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Inhibitory gamma-sekretazy v terapii

Alzheimerovej choroby

Gamma-secretase inhibitors in Alzheimer’s disease therapy

Katarina Spilovska  Jan Koribeény » Kamil Kuéa « Kamil Musilek

Doslo 16. februara 2012 / Ptijato 28. méja 2012

Sihrn

Amyloidné plaky, ktoré sa nachddzaji v mozgu pacien-
tov s Alzheimerovou chorobou (AD) su zloZené prevaz-
ne z peptidu so 40 alebo 42 aminokyselinovymi zvyska-
mi a st oznaCované ako beta-amyloidné plaky (Af3). AfS
peptidy st vysledkom enzymatického Stiepenia beta
amyloidného prekurzorového proteinu (APP). V tzv.
amyloidogénnej ceste sa tohto Stiepenia zucastiiuje
enzym f-sekretdza, ktory poskytuje proteinovy fragment
(C99) a ten je nasledne metabolizovany za ucasti dalSie-
ho enzymu y-sekretdzy. Z monomérnych jednotiek
vzniknutého Af3 vznikaji v dalSej faze oligomérne for-
my, ktoré sd pri¢inou smrti neurondlnych buniek u pa-
cientov s AD. Predkladana praca je zamerana na inhibi-
tory 7-sekretdzy, ktoré tak moZu pozastavit tvorbu
a ukladanie patologickych depozit Af3. Podrobne st popi-
sané inhibitory y-sekretdzy, ktoré dosiahli klinické $tu-
die, a taktieZ su predstavené dalSie zaujimavé skupiny
tychto zlicenin.

KIucové slova: Alzheimerova choroba « beta amyloid e
sekretdza - inhibitor

Summary

Neuritic plaques, which are situated in the brain of
Alzheimer’s disease (AD) patients, are composed mainly
of peptides containing 40 or 42 amino acid residues
known as i-amyloid plaques (Af5). The A peptide is the
result of the enzymatic cleavage of the amyloid precursor
protein (APP). In the so-called amyloidogenic pathway,
the f-secretase enzyme releases a protein fragment
(C99), which is subsequently metabolized by the enzyme
y-secretase. Monomer forms of Af are turned into
oligomer forms, which are the main cause of cellular

K. Spilovska * J. Korabe¢ny * K. Kuca
Univerzita obrany Hradec Kralové, Fakulta vojenského zdravotnictvi,
Katedra toxikologie

doc. Ing. Kamil Kuca, Ph.D. (B<))

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové, Ceska republika
e-mail: kucakam @pmfhk.cz

K. Musilek
Univerzita Hradec Kralové, Prirodovédecka fakulta, Katedra chemie

neuronal death in AD patients. The following study is
focused on y-secretase inhibitors that can slow down the
production or accumulation of pathologic Af deposits.
¥-secretase inhibitors that reached different phases of
clinical trials are particularly reported as well as other
promising groups of these analogues.

Keywords: Alzheimer’s disease « beta amyloid « secreta-
se « inhibitor

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD — Alzheimer’s disease) je
neurodegenerativne ochorenie charakterizované stratou
kognitivnych funkcii a je sprevddzané zmenami v spra-
vani. Je to najbeZnej$i typ demencie u star§ich Iudi. Pri
veku nad 85 rokov trpi Statisticky jeden z dvoch Iudi AD.
V roku 2000 malo okolo 5 miliénov Tudi AD na celom
¢ené. Do roku 2050 by sa mal pocet Tudi trpiacich na AD
v USA zvysit na 13 miliénov?.

Demencia je spOsobend degenerdciou neurénov
v mozgovej kore. Neuropatologické zmeny spdjané s AD
zahriiuji objavenie amyloidnych plakov a neurofibrilar-
nych spletencov. Hlavnou zloZkou amyloidnych plakov
je maly peptid (beta-amyloid; Af), ktory vznikd proteo-
lytickym Stiepenim z f-amyloidného prekurzorového
proteinu (-APP) prostrednictvom aspartyl-proteazo-
vych enzymov (- a y-sekretazy.

