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1 Úvod 

Předkládaná habilitační práce shrnuje výsledky dosažené v oblasti výzkumu a vývoje 

multipotentních sloučenin s možnou implikací pro terapii Alzheimerovy choroby. Práce je 

zaměřena zejména na návrh těchto sloučenin a vztah mezi strukturou a účinkem v rámci 

jednotlivých sérií. Z těchto důvodů je úvodní část věnována obecným poznatkům o nemoci, 

současné léčbě a vývoji multipotentních léčiv pro Alzheimerovu nemoc. Vlastní komentář je 

rozdělen na dvě části; první se zabývá čistě syntetickými deriváty na bázi malých molekul 

(„Multipotentní léčiva na bázi inhibitorů cholinesteras“) a druhá kapitola je věnována 

alkaloidním strukturám a jejich semisyntetickým derivátům („Přírodní a semisyntetické deriváty 

v léčbě Alzheimerovy choroby“). Veškeré přílohy habilitační práce jsou členěny na původní 

(PI-PXXIX) a souhrnné (SI-SXXI) práce, které jsou postupně uváděny a komentovány v textové 

části. 

1.1 Alzheimerova choroba 

1.1.1 Patofyziologie onemocnění 

Alzheimerova demence (AD) byla poprvé popsána Aloisem Alzheimer na konferenci v Tubingenu 

(Německo) roku 1906.1 AD je považována za chronické a progresivní onemocnění mozku 

s neznámou etiologií. Smrt nastává obvykle 3 až 9 let od objevení prvních příznaků. V klinickém 

obrazu pacientů je pozorováno progresivní zhoršování paměťových funkcí, jako jsou schopnost 

zapamatování si, myšlení, chápání, učení, jazykové dovednosti, a prostorová a časová 

desorientace. Je také nutno podotknout, že asymptomatická fáze onemocnění začíná již 

přibližně 20 až 30 let před projevem prvotních symptomů nemoci. Za více než 100 let od prvního 

případu AD popsaného v roce 1906 byl učiněn velký pokrok při výzkumu patofyziologických 

pochodů tohoto onemocnění. Důležitou roli hraje zejména přítomnost některých aberantních 

proteinů, amyloidu beta (Aβ) a tau proteinu, dále oxidativní poškození buněčných struktur 

z důvodu nedostatečné kapacity antioxidačního obranného systému, zánětlivé procesy, 

deregulovaný tok některých iontů a nerovnováha některých neurotransmiterů. 

AD je multifaktoriálním onemocněním, to znamená, že na jeho vzniku se podílí více faktorů 

současně. Mezi hlavní rizikový faktor patří věk. V ohrožení jsou zvlášť lidé starší 65 let, u kterých 

je prevalence tohoto onemocnění odhadována okolo 4,4 % v Evropě.2 Alarmující nárůst je pak 

pozorován u populace starší 85 let, kdy téměř každý třetí jedinec je v ohrožení. Další rizikový 

faktor je připisován genetické informaci. Zde hraje zásadní roli alela ε4 pro apolipoprotein E 

(APOE ε4).3 Samotný apolipoprotein E (ApoE) je zodpovědný za regulaci hladin cholesterolu a za 

lipidovou homeostázu tím, že umožnuje transport lipidů do různých tkání a buněk.4 Gen pro 

APOE existuje ve třech polymorfních variantách – ε2, ε3 a ε4. Nejvíce zastoupenou variantou 

v populaci je varianta ε3 (77,9 %), následována ε4 (13,7 %) a ε2 (8,4 %). APOE ε4 přispívá ve 

zvýšené míře k ukládání Aβ do senilních plaků. Přítomnost této alely vede k hyperlipidemii 

a hypercholesterolémii.5 Mutace genu pro presenilin-1 (PSEN1) je další rizikovou složkou 

v mozaice AD.6 Skupina presenilinů se řadí k transmembránovým proteinům, které jsou součástí 

katalytické jednotky γ-sekretasy, která se podílí na zpracování amyloidního prekurzorového 

proteinu (APP). Činnost γ-sekretasy předchází štěpení APP pomocí β-sekretasy (BACE-1). Celý 

tento proces je označován jako amyloidogenní cesta, která vede ke vzniku monomerních 

jednotek Aβ.7 V současnosti bylo identifikováno více než 150 mutací PSEN1 a 25 mutací genu pro 
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APP (APP), které přispívají k nadměrné produkci Aβ.6 Mezi další rizikové faktory, které zvyšují 

pravděpodobnost vzniku a rozvoje AD patří traumata v oblasti hlavy, nedostatečná funkce 

kardiovaskulárního systému (oběhové a srdeční vady), diabetes mellitus druhého typu, špatné 

stravovací návyky, nadměrná konzumace alkoholu a tabákových výrobků. Naproti tomu je 

potřeba zdůraznit, že míru rizika vzniku AD lze ovlivnit např. středomořskou dietou (ryby, 

zelenina), příjmem některých antioxidantů (karotenoidy, vitamin C), fyzickou aktivitou, edukační 

činností aj.8 

Cholinergní hypotéza 

Cholinergní transmise hraje klíčovou roli v pamatování, učení, pozornosti a jiných mozkových 

procesech. Acetylcholin (ACh) je hlavní mozkový neurotransmiter vyskytující se zejména 

v oblastech kortexu, bazálních ganglií a bazální části předního mozku.9 Obr. 1 ilustruje syntézu, 

uvolňování a zpětné vychytávání tohoto neuromediátoru. Cholinergní hypotéza AD byla poprvé 

představena v 70. letech 20. století.10 Předpokladem pro vznik této teorie byla snížená 

cholinergní aktivita pozorovaná u pacientů trpících AD. Celý koncept byl následně ověřen 

behaviorálními studiemi na zvířatech, kterým bylo aplikováno anticholinergikum skopolamin 

(nespecifický blokátor muskarinových receptorů). Tento experiment navodil u zvířat symptomy 

podobné těm, které se vyskytují u pacientů s AD. Naproti tomu, fysostigmin jako představitel 

skupiny parasympatomimetik byl schopen potlačit účinky skopolaminu a obnovit tak kognitivní 

funkce studovaných zvířat do původního stavu před aplikací anticholinergika.11 Na základě 

těchto bylo uvedeno několik nepřímých parasympatomimetik, které jsou dodnes výhradní 

skupinou léčiv používanou v symptomatické léčbě tohoto onemocnění (bližší pojednání bude 

uvedeno v kapitole „1.2 Současná léčba“). 
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Obr. 1. Mechanismus transdukce cholinergního signálu mezi neurony. Cholin představuje klíčový substrát 

pro syntézu ACh. Další nezbytnou komponentou pro syntézu ACh je acetylkoenzym A (Ac-CoA), který je 

produkován Krebsovým cyklem. Cholinacetyltransferasa (ChAT, E.C. 2.3.1.6) generuje z těchto prekurzorů 

samotný ACh. Po uvolnění ACh do synaptické štěrbiny dochází k aktivaci postsynaptického muskarinového 

receptoru (M1 AChR) a tím je zajištěn přenos signálu z jednoho neuronu na další. M2 AChR a nikotinové 

receptory (N AChR) jsou lokalizovány presynapticky. Hladina ACh v presynaptické štěrbině je regulována 

činností enzymu acetylcholinesterasy (AChE, E.C. 3.1.1.7), který rozkládá ACh zpět na cholin a kyselinu 

octovou. Cholin je následně resorbován zpět a využit pro další syntézu ACh. Převzato a modifikováno 

z ref.12 

Hypotéza glutamátergní hyperfunkce 

Vedle cholinergního přenosu je narušena i tzv. glutamátergní transmise. Glutamát, který je 

distribuován po celém centrálním nervovém systému (CNS), je intracelulární excitační 

aminokyselinou. Podílí se na synaptické plasticitě, tedy fundamentálním procesu souvisejícím 

s učením a pamětí. Glutamátergní transmise je řízena, mimo jiné, přes 
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tzv. N-methyl-D-aspartátové (NMDA) receptory (NMDAR), které patří do skupiny napěťově 

řízených receptorů. Vedle NMDAR existují ještě ionotropní transmembránové receptory 

označované jako AMPA receptory (AMPAR; zkratka AMPA je odvozena od syntetického agonisty 

tohoto receptoru, tedy α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kyseliny).13 

V klidovém stavu má NMDAR membránový potenciál okolo -70 mV a je prakticky nepropustný 

pro vápenaté kationty z důvodu usazení hořečnatých kationtů v póru receptoru. Při indukci 

(nárůstu membránového potenciálu) dochází k depolarizaci membrány, odplavení hořečnatých 

kationtů a aktivaci receptoru vtokem vápenatých kationtů.14 Vlivem degenerativních změn je 

narušena signalizace přes NMDAR. Společným rysem je nadměrná a trvalá stimulace NMDAR 

zvýšenou hladinou glutamátu (Obr. 2). To vede k fenoménu označovanému jako excitotoxicita, 

který zahrnuje poškození nervových buněk a neurologické trauma. Pomalu se rozvíjející 

symptomy neurodegenerace jsou asociovány zejména s nadměrným vstupem vápenatých iontů 

skrze NMDAR.15 Provázanost jednotlivých patologických kaskád u AD navíc podtrhuje fakt, kdy 

samotný Aβ zvyšuje napětí na NMDAR a současně zapříčiňuje tzv. sekundární toxicitu.16 

Nadměrné stimulaci NMDAR lze zabránit využitím specifických antagonistů. Jako nekompetitivní 

antagonista NMDAR je v současné době používán pro středně-těžká a těžká stádia onemocnění 

AD memantin (bližší pojednání bude uvedeno v kapitole „1.2 Současné léčba“). 

 

Obr. 2. Neuronální poškození je spojováno se zvýšeným vyplavováním glutamátu jako excitační 

aminokyseliny. Stimulací NMDAR (různé skupiny NR2A/NR2B) a AMPAR dochází k intracelulárnímu 

nárůstu hladin vápníku. Aktivací AMPAR je produkován oxid dusnatý (NO), jehož vysoké hladiny jsou 

spojovány s neurotoxicitou a následnou neurodegenerací. Oligomery Aβ akcelerují proces vyplavování 



5 

glutamátu a současně navozují sekundární toxicitu prostřednictvím NMDAR. Narušen je i proces 

dlouhodobé potenciace (LTP; z angl. long-term potentiation), což vede ke snížení synaptické aktivity. 

Amyloidní hypotéza 

Nerovnováha mezi produkcí a odstraňováním Aβ z mozku dala vznik tzv. amyloidní teorii. Ta byla 

poprvé představena na začátku 90. let 20. století.17 Jak již bylo zmíněno, na začátku celé kaskády 

stojí APP, transmembránový protein, který je syntetizován v endoplasmatickém retikulu.18 Za 

fyziologických podmínek probíhá štěpení APP neamyloidogenní cestou, na které se podílí 

postupně α-sekretasa a γ-sekretasa (Obr. 3). Tímto se odlučuje z APP tzv. solubilní N-terminální 

ektodoména sAPPα.19 Za patologických podmínek probíhá štěpení APP tzv. amyloidogenní 

cestou, kdy se štěpení účastní prvně BACE-1, která produkuje solubilní protein APP beta (sAPPβ). 

