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STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera nalezy do najczesciej wystepujacych zaburzeh pamieci
u o0séb powyzej 65 roku zycia. Pomimo licznych badan, doktadna etiologia
1 patomechanizm tego schorzenia pozostaje nieznany. Obecnie uwaza si¢, ze istotng role
odgrywaja dwa bialka: B-amyloid oraz biatko t, ktérych patologiczna produkcja
1 gromadzenie prowadzi do neurodegeneracji, w czym posrednicza rdéwniez takie
procesy, jak stres oksydacyjny czy neurozapalenie. Do tej pory jedynie pie¢ lekow
zostalo zarejestrowanych w terapii choroby Alzheimera. Cztery z nich — takryna,
donepezyl, rywastygmina oraz galantamina — sg inhibitorami acetylocholinesterazy,
enzymu rozktadajacego jeden z najwazniejszych neuroprzekaznikdw zaangazowanych
W powstawanie 1 utrzymywanie pamigci. Pigty lek, memantyna, bedac antagonistg
pobudzajacego receptora NMDA, ogranicza ekscytotoksyczno$é. Zaden z tych lekow
nie hamuje rozwoju choroby, dlatego wcigz usilnie poszukiwane s3 nowe substancje,

ktore mogtyby doprowadzi¢ do istotnego postepu w terapii choroby Alzheimera.

Bogatym Zrddlem potencjalnych lekoéw sa rosliny. Wykryte w nich zwigzki maja
zdolno$¢ wptywania na rézne procesy patologiczne zwigzane z chorobg Alzheimera,
czesto wykazujac dziatanie wielokierunkowe. Jedng z takich grup zwazkéw sg alkaloidy
pirydynowe 1 piperydynowe, do ktérych nalezg miedzy innymi nikotyna, arekolina czy
trygonelina. Opierajac si¢ na doniesieniach o negatywnej korelacji pomiedzy paleniem
tytoniu a wystepowaniem schorzen neurodegeneracyjnych, korzystnym wptywie
arekoliny na zdolno$ci poznawcze czy trygoneliny na rozwoj tkanki nerwowej, podjeto
decyzj¢ o zbadaniu grupy zwiazkéw o budowie zblizonej do tego ostatniego alkaloidu
pod katem cech istotnych z punktu widzenia terapii lub prewencji choroby Alzheimera.
Wybér trygoneliny i analogéw wynikat ze szczegdlnej struktury czwartorzedowej soli

amoniowej (pirydyniowe;j).

Dla grupy 25 zwiazkoéw charakteryzujacych sie obecnosciag N-podstawionego
pierscienia pirydynowego wykonano molekularne dokowanie do czasteczki fragmentu
1-42 B-amyloidu. Miato to na celu sprawdzenie zdolnos$ci tych potencjalnych ligandow
do lokowania si¢ w rejonie miejsc peptydu odpowiedzialnych za tworzenie struktury
B-harmonijki 1 zainicjowanie agregacji biatka do postaci charakteryzujacych si¢ wysoka

neurotoksycznos$cig.



Zbadana zostala rowniez cytotoksycznos¢ zwigzkoéw, cechujacych sig
najwigkszg interakcja z [-amyloidem. W tym celu wykonano test in vitro
z wykorzystaniem linii komérkowej ludzkiego nowotworu neuroblastoma SH-SYSY.
Wykazano, ze tylko jeden z badanych zwigzkéw, chlorek 1,1'-(etyleno-
disulfonylodietyleno)-bis-pirydyniowy, powoduje istotny spadek zywotnosci komorek
w badanym zakresie st¢zen. Trygonelina i pozostate analogi nie wykazaty cytotoksycznosci in

vitro.

Dla chlorowodorku trygoneliny opracowano i zwalidowano metode analityczng
pozwalajagcag na pomiar stgzenia w surowicy krwi mysiej. Wykorzystano technike
chromatografii cieczowej oddziatywan hydrofilowych (HILIC), dedykowana matym
czasteczkom o duzej polarnosci. Detekcja trygoneliny oraz jej deuterowanego
odpowiednika, zastosowanego jako wzorzec wewnetrzny, przeprowadzona zostala przy
uzyciu spektrometrii mas z elektrorozpylaniem jako zrédlem jonéw. Opracowana metoda
charakteryzuje si¢ liniowos$cig w zakresie stezen od 5 do 250 ng/ml, niskim limitem detekcji na
poziomie 1,5 ng/ml oraz wysoka precyzjg i doktadnoscig. Potwierdzona zostata stabilno$¢
wykorzystywanych roztworéw wzorcowych. Analizy wykonane przy pomocy zaproponowanej
w pracy doktorskiej metody pozwolity na wyznaczenie profilu zmian stezenia trygoneliny
W surowicy oraz wyliczenie podstawowych parametréw farmakokinetycznych. Przeprowadzone

takze zostaty wstepne oznaczenia stopnia przechodzenia trygoneliny do mézgu myszy.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze z powodéw farmakokinetycznych
trygonelina oraz jej pochodne raczej stabo rokuja jako struktury wyjsciowe dla potencjalnych
lekow dawkowanych wedtug standardowych schematow terapeutycznych. Powodem jest
szybka eliminacja z ustroju i spodziewana w zwiazku z tym krotkotrwalos¢ efektow. Mozna
jednak oczekiwaé, ze systematyczna podaz trygoneliny w diecie moglaby mie¢ znaczenie

zapobiegajace rozwojowi choroby Alzheimera.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease is one of the most common cognitive disorders in people
over 65 years old. Despite a lot of studies, the exact ethiology and patomechanism still
remain unknown. It is believed that two proteins are especially involved: B-amyloid and
tau protein. Their pathological production and accumulation, along with oxidative
stress, neuroinflammation and other deleterious processes leads to neurodegeneration.
Untill now only five medicines were approved in therapy of Alzheimer’s disease. Four
of them — tacrine, donepezil, riwastigmine and galantamine — are acetylcholinesterase
inhibitors, the enzyme that decompose one of the most important neurotransmitter
involved in learning and memory. The fifth medicine — memantine — reduces
excitotoxicity by NMDA receptor antagonism. Unfortunatelly, none of these drugs
could stop the progression of disease, wherefore new substances able to significant

modificitation of this disorder are investigated.

Plants serve as a rich source of potential medicines. Compounds found in many
plants demonstrate the ability to influence variety of pathological processes involved in
Alzheimer’s disease, often in a multifunctional mode. These groups include pyridine
and piperidine alkaloids, represented by nicotine, arecoline or trigonelline. Negative
correlations between smoking and prevalence of neurodegenartive diseases, beneficial
influence of arecoline on cognition and ability to restore neuronal network by
trigonelline were found. Based on this, we decided to study a group of structurally
similar compounds for their properties important for the treatment or prevention of
Alzheimer’s disease. Trigonelline and its analogues were chosen because of their

particular structure of quaternary ammonium salt (pyridinium compounds).

For the group of twenty five N-substituted pyridine derivatives molecular
docking with B-amyloid 1-42 fragment was performed. Hypothesis on location of these
compounds near the site responsible for B-sheet generation and A4, aggregation was

tested.

Cytotoxicity of compounds with the most promising aggregation inhibiting
properties was also assessed. In order to do this, in vitro test with human neuroblastoma
SH-SYSY cells was performed. It was proved, that only one of compound studied,
1,1'-(ethylenedisulfonyldiethylene)-bis-(pyridinium  chloride) induce  significant

decrease



in cells viability in tested concentration range. Trigonelline and other analogues were no

cytotoxic in vitro.

For trigonelline hydrochloride analytical method for determination of
concentration in mice serum was developed and validated. Hydrophilic interaction
liquid chromatography (HILIC) mode was used due to high polarity of trigonelline. For
the detection of alkaloid and its deutered derivative used as an internal standard, tandem
mass spectrometry with electrospray ionization was used. Developed method is linear
from 5 to 250 ng/ml, is also characterized by low limit of detection (1,5 ng/ml) and high
precision and accuracy. Stability of reference solutions used for analysis was also
proved. Analytical methods proposed in PhD thesis were succesfuly applied for
determination of trigonelline concentration in mice serum. Concentration-time profile
was plotted and basic pharmacokinetic parameters were calculated. Preliminary

determination of brain penetration for trigonelline was also performed.

Results of this study suggest that due to pharmacokinetic properties trigonelline
and its derivatives are rather weak candidates for a lead compounds in development of
new medicines with standard dosing regimen. This is because of fast elimination from
the organism and putative short time of action. However, regular diet intake of

trigonelline might be beneficial in prevention of Alzheimer’s disease.



WYKAZ SKROTOW

APB(1-42) — amyloid B (fragment 1-42)

ACh — acetylocholina

AChE — acetylocholinesteraza

AD — Alzheimer’s Disease — choroba Alzheimera

ADDL — Amyloid [-Derived Diffusible Ligands — rozpuszczalne ligandy powstale

z B-amyloidu

AMPA — kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy
APOE — apolipoproteina E

APP — Amyloid Precursor Protein — biatko prekursorowe amyloidu
BACEI — B-sekretaza 1

BH,4— (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopteryna

BuChE — butyrylocholinesteraza

CaM — Calmodulin — kalmodulina

CaMKII — Calmodulin-Dependent Protein Kinase Il — zalezna od kalmoduliny kinaza
biatkowa II

CDK4 — Cyclin-Dependent Kinase 4 — kinaza zalezna od cykliny 4
CDKS5 — Cyclin-Dependent Kinase 5 — kinaza zalezna od cykliny 5
CL —Kklirens

COX — cyklooksygenaza

CV — Coefficient of Variation — wspotczynnik zmienno$ci

D3-TRG — deuterowana trygonelina

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EMEM - Eagle's Minimum Essential Medium — pozywka Eagle’a



EOAD - Early Onset Alzheimer’s Disease — choroba Alzheimera o wczesnym poczatku
ESI - Electrospray lonisation — jonizacja za pomocg elektrorozpylania

FAD — Familial Alzheimer’s Disease — rodzinna posta¢ choroby Alzheimera

FBS — Fetal Bovine Serum — plodowa surowica cielgca

FDA — Food and Drug Administration — Agencja Zywnosci i Lekow

GC — Gas Chromatography — chromatografia gazowa

GSK3 — Glycogen Synthase Kinase 3 - kinaza syntazy glikogenu 3

Hb — hemoglobina

HBMEC — Human Brain Microvascular Endothelial Cells — ludzkie komorki

srodbtonka mikrokrazenia mézgowego
HIF-10 — Hypoxia Inducible Factor 1a — czynnik indukowany hipoksja la

HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography — chromatografia cieczowa
oddziatywan hydrofilowych

HMG-CoA — 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A
HNE — 4-hydroksynonenal

HPLC — High-Performance Liquid Chromatography — wysokosprawna chromatografia

cieczowa
HQC — High Quality Control — probka kontrolna wysokiego stezenia
Hsp — Heat Shock Protein — biatko szoku termicznego

ICH — The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use - Migdzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan

Technicznych dla Rejestracji Produktoéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi
IEC — lon-Exchange Chromatography — chromatografia jonowymienna

IS — Internal Standard — wzorzec wewngetrzny
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LDH — Lactate Dehydrogenase — dehydrogenaza mleczanowa

LLOQ — Lower Limit Of Quantification — dolna granica oznaczalno$ci
LOD — Limit Of Detection — granica wykrywalnos$ci

LQC — Low Quality Control — probka kontrolna niskiego stezenia

LRP — Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein — biatko zwigzane

z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci

LTD — Long-Term Depression — dtugotrwale ostabienie (synaptyczne)

LTP — Long-Term Potentiation — dlugotrwate wzmocnienie (synaptyczne)

MAPT — Microtubule Associated Protein Tau — zwigzane z mikrotubulami biatko tau

MARK — Microtubule-Affinity-Regulating Kinase — kinaza regulujaca powinowactwo
do mikrotubul

MCI — Mild Cognitive Impairment — umiarkowane zaburzenia poznawcze
ME — Matrix Effect — efekt matrycy

MeSH — Medical Subject Headings — Stownik Terminow Medycznych
MPTP — Mitochondrial Permeability Transition Pore — pory mitochondrialne
MQC — Medium Quality Control — probka kontrolna $redniego stezenia
MRM — Multiple Reaction Monitoring — tryb monitorowania wielu reakcji
MS — Mass Spectrometry — spektrometria mas

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu

nAChR — nikotynowy receptor acetylocholinowy

NFT — Neurofibrilar Tangles — splatki neurofibrylarne

NGF — Nerve Growth Factor — czynnik wzrostu nerwow

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy

NO — tlenek azotu
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NOS — Nitric Oxide Synthase — syntaza tlenku azotu (nNOS — neuronalna, eNOS —

endotelialna, iNOS — indukowalna)

NP(C) — Normal-Phase (Chromatography) — (chromatografia) w normalnym uktadzie

faz
OUN - os$rodkowy uktad nerwowy
PBS — Phosphate Buffered Saline — buforowany fosforanem roztwor soli

PE — Process Efficiency — efektywnos¢ procesu przygotowania probki

PPARY — Peroxisome Proliferators-Activated Receptors — receptory aktywowane przez

proliferatory peroksysomow
PSEN1(2) — presenilina 1(2)

QSAR — Quantitative Structure — Activity Relationships — ilosciowe zalezno$ci

struktura — aktywnos¢

RAGE — Receptor for Advanced Glycation End Products — receptory koncowych

produktow zaawansowanej glikacji
RE — Recovery — odzysk analitu z probki
ROS — Reactive Oxygen Species — reaktywne formy tlenu

RP(C) — Reversed-Phase (Chromatography) — (chromatografia) w odwréconym

uktadzie faz

RSD — Relative Standard Deviation — wzglgdne odchylenie standardowe
S/N — Signal to Noise ratio — stosunek sygnatu do szumu

TNF-o — Tumor Necrosis Factor a — czynnik martwicy nowotworu o
TRG - trygonelina

Vp — objetos¢ dystrybucji

VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor — czynnik wzrostu §rodbtonka

naczyniowego
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WHO — World Health Organisation — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. Choroba Alzheimera jako przyklad schorzenia stanowiacego istotny problem

spoleczny

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer disease — AD) nalezy do grupy choréb
otgpiennych, wystepujacych gtoéwnie w populacji osob w wieku podesztym [1]. Szacuje
si¢, ze jej rozpowszechnienie siega 4% wsrdd osob w wieku 65 lat 1 wskaznik ten
wzrasta dwukrotnie na kazde kolejne pie¢ lat, osiggajac 30% wsrod pacjentow powyzej
80 roku zycia [2]. Choroba ta najczg¢$ciej ma charakter spontaniczny, jednak w ok. 5 —
15% przypadkéw mozna mowi¢ o tak zwanej rodzinnej postaci choroby Alzheimera
(ang. Familial Alzheimer’s Disease — FAD) [3]. Obecnie choroba Alzheimera dotyczy
okoto 20 milionéw ludzi na calym $wiecie, ktérych leczenie 1 opieka generuje koszt

rzedu 100 miliardow dolaréw rocznie [4].

Czynnikiem majacym istotny wpltyw na rozpowszechnienie choroby Alzheimera
jest wzrastajacy $redni wiek spoteczenstwa, zwlaszcza w krajach rozwinietych. Na
przestrzeni XX wieku zaobserwowano najwickszy wzrost Sredniej diugosci zycia
w dziejach ludzko$ci — w przeciggu tylko ostatnich pigédziesieciu lat wydluzyta si¢ ona
o okoto dwie dekady i obecnie wynosi 66 lat [5]. W zwiazku z tym coraz bardziej
zwigksza si¢ liczba os6b w wieku podesztym. Obecnie ponad 70 milionéw ludzi na
swiecie przekroczyto 80 rok zycia, a do 2050 r. szacuje si¢ jeszcze kilkukrotny wzrost

tej liczby.

W Polsce 4,75 miliona mieszkancow, co stanowi 12,4% populacji, osiagneto juz
wiek 65 lat. Do 2030 roku liczba ta moze wzrosng¢ do 8 milionéw. Wystepowanie
roznych form otgpienia w omawianej grupie wiekowej szacuje si¢ na blisko 10%, co
stanowi niemalze 500 tysiecy przypadkow. Do roku 2040 w calym rejonie Europy
Srodkowo-Wschodniej spodziewany jest wzrost liczby osob cierpiacych na choroby
otepienne z 1,0 do 2,8 miliona lub z 1,8 do 3,2 miliona, odpowiednio dla obszarow
o nizszej lub wyzszej $miertelnosci wéroéd osob starszych. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (ang. World Health Organisation — WHO) podaje, Ze na calym $wiecie co roku
przybywa 4,5 miliona nowych przypadkéow otepienia i w 2040 roku liczba pacjentow
cierpigcych z tego powodu przekroczy 80 milionow [5].

14



Istotnym problemem, ktory rowniez bedzie si¢ nasilal z uptywem lat, sg
spoteczne 1 ekonomiczne koszty opieki nad osobami cierpigcym na chorobeg
Alzheimera. W polskich warunkach osoby takie stosunkowo rzadko maja zapewniong
profesjonalng opieke, najczgséciej otoczone sa opieka bliskich, ktorzy nierzadko sami sa
w co najmniej $rednim wieku 1 majg liczne problemy zdrowotne oraz nie posiadajg
odpowiednich kwalifikacji do zajmowania si¢ tak wymagajacymi chorymi. Sytuacja
taka sprawia, ze opiekunowie narazeni sg na silny stres psychiczny oraz duzy wysitek
fizyczny, co moze prowadzi¢ do pogorszenia si¢ ich stanu zdrowia i w rezultacie bgda
oni sami wymagac¢ leczenia lub hospitalizacji [5]. W 2014 roku amerykanskie rodziny
1 osoby prywatne zajmujace si¢ swoimi bliskimi cierpigcymi z powodu choroby
Alzheimera 1 innych postaci demencji $wiadczyly okoto 17,9 miliarda godzin bezplatnej
opieki. Dwie trzecie opiekunow to kobiety, z czego ok. 30% przekroczylo 65 rok zycia.
Na leczenie wlasnych probleméw zdrowotnych, migdzy innymi depresji spowodowanej
nadmiernym stresem, osoby te wydaty tacznie 9,7 miliarda dolaréow [6]. Duze znaczenie
dla panstwowych systeméw ochrony zdrowia ma rowniez ekonomiczny koszt opieki
nad takimi chorymi. Wedtug danych z 1998 roku w Wielkiej Brytanii, gdzie odsetek
0sob z choroba Alzheimera objetych profesjonalng opieka siega 50%, jej koszt stanowi
ok. 0,6% produktu krajowego brutto [2]. W 2015 r. amerykanskie spoteczenstwo na
opieke nad takimi osobami wydato 226 miliardow dolaréw. Bioragc pod uwage wartos¢
amerykanskiej waluty w roku 2015, w 2050 koszt opieki nad chorymi wyniesie ponad
1,1 tryliona dolarow [6].

1.2. Obraz kliniczny i diagnostyka choroby Alzheimera

1.2.1. Obraz kliniczny oraz diagnostyka w oparciu o kryteria kliniczne

Pierwsza osoba, u ktoérej zdiagnozowano 1 opisano objawy choroby Alzheimera
byla Auguste Deter, pacjentka szpitala dla psychicznie chorych we Frankfurcie nad
Menem, gdzie praktykowat réwniez dr Alois Alzheimer. Jego praca ,,Uber eine
eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” (pol. ,,O osobliwej chorobie kory mézgowe;j”)
doktadnie opisuje objawy, jakich doswiadczyla pacjentka. Pierwsze niepokojace
symptomy przybraty posta¢ nieuzasadnionych napadéw zazdro$ci o meza oraz szybkiej
utraty pamigci. We wlasnym domu czula si¢ zdezorientowana, przenosita przedmioty

codziennego uzytku z miejsca na miejsce lub ukrywata je. Miewata napady paniki
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wywotane przeswiadczeniem, ze ktos chce jg zabi¢. W 1901 r., w wieku 51 lat, Auguste
trafita do wspomnianego wyzej szpitala, gdzie obserwowano u niej dezorientacj¢
w czasie 1 przestrzeni, zmienne zachowanie — od uprzejmosci po gwaltowny gniew
1 bezpodstawne oskarzenia. Czesto wzywala nieobecne osoby, jak swojego meza
1 corkg, co moglo $wiadczy¢ o halucynacjach stuchowych. Podczas testow nie
rozpoznawata prostych przedmiotow a jej odpowiedzi nie byly adekwatne
do zadawanych pytan. Czgsto uzywala obrazowych wyrazef, ktore miaty zastapi¢
stowa, ktorych nie pamigtata. Po czterech i pét roku spedzonych w szpitalu, Auguste

Deter zmarta w wieku 55 lat [7].

Obecnie przyjmuje si¢, ze pierwsze objawy choroby Alzheimera moga pojawiac
si¢ juz ok. 40, najczesciej jednak powyzej 65 roku zycia. Wczesniejsze wystapienie
symptomow moze $wiadczy¢ o rodzinnej postaci choroby Alzheimera, ktora zostanie
szerzej oméwiona w rozdziale 1.3.1. Manifestacja choroby rozpoczyna si¢ od utraty
pamigci krotkotrwatej przy zachowanych wspomnieniach dotyczacych wydarzen
z dalekiej przesztosci. Pojawiajg si¢ trudnos$ci w uczeniu si¢ nowych rzeczy, zmniejsza
si¢ efektywno$¢ w pracy, zaczynajg si¢ problemy z utrzymaniem plynnosci codziennych
obowigzkow. Jest to pierwsze stadium choroby, ktore utrzymuje si¢ do 5 lat. Wraz
z uplywem czasu nastgpuje dalsze uposledzenie pamigci, obejmujace roéwniez
wspomnienia z przesztosci, chory traci zdolno$¢ samodzielnego prowadzenia
gospodarstwa domowego, a nast¢pnie traci kontrole nad podstawowymi czynnos$ciami
1 zaczyna wymaga¢ opieki. Czgsto rozwijaja si¢ zaburzenia zachowania, urojenia,
zachwianie rytmu dobowego — pacjent jest pobudzony w nocy i senny w ciggu dnia.
U wielu chorych pojawia si¢ niekontrolowany przymus chodzenia, co w polaczeniu
z narastajgcg dezorientacja i zagubieniem nawet w dobrze znanych miejscach, stwarza
powazne zagrozenie zagini¢ciem chorej osoby. Wszystkie te objawy moga nasilaé si¢
przez okres od 2 do 12 lat, po czym choroba wkracza w ostatnie stadium, konczace si¢
zgonem chorego. Pacjent przestaje utrzymywac kontakt z otoczeniem, spada jego
aktywno$¢ do pelnego unieruchomienia w pozycji lezacej. Smieré nastepuje najczescie;

na skutek powiktan dtugotrwatego unieruchomienia [5].

Podstawa do klinicznego rozpoznania choroby Alzheimera jest ustalenie,

ze zaburzenia pacjenta majg charakter otgpienia. Osoba taka musi spetniaé¢ nastgpujace

kryteria:
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— wystgpowanie objawow prowadzi do zaburzenia dotychczasowej codziennej
aktywno$ci zawodowej 1 prywatne;j;

— widoczne jest obnizenie poziomu aktywno$ci i funkcjonowania w stosunku
do wczesniejszego stanu;

— objawy nie moga by¢ wytlumaczone przez delirium lub inne zaburzenia
psychiatryczne;

— uposledzenie funkcji poznawczych zostaje zauwazone przez pacjenta i opiekuna
oraz potwierdzone za pomocg odpowiedniego testu oceniajacego zdolnosci
poznawcze;

— uposledzenie dotyczy co najmniej dwdch sposréd wymienionych obszarow:

umiejetnos¢ nabywania 1 zapami¢tywania nowych informacji;

— rozumienie i rozwigzywanie ztozonych probleméw, ocena sytuacji;

— orientacja wzrokowo-przestrzenna;

— funkcje jezykowe, dotyczace czytania, pisania i méwienia;

— zmiany w zachowaniu 1 osobowosci.

Po stwierdzeniu, ze dany pacjent spetnia powyzsze kryteria, aby mowic¢ o rozpoznaniu
choroby Alzheimera, nalezy potwierdzi¢ rowniez stopniowy poczatek objawow,
rozwijajacy si¢ w przeciggu miesiecy lub lat. Jednoznacznie nalezy potwierdzi¢ utrate
zdolnosci poznawczych oraz udowodni¢, ze ubytki poznawcze wyrazone sg3 w dwoch
kategoriach:
— objawy amnestyczne, a wigec utrudnione uczenie si¢ nowych rzeczy
1 zapominanie niedawno nauczonych oraz dodatkowo, co najmniej jedno kolejne
zaburzenie z wymienionych powyzej obszaréw zdolnosci poznawczych;
— objawy nieamnestyczne:

— sprawno$¢ jezykowa — ktopoty w dobieraniu stow;

— orientacja wzrokowo-przestrzenna — miedzy innymi: uposledzone
rozpoznawanie obiektow i twarzy, simultanagnozja (brak zdolnosci
rozpoznania wigcej niz jednego obiektu lub elementu obiektu) oraz
aleksja (niezdolno$¢ rozumienia stowa pisanego lub drukowanego);

— zaburzenia funkcjonowania, zwlaszcza dotyczace rozwigzywania

problemow, osadu i rozumowania.
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Dodatkowo, przy rozpoznaniu choroby Alzheimera nalezy wykluczy¢ choroby
naczyniowe osrodkowego uktadu nerwowego oraz inne choroby mozgu, ktore mogtyby

by¢ przyczyna obserwowanych zaburzen [1, 5, 8].
1.2.2. Biomarkery choroby Alzheimera

Opisane powyzej kliniczne kryteria stanowig dobrg podstawe do diagnostyki
choroby Alzheimera. Ich znaczacym ograniczeniem jest wymodg posiadania
odpowiedniego do$wiadczenia przez lekarza, ktory je przeprowadza. W zrozumialy
sposob prowadzi to do koniecznosci przeprowadzania takiego badania przez specjalistg,
co ogranicza szybka 1 masowg wykrywalno$¢ choroby na wczesnym etapie rozwoju.
Rozpoznanie utrudnia rowniez fakt, ze okreslenie stopnia uposledzenia funkcji
poznawczych jest zalezne od wyj$ciowego poziomu tych zdolnosci [5].

