejsca aktywnego katalitycznie AChE oraz BuChE, powodujac czasowe zablokowanie
enzymu rozkladajacego ACh[124]. Dzi¢ki temu, takryna zwigksza stezenie ACh w szczelinie
synaptycznej pobudzajac neurotransmisji cholinergiczng[124]. Preparat Cognex® dostepny
byt w dawkach: 10, 20, 30 i 40 mg[124]. Schemat dawkowania u pacjentéw byl zréznicowany
w zaleznos$ci od tolerancji preparatu i pojawiajacych si¢ efektéw ubocznych[122]. Dawka

poczatkowa wynosita 40 mg na dzien[124]. W systemie czterotygodniowym dawke
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podwajano do maksymalnej ilosci 120-160 mg dziennie[122]. Ze wzgledu na kroétki okres
pottrwania (2-4 godzin) terapia takryng wymagata podawania preparatu w dawkach
podzielonych, cztery razy dziennie[122]. Niestety terapia takryng wigzata si¢ z powaznymi
skutkami ubocznymi obejmujacymi przede wszystkim zalezng od dawki hepatotoksycznos¢,
hipotoni¢ oraz zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego[121]. Ponadto, stosowanie takryny
wigzalo si¢ zczgstym monitorowaniem poziomu enzyméw watrobowych oraz z racji
metabolizowania takryny w watrobie przez cytochrom P450 (CYP1A2) wchodzita
w interakcje z wieloma substancjami[122]. Z tego powodu do roku 1999 ograniczono jej
stosowanie, a w 2013 FDA wycofala ja z obrotu[121]. W Polsce nie zarejestrowano ani nie

dopuszczono do obrotu zadnego preparatu zawierajacego chlorowodorek takryny.

Ryc. 5 Rywastygmina.

Rywastygmina (Ryc. 5) nalezy do drugiej generacji lekéw cholinergicznych
stosowanych do dzisiaj w farmakoterapii choroby Alzheimera[119, 120]. Jest
niekompetycyjnym, odwracalnym inhibitorem AChE i1 BuChE przenikajacym dobrze
BBB[122]. Wigksze powinowactwo wykazuje jednak w stosunku do BuChE[121, 125].
Badania z wykorzystaniem modeli zwierzgcych dowodza, ze rywastygmina oprécz
oddziatywania na wuktad cholinergiczny, pobudza réwniez aktywno$¢ a-sekretazy,
zmniejszajac ilo§¢ syntetyzowanego AP[125]. Rywastygmina stosowana jest w leczeniu
choroby Alzheimera we wszystkich stadiach, jednakze jej najwyzsza skutecznos¢
obserwowana jest w stadium lagodnym oraz S$redniozaawansowanym[126, 127]. Dzigki
minimalnemu metabolizmowi przez CYP450 nie wchodzi w interakcje z inhibitorami
i induktorami tego cytochromu[128]. Stosowana jest w postaci tabletek, kapsutek oraz
systemOw transdermalnych[128]. Badania kliniczne nad skutecznoscig rywastygminy
w terapii choroby Alzheimera wykazaly korzysci ptynace z jej stosowania na funkcje
kognitywne u pacjentow z tagodng oraz S$redniozaawansowang postacia choroby
Alzheimera[126]. Ze wzgledu na krétki okres poéitrwania formy doustnej, stosowana jest

w dawkach podzielonych, dwa razy dziennie[122]. Dawka poczatkowa wynosi 1,5 mg,
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natomiast maksymalna dawka dobowa nie przekracza 12 mg[124]. Doustna terapia
rywastygming wiaze si¢ z czgstymi efektami ubocznymi ze strony ukladu pokarmowego,
m.in. wymioty, biegunka, utrata wagi, anoreksja oraz ze strony uktadu pozapiramidowego
takimi jak: zawroty glowy, zaburzenia snu czy rozbicie[122]. Dziatania niepozadane maja
charakter dawko-zalezny[122]. Rywastygmina w postaci plastrow transdermalnych
charakteryzuje si¢ dluzszym okresem pottrwania, dzigki czemu w celu uzyskania efektu
terapeutycznego wystarcza podanie raz na dobe[122]. Dawka poczatkowa wynosi 4,6 mg
rywastygminy na dobg¢, natomiast maksymalna dawka dobowa to 13,3 mg[124]. Aplikacja
rywastygminy w postaci systemow transdermalnych znaczgco zmniejsza ilo$¢ dziatan
niepozadanych ze strony uktadu pokarmowego oraz utatwia terapi¢ os6b w zaawansowanym
stadium choroby[122]. Na $wiecie zarejestrowano wiele preparatéw zawierajacych
rywastygming oraz wodorowinian rywastygminy, m.in. Exelon, Nimvastid, Ricordo, Evertras,

Rivaldo.

HO

Ryc. 6 Galantamina.

Galantamina (Ryec. 6) jest trzeciorzgdowym alkaloidem izochinolinowym
wyizolowanym z bulw roslin z rodziny amarylkowatych (fac. Amarylidaceae) m.in.
Galanthus woronowii oraz Galanthus nivalis[129]. Galantamina stosowana jest w terapii
tagodnej oraz $redniozaawansowanej postaci choroby Alzheimera[127]. Dziatanie
galantaminy ma charakter dwukierunkowy. Po pierwsze galantamina jest specyficznym,
odwracalnym 1 kompetycyjnym inhibitorem AChE. Po drugie, galantamina jest
allosterycznym modulatorem receptorow nikotynowych (nAChRs), ktorych ilos¢ ulega
zmniejszeniu w chorobie Alzheimera[129-131]. Galantamina jednocze$nie zwigksza ilo$¢
ACh w przestrzeni synaptycznej poprzez blokowanie AChE oraz stymuluje receptory
nikotynowe[130]. Dalsze badania wykazaty, ze stymulowanie nAChRs przez galantaming

powoduje zwigkszonie wydzielania innych neurotransmiteréw takich jak: glutaminian,
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serotonina, kwas y-aminomastowy oraz dopamina[131]. Ta posrednia stymulacja i uwolnienie
neuroprzekaznikéw moga by¢ przyczyna poprawy funkcji kognitywnych oraz zmniejszenia
nasilenia objawéw psychiatrycznych takich jak: agresja, halucynacje, omamy, niepokéj[131].
Szeroko zakrojone badania nad efektywnos$cig stosowania ChEIs w farmakoterapii choroby
Alzheimera wykazaly, ze galantamina jako jedyna znaczaco zmniejszata ryzyko rozwinigcia
si¢ ciezkiej postaci demencji[67]. Galantamina metabolizowana jest w watrobie giéwnie przez
CYP2D6 oraz CYP3A4[131]. Moze wchodzi¢ w interakcje zinnymi lekami, przede
wszystkim inhibitorami obu izoenzyméw([131]. Galantamina charakteryzuje si¢ stosunkowo
krotkim okresem pottrwania[122]. W farmakoterapii choroby Alzheimera galantaming
stosowana jest w postaci tabletek, kapsulek o przedtuzonym uwalnianiu oraz roztworu
doustnego. Podawana jest dwa razy dziennie, poczatkowo w dawce 4 mg zwigkszajac do
8 mg dwa razy dziennie. Maksymalna dawka zazwyczaj nie przekracza 16 mg dziennie[122,
124]. Preparatami zawierajacymi galantaming¢ s3: Galsya SR, Galamir oraz Reminyl.
Galantamina stosowana jest rowniez w postaci roztworu do wstrzykiwan (Nivalin) w terapii
bélu neuropatycznego. Galantamina jest wydalana z moczem, dlatego dawkowanie
w przypadku  pacjentéw z niewydolnosciag nerek powinno by¢ odpowiednio
modyfikowane[131]. Dzialania niepozadane obejmuja gtéwnie zaburzenia ze strony uktadu

pokarmowego, a takze zawroty gtowy, zmeczenie czy béle glowy.
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Ryc. 7 Donepezil.

Donepezil (Ryc. 7) jest selektywnym, odwracalnym 1 niekompetycyjnym inhibitorem
AChE[132]. Nalezy do drugiej generacji ChEIs. Metabolizowany jest w watrobie przez
CYP2D6 oraz CYP3A4[122]. Podobnie jak rywastygmina moze wchodzi¢ w interakcje
z inhibitorami i1 induktorami tych izoenzyméw. Donepezil poza gtéwnym dziataniem
hamujacym wobec AChE, zmniejsza produkcje AP, chroni neurony przed toksycznym
dziataniem glutaminianu, zwigksza ekspresje receptorow nikotynowych oraz zapobiega
apoptozie komoérek[130, 133]. Donepezil jest najczesciej stosowanym lekiem we wszystkich

stadiach rozwoju choroby Alzheimera. Dzigki relatywnie dlugiemu okresowi péttrwania
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(okoto 70 godzin) stosowany jest raz dziennie w dawce 5 lub 10 mg[122]. Dziatania
niepozadane donepezilu obejmuja gléwnie zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego, ktére
sg nasilone w pierwszym miesigcu terapii, omdlenia, bradykardi¢ oraz rzadziej zaburzenia
rytmu serca[120]. Wyniki badan potwierdzily skuteczno$¢ terapii donepezilem u oséb
w kazdym stadium choroby Alzheimera w poréwnaniu do placebo[130, 134]. Donepezil
wptywat pozytywnie na funkcje kognitywne, codzienng aktywno$¢ pacjentéw oraz ich
zachowanie[130]. W sposéb szczegélny terapia donepezilem oddziatywuje na pacjentow
z zaburzeniami snu, wzmacniajac pami¢¢ oraz uwage oraz zmniejszajac opdznienie
w kojarzeniu[122]. Obecnie na rynku funkcjonuje wiele preparatow zawierajacych
chlorowodorek donepezilu w postaci tabletek powlekanych oraz tabletek ulegajacych
rozpadowi w jamie ustnej, m.in. Aricept, Donepex, Cogiton, Donecept, Donectil ODT,
Ricordo, Yasnal Q-Tab.
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Ryc. 8 Memantyna.

Memantyna (Ryc. 8) jako niekompetycyjny antagonista receptorow NMDA, obok
donepezilu jest najczesciej stosowanym lekiem w chorobie Alzheimera[120]. Zaleca si¢ jej
stosowanie u pacjentéw z umiarkowang oraz zaawansowana postacig choroby
Alzheimera[120, 130]. Mechanizm dziatania memantyny polega na selektywnym blokowaniu
btonowych, jonotropowych receptorow dla glutaminianu[121, 122]. Nadmierna ilos¢
glutaminianu jest toksyczna dla neuronéw. Powoduje nadmierny naptyw jonéw Ca®*, co
prowadzi do uszkodzenia neuronéw i $mierci komorki[130]. Memantyna jako modulator
receptoréw NMDA przywraca prawidlowe funkcje neuronéw oraz zabezpiecza je przed
uszkodzeniem spowodowanym nadmierng ilosciag glutaminianu[130]. Jednocze$nie,
memantyna nie blokuje fizjologicznej neurotransmisji glutaminergicznej w komorce[122].
W rezultacie, zmniejsza uszkodzenia synaptyczne neuronéw, co wedtug badaczy odpowiada
za poprawe funkcji kognitywnych u pacjentéw leczonych memantyna[122, 130]. Dodatkowo,
memantyna wykazuje dzialanie neuroprotekcyjne poprzez przyspieszenie autofagii

uszkodzonych mitochondriéw[135]. Badania udowodnity skuteczno$¢ memantyny w terapii
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sredniozaawansowanej 1 zaawansowanej chorobie Alzheimera[130]. Memantyna znaczaco
poprawiala funkcje kognitywne i pamig¢é, bez wplywu na zachowanie oraz objawy
neuropsychiatryczne u o0s6b z chorobg Alzheimera[130, 136-139]. Memantyna zostala
wprowadzona na rynek europejski w 2002 roku[130]. Dostepna jest w postaci tabletek (5 oraz
10 mg), roztworu doustnego oraz w niektorych krajach w postaci kapsutek o przedtuzonym
uwalnianiu w dawce 28 mg[130]. Podawana jest raz do dwéch razy dziennie w dawce 5 lub
10 mg. Memantyna jest dobrze tolerowana przez pacjentow. Najczestsze dziatania
niepozadane to: zawroty glowy, rozdraznienie, uczucie rozbicia, bezsenno$¢, halucynacje
1 omamy[120, 122]. Chlorowodorek memantyny dost¢pny jest w preparatach takich jak:
Polmatine, Biomentin, Zenmem. Na rynku amerykanskim obecny jest preparat Namzaric®,
ktéry zawiera chlorowodorek memantyny w postaci kapsulek o przedtuzonym uwalnianiu
w dawkach 7, 14, 21 i 28 mg oraz chlorowodorek donepezilu w dawce 10 mg. Ten
kombinacyjny preparat jest biorOwnowazny z pojedynczymi preparatami memantyny
1 donepezilu[140]. Potaczenie memantyny i donepezilu w jednej kapsutce pozwala na lepsza
kontrole terapii, zmniejszenie ilosci przyjmowanych lekéw oraz umozliwia wysypanie leku
z kapsuiki i przyjecie go z migkkim pokarmem, co ma duze znaczenie u chorych z rozwini¢ta
dysfagig[140]. Terapia preparatem Namzaric, z reguly jest dobrze tolerowana przez
pacjentow, chociaz przy wyzszych dawkach moga pojawi¢ si¢ nasilone dzialania niepozadane
takie jak: wymioty, utrata wagi oraz omdlenia[140]. Badania nad preparatem Namzaric
w poréwnaniu do placebo wykazaty pewne korzysci z przyjmowania tego preparatu na
funkcje poznawcze i1 aktywnos$¢ dzienng pacjentow[140]. Jednakze, dalsze badania nad
efektywnoscia preparatu Namzaric w porownaniu do pojedynczych preparatow zawierajacych
chlorowodorek memantyny w postaci tabletek oraz kapsulek o przedtuzonym uwalnianiu
powinny by¢ przeprowadzone[140].

Prawdziwym przetomem w farmakoterapii choroby Alzheimera stalo sie
zaaprobowanie przez FDA 7 czerwca 2021 roku aducanumabu, pierwszego leku
skierowanego bezposrednio na przyczyn¢ rozwoju choroby[141]. Aducanumab (nazwa
handlowa Aduhelm™, firma Biogen) jest ludzkim przeciwcialem monoklonalnym, ktére
w sposéb selektywny wiaze si¢ z agregatami A, zaréwno rozpuszczalnymi oligomerami, jak
i nierozpuszczalnymi fibrylami, zwigkszajac klirens AP skutkujacy zmniejszeniem ilo$ci
blaszek amyloidowych w mézgu[141-143]. Preparat zostal zatwierdzony wylacznie w terapii
MCI oraz tagodnej postaci choroby Alzheimera[144].

Preparat Aduhelm wystepuje w postaci roztworu do iniekcji w stezeniu 100 mg/ml

w jednodawkowych fiolkach o objetosciach 1,7 ml oraz 3 ml[142]. Preparat podawany jest
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w postaci infuzji dozylnej po rozcienczeniu w 0.9% NaCl. Wlew podawany jest przez okoto
godzing co 21-28 dni[142]. Dawka jest stopniowo zwigkszana. W pierwszych dwdéch
miesigcach 1 mg/kg, nastgpnie 3 mg/kg, 6 mg/kg, az do 10 mg/kg w siddmym miesigcu
terapii[142]. Przed i w trakcie terapii obligatoryjne jest wykonanie badania obrazowego
mozgu przy uzyciu techniki MRI. Na podstawie oceny zaburzen obrazowania zwigzanych
z amyloidem (ang. amyloid-related imaging abnormalities, ARIA) m.in. obrzekéw bruzd
moézgowych, mikrokrwotokéw oraz obecnosci powierzchownej syderozy, kwalifikuje sie
pacjentéw do terapii oraz kontroluje przebieg terapii preparatem Aduhelm[142]. W przypadku
obecnosci umiarkowanych oraz ostrych zmian w trakcie terapii (po 7 lub 10 infuzjach) nalezy
przerwac leczenie[142]. Po podaniu istnieje ryzyko wystgpienia reakcji nadwrazliwosci
obejmujacej pokrzywke oraz obrzek naczyniowy. W tym wypadku nalezy przerwac terapig.
Do dziatan niepozadanych terapii preparatem Aduhelm oprécz ARIA nalezy zaliczy¢ réwniez
bole gltowy, zaburzenia rownowagi, biegunke dezorientacj¢, uczucie rozbicia, pobudzenie
oraz delirium[142].

Zgoda FDA na wprowadzenie aducanumabu do lecznictwa wywotata wiele
kontrowersji za sprawa sprzecznych wynikéw III fazy badan klinicznych[141, 143, 145].
Czes¢ cztonkéw komitetu opiniujgcego aducanumab byta przeciwna wprowadzeniu go na
rynek ze wzgledu na niejednoznaczne wyniki oraz potencjalne ryzyko dla bezpieczenstwa
pacjentow[141]. Preparat Aduhelm zostal zatwierdzony w formie przyspieszonej zgody na
podstawie redukcji ilosci blaszek amyloidowych u pacjentéw leczonych preparatem[143].
Jednakze, firma Biogen zostata zobowigzana do wykazania korzysci klinicznych w badaniu
IV fazy po 9 latach od wprowadzenia leku na rynek w celu utrzymania zgody na
dopuszczenie do obrotu[143].

Aducanumab jest pierwszym lekiem zarejestrowanym w terapii choroby Alzheimera
od 2003 roku, a co istotniejsze jest pierwszym lekiem dziatajacym na przyczyng tej
wyniszczajace] choroby[143]. Zgoda FDA stala si¢ swojego rodzaju przetomem, niosagcym
nadzieje na przyszio$¢ w leczeniu innych choréb neurodegeneracyjnych[146]. Wprowadzenie
Aduhelmu na rynek ponownie przyciagneto uwage badaczy i1 duzych koncernéw
farmaceutycznych, co w przyszio$ci moze zaowocowa¢ innowacyjnymi terapiami choréb

neurodegeneracyjnych[143, 146].
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1.5 Wielokierunkowe dzialanie akrydyny i chinoliny
1.5.1 Akrydyna

Akrydyna (Ryec. 9) jest zwigzkiem heterocyklicznym o budowie planarnej,
zawierajace] w swojej czasteczce atom azotu[147]. Strukturalnie zblizona jest do antracenu.
Posiada stabe wtasciwosci zasadowe[148]. Po raz pierwszy zostata wyizolowana w 1870 roku
przez Carla Gribe i Heinricha Caro ze smoty pogazowej. Pochodne akrydyny izolowano

z materiatéw roslinnych oraz organizméw morskich[147, 148].
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Ryc. 9 Akrydyna.

Ze wzgledu na swoje unikalne wilasciwosci chemiczne i biologiczne pochodne
akrydyny znalazty zastosowanie w farmacji 1 przemysle[147]. Juz w XIX wieku pochodne
akrydyny byly wykorzystywane w przemysle jako pigmenty i barwniki. Unikalna budowa
trojpierscieniowa akrydyny stala si¢ punktem wyjscia dla badan biochemicznych oraz
medycznych nad zastosowaniem akrydyny i jej pochodnych[147].

