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In search of agents of use in therapy
or prevention of Alzheimer’s disease

STRESZCZENIE

Mimo olbrzymich inwestycji kadrowych i finansowych, préby pozyskiwania nowych prze-
tomowych lekoéw okazuja sig coraz trudniejsze, a w przypadku choroby Alzheimera wrgcz
nieskuteczne. Farmakoterapia choroby Alzheimera i innych choréb, w ktérych obserwuje
si¢ tworzenie fibryli biatka amyloidowego, nie rokuje catkowitego wyleczenia czy popra-
wy funkcjonowania chorych. Rutynowo stosuje si¢ leczenie paliatywne, objawowe lub sub-
stytucyjne. W fazie eksperymentalnej jest terapia skojarzona, z uzyciem Srodkow dziata-
jacych plejotropowo oraz substancji, ktére majg hamowa¢ zwyrodnienie neurofibrylar-
ne. Obserwacje epidemiologiczne, kojarzone z paleniem tytoniu, skierowaty uwage ba-
daczy na podjednostke «7 neuronowego receptora cholinergicznego typu nikotynowego
(e7nAChR). Najbardziej obiecujace i racjonalne wydaja si¢ jednak préby ingerencji far-
makologicznej w proces agregacji amyloidu czy rozpuszczania jego zfogow. Istniejg do-
niesienia o takim dziataniu dla roznych Srodkéw, szczegélnie przyjmowanych dtugotrwa-
le. Obok nikotyny i pochodnych wehodzacych w skiad etnograficznie charakterystycznych
uzywek, wskazuije sig takze na niektore sktadniki prawidtowej diety, w tym kwasy ttusz-
czowe omega-3. W badaniach zainicjowanych w Katedrze Biofarmacji i Farmakodyna-
miki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, mierzono nowa metoda elektrochemiczno-
spektroskopowa powinowactwo wielu zwigzkéw pirydynowych i piperydynowych, zwtasz-
cza alkaloidow wystepujacych w uzywkach i przyprawach, do amyloidu #(1-42). Wyka-
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zano silne wtasciwos$ci wigzania amyloidu z wieloma wytypowanymi do badan zwigzka-
mi. Szczegdlnie obiecujaco z punktu widzenia profilaktyki choroby Alzheimera przedsta-
wia sie alkaloid trigonellina, charakterystyczny dla powszechnie spozywanych w Azji (takze
jako sktadnik curry) i znanych w Polsce nasion kozieradki, ktéra nalezy do surowcow ro-
$linnych uwzglednionych w obowiazujacej Farmakopei Europejskiej.
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ABSTRACT

In spite of vast increases of research personnel and financial investments, attempts to
acquire new groundbreaking invention drugs appear to be more and more difficult, and
in case of Alzheimer’s disease (AD) simply ineffective. Pharmacotherapy of AD and other
diseases, in which amyloid protein fibrils are formed, does not hold promise of a radical
healing or improvement of patient functioning. Routinely, a palliative, symptomatic or
substitutive treatment is applied. In experimental phase is currently a combined therapy
with using pleyotropic acting drugs and substances assumed to inhibit neurofibril dege-
neration. Epidemiological observations on tobacco smokers turned attention of resear-
chers to the subunit 27 of neuronal cholinergic receptor of nicotinic type (27nAChR). The
most promising and rational seem to be the attempts to interfere pharmacologically with
the process of aggregation of amyloid or dissolution of its plaques. There are reports on
such an action of various agents, particularly if taken for a long period. Apart from nico-
tine and its derivatives, contained in the ethnographically characteristic psychoactive
preparations, there are also indicated some dietary components, like omega-3 fatty acids.
In experiments initiated in our Department, the affinity to amyloid £(1-40) of a series of
pyridine and piperidine derivatives, mainly alkaloids present in addictive and spice pre-
parations, was measured by means of a new method: electrochemical impedance spec-
troscopy (EIS). Strong amyloid-binding properties were demonstrated for a series of com-
pounds selected for the study. Particularly promising form the point of view of AD pro-
phylactics appeared to be alkaloid trigonelline, characteristic for widely consumed in Asia
(also as a component of curry) and known in Poland fenugreek seeds, which belong to
plant medicines listed in current European Pharmacopoea VIII.
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WSTEP