Ten je strukturně velice blízký sAPPα, rozdíl je pouze v uspořádání aminokyselin v C-terminálním 

konci. Následnou proteolytickou činností γ-sekretasy se odlučují jednotlivé monomery Aβ 

o různé délce, zpravidla v rozsahu 39-43 aminokyselin. Mezi nejčastější patří ty o délce 40 a 42 

aminokyselin (Aβ40 a Aβ42). Pro familiární AD je charakteristická nadměrná produkce více 

patogenní formy Aβ42 (zvýšení poměru mezi Aβ42/Aβ40).20 Monomery Aβ se následně shlukují ve 

vyšší útvary, tzv. oligomery, které jsou solubilní a neurotoxické. Oligomery Aβ42 tlumí 

synaptickou aktivitu (mechanismem snížení dlouhodobé potenciace (LTP)) a narušují paměťově 

funkce.21 Další agregace oligomerů vede k tvorbě fibril a amyloidních deposit, které již nepůsobí 

neurotoxicky.22 Z pohledu medicinální chemie nachází teoretické uplatnění v léčbě AD inhibitory 

BACE-1, z nichž celá řada dosáhla 3. fáze klinického testování (např. Lanabecestat, Verubecestat, 

Elenbecestat, Atabecestat nebo CNP520).23 Klinické studie s těmito malými molekulami byly 

zpravidla pro nedostatek účinnosti ukončeny. Obdobná je i situace okolo inhibitorů γ-sekretasy. 

Z nich nejdále pokročily Avagacestat (3. fáze klinického testování) a BMS-708163 (2. fáze 

klinického testování). Jejich klinické hodnocení bylo předčasně ukončeno z důvodu výskytu 

četných nežádoucích účinků, které bylo připisováno vysoké substrátové promiskuitě 

γ-sekretasy.24 Detailněji je o BACE-1 a sekretasových inhibitorech, které vstoupily do klinického 

hodnocení, pojednáno v přílohách SI-SII. Vedle těchto dvou strategií pak existuje ještě celá řada 

dalších více či méně úspěšných přístupů jako např. podávání monoklonálních protilátek proti Aβ 

(imunoterapeutický přístup), aplikace látek zvyšujících permeabilitu a clearance Aβ z CNS, 

kationtových chelátorů selektivně vyvazujících některé prvky z vazby kov-Aβ a tím destabilizující 

fibrily Aβ aj.25 
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Obr. 3. Amyloidogenní a neamyloidogenní zpracování APP. Při neamyloidogenní cestě dochází ke štěpení 

APP pomocí α- a γ-sekretas. Vznikají dva fragmenty, solubilní N-terminální ektodoména sAPPα 

a membránově vázaný C-terminální konec označovaný jako C83. Amyloidogenní cesta je realizována 

pomocí β- a γ-sekretas. Tímto způsobem dochází ke vzniku APP intracelulární domény (AICD) 

a N-terminálního fragmentu sAPPβ. C-terminální jednotka C99 zůstává membránově vázaná, po její 

degradaci za účasti γ-sekretasy vznikají monomery Aβ (Aβ40 i Aβ42). Monomerní jednotky Aβ se postupně 

shlukují v neurotoxické oligomery až senilní plaky. Převzato a modifikováno z ref.26 

Hypotéza hyperfosforylovaného tau proteinu 

Primární fyziologickou funkcí tau proteinu je stabilizace sítě cytoskeletu neuronu vazbou na 

mikrotubuly. Za patologických podmínek představují shluky mikrotubul-asociovaných proteinů 

(MAP) tohoto proteinu další charakteristický nález neurodegenerativních onemocnění souhrnně 

označovaných jako tauopatie, mezi které patří rovněž AD. Tau se nachází převážně v neuronech, 

konkrétně je lokalizován na axonech, kde udržuje funkční transportní systém v chodu. 

Za patologických podmínek je jeho struktura výrazně modifikována. Tyto intracelulární 

strukturní modifikace, jmenovitě fosforylace tau, jsou příčinou kognitivních dysfunkcí 

a zodpovídají za neurodegenerativní procesy.27 K dnešnímu dni bylo identifikováno více než 

70 potenciálních míst pro fosforylaci proteinu tau, které mají patologickou relevanci.28 

Hyperfosforylovaný tau se shlukuje, podobně jako vzniklé monomery Aβ, do vyšších útvarů 

nazývaných neurofibrilární klubka (NFT, z angl. neurofibrillary tangles, Obr. 4).29 Na rozdíl 

od oligomerů a plaků tvořených Aβ, celkové množství NFT úzce koreluje se stavem demence. 

Zvýšené hladiny hyperfosforylovaného tau proteinu u pacientů s AD lze detekovat zejména 

v prefrontálním kortexu a hipokampu.30 Proces agregace a fibrilizace tau proteinu lze chápat 

jako několikastupňovou kaskádu, která začíná odpojením tau proteinu od mikrotubul. Klíčovou 

roli v tomto ohledu hrají enzymy regulující fosforylaci, konkrétně kinasa glykogensyntasa 3β 

(GSK-3β), mikrotubuly-regulující kinasa (MARK) a cyklin-dependentní kinasa 5 (CDK5).31 
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Obr. 4. Patologie tau proteinu. Tau je protein asociovaný s mikrotubuly. Za patologických podmínek je tau 

odtržen od mikrotubul a prochází post-translační modifikací (PTM) – fosforylací s následnou oligomerizací 

a agregací v neurofibrilární klubka (NFT; z angl. neurofibrillary tangles). MAPT je gen kódující tau protein. 

Převzato a modifikováno z ref.32 

Oxidativní stres 

Deregulovaný redoxní systém je jedním z prvotních nálezů AD. Tato narušená rovnováha spouští 

různé buněčné signální dráhy, které jsou spojovány s nástupem a progresí neurodegenerativních 

procesů.33 Reaktivní formy kyslíku (ROS, z angl. reactive oxygen species) a dusíku (RNS, 

z angl. reactive nitrogen species), dva hlavní mediátory oxidativního stresu (OS), způsobují četná 

poškození buněčných struktur. Nespecificky jsou zasaženy nejrůznější části biomolekul včetně 

proteinů, lipidů, sacharidů a nukleových kyselin v mozku i periferním systému.34 Obranný 

antioxidační systém je navíc s rostoucím věkem výrazně oslabován.35 OS úzce koresponduje 

s agregací a ukládáním Aβ, přičemž poškozené struktury vlivem Aβ generují ROS a RNS (Obr. 5). 

Kritickou úlohu v tomto procesu hraje přítomnost aminokyseliny methioninu 35 (Met35) na Aβ, 

která je náchylná pro iniciaci a následnou řetězovou reakci tvorby ROS/RNS.36 Mozková tkáň je 

navíc bohatá na polynenasycené mastné kyseliny, které jsou v přítomnosti kyslíku, za katalýzy 

iontů železa, náchylné k oxidativnímu poškození.37 Druhý úhel pohledu nabízí obrácený scénář, 

ve kterém OS předchází nadměrné produkci Aβ.38 Vedle těchto dějů hrají klíčovou roli rovněž 

mitochondrie, resp. mitochondriální enzymy, ze kterých lze jmenovat cytochrom-c oxidasu, 

oxoglutarátdehydrogenasu, pyruvátdehydrogenasu, amyloid vázající alkoholdehydrogenasu, 

cyklofilin D, monoaminooxidasy (MAO) aj.39 Z  možností terapeutického ovlivnění se nabízí 

podávání antioxidantů, např. vitamínů E, C, kyseliny lipoové, kurkuminu, N-acetylcysteinu 

a jiných.40 Jejich účinnost je však v řadě klinických studií velmi často rozporována.41 
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Obr. 5. Mitochondriální poškození způsobené vlivem OS. Nadměrná produkce Aβ navozuje dysfunkci 

komplexu I a IV, následkem čehož jsou generovány ROS a současně je spotřebováván adenosintrifosfát 

(ATP). Deplece ATP vede k destabilitě mitochondrií, sekundárně pak dochází k iontové nerovnováze 

v cytosolu. ROS zvyšují propustnost mitochondriálního permeabilního tranzitního póru (MPTP), který 

umožnuje vstup vápenatých iontů do vnitra mitochondrií. To vede k dysfunkci elektronového transportního 

řetězce a oxidativní fosforylaci. ROS současně spouští lipidovou peroxidaci buněčné membrány, 

v konečném důsledku je zahájena apoptóza buňky. Převzato a modifikováno z ref.42 

Nerovnováha přechodných prvků 

Distribuce a rovnováha některých přechodných prvků v AD je diskutovaným tématem již řadu 

desetiletí. Zlom nastal však až v 90. letech 20. století, kdy bylo zjištěno, že se na agregaci Aβ 

mohou podílet ionty železa, hliníku a mědi. Tento objev úzce koreluje s výše diskutovaným OS, 

kde jsou tyto prvky katalyzátorem patofyziologických procesů spojených s kumulací agregátů Aβ 

(viz zjednodušené schéma na Obr. 6).43,44 Na druhou stranu, spojení mezi ionty hliníku 

a neurodegenerativními onemocněními je do značné míry kontroverzní; existují studie, které 

poukazují na vztah mezi zvýšenou expozicí hliníku a AD,45 zatímco jiné studie toto tvrzení 

rozporují.46 Měď je v organismu přítomna ve dvou valenčních formách, oxidované (Cu2+) 

a redukované (Cu+).47 Jednotlivé redoxní stavy mědi koordinují celou řadu endogenních 

i exogenních ligandů, které se vyznačují přítomností některé z funkčních skupin, jako jsou např. 

karboxyl, imidazolový kruh, thiolová skupina cysteinu, thioether methioninu a kationtová 

interakce s nabitými částicemi.48 Sérové a cerebrospinální hladiny mědi jsou u pacientů s AD 

výrazně zvýšeny.49 Měď přispívá tvorbou ROS k oxidaci nízkodenzitních lipoproteinů (LDL, 
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z angl. low-density lipoprotein), které zvyšují koncentraci homocysteinu v plazmě. Nadměrná 

hladina homocysteinu je rovněž dalším rizikovým faktorem pro rozvoj AD.50,51 V pokročilých 

stádiích onemocnění dochází k redistribuci mědi do senilních plaků za současného snížení jeho 

celkové koncentrace v okolních tkáních.52 Za zajímavou zmínku rovněž stojí výsledky klinické 

studie, které poukazují, že příjem stravy bohaté na měď, cholesterol a nasycené mastné kyseliny 

zrychlují nástup kognitivních dysfunkcí.53 Zinek je součástí některých enzymů (např. superoxid 

dismutasa 1), transkripčních faktorů (protein p53) a signálních molekul (proteinkinasa C).54 

V mozku je zinek přítomen jako zinečnatý kationt (Zn2+) zejména v nervových zakončeních 

glutamátergního systému, odkud je po aktivaci extracelulárně uvolňován.55 Zinek po uvolnění 

ze synapsí, zpravidla pomocí zinkového transportéru (ZnT3), interaguje s různými neuronálními 

receptory (NMDAR, iontovými kanály a transportéry).56 U neurodegenerativních procesů je 

zinek, podobně jako měď, vázán v placích Aβ.52 Retence zinku v mozku je nejčastěji připisována 

narušeným transportním systémům pro tento prvek, mezi které patří ZnT1, ZnT3, ZnT4 a ZnT6.57 

Estrogen reguluje expresi ZnT3, může tak být považován za rizikový faktor AD odrážející 

mezipohlavní diverzitu.58 Železo je klíčovou komponentou hemu v hemoglobinu, myoglobinu, 

cytochromu nebo třeba také kofaktorem ribonukleotid reduktasy (enzym syntetizující DNA). Je-li 

přítomen ve vyšší koncentraci, projevuje se jeho toxicita, vznikají superoxidové anionty 

a hydroxylové radikály, které nespecificky interagují s různými biomolekulami v organismu.59 

Podobně jako u předchozích kovů je kumulace železa dobře pozorovatelná v rámci senilních 

plaků Aβ.60 V prodromálním stádiu AD se železo podílí na iniciaci a progresi OS s následnou 

zvýšenou senzitivitou buněk vůči indukovanému OS.61 Jako odpověď na tento stav je 

up-regulován protizánětlivě účinný laktoferin, transportní protein vázající volné železo, který 

eliminuje volné hydroxylové radikály a chrání tak DNA před poškozením.62 

 

Obr. 6. Model toxicity zinku a mědi na glutamátergních synapsích během AD. Narušená energetická 

bilance vlivem poškozených mitochondrií vede ke sníženému zpětnému vychytávání některých prvků (měď, 
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zinek), jejichž koncentrace je zvýšená a podílí se na agregaci Aβ do oligomerů až amyloidních plaků. 