Akrydyna 1 jej pochodne posiadajg wielokierunkowe dzialanie biologiczne m.in.
przeciwbakteryjne,  przeciwpierwotniakowe,  przeciwmalaryczne,  przeciwgrzybiczne,
przeciwwirusowe, przeciwrobacze, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne oraz jako
inhibitory AChE (Ryec. 10, str. 44)[147]. Dodatkowo dzigki posiadaniu w swojej budowie
grupy chromoforowej, akrydyny posiadajg wiasciwosci fluorescencyjne przez co moga by¢
wykorzystywane jako znaczniki w badaniach obrazowych[149]. Ponadto akrydyny moga by¢
wykorzystywane w technologii laserowej oraz w badaniach nad organicznymi materiatami

potprzewodnikowymi[147].
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oraz przeciwrobacza wobec AChE

Ryc. 10 Wielokierunkowa aktywnos$¢ pochodnych akrydyny[147].

Pochodne akrydyny o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych (akryflawina i proflawina)
(Ryc. 11, str. 47) zyskaly duza popularno$¢ w czasie I wojny $wiatowej jako miejscowe
srodki przeciwbakteryjne[150]. Mleczan etakrydyny (Rivanol) wykorzystywany jest do
dzisiaj jako zwiazek antyseptyczny w formie 0,1% roztworu wodnego[148]. Wykazuje
dzialanie przeciwbakteryjne wobec Gram (+) bakterii z rodzaju Streptococcus
i Staphylococcus[148]. W latach 40 XX wieku eksplorowano przeciwmalaryczne oraz
przeciwpierwotniakowe dziatanie pochodnych akrydyny[150]. Mepakryna do 2020 roku byta
wykorzystywana w leczeniu malarii, skojarzonym z chloroching. Pyronarydyna w skojarzeniu
z artezunatem s3 podstawowymi lekami zalecanymi przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(ang. World Health Organization, WHO) w leczeniu ostrej, niepowiktanej malarii[148].
Nieustannie trwaja badania nad nowymi pochodnymi akrydyny o wlasciwosciach
przeciwmalarycznych i przeciwpierwotniakowych[149]. Malaria, trypanosomoza, lamblioza
oraz leiszmanioza stanowig powazny problem zdrowotny krajow rozwijajacych sig[151].
Akrydyny stanowig dogodny punkt wyjscia do opracowywania nowych lekéw ze wzgledu na
ich udowodniong aktywnos$¢ biologiczng. Problem stanowi silna interakcja akrydyn
z DNA[151]. Kilka z zsyntetyzowanych bistakryn przez francuski zespét z Uniwersytetu
w Lille wykazaty aktywnos¢ przeciwko Plasmodium falciparum w st¢zeniach nanomolowych

oraz calkowicie hamowato rozwéj Trypanosoma brucei[151].
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Dziatanie inhibicyjne pochodnych akrydyny wobec cholinoesteraz stato si¢ podstawa
stworzenia pierwszej terapii ukierunkowanej na chorobe Alzheimera. Takryna (1,2,3,4-
tetrahydro-9-aminoakrydyna) zostata wprowadzona na rynek jako preparat Cognex® w 1993
roku[152]. Uwodornienie jednego pierscienia zmniejszyto cytotoksyczno$¢ takryny
w stosunku do akrydyny oraz zwigkszyto aktywnoS$¢ zwigzku wobec cholinoesteraz[153].
Niestety, niezablokowana grupa aminowa w potozeniu 9 odpowiadala za dzialania
niepozadane zwigzku, przede wszystkim hepatotoksyczno$¢, ktéra stala si¢ powodem
wycofania preparatu z lecznictwa[l154]. Niemniej struktura takryny stala si¢ ukladem
podstawowym dla tworzenia nowych, wielofunkcyjnych pochodnych akrydyny o aktywnosci
inhibicyjnej wobec cholinoesteraz oraz dodatkowych wiasciwosciach biologicznych takich
jak: dziatanie antyoksydacyjne, hamowanie agregacji AP, inhibicja MAO, inhibicja biatka
tau, dzialanie neuroprotekcyjne, inhibicja B-sekretazy oraz chelatowanie metali[147, 154-
156].

Najwazniejszym  dzialaniem biologicznym akrydyn jest ich  aktywno$¢
przeciwnowotworowa[148, 150]. Wynika ona 2z budowy czasteczki akrydyny.
Tréjpierscieniowa czasteczka akrydyny posiada charakter planarny, dzigki czemu wchodzi
miedzy pare zasad azotowych, dzialajagc jako interkalator nici DNA[148]. Dalsze badania
pokazaly, ze dzialanie przeciwnowotworowe akrydyny i jej pochodnych polega nie tylko na
interkalacji nici DNA, ale réwniez na specyficznym wigzaniu si¢ z biatkami jadrowymi m.in.
enzymami[147]. Pod uwage wzigto klas¢ kluczowych enzymédw w procesie replikacji,
topoizomeraz. Biorg one udzial w procesie replikacji, odpowiadajac za rozkrecenie jednej nici
DNA (topoizomeraza I) lub obu nici (topoizomeraza II)[147]. W szczegllnosci
topoizomeraza Il jest celem wielu zwigzkéw o aktywno$ci przeciwnowotworowej[150].
Akrydyna i jej pochodne wchodzg w interakcje z kompleksem topoizomerazy II i DNA[148,
149]. W warunkach fizjologicznych ilos¢ komplekséw topoizomeraza II-DNA jest niewielka.
Zastosowanie inhibitoréw topoizomerazy II znaczaco zwigksza ilos¢ kompleksow oraz ilos¢
rozluznionych irozkreconych nici DNA[148]. To z kolei stymuluje szereg proceséw
komérkowych takich jak rekombinacje 1 mutacje, co ostatecznie skutkuje $miercig
komorki[148]. Zwigzki przeciwnowotworowe wykazujace aktywno$¢ inhibicyjng wobec
topoizomerazy Il przeksztalcaja ten kluczowy enzym komérkowy w swego rodzaju czynnik
toksyczny[148].

Badania nad przeciwnowotworowym dzialaniem akrydyny i jej pochodnych
rozpoczely si¢ w latach 70 XX wieku. Pierwszym zwigzkiem o dzialaniu

przeciwnowotworowym byla pochodna 1-nitroakrydyny (dichlorowodorek 1-nitro-9-(3-
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dimetyloaminopropyloamino)-akrydyny) zsyntetyzowana  przez prof. Andrzeja
Leddéchowskiego na Politechnice Gdanskiej[150]. Ledakrin (Nitracrine) byt wykorzystywany
w leczeniu nowotworéw jajnikéw, piersi, ptuc i skoéry[148]. Ze wzgledu na jego silnie
toksyczny charakter i powazne dzialania niepozadane zostat wycofany[148]. W 1976 roku
wprowadzono do lecznictwa kolejna pochodna akrydyny o dzialaniu przeciwnowotworowym,
amsakryne[150]. Amskaryna jest pochodng 9-anilinoakrydyny do dzisiaj stosowana
w leczeniu ostrej biataczki szpikowej i jej nawrotéw w skojarzeniu z innymi lekami
cytostatycznymi[147, 148]. Mechanizm dziatania amsakryny byl przedmiotem
szczegblowych badan. W ich wyniku udowodniono powstawanie trdjsktadnikowego
kompleksu amsakryna-topoizomeraza II-DNA, gdzie fragment akrydyny interkaluje ni¢ DNA
wsuwajac si¢ miedzy par¢ zasad azotowych, a fragment aniliny oddziatywuje na
topoizomeraz¢ II[148]. Ten tréjsktadnikowy kompleks skutkuje apoptoza komorki[147].
Amsakryna wykazuje rowniez dzialanie mutagenne, powodujac m.in. mutacje punktowe
1 delecje[150].

Przeciwgrzybicze wiasciwosci akrydyny i jej pochodnych staly sie przedmiotem
zainteresowania naukowcéw([157, 158]. Zakazenia grzybiczne stanowig powazny problem,
szczegOlnie u pacjentow z uposledzonym ukladem odpornosciowym m.in. pacjentow
onkologicznych[159]. Czesto rozwijajace si¢ u nich zakazenia grzybiczne wynikajace
z postepujacej choroby czy agresywnej chemioterapii stanowig powazne zagrozenie dla
zdrowia i zycia[159]. Naukowcy uwazaja, ze dziatanie hamujgce topoizomerazg¢ II
pochodnych akrydyny mozna selektywnie wykorzysta¢ w stosunku do komoérek grzybéw
patogennych[157]. Projektowanie nowych pochodnych akrydyny ukierunkowanych na
r6zniacy si¢ od ludzkiej topoizomeraz¢ 11 grzybéw moze okazaé si¢ korzystnym kierunkiem
walki z cigzkimi zakazeniami grzybicznymi[160]. Do tej pory zsyntetyzowano oraz poddano
ocenie aktywnoS$ci przeciwgrzybiczej kilkadziesiat pochodnych akrydyny[159]. W$réd nich
sa znane zwigzki o dziataniu przeciwbakteryjnym i1 przeciwmalarycznym jak akryflawina
i mepakryna[157]. Wykazaly one znaczaca aktywnos$¢ wobec grzybéw z rodzaju Candida,
Saccharomyces oraz Trichophyton, wptywajac m.in. na zmiany aktywnos$ci enzymow
mitochondrialnych, cytochroméw zaangazowanych w uktad oddechowy, transport btonowy,
endocytoz¢ oraz kondensacj¢ chromatyny i ekspresje¢ genow[157]. Mepakryna dodatkowo
oddziatywuje na wazny czynnik wirulencji grzyboéw jakim jest tworzenie biofilmu u Candida
albicans[157]. Struktura oraz rozwdj biofilmu jest jednym z mechanizméw rozwoju

oporno$ci drobnoustrojow[157]. Terapie ukierunkowane na czynniki wirulencji zamiast na
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tradycyjne cele komorkowe, moga okazac si¢ obiecujacag alternatywa w leczeniu zakazen

grzybicznych[157, 160].
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Ryec. 11 Struktura akrydyny w zwigzkach chemicznych stosowanych w medycynie
1 farmacji[147].

Akrydyna 1 jej pochodne dzigki unikatowej budowie chemicznej 1 wielokierunkowym
dzialaniu biologicznym sa przedmiotem cigglego zainteresowania naukowcéw (Rye. 11).
Nowe badania dostarczaja precyzyjnych informacji na temat mechanizméw dzialania
pochodnych akrydyny oraz odkrywaja ich nowe wlasciwosci biologiczne, ktére moga zostaé

wykorzystywane w przysztosci w medycynie i przemysle[147, 149].

1.5.2 Chinolina

Chinolina (benzo[b]pirydyna) jest aromatycznym zwigzkiem heterocyklicznym
zawierajacym w swojej budowie atom azotu (Rye. 12, str. 48). Chinolina chemicznie jest I11-
rzgdowa aming wykazujaca stabe wiasciwosci zasadowe[161]. Posiada zdolno$¢ tworzenia
soli z kwasami oraz ulega podstawieniu nukleofilowemu, jak i elektrofilowemu. Chinolina

oraz jej pochodne s3 zwigzkami czegsto wystepujacymi w naturalnych produktach roslinnych
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m.in. jako alkaloidy roslin z gatunku Cinchona o potwierdzonym dziataniu

przeciwmalarycznym[162, 163].
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Ryc. 12 Struktura chinoliny.

Chinolina jako struktura wiodgca dla projektowania nowych zwigzkéw biologicznie
czynnych ma ogromne znaczenie w chemii medycznej. Pochodne chinoliny wykazaty
wielokierunkowy mechanizm dzialania i szerokie zastosowanie w medycynie i farmacji[ 164].
Obecnie wiele stosowanych lekéw ma w swojej budowie czgsteczke chinoliny. Pochodne
chinoliny posiadajg dziatanie: przeciwmalaryczne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwpasozytnicze, przeciwpierwotniakowe, przeciwgruzlicze, przeciwzapalne,
przeciwbdlowe, kardiotoniczne, przeciwastmatyczne, przeciwdrgawkowe oraz
przeciwnowotworowe(Ryc. 13, str. 49)[162, 163]. Leki przeciwmalaryczne, ktére zawieraja
w swojej budowie struktur¢ chinoliny to: chinina, chinidyna, chlorochina, meflochina,
primachina oraz amodiachina[161]. Chemioterapeutyk, cyprofloksacyna z grupy
fluorowanych chinolonéw, czgsto stosowana w leczeniu zakazen dolnych dr6g moczowych
i drég oddechowych spowodowanych rozwojem bakterii Gram (-) rowniez posiada w swojej
budowie czasteczk¢ chinoliny[161]. Wsréd przedstawicieli lekéw zawierajagcych w swojej
budowie chinoling wyrézniamy réwniez kliochinol, bedacy lekiem przeciwgrzybicznym oraz
bedakiling zarejestrowang w leczeniu wieloopornej gruzlicy[161]. W leczeniu jaskry
stosowany jest miejscowy P-adrenolityk, kartelol. Wsréd lekéw dzialajacych osrodkowo
zawierajacych czasteczke chinoliny w swojej budowie mozna przytoczy¢ aripiprazol oraz
brekspiprazol. Chinolina stanowi wazny punktw rozwoju terapii
przeciwnowotworowych[165]. Kamptotecyna oraz jej pochodne topotekan oraz irynotekan
jako inhibitory topoizomerazy I stosowane sg w leczeniu nowotwordéw jelita grubego, ptuc

jajnika oraz szyjki macicy[161].
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Ryc. 13 Wielokierunkowy mechanizm dziatania pochodnych chinoliny[164].

Struktura chinoliny stata si¢ inspiracja do projektowania nowych lekéw oraz
poszukiwania nieznanych mechanizméw dzialania biologicznego jej pochodnych[161].
Obecnie pochodne chinoliny staty si¢ przedmiotem badan na temat ich aktywnoS$ci oraz
potencjalnej] mozliwosci wykorzystania w leczeniu choréb wirusowych spowodowanych
m.in. wirusem Zika, wirusem opryszczki, wirusem zapalenia watroby typu C czy
koronawirusem[162]. Ponadto pochodne chinoliny, w szczegdlnosci cyklopentachinolina,
ktorej budowa jest analogiczna ze strukturg tetrahydroakrydyny stanowi przedmiot badan nad
jej aktywnoscia wobec cholinoesteraz oraz wykorzystaniem w terapii choroby
Alzheimera[166, 167].

Chinolina jest jedng z najpowszechniej wykorzystywanych struktur w projektowaniu

zwigzkow biologicznie czynnych[164]. Jej ogromny potencjal biologiczny, o ktérym
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swiadczy 1los¢ lekow stosowanych obecnie w medycynie zawierajacych w swojej budowie
strukturg chinoliny jest che¢tnie wykorzystywany przez naukowcow[168]. Dalszy rozwdj
badan nad nowymi pochodnymi chinoliny moze przynie§¢ w przyszlosci wiele

innowacyjnych lekéw o szerokim spektrum dziatania biologicznego[165].
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2 Cel pracy

Choroba Alzheimera jest nieuleczalnym oraz postgpujacym  schorzeniem
neurodegeneracyjnym dotykajacym coraz wiecej osOb na §wiecie. Pomimo, iz od jej odkrycia
ming¢to ponad 100 lat, wcigz nieznany jest dokladny mechanizm jej powstawania. Na
przestrzeni lat naukowcom udalo si¢ zidentyfikowac kilka charakterystycznych czynnikéw
patologicznych pojawiajacych si¢ w trakcie rozwoju choroby. S3 nimi m.in. obecnos$¢
zewnatrzkomérkowych zlogéw AP, hiperfosforylacja biatka tau oraz odkladanie si¢ ich
w formie splatkéw neurofibrylarnych wewnatrz neuronu, uposledzenie neurotransmisji
cholinergicznej, stan zapalny, zaburzenie homeostazy metali oraz dysfunkcja mitochondriéw.
Wymienione czynniki patologiczne staly si¢ celem dla projektowania nowych substancji
leczniczych w chorobie Alzheimera.

Pierwszym lekiem, ktéry zostal zarejestrowany oraz wprowadzony do leczenia
choroby Alzheimera byta takryna, pochodna akrydyny. Jest ona inhibitorem cholinoesteraz.
Zablokowanie enzymu rozkltadajacego acetylocholing, zwigkszato jej stezenie w przestrzeni
synaptycznej zmniejszajac skutki upos$ledzenia neurotransmisji cholinergicznej, ktére
wynikalo z toczacego si¢ procesu neurodegeneracyjnego. Niestety terapia takryng wigzata si¢
z powaznymi dziataniami niepozadanymi, przede wszystkim hepatotoksycznoscig, co byto
powodem jej wycofania. Pomimo niepowodzenia takryny, sama czasteczka stata si¢ strukturg
wiodaca dla tworzenia nowych pochodnych o wielokierunkowym dziataniu na kilka
mechanizméw choroby Alzheimera jednoczesnie przy zmniejszonej toksycznosci. Taka
strategia tworzenia lekéw wielofunkcyjnych (ang. multi-target directed ligands, MTDL’s)
stala si¢ powszechnie uznang metoda dla tworzenia nowych lekéw w chorobach
o wieloczynnikowym i skomplikowanym patomechanizmie, jak choroba Alzheimera.

Celem mojej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie oraz zbadanie serii nowych
pochodnych  kwasu  akrydynowego oraz cyklopentachinoliny jako  zwigzkéw
o wielokierunkowym mechanizmie dziatania i potencjalnym wykorzystaniu w terapii choroby
Alzheimera. Struktura zwigzkéw bazowala na ukladach akrydyny i chinoliny

o potwierdzonej, wielokierunkowej aktywnosci biologicznej wobec cholinoesteraz.
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Cel pracy doktorskiej osiagnetam poprzez:

1.

Zaprojektowanie oraz syntez¢ osmiu nowych pochodnych, hybryd kwasu
9-akrydynokarboksylowego oraz cyklopentachinoliny, polagczonych za pomoca
tancucha alifatycznego o r16znej dlugosci w postaci wolnej zasady oraz
chlorowodorkow.

Oczyszczenie uzyskanych produktéw za pomoca technik chromatograficznych oraz
potwierdzenie ich struktury przy uzyciu metod spektroskopowych.

Oceng aktywnos$ci biologicznej in vitro wobec cholinoesteraz przy uzyciu
spektrofotometrycznej metody Ellmana.

Zbadanie kinetyki dziatania inhibicyjnego nowych zwigzkéw w obecnosci AChE oraz
BuChE.

Ocen¢ aktywno$ci  antyoksydacyjnej nowych pochodnych przy uzyciu
fluorymetrycznej metody ORAC-FL.

Oceneg cytotoksycznosci zwiazkéw o najwigkszej aktywnosci na linii ludzkich
komoérek gwiazdzistych watroby (ang. human hepatic stellate cells, HSCs).

Analize otrzymanych substancji  technikami modelowania molekularnego
polegajacymi na wykonaniu dokowania do receptora AChE oraz BuChE.

Okreslenie podstawowych parametréw farmakokinetycznych zwigzkéw o najwyzszej

aktywnosci poprzez wykonanie komputerowych symulacji proceséw ADMET.
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3 CZESC PRAKTYCZNA

3.1 Metodologia badan
3.1.1 Odczynniki chemiczne

- metanol (POCH S.A))

- metanol-d (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- chloroform (POCH S.A.)