A je vo svojej monomérnej forme zloZeny zo 40- ale-
bo 42-aminokyselinového peptidu, ktory spdsobuje atro-
fiu neurénov pri AD*?.

y-sekretdza sprostredkuje aj vnutromolekulové Stie-
penie viacerych transmembrinovych proteinov. Spo-
medzi zndmych substritov 7)-sekretdzy je vyznamny
Notch receptor. Proteolyzou je uvoliiovand intracelu-
larna Cast Notch receptora, zndma ako intraceluldrna
Notch doména (NICD; z angl. Notch Intracellular
Domain). NICD sa premiestiiuje do jadra a je aktivéito-
rom viacerych signdlov pre transdukciu. Zistilo sa, Ze
inhibitory 7-sekretdzy, ktoré neovplyviiuji Notch,
posobia v gastrointestindlnych a T bunkéch a su pova-
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7Zované za terapeuticky vyznamné.
Za selektivne inhibitory y-sekretizy
povaZzujeme také zluCeniny, ktoré
vykazuju viac ako 15-ndsobni
selektivitu pre inhibiciu APP voci
Notch®.

Biochemicka a geneticka
charakteristika j-sekretazy

Dva enzymy sa zacastiiuju uvo-
Iovania Af z 3-APP. St to proteoly-
tické enzymy - a y-sekretiza.
Najprv dochddza ku Stiepeniu
N-konca f-sekretdzou z [3-APP za
uvolnenia asti Aff oznacovanej ako
C99, a potom dochadza ku $tiepeniu
C-konca y-sekretdzou. f-sekretdza, oznaCovand aj ako
BACE (z angl. f3-site cleaving enzyme), bola identifiko-
vand prostrednictvom biochemickych a genetickych
metdd ako aspartyl protedza (Asp 2), ¢o je transmem-
branovy protein typu 1 koédovany génom BACEIL.
y-sekretdza sa zucastiiuje proteolytického Stiepenia
C-koncov A3 molekul v oblasti -APP (obr. 1).
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Obr. 1. f-amyloidny prekurzorovy protein ([3-APP)”

Na obrdzku 1 je zndzorneny transmembranovy pro-
tein typu 1 zloZeny z 695-770 aminokyselin, ktoré su
kodované génmi na chromozéme 21. Oblast molekuly
vloZend do membriny je zobrazend Sedou. N-koniec
z 3-APP je vyluCovany z buniek na zdklade Stiepenia
v o- alebo f3- mieste. Metaloprotedzy ako napriklad
ADAM-10 (z angl. A disintegrin and mettaloprotease)
alebo TACE (z angl. TNF o-converting enzyme) sa
Stiepia na o-strane. Metaloprotedzy su proteolytické
enzymy obsahujice kov. BACE sa zucastiiuju Stiepenia
na f3-strane. Produkty na C-konci, ktoré obsahuju cely
alebo Cast Af peptidu a cytoplazmaticky chvost, zosté-
vaji v membrine a s substrdtmi pre 7-sekretdzu.
Hlavnym miestom Stiepenia sa zda byt Val40, no boli
objavené aj dalSie strihy po Ala42, Thr43, Val39
a Leu49. Jedenast odliSnych mutécii nachddzajicich sa
blizko o-, 3- a ¥~ Stiepiacich miestach spdsobuju pato-
genézu®.

y-sekretdza je tvorend najmenej Styrmi proteinmi:
presenilin (PS), nikastrin, anterior pharynx (Aph-1)
a presenilin enhancer (Pen-2) (obr. 2). Preseniliny
maju patofyziologicky vyznam, pretoZe viac ako 150
autozomdlnych dominantnych muticii je zndmych
v tychto proteinoch, z ktorych vSetky spdsobuji ran-
né Stddium AD. Tieto mutdcie maju za nasledok zvy-

Obr. 2. Proces Stiepenia [3-APP (vlavo), y-sekretdzovy komplex (vpravo)®

Senu produkciu Af3, .. Inhibicia presenilinu pomocou
enzymatického komplexu 7-sekretizy sa zd4 byt
vhodnou stratégiou proti hromadeniu AfS v mozgu
u pacientov s AD®. Avsak y-sekretdza Stiepi aj mnohé
iné dolezité substraty nez len 5-APP, z ¢oho vyply-
vaju aj mozné neziadice ucinky inhibitorov y-sekre-
tazy?.

Obrazok vlavo predstavuje proces Stiepenia f3-APP
amyloidnou cestou. f-sekretiza (BACE) uvoliluje roz-
pustny proteinovy fragment APPs (z angl. soluble APP)
a nasledne y-sekretdza uvoliiuje amyloidné peptidy Af3,,
aAf3,,. Na obrazku vpravo st znazornené zloZKy y-sekre-
tazového komplexu®.