W zwigzku z powyzszymi ograniczeniami, prowadzone s3 intensywne prace
nad poszukiwaniem biomarkeréw choroby Alzheimera. Wedlug stownika MeSH
(ang. Medical Subject Headings — Stownik Terminéw Medycznych), biomarkery
to “mierzalne i1 policzalne parametery biologiczne (np. stezenie okreslonego enzymu,
stezenie okreslonego hormonu, dystrybucja okre§lonego fenotypu genéw w srodowisku
lub obecnos¢ okreslonych substancji biologicznych), ktore shuzg jako wskazniki
w szacunkach dotyczacych stanu zdrowia lub parametrow fizjologicznych” [9]. Raport
Grupy Roboczej z The Ronald and Nancy Reagan Research Institute of the Alzheimer’s
Association 1 The National Institute of Aging z 1998 roku okresla kryteria, jakie
powinien spetni¢ idealny biomarker choroby Alzheimera. Obejmujg one nastgpujace

cechy:

— zdolno$¢ do wykrycia podstawowych cech neuropatologicznych choroby
Alzheimera;

— mozliwos¢ walidacji za pomoca przypadkdw choroby Alzheimera
potwierdzonych neuropatologiczne;

— zdolno$¢ wykrycia choroby na wczesnym etapie rozwoju i odroznienie jej od
innych postaci demencji;

— niezawodno$¢;

— nieinwazyjnosc¢;

— prostota przeprowadzenia testu;

— niska cena.
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W czasie tworzenia raportu zaden z istniejgcych biomarkeréw nie spetniat catkowicie
powyzszych kryteriow [10, 11]. Obecnie stosowane wskazniki podzieli¢ mozna na dwie
grupy: markery neurochemiczne oraz uzyskane za pomoca diagnostyki obrazowe;.
Sposrod markerow neurochemicznych najwigksze znaczenie maja pomiary poziomu
dwoch biatek — B-amyloidu oraz biatka T — w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

B-amyloid jest produktem nieprawidtowego rozktadu proteolitycznego biatka
prekursorowego (ang. Amyloid Precursor Protein — APP), ktérego nagromadzenie
w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej osrodkowego uktadu nerwowego prowadzi do
powstania tak zwanych blaszek starczych, bedacych jednym z charakterystycznych
elementow choroby Alzheimera [12]. Szczegdlowy opis B-amyloidu oraz jego roli
w patofizjologii choroby Alzheimera znajduje si¢ w rodziale 1.3.2. Pod wzglgdem
diagnostycznym, najwicksze znaczenie ma oznaczanie stezenia zbudowanego z 42
aminokwasow fragmentu tego biatka (AB142) W plynie moédzgowo-rdzeniowym.
Wykazano, ze jest ono odwrotnie proporcjonalne do ilo$ci ptytek starczych w mozgu
1 u pacjentow z potwierdzong chorobg Alzheimera jest o ok. 50% nizsze w stosunku do
odpowiadajacej pod wzgledem wieku grupy kontrolnej [11].

Oproécz B-amyloidu, kolejnym waznym biatkiem w patofizjologii AD jest biatko
T, a szczegOlnie jego nadmiernie fosforylowana posta¢. Biatko to zostanie szerzej
omowione w rozdziale 1.3.3. Do celéow diagnostycznych wykorzystuje si¢ pomiar
zarowno catkowitego poziomu biatka t w ptynie mézgowo-rdzeniowym, jak réwniez
tylko formy fosforylowanej. Wykazano, ze poziom biatka t jest wyzszy o 300% u 0so6b
z choroba Alzheimera w stosunku do odpowiedniej grupy kontrolnej. Poziom
catkowitego biatka t pozwala réwniez oceni¢ ryzyko rozwoju choroby u pacjentéw
cierpigcych na umiarkowane zaburzenia poznawcze (ang. Mild Cognitive Impairment —
MCI). Pomimo dobrych witasciwosci prognostycznych (selektywnos$¢ i specyficznosé
tego testu osigga, wedtug réznych doniesien, od 42 do 90%), rutynowe zastosowanie
testu ogranicza znaczna inwazyjno$¢, zwigzana z konieczno$cig wykonania naktucia
ledzwiowego. W zwigzku z tym prowadzone sg proby oznaczania A4, we krwi [11,

13-15].
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1.3. Czynniki ryzyka i patofizjologia choroby Alzheimera
1.3.1. Czynniki ryzyka i mutacje genetyczne w chorobie Alzheimera

Choroba Alzheimera najczgsciej zwigzana jest ze starzeniem si¢, wigc osoby
w podeszlym wieku, powyzej 65 roku zycia, sa najbardziej narazone na wystapienie
tego schorzenia. Wykazano, ze za zwigkszone ryzko odpowiada rowniez niski poziom
edukacji oraz aktywnos$ci zawodowej. Uwaza si¢, ze wynika to z wigksze] rezerwy
zdolnosci poznawczych u 0séb z dhuzszym czasem aktywnosci intelektualnej, przez co
objawy choroby moga ujawnia¢ si¢ pozniej [16]. Za czynniki ryzyka choroby
Alzheimera uznawane sg tez dolegliwosci ze strony ukladu krazenia, zwlaszcza

nadci$nienie t¢tnicze czy choroby serca [17, 18].

Istotne znaczenie maja czynniki genetyczne. Wykazano, ze dziedziczone
mutacje genetyczne mogg odpowiada¢ zaréwno za przypadki choroby o wczesnym
poczatku (ang. Early Onset Alzheimer’s Disease - EOAD), jak 1 choroby rozwijajacej
si¢ w starszym wieku. Zidentyfikowanych zostalo kilkanascie genow, ktorych mutacje

powoduja wzrost ryzyka wystapienia choroby Alzheimera [19].

Wczesny poczatek choroby zwigzany jest z rodzinng postacia choroby
Alzheimera. W postaci tej objawy ujawniajg si¢ przed 65 rokiem zycia. FAD dotyczy
tylko niewielkiego utamka wszystkich przypadkéw choroby i w zalezno$ci od zrédta
wynosi od 0,1 do 7% [17, 18]. Za rozw6j EOAD odpowiadaja miedzy innymi mutacje
w genach kodujacych biatko prekursorowe amyloidu oraz preseniliny (PSEN1, PSEN2),
przy czym miejsce 1 rodzaj mutacji wplywaja na czas wystgpienia oraz stopien nasilenia

objawow [20].

Wczesna  posta¢  choroby  Alzheimera  najczgsciej zwigzana  jest
z nieprawidlowym powstawaniem i przetwarzaniem biatka prekursorowego amyloidu.
APP jest proteing o masie od 110 do 140 kDa. Réznice wynikajg zarowno z obecnosci
izoform, z ktorych najwazniejsze zbudowane sa z 695, 751 lub 770 reszt
aminokwasowych, jak réwniez z modyfikacji posttranslacyjnych. APP jest biatkiem
transbtonowym, ktorego dluzszy, N-koncowy fragment znajduje si¢ po zewnetrznej
stronie blony komodrkowej. Wytwarzane jest ono przez liczne komorki, przy czym
najwigkszg ilos¢ wykryto w neuronach. Fizjologiczna rola biatka prekursorowego

amyloidu nie zostala dokladnie poznana, ale uwaza si¢, ze moze ono bra¢ udziat
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W rozwoju synaps, migracji neuronéw lub pei¢ funkcje receptora [3, 20, 21]. APP
podlega enzymatycznemu rozktadowi przez trzy proteazy: a-, B- i y-sekretaze¢. Pierwszy
z tych enzymoéw, a-sekretaza, odcina N-koncowy tancuch w odlegtosci 12 reszt
aminokwasowych od granicy btony komorkowej, tworzac rozpuszczalny fragment
a-APPs. Pozostaly fragment APP trawiony jest przez vy-sekretaze, bedaca
wewnatrzblonowym kompleksem biatek, w skiad ktorego wchodza miedzy innymi
presenilina 1 1 2. Enzym ten przecina tancuch APP w miejscu 711 lub 713 reszty
aminkowasowej, uwalniajagc fragment p3. Opisana droga przemian biatka
prekursorowego amyloidu nie prowadzi do powstania fragmentéw amyloidu J,
poniewaz rozktad tancucha przy udziale a-sekretazy zachodzi wewnatrz domeny AP
1 powstajacy fragment p3 sktada si¢ z mniejszej liczby aminokwasdéw. Fragment
amyloidogenny powstaje w wyniku aktywnosci enzymu BACE], bedacego -sekretaza,
przecinajagcg tancuch APP w odleglosci 28 reszt aminokwasowych od domeny
przezblonowej, w wyniku czego po dziataniu y-sekretazy powstaja odcinki o dtugosci

od 40 do 42 aminokwasow [3, 22].

Gen kodujacy biatko prekursorowe amyloidu znajduje si¢ na 21 chromosomie.
Zwigkszenie jego ekspresji u oséb cierpigcych na zesp6t Downa, charakteryzujacy si¢
trisomig chromosomu 21, powoduje nasilone wytwarzanie AP;.4, oraz bardzo wczesne
wystapienie blaszek amyloidowych [3, 20]. Dodatkowo, zidentyfikowano co najmnie;j
32 inne, autosomalne dominujagce mutacje w obrgbie genu kodujacego APP, ktore
rowniez prowadza do rozwoju wczesnej postaci choroby Alzheimera. Mutacje te
najczesciej znajduja si¢ w miejscu dzialania y-sekretazy, moga jednak znajdowac si¢
rowniez w innych lokalizacjach, jak chociazby podwojna mutacja szwedzka, znajdujaca
si¢ w kodonie 670/671, a wigc w miejscu dziatania B-sekretazy [22, 23]. Efekty
powyzszych mutacji zalezag od ich umiejscowienia. Mutacja szwedzka, znajdujac si¢
w miejscu dzialania enzymu BACEI, bedzie nasilala trawienie APP przez p-sekretaze
1 zwigkszata catkowitg ilos¢ wytwarzanego f-amyloidu. Mutacje w obrebie kodonow
716 1 717 prowadza z kolei do zwigkszonego wytwarzania fragmentu 1-42 lub 1-43
amyloidu [23].

Kolejne mutacje istotne z punktu widzenia choroby Alzheimera o wczesnym
poczatku, to mutacje w obrebie genéw kodujacych preseniliny — PSENI oraz PSEN2.

Preseniliny nalezag do grupy biatek btonowych, posiadajacych osiem lub dziewigé
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domen przezbtonowych potaczonych hydrofilowymi petlami. Funkcja tych biatek nie
zostala jeszcze w pelni poznana, wiadomo jednak, ze stanowig one fragment kompleksu
y-sekretazy, bedac albo istotnym kofaktorem, albo wrecz jego centrum katalitycznym
[23, 24]. Mutacje genu PSENI wystepuja czesciej niz PSEN2 1 ich efektem najczgdciej
jest zwigkszenie stosunku Afi4; do fragmentu 1-40. Gen kodujacy preseniling 1
znajduje si¢ na chromosomie 14 i do tej pory wykryto co najmniej 185 mutacji
powodujacych wczesny rozwdj AD. Choroba wywotana przez mutacje genu PSENI
dziedziczy si¢ w sposob autosomalny dominujacy, jednak objawy choroby nie rozwijaja
si¢ u wszystkich nosicieli mutacji. Mutacje genu kodujacego preseniling 2,
znajdujacego si¢ na chromosomie 1, wystepuja rzadziej i prowadzg do rozwoju choroby
w poOzniejszym wieku. Mutacje w obu genach prowadza do zachwiania stosunku A4
do APi40 W strong zwigkszania ilosci fragmentu 1-42, przy czym nie ma wcigz
pewnosci, czy odbywa si¢ to na skutek nasilenia wytwarzania amyloidu B.42, czy tez

ostabienia wytwarzania amyloidu ;.49 [20, 23, 24].

Wymienione powyzej mutacje sa przykladami zmian genetycznych
powodujacych wczesny rozwdj choroby Alzheimera. Czynniki genetyczne moga
rowniez odpowiada¢ za wystgpienie ,,p6znej” choroby Alzheimera, w ktorej objawy
pojawiajg si¢ po 65 roku zycia. Pierwszym zidentyfikowanym 1 najlepiej poznanym
genetycznym czynnikiem ryzyka choroby Alzheimera jest allel €4 genu kodujacego
apolipoproteine E (APOE). Jest to glikoproteina zbudowna z 299 aminokwasoéw
o masie ok. 34 kDa, biorgca udzial miedzy innymi w usuwaniu z krazenia lipoprotein
o bardzo malej gestosci (ang.Vvery Low Density Lipoprotein — VLDL) [20, 25]. Gen
APOE znajduje si¢ na chromosomie 19 i posiada trzy allele: €2, €3 i €4, ktére koduja
biatka rdéznigce si¢ reszta aminokwasowa w pozycjach 112 i 158. Jak wspomniano
wcezesniej, zwiekszone ryzyko rozwoju choroby Alzheimera wystepuje u o0séb
posiadajacych allel €4, przy czym wzrost ryzyka jest zalezny od odziedziczonego
genotypu. Najwieksze prawdopodobienstwo wystgpienia schorzenia dotyczy nosicieli
dwoéch kopii allelu — e4/e4, nastgpnie pojedynczej kopii: €3/e4 oraz €2/e4. Ryzyko
zachorowania wzrasta trzykrotnie w przypadku posiadania jednej kopii allelu 4.
Natomiast homozygoty obarczone sa dwunastokrotnie - pig¢tnastokrotnie wigkszym
ryzykiem [3, 20]. Przeciwnie do allelu €4, uwaza si¢ ze €2 powoduje spadek ryzyka

rozwoju choroby Alzheimera.
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1.3.2. Rola amyloidu § w chorobie Alzheimera

Powigzanie B-amyloidu z chorobg Alzheimera nastapito w 1984 roku za sprawa
odkrycia Glennera 1 Wonga [26], ktorzy wykazali, 1z ptytki starcze zbudowane sg
z agregatow polipeptydow sktadajacych si¢ z 39-42 reszt aminokwasowych. Dalsze
badania wykazaly, ze peptydy te stanowia produkty trawienia enzymatycznego biatka
prekursorowego amyloidu, ktore zostato szerzej] omowione w rozdziale 1.3.1 [27]. Przy
udziale PB- 1 vy-sekretazy powstaja fragmenty skladajace sie z rdznej liczby
aminokwasow, z wyrazng dominacjg peptydow o dlugosci 40 (ABj40) oraz 42 (ABj42)
reszt aminokwasowych [2]. P-amyloid jest bialkiem amfipatycznym, laczacym
w sobie domeny o wtasciwosciach hydrofilowych 1 hydrofobowych. Powstajacy
z zewnatrzkomorkowego fragmentu APP, N-koniec ma charakter hydrofilowy.
Natomiast 12-14 aminokwaséw, stanowigcych C-koniec, jest silnie hydrofobowe.
W warunkach fizjologicznych powstaja niewielkie ilo$ci APi.40 oraz AB;4z, przy czym
obserwuje si¢ przewage fragmentéow krotszych nad fragmentem 1-42 [28].
Fizjologiczna rola amyloidu B nie zostata jeszcze w pelni wyjasniona. Uwaza sie, ze
moze by¢ on zaangazowany w mechanizmy zapamig¢tywania i uczenia si¢ [29], petnié
funkcje ,,zmiatacza” wolnych rodnikéw [30], jak rowniez hamowac¢ apoptoze komorek
nerwowych [31]. Wydaje si¢ jednak, ze wymienione korzystne efekty zwigzane sg

gtéwnie z niskimi stezeniami (rzgdu nanomoli na litr) amyloidu B;.40.

W okreslonych sytuacjach moze dojs¢ do zaburzenia przetwarzania biatka APP
1 zmiany stosunku amyloidu Bj49 do PBi4p. Zwigzane jest to migdzy innymi
z oméwionymi w rozdziale 1.3.1 mutacjami gendéw kodujacych enzymy rozktadajace
biatko prekursorowe amyloidu lub mutacjami samego APP [2]. Uwaza si¢, ze dla
rozwoju choroby Alzheimera najwigksze znaczenie ma Af;.4, ktory w warunkach
fizjologicznych szybko tworzy agregaty, w skfad ktorych wchodzi od dwodch do
kilkudziesigeciu czasteczek [32]. Obecnie postuluje si¢ istnienie réznych form AP
0 Wyzszym stopniu organizacji: od rozpuszczalnych oligomerdw, przez protofibryle po
fibryle, stanowigce dhugie, nierozpuszczalne i odporne na proteolize filamenty,
sktadajace si¢ z wielu czasteczek amyloidu, o $rednicy dochodzacej do 10 nm.
Struktury te w duze] mierze opisane =zostaly na podstawie eksperymentow
wykorzystujacych syntetyczne polipeptydy APj4o oraz AP;4. Wymagane wiec sa
dalsze badania, ktore potwierdza lub wyklucza obecno$¢ form AP w osrodkowym

ukladzie nerwowym pacjentow cierpigcych na chorobe Alzheimera [33-35].
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W badaniach in vitro wykazano ré6znorodny wptyw poszczegdlnych struktur na komorki
nerwowe, przy czym dominuje obecnie poglad, iz wigkszg toksycznos$cig charakteryzuja
si¢ mniejsze, rozpuszczalne oligomery. Fibryle, stanowigce podstawowa komponente
amyloidowg ptytek starczych, w warunkach in vitro powstaja jedynie w roztworach
o duzym, przewyzszajacym fizjologiczne, stezeniu AP. Wykazujg réwniez nizsza
toksycznos$¢ niz mniejsze oligomery. Obserwacje te moga ttumaczy¢ fakt, ze do tej pory
nie wykazano prostej zalezno$ci pomig¢dzy akumulacja B-amyloidu w modzgu
a pogarszaniem si¢ zdolnosci poznawczych pacjentdow cierpiagcych na chorobe

Alzheimera, pomimo udowodnionej toksycznosci fibrylarnych postaci AP [34, 36, 37].

Jedng z form, ktérych istnienie wykazano w doswiadczeniach in vitro, sg tak
zwane rozpuszczalne ligandy pochodzace z B-amyloidu (ang. Amyloid p-Derived
Diffusible Ligands — ADDL). Tworza one kuliste struktury o $rednicy pomigdzy 4,8
a 5,7 nm, ktorych masa prawdopodobnie miesci si¢ w zakresie od 17 do 42 kDa.
Badania przeprowadzone przez zespdt Lamberta dowiodly, ze struktury te
charakteryzuja si¢ wysoka neurotoksycznoscig, ktorg zachowuja nawet w bardzo
niskich stezeniach (rzgdu 5 nM B-amyloidu). Wykazano rowniez, ze hamujg one jeden
z glownych procesow zaangazowanych w tworzenie pamigci, okreSlany mianem
dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (ang. Long-Term Potentiation — LTP) [38].
W kolejnych latach potwierdzono ich obecno$¢ w moézgach osob dotknigtych chorobg

Alzheimera [39].

Oprocz ADDL, za rozpuszczalne oligomery uznawane sg takze mniejsze
struktury o charakterze dimeréw oraz trimeréw, jak rowniez wigksze, oznaczane
symbolem AB*56, bedace najprawdopodobniej dodekamerami o masie 56 kDa. Do
grupy tej zaliczane sa rdéwniez pierScieniowe protofibryle, o masie molowej
przekraczajacej 100 kDa [40]. Badania przeprowadzone przez Shankar
1 wspolpracownikow [41] dowiodly, ze wyizolowane z tkanki moézgowej 0sob
cierpigcych na chorobe¢ Alzheimera dimery amyloidu f hamuja LTP, jak réwniez
nasilaja dhlugotrwale oslabienie synaptyczne (ang. Long-Term Depression — LTD),
powoduja tez spadek liczby kolcow dendrytycznych. Uwaza sig, ze dzialanie to wynika
z zaburzenia funkcjonowania przekaznictwa sygnatow w uktadzie glutaminergicznym.
Niewykluczony jest jednak udzial innych mechanizméw. AP*56 odkryte zostaly
w ekstraktach mozgow myszy Tg2576, ktore charakteryzuja si¢ ekspresja zmutowanego

biatka APP. Domozgowe podanie oczyszczonych oligomeréw AP*56 szczurom
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spowodowato przejsciowe uposledzenie pamigci dlugotrwalej, bez wplywu na

nabywanie nowych informacji w labiryncie wodnym Morrisa [42].

1.3.3. Hiperfosforylowane bialko tau

Biatko tau uwazane jest za kolejny z gldéwnych czynnikow odpowiedzialnych za
rozwoj choroby Alzheimera. W warunkach fizjologicznych jest ono produkowane przez
komorki nerwowe, a jego gtowng rolg jest stabilizowanie mikrotubul, stanowiacych
element cytoszkieletu neuronu, dzieki czemu mozliwe jest zachowanie prawidtowe;j
morfologii komorki i sprawnego transportu organelli komérkowych wzdhuz aksonu.
Dzieje si¢ to dzieki obecnosci domeny wigzacej tubuling, biatka bedacego
podstawowym budulcem mikrotubul. Dotychczas odkryto sze$¢ izoform biatka T,
roznigcych si¢ nieznacznie budowg chemiczng 1 iloscig miejsc wigzacych tubuline.
Wszystkie izoformy stanowig produkt jednego genu 1 powstaja w wyniku
alternatywnego sktadania egzondéw. Zdolnos$¢ biatka tau do wigzania si¢ z tubuling
regulowana jest poprzez fosforylacje. Uwaza sie jednak, ze inne procesy, jak
glikozylacja czy glikacja, rowniez moga mie¢ znaczenie. Aktywnos$¢ kinaz 1 fosfataz,
prowadzaca odpowiednio do fosforylacji 1 defosforylacji biatka t, reguluje dynamiczng

roéwnowage pomiedzy wolnym biatkiem tau a zwigzanym z mikrotubulg [43].

W momencie zachwiania réwnowagi pomigdzy procesami fosforylacji
i defosforylacji biatka tau dochodzi do uposledzenia wigzania si¢ tego biatka
z mikrotubulami i gromadzenia w postaci splotoéw w przestrzeni wewnatrzkomorkowe;.
Uwaza si¢, ze jedng z przyczyn mogg by¢ mutacje genu MAPT (ang. Microtubule
Associated Protein Tau — zwiazane z mikrotubulami biatko tau), kodujacego biatko .
W wyniku takich mutacji biatko tau moze sta¢ si¢ podatne na gromadzenie w postaci
filamentéw 1 dalszg fibrylizacje, moze zosta¢ zwigkszona jego fosforylacja lub
zmniejszona defosforylacja, jak rowniez moze doj$¢ do uposledzenia zdolnosci do
wigzania si¢ z mikrotubulami. Kolejng przyczyng moze stanowi¢ uposledzona
aktywnos$¢ kinaz lub fosfataz bioracych udziat w fosforylacji 1 defosforylacji biatka tau.
Najprawdopodobniej  najwigksze  znaczenie maja trzy enzymy: GSK3
(ang. Glycogen Synthase Kinase 3 — kinaza syntazy glikogenu 3), CDKS (ang. Cyclin-
Dependent Kinase 5 — kinaza zalezna od cykliny 5) oraz MARK (ang. Microtubule-
Affinity-Regulating Kinase — kinaza regulujagca powinowactwo do mikrotubul). Na

zaburzenie integracji biatka tau i mikrotubul wptyw moze mie¢ réwniez toksycznos¢
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wywotana amyloidem P, stres oksydacyjny lub stany zapalne w obrgbie osrodkowego
uktadu nerwowego. Znaczenie tych czynnikow jest jednak prawdopodobnie mniejsze,

niz mutacji genetycznych czy nieprawidtowej aktywnosci enzymow [43].

W wyniku opisanych powyzej zaburzen dochodzi do nadmiernej fosforylacji
(hiperfosforylacji) biatka tau i upos$ledzenia jego wigzania si¢ z mikrotubulami.
W rezultacie, utracona zostaje stabilno$¢ cytoszkieletu, dochodzi do uszkodzenia
struktury neuronu, zaburzen transportu wewnatrzkomorkowego oraz przekazywania
sygnatow 1 $mierci komorki. Hiperfosforylowane biatko tau, na skutek zmian
konformacyjnych, tworzy poczatkowo struktury przypominajace nici, taczace si¢
w wieksze sploty. Struktury te, obok nici neuropilowych i zdegenerowanych neurytow
wchodzg w sklad splatkow neurofibrylarnych (ang. Neurofibrilar Tangles — NFT),
bedacych jednym z charakterystycznych elementéw znajdowanych w modzgu osob

chorych na chorobe Alzheimera [43, 44].

1.3.4. Wybrane teorie ttumaczace rozwoj choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera jest skomplikowanym procesem z wcigz nieustalonym
poczatkiem. Liczne proby znalezienia pierwotnej przyczyny powstawania zmian
w osrodkowym uktadzie nerwowym 1 postepujacego uposledzenia funkcji poznawczych
nie doprowadzity do opracowania spojnej teorii thumaczacej przebieg tego schorzenia.
Ponizej przedstawione zostang niektére mechanizmy, ktore moga odgrywac istotng role

w patofizjologii choroby Alzheimera.

Rozwo6j objawow AD wigze si¢ z postepujaca degeneracja neurondw
w obszarach mozgu odpowiedzialnych za funkcje poznawcze, takich jak kora
mozgowa, hipokamp czy cialo migdalowate. Jedng z przyczyn uszkodzenia komoérek
nerwowych moze by¢ rozwijajacy si¢ w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego stan
zapalny. Uwaza sie, ze odkladajacy si¢ w postaci blaszek starczych B-amyloid oraz
biatko T mogg prowadzi¢ do aktywacji komorek mikrogleju, astrocytow, makrofagow
1 limfocytow. Aktywacja mikrogleju przez f-amyloid odbywa si¢ najprawdopodobniej
poprzez interakcje z receptorami RAGE (ang. Receptor for Advanced Glycation End
Products — receptory koncowych produktow zaawansowanej glikacji). Skutkiem
pobudzenia wspomnianych komorek jest zwickszone wytwarzanie mediatoréw stanu
zapalnego, migdzy innymi prostaglandyn, interleukin, czynnika martwicy nowotworu o

(ang. Tumor Necrosis Factor o - TNF-a), reaktywnych form tlenu (ang. Reactive
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Oxygen Species — ROS) oraz tlenku azotu (NO). Mediatory te powoduja mobilizacje
monocytow 1 limfocytow przez bariere krew-mozg, a takze dalsza indukcje
1 proliferacje komoérek mikrogleju. Ciaggla aktywacja mikrogleju powoduje powstanie

przewlektego stanu zapalnego i w rezultacie uszkodzenie komorek nerwowych [45].

Rownorzednie ze stanem zapalnym, kolejnym czynnikiem uszkadzajacym
komorki nerwowe jest nasilajacy si¢ stres oksydacyjny. B-amyloid moze zardéwno
bezposrednio, jak 1 posrednio, poprzez migdzy innymi indukcje syntazy tlenku azotu
(ang. Nitric Oxide Synthase — NOS), prowadzi¢ do generacji wolnych rodnikéw
uszkadzajacych komorki nerwowe. W tkankach poddanych wptywowi B-amyloidu
obserwuje si¢ nasilone utlenianie bialek oraz DNA. W procesach tych posrednicza
miedzy innymi 4-hydroksynonenal (HNE) oraz akroleina (prop-2-enal), bedace
produktami peroksydacji lipidéw — procesu, ktory rowniez ulega intensyfikacji pod

wpltywem AP [46].