Převzato a modifikováno z ref.63 

1.1.2 Epidemiologické údaje a farmakoekonomická data 

AD je jednou z mnoha druhů demencí. Vedle tohoto chronického onemocnění ještě existují 

vaskulární demence, demence s Lewyho tělísky a frontotemporální demence. AD čítá celkově 

mezi 60 až 80 % všech případů demencí. V celosvětovém měřítku zaujímá AD páté místo 

celkového počtu úmrtí.64 Jak již bylo zmíněno v úvodu, onemocnění se začíná projevovat 

zpravidla od 65. roku života (přibližně 5% prevalence), u lidí nad 85 let trpí touto chorobou téměř 

každý druhý. Odhaduje se, že v roce 2050 budeme evidovat celkový počet 1,25 miliardy seniorů 

nad 65 let; tento počet bude představovat 22 % celosvětové populace. 79 % z nich se bude 

nacházet v rozvojových zemích, které mají nedostatečný přístup k léčbě.65 Každoročně je nově 

diagnostikováno mezi 4,5-5,0 miliony pacientů s AD, přičemž je odhadováno, že může dojít 

k dvojnásobnému nárůstu okolo roku 2040.66 Počet lidí trpících AD v České republice je 

odhadován na 153 tisíc a prognóza vývoje není příliš optimistická ani do dalších let, jelikož 

v rámci Evropy patříme k nejrychleji stárnoucí populaci. 

AD představuje enormní ekonomickou zátěž. Meta-analýza z roku 2017 ukazuje, že roční léčba 

jednoho pacienta s AD vychází průměrně na 20.461 $. Podle stádia onemocnění pak můžeme 

roční náklady na léčbu rozčlenit na 14.675 $ pro mírné stádium demence, 19.975 $ pro středně 

těžké stádium a 29.708 $ pro terminální stádia AD.67 Všechny tyto částky pokrývají jak výlohy na 

léčiva, tak i náklady spojené s ošetřujícím personálem. Některé studie však dokonce uvádí částku 

přesahující 70.000 $ ročně.68 Průměrné roční náklady na léčbu AD v České republice v roce 2016 

byly vypočítány na 22.818 €.69 V zemích západního bloku pak léčebné výlohy dosahují až 3 % 

hrubého domácího produktu, v celosvětovém měřítku se jedná o 1 % HDP. 

1.2 Současná léčba 

Současné léčba AD je pouze symptomatická a staví na dvou skupinách léčiv. První z nich je 

zastoupena inhibitory AChE. Z inhibitorů AChE nachází uplatnění v klinické praxi donepezil, 

galantamin a rivastigmin. Základ této skupině léčiv položila první generace inhibitorů AChE – 

takrin a fysostigmin. Takrin byl zaveden k užívání vůbec jako první léčivo AD v roce 1993.70 

Z důvodu výskytu závažných nežádoucích účinků, jako jsou hepatotoxicita a gastrointestinální 

dyskomfort, byl v roce 1998 stažen z užívání ve většině zemí světa; definitivně byl vyřazen 

z preskripce v roce 2013.71 Účinnost fysostigminu byla ověřována v řadě klinických studií. 

Většina z nich však byla předčasně ukončena z důvodu výskytu četných nežádoucích účinků jako 

např. nevolnost, zvracení, průjem, bolesti hlavy, křeče aj.72 Vedle skupiny inhibitorů AChE je dále 

používán antagonista NMDAR memantin. Ten je indikován pro středně těžká až těžká stádia 

onemocnění.73 Bližší pojednání o používané léčbě je uvedeno v přílohách SIII-SV této habilitační 

práce. 

1.3 Navrhované přístupy léčby 

Z důvodu komplexnosti onemocnění a doposud nejasného mechanismu vzniku AD, nelze 

jednoznačně definovat cíl působení pro experimentálně vyvíjená léčiva, který by zaručoval 

klinickou účinnost. Jak již bylo uvedeno v úvodní kapitole „1.1.1 Patofyziologie onemocnění“, 

existuje celá řada hypotéz, na kterých je stavěn výzkum mnohých léčiv. Z malých molekul 

postoupily doposud nejdále v klinických studiích modulátory sekretas. Zpravidla se jednalo 
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o inhibitory BACE-1 (např. Verubecestat74 nebo Elenbecestat23), omezeně pak o modulátory 

γ-sekretasy (např. Semagacestat75 nebo Avagacestat76), jejichž klinická testování byla, z důvodu 

výskytu závažných nežádoucích účinků (rakovina kůže, náchylnost k infekčním onemocněním 

aj.), předčasně ukončena (viz přílohy SI a SII). Z dalších zvažovaných skupin léčiv byly klinicky 

evaluovány anti-agregancia Aβ, agonisté receptoru aktivovaném proliferátory peroxizomů, 

chelatační činidla, agonisté M1 AChR, vychytávače Aβ na periferii, inhibitory GSK-3β, statiny 

a další. Z imunoterapeutických metod byly aplikovány monoklonální protilátky proti Aβ 

(Solaneuzumab a Bapineuzumab) i cílené protilátky proti tau proteinu (AADVac1).77 I přes slibné 

výsledky na transgenních zvířecích modelech, nebyla klinická účinnost u žádného z výše 

zmiňovaných léčiv potvrzena u lidí. Bližší informace k zvažovaným farmakoterapeutickým 

přístupům v léčbě AD lze dohledat v přílohách SVI-SVIII. 

V současné době je evidováno 132 různých klinických kandidátů pro terapii AD. 28 z nich se 

nachází ve třetí fázi klinického hodnocení (celkově 42 studií), 74 ve druhé fázi (83 studií) a 30 

v první fázi (31 studií).78 19 z těchto kandidátních léčiv cílí na zlepšení kognitivních dysfunkcí, 14 

lze klasifikovat jako podpůrnou léčbu neuropsychiatrických a behaviorálních symptomů, 96 léčiv 

má za cíl modulovat průběh onemocnění (většinou se jedná o anti-amyloidní terapeutika na bázi 

malých molekul nebo monoklonálních protilátek). Z celkového výčtu, sedm malých molekul a 10 

biologických léčiv cílí na tau protein. Celkový přehled léčiv v klinických studiích na AD k začátku 

roku 2019 je znázorněn na Obr. 7. 
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Obr. 7. Všechna léčiva v klinických studiích k začátku roku 2019. Léčiva jsou řazena dle fází klinického 

hodnocení (prostřední kruh značí 3. fázi, vnitřní 2. fázi, vnější zahrnuje léčiva v 1. fázi klinického testování). 

Léčiva v zeleném segmentu představují biologická terapeutika, ve fialovém se jedná o látky modulující 

průběh onemocnění, v oranžovém jsou vyznačeny kognitivní enhancery. Tvar jednotlivých ikon odráží 

kohortu, na které je dané léčivo testované (zdraví dobrovolníci; preklinické, prodromální až mírné stádium, 

středně-těžké stádium a těžké stádium AD). Barva jednotlivých ikon symbolizuje cíl působení (červená – 

Aβ; modrá – tau; šedivá – jiné místo působení). Léčiva nově uvedená do klinického hodnocení během roku 

2018 jsou vypsána tučným písmem. Převzato z ref.78 

1.4 Multipotentní sloučeniny 

Řada léčiv doposud uvedených na trh byla vyvíjena na základě ovlivnění pouze jednoho 

patologického mechanismu. Tento koncept, v literatuře označovaný jako „jedno léčivo, jeden cíl, 

jedno onemocnění“, je i v současné době dominantním ve vývoji léčiv. Nicméně řada 

komplexních onemocnění (hypertenze, nádorová onemocnění, schizofrenie, AD a další) není 

adekvátně léčena při použití léčby cílené na jednu patologickou deficienci. Za tímto účelem tak 

byl poprvé v roce 2004 definován pojem „polyfarmakologie“ jako nový vývojový směr léčiv pro 

oblast AD.79,80 Jejím smyslem je nejen navýšit účinnost léčby, ale i snížit riziko výskytu 

nežádoucích účinků. Právě nevhodné lékové kombinace vedoucí k četným interakcím stojí za 

častou hospitalizací nebo dokonce úmrtím pacientů. Polyfarmakologii v AD lze rovněž chápat 

jako „společenskou poptávku“ v hledání nového vývojového konceptu léčby AD. Ta je plně 

v souladu s mnohými neúspěchy řady léčiv v klinických studiích. Statistické údaje poukazují na 

fakt, že mezi lety 2002-2012 byl schválen k terapii AD pouze memantin (2003) z celkového počtu 
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244 hodnocených léčiv v 413 klinických studiích. Míra úspěchu zavedení nového léčiva vyjádřena 

v procentech v tomto mezidobí pak odpovídá pouze 0,4 %.81 

Polyfarmakologie může být chápána ve třech rovinách. Tradičně je u pacientů, kteří nevykazují 

dostatečnou terapeutickou odpověď, využívána kombinace léčiv (zpravidla v podobě dvou a více 

léčiv aplikovaných v různých formulacích). Tento přístup často naráží na compliance pacienta. 

Řešení se nabízí v podobě podávání multikompozitních formulací (např. vícesložkové kapsle), 

které, jak vyplývá z názvu, obsahují směs dvou a více aktivních léčiv. Tento přístup vede 

k navýšení compliance pacienta, ale nikterak neřeší možnost výskytu lékových interakcí. 

Příkladem takového léku uvedeného na trh v roce 2014 pro terapii AD je Namzaric kombinující 

donepezil s memantinem.82 Alternativou k oběma z výše zmíněných přístupů je podání jednoho 

léčiva, tj. jedné aktivní substance, která je schopná modulovat více patologických složek nemoci 

najednou. V takovém případě mluvíme o tzv. multipotentních sloučeninách (v anglické literatuře 

označované různými pojmy jako „multi-target directed ligands“, „designed multiple targets“, 

nebo též „magic bullets“). Je dobré rovněž připomenout, že řada léčiv na trhu má multipotentní 

charakter bez toho, aniž by byla vyvíjena s tímto úmyslem. Zpravidla byl jejich mechanismus 

účinku objasněn retrospektivně. Příkladem takovýchto struktur jsou atypická antipsychotika 

(např. aripiprazol), která vykazují multi-receptorovou vazbu.83 

Vývoj multipotentních sloučenin prošel během posledních dvou dekád značnou evolucí. Vše 

odstartoval vývoj bis(7)-takrinu v roce 1996 (označovaného v anglické literatuře rovněž jako 

bis(7)-cognitin).84 Tato molekula spojující dvě takrinové jednotky přes heptamethylenový 

můstek nejenže vykazovala téměř 1500× účinnější inhibici AChE oproti takrinu, ale byla i téměř 

1000x selektivnější pro inhibici AChE oproti butyrylcholinesterase (E.C. 3.1.1.8; BChE).85 Nad 

rámec těchto nepřímých parasympatomimetických vlastností prokázal bis(7)-takrin řadu 

modulačních aktivit ve vztahu k NMDAR, serotoninovým (5-HT3) receptorům, a receptorům pro 

gama-aminomáselnou kyselinu (GABA), dále inhibici extracelulární signálně-regulační kinasy 

(ERK1/2), p38 mitogen-aktivované protein kinasy (MAPK), BACE-1, NO-syntasy, snížení 

kumulace Aβ a mnoho dalších. I přes příznivé výsledky za podmínek in vitro i in vivo byl výzkum 

bis(7)-takrinu ukončen z důvodu špatných farmakokinetických (10% absorpce po per os podání, 

vysoká vazba na plasmatické proteiny), farmakodynamických parametrů (účinnost, selektivita, 

metabolická stabilita aj.) i fyzikálně-chemických parametrů (nízká solubilita ve vodě). I přes tyto 

limitující faktory je bis(7)-takrin považován za průlomovou molekulu, která nastavila nový trend 

ve vývoji léčiv. Zejména poukázala na to, že je možné jedinou molekulou ovlivnit více 

patologických dějů, která mají přímou souvislost s patofyziologií AD. Bližší pojednání o této 

molekule lze dohledat v příloze SIX. 