ZloZenie y-sekretazového komplexu

Presenilin

Presenilin-1 (PS-1) a presenilin-2 (PS-2) obsahuja
katalyticki doménu. Ide o 476- a 448-aminokyselinové
proteiny, ktoré pozostdvaji z 9 transmembrinovych
domén (TMDs). Tieto domény st endoproteolyticky Sti-
epené na Aff molekuly z 3-APP, ktoré maji N- a C-kon-
ce. Kazdy z tychto koncov obsahuje aspartatové aktivne
miesto. Stiepenie nastdva v cytoplazme medzi TMDG6
a TMD7 vnutri kratkej hydrofébnej domény, ktord sa
nachddza v membrane. Tato endoproteolyza predstavuje
autoproteolyticky jav.

Nikastrin

Nikastrin bol objaveny biochemicky afinitnou chro-
matografiou ako hlavny PS-interagujtci protein. Je to
709-aminokyselinovy glykoprotein typu 1 s velkou ekto-
doménou, ktord moze pdsobit ako substratovy receptor
y-sekretdzy. Existuje hypotéza, Ze volny N-koniec sub-
stratu 7-sekretdzy sa ako prvy viaZze na ektodoménu
nikastrinu. Potom interaguje so spojovacim miestom pre-
senilinu a premiestiiuje sa do aktivneho miesta PS, kde je
Stiepeny?.

Aph-1 a Pen-2

Aph-1 proteiny maju 7 TMDs s N- a C-koncami sme-
rom k lumenu a cytozo6lu. Jeho uloha v aktivite y~sekre-
tazy nie je celkom jasnd, ale je to najstabilnejSia zlozka
komplexu a mohla by s najvicSou pravdepodobnostou
sluzit ako pociatok pre zhromazdenie tohto enzymu.
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Obr. 3. Inhibitory y-sekretdzy

U Tudi existuja dva Aph-1 gény, Aph-la a Aph-1b'?. Pri
génovej duplikicii hlodavcov z Aph-1b bol stanoveny
treti gén, a to Aph-Ilc, ktory vykazuje 96% podobnost
s Aph-1b na trovni nukleotidov.

Pen-2 je najmens$i membranovy protein y-sekretazy
s dvoma TMDs. Jeho ulohou je stabilizécia PS v j~sekre-
tazovom komplexe?.
Inhibitory ‘¢sekretdzy v klinickom vyvoji

y-sekretdza je raciondlny ciel pre liecbu AD, lebo
reguluje posledny krok pri vzniku a uvolilovani Af.
Doteraz bolo objavenych niekolko t¢innych inhibitorov
tohto proteolytického komplexu. Stidid u transgénnych
a netransgénnych zvierat naznacili, Ze inhibitory y-sekre-
tazy podané ordlne alebo parenterdlne st schopné znizo-
vat mozgovi hladinu A5V,

Sest zlGcenin (LY-450139, MK-0752, BMS-708163,
PF-3084014, GSI-953 a ELND-006), ktoré sa nacha-
dzaju v roznych §tadiach klinického testovania, je aktiv-
ne Studovanych na Tudoch s AD. Je charakterizovany ich
farmakodynamicky profil, nielen podla merania hladiny
A3 v plazme a CSF v Case po podani, ale aj stanovenim
ucinnosti tychto zlicenin na AS°.

Historicky prvym inhibitorom j-sekretdzy, ktory sa
dostal do klinického testovania bol BMS-299897. Tato
zlicenina bola pripravend v biofarmaceutickej spoloc-
nosti Bristol-Myers Squibb. Testovanie na Tudoch
zacalo v roku 2001, ale klinické ddaje neboli nikdy
uplne publikované. Kvoli dlhotrvajiucim nedostatkom
informdcii v klinickom vyvoji bolo testovanie ukon-
Cené!?.

Najmenej 6 dalSich inhibitorov y-sekretdzy sa dostalo
do klinického testovania. Ide o zliceniny s oznacenim
LY-450139, MK-0752, BMS-708163, PF-3084014, GSI-
953 a ELND-006. Iba pre zlic¢eninu LY-450139 boli kli-
nické tdaje tplne publikované (obr. 3).

