¢ (11) Cislo dokumentu:
PATENTOVY SPIS 307 201

(13) Druh dokumentu: B6

(21) Cislo piihlasky: 2015-428 (51) Int. CL:
19 o
G (22) Prihlaseno 24'"?'5015 AGIK 31/575  (2006.01)
REPUBLIKA (40) Zveteineno: 04.01.2017 A6IK 31/15 (2006.01)
(Véstnik ¢. 1/2017)
v A6IK 31/44 (2006.01)
(47) Udéleno: 31.01.2018
o AG6IK 31/505  (2006.01)
(24) Oznameni o udéleni ve véstniku: 14.03.2018
(Véstaik & 11/2018 AGIK 31/33 (2006.01)
K & ) AGIK 31/047  (2006.01)
AGIP 25/28 (2006.01)

A6IK 31/7016 (2006.01)

URAD )
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(56)  Relevantni dokumenty:
A. J. M. Rasras a kol.: "Synthesis and antimicrobial activity of cholic acid hydrazone analogues” European Journal of Medicinal Chemistry 45, 2307-
2313 (2010).
WO 2014/036377 Al, CZ 2012-326 A3.

CZ 307201 B6

(73)  Majitel patentu: ¥
Vysoka §kola chemicko-technologicka v Praze, PN

H., <
Praha 6 - Dejvice, CZ ' I W AR{OWN)

(72)  Pavodce: OH
Ing. Robert Kaplanek, Ph.D., Praha 10, CZ
MSc. Cosimo Walter D acunto, Ph.D., Baronissi,
Salermo 840 81, IT
Ing. Tomas Btiza, Ph.D., Praha 4 - Kunratice, CZ
Ing. Helena Gbelcova, Ph.D., Jablonica, SK
Ing. Martin Havlik, Ph.D., Praha 6, CZ
Ing. Jakub Rak, Plzen, CZ
Ing. Zdenék Kejik, Ph.D., Sokolov, CZ
doc. Ing. Bohumil Dolensky, Ph.D., Praha 4, CZ
prof. Ing. Toma§ Ruml, CSc., Praha 10, CZ
prof. RNDr. Vladimir Kral, CSc., Praha 2, CZ

v
OH

(54) Nazev vyndlezu:
PouZiti cholylhydrazoni k prevenci a 1é¢bé
Alzheimerovy choroby a dalSich
neurodegenerativnich poruch a onemocnéni

(57) Anotace:
Predmétem vynalezu je pouziti cholylthydrazona
(hydrazont kyseliny cholové) majici substituovanou
2-hydroxyarylovou nebo 2-N-(hetero)arylovou
skupinu. Latky vzorce VI potlacuji vznik amyloidu
beta (AP). redukuji jeho toxické acinky na buitky.
chelatuji ionty biologicky v¥znamnych kovi a
snizuji oxidaéni stres a lze jich tak pouZit k pfipravé
terapeutik pro prevenci a [é&bu Alzheimerovy
choroby a dalSich neurodegenerativnich poruch a
onemocnéni.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 307201 B6

Pouziti cholylhydrazoni k prevenci a 1é&bé Alzheimerovy choroby a dalSich
neurodegenerativnich poruch a onemocnéni

Oblast techniky

Vynalez se tyka pouziti cholylhydrazond (hydrazond kyseliny cholové) jako terapeutik pro
prevenci a lécbu Alzheimerovy choroby a dalsich neurodegenerativnich poruch a onemocnéni,
Jako je Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba, amyotroficka lateralni skleroza,
Creutzfeldt—Jakobova choroba, transmisivni spongiformni encefalopatie, hereditarni cerebralni
angiopatie a dal3i amyloiddzy.

Dosavadni stav techniky

Amyloidozy vyvolavaji celou fadu patologickych stavi, zahrnujici neurodegenerativni poruchy a
onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba,
amyotroficka lateralni skleréza, Creutzfeldt-Jakobova choroba, transmisivni spongiformni
encefalopatie, hereditirni cerebralni angiopatic a jiné amyloidézy. Na celém svéte trpi
Alzheimerovou chorobou nebo pfibuznymi typy neurodegenerativnich onemocnéni vice nez
40 miliont lidi a toto &islo se kazdorotné zvy3uje; odhaduje se, Ze v roce 2010 by mohlo byt
postizeno az 100 milion lidi. Ze statistickych dat je patrné, ze 2 ze 3 lidi postizenych
Alzheimerovou chorobou jsou zeny a Ze onemocnéni je nejvice rozsifeno v zapadni Evropé¢ a
Severni Americe.