V dnešní době se uplatňují dva koncepční přístupy ve vývoji multipotentních sloučenin. První 

vychází ze znalostí (z angl. „knowledge-based“), druhý přístup je screeningový. 

„Knowledge-based“ strategie staví na biologických datech známých sloučenin, zatímco 

screeningový přístup se snaží najít novou, farmakologicky aktivní entitu pro daný cíl nebo systém 

z vybrané knihovny sloučenin. Screening je možno v dnešní době provádět jak pomocí 

výkonných přístrojů, které jsou schopné otestovat desetitisíce sloučenin denně, tak i virtuálně 

s využitím in silico metod (molekulové modelování, molekulová dynamika a další), vše paralelně 

na několik patologických systémů.86 Robustnější screeningové metody se provádí na buněčných 

modelech a při zjištění žádaného efektu se retrospektivně odhaluje mechanismus účinku. 
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Po identifikaci nových chemických jednotek následuje fáze, kdy jsou dva vyselektované 

farmakofory včleněny do jedné molekuly (z angl. „designing in“). To je však možné pouze tehdy, 

když dochází alespoň k částečnému strukturnímu překryvu obou chemických částí. Mnohem 

častěji jsou proto preferovány takové molekuly, které mají efekt na oba cíle současně a tento 

efekt je potřeba pouze vybalancovat (navýšit či snížit jednu či druhou aktivitu pro daný cíl). 

Dalším možným scénářem ve vývoji multipotentních sloučenin, který může nastat, je, 

že docílíme srovnatelného efektu pro oba dané cíle, ale potřebujeme eliminovat třetí aktivitu, 

která je spojena např. s nežádoucími účinky nebo jinak snižuje terapeutický potenciál výsledné 

molekuly. Nastupuje tedy fáze optimalizace (v anglické literatuře je tento stav často spojován 

s termínem „designing out“). Ta je v současné době považována za jednu z nejvíce 

komplikovaných stránek ve vývoji multipotentních sloučenin. 

Pokud se zaměříme na „knowledge-based“ přístup, máme na výběr tři možnosti designování 

multipotentních sloučenin (Obr. 8). První z nich představuje spojení dvou různých molekul 

s rozdílným farmakologickým efektem za pomocí řetězce (alifatický, etylenglykolový aj.; v angl. 

literatuře je tento přístup označován jako „linking approach“; Obr. 8). Řetězec přirozeně nebývá 

(někdy však být může) součástí ani jedné z předlohových struktur; volí se zpravidla, pokud jsou 

dvě struktury zcela odlišné a nelze použít další dvě strategie (viz dále). Klíčový je zejména 

charakter řetězce, jeho umístění na propojované ligandy a délka. Všechny tyto atributy je 

potřeba důsledně zvážit, protože při nesprávném použití může dojít k redukci či dokonce zániku 

jedné či více biologických aktivit.87 Finální molekula vzniklá tímto způsobem může mít charakter 

proléčiva; v takovém případě je přítomen degradabilní řetězec obsahující funkční skupiny 

náchylné k hydrolýze (esterové nebo amidové vazby). Po metabolizaci v organismu dochází 

k uvolnění obou aktivních složek. V opačném případě vzniká metabolicky stabilní entita, která 

v těle působí na zvolené cíle jako celek. Důležité je rovněž zmínit, že v některých případech může 

být i samotný řetězec nositelem farmakologického účinku. V literatuře je popisována celá řada 

takto vzniklých derivátů. Velké množství z nich lze dohledat v přílohách SX-SXIV. 

Dalším přístupem tvorby multipotentních sloučenin je přímé napojení obou aktivních ligandů 

bez použití spojovacího řetězce (v angl. literatuře je toto označováno jako tzv. „fusing approach“; 

Obr. 8). U tohoto přístupu je spojujícím článkem zpravidla jedna funkční skupina, která je 

přítomna v obou předlohových strukturách. V ideálním případě může dokonce dojít k úplnému 

překryvu obou částí molekuly při zachování farmakologických vlastností obou parentních 

struktur. V tomto případě, kdy dochází k úplnému překryvu, hovoříme o tzv. „merging 

approach“ (Obr. 8). Posledně jmenovaný je nejideálnějším přístupem z pohledu charakteru 

finální molekuly. Ta má logicky nejmenší molekulovou hmotnost a většinou splňuje i další 

fyzikálně chemické charakteristiky pro léčiva s prostupností do CNS. Veškeré výhody i úskalí při 

navrhování jednotlivých multipotentních sloučenin je detailněji diskutováno v kapitole 

„3. Souhrn, závěry a možné směry dalšího výzkumu“ a v příloze SXV této habilitační práce. 
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Obr. 8. Kombinace různých farmakoforů vedoucí k multipotentním sloučeninám s využitím 

„knowledge-based“ přístupu. Vlevo je zobrazena aplikace tzv. linking approach implementující alifatický 

řetězec do molekuly 6-chlortakrin-troloxového heterodimeru;88 uprostřed je znázorněno přímé napojení 

PIB (zkratka pro Pittsburgh compound B) a deferipronu (fusing approach);89 vpravo je ilustrován překryv 

dvou parentních struktur (rivastigminu a rasagilinu) vedoucí k ladostigilu (merging approach).90 Mw 

označuje výslednou molekulovou hmotnost vzniklé multipotentní sloučeniny při aplikaci jednotlivých 

přístupů. Převzato z ref.91 
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2 Komentář k předloženým pracím 

Výsledky shrnuté v předložené habilitační práci vznikly mezi lety 2008-2020. Během této doby 

jsem vykonával studijní doktorský program (2008-2012) na Katedře farmaceutické chemie 

a kontroly léčiv (nyní Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analýzy) pod vedením 

doc. RNDr. Veroniky Opletalové, Ph.D. (školitel) a prof. Ing. Kamila Kuči, Ph.D. (školitel 

specialista). Další výsledky výzkumu zde zahrnuté byly získány na Katedře toxikologie a vojenské 

farmacie (Fakulta vojenského zdravotnictví, Univerzita obrany), Centru biomedicínského 

výzkumu (Fakultní nemocnice Hradec Králové) a na odděleních Experimentální neurobiologie 

a Translačních neurověd (Národní ústav duševního zdraví, Klecany). Veškerá práce vznikla za 

finanční podpory jednotlivých institucí (projekt Ministerstva Obrany - OVUOFVZ200805; 

Zdravotnická problematika DZRO ZHN 2012 a DZRO ZHN 2017; finanční prostředky Fakultní 

nemocnice Hradec Králové – č. 00179906; a projekt NPU I – č. LO1611), za podpory národních 

grantových agentur (Grantová agentura České republiky – č. P303-11-1907 (2011-2015); č. 15-

16701S (2015-2017); č. 18-01734S (2018-2020); č. 20-29633J (2020-2022); Agentura pro 

zdravotnický výzkum České republiky – č. 15-30954A (2015-2018)); a projektů InoMed (č. 

CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010046) a IT4Neuro(degeneration) (č. 

CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010054). 

Většina prací zde uvedených je odrazem navázaných spoluprací se zahraničními partnery. Zde je 

na místě uvést, mezi mnohými, Univerzitu Pavla Josefa Šafárika v Košicích (pracovní skupina 

RNDr. Slávky Hamuľákové), Univerzitu v Bologni (pracovní týmy prof. Marie Laury Bolognesi 

a prof. Manuely Bartolini) a Jagellonskou univerzitu v Krakově (tým vedený prof. Barbarou 

Malawskou). Výsledky vzájemné spolupráce se staly podkladem pro prezentování výsledků na 

řadě tuzemských i zahraničních konferencích ať už formou plakátových či ústních sdělení. 

V rámci doktorského studijního programu jsem se věnoval zpravidla monomerním takrinovým 

derivátům. Jejich aktivita a farmakologický profil jsou však značně omezené zpravidla na inhibici 

AChE. Postupným vývojem jsem došel k takrinovým heterodimerům, případně jiným derivátům, 

u kterých je spojujícím článkem inhibice cholinesteras. Většina z těchto synteticky připravených 

sloučenin vykazuje multipotentní profil daný obvykle kombinací dvou farmakologických entit. 

Všechny tyto práce, resp. komentář k nim, jsou shrnuty v kapitole „2.1 Multipotentní léčiva na 

bázi inhibitorů cholinesteras“. Mimo oblast multipotentních sloučenin navržených na základě 

znalostí dostupných z literárních pramenů představují přírodní sloučeniny, resp. jejich 

semisyntetické analogy, další důležitou vývojovou větev ve vývoji farmak pro léčbu chorob 

spojených s CNS. Této problematice je věnována kapitola „2.2 Přírodní a semisyntetické deriváty 

v léčbě Alzheimerovy choroby“, která diskutuje zejména haemanthaminové deriváty, fenolické 

sloučeniny nebo berberinová analoga. 

Publikované práce jsou v textu citovány římskými čísly s prefixem „P“ pro původní práce 

(PI-PXXIX) a „S“ pro souhrnné články (SI-SXXI), aby je bylo možno snadno odlišit od prací jiných 

autorů. Podíl na jednotlivých pracích je vymezen v kapitole „6 Podíl předkladatele habilitační 

práce na jednotlivých publikacích“. V Tabulkách 1 a 2 na konci oddílů 2.1 a 2.2 jsou uvedeny pro 

srovnání nejúčinnější cholinesterasové inhibitory z každé série sloučenin. 
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2.1 Multipotentní léčiva na bázi inhibitorů cholinesteras 

Tato kapitola zahrnuje veškeré multipotentní sloučeniny, které byly vyvinuty na bázi 

reverzibilních inhibitorů cholinesteras. Aktivita pro jednotlivé sloučeniny je vyjádřena jako 

polovina maximální inhibiční koncentrace (IC50) stanovená na lidské rekombinantní AChE nebo 

lidské plasmatické BChE (není-li uvedeno jinak). Převážná většina z nich je stavěna na molekule 

takrinu (1), případně jeho méně toxického derivátu 7-methoxytakrinu (7-MEOTA; 2)92 nebo 

jednoho z doposud nejúčinnějších takrinových derivátů 6-chlortakrinu (3) (Obr. 9).93 O těchto 

derivátech je blíže pojednáno v přílohách SXVI-SXVIII. Hodnoty inhibičních koncentrací pro AChE 

a BChE u konkrétních zástupců jsou uváděny průběžně v textu a v příslušných tabulkách na konci 

každé kapitoly. 

Často diskutovanou součástí vývoje inhibitoru cholinesteras je jejich relativní selektivita k AChE. 