Choroby neurodegeneracyjne staja si¢

Whbrew powszechnej wierze w nieograniczo-
ny postep naukowy, w zakresie nowych le-
kéw od dluzszego czasu obserwuje si¢ sta-
gnacje. Liczba nowo rejestrowanych Srod-
kéw leczniczych, syntetycznych i pochodze-
nia biologicznego utrzymuje si¢ na poziomie
okoto 20 rocznie. Ponadto nie wszystkie
nowe leki wnoszg znaczacy postep do farma-
koterapii, a rewelacje w rodzaju imatinibu

(Gliveec) zdarzaja si¢ wyjatkowo rzadko.

coraz powazniejszym problemem ze wzgledu
na starzenie si¢ spoleczenstw. Choroba Al-
zheimera (AD, Alzheimer’s disease) wystepu-
je uokoto 4 mIn Amerykandw, aw 2050 roku
liczba ta mawzrosnaé do 14 mln. Szacuje sig,
ze AD dotyczy 10% populacji w wieku 65 lat
i 50% w wieku 85 lat. Niestety, dotychczas
nie opracowano prawdziwie skutecznego
leku cofajacego czy powstrzymujacego roz-
woj tej choroby.

www.fmr.viamedica.pl



TWORZENIE SIE FIBRYLI AMYLOIDOWYCH
W WYBRANYCH CHOROBACH

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, Word Heath Organization), AD
»jest to zespot objawdw neurodegeneracyj-
nych mézgu, charakteryzujacy si¢ postepu-
jacym obnizaniem funkcji pamigci, mysle-
nia, rozumienia, liczenia, jezyka, zdolnosci
uczenia si¢ i oceniania sytuacji, przeszka-
dzajacych w wykonywaniu codziennych
czynnosci” (ryc. 1) [1].

W AD mozg jest znacznie pomniejszony
w poréwnaniu z mézgiem os6b zdrowych, co
jest spowodowane degeneracja i obumiera-
niem komoérek nerwowych (ryc. 2). Poza
zmniejszeniem objetosci mézgu obserwuje
si¢ czesto glebiej pofatdowana jego po-
wierzchni¢. Wewnatrz komoérek nerwowych
wystepuja splatki neurofibrylarne, czyli po-
dwodjne heliakalne filamenty utworzone
z hiperufosforylowanych form biatek tau,
zwigzanych z mikrotubulami. U chorych sa
widoczne zmiany patologiczne wynikajace
z obecnosci amyloidu £ [2].

Choroba Alzheimera jest jedna z wielu
choréb przypisywanym poszczegdlnym biat-
kom amyloidowym (tab. 1) [3, 4].

Mechanizm amyloidozy przedstawia si¢
zwykle nastepujaco. Bialko prekursorowe
amyloidu (APP, amyloid precursor protein)
jest kolejno wigzane przez pS-sekretaze
i y-sekretaze. Powoduje to tworzenie roz-
puszczalnego biatka prekursorowego amy-
loidu A(sAPP/) i fragmentu biatka amyloidu
42 (APA2). Agregaty fragmentow AF42 for-
muja pozakomdrkowe tarczki charaktery-
styczne dla AD (ryc. 3) [2].

Potencjalne leki antyalzheimerowskie
o dzialaniu hamujacym tworzenie tarczek
amyloidowych moglyby dziala¢ na etapie
laczenia sie nietoksycznych monomeréw
w mate rozpuszczalne, ale cytotoksyczne oli-
gomery lub poprzez inhibicj¢ agregacji wigk-
szych rozpuszczalnych oligomerdéw (proto-
fibryli) w prozapalne fibryle formujace tarcz-
ki. Niestety, dotychczas nie uzyskano specy-
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Rycina 2. Komputerowy obraz pionowego przekroju mézgu w chorobie Alzheimera (strona
lewa) i mézgu zdrowego (strona prawa) wedtug www.sigma-aldrich.com/cellsignaling

ficznie dziatajacych skutecznych inhibitoréow
agregacji.