Soufasna medicina tyto choroby doposud nedovede uginné Ié¢it, pouze zpomalit
neurodegeneraéni proces. Jednim z hlavnich problémd p#i hledani vhodné lécby je fakt, ze
molekularni a bunécné mechanismy vedouci k témto chorobam jsou dosud neznamé. Ke vzniku
neurodegenerativnich onemocnéni, zejména Alzheimerovy choroby prispiva celd fada faktorii.
Nejvyznamnéjsim faktorem je abnormalni intracelularni nebo extracelularni hromadéni
peptidovych agregatii, a to bud've formé rozpustnych oligomerd ¢&i fibril, nebo nerozpustnych
plaki. Tyto plaky jsou tvofeny agregaty amyloidu, peptidi riizné velikosti, obvykle sestavajicich
z 36 az 43 aminokyselinovych jednotek. Tvofi se enzymatickym §tépenim vétsich
transmembranovych proteind, nazyvanych amyloidni prekurzorové proteiny (APP). Amyloid
beta (AP) je tvofen ve dvou isoformach 1-40 AP a 1-42Ap. 1-42A[3 ma tendenci agregovat a
tvorit fibrily, které se ukladaji na neuronech a tvoii plak [M. F. Beal, A. E. Lang, A. C. Ludolph:
Neurodegenerative Diseases: Neurobiology, Pathogenesis and Therapeutics. Cambridge
University Press Publ., 2005, ISBN 978—0-511-54487-3; S. 1. Ahmad (Ed.): Neurodegenerative
Diseases. Springer Publ., 2012, ISBN 978-1-4614-0653-2]. Mechanismus vzniku agregath je
reverzibilni, monomery a fibrily jsou v dynamické rovnovaze. V soucasné dobé Jesté neni presné
znamo, zda toxicita zptisobena tvorbou plaku nebo ptitomnosti monomert. Oxidaéni stres a
tvorba volnych radikali a zvysené hladiny ionti nékterych biologicky vyznamnych kovi (Fe, Cu,
Al a Zn) také pfispivaji k neurotoxicit¢ [M. F. Beal, A. E. Lang, A. C. Ludolph:
Neurodegenerative Diseases: Neurobiology, Pathogenesis and Therapeutics. Cambridge
University Press Publ., 2005, ISBN 978—0-511-54487-3; S. I. Ahmad (Ed.): Neurodegenerative
Diseases. Springer Publ., 2012, ISBN 978-1-4614-0653-2].

Jednim z moznych zpiisobi prevence a lécby neurodegenerativnich onemocnéni je sniZeni
koncentrace iontli biologicky vyznamnych kovii (napt. Fe, Cu, Al a Zn). V klinickém testovani je
nékolik chelatord, napt. desferrioxamin a clioquinol; jejich selektivita a G&innost viak neni prili§
vysoka. Nova strategie miize byt zalozena na pouziti multifunkénich molekul, které dokazi
chelatovat ionty kovi, maji schopnost pronikat pies hematoencefalickou bariéru a snizovat riizné
faktory vedouci k neurodegeneraci, napi. redukovat oxidaéni stres & modulovat aktivitu
specifickych enzymid. Jednim z typa latek vykazujicich kombinovany ucinek proti
neurodegenerativnim chorobam jsou hydrazony. Tyto latky vykazuji Siroké spektrum
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biologickych u&inki: antimikrobialni, antimykobakterialni, antiviralni, fungicidni, antiviralni,
protimalarické &i protirakovinné G¢inky [Z.D. Liu, R.C. Hider: Design of iron chelators with
therapeutic application Coord. Chem. Rev. 2002, 232, 151-171; T. F. Tam, R. Leung-Toung, W.
Li, Y. Wang, K. Karimian, M. Spinoet: Iron Chelator Research: Past, Present, and Future Curr.
Med. Chem. 2003, 10, 983-995; S. Rollas, S. G. Kiigiikgiizel: Biological Activities of Hydrazone
Derivatives. Molecules 2007, 12, 1910-1939; B. Narasimhan, P. Kumar, D. Sharma: Biological
activities of hydrazide derivatives in the new millennium. Acta Pharm. Sci. 2010, 52,169-180; A.
J. M. Rasras, T. H. Al-Tel, A. F. AL.Aboudi, R. A. Al-Qawasmeh: Synthesis and antimicrobial
activity of cholic acid hydrazone analogues. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 2307-2313; G. Uppal,
S. Bala, S. Kamboj, M. Saini: Therapeutic Review Exploring Antimicrobial Potential of
Hydrazones as Promising Lead. Pharma Chem. 2011, 3, 250-268; P. Kumar, B. Narasimhan:
Hydrazides/Hydrazones as Antimicrobial and Anticancer Agents in the New Millennium. Mini—
Rev. Med. Chem. 2013,13, 971-987].