LY-450139 (Semagacestat)

Benzoazepinénovy derivat LY-450139 je inhibitor
y-sekretdzy vyvinuty v spolocnosti Eli-Lilly. Je trojna-
sobne selektivny pri inhibicii Stiepenia APP s ohladom
na Notch Stiepenie (APP: IC, = 15 nM, Notch: EC, =
49 nM). IC, je koncentracia inhibitora, pri ktorej je inhi-
bovanych 50 % enzymu. EC, oznaCuje stredni efektivnu
koncentraciu potrebnu na dosiahnutie 50% efektu. Ide
o najlepSie zdokumentovany inhibitor J~sekretdzy, ktory
dosiahol klinické testovanie (faza I, II, II1)'®.

Pri testovani na zvieratdch bol u LY-450139 zisteny
vplyv na hladinu A v mozgu, CSF a plazme. Dobre
pozorovany bol predovSetkym u transgénnych a netrans-
génnych mysi, morciat a psoch. Liecivo vSak zlyhalo pri
transgénnych mySiach. Bola u nich zistena neurotoxicita.
K dispozicii nie su ani Ziadne tdaje o behaviordlnych
pochodoch u zvierat pri pouziti LY-450139'4.

LY-450139 efektivne zniZuje hladinu Af v CSF
u zdravych Iudi. Tento inhibitor dosiahol fazu III klinic-
kého testovania. Kvoli zhorSenym kognitivnym funkci-
am a zvySovaniu vyskytu rakoviny koZe u Tudi trpiacich
AD bolo testovanie prerusené'>.

MK-0752

Spolo¢nost Merck vyvinula inhibitor y-sekretdzy ne-
stci oznacenie MK-0752, ktory je neselektivny k APP
a Notch. Toto lieCivo zniZovalo hladinu Af, , v CSF
u zdravych dobrovolnikov. Nevyhodou bolo inhibovanie
Notch Stiepenia a zna¢nd gastrointestinalna toxicita. Ten-
to inhibitor dosiahol fazu I klinického testovania, no tes-

tovanie na AD bolo pozastavené'®,

BMS-708163

Benzénovy sulfonamid BMS-708163, v ktorom je oxa-
diazolylbenzylova skupina pripojend k sulfonamidovému
dusiku, je a¢inny inhibitor y-sekretdzy vyvinuty v Bristol-
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Myers Squibb. In vitro testovania ukazali, Ze lie¢ivo ma
193-nasobn selektivitu k Notch Stiepeniu (Af,_: IC, =
0,3 nM a Notch: ECSO =58 nM). Studie u potkanov ukaza-
li zniZovanie amyloidu Af, ;v mozgu a CSF bez Notch-
stivisiacej gastrointestindlnej toxicity. Stadie u psov preu-
kazali zniZovanie A, ,, hladiny v mozgu a CSE. Po
perordlnom podani doSlo k zniZovaniu hladin A 0 75 %
v CSF a 50 % v kortexe v priebehu 24 hodin. U zdravych
dobrovolnikov bolo pozorované zniZovanie Af3 hladiny
v CSE. V stvislosti s tymto inhibitorom je v8ak nedostatok
udajov o ukladani A plakov v mozku u transgénnych
mysi, ako aj o ich behaviordlnych pochodoch. Ludia trpia-
ci AD vykazovali zli toleranciu na liec¢ivo obsahujtce ttto
latku. BMS-708163 dosiahol fazu I-klinického testovania,
v stcasnosti prebieha II. faza'?.

PF-3084014

Novy aminotetralinovy derivit PF-3084014 vyvinuty
firmou Pfizer je G¢inny inhibitor y-sekretdzy, bez vplyvu na
Notch. In vitro je to nekompetitivny, reverzibilny inhibitor
ysekretdzy s IC, = 6,2 nM'®. V tkanivovych kultdrach je
hodnota IC,) = 1915 nM a javi sa ako slaby inhibitor voci
Notch. Vyhodou je dobry prienik cez hematoencefalicki
bariéru, dlhotrvajuci efekt na redukcii hladiny A u zvierat
a ziadny rebound fenomén pre plazmaticky amyloid Af.
Podobne ako pri BSM-708163 je aj pre tento inhibitor
nedostatok tdajov o ukladani Af plakov v mozgu u trans-
génnych mysi, ako aj o ich behaviordlnych pochodoch.
Testovanie tohto inhibitora na AD bolo tieZ prerusené.