Ta je dána poměrem hodnot BChE IC50/AChE IC50. Tuto hodnotu lze chápat jako orientační pro 

určení selektivity k danému enzymu, přičemž sloučeniny selektivní k AChE mají tuto hodnotu > 1, 

neselektivní sloučeniny vykazují hodnoty blízké 1, inhibitory selektivní k BChE mají < 1. 

V počátcích vývoje inhibitorů cholinesteras byl důraz kladen zejména na vysoce selektivní 

inhibitory AChE, s ohledem napojení AChE na centrální funkce v mozkové kůře.94 Od tohoto 

dogmatu se však v současnosti upouští; existuje celá řada preklinických i klinických studií, které 

naopak favorizují podávání neselektivních nebo BChE-selektivních inhibitorů.95 Tato poznání se 

zakládají na faktech, kdy jednak BChE-selektivní inhibitory mají výrazný pro-kognitivní efekt,96 

a dalším kritickým ukazatelem jsou hladiny BChE v průběhu AD. Řadou studií byla prokázána 

zvýšená hladina BChE v pozdějších stádiích AD (až na 120 % oproti fyziologickým hodnotám), 

která nahrává používání neselektivních nebo BChE-selektivních inhibitorů. Aktivita AChE klesá 

v pokročilých stádiích demence až k 10-15 % normálních hodnot pozorovaných u zdravých 

jedinců.94,95 

 

Obr. 9. Chemické struktury takrinu (1) a příbuzných derivátů (7-MEOTA (2) a 6-chlortakrinu (3)) včetně 

hodnot IC50 pro enzymy AChE a BChE. 
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Zájem o vývoj duálních inhibitorů AChE (tj. inhibitorů, které se vážou současně do katalytické 

části i periferního anionického místa enzymu) vzrostl v roce 1996 s vývojem bis(7)-takrinu 

(SIX),85 kdy byla taktéž jinou vědeckou skupinou poprvé představena tzv. ne-cholinergní aktivita 

AChE.97,98 Ta spočívá v pro-agregačním efektu periferního anionického místa (PAS) AChE na Aβ. 

Tato interakce mezi PAS a Aβ vede ke konformačním změnám amyloidních fibril Aβ na 

β-skládaný list, který vykazuje zvýšený pro-agregační potenciál s následným toxickým 

působením.99 Na základě tohoto faktu, který je spojovníkem mezi cholinergní a amyloidní 

hypotézou, byla vyvinuta celá řada pro-kognitivních léčiv. Součástí této práce budou rovněž 

představeny sloučeniny působící na této bázi s výrazným anti-agregačním účinkem ovlivněním 

PAS AChE. 

Prvotní studie jsou spojeny s vývojem 7-MEOTA-adamantylaminových heterodimerů (4a-4n; 

Obr. 10). Tyto výsledky jsou sumarizovány v přílohách PI a PII. Při návrhu těchto sloučenin jsme 

se řídili cholinergním působením (zajištěna pomocí 2) a antagonistickým působením vůči 

NMDAR (dáno přítomností amantadinu). Amantadin (chemicky 1-adamantylamin; 5) je dříve 

schválené profylaktikum proti virovým onemocněním, jehož užívání je však v současné době 

obsoletní z důvodu výskytu virové rezistence. V současné době nachází uplatnění při paliativní 

léčbě Parkinsonovy choroby. Bližší pojednání o 5 a dalších adamantanových derivátech lze nalézt 

v příloze SV této práce. Komplexní terapeutický efekt 5 je zprostředkován přes NMDAR, 5 dále 

zvyšuje vyplavování dopaminu, dopaminový reuptake, inaktivuje mikroglie a tím působí 

protizánětlivě.100 Sloučenina 5 je navíc strukturně příbuzná k memantinu, schválenému léčivu 

pro terapii AD. Celkově bylo připraveno 14 nových 7-MEOTA-adamantylaminových 

heterodimerů (4a-4n), které se liší v délce spojovacího řetězce (dva až osm methylenových 

jednotek) a přítomností močoviny nebo thiomočoviny ve spojovacím můstku. 

 

Obr. 10. 7-MEOTA-adamantylaminové heterodimery 4a-4n. 

Všechny sloučeniny z testované série byly účinnými inhibitory AChE i BChE v mikromolárních 

až sub-mikromolárních hodnotách IC50. Z pohledu vztahu mezi strukturou a účinkem u derivátů 

4a-4n lze vypíchnout ty, které nesou pentamethylenový řetězec (4d: AChE IC50 = 0,53 ± 0,10 μM; 

BChE IC50 = 1,4 ± 0,2 μM; SI pro AChE = 2,6; 4k: AChE IC50 = 0,69 ± 0,13 μM; 

BChE IC50 = 0,22 ± 0,04 μM; SI pro AChE = 0,3; Tab. 1). Za zmínku stojí zvrat v selektivitě účinku 

od AChE (4d) k BChE (4k) při záměně thiomočoviného linkeru za močovinový. Nejselektivnějším 
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inhibitorem AChE v rámci této série byla sloučenina 4n (SI pro AChE = 9,3). Nejúčinnější deriváty 

byly podrobeny molekulově modelovací studii. Výsledky byly plně v souladu s návrhem 

sloučenin, tj. část z molekul 4d i 4k nesoucí 2 je orientována do katalytické části enzymu, zatímco 

5 interaguje s PAS v těsné blízkosti Trp286, který je označován za klíčové residuum v katalýze 

agregace Aβ.97 Z navazující studie s  4a-4n dále vyplynulo, že některé heterodimery jsou rovněž 

účinnými inhibitory BACE-1. V tomto ohledu se nejlépe profilovala sloučenina 4m 

(BACE-1 IC50 = 2,0 ± 0,3 μM), ostatní, zejména ty, které obsahují thiomočovinovou funkční 

skupinu, vykazovaly slabší inhibici v sub-milimolární koncentraci hodnot IC50. Stanovení přímé 

interakce mezi Aβ40 a 4a-4n poukázalo na významnou účinnost proti agregaci tohoto proteinu, 

pro nejvíce potentní heterodimery (4g, 4l, 4m a 4n) dosahovala inhibiční aktivita hodnot IC50 

shodně okolo 0,04 μM. Z testování aktivity vůči NMDA receptorům metodou patch-clamp na 

buněčné linii HEK293 exprimující rekombinantní GluN1/GluN2B receptor vyplynulo, že se 

heterodimer 4d chová podobně jako memantin při interakci s tímto receptorem při 

membránovém napětí -60 mV (4d: NMDA IC50 = 1,80 ± 0,13 μM; memantin: 

NMDA IC50 = 1,00 ± 0,04 μM).101 Z dalších vlastností lze jmenovat zejména pravděpodobnost 

prostupu 4k přes hematoencefalickou bariéru (HEB) pomocí pasivní difúze (pozn. stanoveno 

pomocí metody umělé membrány). Souhrn biologických aktivit k sloučeninám 4a-4n je uveden 

v příloze PIII. 

Soubor poznatků ze 7-MEOTA-adamantylaminové série posloužil pro návrh 

6-chlortakrin-memantinového derivátu 6 (PIV, Obr. 11). Ten spojuje fragmenty 3 

s memantinem (7). Inspirací byla rovněž studie kombinující inhibitor AChE galantamin s NMDAR 

antagonistou 7 za vzniku molekuly označované jako memagal (v literatuře známý též pod 

označením ARN14140; Obr. 11).102 Terapeutický efekt memagalu byl demonstrován i za 

podmínek in vivo na myších, kterým byl aplikován sub-chronicky Aβ25-35 k navození kognitivní 

dysfunkce.103 Memagal prokázal pro-kognitivní charakter doprovázený neuroprotektivním 

působením vůči Aβ, ale jeho další použití je problematické z důvodu formy aplikace 

(intracerebroventrikulární podání). Design 6 byl založený na předpokládané duální interakci 

s AChE, kdy bylo sledováno umístění ligandu v aktivní části enzymu s využitím molekulově 

modelovací techniky ve vztahu k délce řetězce mezi oběma farmakofory. Dle výsledků in silico 

je pro inhibiční AChE aktivitu optimální šestiuhlíkatý řetězec. Studie potvrdila nanomolární 

charakter inhibice AChE a vysokou selektivitu pro tento enzym (6: AChE IC50 = 9,41 ± 0,65 nM; 

BChE IC50 = 2,1 ± 1,6 μM; SI pro AChE= 220). Na základě dalšího stanovení je u sloučeniny 6 

předpoklad prostupu přes HEB pomocí pasivní difúze. Patch-clamp analýzou GluN1/GluN2B 

NMDA receptoru bylo zjištěno, že 6-chlortakrin-memantinový heterodimer 6 je, podobně jako 

7,104 účinným blokátorem otevřeného póru NMDAR (6: IC50 (-60 mV) = 1,80 ± 0,10 μM; 

IC50 (+40 mV) = 16,01 ± 1,24 μM; 7: IC50 (-60 mV) = 0,79 ± 0,06 μM; 

IC50 (+40 mV) = 22,01 ± 0,94 μM). Neuroprotektivní účinnost 6 byla ověřena na modelu 

hipokampálních lézí indukovaných mikroinjekcí NMDA do dorsální části hipokampu potkana. 

Zajímavostí je, že zavedené léčivo 7 nedosahovalo v tomto modelu neuroprotekce účinnosti 

heterodimeru 6. To si vysvětlujeme použitím relativně malých dávek 7 v porovnání s dávkami 

aplikovanými v klinických studiích (podávání 20 mg/kg).105 
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Obr. 11. Návrh 6-chlortakrin-memantinového heterodimeru 6 vycházející ze struktur 3, 7 a memagalu.102 

Jako pokračování duálních inhibitorů vzdáleně příbuzných k bis(7)-takrinu jsme vyvinuli 

7-MEOTA-donepezilové deriváty (8a-8v). Z názvu je patrné, že spojují strukturní charakteristiky 

2 a N-benzylpiperazinu jako isosterní jednotky k N-benzylpiperidinu z donepezilu (9) (Obr 12; 

PV). Za návrhem této série stojí představa, kdy tricyklický fragment 2 je jak vhodným ligandem 

pro PAS, tak i katalytického místa AChE, zatímco N-benzylová část interaguje výhradně 

s katalytickou částí enzymu. Tato představa je plně v souladu s krystalografickou strukturou 9 

v AChE.106 Celkově tato série čítala 22 7-MEOTA-donepezilových derivátů (8a-8v; Obr. 12), 

z nichž u většiny se jednalo o N-benzyl-substituovaná analoga. Všechny deriváty shodně vykázaly 

vybalancovaný inhibiční efekt na AChE i BChE v mikromolárních hodnotách IC50. Substituce na 

aromatickém jádře elektron-donorními i elektron-akceptorními substituenty neměla významný 

vliv na inhibiční aktivitu. Nutno zmínit, že všechny fenyl-substituované deriváty (8b-8n) byly 

účinnější na AChE v porovnání s nesubstituovaným 7-MEOTA-donepezilovým derivátem (8a), 

žádný z nich však nepřekonal aktivitu předlohové molekuly 9 (AChE IC50 = 0,0210 ± 0,0023 μM; 

BChE IC50 = 7,27 ± 0,62 μM; SI pro AChE = 340).107 Nejúčinnějším inhibitorem AChE a současně 

derivátem s nejvyšší selektivitou vůči tomuto enzymu byl hybrid 8b (AChE IC50 = 1,1 ± 0,1 μM; 

BChE IC50 = 17,9 ± 1,5 μM; SI pro AChE = 16; Tab. 1). Nejvíce potentním BChE inhibitorem 

s výraznou mírou selektivity pro tento enzym byl N-propargylový derivát 8v 

(AChE IC50 = 12,9 ± 0,7 μM; BChE IC50 = 0,42 ± 0,01 μM; SI pro AChE = 0,03; Tab. 1). Pro další 

porovnání aktivit byly zvoleny enzymy zvířecího původu – AChE izolovaná z elektrického úhoře 

(Electrophorus electricus; EeAChE) a BChE z koňského séra (Equus ferus caballus; eqBChE). Zde 

jsme v případě EeAChE pozorovali nárůst v inhibiční účinnosti až o jeden řád. Tento trend 

v mezidruhové účinnosti je pozorovatelný i v rámci jiných studií a odráží strukturní diverzitu pro 

jednotlivé enzymy.108 Kinetická studie prováděná na AChE se sloučeninou 8a ukázala na smíšený 

typ inhibice, který reflektuje duální charakter inhibice zprostředkovaný přes PAS i katalytické 

místo enzymu. V souladu s tímto byla i naše pozorování v rámci molekulově modelovacích studií 

korespondující s návrhem 7-MEOTA-donepezilových derivátů, kdy pro 8b bylo pozorováno 
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„sendvičové“ umístění 7-MEOTA mezi Trp286 a Tyr124 a pro N-(4-bromfenyl)methylovou část 

interakce s Trp86, analogicky jako u krystalografické struktury 9 v AChE.106 

 

Obr. 12. 7-MEOTA-donepezilové heterodimery 8a-8v. 