Jednym z elementow stresu oksydacyjnego, odpowiedzialnego za degeneracje
neuronéw, jest tak zwany ,,stres nitroksydacyjny”, czyli uszkodzenie komoérek na skutek
obecnosci zwigzkéw oraz wolnych rodnikow zawierajacych azot. Powigzane jest to
z nieprawidtowg lub nadmiernie nasilong aktywnoscig syntazy tlenku azotu. Enzym ten
wystepuje w trzech izoformach, bedacych produktami ekspresji trzech réznych genow:
neuronalnej (nNOS), endotelialnej (eNOS) oraz indukowalnej (iNOS), réznigcych si¢
miedzy innymi lokalizacja tkankowg oraz sposobem ekspresji. Dla prawidlowego
funkcjonowania enzymu konieczna jest obecnos¢ kofaktorow: (6R)-5,6,7,8-
tetrahydrobiopteryny (BHy), dinukleotydu flawinoadeninowego, mononukleotydu
flawinowego oraz hemu. Aktywno$¢ konstytutywnych form syntazy tlenku azotu
(cNOS oraz nNOS) regulowana jest poprzez wiazace jony Ca’" biatko kalmoduling
(ang. Calmodulin — CaM). W warunkach fizjologicznych enzymy te wytwarzaja tlenek

azotu z tlenu czasteczkowego oraz L-argininy [47].

W warunkach niedoboru L-argininy lub jednego z kofaktoréw enzymu, NOS
moze okresowo wytwarza¢ jon O, . Jon ten reaguje z czasteczka NO, tworzac anion
nadtlenoazotynowy (ONOOQO"), ktorego produkty rozpadu stanowia wolne rodniki - NO,
oraz OH'. Rodniki te posiadaja bardzo silne wilasciwosci utleniajace, przez co moga
prowadzi¢ do uszkodzenia organelli i w rezultacie §mierci catej komorki. Wykazano, ze

B-amyloid stymuluje ekspresje iINOS w astrocytach i komoérkach mikrogleju, co
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gwaltownie zwigksza ilo§¢ wytwarzanego tlenku azotu, ktory w opisanej powyzej
reakcji moze tworzy¢ neurotoksyczny jon ONOO'". Amyloid B zwigksza tez poziom
wewnatrzkomorkowego Ca®’, co poprzez aktywacje CaM moze stymulowaé

konstytutywne formy syntazy tlenku azotu [48-50].

Zaburzenia poziomu wapnia w neuronach, oprocz aktywacji NOS, moga
rowniez za posrednictwem innych mechanizmoéw prowadzi¢ do neurodegeneracji.
Wykazano, ze w komodrkach, w ktorych dochodzi do ekspresji zmutowanego genu
PSENI, nasilone zostaja procesy apoptozy powigzane ze  wzrostem
wewnatrzkomorkowego stezenia Ca”” w sposob niezalezny od obecnosci B-amyloidu,
poprzez zwigkszenie uwalniania wapnia z siateczki endoplazmatycznej [51, 52].
Zwigkszenie wewnatrzkomorkowej puli wapnia moze rowniez prowadzi¢ do nasilonego
wychwytu Ca®" przez mitochondria. Sytuacja taka prowadzi do aktywacji procesu
apoptozy mitochondriéw i w rezultacie §mierci neuronu [51]. Jony Ca®" odgrywaja
réwniez istotng role¢ w procesach fosforylacji i defosforylacji biatka 1, ktore zostaly
opisane w rozdziale 1.3.3. Niektore z enzymow biorgcych udziat we wspomnianych
procesach zalezne sg od obecnosci wapnia, jak na przyktad CaMKII (ang. Calmodulin-
Dependent Protein Kinase Il — zalezna od kalmoduliny kinaza bialkowa II) czy
kalcyneuryna (zalezna od kalmoduliny fosfataza biatkowa). Zachwianie homeostazy
wapnia moze prowadzi¢ do zaburzen aktywno$ci wspomnianych enzymow, co z kolei

prowadzi¢ moze do nadmiernej fosforylacji biatka T [51].

Obok proéb wyjasnienia mechanizméw  postgpujacej neurodegeneracii,
prowadzone s3 rowniez badania, ktérych celem jest wykrycie procesu,
odpowiadajacego za rozpoczecie choroby. O ile w przypadku rodzinnej postaci choroby
Alzheimera mozna mowi¢ o pewnym sukcesie w postaci identyfikacji mutacji
genetycznych prowadzacych do nadmiernej produkeji B-amyloidu, o tyle sporadyczne
przypadki tego schorzenia wciaz nie zostaly w petni wyjasnione. Uwaza sie, ze istotng
role moga odgrywaé schorzenia uktadu krazenia, w szczegdlnosci moézgowych naczyn
krwiono$nych [53, 54]. Choroby, takie jak miazdzyca, moga prowadzi¢ do zmniejszenia
ukrwienia mézgu 1 w rezultacie hipoksji oraz niedostatecznego doptywu substancji
odzywczych. Inne schorzenia, jak nadcis$nienie tetnicze, mogg zwigkszac ryzyko udaru
krwotocznego. Dodatkowo, uszkodzenie lub czgsciowe uposledzenie funkcji bariery
krew-moézg sprawia, ze do tkanki mézgowej moga trafi¢ liczne biatka krwi, w tym

hemoglobina (Hb), dla ktorej wykazano dzialanie neurotoksyczne [55]. Obecno$¢
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hemoglobiny w tkance mézgu moze rowniez stymulowa¢ produkcje B-amyloidu, ktory
wigzac si¢ z Hb ogranicza jej toksycznos¢. W warunkach fizjologicznych, A moze
wiec peli¢ role $rodka uszczelniajacego naczynia krwiono$ne i zabezpieczajacego
komorki nerwowe przed szkodliwym wpltywem hemoglobiny. W sytuacji nasilonego
doptywu Hb do tkanki moézgowej, moze dojs¢ do nadmiernego wytwarzania amyloidu 3
1 poczatku formowania si¢ blaszki starczej. Potwierdzeniem tej teorii moze byc¢
wykrycie hemoglobiny w zlogach amyloidowych, wyizolowanych z mézgéw pacjentow
cierpigcych na chorobe Alzheimera [56]. Teorii naczyniowego poczatku choroby
Alzheimera sprzyjaja réwniez wyniki innych badan, ktére wigzg miedzy innymi
miazdzyce tetnic w obrebie kota tetniczego Willisa z rozwojem AD [57]. Liczne zmiany
w mikrokrazeniu moézgowym, jak atrofia naczyh kapilarnych, zwigkszona ilo$§¢
pecherzykéw pinocytarnych w  komoérkach $rodblonka czy wuszkodzenia blony
podstawnej naczyn krwiono$nych, znajdowane s3 w mozgach osob chorych na chorobe
Alzheimera [58]. Obserwuje si¢ rowniez podniesiony poziom czynnikow
proangiogennych, jak trombina, VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor —
czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego), angiopoetyna 2, integryny oraz HIF-la
(ang. Hypoxia Inducible Factor 1o — czynnik indukowany hipoksja 1a), przy czym nie
towarzyszy temu istotny przyrost liczby naczyn krwionos$nych, a wrecz proces ten jest
uposledzony. Wynika¢ to moze z antyangiogennych wlasciwosci [-amyloidu.
W warunkach in vitro wykazano, ze wokot komorek HBMEC (ang. Human Brain
Microvascular Endothelial Cells — ludzkie komorki $rodbtonka mikrokrazenia
mozgowego) wystepuje nasilone powstawanie rozpuszczalnych oligomerow
B-amyloidu. L.aczac ze sobg antyangiogenne wilasciwosci AP z aktywacja $srédblonka
Grammas 1 wsp. opracowali teori¢, wedhug ktorej] w przebiegu choroby Alzheimera
dochodzi do nadmiernej i ciaglej produkcji cytokin proangiogennych, co moze

prowadzi¢ do uszkodzenia neurondw i postepujacej neurodegeneracji [58-60].

Kolejng proba wytlumaczenia etiologii i rozwoju choroby Alzheimera jest teoria
»dwoch uderzen” (ang. ,,Two-hit Hypothesis”), zaktadajaca, iz konieczne jest
wystapienie dwoch zdarzen, ktore w rezultacie doprowadza do postepujacego
uszkadzania neurondw. Wedlug niektorych autoréow takim pierwszym czynnikiem
wyzwalajagcym AD jest stres oksydacyjny lub zaburzenia cyklu komodrkowego.
Wykazano, ze neurony w trakcie choroby Alzheimera wykazuja fenotyp typowy dla

komoérek w aktywnym cyklu komérkowym, co — jak uwazano wczes$niej — jest
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niemozliwe w przypadku komorek nerwowych. Wykryto obecno$¢ licznych markerow
cyklu komorkowego, takich jak cykliny, CDK4 (ang. Cyclin-Dependent Kinase 4 —
zalezna od cykliny kinaza 4) oraz p16 (zalezny od cykliny inhibitor kinaz 2A) [61, 62].
Pomimo tego, nie wykryto komorek, u ktorych doszto do podziatu, co moze $wiadczy¢

o powaznym zaburzeniu cyklu komorkowego w neuronach.

W mysl teorii ,,dwoch uderzen”, zar6wno opisane =zaburzenia cyklu
komoérkowego, jak 1 stres oksydacyjny mogg niezaleznie od siebie sta¢ si¢ pierwotng
przyczyna choroby Alzheimera. Sprawne mechanizmy kompensacyjne sprawiaja, ze
komoérka moze przejs¢ w swego rodzaju ,stan stacjonarny”, w ktorym bedzie mogta
funkcjonowa¢ przez dluzszy czas pomimo wstegpnego uszkodzenia. Znaczne
zaangazowanie tych mechanizméw sprawia jednak, ze komoérka staje si¢ bardziej
podatna na kolejne uszkadzajace bodzce, ktore jako ,.drugie uderzenie”, moga

doprowadzi¢ do zapoczatkowania neurodegeneracji [63].

1.4. Farmakoterapia choroby Alzheimera

1.4.1. Obecnie stosowane leki spowalniajace rozwdj choroby Alzheimera

Dostepne obecnie leki nie pozwalaja na zatrzymanie postepu ani odwrocenie
zmian powstatych w moézgu w trakcie choroby. Wprowadzenie farmakoterapii ma na
celu zmniejszenie 1 zlagodzenie objawOw neurologicznych, jak rowniez poprawe
ogolnego stanu pacjenta. Leczenie takie moze prowadzi¢ zarowno do przedtuzenia
okresu wzglednie samodzielnego funkcjonowania pacjenta, jak réwniez poprawié
komfort jego zycia. Oprocz lekow wplywajacych na pamigc i funkcje poznawcze, ktore
zostang szczegdlowo omowione ponizej, w ramach terapii wspomagajacej stosowane sg
rowniez inne leki, ktérych gléwnym zadaniem jest opanowanie problemow
psychicznych i behawioralnych towarzyszacych rozwijajacej si¢ chorobie Alzheimera.
U chorych czgsto obserwuje si¢ zaburzenia psychotyczne, emocjonalne, problemy ze
snem, problemy z osobowos$cig czy nadmiernym pobudzeniem i agresja [64]. W celu
opanowania objawdéw psychotycznych stosuje si¢ najczesciej leki z  grupy
neuroleptykow o niewielkim dziataniu antycholinergicznym, jak haloperidol, perazyna
czy promazyna. Skuteczne mogg by¢ réwniez nowsze, ,,atypowe” leki neuroleptyczne,

jak risperidon, olanzapina czy klozapina. Zaburzenia nastroju u 0sob cierpiacych na
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chorobe Alzheimera powinno leczy¢ si¢ nowymi lekami przeciwdepresyjnymi, takimi
jak fluwoksamina, citalopram, moklobemid czy mianseryna, ktore rowniez beda
wywieraly mniejszy wptyw na uklad cholinergiczny. Oprdécz tego, w zaburzeniach
zachowania zaleca si¢ stosowanie hydroksyzyny, karbamazepiny czy pochodnych
kwasu walproinowego. Jesli u pacjenta wystepuja zaburzenia snu, lekarz moze
rozwazy¢ ich leczenie za pomocg takich lekéw, jak estazolam, zopiklon czy zolpidem

[65].

Leczenie zaburzen poznawczych w przebiegu choroby Alzheimera opiera si¢ na
wzmacnianiu przekaznictwa cholinergicznego w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Pierwsze proby obejmowaly stosowanie substancji zwigkszajacych poziom
acetylocholiny (ACh), takich jak chlorek choliny i fosfatydylocholina. Nie wykazano
jednak istotnej skutecznos$ci tych lekéw. Kolejng proba bylo zastosowanie inhibitorow
enzymoOw rozktadajacych ACh. W organizmie cztowieka wystepujg dwa takie enzymy:
zlokalizowana w osrodkowym ukladzie nerwowym oraz potgczeniach nerwowo-
migsniowych  acetylocholinesteraza (AChE) oraz  wystepujaca w  osoczu
butyrylocholinesteraza (BuChE). W terapii choroby Alzheimera najwigksze znaczenie
ma AChE. Hamowanie enzymu osoczowego jest odpowiedzialne za obwodowe
dziatania niepozadane stosowanych lekoéw. Historycznie pierwszym zarejestrowanym
lekiem w terapii AD byla takryna (rys. 1), pochodna akrydyny —
(9-amino-1,2,3 4-tetrahydroakrydyna). W badaniach klinicznych dowiedziono jej
skutecznosci w leczeniu tagodnej i1 umiarkowanej postaci choroby Alzheimera,
jakkolwiek nie byta ona wysoka. Stosowanie takryny wigzato si¢ roéwniez z nasilonymi
dziataniami niepozadanymi, takimi jak nudno$ci, wymioty, biegunka, utrata apetytu,
oraz wzrostem poziomu aminotransferaz w surowicy, co z kolei $§wiadczy o dziataniu

hepatotoksycznym. Obecnie nie jest stosowana [66-68].

NH,

X

Z
N

Rysunek 1. Strutura chemiczna takryny.
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W 1996 roku amerykanska Agencja Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug
Administration — FDA) dopuscita do obrotu kolejny inhibitor acetylocholinesterazy —
donepezyl (rys. 2). Lek ten strukturalnie roézni si¢ od takryny i jest pochodng
piperydyny — ((R,S)-2-[(1-benzylopiperydyn-4-ylo)metylo]-5,6-dimetoksy-2,3-dihydro-
inden-1-on). Lek charakteryzuje si¢ duza wybiorczoscia w stosunku do AChE, przy
bardzo matym hamowaniu aktywnosci osoczowej BuChE. W badaniach klinicznych I
1 II fazy nie wykazano istotnej hepatotoksycznosci tego zwigzku. Donepezyl ma
réwniez dtuzszy czas dziatania (biologiczny okres pottrwania wynosi okoto 70 godzin),
w zwigzku z czym stosowany jest w jednorazowej dawce dobowej wynoszacej 5 lub
10 mg. Lek wchtania si¢ z przewodu pokarmowego 1 osigga maksymalne stg¢zenie we
krwi po okoto 3 - 4 godzinach. W 95% wiaze si¢ z biatkami osocza. Wydalany jest
zarOwno w postaci niezmienionej z moczem, jak réwniez ulega biotransformacji
w watrobie przy udziale izoenzymow CYP3A4 oraz CYP2D6 z rodziny cytochromu
P450, co zwigksza ryzyko interakcji z innymi lekami metabolizowanymi za
posrednictwem tego enzymu. Inhibitory wspomnianych izoenzymoéw, jak ketokonazol,
erytromycyna czy fluoksetyna, moga zwickszaé stezenie donepezylu w osoczu,
natomiast induktory enzymatyczne, do ktérych nalezy miedzy innymi fenytoina,
karbamazepina oraz alkohol, mogg prowadzi¢ do zmniejszenia st¢zenia leku w osoczu.
Ograniczeniem skutecznosci donepezylu jest tolerancja, ktdra rozwija si¢ w ciagu roku
podawania leku i zwigzana jest z wyksztalceniem mechanizméw adaptacyjnych przez

organizm pacjenta [69-72].

O
)
H5;C
m I

Rysunek 2. Struktura chemiczna donepezylu.

Czasteczka  donepezylu  opracowana zostala na  podstawie badan
z wykorzystaniem techniki QSAR (ang. quantitative structure — activity relationships —

ilosciowe zalezno$ci struktura — aktywnos¢). Opierajac si¢ na bazowym zwigzku
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chemicznym, ktorym byla pochodna benzylopiperazyny, przeprowadzono
optymalizacje rodzaju podstawnikéw oraz ich konfiguracji. Donepezyl, poczatkowo
obdarzony symbolem E2020, byt jednym z badanych zwigzkow. Badania aktywnosci
nowej czasteczki wykazaty, iz warto$¢ ICsy dla acetylocholinesterazy wynosi 5,7 nM,
natomiast dla butyrylocholinesterazy okoto 7000 nM, co $wiadczy o bardzo duzej

selektywnos$ci w stosunku do AChE [69, 73].

Kolejnym lekiem zwigkszajacym  przekaznictwo  cholinergiczne  jest
rywastygmina (rys. 3). Jest to lek z grupy karbaminianow, N-etylo-N-
metylokarbaminian (S)-3-(1-(dimetylo-amino)etylo)fenylu. W przeciwienstwie do
donepezylu, nie jest ona wybidérczym inhibitorem AChE 1 posiada rowniez zdolnos$¢
hamowania butyrylocholinesterazy w osrodkowym uktadzie nerwowym. Ze wzgledu na
krotszy niz donepezyl biologiczny okres poéitrwania w osoczu — 1,5 godziny —
stosowana jest dwa razy na dobe. Podczas leczenia zaleca si¢ stopniowe zwigkszanie
dawki w zakresie od 3 do 12 mg na dobg, do osiggnigcia maksymalnej dawki
tolerowanej. Do najczeSciej wystepujacych dziatan niepozadanych naleza zaburzenia
zotadkowo-jelitowe, ktore czesto ustepuja po okresowym zmniejszeniu dawki. Podczas
badan klinicznych nie wykryto zadnych powaznych efektow ubocznych, stwarzajacych
zagrozenie dla pacjenta. Lek ten tylko w niewielkim stopniu metabolizowany jest
w watrobie, co istotnie zmniejsza jego potencjal wchodzenia w interakcje z innymi
lekami. Za biotransformacj¢ rywastygminy odpowiada przede wszystkim
cholinoesteraza, a gltéwny dekarbamylowany metabolit wykazuje tylko nieznaczng
aktywnos$¢ biologiczng i niemal catkowicie wydalany jest z moczem w ciggu 24 godzin

od podania leku [74-76].

Rysunek 3. Struktura chemiczna rywastygminy.

Rywastygmina jest pierwszym lekiem stosowanym w chorobie Alzheimera,

ktoéry moze by¢ podawany za pomocg systemu transdermalnego. Powolne i jednostajne
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uwalnianie substancji leczniczej sprawia, ze r6znice pomiedzy stezeniem maksymalnym
1 minimalnym w surowicy sg mniejsze niz w przypadku stosowania postaci doustnych.

Odpowiada to rowniez za mniejsze nasilenie dzialan niepozadanych [77, 78].

Galantamina (rys. 4), kolejny z zarejestrowanych lekéw w terapii choroby
Alzheimera, wywodzi si¢ z tradycyjnego stosowania roslin z rodziny amarylkowatych
(Amaryllidaceae), w szczegdlnosci z rodzaju Galanthus spp., Narcissus spp. oraz
Leucoium spp., w rejonie potudniowo-wschodniej Europy 1 gor Kaukazu. Pierwsze
prace dowodzace hamowania AChE przez galantaming prowadzili rosyjscy uczeni,
Mashkovsky 1 Kruglikova-Lvova we wczesnych latach pigédziesigtych XX wieku. Po
raz pierwszy wyizolowano ja z gatunku Galanthus woronowii w 1952 roku. W p6znych
latach pigc¢dziesiatych w Bulgarii pojawit si¢ pierwszy lek zawierajacy galantaming,
sprzedawany pod nazwa handlowa Nivalin. W latach tysigc dziewigcset
osiemdziesigtych rozpoczely si¢ badania nad zastosowaniem galantaminy w terapii
choroby Alzheimera. W 2000 roku Islandia, Irlandia, Szwecja 1 Wielka Brytania, jako
pierwsze kraje zachodnie, zezwolily na stosowanie tego leku w otgpieniu typu

alzheimerowskiego [79].

Rysunek 4. Struktura chemiczna galantaminy.

Pod wzgledem chemicznym galantamina jest alkaloidem izochinolinowym i jest
odwracalnym, kompetycyjnym inhibitorem acetylocholinesterazy oraz allosterycznym
aktywatorem receptora nikotynowego (nAChR). Wiazac si¢ z podjednostka a receptora
w innym miejscu niz ACh, nasila efekt jednocze$nie zwigzanej acetylocholiny,
najprawdopodobniej poprzez wptyw na otwieranie si¢ kanatu jonowego receptora. Taki
mechanizm dziatania nie prowadzi do desensytyzacji receptora, dzigki czemu na

dziatanie galantaminy nie rozwija si¢ tolerancja. W przypadku presynaptycznych
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receptorow nikotynowych, ich uwrazliwienie moze prowadzi¢ réwniez do zwigkszenia
uwalniania ACh z zakonczen nerwowych. Galantamina stosowana w dawce dobowej 16
lub 24 mg spowalnia upo$ledzenie proceséw poznawczych w tagodnej Iub
umiarkowanej postaci choroby Alzheimera. Nasilenie i rodzaj dziatan niepozadanych
nie odbiega od tych, ktére mozna zaobserwowac po stosowaniu donepezylu lub
rywastygminy. Po podaniu doustnym szybko (okoto 15 minut) i w duzym stopniu
(biodostepnos¢ bezwzgledna okoto 88,5%) wchiania si¢ do krwiobiegu. W okoto 18%
wigze si¢ z biatkami osocza. Wydalana jest gldéwnie w postaci zmetabolizowane;.
Biotransformacja odbywa si¢ za posrednictwem izoenzyméw  CYP2D6
1 CYP3A4 cytochromu P450. Podobnie jak w przypadku donepezylu, moze mie¢ to
wplyw na wystapienie potencjalnych interakcji ze stosowanymi réwnolegle lekami.
Eliminacja galantaminy nast¢puje zgodnie z modelem dwukompartmentowym
1 koncowy okres pottrwania wynosi od 8 do 10 godzin. Lek ten powinien by¢ stosowany
w dwoch dawkach podzielonych w przypadku tabletek o natychmiastowym uwalnianiu.
Stosowanie dostgpnych preparatow o przedtuzonym uwalnianiu pozwala na podawanie

leku raz na dobg, co zwigksza komfort zard6wno osoby chorej, jak i opiekuna [79-82].

Najnowszym lekiem stosowanym w leczeniu choroby Alzheimera jest
memantyna (rys. 5). Lek ten r6zni si¢ od poprzednich mechanizmem dziatania — jest
antagonistg receptora glutaminowego NMDA. Podstawowa koncepcja, ktora
doprowadzita do wprowadzenia tego leku w terapii AD jest zatozenie, ze nadmierna
aktywacja receptoréw dla pobudzajacego kwasu glutaminowego moze prowadzi¢ do
degeneracji 1 $mierci neuronéw (ekscytotoksycznos¢). W warunkach fizjologicznych,
glutaminian, uwolniony z zakonczen presynaptycznych, powoduje pobudzenie zarowno
receptorow  NMDA, jak 1 zlokalizowanych na tym samym zakonczeniu
postsynaptycznym receptorow AMPA, ktore sg bramkowanymi ligandem kanatami dla
jonow jednowartosciowych, przede wszystkim Na™ i K'. Aktywacja tych receptorow
przez glutaminian powoduje zwigkszony naptyw jonéw sodowych do wnetrza komorki
i1 w rezultacie cze¢sciowa depolaryzacje blony komorkowej. W wyniku zmiany
potencjatu, otwiera si¢ kanal jonowy receptora NMDA, blokowany dotychczas przez
jon Mg®" i umozliwiony zostaje naptyw jonéw Ca’" do wnetrza komoérki. Jony
wapniowe biorg udzial w licznych procesach enzymatycznych, zaangazowanych
w procesy pamigciowe. W chorobie Alzheimera proces ten jest zaburzony przez

nadmierng i ciggly stymulacj¢ zakonczen postsynaptycznych przez glutaminian.
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Powstaty w rezultacie ,,szum” jest na tyle silny, ze komorka nie jest w stanie
zareagowa¢ na rzeczywisty sygnat. Dochodzi do upos$ledzenia procesu powstawania
pamieci i, w diluzszej perspektywie czasu, do degeneracji neuronu. Memantyna,
odwracalnie blokujac kanat receptora NMDA, zmniejsza wrazliwo$§¢ komorki na

,»Szum” 1 umozliwia prawidtowe przekazywanie sygnatu [83].

NH,

Rysunek 5. Struktura chemiczna memantyny.

Chemicznie, memantyna (3,5-dimetyloadamantano-1-amina) jest pochodna
adamantanu. Jako jedyny z dostepnych lekow, wskazana jest w terapii umiarkowane;j
1 cigzkiej postaci choroby Alzheimera. Lek ten, oprocz tagodzenia objawow, moze
rowniez wykazywa¢ pewne dziatanie neuroprotekcyjne. Nie wykazano natomiast
skuteczno$ci memantyny w okresie tagodnego nasilenia objawow choroby. Lek
praktycznie catkowicie wchtlania si¢ z przewodu pokarmowego 1 maksymalne stezenie
w surowicy osigga po 3 do 8 godzinach. W stosunkowo niewielkim stopniu podlega
biotransformacji (jedynie okoto 20% podanej dawki). Nie stwierdzono udzialu
cytochromu P450 w tym procesie. Metabolity memantyny nie wykazuja zdolnosci do
blokowania receptorow NMDA. Wydalanie zachodzi przede wszystkim przez nerki.
Biologiczny okres pottrwania wynosi od 60 do 100 godzin, w zwigzku z czym lek ten
podawany moze by¢ raz na dobe. Podobnie jak w przypadku pozostatych lekow, stosuje
si¢ stopniowe zwigkszanie dawki w zakresie od 5 do 20 mg na dobg, przy czym ta
ostatnia jest dawka podtrzymujaca. Dzialania niepozadane s3a stabo zaznaczone

i z reguty nie powinny prowadzi¢ do przerwania leczenia [83-85].

1.4.2. Eksperymentalne strategie leczenia choroby Alzheimera

Jak wykazano w poprzednim rozdziale, istniejace terapie choroby Alzheimera
nie powstrzymuja rozwoju choroby. W zwigzku z tym istnieje silna potrzeba

poszukiwania nowych lekoéw, ktore umozliwiag zahamowanie lub odwrocenie zmian
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neurodegeneracyjnych. Ponizej przedstawione zostaly najwazniejsze eksperymentalne

strategie leczenia choroby Alzheimera wraz z przykladami badanych substancji.