GSI-953 (Begacestat)

Tiofénovy sulfonamid je ucinny inhibitor y-sekretazy
vyvinuty firmou WEYTH. Inhibuje produkciu Af a jeho
inhibi¢nd koncentracnd acinnost sa prejavuje in vitro
(IC,, = 8 nM) aj in vivo (Af3, ,,: IC, = 15 nM)". Bun-
kové $tadie Notch Stiepenia ukdzali, Ze tato zlicenina je
17-nasobne selektivna pre inhibiciu Stiepenia APP.
(Notch EC, = 208,5 nM). Pri Tg2576 mySiach spdsobi-
li vysoké davky zniZenie Af3, _, hladiny v mozgu (60%
inhibicia), v CSF (90% inhibicia) a v plazme. NizZ$im
davkovanim sa tieto hladiny zredukovali len v mozgu
a plazme. GSI-953 zlepSuje pamit u transgénnych mysi,
no neznizuje A3, , hladinu v CSF u Iudi s AD. Toto lie-

1-40
¢ivo je v druhej faze klinického testovania.

ELND-006

Je to inhibitor y-sekretizy vyrobeny spolo¢nostou Elan
Pharmaceuticals. U bunkovych a enzymatickych Stadiach
ukazuje ELND-006 selektivitu pre APP, inhibiciu APP
a Stiepenie Notch s IC,; = 0.34 a 5,3 nM*”. Vyhodou tej-
to latky je to, Ze je bez Notch vplyvu, méd dobrd mozgovi
priechodnost a zniZuje hladiny A v mozgu u transgén-
nych mysi. Nevyhodou je rebound fenomén v plazme
u zvierat a nedostatok udajov o behaviordlnych pocho-
doch u AD modeloch zvierat. ELND-006 sa v sucasnosti
nachddza v prvej faze klinického testovania.

Vyvoj dalSich potencialne icinnych inhibitorov
¥sekretazy

K dal§im zaujimavym inhibitorom J-sekretdzy patria
tricyklické sulfony®V. Ich inhibi¢na aktivita bola skima-

na in vitro stanovenim agregacie Af3,  a niektoré derivaty
boli vybrané pre in vivo testy na mySiach?> 23, Struktiry
tricyklickych sulfénov, ktoré vykazovali najlepS$iu aktivi-
tu, st znazornené na obrazku 4 a ich prislu§né hodnoty
IC, st zhrnuté v tabulke 1.

Pozoruhodné hodnoty IC,, vykazovali tricyklické sul-
fony, ktoré mali naviazané substituenty v polohe C-6 ale-
bo iSlo 0 kombiniciu hydroxy skupiny na uhliku 6 a sul-
fonamidovej skupiny na uhliku 8.

7. derivatov, ktoré mali naviazané substituenty
v polohe C-6 boli najucinnejsie deriviaty 1-8 s hodnota-
mi IC, ) v rozmedzi 8-50 nM. Pri porovnani tychto ana-
l6gov sa zistilo, Ze sulfonamidové analdgy 4 a 5 boli
5-ndsobne menej aktivne nez ich sulfénové analogy
1-3. Aj aminoskupina md vyznamu tlohu pre aktivitu.
Primarny amin 6 mal IC, = 12 nM, no sekundarny amin
7 a terciarny amin 8 boli 3-ndsobne menej aktivne.

cl R
1-8

9-12

Obr. 4. Tricyklické sulfony ako inhibitory ysekretdzy

Tab. 1. Derivaty tricyklickych sulfénov a ich inhibicéné aktivity®”

Derivat X R IC50 (nM)
1 SO2Et H 15
2 SO, iPr H 8
3 SO,Me H 9
4 SO,NHMe H 37
5 SO,NMe, H 50
6 NH, H 12
7 NHMe H 40
8 NMe, H 31
9 CF, Cl 21
10 C,H; Cl 29
11 CF, CF, 23
12 CH, Cl 212

Pri pouziti kombinécie hydroxy skupiny na uhliku 6
a sulfonamidovej skupiny na uhliku 8 bola pripravend
séria tricyklickych sulfénov, z ktorych 3 latky vykazova-
li hodnoty IC,, v nanomolarnej koncentracii. Ide o deri-
vaty 9 (IC,, = 21 nM), 10 (IC,; = 29 nM) a 11 (IC,, =
23 nM). Zistilo sa, Ze nahradenim cyklopropylsulfona-
midu u latky 10 za cyklobutylsulfonamid u latky 12
dojde k 7-nasobnému poklesu inhibi¢nej aktivity.