Dva 7-MEOTA-donepezilové heterodimery, konkrétně 8i (v literatuře kódován rovněž jako 

PC-37) a 8m (PC-48), byly dále vybrány pro navazující studie. Role předkladatele habilitační práce 

v těchto studiích spočívala pouze v zajištění dostatečného množství sloučenin pro experimenty, 

proto tyto práce nejsou součástí komentáře. Z těchto studií lze uvést stanovení interakce s M1 

AChR a N AChR,109 behaviorální studie s laboratorními potkany kmene Wistar po expozici 

anticholinergikem 3-chinuklidinyl benzylátem,110,111 stanovení farmakokinetického profilu 8m 

v plasmě a mozku laboratorních potkanů kmene Wistar,112 stanovení profylaktické účinnosti 

proti otravě somanem,113 charakterizace metabolitů a metabolické stability po inkubaci 

s jaterními mikrozomy,114 analýza cholinesterasové účinnosti 8i a 8m s využitím kvantových 

teček115 a studie vazebnosti těchto heterodimerů do kavity  β-cyklodextrinu s možným využitím 

pro následnou in vivo aplikaci.116 

Mezi další významnou skupinu multipotentních heterodimerů patří takrin-kumarinové deriváty 

(PVI; Obr. 13). Kumarin (10) je frekventovaně využívaný farmakofor ve vývoji léčiv, přičemž 

pro neurodegenerativní choroby mají největší význam jeho antioxidační117 a protizánětlivé118 

účinky. Některé kumarinové deriváty jsou rovněž potentními inhibitory AChE, nejznámější z nich, 

ensakulin, dosáhnul 2. fáze klinického testování.119 V literatuře jsou dále dokumentovány série 

dalších hybridních struktur s kumarinovým fragmentem, které mají afinitu k různým 

enzymům/receptorům, případně mají nespecifický mechanismus působení (antioxidační, 

anti-amyloidní, chelatační vlastnosti aj.).118 Původní myšlenkou stojící za vývojem 

takrin-kumarinových heterodimerů je navýšení inhibiční účinnosti parentní struktury 1 

v kombinaci s kumarinem, který, díky svému aromatickému charakteru, může být vhodným 

ligandem pro vazbu do PAS AChE. Námi prezentované takrin-kumarinové heterodimery 

(11a-11e; Obr. 13) se vyznačují přemostěním za pomocí alkylendiaminového (11a-11c) nebo 

thiosemikarbazidového (11d) řetězce nebo obsahují thiazolidinonový heterocyklus (11e). 

Z biologických vlastností byla stanovena inhibice cholinesteras. Nejsilnějším inhibitorem AChE 

i-BChE byl heterodimer 11c (AChE IC50 = 15,0 ± 1,7 nM; BChE IC50 = 0,33 ± 0,21 μM; 
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SI pro AChE = 21,3; Tab. 1). Výrazný pokles aktivity byl zaznamenán zejména u derivátů 11d 

i 11e, za tímto fenoménem stojí pravděpodobně vyšší rigidita spojovacího můstku. Deriváty 11d 

a 11e jsou kompetitivními inhibitory AChE, zatímco 11c byl shledán nekompetitivním 

inhibitorem tohoto enzymu. Výsledky molekulově modelovací studie pro nejúčinnější inhibitor 

11c korespondovaly s návrhem této série; takrinová část je orientována mezi Trp86 a Tyr337 

(katalytická část enzymu) a kumarinový farmakofor je umístěn naproti Trp286 v PAS části AChE. 

 

Obr. 13. Takrin-kumarinové heterodimery 11a-11e přemostěné alkylendiaminovým (11a-11c), 

thiosemikarbazidovým řetězcem (11d), nebo obsahující thiazolidinonový heterocyklus (11e). 

Další studie věnována takrinovým derivátům vzešla ze spolupráce s Universitou v Bologni. 

Zabývá se vývojem takrin-naftochinonových derivátů (PVII). Na návrhu této série je podepsáno 

hned několik základních stavebních kamenů. Prvním z nich, memochin (12; Obr. 14), byl vyvinutý 

v roce 2007 jako multipotentní sloučenina s vysokou účinností proti agregaci Aβ, zabraňující 

hyperfosforylaci tau proteinu, s výraznými AChE a BACE-1 inhibičními a antioxidačními 

vlastnostmi; to vše za podmínek in vitro i in vivo.120 Od 12 je odvozený monomerní 

naftochinonový derivát 13 (Obr. 14), který disponuje podobným farmakologickým profilem jako 

12.121 Naftochinonový derivát 3-chlor-1,4-naftochinon-2-yl-L-tryptofan (14, Obr. 14) se profiloval 

jako antiagregačně účinná molekula proti oligomerizaci Aβ, současně snižující cytotoxicitu Aβ 

a dále působící proti agregaci tau proteinu za podmínek in vitro i in vivo.122,123 Naftochinonový 

skelet je rovněž součástí vitaminu K, doplňku stravy s možným prokognitivním účinkem při AD, 

ačkoliv jasný průkaz účinnosti na základě klinických studií chybí.124 Celkem bylo vyvinuto 18 

nových takrin-naftochinonových heterodimerů (15a-15r; Obr. 14). Diverzita série je dána délkou 

spojovacího řetězce, použitím takrinového farmakoforu, a substitucí naftochinonu (naftochinon, 

3-chlornaftochinon, a 5-hydroxynaftochinon). Délka spojovacího řetězce byla předběžně 

stanovena na základě molekulově modelovacích predikcí. Jako optimální pro aktivitu vůči AChE 

byly určeny ethylendiaminové a propylendiaminové řetězce. Inhibiční aktivita vůči AChE 

korespondovala s využitím předlohového takrinu, stoupala v řadě heterodimerů nesoucích 

7-MEOTA > takrin > 6-chlortakrin. Pro inhibici BChE byl pozorován obdobný trend s následujícím 

pořadím vzrůstající aktivity: 7-MEOTA > 6-chlortakrin > takrin. Za nejúčinnější lze označit deriváty 

15h (AChE IC50 = 103 ± 4 nM; BChE IC50 = 14,5 ± 0,5 nM; SI pro AChE = 0,1; Tab. 1) a 15i 

(AChE IC50 = 0,72 ± 0,06 nM; BChE IC50 = 542 ± 16 nM; SI pro AChE = 750; Tab. 1). Oba uvedené 
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heterodimery jsou současně nejvíce selektivními pro dané cholinesterasy v rámci testované 

série: 15h pro BChE a 15i pro AChE. Chinony, včetně naftochinonu, jsou taktéž velice účinné 

inhibitory auto-agregace Aβ.125 S přihlédnutím k tomuto faktu byly heterodimery 15a-15r 

podrobeny stanovení vůči inhibici auto-agregace Aβ42 při 10µM koncentraci. Výsledkem je 

inhibice v rozsahu 22-52 %. Za nejúčinnější v tomto měřítku byla označena sloučenina 15p (52% 

inhibice agregace). Pro porovnání lze ještě uvést inhibiční hodnoty dvou běžně používaných 

standardů inhibice agregace Aβ42: kurkuminu (34% inhibice při 10 µM) a bis(7)-takrinu (51% 

inhibice při 10 µM).126 Cytotoxicita byla stanovena na imortalizované myší kortikální neuronální 

linii Neuro2A (N2A) a cerebrálních granulových neuronech (CGN linie), přičemž průměrná 

viabilita po 24h inkubaci s 15i (12,5 μM) byla 85,6 ± 13,8 % pro N2A linii, resp. 73,5 ± 5,1 % pro 

CGN linii. Protektivní účinnost vybraných takrin-naftochinonových derivátů byla ověřena na 

buněčné linii N2A. Aβ42 a terc-butylhydroperoxid byly použity jako mediátory zánětu. V obou 

modelech bylo dosaženo statisticky významné protekce po podání 15e i 15i, která je připisována 

antioxidačnímu působení naftochinonové části molekuly, resp. její předpokládané konverzi na 

antioxidačně účinný hydrochinon.127 
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Obr. 14. Takrin-naftochinonové heterodimery 15a-15r a jejich návrh vycházející z memochinu (12), jeho 

monomerního derivátu (13), 3-chlor-1,4-naftochinon-2-yl-L-tryptofanu (14) a takrinových derivátů (1-3). 

Z dalších antioxidačně účinných heterodimerů spojených s 1 lze vypíchnout skupinu 

takrin-troloxových derivátů (PVIII). Studie byla inspirována objevem lipokrinu (16; Obr. 15), 

takrinového heterodimeru spojeného s kyselinou lipoovou, který vykazoval sub-nanomolární 

inhibici AChE, inhiboval AChE-indukovanou agregaci Aβ a měl výrazný antioxidační účinek proti 

ROS.128 Vitamin E, resp. jeho ve vodě rozpustný derivát trolox (17; Obr. 15), chrání buňky před 

toxickým vlivem ROS.129 Spojením 17 s takrinovými deriváty (1-3) za pomocí alkylendiaminových 

můstků dalo vznik takrin-troloxovým heterodimerům (18a-18u; Obr. 15). Ty podle předpokladu 

a v souladu s parentním takrinovým fragmentem vykazovaly mikromolární až nanomolární 

inhibici obou cholinesteras. Aktivita vůči AChE stoupala v řadě 7-MEOTA-troloxové (18a-18g) ˃ 

takrin-troloxové (18h-18n) ˃ 6-chlortakrin-troloxové deriváty (18o-18u). Analogicky lze 

definovat pořadí účinnosti vůči BChE: 7-MEOTA-troloxové (18a-18g) = 6-chlortakrin-troloxové 

(18o-18u) ˃ takrin-troloxové heterodimery (18h-18n). Účinnost napříč jednotlivými sériemi pro 

AChE vzrůstala s délkou řetězce, pro BChE lze tento trend označit za nespecifický, tj. není jasně 
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určen vztah mezi strukturou a účinkem. Z nejúčinnějších inhibitorů se profilovaly 

takrin-troloxové heterodimery 18o (AChE IC50 = 210 ± 9 nM; BChE IC50 = 20 ± 6 nM; 

SI pro AChE = 0,1; Tab. 1) a 18u (AChE IC50 = 80 ± 3 nM; BChE IC50 = 540 ± 37 nM; 

SI pro AChE = 6,8; Tab. 1). Pro sloučeninu 18u byl objasněn smíšený typ inhibice vůči AChE. 