Utinek hydrazonii jako terapeutik pro prevenci a lé¢bu neurodegenerativnich onemocnéni a
poruch miize byt zalozen na kombinaci nékolika mechanismi G¢inku: potlateni tvorby amyloidu
beta, na komplexaci iontii kovii, potlateni tvorby reaktivnich kyslikatych &astic, inhibici enzymd,
zejména cholinesterdz [E. A. Malecki, J. R. Connor: The Case for Iron Chelation and/or
Antioxidant Therapy in Alzheimer's Disease. Drug Develop. Res. 2002, 56, 526-530; R. Leon, A.
G. Garcia, J. Marco—Contelles: Recent Advances in the Multitarget—Directed Ligands Approach
for the Treatment of Alzheimer's Disease. Med. Res. Rev. 2013, 33, 139-189; C. A. Perez, Y.
Tong, M. Guo: Iron Chelators as Potential Therapeutic Agents for Parkinson's Disease. Curr.
Bioactive Comp. 2008, 4, 150-158; X. Li, J. Jankovic, W. Le: Iron chelation and neuroprotection
in neurodegenerative diseases. J. Neural. Transm. 2011, 118, 473-477; A. Gaeta, R. C. Hider:
The crucial role of metal ions in neurodegeneration: the basis for a promising therapeutic
stratégy. Brit. J. Pharmacol. 2005, 146, 1041-1059; M. Catto, F. Arnesano, G. Palazzo, A. De
Stradis, V. Calo, M. Losacco, R. Purgatorio, F. Campagna: Investigation on the influence of (Z)-
3—(2—(3—chlorophenyl)hydrazono)-5,6—dihydroxyindolin-2—one  (PT2) on B-amyloid(1-40)
aggregation and toxicity. Arch. Biochem. Biophys. 2014, 560, 73-82; M. Prinz, S. Parlar, G.
Bayraktar, V. Alptuzun, E. Erciyas, A. Fallarero, D. Karlsson, P. Vuorela, M. Burek, C. Forster,,
Daniela Karlsson et al.: 1,4-Substituted 4—~1H)—pyridylene-hydrazone—type inhibitors of AChE,
BuChE, and amyloid—B aggregation crossing the blood—brain barrier. Eur. J. Pharm. Sci. 2013,
49, 603-613; K. Kawagoe, K. Motoki, T. Odagiri, N. Suzuki, C.J. Chen, T. Mimura: Preparation
of benzaldehyde or heterocycle carboxaldehyde hydrazone derivatives as inhibitors of
agglutination and/or deposition of an amyloid protein or amyloid-like protein. Patent wO
2004087641 A1, 2004; U. Holzgrabe, V. Alptuezuen: 4-Hydrazono—1,4-dihydropyridine
derivatives for the treatment of neurodegenerative disorders. Patent WO 2010/42642 Al, 2010;
E. Wanker, T. Wiglenda, J.T. Babila, A. Boeddrich, M. Schmidt, S. Neuendorf, F. Schiele:
Hydrazones as enhancers of protein degradation and their preparation and use in the treatment of
huntingtin—related disorders. Patent WO 2011/020883 A1, 2011 a Patent EP 2 287 149 Al, 2011;
A. Wiestner, Y. Ye, Q. Wang, W.C. Trenkle, B.A. Shinkre: Hydrazone and diacylhydrazine
derivatives as ERAD inhibitors and their preparation, pharmaceutical compositions and use in the
treatment of diseases. Patent WO 2011069039 A1, 2011.].