Aj napriek dobrym hodnotdm IC, u anal6gov substi-
tuovanych v polohe C-6, tieto neboli testované in vivo na
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Tab. 2. Hodnoty inhibi¢nych aktivit pri in vitro a in vivo Tab. 4. In vitro a in vivo hodnotenie diamido-amino
testovani?? imidazolov®®
Ap,, redukcia i
.. IC. (M IC., (nM) 4 Ap redukcia
Derivat . nfe”rf,bré)ne na A 0 A Vl ortex:ay Derivat R! IC,, (nM) v kortexe
a plazme (%) a plazme (%)
9 21 11,33 33,58 21 ;-,__J(,coonne 1.2 32
10 29 3,9 71,77 22 Je H> 0,9 43
11 23 80, 51 48,59 23 z.k/L:,N, 1,1 50, 60
Tab. 3. Hodnoty IC,, APP/Notch selektivita a metabolickd stabilita derivdtov 13-20%"
% latky
.. APP/Notch .
Derivat R R1 R2 R3 IC,, (maM) selekfivita metabolicky
oxidovanej
13 H H H H 2 90 16,46
e CF3
14 E@ H H H 14 276 16,69
N,_CFy
15 &JT\/J H H H 16 262 33,37
16 ‘gds,\j\m H H H 29 282 1.0
N_CFy
17 }JT\) F H H 4 147 37,50
N,_.CF;
18 %E; H F H 10 195 55,76
- N,_.CFy
19 17 H H F 22 191 68,92
P
20 18.5 H H H 8 216 55,72
X .. - s . Cl Cl
mysSiach. Zaujimava kombindcia hydroxy skupiny na C-6
a sulfonamidovej skupiny na C-8 poskytla derivity, kto-
ré boli vybrané pre in vivo testovanie. Vysledky si zné-
zornené v tabulke 2. NajlepSie vysledky vykazovala OQSQOR
molekula 10, ktord inhibovala 77 % hladiny Af, v plaz- N
me a 71% hladiny Af3, v kortexe 3 hodiny po ordlnom
aplikovani mySiam (30 mg/kg) (tab. 2). N
DalSiu skupinu novych inhibitorov j-sekretdzy pred- HN~N HN=N

stavuja [3.3.1] bicyklické sulfonamidové pyrazoly®». Na
obrazku 5 su znazornené bicyklické sulfonamidové pyra-
zoly, ktoré vykazuju vysoku ucinnost, dobra APP/Notch
selektivitu a st metabolicky stabilné. Hodnoty IC,,
APP/Notch selektivita aj metabolick4 stabilita st znazor-
nené v tabulke 3.

Jednym z derivatov, ktoré vykazuji vysokud in vitro
ucinnost aj primerani APP/Notch selektivitu je derivat
13. V in vivo testoch u mysi dokazal zredukovat 36 %
hladiny Af3,, v kortexe® Testy in vivo s pouZitim potka-
nich a ludskych mikrozomov z pefene poukdzali na
metabolicku stabilitu tohto derivatu®.

Zavedenie lipofilnej elektronakceptornej skupiny v para
polohe sulfonamidu poskytlo 3 derivity bicyklickych
pyrazolov (14-16)?7. Zaclenenie fluéru na uhlik 6 fenylo-
vého jadra zohréva doleZiti tlohu pri aktivite resp. stabili-
te. Derivaty 17 a 18 maji vysoké hodnoty IC,, aj dobri
metabolicku stabilitu, no mierny pokles APP/Notch selek-
tivity. Derivét 19 je najlepSou kombinéciou G¢innosti, oxi-
dacnej stability aj APP/Notch selektivity.

U latky 20, pri ktorej bol do polohy 6 naviazany hete-
roarylovy substituent, bola zistend dobrd stabilita, d¢in-
nost aj selektivita. Tato latka spolu s analégom 19 boli
testované in vivo u my$i. Zvieratdm sa podavala peroral-

Obr. 5. Bicyklické sulfonamidové pyrazoly

H (e} N=\
F N\:)kNJ\/N\&
0 r H
F
Obr. 6. Diamido-amino imidazoly

ne davka 10 mg/kg. Po 3 hodinich sa u latky 19 zistila
21% redukcia A3, a u latky 20 3% redukcia Af3,; v kor-
texe.