FARMAKOTERAPIA CHOROBY ALZHEIMERA

Postgpowanie farmakoterapeutyczne w AD
od lat opiera si¢ na podobnym wachlarzu le-
kéw. Zasadniczo aktualne pozostaje opraco-
wanie Puzyniskiego [5], uzupetnione w pracy
doktorskiej Frackowiak [6]. W praktyce le-
karskiej stosuje si¢ leczenie paliatywne, ob-
jawowe, substytucyjne, skojarzone, z uzyciem
Srodkéw o dziataniu plejotropowym i podej-
muje si¢ proby hamowania rozwoju zwyrod-

nienia neurofibrylarnego (tab. 2).
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Tabela 1

Biatko amyloid

Choroby przypisywane poszczego6lnym biatkom amyloidowym

Objawy kliniczne

Amelina
B2-mikroglobulina
BriL

a-synukleina
Priony biatkowe

Hrolaktyna
7 (tau)
Huntingtina

Kalcytonina
Transtyretyna

y-krystalina

Lizozym

tancuchy lekkie Ig
Osoczowy amyloid A

Peptydy Ag (1-40, 1-42)

Dysmutaza ponadtlenkowa

Choroba Alzheimera
Wiretowe zapalnie miesni

Cukrzycatypu 2

Amyloidaza dializacyjna
Rodzinna brytyjska demencja
Choroba Parkinsona

Gabczaste zwyrodnienie mézgu
np. choroba Creutzfeldta-Jakoba

Amyloidoza gruczotu przysadki
Otepienie czotowo-skroniowe
Choroba Huntingtona
Stwardnienie boczne zanikowe
Rak rdzenisty tarczycy

Starcza uktadowa amyloidoza
Amylodowa polineuropatia rodzinna

Katarakta

Lizozymowa uktadowa amyloidoza
Pierwotna uktadowa amyloidoza
Witérna uktadowa amyloidoza

-
i

APP Wigzanie
pB-sekretazy

e -

Przestrzen

Biatko prekursorowe (APP) jestkolejno wigzane przez i
p-sekretaze i y-sekretaze. Powoduje to tworzenie  Tarczki
rozpuszczalnego biatka prekursorowegoamyloidug  amyloidu g
(sAPPR) i fragmentu biatka amyloidu g 42 (A342).
Agregaty fragmentdw Ag42 formujg pozakomorkowe
plytki charakterystyczne dla choroby Alzheimera

Przestrzen zewnatrzkomorkowa

Pagge--on

T y-sekretazy

wewnatrzkomérkowa

KIERUNKI POSZUKIWAN NOWYCH LEKOW
PRZECIWKO CHOROBIE ALZHEIMERA
Obecnie ponad 600 substancji syntetycznych
lub pochodzenia biologicznego znajduje si¢
w mniej lub bardziej zaawansowanej fazie
badan rozwojowych, ktére maja na celu

wprowadzenie lekéw prawdziwie skutecz-

e

= !
SAPPB I I Apa2

Wigzanie

Rycina 3. Powstawanie tarczek amyloidu £ [2]

