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STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera nalezy do najczeSciej wystepujacych zaburzen pamigci u 0s6b
powyzej 65 roku zycia. Pomimo licznych badan, doktadna etiologia i patomechanizm tego
schorzenia pozostaje nieznany. Obecnie uwaza si¢, ze istotng role odgrywaja dwa biatka:
B-amyloid oraz bialko T, ktorych patologiczna produkcja i gromadzenie prowadzi do
neurodegeneracji, w czym posredniczg rowniez takie procesy, jak stres oksydacyjny czy
neurozapalenie. Do tej pory jedynie pig¢ lekow zostato zarejestrowanych w terapii choroby
Alzheimera. Cztery z nich — takryna, donepezyl, rywastygmina oraz galantamina — sag
inhibitorami acetylocholinesterazy, enzymu rozktadajacego jeden z najwazniejszych
neuroprzekaznikOw zaangazowanych w powstawanie i utrzymywanie pamigci. Pigty lek,
memantyna, bedac  antagonista  pobudzajacego  receptora NMDA, ogranicza
ekscytotoksycznos¢. Zaden z tych lekow nie hamuje rozwoju choroby, dlatego wciaz usilnie
poszukiwane sg nowe substancje, ktore mogtyby doprowadzi¢ do istotnego postepu w terapii

choroby Alzheimera.

Bogatym zrodtem potencjalnych lekow sg rosliny. Wykryte w nich zwiazki maja
zdolno$¢ wptywania na rézne procesy patologiczne zwigzane z chorobg Alzheimera, czgsto
wykazujac dzialanie wielokierunkowe. Jedna z takich grup zwazkéw sa alkaloidy
pirydynowe 1 piperydynowe, do ktorych naleza migdzy innymi nikotyna, arekolina czy
trygonelina. Opierajac si¢ na doniesieniach o negatywnej korelacji pomigdzy paleniem
tytoniu a wystepowaniem schorzen neurodegeneracyjnych, korzystnym wptywie arekoliny na
zdolnos$ci poznawcze czy trygoneliny na rozwo6j tkanki nerwowej, podjeto decyzje o zbadaniu
grupy zwigzkéw o budowie zblizonej do tego ostatniego alkaloidu pod katem cech istotnych
z punktu widzenia terapii lub prewencji choroby Alzheimera. Wybor trygoneliny i analogéw

wynikatl ze szczegdlnej struktury czwartorzedowej soli amoniowej (pirydyniowej).

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

neurotoksyczno$cia.



Zbadana zostata réwniez cytotoksycznos¢ zwigzkéw, cechujacych si¢ najwicksza
interakcjg z B-amyloidem. W tym celu wykonano test in vitro z wykorzystaniem linii
komorkowej ludzkiego nowotworu neuroblastoma SH-SY5Y. Wykazano, ze tylko jeden
z badanych zwigzkéw, chlorek 1,1'-(etyleno-disulfonylodietyleno)-bis-pirydyniowy, powoduje
istotny spadek zywotno$ci komoérek w badanym zakresie stezen. Trygonelina i pozostale analogi nie

wykazaly cytotoksycznosci in vitro.

Dla chlorowodorku trygoneliny opracowano i zwalidowano metode¢ analityczng pozwalajaca
na pomiar stezenia w surowicy krwi mysiej. Wykorzystano technike chromatografii cieczowej
oddzialywan hydrofilowych (HILIC), dedykowang matym czgsteczkom o duzej polarnoéci. Detekcja
trygoneliny oraz jej deuterowanego odpowiednika, zastosowanego jako wzorzec wewnetrzny,
przeprowadzona zostata przy uzyciu spektrometrii mas z elektrorozpylaniem jako zrodtem
jondw. Opracowana metoda charakteryzuje si¢ liniowoscig w zakresie stezen od 5 do 250 ng/ml,
niskim limitem detekcji na poziomie 1,5 ng/ml oraz wysoka precyzja i doktadnos$cig. Potwierdzona
zostata stabilno$¢ wykorzystywanych roztworé6w wzorcowych. Analizy wykonane przy pomocy
zaproponowanej w pracy doktorskiej metody pozwolity na wyznaczenie profilu zmian stezenia
trygoneliny w surowicy oraz wyliczenie podstawowych parametrow farmakokinetycznych.
Przeprowadzone takze zostaly wstepne oznaczenia stopnia przechodzenia trygoneliny do moézgu

myszy.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze z powodoéw farmakokinetycznych
trygonelina oraz jej pochodne raczej stabo rokujg jako struktury wyjsciowe dla potencjalnych lekoéw
dawkowanych wedtug standardowych schematow terapeutycznych. Powodem jest szybka eliminacja
z ustroju i spodziewana w zwigzku z tym krotkotrwatos¢ efektow. Mozna jednak oczekiwac, 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 Ap;.4 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-SY5Y 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.