- amoniak (POCH S.A.)

- tetrahydrofuran (Chempur)

- dimetyloformamid (Chempur)

- eter dietylowy (Chempur)

- 1 M kwas solny (POCH S.A.)

- bufor fosforanowy soli fizjologicznej (PBS, Biochrom AG)

- 1,2-diaminoetan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,3-diaminopropan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,4-diaminobutan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,5-diamnipentan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,6-diaminoheksan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,7-diaminoheptan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,8-diaminooktan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- 1,9-diaminononan (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- kwas 9-akrydynokarboksylowy (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitro)-benzoesowy (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- jodek acetylotiocholiny (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- acetylocholinoesteraza (EeAChE; EC 3.1.1.7; Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- butyrylocholinoesteraza (EgBuChE; EC 3.1.1.8; Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- chlorowodorek takryny (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- bistakryna (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy (Trolox; Sigma Aldrich Sp.
Z 0.0.)

- fluoresceina disodowa (Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- dichlorowodorek 2,2’-azobis(2-metylopropionamidyny) (APPH; Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- dimethylosulfotlenek (DMSO; Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- linia komérkowa ludzkich komérek gwiazdzistych watroby (Human hepatic stellate cells,
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HSCs, Sciencell Inc.)

- medium komoérkowe (Stellate Cell Medium, Sciencell Inc.)

- 1% suplement wzrostu komoérek gwiazdzistych (Sciencell Inc.)

- 2% ptodowa surowica bydleca (FBS, Sciencell Inc.)

- penicylina (100 j.m./ml, Biological Industries, USA)

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

- bufor Sorensena (Witko Sp. z 0.0.)

- bromek dimetylotiazolilodifenylotetrazolu (MTT, Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- fluoresceina sodowa (FL, Sigma Aldrich Sp. z 0.0.)

- kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylo-chromano-2-karboksylowy (Trolox®, Sigma Aldrich
Sp. zo0.0.)

3.1.2 Aparatura

- mieszadto magnetyczne (IKA POL RET control/t IKAMAG®)

- wyparka rotacyjna (IKA POL RV 10 digital V)

- lampa UV 254 nm (Camag UV cabinet)

- waga analityczna (WPE 60, Radwag)

- pH-metr (Mettler Toledo FireEasy)

- elektroda laboratoryjna pH (LE438, Mettler Toledo)

- ptytki aluminiowe z Zelem krzemionkowym (25 DC-Alufolien Kieselgel 60F2s4, Merck)
- pipety automatyczne jednokanatowe oraz wielokanatowe 10-200 ul (CappTronic)

- aparat PuriFlash 430 (Interchim)

- kolumny SiHP 30 um 4g oraz 12g (Interchim)

- aparat do pomiaru temperatury topnienia (Elektrothermal 9300)

- spektrometr Bruker Avance III 600 MHz (Bruker)

- spektrometr FTIR z przystawka ATR Thermo Scientific Nicolet 6700 (Madison,
Winsconsin, USA)

- spektrometr mas Agilent Accurate-Mass Q-TOF LC/MS G6520B (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA)

- spektrofotometryczny czytnik mikroptytek Synergy H1 (BioTek)

- powietrzna chlodnica zwrotna (Radleys Mini Findenser B14)
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3.1.3 Synteza
3.1.3.1 Synteza zwigzkéw la-1h

W szklanej kolbie sercowatej o pojemnosci 50 ml umieszczono 1,5 g fenolu, 0,7 g 9-
chloro-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]-chinoliny oraz 0,07 g Nal. Reakcje¢ prowadzono pod
powietrzng chlodnica zwrotng. Mieszaning reakcyjng ogrzano na mieszadle magnetycznym
do temperatury 50 °C. Nastgpnie dodano 3 ml odpowiedniej diaminy i ogrzewano przez
2 godz. w 180 °C. W celu potwierdzenia przebiegu reakcji wykonano TLC. Ptytki rozwijano
w komorze chromatograficznej. Przebieg pierwszego etapu syntezy kontrolowano przy uzyciu
fazy ruchomej sktadajacej si¢ z chloroformu i metanolu w stosunku 9:1. Po uptywie 2 godz.,
kolbe schtodzono. Nastepnie zawarto$¢ kolby rozpuszczono w 50 ml octanu etylu
1 przeniesiono do rozdzielacza. Mieszanin¢ poreakcyjng trzykrotnie ekstrahowano 50 ml 10%
KOH. Warstwe organiczng przemyto jednokrotnie 20 ml nasyconego roztworu NaCl,
a nastgpnie dodano do niej bezwodnego MgSO4 w celu osuszenia fazy organicznej. Po kilku
minutach, roztwér przesaczono przez saczek bibulowy, a przesacz zatezono na wyparce
rotacyjnej. Produkt przeniesiono do probéwki Eppendorfa. Doktadng ilos¢ uzytych reagentéw

do reakcji zestawiono w Tabeli 1, str. 56.
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Tabela 1. Ilosci reagentéw uzytych w I etapie syntezy zwigzkéw la-1h.

Symbol

Masa [g]

Zwiazku Nazwa odczynniki Jobjeto$é [ml] n [mmol]
9-chlorocyklopentachinolina 0,30 g 1,48
N—(2,3—dihydrp—1H— fenol 1,59 ¢ 16,89
la cyklopenta[b]chinolin-9- Nal 0.07 047

ylo)etylo-1,2-diamina Vg ’

1,2-diaminoetan 2,00 ml 29,91
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 0,32¢g 1,55
b cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,53 ¢ 16,26
9-ylo)propylo-1,3- Nal 0,08 g 0,50
diamina 1,3-diaminopropan 2,00 ml 23,96
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 031¢g 1,52
1e cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,62 g 17,21
9-ylo)butylo-1,4- Nal 0,06 g 0,42
diamina 1,4-diaminobutan 2,00 ml 19,89
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 031lg 1,53
1d cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,51g 16,05
9-ylo)pentylo-1,5- Nal 0,07 ¢g 0,487
diamina 1,5-diaminopentan 2,00 ml 17,09
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 0,34 ¢ 1,64
le cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,66 g 17,64
9-ylo)heksylo-1,6- Nal 0,08 g 0,54
diamina 1,6-diaminoheksan 2,50¢g 21,51
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 032¢g 1,58
1f cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,57 ¢g 16,68
9-ylo) heptylo-1,7- Nal 0,08 g 0,513
diamina 1,7-diaminoheptan 25¢g 19,20
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 031¢g 1,50
1g cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,49 ¢ 15,83
9-ylo)oktylo-1,8- Nal 0,08 g 0,53
diamina 1,8-diaminooktan 250 ¢ 17,33
N-(2,3-dihydro-1H- 9-chlorocyklopentachinolina 0,29 ¢ 1,44
1h cyklopenta[b] chinolin- fenol 1,54 ¢ 16,36
9-ylo)nonylo-1,9- Nal 0,07 g 0,46
diamina 1,9-diaminononan 3,00 g 18,95
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3.1.3.2 Synteza zwiazkow 2a-2h

Do szklanej kolby sercowatej o pojemnosci 50 ml, umieszczonej w kapieli lodowej,
dodano 7 ml THF oraz odwazony na wadze analitycznej kwas 9-akrydynokarboksylowy.
W celu catkowitego rozpuszczenia kwasu akrydynowego dodawano 2-3 krople DMF. Calos¢
mieszano w temperaturze -5 °C przez 45 minut. Nast¢pnie, do roztworu kwasu akrydynowego
w THF dodano CDMT (2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyn¢) oraz N-metylomorfoling.
Reakcje prowadzono przez 3 godz. w temperaturze -5 °C. W drugiej kolbie o obj¢tosci
rozpuszczono odpowiednig pochodng 1a-1h w 3 ml THF i energicznie dodano do mieszaniny
reakcyjnej. Reakcje po dodaniu pochodnej diaminowej prowadzono przez 24 godz.
w temperaturze pokojowej. Szczegdtowe ilosci uzytych reagentéw przedstawiono w Tabeli 2,
str. 58. Po 24 godz. powstaly osad odsgczono na lejku oraz przemyto roztworem THF.
W celu potwierdzenia przebiegu reakcji wykonano analize TLC. Ptytki rozwijano w komorze
chromatograficznej. Produkty syntezy kontrolowano w fazie 10:1 skladajacej si¢
z chloroformu oraz mieszaniny metanolu z amoniakiem (10:0,5). Otrzymane produkty,
zwigzki 2a-2h oczyszczono metodg chromatografii typu ,Flash” przy uzyciu aparatu
PuriFlash 430 oraz kolumn SiHP 30 pym w fazie 9,5:1 skfadajacej si¢ z chloroformu oraz
mieszaniny metanolu z amoniakiem (10:0,5). Oczyszczone 1 wysuszone zwigzki 2a-2h
zwazono oraz obliczono wydajnos¢ reakcji. Okreslono temperatury topnienia dla produktéw
syntezy (Tabela 4, str. 71). Struktury chemiczne produktéw drugiego etapu syntezy zostaty
potwierdzone przy uzyciu metod spektroskopowych: IR, 'H NMR, '*C NMR, MS, HR-MS
(Tabela 5, str. 72-75).

57



Tabela 2. Ilosci reagentéw uzytych w II etapie syntezy zwiazkéw 2a-2h.

Symbol _ Ma.s a [g] n
. Nazwa odczynniki /objetosé
zwigzku [mmol]
[ml]
la 0,171¢g 0,752
kwas 9-akrydyno-
2a N-[2-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0,168 g 0,752
ylo}amino)etylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,132 ¢ 0,752
N1 0083ml | 0752
metylomorfolina
1b 0,167 g 0,693
kwas 9-akrydyno-
2b N-[3-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0.155¢ 0,693
ylo }amino)propylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,122 g 0,693
N 0076ml | 0693
metylomorfolina
1c 0,130 g 0,509
kwas 9-akrydyno-
2 N-[4-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0.114 ¢ 0,509
ylo}amino)butylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,089 ¢ 0,509
N1 0056ml | 0.509
metylomorfolina
1d 0,197 g 0,730
kwas 9-akrydyno-
2d N-[5-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0.163 g 0,730
ylo}amino)pentylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,128 g 0,730
N o0soml | 0,730
metylomorfolina
le 0,220 g 0,776
kwas 9-akrydyno-
2e N-[6-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0.173 g 0,776
ylo }amino)heksylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,136 g 0,776
N- . 0,085 ml 0,776
metylomorfolina
1f 0,269 g 0,904
kwas 9-akrydyno-
2t N-[7-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0,202 ¢ 0,904
ylo}amino)heptylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,159 ¢ 0,904
N 0099ml | 0904
metylomorfolina
1g 0,303 g 0,973
kwas 9-akrydyno-
2 N-[8-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0217 ¢ 0,973
g ylo }amino)oktylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,171 g 0,973
N1 0107ml | 0973
metylomorfolina
1h 0,313 g 0,962
kwas 9-akrydyno-
2h N-[9-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- karboksylowy 0215¢ 0,962
ylo}amino)nonylo]akrydyno-9-karboksamid CDMT 0,169 ¢ 0,962
N1 0106ml | 0962
metylomorfolina
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3.1.3.3 Synteza zwiazkow 3a-3h

Seri¢ zwigzkow 2a-2h rozpuszczono w 1 ml metanolu i przeniesiono do szklanych kolbek
o pojemno$ci 25 ml. Nastepnie do uzyskanych roztworéw porcjami dodano w nadmiarze
1 M roztwor eteru dietylowego nasyconego chlorowodorem (ok. 10 ml) do wystapienia
widocznego zmetnienia. Kolbki zamknigto korkiem i1 pozostawiono do wykrystalizowania
produktu. Reakcje prowadzono przez ok. 24 godz. w temperaturze pokojowej. Po uptywie 24
godz., roztwér zdekantowano znad osadu. Sam osad wysuszono za pomocg pompy
prézniowej. Ilosci reagentéw uzytych w Il etapie syntezy przedstawiono w Tabeli 3.
Wysuszone zwigzki 3a-3h zwazono oraz obliczono wydajnos¢ reakcji. Okreslono
temperatury topnienia dla kazdej pochodnej (Tabela 6, str. 77). Struktury chemiczne
produktéw trzeciego etapu syntezy zostaly potwierdzone przy uzyciu metod

spektroskopowych: IR, '"H NMR, *C NMR, MS, HR-MS (Tabela 7, str. 78-81).

Tabela 3. Tlosci reagentéw uzytych w III etapie syntezy zwigzkéw 3a-3h.

Symbol

zwiazku Nazwa odczynniki | Masa [g]

[mmol]

N-[2-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3a ylo}amino)etylo]akrydyno-9-karboksamidu 2a 0,0697 0,1611
chlorowodorek

N-[3-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3b ylo }amino)propylo]akrydyno-9-karboksamidu 2b 0,039 0,0873
chlorowodorek

N-[4-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3c ylo }amino)butylo]akrydyno-9-karboksamidu 2¢ 0,0543 0,1179
chlorowodorek

N-[5-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3d ylo}amino)pentylo]akrydyno-9-karboksamidu 2d 0,0714 0,1504
chlorowodorek

N-[6-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3e ylo}amino)heksylo]akrydyno-9-karboksamidu 2e 0,0338 0,0692
chlorowodorek

N-[7-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3f ylo}amino)heptylo]akrydyno-9-karboksamidu 2f 0,0313 0,0623
chlorowodorek

N-[8-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3g ylo}amino)oktylo]akrydyno-9-karboksamidu 2g 0,0309 0,0598
chlorowodorek

N-[9-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-
3h ylo}amino)nonylo]akrydyno-9-karboksamidu 2h 0,0359 0,0676
chlorowodorek
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3.2 Badania biologiczne
3.2.1 Metodologia przygotowania odczynnikéw i roztworéw do badan biologicznych
3.2.1.1 Bufor fosforanowy soli fizjologicznej (PBS)

Roztwor buforu przygotowano w kolbie miarowej na 1 litr. W 800 ml wody
destylowanej rozpuszczono: 8,00 g (NaCl), 0,20 g (KCl), 1,44 g (NaxPOs) 1 0,24 g (KH2POy4).
pH buforu w zaleznosci od rodzaju badania doprowadzono przy uzyciu 36 M HCI do wartosci
8,0 (badanie Ellmana) badz 7,4 (badanie ORAC-FL). Roztwér PBS w trakcie analiz

przechowywano w lodéwce.

3.2.1.2 Acetylocholinoesteraza (AChE)

Enzym przygotowano poprzez rozpuszczenie 4 pl enzymu o stgzeniu AChE (1 U/ul)
w 2 ml PBS (pH 8,0), w ten spos6b otrzymano roztwodr o stezeniu 2 U/ml. Przygotowany

roztwor enzymu w trakcie pomiaréw przechowywano w kapieli lodowe;.

3.2.1.3 Butyrylocholinoesteraza (BuChE)

Enzym przygotowano poprzez rozpuszczenie 4 ul enzymu o stezeniu BuChE (1 U/ul)
w 1 ml PBS (pH 8,0), w ten sposéb otrzymano roztwor o stezeniu 4 U/ml. Przygotowany

roztwor enzymu w trakcie pomiaréw przechowywano w kapieli lodowe;.

3.2.1.4 Roztwoér kwasu 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) (DTNB)

W celu otrzymania roztworu o stezeniu 0,4 mg/ml na wadze analitycznej odwazono 18
mg DTNB i rozpuszczono w 45 ml PBS (pH 8,0). Roztwér w trakcie badan przechowywano
w kapieli lodowe;j.
3.2.1.5 Roztwor jodku acetylotiocholiny

W celu otrzymania roztworu o stezeniu 1 mM na wadze analitycznej odwazono 2 mg
jodku acetylotiocholiny 1 rozpuszczono w 6,92 ml PBS (pH 8,0). Roztwér w trakcie badan
przechowywano w kapieli lodowe;.
3.2.1.6 Roztwor dichlorowodorku 2,2’-azobis(2-metylopropionamidyny) (APPH)

W celu otrzymania roztworu o stezeniu 40 mM na wadze analitycznej odwazono 150

mg APPH 1 rozpuszczono w 13,83 ml PBS (pH 7,4). Roztwor przechowywano w lodowce.
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3.2.1.7 Roztwér podstawowy fluoresceiny sodowej (FL)

W celu otrzymania roztworu o stezeniu 1,17 mM na wadze analitycznej odwazono
2 mg fluoresceiny i rozpuszczono w 4,54 ml PBS (pH 7,4). Roztwér przechowywano

w lodowce, bez dostepu do $wiatta do czterech tygodni.

3.2.1.8 Roztwor roboczy fluoresceiny sodowej (FL)

W celu otrzymania roztworu o st¢zeniu 117 nM pobrano 3 ul roztworu podstawowego

1 rozcienczono go PBS (pH 7.,4) do 30 ml.

3.2.2 Ocena in vitro aktywnosci inhibicyjnej zsyntetyzowanych zwigzkéw 3a-3h wobec
cholinoesteraz

Badanie  kinetyki reakcji  enzymatycznej przeprowadzono przy  uzyciu
zmodyfikowanej metody Ellmana[166, 170, 171]. Roztwory wszystkich substancji biorgcych
udzial w oznaczeniu zostaly przygotowane przez rozpuszczenie danej substancji (3a-3h)
w buforze fosforanowym soli fizjologicznej (PBS) o pH 8,0. Badanie wykonywano w 96-
dotkowych ptytkach polistyrenowych z transparentnym, ptaskim dnem o pojemnosci 200 pl.
W pierwszej kolejnosci do kazdego dotka dodano 14 pl badanego zwigzku o okreslonym
stezeniu. W miejsce tta i kontroli dodano 14 ul PBS. Nastepnie do kazdego dotka oprécz tta
odmierzono 1 dodano 40 pl ImM roztworu jodku acetylotiocholiny dla pomiaréw
w obecnosci AChE. Dla pomiaréw w obecnosci BuChE dodawano 40 pl 2mM roztworu
jodku acetylotiocholiny. W miejscu tta dodano 40 ul PBS. Nastepnie, do wszystkich dotkéw
dodano 76 ul 0,4 mg/ml roztworu DTNB. W celu rozpoczecia reakcji do kazdego dotka
odpipetowano odpowiednio 10 pl enzymu: AChE (2 U/ml) lub BuChE (4 U/ml)
przetrzymywanego w kapieli lodowej. Plytke z mieszaning reakcyjng inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Zmiany absorbancji przy diugosci fali 412 nm
rejestrowano przy uzyciu czytnika mikroptytek Synergy H1 firmy BioTek. Jako zwigzkéw
referencyjnych uzyto chlorowodorku takryny i bistakryny. Wszystkie testy przeprowadzono
w trzech niezaleznych eksperymentach oraz trzech powtdérzeniach dla kazdej probki
substancji 1 wzorcoéw. Na podstawie wynikoéw otrzymanych absorbancji obliczono $rednie

wartos$ci ICsp wraz z odchyleniem standardowym dla kazdego badanego zwigzkow.