nych w chorobach neurodegeneracyjnych
[7-9]. Potencjalne leki maja si¢ wylonic spo-
§rod agonistéw i modulatoréw neuronalne-
go nikotynowego receptora acetylocholino-
wego, inhibitoréw i modulatoréow esterazy
acetylocholinowej, inhibitoréw syntezy czyn-
nika TNF-«, szczepionek leczniczych, anta-
gonistéw receptora NMDA, inhibitoréw cy-
klooksygenazy 2, antagonistow receptorow
muskarynowych M2 i M1, modulatoréw glu-
taminowego receptora metabotropowego 1,
agonistow PPAR-y, antagonistéw 5-HTO6,
agonistow 5-HT4, antagonistow 5-HTla, ago-
nistow GNRH, agonistow AMPA, antagoni-
stow GABA B, inhibitoréw PDE4, inhibito-
row PAI, antagonistow czynnika Xa, inhibi-
toréw kanatéw wapniowych, modulatoréw
kanatéw potasowych, antagonistéw glikokor-
tykoid6w, agonistow ACTH, agonistow es-
trogenowych, antagonistow IL-14, antagoni-
stow cytokinowych, inhibitoréw kinazy tau,
modulatoréw immunofiliny, agonistow so-
matostatyny, inhibitoréw przeksztatcen sfe-

www.fmr.viamedica.pl



Tabela 2

Farmakoterapia choroby Alzheimera

I. Leczenie paliatywne 1

. Leki zwiekszajgce aktywnos¢ metaboliczng tkanki mozgowej

(8rodki nootropowe)

2. Leki wptywajgce na naczynia mézgowe (antagonisci wapnia)

3. Srodki neuroprotekcyjne (zmiatacze wolnych rodnikéw, rodki
przeciwutleniajgce, immunotrofiny, fosfolipidy, monoestry kwasu
fosforowego, propentofilina)

II. Leczenie objawowe

. Srodki anksjolityczne

. Leki przeciwdepresyjne

1
2

3. Neuroleptyki
4. Leki nasenne
1

Ill. Leczenie substytucyjne

. Leki zwigkszajgce stezenie acetylocholiny w mézgu

a. prekursory acetylocholiny

b. substancje o dziataniu agonistycznym na receptory muskarynowe

i nikotynowe

c. inhibitory esterazy acetylocholiny

2. Srodki zwiekszajace stezenie amin biogennych

a. substancje prekursorowe — proleki

b. agonisci i antagonisci receptorow

c. inhibitory enzymoéw degradacyjnych MAO i COMT

3. Srodki zwiekszajgce stezenia neuropeptydéow mozgowych

a. analogi naturalnych neuropeptydéw

b. inhibitory peptydaz (np. endopeptydazy proliny)

4. Substancje wplywajace na stezenie aminokwaséw

a. modulatory GABA, kwasu glutaminowego
(np. agonisty receptoréw NMDA)

b. modulatory aktywnosci receptorow metabotropowych

IV. Terapia skojarzona z uzyciem $rodkow o roznych mechanizmach dziatania

V. Leczenie z uzyciem $rodkéw 1. Neuroimmunotrofiny roslinne i syntetyczne

dziatajgcych plejotropowo

3. Estrogeny

2. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ)

4. Srodki chelatujace glin

VI. Srodki zmniejszajace synteze biatka r (tau) i odktadanie sie zZtogéw s-amyloidu oraz hamujace zwyrod-

nienie neurofibrylarne

ronu, inhibitoréw reduktazy rybonukleotydo-
wej, czynnikow chelatujacych, modulatoréw
fosfatazy tyrozynowej i innych. Jednak naj-
bardziej obiecujacym mechanizmem dziala-
nia potencjalnych lekéw antyalzheimerow-
skich, zwlaszcza z punktu widzenia profilak-
tyki, wydaje si¢ hamowanie odktadania bial-
ka amyloidowego, modulacja amyloidu 4, ha-
mowanie jego syntezy, hamowanie agregacji
biatka tau oraz aktywnoSci enzymow: beta
i gamma sekretazy [10-12].