Molekulově modelovací studie předpověděla, že rozdílnost v afinitě vůči AChE je dána orientací 

takrinové části v aktivním místě AChE. Ta je v případě 18b (7-MEOTA derivát) o 180° rozdílná 

oproti takrinovým farmakoforům 18i a 18u. Svou roli však hraje i část troloxová, která se 

v závislosti na délce spojovacího můstku, orientuje proti Trp86, resp. Tyr337 v PAS enzymu. 

Spojením obou farmakoforů došlo k částečné ztrátě antioxidačního účinku; žádná z testovaných 

sloučenin nedosahovala antioxidačního potenciálu samotného troloxu (DPPH EC50 = 16,2 ± 0,4 

μM). Nejvíce se k této aktivitě přiblížil derivát 18u (DPPH EC50 = 44,1 ± 0,9 μM). Na základě 

predikce průchodu přes HEB s využitím lipidické vrstvy byly označeny dva deriváty s možností 

prostupu do CNS pasivní difúzí (18h a 18u). Inkubace 18u s jaterními mikrozomy po dobu jedné 

hodiny určilo relativní stabilitu této sloučeniny; po této době zůstávalo více než 85 % 18u 

nemetabolizováno. Sloučenina 18u byla dále testována pro svou akutní toxicitu za podmínek 

in vivo u laboratorních potkanů po intramuskulární aplikaci. 18u byla shledána netoxickou až do 

dávky 500 mg/kg (pozn. vyšší dávky nebyly testovány z důvodu omezené solubility 18u) 

v porovnání s 3 (LD50 = 7,5 mg/kg). 

 

Obr. 15. Takrin-troloxové heterodimery 18a-18u a jejich předlohové struktury – lipokrin (16) a trolox (17). 

Resveratrol (19; Obr. 16) je přírodní polyfenolická sloučenina obsažená zejména v hroznovém 

vínu a červeném víně. 19 je znám především pro svou protizánětlivou aktivitu ovlivněním 

mikroglií (potlačení jejich fagocytózy, migrace, radikálové sekrece aj.).130 19 byl testován ve 

druhé fázi klinického hodnocení na kohortě 119 pacientů s AD (NCT01504854).131 Výsledky této 

studie nedávají jednoznačnou odpověď o potenciálu 19 v léčbě AD, doporučují pouze testování 

na větším vzorku pacientů. 19 má příznivý vliv na jaterní funkce.132 Některé studie dokonce 

poukazují na antiamyloidní efekt 19.133 Na základě těchto vlastností jsme navrhnuli kombinaci 
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19 s jednotlivými takriny (20a-20h; PIX; Obr. 16). U tohoto typu návrhu sloučenin se jedná o tzv. 

„fusing approach“, tedy přímé napojení obou farmakoforů přes aromatickou amino-skupinu 

takrinu. Deriváty 20a-20d obsahují nasycený řetězec mezi dvěma aromáty „resveratrolu“, 

zatímco deriváty 20e-20h mají dvojnou vazbu v trans konfiguraci (v přírodních extraktech je větší 

zastoupení této formy).134 Pouze některé testované deriváty ze série takrin-resveratrolových 

hybridů 20a-20h byly aktivní na inhibici AChE (20a, 20b, 20d a 20h), ostatní byly inaktivní při 

10μM koncentraci. Ani jeden z takrin-resveratrolových hybridů nebyl účinný na inhibici BChE při 

této koncentraci. Nejvíce potentními inhibitory AChE byly 20a (AChE IC50 = 0,8 ± 0,1 μM; Tab. 1) 

a 20d (AChE IC50 = 1,3 ± 0,1 μM; Tab. 1), přičemž 20d vykázal nejvyšší efekt proti auto-agregaci 

Aβ (37,3 ± 4,1 %; testováno při 50 μM). Tento amyloidní profil je výraznější v porovnání s 19 

(30,0 ± 8,7 %; 50 μM). Antioxidační efekt je zřejmě vázán pouze na methoxy-substituované 

deriváty (20a: DPPH EC50 = 155 ± 4 μM; 19: DPPH EC50 = 25,6 ± 1,9 μM; 20d 

a 20h: DPPH EC50 ˃ 5000 μM). Cytotoxicita byla stanovena na primárních kulturách CGN 

buněčné linie. Pouze 20h byla netoxická při nejvyšší testované koncentraci (50 μM), z ostatních 

lze vypíchnout 20d a 20f (cytotoxicita ˃ 5 μM). Na základě výsledků cytotoxicity byl doporučen 

pro následné stanovení protizánětlivé a imunomodulační aktivity pouze derivát 20h. 

Neuroprotektivní efekt byl sledován pomocí exprese indukovatelné formy NO-syntasy (iNOS) na 

modelu mikroglií a astrocytů. Lipopolysacharid (LPS) byl v tomto případě použitý jako mediátor 

zánětlivého poškození. Efekt 20h byl dávkově závislý, zejména u astrocytů došlo k signifikantní 

redukci produkce dusitanů. Na imunomodulační aktivitu 20h poukazuje snížená exprese 

receptoru TREM2 (z angl. Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2). Právě tento 

receptor je v poslední době skloňován jako rizikový faktor pro rozvoj sporadické formy AD.135 

 

Obr. 16. Takrin-resveratrolové hybridy 20a-20h. 

V další práci jsme se zaměřili na 6-chlortakrin-skutelarinové deriváty (PX). Skutelarin (chemicky 

(2S,3S,4S,5R,6S)-6-[5,6-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-4-oxochromen-7-yl]oxy-3,4,5-

trihydroxyoxane-2-karboxylová kyselina; 21; Obr. 17) je přírodní flavon, který byl poprvé 

izolován z čínské byliny Erigeron breviscapus (čeleď Asteraceae). Mezi farmakologické vlastnosti 

21 patří antioxidační a protizánětlivá aktivita, neuroprotektivní účinnost a schopnost inhibovat 
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agregaci Aβ.136–138 Klinická relevance 21 je značně omezena zejména z důvodu nízké perorální 

dostupnosti a nízkého prostupu HEB.139 V literatuře jsou již dokumentovány některé 

heterodimerní sloučeniny na bázi 21, např. skutelarin-rivastigminové deriváty.140 V profilu 

nejlepší sloučeniny z této série (22; Obr. 17) figurují cholinergní, antioxidační, chelatační 

a neuroprotektivní aktivity. 22 navíc prochází přes HEB. Pro účely organické syntézy jsme vybrali 

příbuzný analog 23, chemicky 5,6,7-trimethoxyflavon, který má prakticky identické 

farmakologické vlastnosti pro terapii AD.141,142 6-Chlortakrin-skutelarinové deriváty (24a-24g; 

Obr. 17), které se lišily v délce spojovacího řetězce mezi oběma farmakofory, byly podrobeny 

biologickému stanovení na inhibici AChE a BChE. Všechny sloučeniny byly velmi potentní 

inhibitory AChE (AChE IC50 = 1,63-31,0 nM). Inhibiční aktivita vůči tomuto enzymu klesala 

s prodlužující se délkou řetězce. V porovnání s daty pro inhibici BChE lze říci, že se jedná o slabší 

inhibitory tohoto enzymu (BChE IC50 = 174-8690 nM) a nelze vypozorovat trend závislosti na 

délce spojovacího můstku. Za nejúčinnější můžeme označit sloučeniny 24a 

(AChE IC50 = 1,6 ± 0,1 nM; BChE IC50 = 1210 ± 70 nM; SI pro AChE = 740; Tab. 1), 24b 

(AChE IC50 = 1,9 ± 0,1 nM; BChE IC50 = 174 ± 7 nM; SI pro AChE = 92; Tab. 1) a nejvíce selektivním 

inhibitorem pro AChE byl derivát 24c (AChE IC50 = 5,15 ± 0,18 nM; BChE IC50 = 8690 ± 40 nM; 

SI pro AChE = 1700; Tab. 1). Kinetická studie mezi 24a a AChE odhalila smíšený, nekompetitivní 

typ inhibice. Žádná ze sloučenin v rámci testované série nevykázala antioxidační potenciál. Ten 

je pravděpodobně vázán na přítomnost jedné nebo více volných fenolických hydroxylů.143 

Cytotoxicita prováděná na lidských buňkách jaterního karcinomu (HepG2) byla pro všechny 

deriváty řádově stejná jako pro výchozí parentní takrin 3. Predikce prostupu přes HEB ukázala, 

že vybrané takrin-skutelarinové deriváty 20b, 20f a 20g mohou procházet pasivní difúzí přes HEB. 

 

Obr. 17. Schéma návrhu takrin-skutelarinových heterodimerů (24a-24g).  

Kombinace 2 s p-anisidinem (25, Obr. 18) dala vznik 7-MEOTA-p-anisidinovým derivátům 

26a-26n (Obr. 18; PXI). Pro syntézu byl použit analogický postup jako v případě 

7-MEOTA-adamantylaminových derivátů (4a-4n, Obr. 10) s využitím thiomočovinového, 
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resp. močovinového uskupení jako součástí spojovacího řetězce, které mohou vyústit ve vyšší 

afinitu k cholinesterásám.144,145 Spojovací můstek dále obsahoval alkylenový linker o různé délce 

k zajištění potřebného kontaktu mezi oběma částmi AChE i BChE. 25 byl zvolen do kombinace 

s ohledem jeho možného efektu na snížení intracelulární akumulace APP, což by vedlo k redukci 

množství produkovaného Aβ (tento efekt však nebyl stanoven).146 Řada derivátů byla 

účinnějšími inhibitory AChE než předlohová struktura 2. Aktivita vždy narůstala ke čtyřem 

uhlíkům ve spojovacím řetězci, pak měla mírně klesající tendenci. Výjimku tvořily deriváty 

s nejdelšími linkery, u kterých byla inhibiční aktivita vůči AChE opět stupňována. Pro inhibici 

BChE nelze vysledovat jednoznačný trend u sloučenin obsahující thiomočovinu; pro močovinová 

analoga platí nárůst aktivity s prodlužující se délkou řetězce. 

Ze skupiny 7-MEOTA-p-anisidinových heterodimerů lze vyzvednout 26a 

(AChE IC50 = 43,6 ± 2,1 µM; BChE IC50 = 1,0 ± 0,1 µM; SI pro AChE = 0,02; Tab. 1), 26g 

(AChE IC50 = 1,4 ± 0,4 µM; BChE IC50 = 10,2 ± 4,7 µM; SI pro AChE = 7,5; Tab. 1), 26m 

(AChE IC50 = 1,7 ± 0,3 µM; BChE IC50 = 1,7 ± 0,2 µM; SI pro AChE = 1; Tab. 1) a 26n 

(AChE IC50 = 2,1 ± 0,6 µM; BChE IC50 = 1,3 ± 0,2 µM; SI pro AChE = 0,6; Tab. 1). V kinetické analýze 

s AChE se 26g a 26k chovaly jako nekompetitivní inhibitory. Zajímavé jsou poznatky z in silico 

studie, které poukazují na možnost orientace p-anisidinu do katalytické části enzymu AChE, 

zatímco 2 může interagovat na periferii enzymu. 

 

Obr. 18. 7-MEOTA-p-anisidinové heterodimery (26a-26n). 