3.2.3 Badanie in vitro kinetyki reakcji enzymatycznej wobec cholinoesteraz

Badanie kinetyki reakcji enzymatycznej przeprowadzono przy uzyciu zmodyfikowanej

metody Ellmana[166, 170, 171]. Roztwory wszystkich substancji bioragcych udziat
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w oznaczeniu, w tym najaktywniejszych pochodnych (3b i 3f) zostaly przygotowane przez
rozpuszczenie danej substancji w buforze fosforanowym soli fizjologicznej (PBS) o pH 8,0.
Badanie przeprowadzono w wybranych stezeniach jodku acetylotiocholiny (350, 315, 280,
245, 210, 175, 140, 105, 70, 35 uM) oraz trzech st¢zeniach badanego zwigzku 3f dla AChE
(200, 400, 800 nM) i trzech stezenia zwigzku 3b (150, 200, 250 nM) dla BuChE. Badanie
wykonano na ptytkach 96-dotkowych z plaskim i1 transparentnym dnem. Na poczatku
naniesiono 14 ul wybranego inhibitora w danym stezeniu. W miejscu kontroli oraz tta zamiast
inhibitora naniesiono 14 ul PBS. Nastepnie na ptytke naniesiono 40 ul jodku acetylocholiny
w wybranych stezeniach (350, 315, 280, 245, 210, 175, 140, 105, 70, 35 uM) oraz 76 ul 0,4
mg/ml roztworu DTNB. Po dodaniu 10 pl AChE (2 U/ml) lub BuChE (4 U/ml) ptytke
niezwlocznie umieszczono w czytniku ptytek Synergy H1 (BioTek). Zmiany absorbancji
rejestrowano przy dlugosci fali 412 nm. Odczytu dokonywano co 1 minut¢ przez 15 minut.
Wszystkie testy przeprowadzono w trzech niezaleznych eksperymentach oraz trzech

powtdrzeniach dla kazdej probki.

3.2.4 Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metody ORAC-FL

Aktywno$¢ antyoksydacyjng wybranych zwigzkéw (3b i 3f) okreslono za pomoca
fluometrycznego testu ORAC-FL (ang. Oxygen Radical Absorbance Capacity) zgodnie
z metodologia Ou i1 wsp.[172], z modyfikacjami opisanymi przez Davalos i wsp.[173].
Roztwory wszystkich substancji biorgcych udziat w oznaczeniu, w tym najaktywniejszych
pochodnych (3b i 3f) zostaty przygotowane przez rozpuszczenie danej substancji w buforze
fosforanowym soli fizjologicznej (PBS) o pH 7,4. W eksperymencie uzyto stezen zaréwno dla
Troloxu (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylo-chromano-2-karboksylowy), jak i zwigzkow
badanych z zakresu 1-13 uM (1; 2,5; 4; 5,5; 7; 8,5; 10; 11,5; 13 uM). Stezenia zwigzkow
badanych przygotowano poprzez seri¢ rozcienczen z roztworu 5 mM. Seri¢ rozcienczen
Troloxu w tym samym zakresie stezen (1-13 uM) uzyskano z roztworu 9 mM. Badania
prowadzono na 96-dotkowych, czarnych, polistyrenowych ptytkach =z ptaskim,
przezroczystym dnem o maksymalnej pojemnosci 200 ul. Na poczatku do dotkéw dodano 20
ul roztworu testowanych zwigzkéw/Troloxu oraz 120 pl fluoresceiny (FL) w stezeniu 70 nM.
Mieszanine wstepnie inkubowano przy braku dost¢pu do swiatta w 37°C przez 15 minut. Po
inkubacji reakcje zainicjowano poprzez dodanie 60 ul APPH (dichlorowodorek 2,2'-azobis(2-
metylopropionamidyny) (12 mM) przy uzyciu pipety wielokanalowej. Ptytke umieszczono
w wielofunkcyjnym czytniku mikroptytek (Synergy HI, BioTek). Nastepnie ptytke

wytrzasano liniowo przed kazdym pomiarem przez 10 sekund. Pomiary fluorescencji
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prowadzono kinetycznie w 70-sekundowych odstgpach przez 140 minut w 37°C. Tryb
odczytu danych — odczyt ,,od gory” ptytki. Zmiany fluorescencji rejestrowano przy dtugosci
fali wzbudzenia 485 nm oraz emisji 520 nm z zastosowaniem monochromatoréw
fluorescencyjnych. Jako $lepa prébe (FL + APPH), zastosowano 75 mM bufor fosforanowy
(pH=7.,4). Objetos¢ slepej proby w dotku byta taka sama jak w przypadku dotkéw testowych
1 wynosita 200 pl. Wszystkie testy przeprowadzono w trzech niezaleznych eksperymentach
oraz trzech powtoérzeniach dla kazdej prébki. Jako zwigzku referencyjnego uzyto

chlorowodorku takryny w tym samym zakresie stg¢zen.

3.2.5 Badanie hepatotoksycznosci na linii ludzkich komérek gwiazdzistych watroby
(HSCs)

Ludzkie komorki gwiazdziste watroby (ang. human hepatic stellate cells, HSCs,
Sciencell)watroby hodowano w dedykowanej im pozywce (Stellate Cell Medium, Sciencell)
z dodatkiem 1% suplementu wzrostu komoérek gwiazdzistych, 2% ptodowa surowicg bydlgca
(FBS) i 1% roztworem penicyliny/streptomycyny (Sciencell) zawierajacym 10000 U/ml
penicyliny oraz 10000 U/ml streptomycyny. Hodowle prowadzono w inkubatorze w temp
37°C w atmosferze 5% CO). Komérki wysiano na 96-dotkowe ptytki z gestoscig 5x10°
komoérek na dotek i inkubowano w inkubatorze przez 24 godziny. Po okresie inkubacji
pozywke usuni¢to, a komoérki poddano ekspozycji na 100 pl roztworéw zwigzkéw w zakresie
stezen (0,1-10 uM) lub tylko w obecnosci pozywki (kontrola). Nastepnie komorki
inkubowano przez 24 godziny. W kolejnym etapie pozywka zostatla usunieta, komorki
przemyto roztworem PBS ido komoérek dodano 50 pl roztworu MTT (0,75 mg/ml). Ptytki
inkubowano przez 2 godziny w 37 ° C. Ostatecznie roztwér MTT zostal usunigty i dodano
100 ul DMSO do kazdego dotka. Ptytki z DMSO trzymano w temperaturze pokojowej przez
10 minut. Po tym czasie, do kazdego dotka dodano 5 ul buforu Sorensena Ptytki wytrzasano
1 zmierzono absorbancje przy dlugos¢ fali 570 nm przy uzyciu czytnik mikroptytek (Synergy
H1, BioTek). Zywotno$é komérek wyrazono w wartosciach ICso jako procent wartoéci proby

kontrolnej[174-176].

3.3 Modelowanie molekularne

Modelowanie molekularne obejmujace okreslenie miejsca dokowania (wigzania)
badanych pochodnych 2z acetylocholinoesteraza oraz butyrylocholinoesterazg wraz
z identyfikacja reszt aminokwasowych enzymu zaangazowanych w oddziatywanie

z badanymi zwigzkami wykonano przy uzyciu oprogramowania Avogadro 1.2.0.. W celu
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uzyskania doktadnych informacji na temat struktury molekularnej zwigzkéw, m.in.
konformacji o najnizszej energii, potencjatu elektrostatycznego oraz elastycznos$ci lgcznika
alifatycznego wykorzystano teori¢ funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory, DFT).
Obliczenia wykonano technikami obliczen kwantowych przy pomocy programu Gaussian
09[177]. Dokowanie zwigzkéw do miejsc aktywnych enzymu wykonano przy uzyciu
programéw Flare 5.0.0. oraz AutoDockVina 1.2.0[178, 179]. Modele molekularne
cholinoesteraz: AChE oraz BuChE zostaty oparte na strukturach krystalicznych zwigzkéw
z systemu Protein Data Bank (7D90 oraz 7BGC)[180, 181]. Dzi¢ki oprogramowaniu Flare
5.0.0. przygotowano modele AChE i BuChE do dokowania, m.in. dodano wszystkie atomy
wodoréw, usuni¢to zbedne ligandy oraz czasteczki wody oraz sprotonowano reszty histydyny
w pozycji Ng[178]. Dokowanie do miejsc aktywnych enzymu przeprowadzono w promieniu
10 A od oryginalnych ligandéw. Wszystkie obliczenia dotyczace dokowania wykonano przy
uzyciu algorytmu Extra Precision Docking Algorithm oprogramowania Flare 5.0.0. oraz
optymalizatora Iterated Local Search oprogramowania AutoDockVina[l178, 179]. Wyniki
najlepszych konformacji ligandéw zostaty uzyskane z obliczen przy uzyciu oprogramowania
Flare 5.0.0. oraz zostaly poréwnane z wynikami minimalnej energii dokowania uzyskanymi
za pomocg oprogramowania AutoDockVina. Wyniki najlepszych konformacji dla procesu

dokowania zwizualizowano 1 zanalizowano przy uzyciu oprogramowania VMD 1.9.3[182].

3.4 Analiza ADMET

W celu okreslenia farmakokinetycznych i toksykologicznych parametrow. Wzory
strukturalne zwigzkow poddanych analizie zostaly przygotowane za pomocg programu
ChemSketch ACDLabs. Wszystkie struktury z serii badanych zwigzkéw zostaly poddane
analizie komputerowej za pomocg oprogramowania ACDLabs Percepta software ver. 14.0.0
(Advanced Chemistry Development, Inc. Metropolitan Toronto, Canada), SwissADME
service (Swiss Institute of Bioinformatics 2021)[183], admetSAR 2.0 service (admetSAR
2019)[184] oraz ProTOX II service[185].
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4 Wyniki i dyskusja
4.1 Synteza

Syntez¢  nowej  serii  zwigzkéw,  pochodnych  kwasu  akrydynowego
i cyklopentachinoliny przeprowadzono w trzech etapach (Schemat 1, str. 66). Zwigzek
9-chloro-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolina, bedacy substratem dla pierwszego etapu
reakcji zostat wczes$niej otrzymany w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow
1 Radiofarmacji[166, 169, 170]. Przebieg reakcji oraz wstepna identyfikacje produktow
reakcji kontrolowano przy uzyciu techniki chromatografii cienkowarstwowej (ang. thin-layer
chromatography, TLC) na ptytkach aluminiowych pokrytych Zelem krzemionkowym. Ptytki
TLC po rozwinigciu oceniano pod lampg UV (254/366 nm). Produkty syntezy, bedace
jednocze$nie substratami do dalszych etapdw syntezy oraz produkt koncowy oczyszczono za
pomoca chromatografii typu ,,Flash” w normalnym uktadzie faz, na kolumnach SiHP
o $rednicy ziarna 30 pm.

W  wyniku przeprowadzonych syntez otrzymano seri¢ o$miu nowych,
zaprojektowanych, wczesniej nieopublikowanych zwiazkéw, pochodnych 9-chloro-2,3-
dihydro-1H-cyklopenta[b]chinoliny oraz kwasu 9-akrydynokarboksylowego. Pochodne
wielopierscieniowe zostaly potaczone ancuchem alifatycznym (od 2 do 9 atoméw wegla
w tancuchu). Struktury nowych pochodnych bazuja na heterocyklicznych czasteczkach
akrydyny oraz chinoliny o udowodnionym, wielokierunkowym dziataniu biologicznym
powyzszych ukladéow jako grup farmakoforowych. Ponadto, zsyntetyzowane wcze$niej
zwigzki w Zakltadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i1 Radiofarmacji przez dr
n.farm. Nin¢ Chufarovg[170] bazujace na potaczeniu 9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny
oraz kwasu 9-akrydynokarboksylowego wykazaty w badaniach in vitro wysoka aktywno$¢

inhibicyjng wobec cholinoesteraz.
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1a, 2a, 3a
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Schemat 1. Tréjetapowa synteza serii nowych zwigzkéw pochodnych kwasu akrydynowego i cyklopentachinoliny.
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4.1.1 Synteza zwigzkéw la-1h

I
cl HN/XCHQH
NH,
\ + | FenolLNal \
_ " N//QCHQH AF=180°C
N 2 N/
9-chloro-2,3-dihydro-1H- n=2-9 1a-1h

-cyklopenta[b]chinolina

Schemat 2. Reakcja syntezy zwigzkéw la-1h (I etap).

I etap syntezy (Schemat 2) polegal na substytucji atomu chloru w potozeniu
9 w czasteczce  9-chloro-2,3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinoliny —odpowiednia  diaming
alifatyczng. W wyniku tej reakcji otrzymano seri¢ o§miu pochodnych 1a-1h o réznej dtugosci
tancucha alifatycznego, ktore staly si¢ substratami do dalszego etapu syntezy (Ryc. 14).
Przebieg reakcji kontrolowano przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej TLC. Reakcja
cechowata si¢ wysoka wydajnoscia, a wszystkie produkty koncowe miaty charakter

ciemnobrgzowego, gestego oleju.

NH,
| 1a, n=2
_cHy) 1b, n=3
HN n 1c, n=4
1d, n=5
1e, n=6
X 1f, n=7
19, n=8
= 1h, n=9
N
1a-1h

Ryc. 14 Wzér og6lny zwigzkéow 1a-1h.
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4.1.2 Synteza zwiazkow 2a-2h

N
I _
N
/(CHZ) = AN
HN n
N
0
X THF, CDMT, N-metylomorfolina HT
+ 5°C, 24 h >
o ’ CH,
N/ "o HN/( )n
1a-1h kwas 9-akrydynokarboksylowy
X
—
N
2a-2h

Schemat 3. Reakcja syntezy zwigzkow 2a-2h (II etap).

Drugi etap syntezy (Schemat 3) polegat na utworzeniu wigzania amidowego miedzy
produktami I etapu syntezy (la-1h) a kwasem 9-akrydynokarboksylowym[166, 169, 170].
W reakcji tej uzyto CDMT (2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyng) jako odczynnika
kondensujacego, ktérego rolg byta aktywacja kwasu 9-akrydynokarboksylowego w celu
otrzymania reaktywnego estru. Uzyskane in situ estry reagowaly z czgsteczkami
I-rzegdowe] aminy alifatycznej doprowadzajac do utworzenia wigzania amidowego.
Zastosowana w reakcji N-metylomorfolina jako IIl-rzegdowa amina o wlasciwosciach
zasadowych zapewniata odpowiednie pH reakcji oraz wigzata powstajace czasteczki wody.
Ponadto, N-metylomorfolina reagujagc z CDMT powodowata powstawanie DMTMM
[chlorowodorku  4-(4,6-dimethoksy-1,3,5-triazin-2-ylo)-4-metylo-morfoliny)] o silnych
wlasciwosciach acylujacych grupy aminowe. W wyniku tej reakcji powstala seria o$miu
nowych, wczesniej nieopisanych w piSmiennictwie pochodnych czasteczce 9-chloro-2,3-
dihydro-1H-cyklopenta[b]chinoliny oraz kwasu 9-akrydynokarboksylowego (Ryec. 15, str.
69). Wiasciwosci fizyko-chemiczne oraz wyniki badan strukturalnych zwigzkéw 2a-2h

zestawiono w Tabeli 4, str. 70 i 5, str.71-74.

68



HNN 2c, n=4

| 2d, n=5
//£3H9n 2e, n=6
HIN 2f, n=7
29, n=8
\\\\ 2h, n=9
=
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2a-2h

Ryc. 15 Wz6r ogdlny zwigzkoéw 2a-2h.
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Tabela 4. Wtasciwosci fizyko-chemiczne zwigzkéw 2a-2h.

Symbol Wzér Masa Temperatura
y ) Nazwa zwiazku molowa Postac i kolor .p . o Wydajnosé [ %]
zwiazku sumaryczny topnienia [°C]
[g/mol]
N-[2-({1H,2H,3H-cykl ta[b]chinolino-9-
2a CasHaN4O [2-({1H,2H,3H-cyklopenta[blchinolino-9-} o 5100 1 710 nkawy osad 130-132 26,28
ylo }amino)etylo]akrydyno-9-karboksamid
N-[3-({1H,2H,3H-cykl ta[b]chinolino-9- .
2b CaoHagN4O [3-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[blchinolino-9- -\ 0 5,75 | 5640 sielony osad 138-141 16,50
ylo}amino)propylo]akrydyno-9-karboksamid
N-[4-({1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- Intensywnie z6tty
2 C30H23N4O 460,5695 140-143 25,77
¢ 0T ylo}amino)butylo]akrydyno-9-karboksamid osad
N-[5-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- .,
2d Cs1H30N4O 474,5961 761t d 168-172 21,84
TR ylo }amino)pentylo]akrydyno-9-karboksamid Oty osa
N-[6-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- Z6tto-
2 Cx»H3N.O 488,6227 ) - 10,39
¢ R ylo}amino)heksylo]akrydyno-9-karboksamid pomaranczowy olej
N-[7-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- ) .
2f C33H34N4O 502,6493 Z6tty ol - 7,87
S ylo}amino)heptylo]akrydyno-9-karboksamid Oy 0]
N-[8-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- ) .
2 Cs4H36N4O 516,6758 Z6tty ol - 6,70
g e ylo}amino)oktylo]akrydyno-9-karboksamid Oy 0]
N-[9-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- Z6tto-
2h C3sHisN4O [9-({1H,2H,3H-cyklopenta[blchinolino-9- | = . £ | oo ] 7,35

ylo}amino)nonylo]akrydyno-9-karboksamid

pomaranczowy olej
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Tabela 5. Wyniki badan strukturalnych zwigzkéw 2a-2h metodami spektroskopowym.