V neddvné dobé byla pripravena a publikovana série cholylhydrazoni (hydrazont kyseliny
cholové) se substituovanymi arylkarbaldehydy a arylketony a u téchto cholylhydrazonii byla
testovana jejich antimikrobialni aktivita [A. J. M. Rasras, T. H. Al-Tel, A. F. Al. Aboudi, R. A.
Al-Qawasmeh: Synthesis and antimicrobial activity of cholic acid hydrazone analogues. Eur. J.
Med. Chem. 2010, 45, 2307-2313] a protirakovinna aktivita [J. Rak, R. Kaplanek, T. Stulcova, P.
Dragar, M. Havlik, T. Bfiza, P. Dzubak, M. Hajduch, P. Konecny, J. étépe’mkové, J. Kralova, V.
Kral: Cholylhydrazony a jejich pouziti k 1é¢bé nadorovych onemocnéni a leukémii. Patent
CZ 305607 B6(2015)].
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PouZiti cholylhydrazonii majici substituovanou 2-hydroxyarylovou nebo 2—N—(hetero)arylovou
skupinu k prevenci a 1é¢b& Alzheimerovy choroby a dalsich neurodegenerativnich poruch a
onemocnéni jsou pfedmétem tohoto patentu.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vyndlezu je pouziti cholylhydrazont (hydrazoni kyseliny cholové) Jjako terapeutik k
prevenci a Ié¢b& Alzheimerovy choroby a dalich neurodegenerativnich poruch a onemocnéni.

Pfedmétem vynalezu je pouziti cholylhydrazoni vybranych ze skupiny
N '-(2-hydroxy-3-methoxybenzyliden)cholylhydrazon (vzorec I),

N'—((3—hydroxy—5—(hydroxymethyl}—2—methylpyridin—4—yl)methyliden)cholylhydrazon vzorec
II (derivatu pyridoxalu),

N—=(5—-butyl)-2-hydroxybenzyliden)cholylhydrazon vzorec I,

N
°N
I
OH O HO
OH ()

OH

N~(chinolin—2—ylmethyliden)cholylhydrazon vzorec IV,
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N\N/ '\
|
OH 0] N~
OH (av)
OH

a N'—(di(pyridin—2—yl)methyliden)cholylhydrazon vzorec V,

Latky vzorce 1=V potlatuji vznik amyloidu beta (AB), redukuji jeho toxické dcinky na burky,
chelatuji ionty biologicky vyznamnych kovii a snizuji oxidaéni stres a je tak mozné je vyuZzit pro
pfipravu lé¢iva pro prevenci a lé¢bu Alzheimerovy choroby a dalSich neurodegenerativnich
poruch a onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba, amyotroficka
lateralni skleréza, Creutzfeldt-Jakobova choroba, transmisivni spongiformni encefalopatie,
hereditarni cerebralni angiopatie a dalsi amyloidézy.

Objasnéni vykresu

Obréazek 1 znazorituje proliferaéni kfivky. SHSYSY buiiky byly vystaveny piisobeni latek vzorce
I-V po dobu 0, 24, 48 a 72 h. DMSO byl pouzit jako referenni latka. Test proliferace byl
proveden s pouzitim redukce WSTI (2—~(4—jodphenyl)-3—(4-nitrofenyl)}-5—2,4—disulfofenyl)—
2 H-tetrazolium) pomoci spektrofotometrického méfeni.

Obrazek 2 znazoriiuje ELISA test pro detekci 1-42 amyloidu beta. Supernatanty z SHSY5Y—
APPswe bun&k inkubovanych v piitomnosti 1 pM testovanych latek, a nebo DMSO (kontrola) po
dobu 72 hodiny byly analyzovany pomoci ELISA testu pro detekci 1-42 amyloidu beta (1-42
AB). Vysledky jsou uvedeny v OD pti 450 nm. Clioguinol (5—hlor—7—jodchinolin-8—ol) byl
pouzit jako pozitivni kontrola.