Najwazniejszym punktem uchwytu dla proponowanych terapii pozostaje
B-amyloid, jego powstawanie oraz usuwanie z oSrodkowego uktadu nerwowego. Jedna
ze starszych koncepcji wywodzi si¢ z odkrycia, ze metale, takie jak zelazo 1 miedz,
uczestniczg w procesie agregacji P-amyloidu. Proba przeciwdzialania temu bylo
zastosowanie zwigzkow chelatujacych, wiagzacych jony metali. W badaniach stosowano
mi¢dzy innymi kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), deferoksaming czy
kliochinol. Zastosowanie tych preparatéw w terapii choroby Alzheimera ograniczone
jest jednak brakiem penetracji bariery krew-mozg. Nowsze badania wskazujg na
mozliwo$¢ zastosowania potaczen z nanoczgstkami, co miatoby umozliwi¢ transport

leku do o$rodkowego uktadu nerwowego [86].

Kolejna strategia wigze si¢ z odkryciem, iz w powstawaniu A4, biorg udziat
proteazy aspartylowe: B- 1 y-sekretaza. Z zatozenia, zahamowanie aktywnosci tych
enzyméw powinno doprowadzi¢ do zmniejszenia stezenia fragmentu 1-42 amyloidu.
Niestety, y-sekretaza, oprocz udzialu w przetwarzaniu APP, bierze réwniez udziat
w miedzykomorkowym przekazywaniu sygnatu za posrednictwem receptoréow Notch.
Zahamowanie jej aktywnos$ci prowadzi do wystapienia powaznych efektow ubocznych,
migdzy innymi ze strony przewodu pokarmowego oraz $ledziony. Prowadzone byly
badania nad lekami, ktore moglyby modulowaé aktywnos$¢ vy-sekretazy bez
wywotywania objawdéw toksycznosci. Przyktadem takiego leku byt (R)-flurbiprofen,
ktéry jednak nie przeszedt badan klinicznych ze wzgledu na niski potencjal leczniczy

oraz niezadowalajaca penetracje do osrodkowego uktadu nerwowego [87, 88].

Kolejnym enzymem stanowigcym potencjalny punkt uchwytu dla nowych lekow
jest P-sekretaza, BACEIL. Poczatkowo byta uznawana za bezpieczny cel, poniewaz
wstepne testy z wykorzystaniem myszy pozbawionych genu kodujacego ten enzym nie
wykazaty zadnych powaznych nieprawidlowosci. Dalsze badania ujawnilty jednak
zaburzenia poznawcze, hipomielinizacje neuronéw, a w niektorych przypadkach takze
przedwczesng $mieré zwierzat. Problemem okazalo si¢ réwniez silne usuwanie
z komorek zwiazkéw hamujacych ten enzym przez glikoproteing P oraz utrudniona
penetracja do OUN ze wzgledu na duza mas¢ czasteczkowa (powyzej 500 D),

konieczng z kolei ze wzgledu na rozmiar miejsca aktywnego -sekretazy. Pomimo tych
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problemoéw, opracowywane sg nowe zwigzki chemiczne, ktore trafiaja do badan
klinicznych. Inhibitorami BACE1 s3 rowniez niektoére substancje pochodzenia
ro$linnego, jak flawonole (myricetyna, kwercetyna), czy alkaloidy wyizolowane

z organizméw morskich [86, 87, 89].

W warunkach prawidlowych, powstajacy z APP B-amyloid usuwany jest przez
barier¢ krew mézg do krwiobiegu. Posredniczy w tym receptor LRP (ang. Low-Density
Lipoprotein Receptor-Related Protein — bialko zwigzane z receptorem lipoprotein
o niskiej gestosci). Po zwigzaniu si¢ z tym receptorem, czasteczka amyloidu
transportowana jest do krwiobiegu, gdzie, po zwigzaniu si¢ mig¢dzy innymi
z rozpuszczalng forma receptora RAGE (sRAGE) lub specyficznymi przeciwciatami,
ulega degradacji. Btonowa forma receptora RAGE uczestniczy z kolei w procesie
przenikania rozpuszczalnego AP z krwiobiegu do osrodkowego uktadu nerwowego
1 moze rowniez odgrywac rol¢ w patologicznym gromadzeniu si¢ tego biatka w mozgu.
Postuluje si¢ rowniez usuwanie A w obrgbie samego osrodkowego uktadu nerwowego,
w czym posredniczy¢ moga takie enzymy jak neprilizyna, insulizyna (enzym
degradujacy insuling), plazmina, tkankowy aktywator plazminogenu, enzym
konwertujacy endoteling czy metaloproteinaza macierzy pozakomorkowej 9. Opierajac
si¢ na wymienionych mechanizmach, prowadzone sa prace nad zwiazkami, ktore
moglyby modyfikowa¢ transport i klirens amyloidu. Pod uwage brane sg migdzy innymi
zwigzki chemiczne, ktore nie przenikaja przez barier¢ krew-mozg, ale majg zdolnosé
wigzania AP, dziecki czemu rownowaga stgzen pomigdzy OUN a krwiobiegiem
zostataby przesunigta w strong krwi obwodowej. Do tej pory prowadzone byly prace
nad migdzy innymi: specyficznymi przeciwcialami, bialkiem wigzacym aktyne —
gelsoling oraz gangliozydem MI1. Badano takze substancje mogace modyfikowac
klirens AP, takie jak insulinopodobny czynnik wzrostu. Wykazano tez, ze modulacja
aktywnos$ci neprilizyny za posrednictwem somatostatyny lub aneksyny Al rowniez
moze prowadzi¢ do nasilenia degradacji B-amyloidu w obrebie osrodkowego uktadu

nerwowego [90-94].

Interesujacym sposobem ograniczania odktadania si¢ f-amyloidu w mozgu jest
immunizacja za pomocg niewielkich dawek fragmentu 1-42, dzigki czemu powstate
w organizmie przeciwciala moga wigza¢ powstajacy AP, nasila¢ jego klirens lub
hamowa¢ agregacje 1 odkladanie si¢ w postaci ptytek starczych. Wstepne badania

z wykorzystaniem myszy szczepu PDAPP, charakteryzujacych sie nasilonym
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odktadaniem si¢ B-amyloidu w mozgu, wykazaly zahamowanie tego procesu wskutek
szczepienia, przy czym zastosowanie terapii u mlodszych zwierzat zapobieglo
powstawaniu ptytek amyloidowych, natomiast w przypadku starszych, u ktorych ztogi
zaczely si¢ juz odkladaé, zostalo ono ograniczone. Dalsze badania potwierdzaty
skuteczno$¢ takiego podejscia, co zaowocowato wprowadzeniem do badan klinicznych
syntetycznej, agregowanej formy A4 pod nazwa AN-1792. Niestety, badanie zostato
przerwane ze wzgledu na zaobserwowane przypadki zapalenia opon moézgowych
1 mozgu, wywolane nadmierng aktywacja limfocytéow T. Z drugiej strony, osoby ktore
prawidlowo zareagowaly na szczepienie, wykazywaly pewng poprawe funkcji
poznawczych oraz $lady eliminacji ptytek. Co ciekawe, u tych osob stwierdzono
wiekszy ubytek objetosci mdézgu w pordwnaniu z osobami, ktére nie zareagowaty na

leczenie [4, 86, 87, 95].

Oprécz immunizacji aktywnej, prowadzone s3g rowniez badania nad jej forma
pasywng, polegajace na podawaniu przeciwcial monoklonalnych przeciwko Ap.
Strategia ta wydaje si¢ bezpieczniejsza, pomimo doniesien o mikrokrwotokach oraz
podwyzszonym poziomie naczyniowego [-amyloidu, obserwowanych u myszy.
Przeciwciata moga rozpoznawaé¢ zaré6wno monomeryczne formy AP, jak réwniez
oligomery oraz wigksze potaczenia, tagcznie z fibrylami. Uwaza sig, ze ich skuteczno$é
moze si¢ opiera¢ na hamowaniu agregacji monomerow, zwigkszaniu klirensu form
oligomerycznych, aktywowaniu odpowiedzi immunologicznej przeciwko fibrylarnym
postaciom AP lub nasilaniu usuwania amyloidu z osrodkowego uktadu nerwowego za
pomoca mechanizméw opisanych powyzej. Prowadzone badania kliniczne
z wykorzystaniem, migedzy innymi, solanezumabu, crenezumabu oraz gantenerumabu
nie wykazaly jednak ich skutecznosci. Obiecujace wydaje si¢ za to kolejne przeciwciato
monoklonalne — aducanumab, skierowane przeciwko agregatom [-amyloidu, bez
wpltywu na monomery. Przedkliniczne badania farmakokinetyczne na myszach
wykazaty jego zdolno$¢ do przenikania bariery krew-moézg i akumulowania si¢
w tkance moézgowej. W randomizowanym badaniu klinicznym PRIME, wykazano
zalezng od dawki oraz czasu podawania leku redukcj¢ ztogéw AP, zarowno ptytek
starczych, jak i rozpuszczalnych oligomeréw. Uwaza si¢, ze za ten korzystny efekt
moze odpowiadac nasilenie fagocytozy ptytek przez komodrki mikrogleju, co dodatkowo
ogranicza mozliwo$¢ uwalniania si¢ neurotoksycznych rozpuszczalnych oligomerow

amyloidu B z ich powierzchni [86, 87, 96, 97].
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Poza immunizacja, prowadzi si¢ rdéwniez proby zatrzymania tworzenia
wigkszych struktur przez amyloid za pomoca niewielkich peptydow lub zwigzkow
maloczasteczkowych. Peptydy, stanowigce syntetyczne, modyfikowane analogi
fragmentéw amyloidu B3, charakteryzuja si¢ dobra skutecznoscia. Ich zastosowanie jest
jednak ograniczone przez bardzo stabg penetracje do OUN. Inne zwigzki o duzej masie
czasteczkowej, jak wystepujaca naturalnie w moézgu glikoproteina laminina czy
antybiotyk przeciwgruzliczy ryfampicyna, réwniez byly brane pod uwage jako
inhibitory powstawania fibryli amyloidowych. Prowadzone byly tez proby zastosowania
kolostryniny, mieszaniny polipeptydow bogatych w proling, wyizolowanej po raz
pierwszy z owcze] siary przez naukowcow z Instytutu Immunologii 1 Terapii
Dos$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk. Wykazano, ze sktadniki kolostryniny hamuja
agregacj¢ P-amyloidu, jak réwniez rozkladaja istniejace juz zlogi. Badania kliniczne
wykazaty pewng poprawe zdolnosci poznawczych 1 obecnie kolostrynina jest stosowana

w niektorych krajach jako nutraceutyk [4, 89, 90, 98].

Alternatywa dla peptydow sa matoczasteczkowe zwigzki chemiczne zdolne do
hamowania agregacji amyloidu. Tramiprozat (homotauryna) byt jednym z pierwszych
zwigzkdéw pochodzenia naturalnego badanych pod tym katem. Blokuje on miejsca
wigzace w rozpuszczalnym amyloidzie i uniemozliwia tworzenie fibryli. W badaniach
z wykorzystaniem transgenicznych myszy TgCRNDS8 wykazano spadek ilosci plytek
starczych oraz innych rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych form APj40 1 APj.ap.
Badania kliniczne nie potwierdzily jednak korzy$ci plynacych ze stosowania
homotauryny w terapii choroby Alzheimera. Dodatkowo, testy przeprowadzone przez
roznych badaczy sugeruja, iz tramiprozat moze zwigkszaé agregacj¢ biatka t. Co
istotne, substancja ta jest skladnikiem suplementow diety jakoby spowalniajacych utrate

pamieci, dostepnych na rynku europejskim [89, 90, 99-101].

Przyktadem innej czasteczki, réwniez pochodzenia naturalnego, jest scyllo-
cykloheksanoheksaol (scyllo-inozytol). Zwigzek ten obniza stezenie nierozpuszczalnego
amyloidu, jak tez rozpuszczalnych oligomerow. W tescie labiryntu wodnego wykazano,
iz myszy leczone scyllo-inozytolem zachowuja si¢ tak samo jak zwierzeta z grupy
kontrolnej. Lek trafit do II fazy badan klinicznych, ktérych wyniki uznano jednak za
niewystarczajace dla potwierdzenia bezpieczenstwa i skutecznos$ci terapii w chorobie

Alzheimera [86, 89, 90, 102].
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Wiasciwosci hamujace agregacje amyloidu posiada melatonina, hormon
regulujacy procesy snu 1 czuwania u ludzi. Uszkadzajagc mostki solne pomigdzy
resztami histydyny 1 asparaginy, melatonina uniemozliwia powstanie struktury
B-harmonijki, niezbednej do utworzenia wigkszych struktur, w tym fibryli. Zwigzek
charakteryzuje si¢ dobrym przenikaniem przez barier¢ krew-mozg, co czgsto jest
czynnikiem determinujgcym zastosowanie. Dodatkowo, melatonina wykazuje
wlasciwosci antyoksydacyjne. Do tej pory nie przeprowadzono jednak kontrolowanych
badan klinicznych, ktore uzasadnityby jej stosowanie w terapii choroby Alzheimera [86,

89, 103].

Kurkumina, polifenolowy zwigzek wyizolowany z klacza ostryzu dlugiego
(Curcuma longa L.), hamuje powstawanie oligomerow B-amyloidu, wigze si¢
z powstatymi juz plytkami starczymi, posiada tez wlasciwosci przeciwzapalne
1 przeciwutleniajace. Oprocz kurkuminy, takze niektore flawonoidy byty badane pod
katem wtasciwosci antyagregacyjnych. Pozytywne rezultaty otrzymano jednak tylko dla
mirycetyny. Pozostale z testowanych zwiazkow, jak chryzyna czy 5-deoksykemferol,
wrecz nasilaty tworzenie fibryli. Sposréd innych zwigzkéw polifenolowych, na uwage
zastuguje kwas rozmarynowy, ktory oprocz hamowania powstawania fibryli, zapobiega
rowniez powstawaniu ROS, peroksydacji lipidow, uszkodzeniom DNA oraz
hiperfosforylacji biatka 1. Wlasciwosci antyagregacyjne wykazano takze dla niektorych
alkaloidow pirydynowych oraz piperydynowych. Ich rola w terapii choroby Alzheimera

zostanie doktadniej omowiona w rozdziale 1.4.2 [89].

Kolejnym  waznym  punktem uchwytu dla potencjalnych terapii
antyalzheimerowych jest biatko 1. Strategie nakierowane na to biatko rozwijaja si¢
wolniej niz te skierowane przeciwko f-amyloidowi. Wynika to migdzy innymi
z wewnatrzneuronalnego wyst¢powania biatka 1, co czyni je trudniej dostepnym. Mimo
to, od konca pierwszej dekady XXI wieku prowadzone sg badania nad lekami
wplywajacymi na biatko t. Pierwszym etapem powstawania jego nieprawidtowej formy
jest nadmierna fosforylacja. Jako potencjalny punkt uchwytu dzialania lekow jest to
trudny proces, ze wzgledu na liczne miejsca fosforylacji w obrebie biatka, brak
wystarczajacej wiedzy na temat znaczenia poszczegélnych epitopoéw, jak réwniez
mozliwo§¢ fosforylowania danego regionu przez rézne kinazy. Pomimo tych
komplikacji, prowadzone s3 badania nad lekami mogacymi hamowaé proces

fosforylacji, miedzy innymi nad lekami zmniejszajacymi aktywno§¢ GSK3, jednego
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z gtownych enzymoéw odpowiedzialnych za fosforylacje biatka 1. Silnym inhibitorem
GSK3 okazatl si¢ chlorek litu, LiCl, $rodek stosowany miedzy innymi w leczeniu
choroby afektywnej dwubiegunowej. Badania z wykorzystaniem neuronalnych linii
komoérkowych wykazaty zdolno$¢ litu do hamowania nadmiernej fosforylacji bialka tau.
Obserwowano nasilenie jego wigzania z mikrotubulami 1 korzystny wplyw na
formowanie cytoszkieletu. Zostato to potwierdzone w badaniach na modyfikowanych
genetycznie myszach szczepu JNPL3, wytwarzajacych nadmierne ilosci ludzkiego
biatka 1. Dodatkowa zaletg litu jest zdolno§¢ do zmniejszania odktadania si¢ AP,
najprawdopodobniej réwniez poprzez mechanizm zwigzany z GSK3. Krotkie,
dziesieciotygodniowe badanie kliniczne jednakze nie potwierdzito hamowania

hiperfosforylacji u pacjentow z chorobg Alzheimera [86, 87, 104, 105].

Kolejnym procesem, ktérego zahamowanie moze by¢ korzystne w terapii
choroby Alzheimera, jest agregacja hiperfosforylowanego biatka tau. W badaniach in
vitro aktywno$¢ takg wykazat blekit metylenowy, lek stosowany do tej pory gltdwnie ze
wzgledu na swoje wlasciwosci antyseptyczne, jak réwniez wykorzystywany jako
barwnik w histologii. Mechanizm dziatania biekitu metylenowego na biatko 1 nie jest
w pelni poznany, ale sugeruje si¢ zakldcanie wigzania si¢ monomeréw tego biatka,
wplyw na degradacj¢ z udzialem proteazoméw lub stymulowanie usuwania za
posrednictwem autofagii. Wcigz brak jednak badan klinicznych z udziatem pacjentow,
ktore datyby jednoznaczng odpowiedz na pytanie o skuteczno$¢ terapii biekitem

metylenowym [86, 106].

Biatka szoku termicznego (ang. Heat Shock Protein — Hsp), w szczego6lnosci
Hsp90, odgrywaja istotng role w zapobieganiu degradacji powstalego
hiperfosforylowanego biatka t. Poprzez swoje wtasciwosci, Hsp90 stabilizuje strukture
biatka t 1 chroni je przed zniszczeniem. Innym ligandem Hsp90 jest biatko p35,
aktywator kinazy Cdk5, uczestniczacej w nadmiernej fosforylacji biatka 1.
Zastosowanie inhibitoréw Hsp90 znosi jego ochronne dziatanie, w zwigzku z czym
inhibitory te prowadza zarowno bezposrednio, jak i1 posrednio do nasilonego usuwania
biatka T. W badaniach na myszach transgenicznych wykazano, ze inhibitor Hsp90,
EC102, istotnie obniza poziom fosforylowanego biatka Tt w mézgu. Efekt taki wykazuje

roéwniez omawiana juz wczesniej kurkumina [86, 87, 90, 107].
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Najwazniejszym niekorzystnym efektem hiperfosforylacji biatka 1 jest
zmniejszenie jego wigzania z mikrotubulami — elementami cytoszkieletu neuronu —
1 w rezultacie, uposledzenie ich funkcji oraz degeneracja. W zwiazku z powyzszym,
warte uwagi mogg by¢ substancje zdolne do zlagodzenia tego dzialania. Przyktadem
takiego leku jest przeciwnowotworowy paklitaksel, dla ktérego wykazano zdolnos¢ do
stabilizowania mikrotubul, bez wptywu na hiperfosforylowane biatko 1. O ile sam
paklitaksel charakteryzuje si¢ niewielkim przenikaniem przez barier¢ krew-mozg, to
moze by¢ on punktem wyjscia do prac nad innymi lekami o tym samym mechanizmie

dziatania, ale o lepszych wtasciwosciach farmakokinetycznych [87, 90, 108].

Jak zostato to opisane w cze¢sci 1.3.4, waznym elementem patofizjologii choroby
Alzheimera jest rozwijajacy si¢ w mozgu stan zapalny. Przeprowadzone badania
epidemiologiczne wskazuja, ze dlugotrwale przyjmowanie lekow przeciwzapalnych
powoduje zmniejszenie ryzyka rozwoju demencji typu alzheimerowskiego.
Spostrzezenia te stanowig podstawe do stosowania terapii przeciwzapalnej w chorobie
Alzheimera. Podjeto proby stosowania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
takich jak ibuprofen czy naproksen. Leki te, hamujac obie izoformy cyklooksygenazy
(COX) — konstytucyjng COX-1 oraz indukowalng COX-2, wykazuja silne dziatanie
przeciwzapalne, potaczone jednak z niekorzystnym wplywem na blong §luzowa
przewodu pokarmowego i zwiekszonym ryzykiem rozwoju choroby wrzodowej. Probg
omini¢cia tego problemu bylo zastosowanie nowszych, selektywnych inhibitorow

COX-2, jak celekoksyb [4, 87, 109].

Podejmowane byly rowniez proby stosowania lekéw przeciwzapalnych o innym
mechanizmie  dzialania.  Przykladem moze by¢ prednizon, syntetyczny
glikokortykosteroid o dziataniu przeciwzapalnym. W 2000 roku opublikowano wyniki
badania klinicznego z wykorzystaniem niskich dawek leku, ktore nie wykazato roéznic
w utracie zdolnosci poznawczych pomigdzy grupa leczong prednizonem oraz placebo.
Opublikowane rok podzniej wyniki badania dotyczacego hydroksychlorochiny,
kolejnego zwigzku o dziataniu przeciwzapalnym, rowniez nie wykazaly poprawy

w grupie pacjentow przyjmujacych lek [4, 110, 111].

Pomimo opisanych powyzej niepowodzen, leki przeciwzapalne wcigz sa
traktowane jako obiecujacy obiekt badan. Wynika to miedzy innymi z faktu, zZe

przebieg procesu zapalnego w chorobie Alzheimera rézni si¢ od tego wystepujacego
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w tkankach obwodowych, a ktory byt celem dziatania tradycyjnych lekéw. Obiecujace
wydaja si¢ proby przeprowadzane z lekami wplywajacymi na poziom cytokin
prozapalnych, takimi jak VP-025 (fosfolipidowe nanoczastki zawierajace
fosfatydyloglicerol). Przeprowadzone do tej pory badania wykazaly miedzy innymi
zdolno$¢ do obnizania poziomu wytwarzania prozapalnej cytokiny — interleukiny 8.
Leki te mogg réwniez modulowa¢ aktywnos$¢ makrofagéw 1 ogranicza¢ ich odpowiedz

na czynniki indukujace stan zapalny [87, 112].

Wiasciwosci przeciwzapalne posiadaja znane czesto leki, ktorych stosowanie
moze okaza¢ si¢ korzystne w chorobie Alzheiemra. Dotyczy to przede wszystkim
statyn — lekow obnizajacych poziom cholesterolu we krwi, inhibitorow reduktazy
HMG-CoA (3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A), jak rowniez doustnych lekow
przeciwcukrzycowych — agonistow receptora PPARy (ang. Peroxisome Proliferators-
Activated Receptors — receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow).
Zastosowanie statyn opiera si¢ na pozytywnej korelacji pomigdzy wystepowaniem
hipercholesterolemii a rozwojem choroby Alzheimera. Pod uwage brany jest fakt, iz
mutacja genu kodujacego APOE, uczestniczacg w transporcie lipidow, jest istotnym
czynnikiem ryzyka dla AD. Dodatkowo, na przetomie XX 1 XXI wieku
przeprowadzono liczne badania obserwacyjne, z ktorych wigkszo$¢ dowodzi zwigzku
pomiedzy stosowaniem statyn a obnizonym ryzykiem wystgpienia demencji, w tym
choroby Alzheimera. Z drugiej strony, przeprowadzone kontrolowane badania kliniczne
z udzialem migdzy innymi osd6b w wieku podesztym lub cierpigcych na chorobe
Alzheimera, nie daly jednoznacznych rezultatow i tylko czg¢s¢ z nich wykazata
korzystny wptyw statyn na zdolnos$ci poznawcze. W 2012 roku pojawito si¢ réwniez
ostrzezenie ze strony amerykanskiej agencji FDA o mozliwym negatywnym wplywie
statyn na procesy poznawcze. Metaanaliza badan klinicznych nie potwierdzila jednak

takiego niebezpieczenstwa [113, 114].

Do tej pory nie =zostal w pelni wyjasniony mechanizm dzialania
neuroprotekcyjnego statyn. Poczatkowo zaktadano, ze jest on zwigzany z obnizeniem
poziomu cholesterolu i1 zmniejszeniem ryzyka zaburzen naczyniowych w mozgu.
Obecnie uwaza si¢, ze istotng role odgrywa tez ich aktywno$¢ antyoksydacyjna
1 przeciwzapalna. Wykazano, ze leki te zmniejszajg wytwarzanie ROS w komorkach
srodbtonka, zwigkszaja aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej oraz eNOS, jednoczesnie

hamujac forme indukowalng syntazy tlenku azotu. Dzigki temu moga ograniczaé skutki
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indukowanego amyloidem [ stresu oksydacyjnego. Zmniejszaja rowniez aktywnos$c
komorek mikrogleju, przez co ograniczajg synteze mediatorow stanu zapalnego, takich
jak interleukina 1. Statyny moga rowniez modulowac proces powstawania 3-amyloidu,

poprzez posredni wptyw na zalezne od cholesterolu sekretazy btonowe [113, 115].

Leki bedace agonistami receptora PPARy sa réwniez traktowane jako
potencjalnie skuteczne w chorobie Alzheiemera, w duzej mierze dzigki swoim
wlasciwosciom przeciwzapalnym. Wynika to z roli receptorow PPARy — hamujg one
wytwarzanie cytokin prozapalnych, takich jak interleukina 1B, interleukina 6 oraz
TNFa, jak réwniez hamuja aktywno$¢ komorek mikrogleju, co takze wiaze si¢ ze
spadkiem wytwarzania mediatorow stanu zapalnego. Agonisty tego receptora, do
ktorych zaliczane sg niektore niesteroidowe leki przeciwzapalne, oraz doustne leki
przeciwcukrzycowe, pochodne tiazolidynodionu, sg badane pod katem uzyteczno$ci
w leczeniu choroby Alzheimera. Przeprowadzone na transgenicznym szczepie myszy
APPV7171 badania z wykorzystaniem pioglitazonu wykazaly spadek aktywnos$ci
mikrogleju oraz astrocytow w hipokampie 1 korze mozgu. Dodatkowo, stwierdzono
spadek ekspresji indukowalnych enzymow zwigzanych ze stanem zapalnym 1 stresem
oksydacyjnym — COX-2 oraz iNOS oraz zmniejszenie ilosci sekretazy BACEIL.
Niestety, podobnie jak przy wielu innych proponowanych terapiach, badania kliniczne
nad monoterapig rozyglitazonem nie przyniosty zadowalajacych rezultatow [87, 116-

118].