Symbol
zwiazku

'H NMR

3C NMR

FTIR-ATR
v (em™)

MS (ESI)

MS-HR (ESI) m/z

Obliczona

Oznaczona
w badaniu

2a

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) &
8,41 (d, J = 8,6 Hz; 1H, ArH); 8,18 —
8,21 (m, 2H, ArH); 7,94 — 7,97 (m,
2H, ArH); 7,83 — 7,89 (m, 4H, ArH);
7,65 (t, J=8,4 Hz; 1H, ArH); 7,45 —
7,49 (m, 2H, ArH); 4,28 (t, J = 6,0 Hz,
2H, CH,); 4,06 (t, J = 6,0 Hz; 2H,
CH»); 3,55 - 3,51 (m, 2H, CHy); 3,20
(t, J=7,9 Hz; 2H, CHz); 2,29 (p, J =
7,8 Hz; 2H, CH>)

3C NMR (151 MHz,
MeOD) 6 175,7,
162,1; 152,8; 138,7;
132,1; 130,8; 128,3;
126,7; 126,1; 124,9;
122,4;122,1; 117,3;
112,7; 48,2; 39,9;
31,4;31,2; 20,7

752,8;1279,1;1367,4;1463,1;
1569,4;2942,2;3195,1

85,1; 185,1;
206,0; 249,1

432,1963

432,1950

2b

'"H NMR (600 MHz, Metanol-ds) &
8,37 (d, J=8,5 Hz; 1H, ArH); 8,24
(dd, J = 8,8 Hz; 2H, ArH); 8,12 (dd, J
= 8,5 Hz; 2H, ArH); 7,91 — 7,94 (m,
2H, ArH); 7,76 — 7,83 (m, 2H, ArH);
7,66 — 7,70 (m, 2H, ArH); 7,61 (t, J =
8,3 Hz; 1H, ArH); 4,06 (t, J = 7,0 Hz;
2H, CH»); 3,84 (t, J = 6,8 Hz; 2H,
CH,); 3,42 — 3,46 (m, 2H, CH»); 3,17
(t, /=179 Hz; 2H, CH,); 2,25 (dp, J =
20,8; 7,3 Hz; 4H, CH»)

BC NMR (151 MHz,
MeOD) 6 168,2;
148,2; 142,1; 130,9;
128,3; 126,9; 125,3;
125,1;122,2; 122,1;
121,8;117,9; 112,6;
42.3;36,9; 32,2; 31,1;
30,6; 22,0

750,8; 1275,1; 1373,8;
1457,8; 1558,5; 2917,2;
3197,0

149,05 185,1;
223,1; 263,1

446,2119

446,2106
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2¢c

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) &
8,37 (d, J = 8,4 Hz; 1H, ArH); 8,23
(dd, J = 8,8 Hz; 2H, ArH); 8,07 (dd, J
= 8,6 Hz; 2H, ArH); 7,85 — 7,94 (m,
3H, ArH); 7,78 (d, J = 8,4 Hz; 1H,
ArH); 7,59 — 7,68 (m, 3H, ArH); 3,96
(t, /=69 Hz; 2H, CH,); 3,75 (t, J =
6,7 Hz; 2H, CH»); 3,41 — 3,46 (m, 2H,
CHb); 3,16 (t, J = 7,9 Hz; 2H, CH,);
224 (p, J = 7,7 Hz: 2H, CHa); 1,92 —
1,97 (m, 4H, CH»)

3C NMR (151 MHz,
DMSO) 6 168,3;
166,4; 148,6; 148,3;
146,9; 142,9; 131,1;
129,7, 128,7; 128,4;
127,2; 126,0; 123,6;
122,2;122,1; 119,4;
112,5; 44,2; 40,3;
34,6; 31,1; 29,1; 26,8;
23,2

756,8; 1258,3; 1367,5;
1458,0; 1541,1; 2915,6;
32334

185,1; 206,0;
239,2; 2822

460,2293

460,2263

2d

"H NMR (600 MHz, Metanol-ds) &
8,30 (d, J=8,2 Hz; 1H, ArH); 8,22
(dd, J = 8,8 Hz; 2H, ArH); 8,08 (dd, J
= 8,4 Hz; 2H, ArH); 7,87 — 7,94 (m,
1H, ArH); 7,80 (t, J = 8,2 Hz; 1H,
ArH); 7,72 - 7,75 (m, 1H, ArH); 7,62
—7,66 (m, 1H, ArH); 7,55 (t, J=8,4
Hz; 1H, ArH); 3,89 (t, J = 7,3 Hz; 2H,
CH»); 3,70 (t, J = 7,0 Hz; 2H, CH»);
3,40 — 3,46 (m, 2H, CH»); 3,16 (t, J =
7,9 Hz; 2H, CH>); 2,28 (p, J = 7,8 Hz;
2H, CH»); 1,85 - 1,95 (m, 4H, CH>);
1,70 (p, J =7,8; 7,3 Hz; 2H, CH>»)

13C NMR (151 MHz,
MeOD) § 176,8;
161,7; 152,6; 142,5;
138,7; 131,9; 130,9;
128.3; 126,7; 125.7;
125,1; 122,2; 122.2;
112,1; 44.4; 39.4;
31,4; 31,2; 30,6; 28.,8;
22,4: 21,4

761,8; 1273,9; 1371,8;
1466,5; 1558,0; 2925,8;
3209,0

185,1; 206,0;
253,2;296,2;
4472

474,2454

474,2419
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2e

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) & 8,22
(dd, J = 8,8 Hz; 2H, ArH); 8,14 (d, J =

8,6 Hz; ArH); 8,08 (dd, J = 8,6 Hz; 2H,
ArH); 7,88 — 7,93 (m, 2H, ArH); 7,75
(d, J=8,3 Hz; 1H, ArH); 7,60 — 7,66
(m, 3H, ArH); 7,44 (t,J =7,3 Hz; 1H,
ArH); 3,71 - 3,76 (m, 2H, CH,); 3,67

(t,J=7,0Hz; 2H, CH,); 3,30 (t, J=7,2
Hz; 2H, CH,); 3,02 (t, J = 7,8 Hz; 2H,
CH>); 2,16 (p, J = 7,6 Hz; 2H, CH>);
1,80 (dp, J =21,1; 7,1 Hz; 4H, CHy);
1,58 - 1,67 (m, 2H, CH»); 1,33 - 1,41

(m, 2H, CH,)

13C NMR (151 MHz,
MeOD) 6 167,7; 163,8;
148,2; 142,5; 130,9; 130,6;
128,2; 126,7; 125,1; 125,0;
122.4;122,3;121,7; 117,9;
112,2;53,7; 39,4; 32,3;
31,0; 30,9; 28,9; 26,5; 18,4

757,0; 1255,6; 1364,2;
1458.4; 1562,1; 2916,8;
3253,1

185,1; 206,0;
310,2

488,2597

488,2576

2f

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) § 8,21

(dd, J = 8,8 Hz; 2H, ArH); 8,13 (d, J =

8,1 Hz; 1H, ArH); 8,07 (dd, J = 8,6 Hz;
2H, ArH); 7,84 — 7,88 (m, 2H, ArH);
7,75 (d, J=7,6 Hz; 1H, ArH); 7,61 —

7,65 (m, 3H, ArH); 7,43 (t, J=7,7 Hz;
1H, ArH); 3,70 — 3,73 (m, 2H, CH,);
3,66 (t, J = 7,0 Hz; 2H, CHa); 3,28 —
3,32 (m, 2H, CHyp); 3,01 (t, /= 7,8 Hz;

2H, CH,); 2,17 (p, J = 7,6 Hz; 2H,

CH»); 1,78 (dp, J = 14,1; 7,0 Hz, 4H,

CH>); 1,54 — 1,59 (m, 4H, CH,); 1,33 —

1,41 (m, 2H, CH»)

BC NMR (151 MHz,
MeOD) 6 167,7; 163,4;
148,2; 142,6; 130,8; 130,8;
128,2; 126,7; 125,1; 125,1;
122,3;122,0; 121,8; 112,2;
44.5; 39,5; 32,1; 31,0;
31,0; 29,4, 28,9, 28,6;
26,6; 26,2; 22,5; 22,4

752,5; 1265,2; 1367,5;
1456,2; 1567,6; 2918,2;
3220,5

151,05 185,1;
206,0; 281,2;
3242

502,2761

502,2732
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2g

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) & 8,22
(dd, J = 8,8 Hz; 2H, ArH); 8,06 — 8,10
(m, 3H, ArH); 7,86 — 7,91 (m, 2H,
ArH); 7,74 (d, J =7,7 Hz; 1H, ArH);
7,65 -17,69 (m, 2H, ArH); 7,55 - 7,59
(m, 1H, ArH); 7,38 (t, J = 8,2 Hz; 1H,
ArH); 3,62 — 3,69 (m, 4H, CH»); 3,27
(t,J=17,2Hz, 2H, CH»); 2,99 (t, /=7,8
Hz; 2H, CH,); 2,15 (p, J = 7,6 Hz; 2H,
CH»); 1,75 (dp, J =31,4;7,8; 7,3 Hz;
4H, CH); 1,46 — 1,56 (m, 6H, CH>);
1,33 - 1,40 (m, 2H, CH»)

13C NMR (151 MHz,
MeOD) § 167,7; 166.8;
146,0; 142,6; 130,8; 128,7;
128,2; 126,7; 125,7; 125,2;
123,8; 122,3; 121,0; 112,3;
53,6; 40,4; 33,5; 30,9;
30,8; 29,0; 29,0; 28,9;
28,9; 28,8; 26,7; 26,4;
26,3;26,3; 22,7

753,8; 1260,1; 1358,3;
1457,2; 1566,9; 2924,7,
3239,3

185,1; 206,0;
295,2; 338,2

516,2928

516,2889

2h

"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) & 8,23
(d, J=8,9 Hz; 1H, ArH); 8,07 — 8,11
(m, 3H, ArH); 7,90 — 7,94 (m, 1H,
ArH); 7,73 - 7,76 (m, 2H, ArH); 7,68 —
7,72 (m, 1H, ArH); 7,58 — 7,61 (m, 2H,
ArH); 7,39 — 7,44 (m, 2H, ArH); 3,64 —
3,67 (m, 2H, CH»); 3,25 — 3,30 (m, 2H,
CHo); 3,14 (t, J = 7,1 Hz; 2H, CH,);
3,01 (t, J=7,8 Hz; 2H, CH,); 2,18 (p, J
=7,7Hz; 2H, CH,); 1,68 (p, J=7,6
Hz; 2H, CH»); 1,31 - 1,52 (m, 12H,
CH,)

3BC NMR (151 MHz,
MeOD) 6 172,2; 147,2;
142,6; 130,9; 128,2; 128,2;
126,7; 125,2; 123,5; 122,3;
120,8; 112,3; 53,6; 40,4,
30,9; 30,9; 30,8; 29,2;
29,1; 29,0, 29,0; 29,0;
28.,9; 28,8; 28,8; 26,7,
26,4;26,3; 26,3; 22,8

753,3; 1260,0; 1368,3;
1457,2; 1567,3; 2920,4;
31927

206,0; 309,2;
3522

530,3071

530,3045
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4.1.3 Synteza zwiazkow 3a-3h

=
AN AN

HN ©
| eter dietylowy/HCI
CH CH2
HN /( 2) n temp. pokojowa, 24h /( n HCl
7 ©5I>
N
2a-2h 3a-3h

Schemat 4. Reakcja syntezy zwiazkéw 3a-3h (I etap).

W trzecim etapie syntezy w celu poprawy rozpuszczalnosci w wodzie nowych
pochodnych, otrzymane i oczyszczone zwigzki 2a-2h przeprowadzono w chlorowodorki,
otrzymujac nowg seri¢ zwigzkéw 3a-3h[166, 169, 170]. Chlorowodorki otrzymano poprzez
rozpuszczenie zwigzkéw 2a-2h w niewielkiej ilosci metanolu, a nast¢pnie dodaniu
w nadmiarze eteru dietylowego nasyconego chlorowodorem. Reakcje III etapu syntezy
zwigzkéw 3a-3h przedstawiono na Schemacie 4. Ogélny wzoér serii zwigzkéw 3a-3h
przedstawiono na Rycinie 16, str. 76. Wtasciwosci fizyko-chemiczne oraz wyniki badan

strukturalnych zwigzkéw zestawiono w Tabeli 6, str. 77 1 7, str. 78-81.



*HCI
HN o
| 3a, n=2
_er) 3b, n=3
HN a 3c, n=4
3d, n=5
3e, n=6
\\\\ 3f, n=7
3g, n=8
S 3h, n=9
N
3a-3h

Ryc. 16 Wz6r ogdlny zwigzkéw 3a-3h.
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Tabela 6. Wtasciwosci fizyko-chemiczne zwigzkéw 3a-3h.

, Masa s
Syfnbol Wazor Nazwa zwiazku molowa Postaé i kolor Tem.pel.'atlira Wydajnos¢
zwiazku sumaryczny topnienia [°C] [%]
[g/mol]
chlorowodorek Intensywnie z6tty
3a C2sH24CIN4O N-[2-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 468,9773 Krvstali d’ 249-250 82,57
ylo}amino)etylo]akrydyno-9-karboksamidu ystaticzy osa
chlorowodorek Intensywnie z6ity
3b C9H,¢CIN4O N-[3-({1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 483,0039 Krvstaliczny osa d, 198-200 64,00
ylo Jamino)propyloJakrydyno-9-karboksamidu Y Y
chlorowodorek Intensywnie z6ity
3c C30H23CIN4O N-[4-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 497,0305 Krvstaliczny osa d’ 238-240 74,06
ylo}amino)butylo]akrydyno-9-karboksamidu Y Y
chlorowodorek Intensywnie z6tty
3d C31H30CIN4O N-[5-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 511,0570 Krvstali d’ 240-241 86,49
ylo}amino)pentylo]akrydyno-9-karboksamidu ystaficzny osa
chlorowodorek Intensywnie z6tty
3e CsH3,CIN4O N-[6-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 525,0836 Krvstali d’ 158-160 62,50
ylo}amino)heksyloJakrydyno-9-karboksamidu ystaticzny osa
chlorowodorek Intensywnie z6tty
3f C33H34CIN4O N-[7-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 539,1102 Krvstal; d’ 179-180 78,64
ylo}amino)heptylo]akrydyno-9-karboksamidu ystaticzny osa
chlorowodorek Intensywnie z6ity
3g C34H36CIN,JO N-[8-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 553,1368 Krvstaliczny osa d’ 183-185 91,29
ylo }amino)oktylo]akrydyno-9-karboksamidu Y Y
chlorowodorek Intensywnie z6ity
3h Ci5H3sCIN,O N-[9-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9- 567,1634 ’ 190 -195 89,66

ylo}amino)nonylo]akrydyno-9-karboksamidu

krystaliczny osad
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Tabela 7.

Wyniki badan strukturalnych zwigzkéw 3a-3h metodami spektroskopowymi

MS-HR (ESI) m/z
Symbol 'H NMR 13C NMR FTIR'A_IT R MS (ESI) o
zwigzku v (ecm?) Obliczona Znaczona w
badaniu
"H NMR (600 MHz, Metanol-ds) & 8,50 (d, J
— 8,4 Hz; 1H, ArH); 8,43 (dd, J = 8,8 Hz; 2H,
ArH); 8,34 - 8,39 (m, 2H, ArH); 8.32 (dd, J = | "CNMR (151 MHz MeOD) | "
8,7 Hz; 2H, ArH); 7,93 (t, J = 8,2 Hz; 1H); 6 165,4; 152,6; 140,3; 137,9; 1376 9’ 146§ 87 185.1: 206.0-
3a 7,84 — 7,89 (m, 3H, ArH); 7,71 (t, J = 8,3 Hz; 132,7; 128,9; 126,7; 126,5; 1569’5f 3023’1j 226’ 1" 249’ 1’ 432,1950 432,1960
1H, ArH); 4,35 (t, J = 6,2 Hz; 2H, CH,); 4,14 122,6; 122,6; 119,8; 119,4; 3’2’32 9 7 7 ’
(t, J=6,2 Hz; 2H, CH,); 3,52 (q, / = 7,0 Hz; 117,2; 44,4; 40,3; 31,2; 22,5 ’
2H, CH»); 3,27 (t, J = 7.9 Hz: 2H, CH); 2,36
(p, J=7,7Hz; 2H, CH»)
'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) & 8,47 (d, J
= 8,5 Hz; 1H, ArH); 8,41 — 8,45 (m, 4H,
ArH); 8,36 — 8,39 (m, 2H, ArH); 8,01 — 8,04 | *C NMR (151 MHz, MeOD)
(m, 2H, ArH); 7,90 (t, J = 8,0 Hz; 1H, ArH); | 6 165,0; 140,7; 137,7; 137,5; 753,4; 1260,6;
7,80 (d, J = 8,2 Hz; 1H, ArH); 7,67 (t, J = 8,2 132,5; 128,9; 126,8; 126,2; 1370,2; 1464,6; 185,1; 223,1;
3b Hz; 1H, ArH); 4,12 (t, J = 7,1 Hz; 2H, CH,); 122,7; 120,3; 119,2; 117.2; 1558,3; 3027,4; 235,1;263,1 46,2107 46,2106
3,91 (t, J=7,0 Hz; 2H, CH»); 3,52 (q, J = 6,7 42.3;37,2; 31,3; 31,2; 30,7, 32229
Hz; 2H, CH»); 3,24 (t, J = 7,9 Hz; 2H, CH»); 22,4
2,29 — 2,36 (m, 4H, CH»)

78




3c

"H NMR (600 MHz, Metanol-ds) & 8,42 —
8,47 (m, 3H, ArH); 8,36 — 8,41 (m, 4H, ArH);
7,99 — 8,03 (m, 2H, ArH); 7,88 (t, J = 8,2 Hz;
1H, ArH); 7,78 (d, J =7,9 Hz; 1H, ArH); 7,67

(t, J = 8,3 Hz; 1H, ArH); 4,00 (t, J = 6,6 Hz;

2H, CH»); 3,82 (t, J = 6,5 Hz; 2H, CH,); 3,48

(q, J=7,3; 6,2 Hz; 2H, CH»); 3,22 (t,J =79

Hz; 2H, CHy); 2,31 (p, J =7,7 Hz; 2H, CHb);
1,97 - 2,05 (m, 4H, CH»)

BC NMR (151 MHz, MeOD)
5 164,5; 161,1; 153,4; 140,3;
137,8; 137,6; 132,5; 128,9;
126,9; 126,2; 122,7; 122,5;
119,9; 119,2; 112,3; 44,1;
39,6; 31,3; 31,1; 28,7; 26,1;
22,4

743,9; 1263,7;

1368,4; 1466,9;

1552.,4; 3025,9;
3189,1

185,1; 206,0;
239,2;282,2

460,2263

460,2276

3d

"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) & 8,43 —
8,47 (m, 2H, ArH); 8,41 — 8,36 (m, 5SH, ArH);
7,99 — 8,04 (m, 2H, ArH); 7,86 (t, J = 8,2 Hz;
1H, ArH); 7,76 (d, J = 7,9 Hz; 1H, ArH); 7,61

(t, J=8,3 Hz; 1H, ArH); 3,93 (t,J = 7,3 Hz;
2H, CH,); 3,78 (t, J = 7,1 Hz; 2H, CH>); 3,46
(t,J=7,2Hz; 2H, CHy); 3,22 (t, J =7,9 Hz;
2H, CH»); 2,32 (p, J = 7,7 Hz; 2H, CHy); 1,95
(dp, J = 14,6; 7,4 Hz; 4H, CH»); 1,72 (p, J =
7,7 Hz; 2H, CH>)

BC NMR (151 MHz, MeOD)
6 164,4; 153,3; 140,2; 137,9;
137,6; 132,4; 128,9; 126,9;
126,1; 122,7; 122,5; 119,8;
119,2; 117,1; 44,4; 39,8;
31,3; 31,1; 30,6; 28,8; 23,8;
22,3

748,1; 1267 .4;

1369,7; 1465,6;

1557,9; 3030,0;
3185,2

185,1; 206,1;
268,2; 296,2

474,2420

4742441
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3e

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) § 8,44 —
8,47 (m, 2H, ArH); 8,36 — 8,42 (m, 5H, ArH);
8,02 — 8,05 (m, 2H, ArH); 7,87 (t, J = 8,2 Hz;
1H, ArH); 7,76 (d, J = 7,9 Hz; 1H, ArH); 7,64
(t, J=8,3 Hz; 1H, ArH); 3,91 — 3,88 (m, 2H,
CH»); 3,75 (t, J=7,2 Hz; 2H, CH,); 3,44 (t, J

=7,3 Hz; 2H, CH»); 3,21 (t, J = 7,9 Hz; 2H,

CH»); 2,32 (p, J = 7,8 Hz; 2H, CH,); 1,85 -

1,92 (m, 4H, CH,); 1,65 (p, J = 3,5 Hz; 4H,
CH»)

BC NMR (151 MHz, MeOD)
0 164.,3; 153,3; 140,2; 137,9;
137,6; 132,4; 128,9; 126,9;
126,1; 122,7; 122,5; 119,8;
119,2; 117,1; 44.5; 39,8;
39,2; 31,3; 31,1; 31,0; 28,9;
28,8; 26,5; 26,2; 25,8; 20,9