Do série dal§ich potencidlne ucinnych inhibitorov
y-sekretazy patria diamido-amino imidazoly?®. DAPT
(N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenyl-
glycine t-butyl ester), aktivny inhibitor y~sekretazy, je
zaujimavy pre svoju dobru inhibi¢nu aktivitu (0,02 uM)
a nizku molekulovii hmotnost*. Na zaklade farmako-
kinetickych vlastnosti sa vSak zistilo, Ze jeho rerc-butyl
esterovd skupina je potencidlne nestabilnid. Z tohto
dovodu boli pripravené nové derivity DAPT, pri kto-
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rych sa nahradila esterova skupina inymi funk&nymi
skupinami. Ide o sériu inhibitorov, ktoré obsahuju
-amin na imidazole (obr. 6).

Tieto molekuly boli testované in vitro metédou na
sledovanie ovplyvnenia hladiny Af a aj in vivo met6-
dou na morcéatach'* 39, Zo série pripravenych deriva-
tov mali najlepSiu ucinnost derivaty 21, 22 a 23. Naj-
lepSie hodnoty si spdjané s tym, Ze substituenty
naviazané na molekule maji rozvetveny retazec. Pri in
vivo testovani na morcatich v priebehu 3 hodin bola
u derivatu 21 zaznamenand 32% redukcia Af,,
a u pyrolidinového derivatu 22 to bola 43% redukcia
Af3,, v mozgu. Pri naviazani sekundarneho aminu mal
najlepSiu hodnotu IC,, (1,1 nM) analég 23. Pri tomto
analogu sa zistila 60% redukcia amyloidu v plazme
a 50% v kortexe (tab. 4). In vivo Studia naznacili nut-
nost dalSej optimalizicie selektivneho profilu alebo
distribu¢nych vlastnosti na ziskanie terapeutického
indexu.

Analégy amino-kaprolaktdimu predstavuja dalSiu sku-
pinu potencidlne u¢innych inhibitorov 7-sekretizy?Y.

Obr. 7. Amino-kaprolaktamové inhibitory y-sekretdzy

Tab. 5. Hodnoty inhibic¢nej aktivity a APP [ Notch selektivity
derivdtov 24-32%?

Derivat R ICSO APP/Notch  Redukcia
(nM) selektivita Ap (%)
24 1700 - -
25 81 - -
26 3 - -
27 12 - -
28 7 6 -
29 9 2 -
30 8 3 32
N.
31 [y 6 0.6 20
LN ‘.
N\
&7} E D\X 15 2 26
N’ :

Tieto molekuly boli odvodené od amino-kaprolaktim-
benzénsulfonamidu 24, ktory mal priazniva hodnotu IC,
(1,7 uM). Derivaty amino-kaprolaktdmu, ktoré vykazo-
vali priaznivé Uc€innosti, boli pripravené substiticiou
benzylového kruhu u sulfonamidu 24 za ind funkénid
skupinu (obr. 7).

Najlepsie ucinnosti dosiahli derivaty 25, 26 a 27.
Kvoli priaznivym hodnotdm IC, boli pripravené aj ana-
16gy tychto troch derivatov. Substiticia derivitu 25
poskytla analég 28, ktory ukazoval najlepSiu kombindciu
ucinnosti a selektivity, ale zaznamenal oxidacni metabo-
lickd nestabilitu. Benzylamid 29 m4 najlepSiu d¢innost
(IC,,=9 nM) a APP/Notch selektivitu. Tri analogy odvo-
dené z derivatu 27 vykazovali nizku nanomoldrnu d¢in-
nost (tab. 5). I8lo o analégy 30, 31, 32 a boli poskytnuté
na in vivo testovanie aj napriek svojej relativnej
APP/Notch selektivite.

V tabulke 5 su tieZ zobrazené 3 inhibitory y-sekretazy,
ktoré boli testované in vivo pre redukciu Af3,) v mozgu
u mysi. U vSetkych troch inhibitoroch bola pozorovana
redukcia hladiny Af,.

Tato séria inhibitorov j-sekretdz dokézala, Ze okrem
toho, Ze ide o latky, ktoré neovplyviiuji Notch, tak doka-
7u redukovat A3 v mozgu’?.