Agonisty receptora PPARY wywierajg swoje korzystne dziatanie migdzy innymi
poprzez zmniejszanie stresu oksydacyjnego w komorkach osrodkowego uktadu
nerwowego. Inne substancje o takim dzialaniu réwniez sg intensywnie badane pod
katem przydatno$ci w terapii lub prewencji choroby Alzheimera. Jednym z najczesciej
przywolywanych w tym kontek$cie przeciwutleniaczy jest a-tokoferol, najwazniejszy
z grupy zwigzkow wchodzacych w sklad witaminy E. Zmniejszajac ilos¢ wolnych
rodnikow, redukuje uszkodzenia wywotane przez ROS na skutek aktywacji mikrogleju,
zaburzen funkcjonowania mitochondriow lub innych przyczyn, opisanych w rozdziale
1.3.4. Witamina E byta testowana w licznych badaniach klinicznych, zaréwno jako
samodzielny lek jak i w potaczeniu z innymi przeciwutleniaczami czy lekami
stosowanymi juz w terapii choroby Alzheimera. Uzyskane wyniki s3 jednak
niejednoznaczne 1 potrzeba wigkszej ilosci dobrze zaplanowanych badan, aby

ewentualnie potwierdzi¢ pozycje witaminy E w farmakoterapii AD [4, 119-121].
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W zwigzku z brakiem istotnej skutecznos$ci opisanych powyzej strategii,
prowadzi si¢ rowniez badania nad substancjami mogacymi wptywac 1 regulowac inne
mechanizmy zaangazowane w rozw¢] objawow choroby Alzhemiera. Potencjalnym
zrédlem ROS 1 innych czynnikéw uszkadzajacych komorki sa mitochondria, ktore
ulegaja zniszczeniu w trakcie rozwoju choroby. Przyczyng jest prawdopodobnie
powstanie dysfunkcyjnych kanatéw — MPTP (ang. Mitochondrial Permeability
Transition Pore — pory mitochondrialne), przez ktére moze dochodzi¢ do nadmiernego
zwigkszenia przepuszczalnosci blony mitochondrialnej. Lekiem blokujacym takie
kanaly okazal si¢ dimebon, ktorego skutecznos$¢ nie zostata jednak potwierdzona
w badaniach klinicznych. Rozwazana jest takze terapia z wykorzystaniem hormondw
plciowych — testosteronu 1 estrogendw, dla ktérych wykazano dzialanie
neuroprotekcyjne. U kobiet stosujacych hormonalng terapi¢ zastgpcza obserwowano
spadek ryzyka wystapienia AD. Probuje si¢ takze wpltynaé na zywotno$¢ komorek
nerwowych za posrednictwem czynnikdéw wzrostu, takich jak NGF (ang. Nerve Growth
Factor — czynnik wzrostu nerwéw). Obecnie w lecznictwie, jako $rodek wspomagajacy
terapi¢ choroby Alzheimera, stosowana jest cerebrolizyna, mieszanina peptydow
uzyskana z mézgoéw $win, pobudzajaca réznicowanie i aktywnos$¢ komorek nerwowych

[4, 86, 90].

Powyzszy przeglad nie wyczerpuje wszystkich potencjalnych sposobow walki
z chorobg Alzheimera. Wymienione zostaty tylko przyktady kilkunastu potencjalnych
lekow, ktore obecnie znajduja si¢ w trakcie lub dla ktorych juz zakonczyly si¢ badania
kliniczne. Dotychczasowe wysitki nie przyniosty zadowalajacych rezultatow i od czasu
dopuszczenia do obrotu memantyny zaden nowy lek nie zostal zarejestrowany

w leczeniu AD.

1.4.3. Znaczenie alkaloidéw pirydynowych oraz piperydynowych w leczeniu choroby

Alzheimera

Alkaloidy pirydynowe oraz piperydynowe, to grupa biologicznie aktywnych
zwigzkow chemicznych wystepujacych obficie w krolestwie roslin. Pod wzgledem
chemicznym stanowig one zréznicowang grupe pochodnych pirydyny lub piperydyny,

roéznigcych si¢ stopniem nasycenia szescioweglowego pierscienia (rys. 6).
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Rysunek 6. Struktury chemiczne pirydyny (po lewej) 1 piperydyny (po prawej).

Najbardziej] znanym 1 rozpowszechnionym przedstawicielem tej grupy
zwigzkow  jest nikotyna, (S)-3-[2-(N-metylopirolidyno)]pirydyna, wystepujaca
w lisciach 1 korzeniach tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum L.). Oprocz dobrze
poznanych negatywnych skutkéw palenia tytoniu, intensywnie badane sg réwniez
zalezno$ci pomiedzy stosowaniem tytoniu a wystepowaniem choréb degeneracyjnych
o$rodkowego ukladu nerwowego, miedzy innymi choroby Alzheimera. Poczatkowe
odkrycie negatywnej korelacji miedzy paleniem tytoniu a zachorowalnoscig na AD
obecnie wydaje si¢ by¢ mniej oczywiste 1 wymagajace dalszych badan. Czes$c
kontrowersji dotyczy mig¢dzy innymi sktadu dymu tytoniowego, ktory zawiera okoto
4700 substancji chemicznych, z ktorych liczne to zwigzki o udowodnionym
szkodliwym wptywie na OUN. Z drugiej strony, wykazano korzystny wptyw nikotyny
na zdolno$ci poznawcze — miedzy innymi poprzez zwigkszenie uwagi, lepszg zdolnos¢
do rozpoznawania przedmiotdw czy pamie¢ krotkotrwaly. Uwaza si¢, ze sta¢ za tym
moze stymulacja wytwarzania czynnika wzrostu nerwdw oraz jego receptordw przez
nikotyn¢. Innym wyjasnieniem moze by¢ nasilenie przekaznictwa cholinergicznego
poprzez zwigkszenie ilosci receptorow nikotynowych oraz nasilenie uwalniania

acetylocholiny z zakoniczen nerwowych [122-125].

Uwaza si¢ rowniez, ze nikotyna moze chroni¢ przed neurotoksycznoscig
zwigzang z B-amyloidem. Badania Wang i wsp. [126] dowodza niekorzystnego wpltywu
AP na receptor nikotynowy a7. Amyloid blokuje przeptyw jonow Ca”" przez kanat tego
receptora i uwalnianie acetylocholiny. Nikotyna, uniemozliwiajagc oddzialywanie
pomiedzy amyloidem i receptorem  nikotynowym, wykazuje dziatanie
neuroprotekcyjne. Postuluje si¢ rowniez bezposrednie wigzanie si¢ nikotyny z AB. Za
pomoca takich technik jak elektrochemiczna spektroskopia impedacyjna, dichroizm
kolowy czy jadrowy rezonans magnetyczny ustalono, ze nikotyna wigze si¢

z rozpuszczalnymi o-helisami i uniemozliwia ich przeksztatlcenie w nierozpuszczalne
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struktury B-harmonijki. Okre§lono rowniez stala wigzania pomigdzy alkaloidem
a czasteczka APi4o (Ko = 0,8 + 0,3 x 10° M) [122, 127, 128]. Nikotyna wiaze sic
w rejonie pierwszych dwudziestu o$miu aminokwasow peptydu, angazujac
reszty histydynowe i stabilizujac konformacje a-helisy. Nordberg i wsp. [129] w swoich
badaniach z wykorzystaniem modyfikowanych genetycznie myszy, wykazali mniejsze
odktadanie si¢ ptytek amyloidowych w grupie leczonej nikotyng w pordéwnaniu do
grupy kontrolnej, jak réwniez spadek st¢zenia nierozpuszczalnego B-amyloidu, jednak

bez wptywu na frakcje rozpuszczalng.

Pomimo wskazanych korzystnych cech, obserwuje si¢ rowniez inne efekty, ktore
negatywnie wplywaja na rol¢ nikotyny jako potencjalnego leku. Jednym
z najwazniejszych jest odkrycie, ze stosowanie tego alkaloidu zwigksza ilos¢
hiperfosforylowanego biatka t. Wigze si¢ to najprawdopodobniej ze zwigkszeniem
ilosci zaleznej od Ca®* kinazy p38, ktora uczestniczy w fosforylacji biatka t. Przewlekte
stosowanie nikotyny moze wigc z jednej strony prowadzi¢ do zmniejszenia iloéci ptytek

starczych, jednoczes$nie jednak zwigkszajac ilos¢ splatkow neurofibrilarnych [122, 130].

Nikotyna jest dobrym przyktadem kontrowersji, jakie towarzysza rowniez innym
alkaloidom pirydynowym 1 piperydynowym. Arekolina, to gtowny sktadnik
alkaloidowy orzechéw palmy arekowej (Areca catechu L.) oraz popularnej w krajach
azjatyckich uzywki — betelu. Alkaloid ten poprawia pami¢¢ u chorych na chorobe
Alzheimera poprzez wplyw na moézgowe receptory muskarynowe M1 oraz M2.
Rzekomo w populacji konsumentéw betelu jest mniejsza zachorowalno$¢ na chorobeg
Alzheimera. Z drugiej strony, zucie betelu zostalo powigzane ze zwigkszonym
ryzykiem zachorowania na nowotwory jamy ustnej. Sama arekolina z kolei posiada
wlasciwosci neurotoksyczne, wynikajace przede wszystkim z indukowania stresu
oksydacyjnego 1 hamowania aktywnosci endogennych mechanizméw chronigcych

przed reaktywnymi postaciami tlenu [131, 132].

Wspolng cechg wielu alkaloidow pirydynowych i piperydynowych jest zdolnos¢
do wiazania si¢ z czasteczkg P-amyloidu. Grabowska i wsp. [133], za pomoca
elektrochemicznej spektroskopii impedacyjnej, wyznaczyli stale wigzania dla o$miu
naturalnie wystepujacych alkaloidéw z tej grupy: anabazyny, koniiny, arekoliny,
a-lobeliny, pseudopelletieryny, trygoneliny, kotyniny oraz nikotyny. Niektore

z wymienionych zwigzkow, jak opisane juz wczesniej nikotyna i arekolina, byly brane
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pod uwage jako potencjalne leki w chorobie Alzheimera. Kotynina jest metabolitem
nikotyny o dluzszym biologicznym okresie poitrwania (19 - 24 godziny, przy 2 - 3
godzinach dla nikotyny), jednak z duzo mniejszym powinowactwem do receptoréw
nikotynowych. Interakcje tego alkaloidu z B-amyloidem, wplyw na powstawanie ptytek
starczych oraz pamie¢, a takze na aktywnos$¢ kinazy bialkowej B, byl badany przez
Echeverria 1 wsp. [134]. Wyniki tych autoréw wskazuja na popraw¢ pamigci,
zahamowanie agregacji P-amyloidu i powstawania plytek starczych, jak rowniez,
poprzez fosforylacje z udzialem kinazy Akt, na hamowanie aktywnosci GSK3p,

bioracej udziat w fosforylacji biatka t.

Trygonelina (TRG), alkaloid wystepujacy obficie w nasionach kozieradki
pospolitej (Trigonella foenum-graecum L.) oraz ziarnach kawy (Coffea arabica L.), to
kolejny przedstawiciel tych naturalnych pochodnych pirydyny, ktérego wiasciwosci
moglyby znalez¢ zastosowanie w terapii lub zapobieganiu chorobie Alzheimera.
Trygonelina wyr6znia si¢ unikatowg struktura chemiczng. Jest to jon obojnaczy,
pochodna pirydyniowa, czwartorzedowa so6l amoniowa. Zawiera elementy struktury
charakterystyczne dla witaminy B; — niacyny (rys. 7). Szczegdlne zainteresowanie tym
zwigzkiem wynika tez z faktu, ze bedac sktadnikiem kawy jest jednym z najczesciej
spozywanych alkaloidow. Dla trygoneliny wykazano rowniez aktywno$¢
przeciwcukrzycowg oraz obnizajaca poziom lipidow we krwi [135, 136]. Istotne jest
takze to, ze w badaniach z wykorzystaniem linii komérkowej SK-N-SH wykazano
zdolno$¢ tego alkaloidu do regenerowania sieci neuronalnej poprzez stymulacje
rozwoju wypustek komorek nerwowych (neurytow) jak réwniez poprawe zdolnosci
poznawczych w mysim modelu choroby Alzheimera [137, 138]. Przeprowadzone
uprzednio w Katedrze Biofarmacji i Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego badania [133] wykazaly stala wigzania trygoneliny z B-amyloidem na
poziomie 0,28 + 0,45 x10° M. Jest to warto$é¢ porownywalna z uzyskanymi dla innych
alkaloidow pirydynowych 1 piperydynowych oraz zwiazku referencyjnego czerwieni
Kongo. Ten fakt oraz szczeg6lna budowa chemiczna trygoneliny byly podstawa do
wyboru alkaloidu i pochodnych pirydyniowych do badan pod katem mozliwosci

zastosowania w chorobie Alzheimera.
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Rysunek 7. Struktura chemiczna trygoneliny.

1.5. Przykladowe sposoby oceny potencjalnych lekow przeciwko chorobie

Alzheimera

Jak wykazano powyzej, leczenie oraz zapobieganie chorobie Alzheimera jest
zagadnieniem trudnym. Pomimo znacznego rozwoju wiedzy na temat przyczyn
1 narastania objawOw tej wyniszczajacej choroby, wcigz nie poznano odpowiedzi na
zasadnicze pytania: co jest czynnikiem inicjujacym schorzenie i co odgrywa
najwazniejsza role¢ w narastajacej neurodegeneracji? Mimo wszystko, prace nad
poszukiwaniem nowego leku trwaja — roéwnoczes$nie z probami doktadniejszego
poznania patomechanizméw choroby. Kazdy z dotychczas poznanych elementow
patofizjologii choroby Alzheimera jest punktem uchwytu dla potencjalnych terapii.
Probuje si¢ rowniez poszukiwac lekéw o wielokierunkowym dziataniu, ktére mogtyby
wpltywaé jednoczesnie na kilka procesow, a w konsekwencji charakteryzowac sie

wieksza skutecznoscig przeprowadzanej terapii [ 139].

Jednym z pierwszych etapdw poszukiwania czasteczek o potencjalnych
korzystnych wlasciwosciach w terapii danego schorzenia jest przeprowadzenie
przesiewowych badan in silico, a wigc z wykorzystaniem programow komputerowych.
Badania takie obejmuja miedzy innymi modelowanie molekularne. Jest to szerokie
pojecie, obejmujace zarowno komputerowe metody Wwyznaczania parametrow
fizykochemicznych zwigzkéw chemicznych, jak i symulowanie interakcji pomiedzy
czgsteczka leku a zwiazkiem wielkoczasteczkowym, jak chociazby biatkiem receptora
[140]. Z punktu widzenia niniejszej pracy istotne jest modelowanie wigzania si¢
wybranych alkaloidow 1 ich pochodnych do czasteczki B-amyloidu, czyli tak zwane
dokowanie molekularne. Jak opisano to w poprzednich rozdzialach, agregacja

1 tworzenie oligomerow oraz fibryli przez AP stanowi jeden z wazniejszych elementow
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patofizjologii choroby Alzheimera. Substancje, ktore mogltyby wigzac si¢ z amyloidem
1 blokowa¢ tworzenie przez monomery wigkszych struktur, sa potencjalnymi lekami lub
srodkami zabezpieczajacymi przed rozwojem choroby. Dokowanie molekularne jest
technika, ktéra mozna wykorzysta¢ do oceny mozliwosci wigzania si¢ substancji
matoczasteczkowej z biatkiem. Jest to metoda obliczeniowa pozwalajgca na okreslenie
parametrow struktury liganda, koniecznych do interakcji z receptorem lub okreslonym
miejscem w strukturze biatka, czy tez na przewidywanie miejsc, w ktorych ligand

bedzie oddziatywat z makromolekutg [141].

Obecnie dostgpnych jest kilkadziesigt programow komputerowych stuzacych do
przeprowadzania dokowania molekularnego. Wsérod nich sg zarowno komercyjne
programy, jak przyktadowo Scigress (Fujitsu) czy FlexX (BioSolvelT), jak réwniez
programy dostgpne nieodptatnie, do ktérych naleza jedne z najpopularniejszych
programéw: AutoDock 1 AutoDock Vina (The Scripps Research Institute). Program
AutoDock do symulacji wigzania liganda wykorzystuje odpowiednig siatke, w ktorg
wbudowane jest badane biatko, a ktorej parametry wyznaczane s3 podczas
opracowywania metody analizy. Dla przeprowadzenia dokowania niezbgdna jest
znajomos$¢ struktury badanej makromolekuty. Moze by¢ ona czgsto pozyskana
z og6lnodostepnych baz, takich jak Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Po optymalizacji geometrii czasteczki
liganda 1 wustaleniu prawdopodobnego miejsca wigzacego w strukturze biatka,

przeprowadza si¢ wtasciwg procedur¢ dokowania.

Chemia obliczeniowa moze dostarczy¢ cennych informacji o strukturze
chemicznej 1 wlasciwosciach fizykochemicznych potencjalnych lekow. Zanim jednak
konkretna czgsteczka trafi do dalszych badan, nalezy oszacowac jej bezpieczenstwo.
W tym celu wykorzystuje si¢ miedzy innymi testy cytotoksycznosci in vitro,
z wykorzystaniem okre$lonych linii komérkowych. Wspodtczesnie testy te przeprowadza
si¢ w zminiaturyzowanych systemach umozliwiajacych analize wielu zwigzkow w tym
samym czasie, potaczonych z automatycznym odczytywaniem wynikow przez
odpowiedni spektrofotometr. W zaleznos$ci od wybranego testu, ocenia¢ mozna ilo$¢
zywych komorek lub takich, w ktoérych doszto do nieodwracalnych zmian i $mierci.
Jednym z podstawowych badan jest pomiar aktywnosci dehydrogenazy mleczanowe;j
(ang. Lactate Dehydrogenase - LDH) w pozywce hodowlanej. LDH jest cytozolowym

enzymem, ktory w momencie uszkodzenia blony komodrkowej szybko przechodzi do
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srodowiska zewnatrzkomorkowego. W pomiarze aktywnos$ci wykorzystuje si¢
dwuetapowy test enzymatyczny, w ktérym najpierw mleczan przeksztalcany jest
w pirogronian przy udziale LDH, z jednoczesnym przeniesieniem H' na dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy (NAD"), a nastepnie kolejny enzym, diaforaza, katalizuje
redukcje chlorku 2-(4-jodofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-fenylotetrazolu przez powstaty

NADH/H" do czerwonego formazanu, ktory jest oznaczany spektrofotometrycznie.

Pomiaru ilosci zywych komoérek mozna dokona¢ za pomocg takich testow, jak
proba z MTT, czerwienig obojetng lub lucyferazg. MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-
2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu) jest rozpuszczalng w wodzie solg, ktora przy udziale
mitochondrialnej  dehydrogenazy  bursztynianowej  przeksztalcana  jest do
nierozpuszczalnego w wodzie, ciemnoniebieskiego formazanu. Po rozpuszczeniu
krysztatkow formazanu w rozpuszczalniku organicznym, na przyklad DMSO, jego
stezenie oznaczane jest kolorymetrycznie. Czerwien obojetna jest z kolei odczynnikiem,
ktéry przenika do wnetrza funkcjonujacych komoérek i gromadzi si¢ w lizosomach. Po
przeprowadzeniu lizy komorek stezenie barwnika oznaczane jest analogicznie do
poprzednich testow. Do oceny ilosci ATP w zywej, metabolizujacej komorce
zastosowa¢ mozna test z lucyferaza, opierajacy si¢ na pomiarze intensywnosci $wiatta
emitowanego w wyniku reakcji ATP i lucefyryny, katalizowanej przez lucyferaze [142-

144].

Zaprojektowanie czasteczki o pozadanych witasciwosciach oraz potwierdzenie
bezpieczenstwa stosowania nie gwarantuje jeszcze mozliwosci zastosowania
odpowiedniej substancji jako leku. Substancja taka musi posiada¢ réwniez odpowiednie
wlasciwosci farmakokinetyczne, aby zapewniona zostala dystrybucja do miejsca
dziatania leku w organizmie. Badania farmakokinetyczne w fazie przedklinicznej
prowadzi si¢ podajac lek zwierzetom laboratoryjnym, najczeséciej gryzoniom lub
krolikom, a nastgpnie w okreslonych punktach czasowych pobiera si¢ probki krwi,

w ktorych stezenie leku oznaczane jest za pomoca odpowiedniej techniki analityczne;.

Poznanie witasciwosci farmakokinetycznych jest niezbedne z punktu widzenia
pracy nad nowym lekiem. Okreslenie sposobu, w jaki substancja lecznicza ulega
dystrybucji, metabolizmowi oraz eliminacji w organizmie pozwoli dobra¢ odpowiednig
dawke 1 przedziat dawkowania, jak réwniez dostarczy kolejnych informacji ma temat

bezpieczenstwa — zwigzanych przyktadowo z mozliwosciag wystgpowania interakcji
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z innymi lekami, ktére moga by¢ stosowane przez pacjenta. Do podstawowych
parametrow farmakokinetycznych mozna zaliczy¢ klirens (CL), objetos¢ dystrybucji
(Vp) oraz biologiczny okres pottrwania (tos). Klirens stanowi utamek dawki leku, jaki
zostaje usunigty z krwi w jednostce czasu. Parametr ten ma bardzo duze znaczenie
kliniczne, pozwala migedzy innymi ustali¢ dawke, jaka powinien przyjmowac pacjent,
aby stezenie leku we krwi miescilo si¢ w tak zwanym oknie terapeutycznym, a wigc
w przedziale stezen pomigedzy minimalnym toksycznym a maksymalnym
terapeutycznym. Warto$¢ objetosci dystrybucji dostarcza z kolei informacji na temat
ilosci leku znajdujacej si¢ poza uktadem krazenia. Wyrazana jest ona objetoscia, jaka
zajalby roztwoér danej substancji, gdyby mial takie stezenie jak mierzone we krwi, po
podaniu okreslonej ilosci leku. Im wyzsza wartos¢ Vp, tym wigksza ilo$¢ leku
rozmieszcza si¢ w przestrzeni pozanaczyniowej 1 tkankach. Biologiczny okres
poltrwania to czas, w ktoérym stezenie leku we krwi spada o 50% wyjsciowej wartosci.
Parametr ten, podobnie jak klirens, charakteryzuje eliminacj¢ leku z organizmu,
w przeciwienstwie jednak do niego nie moze by¢ wprost przetozony na dawke. Pozwala
jednak wyznaczy¢ czas, ktory przy wielokrotnym podaniu leku bedzie potrzebny do

osiggnie¢cia stanu stacjonarnego [145].

W przypadku lekéw stosowanych w chorobie Alzheimera szczeg6lnie istotne
jest wykazanie ich zdolnosci do przechodzenia przez barier¢ krew-mozg. Bariera ta
tworzona jest przez SciSle przylegajace do siebie komorki $rédblonka naczyn
wlosowatych w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego. Dodatkowo, wewnatrz
komorek znajduja sie liczne enzymy degradujace niepozadane substancje, jak réwniez
glikoproteina P — biatko odpowiadajace za aktywne usuwanie ksenobiotykow.
Substancje znajdujace si¢ w osoczu mogg trafiac do OUN jedynie na zasadzie
transportu przezkomoérkowego. Ogranicza to pule zwiagzkow zdolnych do przenikania
bariery krew-mozg do substancji lipofilowych, ktéore moga przechodzi¢ przez blony
komoérkowe na zasadzie dyfuzji. Pozostate zwigzki (substancje zuzytkowalne:
Lhutriens”) wymagaja odpowiednich transporterow lub innych niz dyfuzja
mechanizmow transportu. Tak przenoszone do mézgu sa aminokwasy, proste cukry czy
witaminy. Podobienstwo strukturalne trygoneliny do aminokwaséw oraz witaminy Bj
uzasadnialo mozliwo$¢ aktywnego transportu do mézgu. Celowym wydawato si¢ zatem
oznaczenie stezenia tego zwigzku w preparatach tkanki moézgowej po podaniu

dozylnym. Do oceny przenikania lekow przez bariere krew-mozg opracowane zostaty
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liczne strategie, obejmujace migdzy innymi wykorzystanie sztucznych bton
w warunkach in vitro, jak rdwniez badania in vivo: mikrodialize czy perfuzje mozgu

z wykorzystaniem roztworu badanego leku [146].

W wyniku odpowiednio zaplanowanego 1 przeprowadzonego eksperymentu
farmakokinetycznego w roznych punktach czasowych pobierane sga probki krwi,
w ktorych nalezy oznaczy¢ poziom badanego leku. Czesto wykorzystywane sg w tym
celu techniki chromatograficzne, takie jak wysokosprawna chromatografia cieczowa
(ang. High-Performance Liquid Chromatography — HPLC) czy chromatografia gazowa
(ang. Gas Chromatography — GC). Obecnie za standard mozna uzna¢ zastosowanie
technik chromatograficznych sprz¢zonych ze spektrometria mas (ang. Mass
Spectrometry — MS), co umozliwia oznaczanie zwigzkdw na wielokrotnie nizszych
poziomach st¢zen niz przy zastosowaniu tradycyjnych detektoréw, takich jak np.

detekcja UV.

Chromatografia cieczowa, to technika analityczna opierajaca si¢ na podziale
analitu pomiedzy dwie fazy — fazg stacjonarng oraz przeptywajaca przez kolumng faze
ruchomg. Wspotczynnik podziatu pomiedzy fazami zalezny jest od wlasciwosci
fizykochemicznych analizowanej substancji. Jest on parametrem warunkujagcym czas
retencji, a wiec to jak dlugo dany analit bedzie przechodzit przez kolumng
chromatograficzng. W zaleznosci od wtasciwos$ci fazy stacjonarnej i ruchomej wyr6znia
si¢ kilka rodzajow chromatografii cieczowej: chromatografi¢ w normalnym (ang.
Normal-Phase — NP) 1 odwréconym (ang. Reversed-Phase — RP) uktadzie faz,
chromatografi¢ jonowymienng (ang. lon-Exchange Chromatography — 1EC) oraz
chromatografi¢ cieczowa oddziatywan hydrofilowych (ang. Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography — HILIC). W chromatografii w normalnym uktadzie faz eluent
(faza ruchoma) jest mniej polarny od fazy stacjonarnej. O podziale analitu pomiedzy
obie fazy decyduje przede wszystkim adsoropcja na powierzchni wypetnienia kolumny,
ktore stanowi najczesciej modyfikowany zel krzemionkowy. Fazg ruchomg stanowia
niepolarne rozpuszczalniki organiczne, takie jak heksan, chlorek metylenu czy
chloroform. NP-HPLC najczesciej wykorzystywana jest do analizy niejonowych

zwigzkow organicznych o matej polarnosci [147].

Chromatografia w odwréconym uktadzie faz nalezy do najpowszechniej

stosowanych technik chromatograficznych. W ukladzie tym faza stacjonarna
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charakteryzuje si¢ mniejszg polarnoscig niz faza ruchoma, ktorg najczesciej stanowi
mieszanina wody lub wodnego roztworu buforu i1 rozpuszczalnika organicznego,
takiego jak metanol czy acetonitryl. Wypelnienia kolumn chromatograficznych
stanowig liczne modyfikacje zelu krzemionkowego, przy czym najczesciej uzywane sa
kolumny  CI18 z  powierzchnia  krzemionki  modyfikowang  grupami
oktadecylosilanowymi. Kolejnos$¢ elucji zalezy od polarnosci analitéw — im mniejsza,

tym dluzszy bedzie czas retencji w danych warunkach [148].