753,7; 1262,9;

1368,9; 1464,3;

1558,2; 2934,2;
3196,3

180,1; 206,1;
267,2;310,2

488,2576

488,2600

3t

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) § 8,44 —
8,47 (m, 2H, ArH); 8,35 — 8,40 (m, 5H, ArH);
8,00 — 8,04 (m, 2H, ArH); 7,85 — 7,88 (m, 1H,
ArH); 7,76 (d, J = 7,8 Hz; 1H, ArH); 7,64 (t,

J=17,8 Hz; 1H, ArH); 3,85 — 3,89 (m, 2H,
CH»); 3,74 (t, J=7,2 Hz; 2H, CH»); 3,43 (t, J

=17,3 Hz; 2H, CH>); 3,20 (t, J = 7,9 Hz; 2H,

CH»); 2,32 (p, J = 7,8 Hz; 2H, CH»); 1,85 (q,

J=6,9 Hz; 4H, CH»); 1,60 (d, J = 15,0 Hz;
6H, CH>)

3C NMR (151 MHz, MeOD)
6 164,3; 153,3; 153,3; 140,3;
137,8;137,6; 132,4; 128,9;
126,8; 126,1; 122,7; 122,5;
119,8;119,2; 117,1; 44,5,
39,8;31,2; 31,1; 31,0; 28,9;
28,6; 26,7;26,2; 223

753,5; 1263,9;

1362,6; 1464,4;

1558.,4; 2931,3;
3196.,4

178,1; 206,1;
296,2; 324,2

502,2733

502,2749
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3g

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) § 8,43 —
8,46 (m, 2H, ArH); 8,34 — 8,40 (m, 5SH, ArH);
8,01 — 8,05 (m, 2H, ArH); 7,85 (t, J = 7,2 Hz;
1H, ArH); 7,75 (d, J = 8,0 Hz; 1H, ArH); 7,63
(t, J=7,3 Hz; 1H, ArH); 3,83 — 3,88 (m, 2H,
CH»); 3,73 (t, J=7,2 Hz; 2H, CH,); 3,42 (t, J

=7,2 Hz; 2H, CH»); 3,21 (t, J = 7,9 Hz; 2H,
CH»); 2,32 (p, J = 7,8 Hz; 2H, CH»); 1,84 (p,
J=7,1Hz; 4H, CH,); 1,48 — 1,61 (m, 8H,
CH»)

13C NMR (151 MHz, MeOD)
6 164,4; 153,3; 153,1; 1404,
137,7; 137,6; 132,4; 128,9;
126,8; 126,0; 122,6; 122,4;
119,9; 119,2; 117,1; 44,6,
39,9; 31,2; 31,1; 31,0; 29,0;
28.,9; 28,8; 26,7, 26,2; 22,3

753,6; 1262,6;

1362,5; 1464,4;

1558,3; 2927,6;
3196.6

185,1; 206,1;
295,2; 338,2

516,2889

516,2902

3h

'"H NMR (600 MHz, Metanol-d,) § 8,43 —
8,46 (m, 2H, ArH); 8,33 — 8,40 (m, SH, ArH);
8,01 — 8,05 (m, 2H, ArH); 7,86 (t, J = 7,2 Hz;
1H, ArH); 7,75 (d, J = 8,4 Hz; 1H, ArH); 7,63
(t, J = 8,2 Hz; 1H, ArH); 3,83 — 3,87 (m, 2H,
CH>); 3,73 (t, J = 7,2 Hz; 2H, CH»); 3,41 (t, J

=7,3 Hz; 2H, CH,); 3,20 (t, J = 7,9 Hz; 2H,
CH»); 2,32 (p, J = 7,7 Hz; 2H, CH»); 1,78 —
1,87 (m, 4H, CH>); 1,59 — 1,44 (m, 12H, CH,)

3C NMR (151 MHz, MeOD)
5 164,4; 153,3; 153,1; 140,4;
137,7; 132.,4; 128,9; 126,8;
126,0; 122,6; 122,4; 120,0;
119,1; 117,1; 44,6; 39,9;
31,2; 31,1; 31,05 29,2; 29,0;
28.9; 28,8; 26,8; 26,2; 22,3

753,7; 1262,6;

1362,6; 1464,4;

1558.4; 2923,5;
3196.,6

185,1; 206,0;
223,1; 253,2;
280,2; 309,2;
336,2; 352,2

530,3046

530,3072
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4.2 Ocena aktywnosci inhibicyjnej in vitro zwiazkéw 3a-3h wobec AChE i BuChE

Oceng¢ aktywnosci inhibicyjnej zsyntetyzowanej serii zwigzkéw 3a-3h, pochodnych
cyklopentachinoliny i  kwasu  9-akrydynokarboksylowego, =~ wobec cholinoesteraz
przeprowadzono przy uzyciu metody Ellmana[166, 170, 171]. Mechanizm reakcji polegal na
interakcji substratu (jodku acetylotiocholiny) z cholinoesterazami (AChE 1 BuChE)
w obecnosci inhibitora oraz odczynnika Ellmana - kwasu 5,5’ -ditiobis-(2-nitrobenzoesowego)
(DTNB). W wyniku hydrolizy substratu powstaje tiocholina, ktéra reagujac z odczynnikiem
DTNB prowadzita do redukcji wigzania disiarczkowego oraz utworzenia anionu kwasu 5-tio-
2-nitrobenzoesowego (TNB) o charakterystycznej zo6ttej barwie. Intensywno$¢ zoéttego
zabarwienia jest proporcjonalna do aktywnosci enzymu. Obecno$¢ inhibitora AChE lub
BuChE powoduje spadek aktywnos$ci enzymu, co objawia si¢ zmniejszeniem intensywnosci
roztworu. Ocene aktywnos$ci inhibicyjnej zwigzkéw przeprowadza si¢ przy uzyciu metody
spektrofotometrycznej, przy diugosci fali 412 nm. Aktywnos¢ zwigzkéw wyrazana jest
w wartosciach ICso (ang. half maximal inhibitory concentration), ktére okresla st¢zenie
badanego zwigzku powodujacego spadek aktywnosci enzymu o 50%. Przebieg mechanizmu
reakcji przedstawia Schemat 5, str. 83. Wyniki badania przedstawiono w Tabeli 8, str. 84.
W celach poréwnawczych, wyniki wszystkich zwigzkéw z serii zestawiono z wynikami
badan nad uznanymi inhibitorami cholinoesteraz - takryng 1 bistakryna, posiadajacymi wysoki

stopien podobienstwa w budowie strukturalnej do zwigzkéw 3a-3h.
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Schemat 5. Przebieg reakcji enzymatycznej w metodzie Ellmana wykorzystanej w ocenie
aktywnosci inhibicyjnej zwigzkéw 3a-3h. DTNB [kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy)],
TNB (kwas 5-tio-2-nitrobenzoesowy), AChE (acetylocholinesteraza),
BuChE(butyrylocholinoesteraza), H,O (woda).

Wigkszos¢ zwigzkéow 3a-3h wykazala wysokg aktywnos¢ inhibicyjng wobec AChE
w zakresie ICso=113,34 — 700,98 nM. Zwiazek 3f, o dluzszym tancuchu alkilowym
sktadajagcym si¢ z siedmiu grup metylenowych, wykazat najwyzszy potencjal inhibicyjny
wobec AChE (ICs0=113,34 + 7,14 nM), znacznie nizszy niz takryna (ICs50=226,97 + 27,05
nM) i bistakryna (ICs50=405,10 £ 28,62 nM). Ponadto, zwigzek 3f wykazal rowniez wysoka
aktywno$¢ wobec BuChE (IC50=203,52 + 16,02nM). Zwiazki 3b (IC50=272,33 £+ 35,11 nM)
i3c¢c (IC50=272,79 = 22,11 nM) posiadaty wobec AChE identyczng aktywnos$¢, natomiast
wobec BuChE zwigzek 3b (ICs50=103,73 + 7,63 nM) wykazal prawie dwukrotnie wyzsza
aktywno$¢ od zwigzku 3¢ (ICs50=200,20 + 18,07 nM). Wszystkie zwigzki 3a-3h wykazaty
wyzszg selektywnos¢ wobec BuChE niz AChE. Wysoka aktywnos$¢ inhibicyjng nowych

zwigzkéw wobec cholinoesteraz potwierdzaja wartosci ICso dla calej serii w zakresie od
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103,73 do 539,92 nM. Najaktywniejszym zwigzkiem wobec BuChE okazal si¢ zwigzek 3b

(IC50=103,73 £+ 7,63 nM), charakteryzujacy si¢ krotkim tancuchem alkilowych, sktadajacym

si¢ z trzech grup metylenowych. Byt on ponad dwukrotnie bardziej aktywny niz bistakryna.

Wyniki badan dowiodly brak zaleznosci miedzy aktywnoscig biologiczng zwigzku wobec

cholinoesteraz a dtugoscig fancuch alkilowego 1aczacego czasteczke cyklopentachinoliny

1 kwasu akrydynowego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wyselekcjonowano najbardziej aktywne zwigzki,

zaréwno wobec AChE, jak i BuChE. Pochodne 3b i 3f ze wzgledu na najnizsze wartosci ICso

zostaty wybrane do dalszych badan. Wykres 1, str. 85 obrazuje zalezno$¢ aktywnosci

pochodnych wobec AChE w zalezno$ci od ilosci atoméw wegla w tancuchu alifatycznym.

Tabela 8. Aktywnos¢ inhibicyjna serii badanych zwigzkéw 3a-3h wobec AChE and BuChE.

Zwiazek AChE BuChE Selektywnosé Selektywnosé
ICso = SD [nM]* ICso + SD [nM]° wobec AChE® wobec BuChE?
3a 8619,37 £ 606,33 539,92 + 66,90 0,06 15,96
3b 272,33 £ 35,11 103,73 + 7,63 0,38 2,62
3c 272,79 £ 22,11 200,20 + 18,07 0,73 1,36
3d 4057,16 = 535,79 173,41 £ 18,89 0,04 23,39
3e 394,69 £ 36,07 194,88 +£ 11,02 0,49 2,02
3f 113,34 + 7,14 203,52 £16,02 1,79 0,56
3g 700,98 £ 67,08 177,63 £17,03 0,25 3,95
3h 669,42 + 83,39 226,97 £ 27,05 0,34 2,95
Takryna 226,97 £ 27,05 7,20 +0,51 0,03 31,52
Bistakryna 405,10 £ 28,62 226,00 £ 30,40 0,56 1,79

2Stezenie zwigzku [nM] powodujace spadek aktywnosci AChE o 50% (x SD)

®Stezenie zwigzku [nM] powodujgce spadek aktywnosci BuChE o 50% (% SD)

¢ ICso(BuChE)/ICs0(AChE).
4ICso(AChE)/ICso(BuChE).
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Zaleznos$¢ aktywnosci inhibicyjnej wobec AChE pochodnych
3a-3h od ilosci atomoéw wegla w fancuchu alifatycznym w
obecnosci zwigzkow referencyjnych
8619,37

4057,16

IC,, [nM]

B 272,33 272,79 394,69 113,34 -’ -’ 226,97 405,10

m3a m3b m3c " 3d m3e m3f m3g m3h mtakryna m bistakryna

Badany zwigzek

Wykres 1. Zalezno$¢ aktywnosci biologicznej pochodnych 3a-3h wobec AChE w zaleznosci

od ilosci atoméw wegla w fancuchu alifatycznym.

4.3 Charakterystyka kinetyki reakcji enzymatycznej AChE i BuChE

Analize kinetyki reakcji inhibicji AChE 1 BuChE przeprowadzono metoda Ellmana dla
zwigzkOéw o najwyzszej aktywnosci - zwigzek 3b 1 3f . Badanie kinetyki enzymatyczne;j
wykonano dla wybranych stezen zwigzku 3b (150, 200, 250 nM) oraz 3f (200, 400, 800 nM)
w réznych stezeniach jodku acetylotiocholiny z zakresu 35-350 uM. Stezenia zwigzkéw do
badan kinetycznych byly dobierane biorac pod uwage wyniki aktywnosci inhibicyjnej wobec
enzymOw. Na podstawie wynikow badan sporzadzono wykresy Lineweaver’a-Burk’a,
zaleznosci odwrotnosci szybkosci reakcji (1/[V]) do odwrotnosci stezenia substratu — jodku
acetylocholiny (1/[S]).

Na podstawie wynikéw analizy oraz wykresow Lineweaver’a-Burk’a (Wykres 2, str.
86, Wykres 3, str. 86) wykazano mieszany typ inhibicji wobec AChE i BuChE. Dowodza
tego przecinajace si¢ linie wykresow poza osig odcietych (x) oraz rzednych (y). Ponadto
zmniejszajace si¢ wartosci K przy rosngcych wartosciach Vmax, potwierdzaja, ze oba zwigzki
charakteryzuja si¢ mieszanym typem inhibicji. Zwiazki 3b oraz 3f nie powoduja catkowitego
zablokowania enzyméw, ale prowadza do czasowego spadku aktywnosci AChE i BuChE.

Powstajacy kompleks substrat-enzym-inhibitor posiada zmniejszong aktywnos¢ katalityczng.
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4.4 Ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych wybranych zwiazkéw metoda
ORAC-FL

Stres oksydacyjny uwazany jest za wazny czynnik biorgcy udzial w patogenezie
choroby Alzheimera. Projektowanie nowych, wielofunkcyjnych zwigzkéw czesto zaktada
obecnos¢ komponentow o dziataniu antyoksydacyjnym. W celu okreslenia wilasciwosci
antyoksydacyjnych najaktywniejszych zwigzkéw 3b i1 3f zastosowano fluorymetryczng
metod¢ ORAC-FL. Metoda ORAC-FL opiera si¢ na zdolno$ci absorpcji przez badany
zwiagzek wolnych rodnikéw tlenowych, generowanych przez APPH w obecnosci fluoresceiny
sodowej. W celu poréwnania potencjalnych wlasciwosci antyoksydacyjnych nowych
pochodnych, przeprowadzono réwniez badanie wlasciwosci antyoksydacyjnych, takryny jako
zwigzku referencyjnego o znacznym podobienstwie strukturalnym do kwasu
9-akrydynokarboksylowego 1 cyklopentachinoliny (analog takryny o uwodornionym
piecioweglowym pierscieniu).

Dane z pomiaréw zmian fluorescencji zebrane w oprogramowaniu czytnika Gen5 Data
Analysis zostaly wyeksportowane do MS Excel w celu prowadzenia dalszych obliczen.
Krzywe zwigzkéw i Troloxu® (krzywa fluorescencji w funkcji czasu) znormalizowano
w stosunku do krzywej slepej proby dla tego samego testu, przez pomnozenie danych
fluorescencyjnych przez wspétczynnik fi/fo (fluorescencja slepej proby, t=0/fluorescencja

probki, t=0). Pole pod krzywa zaniku fluorescencji (AUC) obliczono z réwnania:
i=86

AUC=1+Zfi/f0 y

Net AUC = AUCsqmpre — AUCpiank %)

Wartosci Net AUC (wartos¢ réznicy pdl pod krzywa zaniku fluorescencji miedzy
zwigzkiem badanym a §lepa préba) dla kazdego zwiagzku i Troloxu® obliczono zgodnie
zréwnaniem (2) 1 wykreslono w funkcji ich stezen. Ekwiwalenty Troloxu® (TE) zostaty
okreslone przez stosunek nachylenia krzywej regresji liniowej kazdego zwigzku (mcompound) do
nachylenia krzywej regresji liniowe] standardu (Trolox®) (mguolox). Dane wyrazono jako

srednig arytmetryczng oraz obliczono odchylenie standardowe.

TE (range of concentrations) = Mcompouna/Mrrolox 3)
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Tabela 9. Wyniki badania ORAC-FL zwigzkéw 3b, 3f i takryny wyrazone w formie

ekwiwalentéw troloxu (TE + SD).

Zwiazek TE +SD
3b 0,4614 £ 0,056
3f 0,3254 £0,014

takryna 0,0132 £ 0,009

Na podstawie uzyskanych wynikéw (Tabela 9.) potwierdzono, ze badane zwiazki 3b
1 3f wykazaty aktywno$¢ antyoksydacyjna. Zwigzek 3b, charakteryzujacy si¢ krétszym
tancuchem alkilowym taczacym strukture cyklopentachinoliny i kwasu
9-akrydynokarboksylowego, wykazal najwyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna (TE=0,4614 +
0,056) sposréd badanych substancji. W poréwnaniu do takryny, pochodna 3b posiadata okoto
35 razy wigksza aktywno$¢ antyoksydacyjng. Natomiast zwigzek 3f (TE=0,3254 + 0,014),
charakteryzujacy si¢ diluzszym tancuchem alkilowym, bedacy jednoczes$nie najbardziej
skutecznym inhibitorem AChE, wykazal okolo 25 razy wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng

w porOwnaniu do takryny.

4.5 Badanie hepatotoksycznosci wybranych pochodnych na linii ludzkich
komoérek gwiazdzistych watroby (HSCs)

Toksyczne dziatanie leku na komoérki watroby byto przyczyna wycofania z lecznictwa
pierwszego leku stosowanego w chorobie Alzheimera — takryny. Ze wzgledu na strukturalne
podobienstwo zaprojektowanych pochodnych do takryny, zdecydowano si¢ na wykonanie
badania hepatotoksycznosci na zdrowych, ludzkich komodrkach gwiazdzistych watroby (ang.
human hepatic stellate cells, HSCs, Sciencell). Komérki watroby stanowig istotny element
w prawidlowym funkcjonowaniu tego narzadu oraz uczestniczag w odpowiedzi na czynniki
uszkadzajace m.in. toksyny i leki.

W celu okreslenia potencjalnego dziatania hepatotoksycznego pochodnych 3b i 3f
wykonano test przy uzyciu linii komérkowej zdrowych, ludzkich komérek gwiazdzistych

watroby. Wyniki badania przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Wyniki badania hepatotoksycznosci na linii komérkowej HSCs, prezentujace

stezenia powodujace 50% spadek zywotnosci komorek.

Zwiazek ICsp = SD [uM]
3b 31,96 £2,05
3f 49,75 +4,36
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Zwiagzek 3b wykazat si¢ wyzsza toksycznoscia (ICs0=31,96 + 2,05 uM) wobec
ludzkich komérek gwiazdzistych watroby, niz pochodna 3f (ICs50=49,75 + 4,36 uM).
Zwigkszona toksyczno$¢ pochodnej 3b w stosunku do zwigzku 3f moze wynikaé¢ z dlugosci
tacznika  alkilowego  taczacego  czasteczke  cyklopentachinoliny z  kwasem
9-akrydynokarboksylowym. Niemniej warto podkresli¢, ze stezenia powodujace 50%
zmniejszenie przezywalnosci ludzkich komérek gwiazdzistych watroby sa znaczaco nizsze od
stezen aktywnych wobec AChE i BuChE uzyskanych w badaniu aktywnos$ci inhibicyjnej

metoda Ellmana.