Obrazek 3 znazoriiuje test vlivu externé pridaného amyloidu beta (AB) na preziti bungk.
SHSY5Y buiiky byly inkubovany s 5 ng/ml 1-42 isoformy amyloidu beta (AB) v pfitomnosti 1
uM testovanych latek a nebo DMSO (kontrola, 2. sloupec v grafu) po dobu 48h. Test bunééného
pieziti byl proveden s pouzitim redukce WSTI (2—(4—jodpheny!)-3—(4-nitrofenyl)-5—+2,4—
disulfofenyl)-2Htetrazolium) pomoci spektrofotometrického méfeni. Vysledky jsou uvedeny
jako % zivych bun&k, referenéni vzorek (DMSO bez pfidancho AB) je vztazen na 100% (1.
sloupec v grafu).

Obrazek 4 znazoriuje detekci celularnich reaktivnich kyslikatych &astic (ROS). SHSYS5Y-
APPswe buiiky byly inkubovany po dobu 72 hodin s I uM testovanych latek. DMSO byl pouzit
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Jako kontrola. Test produkce ROS v buiikach byl proveden pomoci fluorescenéni sondy DCFDA
(2',7—dichlorfluorescein diacetatu). Vysledky jsou uvedeny jako intenzita fluorescence DCF,
detekovaného pomoci fluorescencni spektroskopie s excitaci pfi 495 nm a emisnim spektrem pfi
529 nm. Peroxid vodiku (H,0,) byl pouzit jako pozitivni kontrola testu.

Obrazek 5 znazorfiuje titratni kiivku pro UV/VIS titraci N—((3-hydroxy—5—(hydroxymethyl)}-2—
methylpyridin—4-yl)methyliden)cholylhydrazon (vzorce 1) méd’natymi ionty v rozmezi A = 200~
900 nm.

Obrazek 6 znazoriiyje titraéni kiivku pro UV/VIS titraci N'~((3-hydroxy~5—(hydroxymethyl)-2—
methylpyridin—4-yl)methyliden)cholylhydrazon (vzorce II) méd’natymi ionty pii A = 320 nm se
stanovenim stechiometrie komplexu.

Znaceni latek v obrazcich: 3MeOSA: N—2-hydroxy-3-methoxybenzyliden)cholylhydrazon
(vzorec I); 5tBuSA: N—(5—(t-butyl)-2-hydroxybenzyliden)cholythydrazon (III); Px: N'—«((3—
hydroxy—5—(hydroxymethyl)-2—-methylpyridin—<4-yl)methyliden)cholylhydrazon (vzorec II);
Q: N—(chinolin—2-ylmethyliden)cholylhydrazon (vzorec IV); PyCopy: N<(di(pyridin—2—
yDmethyliden)cholylhydrazon (vzorec V).

Vlastnosti, proliferace neuroblastomovych bunék, potlateni vzniku amyloidu beta (AB), redukce
toxickych a¢inkd amyloidu beta (AB) na buiky, sniZeni oxida¢niho stresu pomoci
cholylhydrazonii vzorce I-V a jejich komplexa¢ni vlastnosti vii¢i iontéim biologicky vyznamnych
kovii jsou doloZeny nésledujicimi priklady, aniz by jimi byly jakkoliv omezeny.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1. Test proliferace SHSY5Y neuroblastomovych bunék

Jako model neuroni pro méfeni vlastnosti cholylhydrazoni byly pouzity SHSY5Y
neuroblastomové buiiky. Pro stanoveni koncentrace latek vzorce -V, pfi které dochazi k
otekavanému biologickému ucinku, ale kterd jest€ neni pro testované burky toxicka, byl
proveden test proliferace SHSYSY neuroblastomovych bunék. Na zakladg predbéznych vysledki
ziskanych méfenim na nadorovych bun&&nych liniich byla zvolena koncentrace latek 1 uM.