Chromatografia jonowymienna opiera si¢ na stosowaniu wypetnien kolumn
o charakterze ,,wymieniaczy jonowych”, ktdre maja zdolno$¢ wigzania obecnych
w fazie ruchomej zjonizowanych analitéw, wymieniajac je na jony znajdujace si¢
w fazie stacjonarnej. Technika ta nadaje si¢ do oznaczania trwale lub przej$ciowo

jonizowanych zwigzkow, takich jak aminokwasy czy peptydy [148].

Technikg taczaca zalety wyzej wymienionych technik chromatograficznych jest
chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Faze stacjonarng
stanowi krzemionka modyfikowana migdzy innymi grupami aminowymi. Faze ruchoma
natomiast woda lub wodny bufor zmieszany z rozpuszczalnikiem organicznym,
najczesciej acetonitrylem. Zatrzymywanie analitow zachodzi gléwnie w cienkiej
zaadsorbowanej warstwie wodnej tworzacej si¢ na granicy faz. Technika HILIC bardzo
dobrze nadaje si¢ do oznaczania malych, polarnych oraz zjonizowanych zwiazkow

chemicznych [149].

Obecnie  stosowane s3 dwie procedury prowadzenia rozdzielania
chromatograficznego sktadnikéw mieszaniny: elucja izokratyczna oraz gradientowa.
Pierwsza z nich polega na prowadzeniu catego rozdzialu w statych warunkach, a wigc
przy ustalonym przeptywie oraz sktadzie fazy ruchomej, temperaturze kolumny i tym
podobnych. Metoda ta pozwala na szybka analizg, konieczna jest jednak dobra
znajomo$¢  wilasciwosci  fizykochemicznych  sktadnikow badanej mieszaniny.
W przypadku mieszanin o nieznanym sktadzie lepiej sprawdza si¢ elucja gradientowa,
w ktorej warunki analizy zmieniajg si¢ w czasie. Jednym z powszechniej stosowanych
jest gradient sktadu fazy ruchomej. W przypadku RP-HPLC, gradient rozpoczyna si¢ od
matej zawarto$ci modyfikatora organicznego i stopniowo lub skokowo si¢ ja zwieksza.
W technice HILIC stosuje si¢ odwrotny gradient, z poczatkowa duza zawarto$cig

rozpuszczalnika organicznego. Zaleta takiego podejscia jest mozliwosé elucji
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sktadnikow o réznych wiasciwosciach. Wada natomiast jest dtugi czas analizy —
pomiedzy kolejnymi nastrzykami konieczne jest kondycjonowanie kolumny, podczas
ktorego przywracane sa poczatkowe warunki analizy. Czas trwania kondycjonowania
zalezny jest od wlasciwosci kolumny i samego gradientu. Przyjmuje si¢ jednak, ze im

dluzszy gradient, tym dluzszy powinien by¢ czas ekwilibracji [150].

Zastosowanie metody analitycznej do ilosciowe] oceny zawartosci leku
W probce wymaga potwierdzenia wiarygodnosci tej metody. W tym celu przeprowadza
si¢ walidacj¢ metody analitycznej. Jest to zespodt testow, do ktorych nalezy miedzy
innymi  okre$lenie precyzji, dokladno$ci, granicy wykrywalnosci 1 granicy
oznaczalnosci, selektywnos$ci i1 liniowosci. Precyzja (ang. precision) charakteryzuje
rozrzut uzyskanych wynikéw wokot wartosci $redniej, natomiast doktadnos¢ (ang.
accuracy) odnosi si¢ do zgodnosci wyniku pojedynczego pomiaru (np. st¢zenia)
z warto$cig rzeczywista. Granice wykrywalno$ci i1 oznaczalnosci, to parametry
powiazanie z pojeciem stosunku sygnalu do szumu (ang. Signal to Noise ratio — S/N).
S/N oznacza stosunek sygnatu analitycznego do $redniej warto$ci szumu (sygnatu
niepochodzacego od analitow) dla danej probki. Przyjmuje si¢, ze trzykrotna wartos¢
S/N definiuje granice wykrywalnosci (ang. Limit Of Detection — LOD), czyli najnizsze
stezenie lub ilo$¢ analitu, ktorg mozna wykry¢ za pomocg danej procedury analitycznej
z okreslonym prawdopodobienstwem. Dolna granica oznaczalnos$ci (ang. Lower Limit
Of Quantification — LLOQ) jest z kolei najnizszym stezeniem mozliwym do
ilosciowego oznaczenia dang metoda z okreslong doktadnoscig i precyzja. W zaleznoSci
od definicji, przyjmuje si¢, ze LLOQ jest rowne dwom, trzem lub szesciu LOD.
Selektywnos$¢ (ang. selectivity) 1 specyficzno$¢ (ang. specificity) definiowane sg jako
mozliwos¢ oznaczenia z odpowiednig precyzja i doktadnos$cig analitu w obecnosci
innych sktadnikéw probki w danych warunkach. Ostatni z wymienionych parametrow,
liniowo$¢ (ang. linearity), jest zakresem stezen lub zawartosci analitu w probce, dla

ktorych sygnat urzadzenia pomiarowego jest proporcjonalny do badanej wartosci.

Podczas walidacji ocenie podlega takze stabilno$¢ przygotowanych roztworow
oraz probek. Pozwala to potwierdzi¢, ze w warunkach prowadzenia analizy, analit nie
ulega rozkladowi, zarowno w roztworach wzorcowych jak i w matrycy probki. Na
podstawie wytycznych FDA, pelna ocena stabilno$ci powinna obejmowaé zar6wno
trwato$¢ podczas pobierania i przechowywania materialu, trwalo$¢ po dhugotrwalym

przechowywaniu
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W zamierzonej temperaturze, jak rowniez po przechowywaniu krétkotrwatym
w temperaturze pokojowej (ang. bench top stability). Wymagane jest réwniez
przeprowadzenie testu stabilno$ci w warunkach analizy oraz wrazliwo$¢ analitu na

wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie [151].

Sam proces walidacji wykonuje si¢ najczes$ciej w ciggu kilku kolejnych dni
przeprowadzajac seri¢ analiz, na podstawie ktorych wyznacza si¢ warto$ci
poszczegbdlnych parametrow walidacyjnych 1 ich odchylen. Wartosci te powinny
mie$ci¢ si¢ w normach opracowanych przez takie instytucje jak Migdzynarodowa
Konferencja ds. Harmonizacji (obecnie Migdzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan
Technicznych dla Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych u Ludzi, ang. The
International  Council for Harmonisation of Technical Requirements for

Pharmaceuticals for Human Use — ICH) czy amerykanska FDA [152].
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2. CEL PRACY

Poszukiwanie skutecznych metod zapobiegania lub leczenia choroby
Alzheimera jest jednym z wazniejszych zadan, przed jakimi stoi obecnie nauka.
Stymuluja do tego rowniez przewidywane ogromne koszty spoteczne i ekonomiczne,
jakie beda poniesione w najblizszej przysztosci, o ile nie zostanie odkryty sposéb
zahamowania rozwoju tej choroby. Istotnym problemem jest jednak wcigz brak
znajomosci doktadnej etiologii i patofizjologii AD. Wszystkie badania majace na celu

zrozumienie i1 znalezienie sposobow walki z chorobg sg szczego6lnie istotne.

Celem pracy bylo poznanie wlasciwosci trygoneliny oraz jej analogow
strukturalnych, istotnych z punktu widzenia zapobiegania lub leczenia choroby
Alzheimera. Dotychczasowe badania wykazaty korzystny wpltyw trygoneliny na pamig¢
oraz regeneracj¢ tkanki nerwowej [137, 138], jak réwniez wskazuja na zdolno$¢ jej
wigzania z -amyloidem [133]. Podobne wtasciwosci wykazujg rowniez inne alkaloidy
pirydynowe czy piperydynowe, jak nikotyna czy arekolina. Cechg szczegdlng
trygoneliny jest jednak jej charakter chemiczny pirydyniowego jonu obojnaczego.
Struktura chemiczna trygoneliny jest rownocze$nie podobna do substancji odzywczych
(,,nutrients™), takich jak aminokwasy czy witamina Bs;. Dlatego w pracy doktorskiej
podjeto probe modelowania mechanizmu oddziatywania trygoneliny oraz jej analogow
strukturalnych z czasteczka AP, a takze oszacowania ich bezpieczenstwa wzgledem
komorek i farmakokinetyki wraz ze zdolnoscig przenikania do mézgu. Do tego celu
konieczne byto opracowanie rzetelnej metody analitycznej, umozliwiajgcej oznaczenie
trygoneliny w materiale badanym. W pierwszej kolejnosci zaplanowano zastosowanie
zaawansowanych metod chemii obliczeniowej i wykonanie dokowania molekularnego
trygoneliny i analogdw do czasteczki amyloidu B. Kolejnym zadaniem pracy byla
selekcja ligandéw o teoretycznie najwickszym powinowactwie do [p-amyloidu
1 wykonanie dla nich testow cytotoksycznosci z wykorzystaniem linii ludzkich komérek

nowotworowych SH-SYS5Y.

W nastgpnym etapie badan w ramach pracy doktorskiej zaplanowano
wyznaczenie parametrow farmakokinetycznych trygoneliny na podstawie analizy
probek surowicy mysiej oraz ocen¢ penetracji tego alkaloidu do osrodkowego uktadu

nerwowego. W tym celu opracowana i zwalidowana zostata oryginalna metoda,
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wykorzystujagca nowoczesne techniki analityczne, takie jak spektrometria mas

1 chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych (HILIC).

Planowane badania miaty odpowiedzie¢ na pytanie, czy unikatowa struktura
chemiczna trygoneliny rokuje na zastosowanie tego alkaloidu lub jego pochodnych

w prewencji i1 leczeniu choroby Alzheimera.
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3. MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej zostaty podzielone na trzy
etapy. W pierwszym przeprowadzono modelowanie molekularne: dokowanie grupy
dwudziestu pigciu pochodnych piperydyny (analogow trygoneliny) do czasteczki
B-amyloidu. Nastepnie wyselekcjonowane zostaty zwigzki, dla ktorych przeprowadzono
analiz¢  cytotoksycznos$ci in  vitro. Ostatnim etapem byl eksperyment
farmakokinetyczny, poprzedzony przez opracowanie i walidacj¢ metody analitycznej,
ktéra postuzyta do oznaczenia stgzen trygoneliny w pobranym od zwierzat materiale

biologicznym i wykonanie analizy farmakokinetyczne;.

3.1. Dokowanie trygoneliny oraz innych pochodnych alkaloidéw pirydynowych do

czasteczki f-amyloidu

Procedura dokowania molekularnego przeprowadzona zostala w Katedrze
Biofarmacji 1 Farmakodynamiki (Wydzial Farmaceutyczny, Gdanski Uniwersytet
Medyczny) we wspdlpracy z Katedra Chemii Nieorganicznej (Wydzial Chemii,
Uniwersytet Gdanski) oraz Katedrg Chemii Teoretycznej (Wydziat Chemii, Uniwersytet
Gdanski). Do analizy wytypowano 25 zwigzkéw, dostepnych w katalogach
komercyjnych dostawcow odczynnikow. Podstawowym kryterium wyboru byla
obecno$¢ podstawnika przy atomie azotu w ukladzie pirydyniowym.

Wyselekcjonowane zwigzki, na czele z trygoneling, zostaty przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1. Struktury chemiczne oraz nazwy analizowanych zwigzkow.

Lp. | Struktura chemiczna Nazwa
1 (o}
Eﬁ/u\ OH Chlorek 1-metylo-3-karboksypirydyniowy
Wz ] (Trygonelina)
hll cl
CH
2 % O\CH3
%ﬁ Jodek 1-etylo-4-
SN . (metoksykarbonylo)pirydyniowy
koH3
3
Jodek 3-acetylo-1-metylopirydyniowy
4
Bromek 2-(1-hydroksyetylo)-1-
metylopirydyniowy
5
Bromek 1-metylo-2-(2-oksypropylo)-
Br rr* CHj, pirydyniowy
CH,
6 X CHj
|
N Br Bromek 1-metoksykarbonylo-3-
o )\o metylopirydyniowy
h,
7 pu—
\ N/+ CIO C.hlorek. 1-(2-amino-2-oksoetylo)-
- pirydyniowy
NH,
8 = | o
+ Chlorek 1-(3-amino-3-oksopropylo)-
\ NVYO pirydyniowy
NH,
9 @ 0 Chlorek 1-(2-etoksy-2-oksoetylo)-
C I N o0 eH pirydyniowy
10 Y CHs
< @ Chlorek 1-heksadecylopirydyniowy
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Tabela 1 — ciag dalszy.

11 CHj3
Br'//_/_// Bromek 1-heptylo-4-(4-pirydylo)-
7\ RN pirydyniowy
N o \ /N
12 SN
|
N' -
“ Chlorek 1-(4-pirydylo)-pirydyniowy
]
N
N
F
13 | N b
- £ Tetrafluoroboran 2-bromo-1-etylo-
Br )N pirydyniowy
HaC
14 fe) =
Ny | NEL | J Qdek lT[2-okso-2-(2-pirydynylo)-etylo]-
| . pirydyniowy
=
1 5 \N+ Cl‘
| Chlorek 2-amino-1-benzylo-pirydyniowy
= NH,
16 N O
| W2 HC_ _CHy )
N Chlorek 1-[2-[(2-izopropylo-5-
(o metylocykloheksylo)-oksy]-2-oksoetylo)]-
Ll pirydyniowy
CH,
17 0 =
N | ) Bromek 1-(1-okso-1-fenylopropan-2-ylo)-
Br pirydyniowy
CH,
18 @ O/CH3
B N7 Bromek 1-(2-(3-metoksyfenylo)-2-
oksoetylo)-pirydyniowy
o
19 | AN
HN N Bromek 2-amino-1-(2-okso-2-fenyloetylo)-
. pirydyniowy
:
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Tabela 1 — cigg dalszy

20 ~~
X Br Bromek 1- benzylo-1-metylo-4-
etoksykarbonylo-1,2,3,6-tetrahydro-
)\_@ pirydyniowy
HaC
21 —
\{
\_\\o 3-(1-pirydyno)-1-propanosulfonian
i
Il
o)
22 M
0
g_/_i_\_,\f - Chlorek 1,1'-(etylenodisulfonylodietyleno)-
/ \N+_/_ i \ 7/ bis-pirydyniowy
— o cr
23 OH
(0] NH . .
Jodek 1,1'-(heksano-1,6-diylo)-bis[3-(2-
= G 0 hydroksyetylokarbamoilo)-pirydyniowy]
" |
N N\/\/\/\N+ SN | NH/\/OH
-
24 = o)
5 Jodek 1-(4'-dodecylofenacylo)-
v o | PIrydyniowy
25 CHj3

Bromek 4-(4-dietyloaminofenylazo)-1-(4-
nitrobenzylo)-pirydyniowy

Dokowanie przeprowadzone zostalo za pomocg programu AutoDock 4.2 (The

Scripps Research Institute, La Jolla, USA) [153]. Do obliczenia tadunkow czastkowych

dla ligandow wykorzystano metode PM7 [154], natomiast ich geometria zostata

zoptymalizowana za pomoca programu MOPAC 2012 (Stewart Computational
Chemistry, Colorado Springs, USA) [155]. Struktura f-amyloidu 1-42 (rys. 8), do ktorej

dokowane byly testowane zwiazki, pobrana zostata z bazy Protein Data Bank (model

1IYT) [156].
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Rysunek 8. Model 1IYT B-amyloidu 1-42 z bazy PDB.

Miejsce dokowania ustalone zostato na podstawie danych literaturowych [127,
134]. Przyjeto, ze miejscem tym bedzie przestrzen okreslona potozeniem nastepujacych
reszt aminokwasowych (w nawiasie podano numer aminokwasu w sekwencji biatka):
histydyny (6), tyrozyny (10), histydyny (13) oraz histydyny (14). W celu
przeprowadzenia dokowania stworzona zostata siatka o nastepujacych parametrach:
odstep pomiedzy punktami 0,375 A, 74 punkty siatki w kazdej ze wspotrzednych xyz,
calkowita objetos¢ obszaru dokowania 27,75 A’. Takie ustawienia gwarantowaly
objecie calego obszaru potencjalnego wigzania si¢ czasteczki z biatkiem. Podczas
dokowania struktura biatka byta elastyczna i miala mozliwo$¢ zmiany konformac;ji.
Poszukiwanie = optymalnych  konfiguracji  wzajemnego  ulozenia  liganda

1 makromolekuly przeprowadzone zostato z uzyciem algorytmu genetycznego [157].

3.2. Ocena cytotoksycznosci in vitro wybranych zwigzkow

Badania cytotoksycznosci przeprowadzono przy wspolpracy z Zakladem
Biologii Komorki  (Migdzyuczelniany Wydzial  Biotechnologii ~ Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego 1 Uniwersytetu Gdanskiego). Wykorzystano grupe
zwigzkow wyselekcjonowanych sposrod ligandow uzytych do modelowania
molekularnego, charakteryzujacych si¢ najwickszym powinowactwem i wybidrczoscia
okupowania rejonu histydyny(13). Do oceny cytotoksycznosci wykorzystano test

Z czerwienig obojetna.

64



3.2.1. Odczynniki i materialy

Chlorowodorek trygoneliny, bromek 1-heptylo-4-(4-pirydylo)-pirydyniowy,
bromek 1-(2-(3-metoksyfenylo)-2-oksoetylo)-pirydyniowy, bromek 1-benzylo-1-
metylo-4-etoksy-karbonylo-1,2,3,6-tetrahydro-pirydyniowy,  bromek  4-(4-dietylo-
aminofenylazo)-1-(4-nitro-benzylo)-pirydyniowy, bromek 2-amino-1-(2-okso-2-fenylo-
etylo)-pirydyniowy, chlorek 1,1'-(etylenodisulfonylodietyleno)-bis-pirydyniowy,
czerwien obojetna, cytrynian sodu, kwas chlorowodorowy, metanol oraz trypsyna
uzyskane zostaly z Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Naczynia do hodowli
komorkowych o pojemnosei 25 i 75 cm® oraz plytki 96-dotkowe zakupione zostaty

w firmie Beckton Dickinson (Franklin Lakes, USA).

3.2.2. Hodowla komorek linii SH-SY5Y

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem linii komoérkowej ludzkiego
nowotworu neuroblastoma SH-SY5Y (ATCC®-CRL-2266TM, LGC Standards, L.omianki,
Polska). Kultur¢ prowadzono w warunkach nawilzonej atmosfery, zawierajacej
mieszaning 95% tlenu 1 5% CO,, w temperaturze 37°C (inkubator do hodowli
komorkowych HeraCell, Heraeus, Langenselbold, Niemcy). Medium hodowlane
stanowita mieszanina EMEM (ang. Eagle's Minimum Essential Medium), sktadnikow
odzywczych F12K oraz FBS (ang. Fetal Bovine Serum) w stosunku objgtosciowym
45:45:10 (Life Technologies Sp. z o. o., Warszawa, Polska). Otrzymane komorki
zostaly poddane procedurze rozmrazania zgodnie z protokotem zalecanym przez
producenta, a nastepnie przeniesione do naczynia hodowlanego o pojemnosci 25 cm’
1 umieszczone w inkubatorze. Po szesciu dniach do naczynia dodano trypsyn¢ w celu
oddzielenia komorek od podloza i przeprowadzono pierwsze rozdzielenie komorek.
W tym celu zebrano medium hodowlane z naczynia, odwirowano (125 x g, 5 min.)
i usuni¢to supernatant. Uzyskane komorki zawieszono w medium, a nastepnie
rozdzielono uzyskujac jedng krioampultke stanowiaca zapas komorek oraz dwa naczynia
hodowlane (25 c¢m’® oraz 75 cm®). W dalszej hodowli wykorzystywano tylko naczynia
hodowlane o pojemnosci 75 cm’, co sze§¢ dni przeprowadzajac pasazowanie komorek,
rozdzielajac je na kolejne naczynia hodowlane oraz krioamputke. Uzyskana kolonia
stanowila mieszaning komorek przylegajacych do podiloza oraz unoszacych si¢
w medium hodowlanym. Zamrozone komorki stanowig repozytorium do dalszych
badan, natomiast komorki z naczyn hodowlanych przeznaczone zostaly na biezace

testy.
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3.2.3. Ocena cytotoksycznos$ci badanych zwiazkéw

Do oceny cytotoksyczno$ci wytypowano zwigzki nr 1 (trygonelina), 11, 18, 19,
20, 22 oraz 23 (Tabela 1). Przygotowano wodny roztwor o stezeniu 1 mg/ml kazdego
z analizowanych zwigzkéw, a nastepnie rozcienczono je tak, aby uzyskaé roztwory
robocze o stgzeniach 0,1, 1, 10 1 100 uM. Komoérki SH-SYSY, po osiggnigciu
wystarczajacej konfluencji, zostaly poddane dzialaniu trypsyny i1 odwirowane.
Uzyskany osad komorek przeprowadzono ponownie w zawiesing, a nastgpnie
rozdzielono na plytke 96-dotkowa, przeznaczajac okoto 3 x 10" komorek na jeden dotek
plytki. Ptytke umieszczono w inkubatorze do hodowli komérkowych na 24 godziny, po
czym usuni¢to pozywke i dodano §wiezg pozywke zawierajacg roztwor badanego
zwigzku. Oceng cytotoksyczno$ci wykonano po 24 godzinach od rozpoczgcia inkubacji.
Na 40 minut przed uplywem czasu pozywke z kazdego dotka usuni¢to za pomocyg igly
podiaczonej do pompy prézniowej i dodano §wiezg, zawierajacg roztwor czerwieni
obojetnej (koncowe stezenie barwnika w dotku — okoto 95 mg/L). Po
czterdziestominutowej inkubacji w 37°C, pozywke usunieto, dotki przeptukano 100 pl
buforowanego roztworu soli (ang. Phosphate Buffered Saline — PBS) i dodano po
100 pl swiezo przygotowanego buforu Sorensena (mieszanina 8,04 g cytrynianu sodu,
165,5 ml 0,12 M HCI oraz 500 ml 95% metanolu uzupetliona woda destylowana do
1000 ml). Wynik testu odczytano korzystajac z czytnika plytek (Victor 1420 Multilabel
Counter, Jiigesheim, Niemcy) przy dlugosci fali 490 nm. Przeprowadzono trzy

powtorzenia biologiczne, kazdorozowo wykonujac trzy proby z danym stezeniem.

3.3. Walidacja metody analitycznej oraz wyznaczenie parametréow

farmakokinetycznych dla chlorowodorku trygoneliny

Walidacji poddano zmodyfikowang wlasng metod¢ oznaczania trygoneliny
[158]. Ocenione zostaly nastepujgce parametry metody: liniowos¢, doktadnos¢,
precyzja, efekt matrycy, odzysk oraz stabilno$¢, zgodnie z wymaganiami
opublikowanego przez FDA Bioanalytical Method Validation Guidance [151].
Zwalidowana metoda postuzyla do iloSciowego oznaczenia st¢zenia trygoneliny
W surowicy oraz moézgu myszy. Badania przeprowadzone zostalty w Katedrze
Biofarmacji 1 Farmakodynamiki Wydzialu  Farmaceutycznego  Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego.
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3.3.1. Odczynniki

Chlorowodorek trygoneliny 1 mrowczan amonu zakupione zostaly w firmie
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Deuterowana trygonelina (D3-TRG), w ktorej wodory
w grupie metylowej zastgpione zostaty ciezszym izotopem — deuterem, stanowila
wzorzec wewnetrzny (HPC  Standards GmbH, Cunnersdorf, Niemcy). Do
przygotowania fazy ruchomej wykorzystany zostal acetonitryl jakosci LC-MS (J.T.
Baker, Griesheim, Niemcy) oraz 97% kwas mrowkowy (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Niemcy). Do przygotowania roztworéw wykorzystywana byta dejonizowana
woda uzyskana z systemu do oczyszczania wody D-100TUIM (Labopol-Polwater,

Krakéw, Polska).

3.3.2. Warunki chromatograficzne oraz spektrometria mas

Doswiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu do chromatografii
cieczowej firmy Agilent Technologies (Santa Clara, USA), potaczonego z analizatorem
mas typu potrojnego kwadrupola (Agilent 6430 Triple Quadrupole Mass Spectrometer,
Santa Clara, USA). Zestaw do chromatografii cieczowej, HPLC 1200, sktadat si¢
z pompy podwdjnej (G1312B), termostatowanego autosamplera (G1329B) oraz
membranowego degazera (G1322A). Do wykonania analizy postuzyta kolumna
chromatograficzna HILIC (Kinetx HILIC, Phenomenex, Torrance, USA), dhugosci 50
mm, S$rednicy wewngtrznej 4,6 mm 1 wielkos$ci ziarna wypetienia 2,6 pum. Faze
ruchomg stanowita mieszanina acetonitrylu i roztworu mréwczanu amonu o stezeniu 10
mM, pH = 3 (55:45, v/v). W celu przygotowania roztworu, odwazono 315,3 mg
mrowczanu amonu, rozpuszczono w niewielkiej ilosci wody dejonizowanej i za pomoca
kwasu mrowkowego doprowadzono do pH = 3 (pehametr pH 211, Hanna Instruments,
Berdfordshire, Wielka Brytania). Uzyskany roztwor przeniesiono do kolby miarowe;j
i uzupelniono woda do 500 ml, a nastepnie przefiltrowano przy uzyciu pompy
prozniowej (typ RZ-2, Vaccumbrand, Wertheim, Niemcy) 1 saczkéw o $rednicy porow
0,45 pum. Gotowa faz¢ ruchomg wstepnie odgazowano w lazni ultradzwickowej
(Polsonic, =~ Warszawa, Polska). Przeplyw fazy ruchomej ustalono na
0,5 ml/min. Temperatura termostatu kolumny wynosita 35°C a objetos¢ nastrzyku

probki — 1 pl. Czas pojedynczej analizy chromatograficznej wynosit 2,5 minuty.

Detekcja trygoneliny oraz jej deuterowanego odpowiednika przeprowadzona

zostala przy uzyciu spektrometrii mas z elektrorozpylaniem (ang. Electrospray
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lonisation — ESI), w trybie jonizacji dodatniej. W celu iloSciowego oznaczenia
analitow, informacje zbierano w trybie monitorowania wielu reakcji (ang. Multiple
Reaction Monitoring — MRM). Optymalne warunki jonizacji i fragmentacji analitow
ustalone zostaty przy zastosowaniu oprogramowania MassHunter Optimizer (Agilent

Technologies, Santa Clara, USA). Parametry te zostaly przedstawione w Tabeli 2.

Tabela 2. Parametry analizatora podczas pracy w trybie MRM.