4.6 Modelowanie molekularne

Tréjwymiarowa struktura wejsScia i wnetrza kieszeni wigzacej] AChE 1 BuChE oraz
charakter chemiczny aminokwaséw budujacych kieszen, determinuja sposéb wigzania
badanych ligandéw poprzez wymuszanie ich zmian konformacyjnych pod wplywem
oddziatywan z otaczajacymi resztami aminokwasowymi Giéwna rolg tancucha alifatycznego
tacznikowego jest dostosowanie geometrii liganda do warunkéw panujacych wewnatrz
kieszeni wigzacej enzymu, ktére zalezg bezposrednio od reszt aminokwasowych. Analize
dokowania ligandéw do gardzieli enzymu wykonano na strukturach wszystkich otrzymanych
zwigzkow serii 3a-3h.

Ksztatt kieszeni AChE przypomina gardziel o dtugosci ~20 A i szerokosci ~8 A,
podczas gdy kieszen BuChE jest bardziej kulista i ma S$rednice okoto 15 A. Tlos¢
aminokwaséw aromatycznych jest wyzsza w AChE niz BuChE (szczegdlnie w katalitycznym
miejscu anionowym CAS). BuChE zawiera wigcej hydrofilowych i1 obdarzonych tadunkiem
reszt aminokwasowych niz AChE (szczegélnie w peryferyjnym miejscu anionowym, PAS).
TRP86 (w CAS) i TRP286 (w PAS) to kluczowe reszty aromatyczne, odpowiedzialne za
interakcje miedzy kieszeniga wigzacg AChE a uktadami tréjpierscieniowymi badanej serii
ligandéw (akrydyna i cyklopentachinolina) (Rycina 17, str. 90). W przypadku BuChE role te
pelnia cztery reszty aromatyczne: PHE329, TYR332 1 TRP231 oraz oddzielona od nich
0 okoto ~10 A reszta TRPS2, znajdujacy si¢ po drugiej stronie regionu CAS (Rycina 17, str.
90).
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_TRP 2318

Rycina 17. Model reszt aromatycznych aminokwaséw wigzacych ligand w kieszeniach AChE
(czerwony) 1 BuChE (niebieski). W przypadku obu enzymow region odpowiedzialny za

wigzanie liganda angazuje reszty aminokwasowe TRP86 1 TRP82.

Badania nowej serii pochodnych 3a-3h potwierdzity, ze dlugos¢ tancucha
alifatycznego miedzy ugrupowaniami akrydyny i cyklopentachinoliny jest bezpo$rednio
skorelowana z elastycznos$ciag ligandu. Lancuchy alifatyczne z maksymalnie czterema
grupami metylenowymi (3a - 3c) sa sztywne ze wzglgdu na efekty steryczne i elektronowe
wynikajagce z  bliskiego  sgsiedztwa  sztywnych  tr§jpierScieniowych  ukladéw
cyklopentachinoliny i akrydyny. Z tego powodu, zwigzki posiadajace krotki tancuch
alifatyczny w sposéb korzystny przyjmuja okreslong geometri¢ (Rycina 18, str. 91). Nalezy
zauwazy¢, ze po wejsciu do kieszeni wigzacej zwigzki te moga przejs¢ gruntowne zmiany

konformacyjne wywotane oddziatywaniami z otaczajacymi je resztami aminokwasowymi.
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3a

Rycina 18. Struktury stabilnych zwigzkéw 3a-3c¢ obliczone na poziomie kwantowo
mechanicznym. Konformacja zwigzku 3a jest dodatkowo stabilizowana przez wewnatrz
czasteczkowe wigzanie wodorowe NH...O. Zwiazek 3b 1 3¢ posiadaja konformacje

w ksztalcie haka.

Najmniejszy 1 najsztywniejszy ligand z serii (zwigzek 3a) w swojej stabilnej
konformacji (Rycina 18, 3a) jest zbyt duzy, aby wejs¢ do kieszeni AChE o szerokosci ~8 A.
Mato prawdopodobne jest, ze zwigzek 3a przyjmie bardziej wydluzona konformacj¢ i1 zdota
wejs¢ do kieszeni AChE. Krotki i sztywny tancuch alifatyczny uniemozliwia réwnoczesnie,
rownolegte oddziatywania w uktadzie n-m obu ukladéw tréjpierscieniowych z kluczowymi
resztami tryptofanu wigzacymi ligand (TRP86 i TRP286), znajdujacymi si¢ w odlegtosci ~16
A od siebie. Niezdolno$é do wystarczajace] interakcji z obydwoma kluczowymi resztami
wigzacymi wtym samym czasie (tj. brak podwdjnego wigzania) ma silny wplyw na
powinowactwo wigzania zwigzku 3a z AChE, co objawia si¢ wysokg wartoscig jego ICso.

Zwiazek 3a przechodzi przez szersze wejscie do kieszeni BuChE i idealnie pasuje do
jego przestronnego wnetrza, jednoczesnie siegajac po kluczowe reszty aminokwasowe
TRP231 (oddzialywanie m w ksztalcie litery T z akrydyng) i TRP82 (oddzialywanie
rownolegte m powodujace naktadanie si¢ na siebie czasteczki akrydyny
i cyklopentachinoliny). Z tego powodu zwigzek 3a wykazuje bardzo wysokie powinowactwo
do BuChE, co przejawia si¢ niskg wartoscig ICso.

Jak przedstawiono na Rycinie 18 ligandy 3b i 3¢ wykazujg podobne ulozenie atoméw
w przestrzeni w ksztalcie haka, ktére moga zar6wno przechodzi¢ przez waskie wejscia
gardzieli, jak i dobrze pasowa¢ do wnetrz kieszeni obu enzyméw. Zwiazki 3b i 3¢ rozwijaja
si¢ strukturalnie, dopasowujac si¢ do waskiej kieszeni AChE przyjmujac bardzo podobny
sposéb oddziatywania m odpowiednio TRP86 1 TRP286, z akrydyng i cyklopentachinoling
utozonymi réwnolegle do siebie. Obie pozycje wigzania zwigzkéw 3b i 3¢ sg dodatkowo

stabilizowane przez wigzania wodorowe pomig¢dzy grupa hydroksylowa TYR124 a tlenem
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grupy amidowej liganda. Prawie identyczne sposoby wigzania ligandéw 3b i 3¢ w kieszeni
AChE odpowiadaja za wysokie powinowactwo tych ligandow do ACHE, ktére potwierdzaja
podobne wartosci ICsp.

Konformacje zwigzkéw 3b i 3¢ pozostaja w ksztalcie haka po wejsciu do szerszej
kieszeni BuChE, przyjmujagc podobny sposéb podwdjnego oddziatywania m-m.
Cyklopentachinolina oddzialywujac z TRP82 uktada si¢ w pozycji rownolegltej do czasteczki
akrydyny, zaangazowanej w interakcje w z TRP231 1 PHE329 przyjmujac ksztalt litery T.
Nieco szerszy odstgp miedzy resztami aromatycznymi aminokwaséw, a ugrupowaniem
akrydyny w przypadku zwigzku 3c jest odpowiedzialny za jego mniejsze powinowactwo do
BuChE w stosunku do zwigzku 3b.

Dla dituzszych tancuchéw alkilowych niz cztery grupy metylenowe (3d — 3g),
wykazano nieograniczony ruch obrotowy pomigdzy ugrupowaniami metylenowymi.
W wyniku tego zaobserwowano proporcjonalng do dlugosci facznika zwigkszong
elastycznos$¢ tancuchéw alifatycznych tych pochodnych.

Pochodne 3d — 3h, dzigki elastycznym tancuchom alifatycznym, najprawdopodobniej
wnikaja do waskiego tunelu kieszeni AChE na czele z czasteczkg akrydyny. Podczas gdy
akrydyna wnika gleboko do wnetrza kieszeni, oddzialywujac tam z reszta TRPS6,
cyklopentachinolina wnika w linii prostej oddzialywujac z TRP286. Wazna role
w dopasowaniu si¢ ligandow 3d - 3h do wnetrza waskiej kieszeni AChE petnig elastyczne
tancuchy alifatyczne. Odpowiadajg one za utozenie przestrzenne ligandéw wewnatrz kieszeni
wiazacej enzymu w celu efektywnego oddziatywania n-mt ukladu tréjpierscieniowego czegsci
akrydyny 1 cyklopentachinoliny z kluczowymi resztami tryptofanowymi AChE. W przypadku
pochodnej 3d, piecioweglowy tancuch alkilowy ma idealng dlugosé, ktéra pozwala zaréwno
akrydynie, jak i cyklopentachinolinie na $cisle ulozenie w formie uktadu n-n odpowiednio
z TRP86 1 TRP286. Te silne podwdjne oddziatywania, dodatkowo stabilizowane wigzaniem
wodorowym pomiedzy grupg hydroksylowg TYRI124, a tlenem grupy amidowej liganda,
odpowiadajg za bardzo wysokie powinowactwo 3d do AChE, potwierdzone niskg warto$cia
ICso. Zaobserwowano prawie identyczne oddziatywania ukladéw tréjpierscieniowych
ligandéw 3f i 3h. Rozwini¢te tancuchy alkilowe zwigzkéw 3f i 3h (tj. dluzsze niz odlegtos¢
miedzy reszta TRP86 a TRP286 wynoszaca 16 A) wigzg si¢ ze zmiang geometrii wewnatrz
waskiej kieszeni wigzacej w AChE. Zmiana geometrii jest wymuszona w celu osiggnigcia
efektywnego oddziatywania =m, miedzy ukladami trjpierScieniowymi akrydyny
i cyklopentachinoliny a resztami wigzacymi tryptofanu. Uklad ten dodatkowo jest

stabilizowany przez wigzania wodorowe miedzy grupg hydroksylowa TYR124 a tlenem grup
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amidowych ligandéw. Nieparzysta liczba grup metylenowych w taczniku alkilowym
odpowiada odwrotnej konformacji akrydyny i cyklopentachinoliny, ktéra sprzyja ich dobremu
naktadaniu si¢ z pierscieniami TRP86 1 TRP286. To z kolei sprzyja silnym oddziatywaniom
typu m-m migedzy tymi resztami, a obydwoma uktadami tréjpierScieniowymi akrydyny
i cyklopentachinoliny. Z tego powodu zwiazki 3d, 3f i 3h wykazuja wysokie powinowactwo
do AChE. Z drugiej strony posiadanie parzystej liczby grup metylenowych w tancuchu
alkilowym przeszkadza w odpowiednim ulozeniu pierscieni akrydyny i cyklopentachinoliny
rownolegle do siebie i wytworzeniu podwdjnego oddzialywania =w-m z resztami
aminokwasowymi. Sytuacja ta powoduje widoczny spadek w powinowactwie zwigzkéw 3e
13g do AChE.

Biorac pod uwage strukture kieszeni wigzacej BuChE z dwoma gtéwnymi regionami
wiazacymi ligand oddzielonymi jedynie o ~10 A w obrebie CAS, aby uzyskaé¢ podwéijny
uktad wigzania, struktury ligandéw 3d - 3h musza przyja¢ zwarte konformacje
z zakrzywionymi tancuchami alkilowymi, aby umozliwi¢ wystapienie oddzialywan n-m
migdzy pierscieniami akrydyny i cyklopentachinoliny, a umieszczonymi blisko siebie
kluczowymi resztami aromatycznymi aminokwasOw. Szerokie wejscie, a takze obszerne
wnetrze umozliwiaja dostanie si¢ do kieszeni BuChE zwigzkéw 3d — 3h, z zwinigtymi
tancuchami alkilowymi. Tak zwarte konformacje moga by¢ dodatkowo stabilizowane przez
wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe NH...O (3d i 3g) lub oddziatywania typu m-n
pomiedzy ugrupowaniami akrydyny i cyklopentachinoliny (3h).

Chociaz zwigzek 3d przyjmuje geometri¢ w ksztatcie haka wewnatrz kieszeni BuChE,
jest on zwigzany w odwrotny sposéb do 3b i 3c. Reszta TRP82 wiaz¢ akrydyne poprzez
rownolegte oddzialywanie typu m, podczas gdy ugrupowanie takryny tworzy zwarte uktady
nz PHE329 w ksztalcie litery T. Taka sterycznie korzystna geometria 3d, dodatkowo
stabilizowana wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym, pozwala na silniejsze
oddzialywanie z reszta TRP82 poprzez struktur¢ akrydyn¢ zamiast ugrupowania
cyklopentachinoliny. Zmiana geometrii, odpowiada za kilkukrotny wzrost powinowactwa 3d
do BuChE w stosunku do 3b i 3c.

Pomimo, 7Ze zwiazek 3e przyjmuje réwniez geometri¢ w ksztalcie haka
z ugrupowaniem akrydyny zaangazowanym w stabsze oddzialywanie w ukladzie nm z TRPS2,
jego dodatkowa grupa metylenowa odpycha ugrupowanie cyklopentachinoliny od innego
regionu wigzacego ligand, zawierajacego reszty PHE329, TYR332 i TRP231. Pojedyncze
oddzialywanie odpowiada za bardzo niskie powinowactwo 3e do BuChE, wykazane wysoka

wartoscig ICso.
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Siedmiowegglowy lancuch alkilowy jest wystarczajaco dlugi, aby przyjac
z powodzeniem odwrotne potozenie uktadéw tréjpierscieniowych zwigzku 3f w odniesieniu
do kluczowych reszt aminokwasowych wigzacych ligand. Oprécz réwnolegltych oddzialtywan
w uktadzie m migdzy akrydyng i TRP82, ugrupowanie cyklopentachinoliny bierze udziat
w dwoéch oddzialywaniach w uktadzie m w ksztalcie litery T z resztami PHE329 1 TRP231.
Ugrupowanie akrydyny zwigzku 3g oprdocz bliskiego oddziatywania n z TRP82, oddzialuje
rowniez z reszta HIS438. Podczas gdy ugrupowanie cyklopentachinoliny wigze si¢ poprzez
oddzialywanie © z reszta PHE329 w ksztalcie litery T. Taki tryb podwdjnego wiazania wraz
z dodatkowy stabilizacjg geometrii liganda przez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe
przyczynia si¢ do wyzszego powinowactwa zwigzku 3g niz 3f do BuChE, co przektada si¢ na
nieco nizszg warto$¢ ICso ligandu 3g.

Lancuch alkilowy zwigzku 3h zawierajacy dziewig¢ grup metylenowych, ze wzgledu
na swojg dtugos¢ ulega zatamaniu, umozliwiajac uktadom trojpierscieniowym oddzialywania
miedzyczasteczkowe typu w-m. Uklad podwdjnego oddziatywania m jest sterycznie
ograniczony do slabszego, przesuni¢tego rownolegle oddzialywania miedzy akrydyng
i TRP82 oraz PHE329 w ksztalcie litery T. Ponadto geometria zwigzku 3h jest znacznie
wieksza niz konformacje w ksztalcie haka pochodnych 3a — 3g. Konformacje w ksztalcie
haka najprawdopodobniej mogg tatwiej wnika¢ do kieszeni BuChE. Staby uktad podwdjnego
oddzialywania m w potaczeniu z zakrzywionym tancuchem alkilowym, ograniczajagcym
zdolnos¢ wnikania do kieszeni BuChE skutkuje jej nizszym powinowactwem do enzymu, na
co wskazujg stosunkowo wysokie wartosci 1Csp.

Podsumowujac, przeprowadzone badania modelowania molekularnego wykazaty, ze
aktywno$¢ hamujaca badanych serii zwigzkéw wobec AChE i BuChE zalezg od:

* reszt aminokwasowych, a co za tym idzie tréjwymiarowych struktur wejscia i wnetrza
kieszeni wigzacej enzymu,

* odwrotna konformacja ugrupowan akrydyny i cyklopentachinoliny w zaleznosci od
(nieparzystej lub parzystej) liczby grup metylenowych w tancuchu alifatycznym,

* obecno$¢ zewnatrz- i wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, ktére dodatkowo
stabilizujg zaréwno konformacje liganda, jak i miejsce wigzania wewnatrz kieszeni,

* dtugos¢, a co za tym idzie elastycznos¢ fancucha alkilowego; dluzsze tancuchy alkilowe
zapewniaja wiekszg zdolno$¢ do zmian konformacyjnych, promujac korzystniejsze
pozycje ligandéw wewnatrz kieszeni enzymu.

Wzajemne oddzialywanie wyzej wymienionych czynnikéw skutkuje powinowactwem

liganda wzgledem enzymu. Jednoczesne oddziatywania reszt akrydyny i1 cyklopentachinoliny
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z kluczowymi resztami aromatycznymi aminokwasOw wigzacymi ligand wewnatrz kieszeni
enzymu (tj. uktad podwdéjnego oddzialywania) zapewniaja powinowactwo zwigzkéw, ktoére
jest proporcjonalne do zakresu oddziatywan miedzy nimi a resztami aminokwasowymi

wewnatrz kieszeni enzymu.

Tabela 11. Model oddzialywan serii zwigzkéw 3a - 3h w kieszeniach AChE. Kluczowe

reszty aromatyczne wigzace ligandy w kieszeniach AChE zaznaczono na czerwono.

AChE

3a

3c

3e
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Tabela 12. Model oddziatywan serii zwigzkéw 3a - 3h w kieszeniach BuChE. Kluczowe

reszty aromatyczne wigzace ligandy w kieszeniach AChE zaznaczono na niebiesko.

BuChE

3a

3c

3e
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4.7 Analiza ADMET

Profile farmakokinetyczne zwigzkéw uzyskane z analizy komputerowej wykazuja
spore zrdéznicowanie. Profile fizykochemiczne zwigzkéw 3a, 3b oraz 3c wskazuja, ze
stanowig one potencjalne substancje lecznicze. Spetniaja one regule Lipinskiego[186],
Egana[187] oraz Vebera[188]. Zwiazki 3d oraz 3e spelniaja tylko zasad¢ Vebera.
Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne wszystkich substancji analizowanych zebrano
w Tabeli 13, str. 98.

Symulacja za pomoca oprogramowania admetSAR 2.0 wskazala na wysokie
prawdopodobienstwo wigzania z biatkami dla zwigzkéw 3a, 3b oraz 3c (odpowiednio
86,87%, 90,29%, 91,70%). Natomiast oprogramowanie ADC/Percepta wskazalo na
mozliwos¢ wystgpienia duzej objetosci dystrybucji (>11 L/kg) dla wszystkich zwigzkow
z serii. Oprogramowania ACD/Percepta oraz admetSAR 2.0 wskazalo na wysokie
prawdopodobienstwo wchtaniania z przewodu pokarmowego dla zwigzkéw 3a, 3b, 3c, 3d,
3e. Wyniki przewidywania zdolno$ci pokonywania bariery krew-mézg wykonane za pomocg
oprogramowania ACD/Percepta oraz admetSAR 2.0 wskazuja, ze wszystkie zwigzki z serii
wykazuja wystarczajagce wilasciwosci do pokonania tej bariery biologicznej, lecz znaczaco
lepsze wyniki przenikania bariery krew-mézg uzyskano dla zwigzkéw 3a, 3b, 3c. Analizy
wykonane przy uzyciu oprogramowania Analiza ProTox II wskazuja na mozliwos¢
zakwalifikowania zwigzku 3a do 5 klasy toksycznosci (przewidywane warto$ci LDso=2100
mg/kg), zwigzek 3b do 3 klasy toksycznos$ci (przewidywane wartosci LDs5o=200 mg/kg),
a pozostale struktury do 4 klasy toksycznosci (przewidywane wartosci LDso=1000 mg/kg).
Zwiazek 3a uzyskat bardzo obiecujace wyniki szczegdtowej analizy o przewidywane]
toksyczno$ci — z prawdopodobienstwem 50% wywotania efektu mutagennego (1 stabo
pozytywny wynik testu przewidywania efektéw toksycznych na 17 réznych testéw). Zwiazki
3b oraz 3¢ wykazaly kolejno 64% 1 58% prawdopodobienstwa wywotania efektu
immunotoksycznego oraz 55% 1 53% prawdopodobienstwa wywotania efektu mutagennego
(2 stabo pozytywne wyniki testow przewidywania efektéw toksycznych na 17 réznych

testow).
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Tabela 13. Podstawowe wtasciwosci fizykochemiczne zwigzkéw badanych. Podana warto$¢
logP jest srednig 5 réznych algorytméw obliczeniowych dotyczacych tego parametru. TPSA —

ang. Topological Polar Surface Area, Topologiczna Powierzchnia Polarna.