Immunizacja za pomoca peptydu Af
(1-42) napotkata na problemy zwiagzane z wy-
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wolywaniem meningokokowo podobnych za-
palen mézgowych przez przeciwciata przeni-
kajace bariere krew—mozg, co spowodowato
przerwanie prob klinicznych [13].
Wszystkie mechanizmy dziatania poten-
cjalnych lekow zaktadaja raczej prewencje
lub zwolnienie rozwoju demencji niz mozli-
woS¢ odwrocenia szkdéd neurodegeneracyj-
nych. W AD mozna uzyska¢ poprawe spraw-
noSci poznawczej za pomoca lekéw dziata-
jacych objawowo, ale niemozliwa jest napra-
wa ewidentnej destrukcji mézgu, wystepuja-
cej w zaawansowanych stadiach choroby.
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Palenie tytoniu moze bhy¢
rodzajem samoleczenia
w chorobach
neuropsychiatrycznych

Dlatego realistyczna strategia terapeutycz-
na powinna si¢ koncentrowac na prewencji.
Wydaje sie, ze potaczenie lekow dzialaja-
cych profilaktycznie z wtaSciwa dieta i re-
dukcja szkodliwych czynnikéw Srodowisko-
wych mogtoby poprawic¢ epidemiologi¢ AD,
podobnie jak stato si¢ to w przypadku cho-

réb sercowo-naczyniowych.

PRODUKTY NATURALNE A MOZLIWOSC
TERAPII LUB PREWENGJI CHOROBY
ALZHEIMERA

Od czasu publikacji Molla [14] w 1926 roku
zgromadzono obszerne piSmiennictwo wska-
zujace na to, ze palenie tytoniu koreluje
ujemnie z rozwojem choroby Parkinsona
imoze chronic¢ przed rozwojem AD [15, 16].
Ponadto wyniki badan klinicznych wskazuja,
ze palenie tytoniu moze by¢ rodzajem samo-
leczenia w chorobach neuropsychiatrycz-
nych, takich jak: schizofrenia, ADHD (nie-
dobér uwagi potaczony z nadaktywnoscia),
depresja, choroba Parkinsona i AD. W kaz-
dym razie, powszechno$¢ palenia tytoniu
u schizofrenikéw, obejmujaca 74-92% pa-
cjentow, jest uderzajaca [17].

Korzystne dziatanie objawowe nikotyny
u pacjentéw z AD przypisuje si¢ gtéwnie sty-
mulacji neuronalnego nikotynowego recep-
tora acetylocholinowego, zwlaszcza jego
subtypow a7 i @442 [18]. Badano pod tym
wzgledem réwniez metabolity nikotyny, ko-
tyning i nornikotyne, ktére takze wydaja si¢
poprawiac funkcje poznawcze u ludziizwie-
rzat do§wiadczalnych [19].

W niektérych gatunkach tytoniu wyste-
puje w duzych iloSciach alkaloid nikotyno-
wy — anabazyna. Do niej podobna jest ana-
bazeina — trucizna wydzielana przez niekt6-
re bezkregowce. Pochodna syntetyczna ana-
bazeiny, 3-[(2,4-dimethoxy)benzylideno]-
anabazeina, okazala si¢ selektywnym ago-
nista 7 nAChR, usprawniajacym funkcje
poznawcze [20].

Mniejsza zachorowalno$¢ na AD i nizsze

stezenia amyloidu / w ptynie mézgowo-

rdzeniowym w populacji hinduskiej [21]
wyzwolily spekulacje na temat roli czynni-
kow srodowiskowych oraz zwigzanych ze sty-
lem zycia. Méwi si¢ o prawdopodobienstwie
korzystnego dziatania antyoksydantow,
zwlaszcza polifenoli w diecie. Nawet z naj-
bardziej renomowanych naukowych osrod-
kéw europejskich, jak stynny Karolinska In-
stituet w Sztokholmie, pochodza prace o zna-
czeniu diety dla epidemiologii AD, na przy-
ktad o mozliwym wptywie zwigkszonej za-
wartosci kwasow omega-3 w diecie [12].

W Indiach, na Bliskim Wschodzie oraz
wsrod emigrantéw z tych terenéw powszech-
nym zwyczajem jest zucie betelu. Gtéwnym
sktadnikiem aktywnym w tej uzywce jest are-
kolina z orzeszk6éw palmy katechowej Areca
katechu. W badaniach klinicznych stwier-
dzono, ze stosowanie arekoliny podanej
dozylnie poprawiato sprawno$¢ poznawczg
pacjentéw z AD [22].