Parametr Trygonelina Deuterowana trygonelina
Jon prekursorowy 138 m/z 141 m/z
92 m/z (ilosciowy) 95 m/z
Jony potomne
94 m/z (jakos$ciowy) -
Napigcie fragmentora | 125V 145V
25 V (jon ilo$ciowy) 22V
Energia celi kolizyjne;j
20 V (jon jakosciowy) | -

W celu przeprowadzenia analizy konieczne bylo rowniez zdefiniowanie
parametréw zrodita jondow, ktore zostaly ustalone jako nastepujace: przeptyw gazu
suszacego 11 l/min, ci$nienie rozpylacza 40 psi, temperatura gazu suszacego 250°C,
napigcie na kapilarze 2000 V. Zbiérka danych oraz analiza jakoSciowa i ilo$ciowa
zostaly przeprowadzone przy uzyciu pakietu programow Agilent Qualitative
MassHunter Workstation (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), w sktad ktorego
wchodzity: LC/MS Data Acquisition for 6400 Series Triple Quadrupole version
B.07.01, Qualitative Analysis version B.06.0 oraz Quantitative Analysis for QQQ
version B.07.00.
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3.3.3. Przygotowanie roztworow kontrolnych do procesu walidacji

W celu wykonania krzywej kalibracyjnej oraz przeprowadzenia procesu
walidacji, niezbedne bylo przygotowanie wzorcowych roztworéw o okreslonych
stezeniach, a takze probek kontroli jakos$ci (ang. Quality Control — QC) dla trygoneliny
oraz wzorca wewnetrznego. Aby zachowac jak najwieksza powtarzalno$¢, wszystkie
roztwory zostaty przygotowane z jednego roztworu wyjsciowego o stezeniu 400 pg/ml.
W celu jego sporzadzenia odwazono 5,06 mg chlorowodorku TRG i rozpuszczono
w mieszaninie acetonitrylu 1 wody (50:50, v/v). Roztwor wyjsciowy wzorca
wewnetrznego o takim samym stezeniu przygotowano rozpuszczajac 1,59 mg
jodowodorku D3-TRG w 2 ml mieszaniny acetonitrylu i wody (50:50, v/v).
Z roztworow tych poprzez odpowiednie rozcienczanie przygotowano roztwory robocze
o stezeniu 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0 oraz 25,0 pg/ml, jak réwniez roztwory QC na
trzech poziomach stezen: niskim (ang. Low Quality Control — LQC, 2,0 ug/ml), Srednim
(ang. Medium Quality Control — MQC, 8,0 pg/ml) i wysokim (ang. High Quality
Control — HQC, 20,0 pg/ml). Wszystkie roztwory wzorcowe przechowywane byly

w temperaturze -20°C i1 przed uzyciem rozmrazane w temperaturze pokojowe;j.

Do przeprowadzenia walidacji niezbedne bylo przygotowanie krzywej
kalibracyjnej. W tym celu z roztworéw roboczych przygotowano probki kalibracyjne
TRG. Do kazdej probki zawierajacej 970 pl acetonitrylu dodano 20 pl roztworu D3-
TRG o stezeniu 5,0 pg/ml (wzorzec wewngetrzny, ang. Internal Standard — 1S) oraz 10
ul  odpowiedniego roztworu roboczego, wymieszano (wirowka jednopunktowa
Yellowline TTS2, Ika Works, Inc., Wilmington, USA) i przefiltrowano przez filtr
nylonowy o $rednicy poréw 0,22 um. Otrzymano w ten sposob roztwory o stezeniu 5,
10, 25, 50, 100, 150 i 250 ng/ml trygoneliny. W analogiczny sposob przygotowano
probki QC, uzyskujac stezenia: 20 ng/ml (LQC), 80 ng/ml (MQC) oraz 200 ng/ml
(HQC). Stezenie wzorca wewngtrznego byto takie samo w kazdej prébce i wynosito

50 ng/ml.

3.3.4. Walidacja opracowanej metody analitycznej

Proces walidacji polegatl na przeprowadzeniu szeregu testow, ktorych celem
bylto potwierdzenie jakosci metody analitycznej. W zwigzku z zaniedbywalnym efektem
matrycy przy stukrotnym rozcienczeniu probki surowicy, liniowos$¢, precyzja,

doktadno§¢ oraz testy stabilnoSci wykonane zostaly przy uzyciu roztworow
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wzorcowych. Ocena efektu matrycy, odzysku i efektywnos$ci procesu przygotowania
probki dokonana zostata w oparciu o analizy przeprowadzone z uzyciem D3-TRG ze

wzgledu na wystepowanie trygoneliny w probkach tkanek pozyskanych od myszy.

Krzywa kalibracyjna zostata przygotowana w oparciu o stosunek pol
powierzchni pikdw wzorca wewnetrznego 1 trygoneliny na kazdym z siedmiu
poziomow stezen: 5,0, 10,0, 25,0, 50,0, 100,0, 150,0 i 250,0 ng/ml. Dla kazdego
stezenia  przygotowane zostaly trzy powtorzenia. Roztwory kalibracyjne
przygotowywane byly de novo kazdego dnia analizy. Wyznaczenie granicy
wykrywalnosci (LOD) oraz granicy oznaczalnosci (LLOQ) opierato si¢ na stosunku

wysokosci piku do szumu (S/N) rownym 3 dla LOD oraz 10 dla LLOQ.

Opierajac si¢ na probkach odpowiadajacych LLOQ, LQC, MQC oraz HQC
wyznaczona zostata precyzja i1 dokladno$¢. Zmienno$¢ obu parametréw zostata
oceniona zaro6wno w ciggu jednego dnia, jak réwniez pomiedzy kolejnymi dniami
walidacji. Powtarzalno$¢, czyli precyzja w danym dniu pracy zostata obliczona na
podstawie wspotczynnika zmiennos$ci (ang. Coefficient of Variation — CV) dla szesciu
pomiaréw przeprowadzonych tego samego dnia. Powtarzalno$¢ pomiedzy réznymi
dniami zostala obliczona jako $rednia wynikéw z poszczegdlnych dni. Zgodnie
z wytycznymi FDA, wspolczynnik zmiennosci nie powinien przekracza¢ 15%, a dla
LLOQ - 20%. W celu obliczenia wspotczynnika zmienno$ci, nalezy wyznaczyé

odchylenie standardowe wynikéw zgodnie ze wzorem:

¢ = o (xi—xg)?
n—-1

gdzie wyrazenie (x; — xg) oznacza rdznice pomigdzy wartoscig danej cechy (np.

stezenia) a wartoscig S$rednig tej cechy. Nastepnie nalezy wyznaczy¢ wzgledne
odchylenie standardowe (ang. Relative Standard Deviation — RSD), dzielagc warto$¢
s przez warto$¢ Srednig. Wspodtczynnik zmienno$ci wyznacza si¢ mnozac wartos¢ RSD
przez 100%. Doktadno$¢ wyznaczana jest na podstawie stosunku warto$ci zmierzonego
stezenia do nominalnej wartoéci stezenia danej probki pomnozonej przez 100%. Srednia
doktadno$¢ w ciggu dnia i pomigdzy dniami powinna mies$ci¢ si¢ w granicach 85 —

115%, a dla LLOQ nie powinna przekraczaé¢ zakresu 80 — 120% [151, 152].
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Do wyznaczenia efektu matrycy (ang. Matrix Effect — ME) w przypadku probek
surowicy postuzono si¢ dwiema metodami, opisanymi szczegdtowo w literaturze [159,
160]. Polegaly one na pordwnaniu parametréw krzywych przygotowanych z roztworow
wzorcowych oraz probek surowicy, a takze na niezaleznym poréwnaniu pol
powierzchni pikow w probkach kontrolnych, korzystajac z odpowiedniego wzoru.
W zwiazku z obecnoscig trygoneliny w surowicy krwi mysiej, wszystkie oznaczenia
zostaly przeprowadzone z uzyciem D3-TRG. Jednocze$nie z efektem matrycy
wyznaczony zostal odzysk metody (ang. Recovery — RE) oraz efektywnos$¢ procesu
przygotowania probki (ang. Process Efficiency — PE). Krzywe zostaty wykre§lone na
podstawie pol powierzchni pikow uzyskanych z analizy roztworéw probek kontrolnych
(LQC, MQC, HQC). Roztwory te przygotowano poprzez dodanie 10 pl roztworu D3-
TRG o odpowiednim stgzeniu (2,0, 8,0, lub 20,0 pg/ml) do 990 pl acetonitrylu lub
dodaniu takiej samej ilosci roztworu D3-TRG oraz 10 pl surowicy krwi mysiej do
980 ul acetonitrylu. Probki zostaly nastepnie wymieszane 1 przefiltrowane,
a w przypadku probek surowicy zostaty one dodatkowo odwirowane (15 minut, 4000
rpm, wirdwka laboratoryjna Microfuge 16, Beckman Coulter, INC., Fullerton, USA)
przed filtracjg. Kazda probka zostata przygotowana w trzech powtdrzeniach.
Dodatkowo, przygotowano po 5 dodatkowych powtérzen probek kontrolnych, z ktorych

kazda wykonana zostata w trzech wariantach:

— A: 10 pl roztworu D3-TRG o stezeniu 2,0, 8,0 lub 20,0 pg/ml dodano do 990 pl
acetonitrylu, wymieszano i przefiltrowano;

— B: 10 pl surowicy zostalo dodane do 980 ul acetonitrylu, wymieszane,
odwirowane i przefiltrowane; nastepnie dodano do probki 10 pl roztworu D3-
TRG o odpowiednim stezeniu;

— C: 10 pl surowicy oraz 10 pl roztworu D3-TRG o odpowiednim stgzeniu zostato
dodane do 980 pul acetonitrylu, probke wymieszano, odwirowano

1 przefiltrowano.

W celu obliczenia ME, RE oraz PE, uzyto nastepujacych zaleznosci [161]:

- ME=(>-1) x100%

_ RE=%><100%
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_ PE = §x100%

Litery A, B 1 C odpowiadaja opisanym powyzej roztworom probek kontrolnych. Do
wyznaczenia warto$ci efektu matrycy na podstawie krzywych kalibracyjnych,
porownane zostaly wspotczynniki a 1 b krzywej regresji, czyli nachylenie 1 punkt
przecigcia z osig OY. Wspotczynniki te zostaly poroéwnane statystycznie przy uzyciu

testu F w programie GraphPad Prism (v. 5.04, GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA).

Ocena efektu matrycy, odzysku oraz efektywnosci procesu przygotowania
probek mozgu wykonana zostata w sposob analogiczny do opisanego powyzej, przy
czym zastosowano jedynie metode poroOwnania pdl powierzchni pikow w probkach
kontrolnych. W celu przygotowania odpowiednich probek kontrolnych, zamrozony
mozg zostal podzielony na polkule, z ktorych jedna zostala zachowana do dalszych
analiz, druga natomiast zostala umieszczona w wytarowanej probowce 1 zwazona.
W trakcie przygotowywania probki, mozg zhomogenizowano przy uzyciu
homogenizatora tkankowego (model D-160, Dragonlab, J6zefow, Polska) i odwirowano
(10 minut, 12000 rpm, wiréwka laboratoryjna Microfuge 16, Beckman Coulter, INC.,
Fullerton, USA). Roztwory A, B i C =zostaly przygotowane analogicznie jak

w przypadku surowicy.

Badania stabilnosci przeprowadzone zostaly na probkach kontrolnych po
24 godzinach przechowywania w temperaturze 4°C (odwzorowanie warunkéw
w autosamplerze podczas analizy), podczas przechowywania w temperaturze
pokojowej, wykonano réwniez analiz¢ wpltywu zamrazania w temperaturze -20°C
1 rozmrazania. Probki LQC, MQC 1 HQC zostaly przygotowane w sposdb opisany
wcezesniej dla roztworéw wzorcowych. Stabilno§¢ w temperaturze pokojowej oraz
w 4°C oceniona zostala na podstawie poréwnania $rednich warto$ci stezen w punkcie
,»0” oraz po 5 lub 24 godzinach. Do badania zamrazania-rozmrazania, przygotowano po
12 probek LQC oraz HQC. Po trzy probki z obu pozioméw zostaty poddane analizie
bezposrednio po przygotowaniu, pozostale zostaly natychmiast zamrozone
w  temperaturze -20°C. Po 12  godzinach 3 préobki LQC  oraz
3 HQC zostaty wyjete i rozmrozone w temperaturze pokojowej, po czym poddano je
analizie. Test powtorzono po kolejnych 12 oraz 24 godzinach. Ocena trwalo$ci zostata

oparta na poréwnaniu $rednich stezen probek.
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3.3.5. Wyznaczenie parametréw farmakokinetycznych trygoneliny oraz ocena penetracji

do oSrodkowego ukladu nerwowego

Eksperyment farmakokinetyczny przeprowadzony zostat na podstawie zgody
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach nr 3 w Gdansku (uchwata
nr 51/2012). Do doswiadczen wykorzystano 27 samcoéw myszy szczepu C57BL/6.
Zwierzgta przechowywane byly w pomieszczeniu zapewniajacym odpowiednig
wilgotnos¢ 1 temperatur¢ oraz z regulowanym cyklem s$wietlnym. Mialy tez
nieograniczony dostep do wody i pokarmu. Srednia waga zwierzat w trakcie trwania
doswiadczen wynosita 28 g. Roztwdr chlorowodorku trygoneliny, przygotowany przez
rozpuszczenie substancji w PBS, zostal nastgpnie przefiltrowany przez jatowy filtr
membranowy o S$rednicy porow 0,22 um. Mysz przed podaniem TRG zostata
unieruchomiona w dostosowanym do jej rozmiaréw poskramiaczu (AnimalLab, Poznan,
Polska). W celu rozszerzenia naczyn krwiono$nych ogona i utatwienia dostepu do zyty
ogon zostal zanurzony w cieptej wodzie. 24 myszy otrzymaly chlorowodorek
trygoneliny w dawce 10 mg/kg, trzy myszy postuzyly jako punkt ,,0” i nie otrzymaty
iniekcji. Probki krwi oraz mozgi pobierane byty w czasie 0,05, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 oraz
12 godzin od podania zwigzku. Na kazdy punkt czasowy przeznaczone zostaly trzy
myszy. Krew pobierano poprzez punkcje serca. W tym celu mysz zostata u$piona za
pomocg ketaminy i ksylazyny (50 + 5 mg/kg). Po stwierdzeniu braku reakcji na bodzce
bolowe, w okreslonym punkcie czasowym klatka piersiowa myszy zostala otwarta
1 pobrano krew z komor serca. Bezposrednio po pobraniu krwi mysz zostata
zdekapitowana i wypreparowano mozg. Uzyskana probka krwi zostata odstawiona do
pojemnika z lodem na czas wystarczajacy do wytworzenia skrzepu. Nastgpnie probke
odwirowano (10 minut, 8000 rpm, wiréwka laboratoryjna Microfuge 16, Beckman
Coulter, INC., Fullerton, USA) i oddzielono surowicg. Modzg zostat trzykrotnie
przeplukany zimnym 0,9% roztworem chlorku sodu. Obie tkanki zamrozono
w temperaturze -80°C 1 przechowywano do czasu dalszej analizy. Parametry
farmakokinetyczne wyznaczone zostaly za pomocg analizy niekompartmentalnej przy

uzyciu programu Kinetica (v. 5.0, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
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4. WYNIKI

4.1. Dokowanie trygoneliny oraz innych pochodnych alkaloidow pirydynowych do

czasteczKi f-amyloidu

Celem przeprowadzonego dokowania molekularnego byta ocena zdolnos$ci
grupy zwiazkow, analogéw trygoneliny, do wigzania si¢ z czasteczka B-amyloidu
w miejscach, ktorych zablokowanie mogloby zahamowaé proces przechodzenia
rozpuszczalnych monomerdéw o strukturze a-helisy w wigksze agregaty. Wykazano, ze
zarowno trygonelina, jak i inne badane zwigzki moga wchodzi¢ w interakcje z resztami
aminokwasowymi uznanymi za kluczowe w procesie agregacji — histydyng w pozycji 6,
13 1 14 oraz tyrozynag w pozycji 10. Graficzne przedstawienie okupowania rejonu
wymienionych powyze] reszt aminokwasowych przez czasteczki trygoneliny

przedstawiono na rysunku 9.

Rysunek 9. Umiejscowienie czgsteczek trygoneliny wokot czasteczki f-amyloidu. H6,

H13, H14 — reszty histydyny, Y10 — reszta tyrozyny.
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W Tabeli 3 zestawiono wyniki modelowania wyrazone jako procentowy udziat

lokowania si¢ w danym rejonie czasteczki AP;.4,. Wyniki dotyczace trygoneliny zostaty

opublikowane niezaleznie [158]

Tabela 3. Zestawienie wynikow dokowania do czasteczki B-amyloidu 1-42.

Lp. | Nazwa His13 His14 Uwagi

1 Chlorowodorek trygoneliny 38% 6% -
Jodek 1-etylo-4- o 0 .
(metoksykarbonylo)pirydyniowy 48% 18% Niespecyficzny

3 Jodek 3-acetylo-1- o o .
metylopirydyniowy 22% 29% Niespecyficzny

4 Bromek 2-(1-hydroksyetylo)-1- R-16% |R—-41% Niespecvficzn
metylopirydyniowy S—25% |S-38% pecyticzny

5 Bromek 1-metylo-2-(2-oksypropylo)- | ) Blad podczas
pirydyniowy liczenia

6 Bromek.l -metkaykarbonylo-3- 26% 329 Niespecyficzny
metylopirydyniowy

7 C'hlorek' 1-(2-amino-2-oksoetylo)- 36% 26% Niespecyficzny
pirydyniowy

8 C'hlorek' 1-(3-amino-3-oksopropylo)- 38% 5% Niespecyficzny
pirydyniowy

9 C.hlorek. 1-(2-etoksy-2-oksoetylo)- 459, 259 Niespecyficzny
pirydyniowy

10 Chlorek 1-heksadecylopirydyniowy | 82% 22% Niespecyficzny

11 B'romek' 1-heptylo-4-(4-pirydylo)- 1% 25% )
pirydyniowy

12 ) . . Blad podczas
Chlorek 1-(4-pirydylo)-pirydyniowy | - - optymalizacii

13 Tgtraﬂuproboran 2-bromo-1-etylo- 439 27% Niespecyficzny
pirydyniowy

14 Jodek 1T[2-0k§0-2-(2-p1rydynylo)- 599, 16% Niespecyficzny
etylo]-pirydyniowy

15 C.hlorek. 2-amino-1-benzylo- 46% 26% Niespecyficzny
pirydyniowy

16 Chlorek 1-[2-[(2-izopropylo-5-
metylocykloheksylo)-oksy]-2- 28% 41% -
oksoetylo)]-pirydyniowy

17 Bromek 1-(1-okso-1-fenylopropan-2- | R —29% | R-27% |
ylo)-pirydyniowy S—34% | S—29%

18 Bromek 1-(2‘-(3 -meftoksyfenylo)-2- 36% 51% )
oksoetylo)-pirydyniowy

19 ]f?;romek 2-amlpo- 1 -(2-0ks0-2- 36% 329, i

enyloetylo)-pirydyniowy

20 Bromek 1- benzylo-1-metylo-4-

etoksykarbonylo-1,2,3,6-tetrahydro- | 34% 35% -

pirydyniowy
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Tabela 3 — ciag dalszy.

21 . . Blad podczas
3-(1-pirydyno)-1-propanosulfonian - - optymalizaci
22 Chlorek 1,1'-
(etylenodisulfonylodietyleno)-bis- 76% 14% -
pirydyniowy
23 Jodek 1,1'-(heksano-1,6-diylo)-bis[3-
(2-hydroksyetylokarbamoilo)- 74% 21% Niespecyficzny
pirydyniowy]
24 ;‘i’ﬁ(y;givj‘)decyl"fenacylo)' 84% 20% Niespecyficzny
25 Bromqk 4-(4-dletylogmlnofenylazo)- 91% 30% i
1-(4-nitrobenzylo)-pirydyniowy

4.2. Ocena cytotoksycznosci wybranych zwiazkow

Z grupy potencjalnych ligandéw, dla ktorych wykonano modelowanie
molekularne wytypowano siedem zwiazkow i oceniono ich cytotoksyczno$¢ na czterech
poziomach stezef: 0,1 uM, 1 pM, 10 uM i 100 pM. Zywotnoéé komorek oceniano
testem pobierania czerwieni obojetnej. Dwa sposrod badanych zwigzkow nie miaty wplywu
na zywotno$¢ w catym zakresie badanych stezen — chlorowodorek trygoneliny (zwigzek nr 1)
oraz bromek 1-heptylo-4-(4-pirydylo)-pirydyniowy (zwigzek nr 11). Jeden zwigzek, chlorek
1,1'-(etylenodisulfonylodietyleno)-bis-pirydyniowy  (zwigzek nr 22), wykazat istotng
toksyczno$¢ w stezeniach przekraczajacych 1 pM. Wyznaczone dla tego zwigzku $rednie ECs
wynosito 3,257 + 2,255 uM. Dla pozostalych substancji wykazano $redni spadek zywotnosci
nieprzekraczajacy 20% przy najwyzszym badanym stezeniu ($rednia z trzech dni doswiadczen),
niemozliwe jedak bylo wyznaczenie wartosci ECsp. Wyniki pomiaréw zywotnosci dla catej

grupy zwigzkow przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Srednia zywotno$¢ komorek SH-SYSY po 24 godzinach inkubacji
z badanymi zwigzkami (dane wyrazone jako procent zywych komoérek w stosunku do
kontroli réwnej 100%).

C Dzien I Dzien 11 Dzien 111 ogolem

Zwiazek (nr w tabeli 1)

[uM] | $rednia | SD | §rednia | SD | §rednia | SD | $rednia | SD

0,1 | 10435 | 2,82 | 10236 | 1,76 | 97,33 |3,34 | 10135 |3,92

Chlorowodorek trygoneliny | 1 10326 | 2,49 | 97,64 | 2,55 | 94,12 | 1,85 | 9834 | 447
1) 10 | 100,54 | 573 | 10236 | 527 | 9519 |4,04 9937 |544
100 | 102,72 | 5,65 | 9831 | 884 | 9947 | 424 | 100,16 | 5,99

0,1 | 11522 | 471 | 10541 | 4,05 | 94,65 |578 |10509 |9,87

Bromek 1-heptylo-4-(4- 1 116,85 | 524 | 132,00 | 51,65 | 83,96 | 2,45 | 110,97 | 33,61
pirydylo)-pirydyniowy (11) | 10 | 113,59 | 7,35 | 108,11 | 2,55 | 86,10 | 4,04 | 102,60 | 13,34
100 | 11630 | 4,10 | 108,45 | 16,75 | 88,24 | 5,56 | 104,33 | 15,47

0,1 | 11522 |3,76 | 105,41 | 507 |95,72 |4,63 |10545 |931

if;g;fskt}eflgz oksoctyloy. || 11522 | 6,17 | 107,00 | 3,10 |97.86 | 10,52 106,72 | 9,81
pirydygiow;'(ls) 4 10 | 108,15 | 6,79 | 101,69 | 11,83 | 91,44 | 642 | 100,43 | 10,49
100 |9565 |659 | 109,12 | 2,11 |90,37 |6,07 |9838 |9,55

. 0,1 |9239 |573 | 100,68 | 2,55 | 94,12 |3,34 |9573 |5,19
Eer;’f?:elizl‘oa)@?o;il‘r(ﬁz(;"kso'z' 1 98,37 | 339 | 101,69 | 8,44 | 9412 |4,04 | 98,06 | 596
(19-‘)/ yiorpuycynowy 10 | 9946 |2.82 | 97,97 |576 | 94,65 |424 |9736 | 4,40
100 | 10326 |471 93,92 479 | 87,17 |404 |9478 |8,02

0,1 | 10544 | 524 | 11622 | 10,40 | 91,98 |8,07 | 104,54 | 12,68

ff;?ﬁﬁ;ii‘fyﬁ'll'zn;egy_lo' 1 104,89 | 24,96 | 106,08 | 1,55 | 90,91 | 648 | 100,63 | 14,84
tetrahyéo_pirygynio’w; 0y |10 110978 |498 [10439 [633 [ 9626 [578 [ 10348 |7.70
100 | 113,04 | 16,09 | 109,80 | 422 | 89,30 | 6,68 | 104,05 | 14,30

0,1 |107,07 | 10,61 | 101,01 | 5,00 | 102,14 | 563 | 103,41 | 7,08

Chlorek 1,1'- , 1 92,94 | 326 |9324 |2,03 | 5401 |1,85 |80,06 | 19,66
Sts-‘f;f;g;‘ﬁ)f‘f;yggetyleno)' 10 | 1848 |094 [368 |1,55 2032 |093 |2521 |88l
100 | 13,04 |000 | 2466 |1992]1872 [093 [1881 |11,17

Bromek 4-(4- 0,1 | 101,63 | 498 |9257 |7,09 | 9251 |334 |9557 |6,52
dietyloaminofenylazo)-1-(4- | | 96,74 | 0,94 |9358 |2,11 | 102,14 |5,16 | 9749 | 4,69
nitrobenzylo)-pirydyniowy | 10 | 103.80 | 12,02 | 97.64 | 3,56 | 10428 | 2.78 | 101,91 | 7.18
25) 100 | 7228 |1424]102,70 | 13,38 91,44 |[321 [8881 | 16,60

4.3. Walidacja metody analitycznej oraz wyznaczenie parametrow

farmakokinetycznych dla chlorowodorku trygoneliny

Opracowana metoda charakteryzowata si¢ liniowoscig w zakresie od 5 do 250
ng/ml przy warto$ciach LOD oraz LLOQ réwnych odpowiednio 1,5 i 5 ng/ml. LLOQ

odpowiada stgzeniu, dla ktérego wspodtczynnik S/N osigga wartos¢ o najmniej 10.
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W przypadku analizowanej metody punkt ten pokrywa si¢ z najnizszym poziomem

krzywej kalibracyjnej.
Na tej podstawie obliczono LOD wedlug nastepujacej zaleznosci:

_ 3xLLOQ

LOD
10

Krzywa kalibracyjna przygotowywana byla de novo kazdego dnia walidacji.
Kazdorazowo wyznaczone zostato réwnanie regresji opisujace krzywa, obliczono
rowniez $rednig warto$¢ oraz odchylenie standardowe dla wspdiczynnika
kierunkowego, wyrazu wolnego oraz wspolczynnika determinacji. Wyniki

przedstawione zostaly w tabeli 5.

Tabela 5. Parametry krzywych kalibracyjnych z trzech dni walidacji.