Zwiazek | Masa | LogP | pKa | pKa | TPSA | Refrakcja Liczba Liczba
molowa (acid) | (base) [AZ] molowa akceptorow donorow
[g/mol] [m*/mol] | wigzania H | wigzania H
3a 432,52 | 4,70 | 13,19 | 8,71 66,91 133,80 3 2

3b 446,54 | 5,03 | 13,52 | 8,90 | 66,91 138,61

3c 460,57 | 5,31 | 13,65 | 8,97 | 66,91 143,42

3d 474,60 | 547 | 13,71 | 9,00 | 66,91 148,23

3e 488,62 | 5,93 | 13,73 | 9,01 66,91 153,03

3f 502,65 | 6,17 | 13,73 | 9,02 | 66,91 157,84

3g 516,68 | 6,60 | 13,74 | 9,02 | 6691 162,65

L[ [ [ [ W |W
[\SRI SRS RE\OR] SRLSR | )

3h 530,70 | 6,96 | 13,74 | 9,02 | 66,91 167,45

98




5 WhniosKki

Choroba Alzheimera jest najczgsciej wystepujaca chorobg neurodegeneracyjng,
powodujacg uposledzenie funkcji kognitywnych w zwigzku z odktadaniem si¢ w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej neuronéw toksycznego [-amyloidu oraz powstawaniu splatkow
neurofibrylarnych w wyniku hiperfosforylacji i agregacji biatka tau wewnatrz neuronéw.
W patomechanizmie choroby Alzheimera istotne znaczenie ma réwniez uposledzenie
neurotransmisji cholinergicznej, stres oksydacyjny, dlugotrwale stany zapalne w obrebie
OUN 1 wiele innych czynnikéw. Ze wzgledu na wieloczynnikowy patomechanizm rozwoju
choroby, ktéry nie zostal do konca zdefiniowany przez naukowcéw, farmakoterapia AD
stanowi ogromne wyzwanie dla wspétczesnej medycyny i farmacji. Ztozony patomechanizm
choroby wymusit wielokierunkowe podejscie w projektowaniu nowych lekéw. Tworzenie
nowych zwiazkéw o wielokierunkowym dziataniu tzw. MTDL’s, dzialajacych jednocze$nie
na kilka patomechanizméw choroby Alzheimera stanowi jedng z najbardziej obiecujacych
strategii leczenia choroby Alzheimera.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie oraz otrzymanie
innowacyjnych zwiazkéw o wielokierunkowym dziataniu na zlozony patomechanizm
choroby Alzheimera. Zsyntetyzowano seri¢ oSmiu nowych zwigzkéw, pochodnych
cyklopentachinoliny oraz kwasu 9-akrydynokarboksylowego polaczonych tancuchem
alkilowym o réznej dlugosci. Zwiazki przeprowadzono w forme¢ chlorowodorkéw w celu
poprawienia ich rozpuszczalnosci w wodzie. Struktury wszystkich otrzymanych zwigzkéw
zostaly potwierdzone przy uzyciu metod spektroskopowych: IR, MS, HR-MS, '"H NMR oraz
3C NMR. Okre$lono aktywno$¢ inhibicyjng oraz selektywno$¢ zsyntetyzowanych zwigzkéw
wobec kluczowych enzymoéw zwigzanych z patomechanizmem choroby Alzheimera: AChE
oraz BuChE. Potencjal inhibicyjny wobec cholinoesteraz okreslono przy pomocy
zmodyfikowanej, spektrofotometrycznej metody Ellmana. Wigkszo$¢ zwigzkéw osiggneta
wartosci ICsp w zakresie nanomolowym. Zsyntetyzowane zwigzki wykazaly wigksza
selektywno$¢ wobec BuChE niz AChE. Wynik ten jest znaczacy w $wietle badan, ktére
dowodza, ze w chorobie Alzheimera nastgpuje zwickszenie aktywnosci BuChE w stosunku
do AChE. Najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE wykazat zwigzek 3f posiadajacy
siedem grup metylenowych w tancuchu alkilowym (ICso=113,34 + 7,14 nM). W stosunku do
BuChE, najaktywniejszym zwigzkiem okazala si¢ pochodna 3b posiadajaca trzy grupy
metylenowe w 1Igczniku alkilowym miedzy strukturg cyklopentachinoliny 1 kwasu

9-akrydynokarboksylowego (ICs0=103,73 + 7,63 nM). Dla najaktywniejszych zwigzkow
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okreslono typ inhibicji AChE oraz BuChE metoda Ellmana. Na podstawie uzyskanych
wynikéw oraz wykreséw Linewever’a-Burk’a, dla obu pochodnych okreslono mieszany typ
inhibicji. Zwigzki o najwyzszej aktywnosci inhibicyjnej wobec AChE i BuChE (3b i 3f)
zostaly wyselekcjonowane do dalszych badan ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo
wielokierunkowej aktywnosci biologicznej. W celu potwierdzenia wielokierunkowego
dziatania badanych zwigzkéw przeprowadzono badania aktywnosci antyoksydacyjnej
fluorymetryczng metoda ORAC-FL. W celach poréwnawczych wyniki badanych dwéch
pochodnych zestawiono z takryng, pierwszym lekiem stosowanym w chorobie Alzheimera,
wykazujacym strukturalne podobienstwo do zsyntetyzowanych pochodnych. Zwiazek 3f
wykazal najwyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng (TE=0,3254 + 0,014), ponad 35 razy wigksza
niz takryna. Natomiast, zwigzek 3b (TE=0,4614 + 0,056) okazatl si¢ ponad 25 razy bardziej
aktywny niz takryna. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne nowych zwigzkéw do
takryny, majac na uwadze jej hepatotoksyczne dziatanie lezace u podstaw jej wycofania
z lecznictwa, wykonano badanie in vitro hepatotoksycznosci na linii zdrowych, ludzkich
komoérkach gwiazdzistych watroby (HSCs). Zwigzek 3f (ICs50=49,75 + 4,36 uM) posiadajacy
siedmioweglowy fancuch alkilowy wykazal nizsze wlasciwosci hepatotoksyczne niz
pochodna 3b (ICs50=31,96 + 2,05 uM) o krétkim tancuchu alkilowym. Nast¢pnie dla catej serii
zwigzkow przeprowadzono analiz¢ komputerowa w zakresie modelowania molekularnego
w celu precyzyjnego okreslenia typu interakcji zwigzku z enzymem, w tym okreslenia rodzaju
oddziatywan oraz powstajagcych wigzan miedzy czasteczkg pochodnej a resztami
aminokwasowymi budujagcymi miejsce aktywne katalitycznie enzymu oraz peryferyjne
miejsce anionowe. Interakcje zwigzkow z AChE oraz BuChE okazaty si¢ zalezne od diugosci
tancucha alkilowego, w tym jego elastycznosci, rodzaju reszt aminokwasowych budujacych
wejscie oraz wnetrze miejsca aktywnego enzymoéw, obecnosci wigzan wodorowych
dodatkowo stabilizujagcych konformacj¢ zwigzku wewnatrz enzymu oraz ustawienia
wzgledem siebie dwoch kluczowych katalitycznie grup — akrydyny oraz cyklopentachinoliny.
Co jednoznacznie tlumaczy mechanizm  oddzialywania  poszczegdlnych  grup
farmakoforowych z miejscami aktywnymi obu enzyméw (aminokwasami). W celu
przewidzenia wlasciwosci farmakokinetycznych oraz toksyczno$ci serii nowych pochodnych
3a-3h przeprowadzono analize komputerowa ADMET. Zwigzek 3b wykazat optymalne
wlasciwosci farmakokinetyczne, aktywno$¢ inhibicyjng oraz dziatanie toksyczne sposréd
wszystkich badanych zwigzkéw. W zwigzku z tym, zwigzek 3b jako najbardziej obiecujaca

struktura, w przyszto$ci powinien by¢ przedmiotem dalszych badan.
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Wyniki wszystkich przeprowadzonych analiz pozwalaja stwierdzi¢, ze zaprojektowane
1 zsyntetyzowane zwigzki wykazaty wysoka aktywnos¢ inhibicyjna wobec cholinoesteraz oraz
korzystny profil farmakokinetyczny. Spos$rdd wszystkich zsyntetyzowanych zwiazkow,
pochodna 3b charakteryzujaca si¢ tancuchem alkilowym zitozonym z trzech metylenowych
atomoéw  wegla, wykazala wysoka aktywno$S¢ wobec cholinoesteraz, dziatanie
antyoksydacyjne oraz optymalne wlasciwosci farmakokinetyczne oraz niska toksycznos¢.
Z tego powodu zwigzek 3b wykazujacy wielokierunkowe dziatanie potaczone z wysoka
aktywno$cia wobec BuChE ma szans¢ na dalsze badania okreslajagce wplyw na inne
patomechanizmy charakterystyczne dla rozwoju choroby Alzheimera. Tym samym daje
nadziej¢ na znaczgce poszerzenie wiedzy w tym obszarze i prac¢ nad nowymi substancjami

leczniczymi w obszarze choréb neurodegeneracyjnych.
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6 Streszczenie w jezyku polskim

Choroba Alzheimera jest postepujacym schorzeniem neurodegeneracyjnym
osrodkowego ukladu nerwowego charakteryzujacym si¢ zaburzeniami funkcji poznawczych
m.in. pami¢ci, orientacji, mowy oraz zmianami osobowosci 1 zachowania. Choroba ta dotyka
gléwnie osoby po 65 roku zycia. Patogeneza choroby Alzheimera nie zostala w petni
wyjasniona, mimo ze od momentu jej opisania przez Aloisa Alzheimera mingto ponad 100 lat.
Na przestrzeni tych lat naukowcy wysnuli kilka hipotez przyczyn rozwoju tego schorzenia.
Wsrdod najlepiej zbadanych i potwierdzonych znajduje si¢ hipoteza cholinergiczna, kaskada
AP oraz hiperfosforylacja i agregacja biatka tau. Niestety obecna farmakoterapia choroby
Alzheimera polega giéwnie na tagodzeniu objawéw majacych na celu poprawe¢ komfortu
zycia pacjentéw. Wieloczynnikowy patomechanizm rozwoju choroby stanowi wyzwanie
w projektowaniu nowych lekéw. Projektowanie zwigzkéw o wielokierunkowym dziataniu,
majacych wplyw jednoczesnie na kilka patomechanizméw jest jedna z najbardziej
obiecujacych strategii walki z chorobg Alzheimera.

Celem pracy doktorskiej byto zaprojektowanie oraz zsyntetyzowanie serii nowych,
innowacyjnych hybryd cyklopentachinoliny oraz kwasu 9-akrydynokarboksylowego
polaczonych tancuchem alkilowym o r6znej dlugosci. Struktury zsyntetyzowanych
pochodnych zostaly potwierdzone kilkoma metodami spektrometrycznymi, m.in. IR, '"H NMR
13C NMR, MS oraz HR-MS. Nowe zwigzki zostaty poddane ocenie aktywnos$ci inhibicyjnej
wobec AChE oraz BuChE, ktorych aktywnos$¢ stanowi kluczowy aspekt w patogenezie
choroby Alzheimera. Z serii o$miu zwigzkoéw wyselekcjonowano dwa najaktywniejsze wobec
kazdego enzymu. Najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjng wobec AChE wykazat chlorowodorek
N-[7-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-ylo }amino)heptylo]akrydyno-9-karboksamidu
(3f) (ICs0=113,34 + 7,14 nM), posiadajacy siedem grup metylenowych w tancuchu
alkilowym. Dla  BuChE, najaktywniejszym  zwigzkiem jest  chlorowodorek
N-[3-({ 1H,2H,3H-cyklopenta[b]chinolino-9-ylo } amino)propylo]akrydyno-9-karboksamidu
(3b) (IC50=103,73 + 7,63 nM) posiadajaca trzy grupy metylenowe w aczniku alkilowym. Dla
obydwu zwigzkéw poprzez badanie kinetyki reakcji enzymatycznej okreslono typ inhibicji
jako mieszany. Zwiazki 3b i 3f charakteryzujace si¢ najwyzsza aktywno$cig wybrano do
dalszych badan. Stres oksydacyjny i wolne rodniki stanowig wazny element patomechanizmu
choroby Alzheimera. Biorgc pod uwage ich role w rozwoju choroby okreslono aktywnos$¢
antyoksydacyjna dla zwigzkéw 3b i 3f. Oba zwiazki wykazaty kilkadziesiat razy wyzsza

aktywno$¢ niz takryna, bedaca zwigzkiem referencyjnym o znacznym podobienstwie
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strukturalnym do zsyntetyzowanych pochodnych. Dodatkowo bioragc pod uwage, ze takryna
jako pierwszy lek na Alzheimera wykazywatla silne wtasciwosci hepatotoksyczne, bedace
powodem jej wycofania z lecznictwa, zwigzki 3b i1 3f zostaly poddane ocenie potencjalnego
dziatania toksycznego na komdrki watroby. Wartosci ICso uzyskane w badaniu na linii
ludzkich komoérek watroby wykazaty, ze obie pochodne powodowaly 50% zmniejszenie
przezywalno$ci komoérek w stezeniach znaczaco wyzszych od tych uzyskanych w badaniach
aktywnos$ci inhibicyjnej. W celu proby wyjasnienia mechanizmu dziatania otrzymanych
substancji wykonano analiz¢ dokowania otrzymanych struktur do receptora. W ich wyniku
wykazano kluczowg role dlugosci tancucha alkilowego w wigzaniu z enzymem, w tym
utozenia pierscieni akrydyny i cyklopentachinoliny wzgledem siebie oraz zaangazowania
specyficznych reszt aminokwasowych w oddzialywania migdzy ligandem a miejscem
wigzacym enzymu. Interakcje zwigzkow z AChE oraz BuChE okazaty si¢ zalezne réwniez od
obecnosci zewnatrz- 1 wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych dodatkowo
stabilizujagcych konformacje¢ zwigzku wewnatrz enzymu. Wiasciwosci farmakokinetyczne
oraz toksycznos¢ zwigzkéw 3a-3h oceniono za pomocg komputerowej analizy ADMET.
Biorgc pod uwage aktywno$¢, potencjal antyoksydacyjny oraz wlasciwosci
farmakokinetyczne, pochodna 3b wykazata najwickszy potencjal jako zwigzek
o wielokierunkowym dziataniu oraz o potencjalnym wykorzystaniu w farmakoterapii choroby

Alzheimera.
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7 Streszczenie w jezyku angielskim

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disease of the central nervous
system characterized by impaired cognitive functions, including memory, orientation, speech,
and changes in personality and behavior. This disease mainly affects people over 65 years of
age. The pathogenesis of Alzheimer's disease has not been fully elucidated, although more
than 100 years have passed since Alois Alzheimer described it. Over the years, scientists have
developed several hypotheses as to why this disease develops. Among them, the best-studied
and confirmed is the cholinergic hypotheses, the AP cascade, and the Tau hypothesis.
Unfortunately, pharmacotherapy for Alzheimer's disease is mainly based on relieving
symptoms to improve the quality of life of patients. The multifactorial pathomechanism of
disease development is a challenge in the design of new drugs. Designing compounds with
multidirectional action that affect several pathomechanisms simultaneously is one of the most
promising strategies in the fight against Alzheimer's disease.

The aim of the doctoral thesis was to design and synthesize a series of new, innovative
cyclopentaquinoline and 9-acridine carboxylic acid hybrids linked by an alkyl chain of
various lengths. The structures of the synthesized derivatives have been confirmed by several
spectrometric methods, including IR, 'H NMR, '3C NMR, MS, and HR-MS. The new
compounds were assessed for the inhibitory activity against AChE and BuChE, the activity of
which is a key aspect in the pathogenesis of Alzheimer's disease. From a series of eight
compounds, the two most active against each enzyme were selected. The highest inhibitory
activity towards AChE was shown by N-[7-({1H,2H,3H-cyclopenta[b]quinolin-9-
yl}amino)heptyl]acridine-9-carboxamidehydrochloride (3f) (ICso = 113,34 £+ 7,14 nM),
having seven methylene groups in the alkyl chain. For BuChE, the most active compound is
N-[3-({1H,2H,3H-cyclopenta[b]quinolin-9-yl }amino)propyl]acridine-9-
carboxamidehydrochloride (3b) (ICso = 103,73 + 7,63 nM) having three methylene groups in
the alkyl linker. For both compounds, the type of inhibition was determined to be mixed by
examining the kinetics of the enzymatic reaction. The most active compounds 3b and 3f were
selected for further studies. Oxidative stress and free radicals are an integral part of the
pathomechanism of Alzheimer's disease. Taking into account their role in the development of
the disease, the antioxidant activity of compounds 3b and 3f was determined. Both
compounds showed several dozen times higher activity than tacrine, which is a reference
compound with significant structural similarity to the synthesized derivatives. Additionally,

considering that tacrine was the first Alzheimer's drug to display strong hepatotoxic
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properties, which led to its withdrawal from treatment, compounds 3b and 3f were assessed
for potential toxic effects on liver cells. The ICso values obtained in the study on the human
liver cell line showed that both derivatives caused a 50% reduction in cell survival at
concentrations significantly higher than those obtained in the inhibitory activity tests. In order
to determine the exact type of interaction of the compound with the enzymes, including the
type of interaction between the structure of the compound and the amino acid structure of the
interior of the enzyme binding pocket, molecular modeling studies were performed for the
entire series of compounds. As a result, the key role of the length of the alkyl linker in the
interaction of the compound with the enzyme, including the alignment of acridine and
cyclopentaquinoline rings in relation to each other and the involvement of specific amino acid
residues in the interaction between ligand and binding site of enzyme, was proved.

Interactions of compounds with AChE and BuChE turned out to be dependent also on
the presence of extra- and intramolecular hydrogen bonds, additionally stabilizing the
conformation of the compound inside the enzyme. The pharmacokinetic properties and
toxicity of compounds 3a-3h were assessed by ADMET computer analysis.

Taking into account the activity, antioxidant potential, and pharmacokinetic properties,
derivative 3b showed the greatest potential as a compound with multidirectional action and

potential use in the pharmacotherapy of Alzheimer's disease.
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