Byl proveden WSTI proliferacni test na SHSYS5Y neuroblastomovych buiikach vystavenych
pusobeni latek vzorce I~V v koncentraci 1 pM po dobu 24, 48 a 72 hodin. Vysledky testu
ukazuji, Zze testované latky (3MeOSA: N—(2~hydroxy-3-methoxybenzyliden)cholylhydrazon
(vzorec I); 5tBuSA: N'—(5—(t-butyl)-2-hydroxybenzyliden)cholylhydrazon (If); Px: NMH(3-
hydroxy—5—(hydroxymethyl)-2-methylpyridin—4-yl)methyliden)cholylhydrazon (vzorec I0); Q:
N—(chinolin—2-yIlmethyliden)cholylhydrazon (vzorec IV); PyCopy: N—(di(pyridin—2—
yDmethyliden)cholylhydrazon (vzorec V) nebyly toxické pfi této koncentraci a proto jsou vhodné
pro testovani jako potencialnich terapeutik pro prevenci a 1é¢bu neurodegenerativnich poruch a
onemocnéni. Obrazek 1 znazorfiuje proliferadni krivky.

Pfiklad 2. Potla¢eni vzniku amyloidu beta (AP)

Dopaminergni neuroblastomové buiiky SHSYSY byly zvoleny jako model neuronalnich bun&k.
Pro vytvofeni modelu blizkého buitkdim postizenych neurodegeneraci (napt. Alzheimerovou
chorobou) byl do bung&k SHSY5Y vloZen pomoci elektroporace plasmid nesouci gen pro vysokou
expresi amyloid beta proteinu (APPswe). Buitky SHSYSY-APPswe byly inkubovany s
pritomnosti 1 pM testovanych latek vzorce I-V (znadeni latek je uvedeno v P¥ikladu 1) a nebo
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DMSO (kontrola) po dobu 72 h. Na obrazku 2 jsou uvedeny vysledky ELISA testu (z angl.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pro detekci 1-42 amyloidu beta (1-42 Ap).
Supernatanty z SHSYSY—APPswe bunék byly analyzovany pomoci ELISA testu pro detekci 1-
42 amyloidu beta (1-42 AB). Clioquinol (5—chlor—7—jodchinolin—8—ol) byl pouZit jako pozitivni
kontrola. Vysledky testu ukazuji, 7e testované latky vyznamné snizuji produkci 1-42 amyloidu
beta (142 AP) ve srovnani s kontrolou.

Piiklad 3. Redukce toxickych i¢inkd amyloidu beta (AP)

Amyloid beta (AB) ve formé plaku nebo monomeri je pro buiiky toxicky a vede k bunééné smrti.
V piikladu 2 je uvedeno snizeni produkce amyloidu beta (AB) SHSYSY—APPswe buitkami. To v
dasledku vede ke snizeni jejich poskozeni a smrti piisobenim vzniklého AB. Byl studovan vliv
externé pridané 1—42 isoformy amyloidu beta (AB) v pritomnosti latek vzorce I~V a bez nich
(kontrola). Obrazek 3 znazorfiuje test vlivu externé piidaného amyloidu beta (AB) na preZiti
bundk. SHSYS5Y buiiky byly inkubovany s 5 ng/ml 1-42 isoformy amyloidu beta (1-42 AB) v
piitomnosti 1 uM testovanych latek, anebo DMSO (kontrola) po dobu 48 h. Test bunéEného
pieziti byl proveden s pouzitim redukce pomoci spektrofotometrického méfeni. Vysledky jsou
uvedeny jako % zivych bunék, referenéni vzorek (DMSO bez ptidaného AP) je vztazen na
100 %. Z vysledkii je patrné, Ze externé pridany amyloid beta, vyvoldva buné&fnou smrt, a
dochazi ke ztraté piiblizng 25 % bunék po 24 h. V piipadé pritomnosti testovanych latek vzorce
-V (znadeni latek je uvedeno v prikladu 1) maji za nasledek Gaste¢né nebo tplné pieZiti bunek,
tedy malou &i zanedbatelnou ztratu bunék. Testované latky tak redukuji toxicky G¢inek externé
pfidaného amyloidu beta na buriky.