Zaver

Af3 je vytvarany proteolytickymi pochodmi z trans-
membranového peptidu APP. Tento peptid modZe byt
Stiepeny dvoma protedzami oznacovanymi ako
o- a f3-sekretdzy. Dominantnt alohu v priebehu AD
prebera predovietkym f-sekretdza. Takéto Stiepenie na
N-konci vedie k tvorbe rozpustného fragmentu
(sAPPf3) a produktu spojeného s membranou, C-kon-
cového fragmentu, ktory nasledne podlieha hydrolyze
za Casti y-sekretdzy vytvarajucej A3, a Af3,,. Ucast
oboch enzymov je pre patologicky priebeh AD S$peci-
fickd a vedie tak k tvorbe f-amyloidnych plakov.
Z tychto dovodov je venované znacné usilie k ndjdeniu
inhibitorov f3- s y-sekretazy.

¥-sekretdza je nukleoproteinovy komplex zloZeny zo 4
Casti, presenilin (PS)-1 a (PS)-2 sa zdaju byt zodpovedné
za enzymatické pochody zucastiiujice sa Stiepenia APP.
Z predstavenych latok dosiahlo 6 klinického testovania
(LY-450139, MK-0752, BMS-708163, PF-3084014, GSI-
953 a ELND-006) a dalSie latky ako napr. amino-kapro-
laktamové derivaty alebo bicyklické sulfénové pyrazoly
slubuju zaujimavy terapeuticky profil. Napriek tymto fak-
tom sa doteraz nepodarilo Ziadny z inhibitorov }-sekreta-
zy zaviest do klinickej praxe pre boj s AD.

Konflikt zaujmu: Ziadny.
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Z CINNOSTI FARMACEUTICKYCH SPOLECNOSTI

® Pod ochranou sv. Dymphny
— LIV. sympozium z historie
farmacie a veterinarni
mediciny

Jarni setkani historikti farmacie, zvérolékaistvi a medi-
ciny, konané 4. dubna 2012 v sdle divadla Za plotem
v aredlu Psychiatrické 1écebny Bohnice v Praze 8 bylo
vénovano oslavé Zivotnich jubilei osobnosti ¢eské farma-
ceutické historiografie — RNDr. Zdetika Hanzlicka
a RNDr. Pavla Driabka. Na organizaci se podilely Sekce
d&jin farmacieCeské farmaceutické spolecnosti (CFS)
a Spole¢nosti pro d&jiny vé&d a techniky, Ceské farmaceu-
tické muzeum, Ceskd lékarnickd komora, Veterindrni
a farmaceuticka univerzita Brno a Psychiatricka 1éCebna
Bohnice.

Po zahdjeni sympozia a zdravicich feditele Psychia-
trické 1écebny Bohnice M. Hollého, mistopiedsedy
vyboru CFS P. Grodzy a viceprezidenta Ceské lékarnic-
ké komory S. Havlicka zaznéla laudatia obou oslavenct
(P. Drabek a M. Lisd). Podékovani za Stitni dstav pro

kontrolu 1é¢iv se ujala O. Hanzlickova. Prvni ¢ast pro-
gramu uzaviel milym pfispévkem a blahopfanim
J. Solich. Odbornou ¢4st programu oteviela H. Richtaro-
va, kterd se vénovala Zivotu svaté Dymphny, patronky
(nejen) duSevné nemocnych. L. Novicek vystoupil
s pfednaSkou Farmacie v Praze a Brné, J. Kvétina pfi-
tomné sezndmil s publikaci Farmakologické curriculum
na uzemi Cech, Moravy a Slezska. Pfispévek E. Barany-
iové Zvirata a Freudovo kanapicko byl zaméfen na beha-
viordlni poruchy zvifat a vyvoj jejich 1écby. Vliv prav-
dépodobného psychického onemocnéni na tvorbu
sochafe F. X. Messerchmidta ve své praci analyzoval M.
Marsilek. Osobé sv. Dymphny a déjindm psychiatrické
péce se vénoval také J. Pomykacz. Pfednaskové odpo-
ledne uzaviel K. Cerny piispévkem Farmakoterapie
v evropské Iékarské literatufe o moru v obdobi
1480-1730.

Program zavrSila exkurze aredlem a nékterymi oddé-
lenimi Psychiatrické 1é¢ebny Bohnice pod vedenim
Mgr. Jana Pomykacze, kterému také za organizaci sym-
pozia patfi zvlastni podékovani. Pristi, 55. sympozium,
se uskute¢ni 21. listopadu 2012 v prostordch VFU Brno.

Jan Babica

—