Istnieja doniesienia, ze Zucie liSci stroicz-
ki rozdetej (Lobelia inflata), zawierajacej
alkaloid piperydynowy — lobeling, popra-
wia pamig¢ i zdolno$¢ uczenia si¢ w sposob
podobny do nikotyny [23].

Alkaloidem pirydynowym podobnym do
nikotyny jest trygonellina, ktéra wystepuje
w znacznych ilo§ciach w ziarnach kawy i na-
sionach kozieradki (7rigonella foeunumgre-
cum). Nasienie kozieradki jest preparatem
uwzglednianym w Aktualnej Farmakopeii
Europejskiej VIII. Jest to takze powszechny
sktadnik diety w Afryce Pétnocnej i w Azji.
Kiedys kozieradke na wigksza skale upra-
wiano w Polsce. Wykazano, ze trygonellina
indukowata regeneracj¢ neuronéw w ho-
dowli nowotworowych komérek ludzkich
SK-N-SH, a takze poprawiala pamig¢ w eks-
perymentach na myszach [24].

O0ZNACZANIE WIAZANIA ALKALOIDOW
PIRYDYNOWYCH | PIPERYDYNOWYCH

Z AMYLOIDEM g

Potencjalne leki przeciwamyloidozowe

musza posiada¢ zdolno$¢ wiazania si¢

www.fmr.viamedica.pl
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Rycina 4. Zwigzki badane pod katem oddziatywan z amyloidem

z amyloidem 3, aby mogly wptywac na jego
losy w organizmie. Powinowactwo do amy-
loidu # nie jest warunkiem wystarczajacym
hamowania jego agregacji, ale jest warun-
kiem koniecznym. Dlatego mozliwos¢ do-
godnego, szybkiego, niedrogiego i niewy-
magajacego znacznych ilosci odczynnikéw
oznaczania powinowactwa ,kandydatow
na leki” do potencjalnego celu molekular-
nego, jakim jest amyloid f3, jest warunkiem
wydajnych badan przesiewowych (HTS,
high-throughput screening). Taka mozliwos¢
daje nowa metoda oparta na elektroche-
micznej spektroskopii impedancyjnej (ESI,
electrochemical impedance spectroscopy)
[25]. Metode zastosowano [26] do oznacza-

nia powinowactwa do amyloidu  wielu al-
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kaloidéw pirydynowych i piperydynowych,
a takze substancji odniesienia, pirydyny
i piperydyny, oraz aktywnych biologicznie
witamin, pirydoksyny i kwasu askorbowe-
go, ktore nie powinny si¢ wigza¢ z amy-
loidem.

Przyktadowy obraz wynikéw analizy ESI
oraz wyznaczania statych asocjacji komplek-
s6w kotynina—amyloid § na podstawie zato-
zef adsorpcji Langmuira przedstawiono na
rycinie 5.

Wyznaczone w eksperymencie state asocja-
cje badanych zwiazkéw z amyloidem £(1-40)
przedstawiono w tabeli 3. Sa one wysokie: od
1,7¢10’M! dla (+) anabazyny do 2,3+ 105M"!
dla bromowodoru arekoliny. O tym, zZe mie-

rzone oddzialywania sa strukturalnie specy-
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Tabela 3
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badanych zwigzkéw z 8-amyloidem

Stataasocjacji K, [M-']

(x)-anabazyna
Arekolina
(*=)-koniina
a-lobelina
Trigonellina
Piperydyna
Pseudopelletieryna
Pirydyna

Nikotyna

Kotynina

K,=1,7+06x 107
K,=23=0,6x 108
K,=17+06x 108
K,=09+0,1x 108
K,=28+4,5x 107
K,=17=06x 108
K, =57 +4,9 x 107

a
K,=12=08x108
K,=0,8=0,3 x 108
K,=1,0+03x 108
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