Ptiklad 4. SniZeni oxida¢niho stresu

Oxidagni stres je jednim z faktor(i vedouci k neurodegeneraci. Zvy3ena koncentrace reaktivnich
kyslikatych &astic (ROS) mé souvislost s agregaci, ukladanim &i uvoliiovanim amyloidu beta
(AB). Z tohoto diivodu byly méfeny hladiny ROS v SHSYSY-APPswe buiikach v piitomnosti
latek vzorce -V a bez nich (kontrola). Obrazek 4 znazorfiuje detekci celularnich reaktivnich
kyslikatych &astic (ROS). SHSY5Y-APPswe buriky byly inkubovany po dobu 72 hodin s 1 uM
testovanych latek. Peroxid vodiku (H,O,) byl pouzit jako pozitivni kontrola testu. Test hladiny
ROS v buiikach byl proveden pomoci fluorescenéni sondy DCFDA. Z vysledki je patrne, ze
latky vzorce 1-V (znaceni latek je uvedeno v piikladu 1) ovliviiuji tvorbu ROS. Ve viech
piipadech doslo k vyraznému snizeni hladiny ROS v prib&hu 72 h, i ve srovnani s burikami
inkubovanymi pouze s DMSO, které bylo pouzito pro kontrolu, ve stejné koncentraci jako v
piipadé testovanych latek.

Ptiklad 5. Komplexaéni vlastnosti cholylhydrazont

Jednim z predpokladanych mechanism@ GCinku tohoto typu latek je chelatace biologicky
vyznamnych iontd kovi, které zpisobuji mimo jiné oxidacni stres a tvorbu volnych radikald,
vedouci k neurodegeneraci, poskozeni bun¢k a tkani. DalSim moznym mechanismem u¢inku je
chelatace ionti kovi, které jsou sou¢asti metaloproteinii a metaloenzymi. Jejich chelatace pak
zpisobuje inhibici enzymové aktivity prislusnych metaloprotein.

UV/Vis titrace N—(2,5—dihydroxybenzyliden)cholylhydrazonu (strukturni analog latek vzorce | a
I11) s ionty kovii ukazuje, Ze tato latka je schopna silng vazat Fe’', Fe*', Cu”", Co™" ionty, slab&ji
vazat NiZ', Zn®, AP, Zn®" ionty, zatimco Ca’", Mg>, Cr’', Mn®" ionty nevéze. Za podminek
simulujici fyziologické podminky (podminky v Zivém organismu) je vyrazna preference vazby
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Zelezitych ionti (efekt koncentrace iontd v organismu). Viechny titrace byly provedeny ve smési
dimethylsulfoxid-voda (1:1 v/v) pfi pH = 7.4 (fosfatovy pufr).

Obrazek 5 znézoriiuje titraéni kiivku pro UV/VIS titraci N'~((3-hydroxy—5—(hydroxymethyl}-2—
methylpyridin—4-yl)methyliden)cholylhydrazonu (vzorce II) mé&d’natymi ionty v rozmezi A =
200-900 nm. Obrazek 6 znazorfiuje titratni k¥ivku pro UV/VIS titraci N—((3-hydroxy—5—
(hydroxymethyl)-2-methylpyridin—4—yl)methyliden)cholylhydrazonu (vzorce II) médnatymi
ionty pfi =320 nm se stanovenim stechiometrie komplexu.

Pramyslova vyuzitelnost

Vynilez je vyuZitelny ve farmaceutickém primyslu, k pipravé novych Ié¢iv jako terapeutik pro
prevenci a lé€bu Alzheimerovy choroby a neurodegenerativnich poruch a onemocnéni.

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti cholylhydrazoni vybranych ze skupiny

N'—(2-hydroxy-3—-methoxybenzyliden)cholylhydrazon - vzorec I,
H

N. =
N

HO

N‘—((3—hydroxy—S—(hydroxymethyl)—2—methylpyridin—4—yl)methyliden)cholylhydrazon - vzorec
I,

OH
OH ()
OH
N'—(5—t-butyl)-2-hydroxybenzyliden)cholylhydrazon - vzorec III,
N. ~
°N
|
OH O HO
OH Q1)
OH
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N—(chinolin—2-ylmethyliden)cholylhydrazon - vzorec IV,

H
N\N/ |\
i
OH O N. A~
OH av)
OH

a N—(di(pyridin—2—yl)methyliden)cholylhydrazon - vzorec V,

‘ X
N~
Z
N | N
N~

pro pripravu lé¢iva k 1é8bé amyloidéz, kde amyloidézou je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba, amyotroficka lateralni skleréza, Creutzfeldt-Jakobova choroba,
transmisivni spongiformni encefalopatie a hereditarni cerebralni angiopatie.

3 vykresy
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