. . . Wspolczynnik | Wyraz Wspolczynnik
Rownanie regresji . LU
kierunkowy wolny determinacji
Dzien 1 y=0,778491x+0,004944 | 0,778491 0,004944 | 0,9989
Dzien 2 y=0,626794x+0,007338 | 0,626794 0,007338 | 0,9991
Dzien 3 y=0,824683+0,003877 | 0,824683 0,003877 | 0,9994
Srednia - 0,743323 0,005386 | 0,9991
Odchylenie | _ 0,103526 0,001772 | 0,0003
standardowe

Precyzja i doktadnos¢ obliczone zostaly na podstawie analizy szeSciu powtorzen probek
kontrolnych na trzech poziomach stezen (LQC — 20 ng/ml, MQC — 80 ng/ml, HQC — 200
ng/ml) oraz probki LLQC (5 ng/ml). Ocenie poddane zostaty $rednie wartosci doktadnosci
pomiaru oraz charakteryzujace precyzje wspotczynniki zmiennosci. Uzyskane wyniki zostaty

przedstawione w tabeli 6.
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Tabela 6. Wyniki oceny doktadnosci i precyzji walidowanej metody.

Dokladnos$é
Dzien I Dzien 11 Dzien 111 Dokladnosé
pomiedzy dniami
Srednia Srednia Srednia Srednia
dokladnos$¢ [%] dokladnos$¢ [%] dokladnos$é¢ [%] dokladnos$¢ [%]
LLOQ | 89,86 88,77 94,11 91,71
LQC | 100,14 102,98 101,47 101,53
MQC | 101,59 102,51 97,8 100,63
HQC | 101,35 103,31 101,5 102,05
Precyzja
Dzien I Dzien 11 Dzien IIT Precyzja
pomiedzy dniami
srednie | CV Srednie | CV Srednie CvV Srednie | CV
stezenie | [%] stezenie | [%] stezenie | [%] stezenie | [%]
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
LLOQ | 4,49 4,01 4,44 8,59 4,71 5,03 4,59 5,93
LQC | 20,03 3,65 20,6 6,04 20,29 2,62 20,31 4,27
MQC | 81,27 4,67 82,01 1,78 78,24 3,66 80,51 3,95
HQC |202,7 3,53 206,62 1,76 203 3,13 204,11 2,86

Efekt matrycy dla probek surowicy oceniany byt na dwa sposoby. W pierwszej

metodzie zastosowano porownanie parametrow krzywych kalibracyjnych opartych na analizie

probek kontrolnych surowicy mysiej oraz roztwordw wzorcowych. Nie wykazano statystycznie

istotnej réznicy zarowno dla nachylenia krzywych (p = 0,2526, F = 1,3687), jak i dla punktu

przeciecia z osig OY (p = 0,1201, F = 2,5762). Druga metoda polegata na poréwnaniu pol

powierzchni pikéw chromatograficznych odpowiadajacych probkom kontrolnym roztwordw

wzorcowych oraz surowicy mysiej. Srednia réznica wynosita -3,35%, co potwierdzito

zaniedbywalny wplyw efektu matrycy na wyniki

przedstawione zostaly w tabeli 7.

pomiaréw. Szczegdlowe rezultaty

Tabela 7. Wyniki oceny efektu matrycy na podstawie poréwnania probek kontrolnych.

LQC |[MQC [HQC
Roztwér wzorcowy (A) | 286,14 | 1077,46 | 2676,61
Surowica (B) 269,25 | 1062,60 | 2602,73
Efekt matrycy [%] 590 | -1,38 2,76
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Efekt matrycy dla probek mozgu oceniany byl na podstawie analizy pola powierzchni

pikow D3-TRG w LQC oraz HQC. Wyniki zebrane zostaly w tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki oceny efektu matrycy dla mozgu na podstawie pordwnania probek

kontrolnych.
LQC HQC
Roztwor wzorcowy (A) | 292,11 | 2400,92
Mozg (B) 281,79 | 1623,82
Efekt matrycy [%] -3,53 -32,37

Odzysk metody oraz efektywnos¢ procesu przygotowania probki ocenione zostaly na
podstawie porownania pdl powierzchni pikow uzyskanych z analizy probek kontrolnych
surowicy mysiej wzbogaconych D3-TRG przed i po ekstrakcji oraz roztworu wzorcowego.
Sredni odzysk wynosit 81,8% z odchyleniem standardowym na poziomie 4,7%, natomiast
$rednia efektywnos$¢ metody 78,4% + 4,8%. Dla probek mozgu $redni odzysk wyniost 123,59%
+ 18,37%, natomiast efektywno$¢ metody 99,53% =+ 10,13%. Szczegdétowe wyniki zostaly

zaprezentowane w tabeli 9.

Tabela 9. Wyniki oceny odzysku analitu z probki oraz efektywno$ci procesu przygotowania

probki.
|LQC | MQC | HQC
Surowica
Roztwor wzorcowy (A) 286,10 | 1077,60 | 2676,60
Wzbogacenie po ekstrakeji (B) 275,47 | 1052,82 | 2505,72
Wzbogacenie przed ekstrakcjg (C) | 239,91 | 822,48 2009,28
RE [%] 87,09 78,12 80,19
PE [%] 83,85 76,33 75,07
Mozg

Roztwoér wzorcowy (A) 292,11 |- 2400,92
Wzbogacenie po ekstrakeji (B) 281,79 | - 1623,82
Wzbogacenie przed ekstrakcjg (C) | 311,67 | - 2217,76
RE [%] 110,60 | - 136,58
PE [%] 106,70 | - 92,37

Ostatnim parametrem, ktory zostat poddany ocenie byla stabilnos$¢ roztworow
wzorcowych podczas przechowywania. W tym celu poréwnano stezenia probek kontrolnych

natychmiast po przygotowaniu oraz w okreslonych punktach koncowych, jak rowniez podczas
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cykli zamrazania i rozmrazania. Wykazano, ze badane roztwory sa stabilne w warunkach
eksperymentalnych. Szczegdtowe wyniki stabilnosci podczas przechowywania zostaly
zestawione w tabeli 10, natomiast wyniki testu zamrazania i rozmrazania przedstawiono

w tabeli 11.

Tabela 10. Wyniki badania stabilnos$ci podczas przechowywania w temperaturze pokojowej

oraz w autosamplerze.

Przechowywanie w temperaturze pokojowej

Oznaczone st¢zenie (ng/ml)
Czas
Oh 5h (% stabilnosci)
LQC 18,6 19,5 (104,8)
MQC 74,3 73,0 (98,2)
HQC 191,3 183,5 (95.9)
Przechowywanie w autosamplerze (4°C)
Oznaczone stezenie (ng/ml)
Czas
Oh 24h (% stabilnosci)
LQC 20,0 18,2 (90,8)
MQC 81,3 79,8 (98,2)
HQC 202,7 208,4 (102,8)

Tabela 11. Wyniki testu zamrazania — rozmrazania.

Oznaczone stezenie (ng/ml)
Czas
12h 24h 36h
on (% stabilnos$ci) | (% stabilno$ci) | (% stabilnosci)
LQC 26,8 26,7 (99,8) 28,9 (107,8) 29,9 (111,8)
HQC 222,0 | 225,6 (101,6) 226,3 (102,0) 2242 (101,0)
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Zwalidowana metoda zostala wykorzystana do wyznaczenia profilu zmian
stezenia trygoneliny w surowicy krwi mysiej (rys. 10) oraz w modzgu (rys. 11) po
dozylnym podaniu chlorowodorku trygoneliny w dawce 10 mg/kg. Na podstawie
uzyskanych danych wykonano rowniez analize niekompartmentalng, co pozwolito na
wyznaczenie podstawowych parametrow farmakokinetycznych. Stezenie TRG
zmierzone w 5 minucie od podania wynosito 17,80 ug/ml + 11,66 pg/ml. Pole
powierzchni pod krzywa stezenie-czas (AUC) wyniosto 20,646 h-pg/ml, natomiast
biologiczny okres pottrwania i stala szybko$ci eliminacji wynosily odpowiednio 3,48 h
oraz 0,213 h™'. Najwyzsze stezenie w mozgu zostato oznaczone w 5 minucie po podaniu

1 wynosito 1,15 pg/g tkanki + 0,87 pg/g tkanki.

Stezenie [pg/ml]

Czas [h]

Rysunek 10. Wykres zaleznosci stezenia trygoneliny w surowicy od czasu.
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Stezenie [ug/g tkanki]

Czas [h]

Rysunek 11. Profil zmian st¢zenia trygoneliny w preparatach mozgu.

Profile stezen na rys. 10 i 11 wskazuja na szybka eliminacj¢ trygoneliny
z organizmu. Wydaje si¢, ze wzrost stezenia TRG w pierwszym okresie po podaniu
dozylnym, nastepujacy od niskich wartosci do piku po okoto 5 minutach od podania,
wynika z fazy mieszania si¢ zwigzku z krwig zanim rOwnomiernie wymieszana w catej
objetosci krwi trygonelina dotrze do serca, skad pobierana jest krew do oznaczen.
Niezerowy poziom TRG w mozgu po 1 godzinie od podania moze wynika¢ z podazy

matych ilo$ci substancji w paszy dla zwierzat laboratoryjnych.

Zaktadajac, ze krew stanowi okoto 20% masy preparatow mozgu, mozna na
podstawie oznaczonego stezenia po 5 minutach od podania, wyliczy¢ logarytm stosunku
stezen TRG w mozgu 1 krwi (logBB). Wynosi on -1,22. Jest to warto$¢ nizsza niz
spotykana u lekoéw dziatajacych osrodkowo [162].
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5. DYSKUSJA WYNIKOW I WNIOSKI

Od wielu lat prowadzone s3 intensywne poszukiwania skutecznych lekow
modyfikujacych przebieg choroby Alzheimera. Zrodet nowych struktur poszukuje sie
zardwno wsrod lekow, ktore obecnie sg stosowane w terapii innych choréb, jak i posrod
surowcOw pochodzenia naturalnego. Przewaga pierwszego podejscia jest brak
koniecznosci przeprowadzania pelnych badan klinicznych, co moze skroci¢ czas
potrzebny na wprowadzenie leku do terapii AD. Niestety, do tej pory nie udato si¢
potwierdzi¢ istotnej poprawy stanu pacjentow leczonych za pomoca obecnych na rynku
statyn, lekdéw przeciwzapalnych czy przeciwcukrzycowych. Z drugiej strony,
znalezienie lub stworzenie zupetlie nowej czasteczki daje szanse na ukierunkowanie jej
aktywnosci przeciwko réznym patomechanizmom choroby Alzheimera. Poszukiwania
takie sa jednak bardziej skomplikowane i wymagaja zaangazowania wigkszej ilo$ci
srodkow oraz czasu. Konieczne jest potwierdzenie bezpieczenstwa projektowanego
leku, poznanie jego wtasciwosci farmakokinetycznych 1 ostatecznie udowodnienie

wartosci klinicznej.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo podjecie proby wyznaczenia
parametrow biochemicznych oraz fizykochemicznych dla trygoneliny 1 grupy zwigzkow
pochodnych, ktéore moglyby by¢ interesujace z punktu widzenia terapii choroby
Alzheimera. Zalozono, ze trygonelina, alkaloid pirydynowy wystepujacy obficie
w nasionach kozieradki, przyprawie ,,curry” oraz ziarnach kawy, mogtaby stanowié
strukture wyjSciowa, tak zwany ,lead compound”, do poszukiwan potencjalnych
srodkéw antyneurodegeneracyjnych. Zwigzek ten, be¢dac jednym =z najobficiej
wystepujacych alkaloidow w codziennej diecie, uwazany jest za jeden z czynnikow
hamujacych procesy starcze w mézgu [137, 138]. Niestety, wiele doniesien na ten temat
ma charakter tak zwanej ,,medycyny anegdotycznej”. Wciaz nieliczne s3 rzetelne
naukowo doniesienia na temat mechanizmu dzialania oraz wlasciwosci

farmakokinetycznych trygoneliny.

Majac na uwadze opisane uprzednio specyficzne cechy strukturalne trygoneliny
oraz innych alkaloidow o zblizonej budowie, stworzony zostal katalog dwudziestu
pigciu pochodnych pirydyniowych, ktére poddane zostaly wstepnym badaniom in silico
w ramach niniejszej pracy. Wyboru dokonano spos$rod komercyjnie dostepnych

odczynnikow, za kryterium wyj$ciowe przyjmujac obecnos¢ N-podstawionego
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pierScienia pirydynowego. Zrdznicowane strukturalnie podstawniki obejmowaty
zarOwno proste lancuchy alifatyczne, reszty zawierajace grupy karbonylowe, jak

réwniez pierscienie aromatyczne i grupy sulfonylowe (tabela 1).

Opierajac si¢ na  wczesniejszych  badaniach  Katedry  Biofarmacji
1 Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w tym pomiarach
Grabowskiej 1 wsp. [133], ktoére dowiodly zdolnos$ci wigzania si¢ trygoneliny z AP
(K, = 0,28 x 10%), postanowiono przeprowadzi¢ analize mechanizmu tego wiazania
z zastosowaniem dokowania molekularnego. Badania rozszerzono na grup¢ wybranych
analogow trygonliny. Na podstawie danych literaturowych [134] przyjeto histydyne
w pozycji 13 oraz 14 tancucha AB;4> jako potencjalne miejsce wigzania ligandow
z amyloidem. Zatozono, ze blokowanie tego miejsca mogloby ograniczy¢ formacje
zagregowanych postaci tego bialka, co przekladaloby si¢ na potencjalne dzialanie
antyneurodegeneracyjne. Oceniano procentowy udzial okupowania rejonu His13 oraz
His14 w stosunku do wszystkich lokalizacji, jakie zajymowat badany ligand. Wykazano,
ze dla kazdego z badanych zwiazkéw warto$¢ ta wynosita od 6 do 91%, przy czym
niektore ligandy grupowaty si¢ niespecyficznie i w duzym stopniu zajmowaty takze
inne rejony w obrebie czgsteczki B-amyloidu. Najwiekszym stopniem okupowania
rejonu His13 oraz najwicksza wybiorczoscig charakteryzowaly si¢ trzy zwigzki: bromek
4-(4-dietyloaminofenylazo)-1-(4-nitrobenzylo)-pirydyniowy (zwigzek nr 25), chlorek
1,1'-(etylenodisulfonylodietyleno)-bis-pirydyniowy (zwiazek nr 22) oraz bromek
1-heptylo-4-(4-pirydylo)-pirydyniowy (zwigzek nr 11). Trygonelina w umiarkowanym
stopniu zajmowala badany rejon, co pozostaje w zgodzie ze stosunkowo niewielka

wartoscig statej wigzania wyznaczong przez Grabowska i wsp. [133].

Trygonelina oraz sze$¢ innych zwigzkow, charakteryzujacych si¢ najlepszymi
parametrami dokowania molekularnego, zostaly poddane oznaczaniu cytotoksycznosci
in vitro. Badanie to jest jest jednym z etapdw oceny bezpieczenstwa potencjalnego leku
w celu okreslenia jego tak zwanego ,,drug-likeness”. Przeprowadzony test polegat na
oznaczeniu wplywu serii stgzen badanych zwigzkow na zywotnos¢ komorek. Do badan
wykorzystano lini¢ ludzkiego nowotworu neuroblastoma SH-SYSY. Zastosowany test
z czerwienig obojetng pozwalal na sprawdzenie ilosci zywych komorek po 24
godzinach inkubacji z badanymi zwigzkami w zakresie st¢zen od 0,1 do 100 uM. Tylko
jedna z substancji, chlorek 1,1'-(etylenodisulfonylodietyleno)-bis-pirydyniowy (zwigzek

85



nr 22), powodowatla istotny spadek zywotnosci komoérek w stezeniu powyzej 1 pM.
Pozostale testowane zwigzki, w tym trygonelina, charakteryzowaty si¢ brakiem istotnej

toksyczno$ci w stezeniach ponizej 100 uM.

Finalnym etapem pracy doktorskiej byto opracowanie oraz walidacja metody
pomiaru stezenia trygoneliny w surowicy krwi oraz w moézgu 1 przeprowadzenie
eksperymentu farmakokinetycznego z wykorzystaniem myszy szczepu C57BL/6. Do tej
pory w literaturze mato jest informacji na temat oznaczania TRG w plynach
ustrojowych ludzi lub zwierzat, a brak jest zupelnie doniesien o badaniach penetracji
tego psychostymulujacego przeciez alkaloidu do osrodkowego ukladu nerwowego.
Wigkszos¢ opisywanych metod analitycznych dotyczy oznaczania trygoneliny
oddzielnie lub obok innych sktadnikow ziaren kawy oraz gotowego napoju i zwigzana
jest z rola alkaloidu jako jednego ze zwigzkoéw odpowiedzialnych za smak kawy.
Oznaczanie trygoneliny wykorzystuje si¢ takze do identyfikacji pochodzenia
geograficznego kawy [163, 164]. W pierwszym opublikowanym badaniu stezenia TRG
w materiale biologicznym (moczu) wykorzystana zostata technika RP-HPLC [165]. Ze
wzgledu na szczegdlne wilasciwosci fizykochemiczne tego alkaloidu, opracowanie
metody jego oznaczania z wykorzystaniem chromatografii w odwroconym uktadzie faz
jest zadaniem niezwykle trudnym. Jako mata czgsteczka o bardzo duzej polarnosci,
w standardowych uktadach RP-HPLC, trygonelina charakteryzuje si¢ bardzo krotkim
czasem retencji lub wrecz catkowitym jej brakiem. W badaniach farmakokinetyki TRG
u szczurow przeprowadzonych przez Lin i wsp. [166] problem ten zostat rozwigzany
przez zastosowanie elucji gradientowej, przy czym wybor karbamazepiny jako wzorca
wewnetrznego powodowal znaczne wydluzenie czasu analizy. Znaczaco ogranicza to
zastosowanie metody do analizy wigkszej ilo$ci probek, co ma miejsce w przypadku
badan farmakokinetycznych. Krétszy czas analizy uzyskali Cheng i wsp. [167]
rezygnujagc z wzorca wewnetrznego 1 stosujgc technike HILIC w ultrasprawnej
chromatografii cieczowej z detekcjag UV. Brak IS jest jednak powaznym ograniczeniem
tej metody, poniewaz w przypadku analizy probek biologicznych moze wptyna¢ na

wiarygododno$¢ uzyskanych wynikow.

Optymalnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ polaczenie techniki HILIC
z zastosowaniem wzorca wewnetrznego z detekcja za pomoca spektrometrii mas.

Podejscie takie zostalo wykorzystane w niniejszej pracy. Chromatografia cieczowa
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oddziatywan hydrofilowych jest dedykowana mig¢dzy innymi ozaczeniom matych,
polarnych analitow. Laczac w sobie zalety trzech typéw chromatografii, RP, NP oraz
IEC, umozliwia opracowanie prostych 1 szybkich metod oznaczania polarnych
zwigzkow chemicznych w materiale biologicznym. Dodatkowg zaleta metody jest to, ze
stosowane fazy ruchome, oparte np. na mieszaninie acetonitrylu i roztworu mréwczanu
amonu, umozliwiaja polaczenie metody chromatograficznej ze spektrometrig mas.
Korzystanie ze spektrometrii mas ufatwia rowniez stosowanie deuterowanych
pochodnych analitéw jako wzorcéw wewnetrznych. Pochodne te charakteryzuja sig
praktycznie takim samym czasem retencji, jak wyjsciowy zwigzek, r6znig si¢ jednak

masg, dzigki czemu moga by¢ niezaleznie oznaczane przy uzyciu techniki MS.

W niniejszej pracy opracowana i zwalidowana zostala metoda iloSciowego
oznaczania trygoneliny w surowicy krwi mysiej za pomocg techniki HILIC-ESI-
MS/MS, z deuterowana trygoneling jako wzorcem wewngetrznym. Uzyskane wyniki
walidacji (rozdzial 4.3) $wiadcza o wysokiej jakosci oraz wiarygodnosci metody.
Potwierdzeniem jej uzyteczno$ci byla analiza probek surowicy krwi uzyskanych od
myszy, ktorym podano dozylnie chlorowodorek trygoneliny. Uzyskane wyniki
pozwolity na wyznaczenie profilu zmian stezenia TRG w surowicy. Wyniki te sg
zblizone do uzyskanych przez Lin 1 wsp. [166] oraz Cheng i wsp. [167] w badaniach na

szczurach.

Kwestia przenikania przez barier¢ krew-moézg jest niezwykle istotna
w przypadku lekow, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w terapii choroby
Alzheimera. Bariera ta umozliwia dyfuzj¢ bierng jedynie niewielkiej liczbie matych,
silnie lipofilowych czasteczek. Trygonelina, jako zwiazek silnie polarny, bgdzie miata
raczej ograniczong zdolno§¢ do przenikania do OUN na zasadzie dyfuzji bierne;j.
Z drugiej strony, wiadomo, ze alkaloid ten wykazuje krotkotrwate dzialanie
psychostymulujace, nawet przyjety per os jako sktadnik diety czy uzywek. Wydaje sig,
ze mozliwe jest wchlanianie trygoneliny do moézgu na zasadzie transportu
przenosnikowego, typowego dla czynnikoéw odzywczych. Hipotezg ta uzasadnia
podobienstwo strukturalne trygoneliny do naturalnych aminokwas6w oraz witaminy Bs.
Uzyskane wyniki dowodza, ze przenikalno$§¢ TRG do osrodkowego ukladu nerwowego

zachodzi, chociaz w umiarkowanym stopniu. Maksymalne jej st¢zenie w mozgu jest
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nizsze niz w surowicy krwi. Trzeba jednak zauwazy¢, ze parametr logBB dla TRG jest

tego samego rzedu wielkosci, jak niektorych dziatajacych osrodkowo lekow.

Waznym aspektem, ktory nalezato uwzgledni¢ w analizach prowadzonych
w ramach pracy doktorskiej byl tak zwany efekt matrycy. Definiowany jest on jako
bezposredni lub posredni wplyw skladnikow probki na wielkos¢ odpowiedzi aparatu
analitycznego. Efekt ten jest szczegodlnie istotny w przypadku bardzo polarnych
zwiazkOw oraz stosowania techniki elektrorozpylania jako Zrédla jonow
w spektrometrii mas i moze prowadzi¢ zarowno do supresji jonéw, a wigc wygaszania
odpowiedzi aparatu, jak 1 jej wzmacniania. Oba zjawiska sg niekorzystne z punktu
widzenia analizy ilo$ciowej, poniewaz moga by¢ przyczyng zafatszowanych wynikow
pomiaréw stezenia analitu [161, 168]. Sposobem ograniczania wplywu matrycy jest
odpowiednie przygotowanie probki. Obejmuje to roézne sposoby obroki materiatu
biologicznego, od prostych zabiegdéw majacych na celu wytracenie biatka przez dodatek
metanolu lub acetonitrylu, po bardziej skomplikowane metody, wykorzystujace
ekstrakcje do fazy stalej czy liofilizacje. Niestety, zaawansowane metody
przygotowania probki sa czesto czasochtonne i wymagaja duzego zuzycia drogich,
nieprzyjaznych $rodowiskowo materiatow, co czyni klopotliwym ich stosowanie
w rutynowych analizach. W metodzie opracowanej w ramach niniejszej pracy
przygotowanie probki bylo szybkim etapem polegajacym na wytraceniu bialek,
odwirowaniu i przefiltrowaniu supernatantu. Podczas walidacji dowiedziono, ze efekt
matrycy dla surowicy krwi jest zaniedbywalny, co mozna wytlumaczy¢ duzym,
stukrotnym rozcienczeniem w procesie przygotowania probki. Dzieki temu mozliwe
byto przeprowadzenie wigkszosci prob walidacyjnych z wykorzystaniem roztworéw
wzorcowych. Pozwolilo to na mniejsze zuzycie materialu pochodzacego od zwierzat,
a proste przygotowanie probki sprawia, ze metoda moze by¢ wykorzystywana

w analizie duzej ilo$ci probek.

Problemem podczas optymalizacji metody byla obecno$¢ trygoneliny
w zerowych probkach surowicy. O takim zjawisku zaobserwowanym u szczurOw
donosili migdzy innymi Cheng i wsp. [167]. Jednym z prawdopodobnych powodow
byly zwierzeta. W cytowanych badaniach zwierzeta byly glodzone przez 12 godzin

przed eksperymentem, pomimo tego jednak trygonelina wcigz byla wykrywalna
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w zerowych probkach osocza. W niniejszych badaniach zwierzeta nie byty glodzone.
W zwiazku z zaniedbywalnym efektem matrycy walidacja zostala przeprowadzona
z wykorzystaniem roztwordw wzorcowych. Sam efekt matrycy oraz odzysk analitu
z probki i efektywno$¢ procesu jej przygotowania ocenione zostaly poprzez dodatek

D3-TRG do prébek surowicy.

Podczas optymalizacji pojawil si¢ roéwniez problem nieporzadanego
przenoszenia trygoneliny pomig¢dzy kolejnymi probkami, ktérego przyczynag bylo
najprawdopodobniej pozostawanie roztworu w igle stuzacej do nastrzyku probki.
Problem ten zostal rozwigzany poprzez zastosowanie odpowiedniego programu
ptukania igly pomigdzy analizami, obejmujacego dwukrotne przemycie igly za pomocg
wody oraz mieszaniny acetonitrylu i wody (50:50, v/v). Dodatkowo, pomiedzy

kolejnymi probkami wykonywany byt nastrzyk czystej wody.

Podsumowujac, w wyniku badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy

doktorskie;j:

wykazano, ze alkaloidy pirydynowe, a w szczeg6lnos$ci trygonelina oraz inne

N-podstawione pochodne pirydyny majg zdolno$¢ okupowania miejsc

molekularnych istotnych dla agregacji f-amyloidu;

— wykazano, ze trygonelina i badane zwiazki pirydyniowe (z jednym wyjatkiem)
nie wykazuja toksycznosci wobec linii ludzkich komoérek SH-SYSY;

— opracowano i zwalidowano szybka i prostg metod¢ pomiaru st¢zenia trygoneliny
w surowicy krwi oraz mozgu mysim;

— wyznaczono podstawowe parametry farmakokinetyczne trygoneliny oraz
wstepnie oszacowano jej przenikalno$¢ do osrodkowego uktadu nerwowego;

— wykazano, ze trygonelina szybko dociera z krwi do mdzgu i szybko tez zostaje

eliminowana z organizmu.

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wskazuja, ze trygonelina i jej analogi strukturalne
moga stanowi¢ grupe potencjalnych struktur wiodacych dla §rodkéw przydatnych dla
prewencji i hamowania postepu choroby Alzheimera. Ze wzgledu na cechy
farmakokinetyczne, zwlaszcza szybka eliminacj¢ z ustroju, pirydyniowe analogi
trygoneliny raczej stabo rokuja na leki podawane typowo, czyli w rozsadnych odstgpach

czasu. Mozna jednak oczekiwa¢ od trygoneliny dziatania zapobiegajacego
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neurodegeneracji przy state] podazy do organizmu w diecie zawierajgcej np. nasiona

kozieradki (Trigonella foenum-graecum L.).
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