BQCA (chemicky 1-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylová kyselina; 27, 

Obr. 19) je pozitivní alosterický modulátor M1 AChR.147,148 M1 AChR hrají důležitou roli 

v procesech spojených s pamětí a pozorností.149,150 Právě stimulace těchto receptorů je 

doprovázena nejen výrazným prokognitivním efektem, ale i poklesem fosforylace tau proteinu 

cestou aktivace proteinkinasy C a současné inhibice GSK-3β.151 Ovlivněním M1 AChR lze rovněž 

docílit neamyloidogenního zpracování APP a z ní vyplývající produkce kratších, netoxických 

fragmentů Aβ.152,153 Vývoj selektivních ortosterických agonistů M1 AChR je problematický 

z důvodu homologie napříč jednotlivými subtypy muskarinových receptorů.154 Z tohoto důvodu 

se vývoj modulátorů M1 AChR orientoval na méně konzervativní alosterické místo tohoto 

receptoru.155 Jak je uvedeno výše, 27 patří do skupiny vysoce selektivních pozitivních 
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alosterických modulátorů M1 AChR. Jeho terapeutický potenciál v léčbě AD byl potvrzen na 

zvířecím modelu skopolaminem-indukované amnézie.156 Na základě uvedeného jsme se rozhodli 

zkombinovat takriny 1-3 s 27 přes alkylendiaminový řetězec o různé délce, což vedlo k 21 novým 

takrin-BQCA heterodimerům 28a-28u (Obr. 19; PXII). Předpokladem pro tuto sérii bylo duální 

posílení cholinergní transmise jak cestou inhibice cholinesteras, tak i modulací M1 AChR. 

Podobný koncept byl již navržen v minulosti u série takrin-xanomelinových heterodimerů.157 

Xanomelin je však ortosterickým agonistou muskarinových receptorů s převažující selektivitou 

pro M1/M4 AChR, jehož použití je limitováno nežádoucími účinky asociovanými se stimulací 

periferních M2/M3 AChR.158 Všechny deriváty 28a-28u byly účinnými inhibitory AChE/BChE 

dosahující mikromolárních až nanomolárních hodnot IC50. Aktivita vůči AChE stoupala v řadě 

7-MEOTA-BQCA (28a-28g) > takrin-BQCA (28h-28n) > 6-chlortakrin-BQCA (28o-28u); tento trend 

je pozorován i v rámci jiných sérií, které jsou součástí této práce (např. takrin-troloxové deriváty 

18a-18u). Nejvyšší účinnost vůči AChE v rámci série 7-MEOTA-BQCA heterodimerů je spojována 

s přítomností krátkého řetězce (n = 2 (28a), n = 3 (28b); Tab. 1). Pro takrin-BQCA heterodimery 

(28h-28n) dosáhl inhibiční potenciál vůči AChE maxima pro tříuhlíkatý derivát (28i; Tab. 1). Mezi 

deriváty 28o-28u z poslední série nelze vypozorovat jednoznačný trend v účinnosti, nejvyšší 

AChE inhibiční aktivitu měly heterodimery 28p (n = 3; Tab. 1) a 28t (n = 7). Ethylendiaminový 

řetězec byl shledán jako nejoptimálnější pro inhibici BChE; tj. v každé sérii byl nejúčinnějším 

inhibitorem ten s nejkratším spojovacím můstkem (28a, 28h a 28o). Vzhledem k tomu, 

že v rámci série nelze jednoznačně vymezit nejpotentnější sloučeniny, jsou hodnoty IC50 pro 

nejzajímavější takrin-BQCA deriváty (28a, 28b, 28h, 28i, 28o a 28p) sumarizovány pouze 

v Tabulce 1. Kinetická analýza mezi AChE a 28p ukázala na smíšený typ inhibice. Aktivita vůči 

M1 AChR byla v rozporu s charakterem předlohové sloučeniny 27. Všechny testované deriváty 

vykázaly antagonistický efekt vůči těmto receptorům v mikromolárních hodnotách IC50. To si 

můžeme vysvětlit preferenční vazbou takrinové části heterodimeru do alosterického místa 

receptoru. 1 je v literatuře zdokumentován jako antagonista M1 AChR.159,160 Z tohoto pohledu 

však nemusí být testované takrin-BQCA heterodimery zcela diskriminovány; svou roli může 

sehrát i metabolizace za podmínek in vivo, kdy může docházet k hydrolýze amidické vazby za 

odštěpení 27. Lipofilní charakter sloučenin korespondoval s jejich cytotoxicitou (stanoveno na 

HepG2 buněčné linii); 28a-28u snižovaly životaschopnost buněk o jeden až dva řády v porovnání 

s 1-3 a 27. Predikce prostupu přes HEB naznačila, že pouze 28f a 28b jsou schopné transportu 

pasivní difúzí. Zvláštností 28f z molekulově modelovací studie je orientace 7-MEOTA části do PAS 

AChE; tento fenomén však nebyl pozorován pro 28i a 28p. 
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Obr. 19. Takrin-BQCA heterodimery (28a-28n). 

Komplexní studie věnována takrin-tryptofanovým heterodimerům vznikla ve spolupráci s řadou 

českých i zahraničních výzkumných institucí (PXIII). L-Tryptofan (29; Obr. 20) je esenciální 

aminokyselina, jejíž nedostatečný příjem u starších osob je spojován s poruchami učení 

a paměti.161 Naproti tomu, dostatečný/zvýšený přísun 29 u transgenních myší se symptomy AD 

vede k celkové redukci intraneuronální akumulace Aβ v hipokampu.162 29 je hodně využívaným 

základním stavebním kamenem ve vývoji anti-agregačně účinných sloučenin, mezi které patří 

dříve zmíněná dimerní sloučenina 14, která zahrnuje strukturní motivy naftochinonu s 29.163 

Indolový heterocyklus je součástí melatoninu (30; Obr. 20), hormonu produkovaného epifýzou, 

jehož úbytek je skloňován v souvislosti s neurodegenerativními onemocněními včetně AD.164 

Melatonin je přirozeně vytvářen ze serotoninu, který má opět strukturní návaznost na 29.165 

Bližší pojednání o 30 a jeho významu v AD je uvedeno v příloze SXIX. Jako předlohovou sérií pro 

takrin-tryptofanové deriváty posloužily právě takrin-melatoninové deriváty, z nichž nejlepší 

biologický profil vykázal heterodimer 31 (Obr. 20).166,167 Sloučenina 31 dosahovala pikomolárních 

hodnot IC50 vůči AChE, vysokou míru selektivity pro tento enzym, neuroprotektivní efekt proti 

Aβ a výrazný antioxidační potenciál. V rámci námi prezentované série takrin-tryptofanových 

heterodimerů (32a-32w, Obr. 20) jsme prozkoumali biologický profil těchto heterodimerů, který 

sestával z inhibiční účinnosti vůči cholinesterasam, s navazující krystalografickou studií pro 

nejúčinnější deriváty na TcAChE a lidské BChE, anti-amyloidní vlastnosti jako inhibice 

auto-agregace Aβ42 a inhibice AChE-indukované agregace Aβ40, predikce prostupu přes HEB 

pomocí metody umělé semipermeabilní membrány, cytotoxický efekt, inhibice neuronální 

formy NO-syntasy (nNOS) a behaviorální studii s potkany v modelu skopolaminem indukované 

amnézie. V rámci objasnění vztahu mezi strukturou a účinkem k inhibici cholinesteras platí 

obdobná pravidla jako u výše uvedených sérií. Inhibiční AChE aktivita klesala v řadě 

6-chlortakrin-tryptofan (32h-32n) ˃ takrin-tryptofan (32o-32u) ˃ 7-MEOTA-tryptofanové 

deriváty (32a-32g), a dosahovala maxima pro deriváty s linkerem okolo pěti až šesti 
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methylenových jednotek (s výjimkou takrin-tryptofanové série, kde nejvyšší aktivitu vykázal 

osmiuhlíkatý derivát 32u). Pro BChE platil totožný trend jako u inhibice AChE (klesání hodnot IC50 

v řadě 6-chlortakrin-tryptofan (32h-32n) ˃ takrin-tryptofan (32o-32u) ˃ 7-MEOTA-tryptofanové 

deriváty (32a-32g)) s šestiuhlíkatým můstkem vykazujícím maximální aktivitu. Za nejúčinnější 

derivát můžeme označit 32l (Tab. 1) s vybalancovaným profilem pro obě cholinesterasy 

(AChE IC50 = 6,3 ± 0,2 nM; BChE IC50 = 9,1 ± 0,3 nM; SI pro AChE= 1,4). Důležité je rovněž 

podotknout, že všechny sloučeniny z takrin-tryptofanové série si zachovaly optickou aktivitu, 

která byla ve shodě s 29; absolutní konfigurace na chirálním centru byla v (S) konfiguraci 

(potvrzeno pomocí cirkulárního dichroismu). Pro rozšíření studované série jsme připravili další 

dva deriváty 32v a 32w. V případě sloučeniny 32v se jedná o druhý enantiomer, chirální uhlík 

v tryptofanové části se nachází v (R) konfiguraci. Sloučenina 32w je přítomna jako racemát. 

Z pohledu inhibice AChE nebyl prakticky žádný rozdíl mezi 32l, 32v a 32w (IC50 = 6,3 – 7,4 nM). 

Naproti tomu inhibiční potenciál vůči BChE pro 32v byl 15× nižší v porovnání s 32l 

(32v BChE IC50 = 140 ± 5 nM; 32l BChE IC50 = 9,1 ± 0,3 nM; Tab. 1). Tento rozdíl se podařilo 

objasnit za pomoci krystalografické studie, kdy derivát 32l v (S) konformaci, resp. jeho dusíkový 

atom z indolu, je zapojen do vodíkové vazby s molekulou vody, která dále poskytuje vodíkový 

můstek s Thr120 a další molekulou vody. Tyto interakce v krystalografické struktuře 32v chybí 

a jejich absence je tedy s největší pravděpodobností zodpovědná za pokles inhibiční aktivity. 

Dále byl charakterizován komplex 32l, jako nejúčinnějšího inhibitoru AChE, s TcAChE. 

Dle předpokladu a souladu s krystalografickými studiemi dalších takrinových derivátů168 byla 

6-chlortakrinová část kotvena do katalytické části enzymu mezi Trp84 a Phe330 (číslování pro 

TcAChE) a tryptofanová část, resp. její protonovaná primární aminoskupina, je zapojena do 

kation-π interakce s Trp279. Propidium dijodid je selektivním inhibitorem AChE s preferenční 

vazbou do PAS.169 K ověření interakce 32l s touto částí enzymu jsme použili stanovení na 

vyvázání propidium dijodidu z PAS, kdy byla změřena disociační konstanta o hodnotě 4,82 μM. 

Tato hodnota naznačuje přibližně 6,9× slabší vazbu 32l do PAS v porovnání s propidium 

dijodidem.170 V rámci celé série byla potvrzena vysoká účinnost na auto-agregaci Aβ42 v rozsahu 

od 18,7 % do 63,6 %. Optimální aktivita v tomto případě byla vázána na deriváty s delším 

řetězcem (šest až osm methylenových jednotek). Pro inhibici AChE-indukované agregace Aβ40 

byl vybrán nejúčinnější inhibitor AChE z celé série (32l), který zaznamenal 48% inhibici 

pro shlukování tohoto proteinu. To je více než např. pro donepezil (22 %), ale méně než 

u bis(7)-takrinu (66,7 %).126 V modelu semipermeabilní membrány byla stanovena možnost 

prostupu přes HEB, která ukázala, že 32l a některé další deriváty mohou procházet pasivní difúzí. 

Nadměrná stimulace NMDA receptorů oxidem dusnatým vede k excitotoxicitě, která patří mezi 

fundamentální aspekty neurodegenerace.171 Excitotoxicitě lze předejít s využitím inhibitorů 

nNOS.172 Heterodimery 32a-32u, bez rozdílu přítomnosti takrinového farmakoforu a délky 

řetězce, inhibovaly nNOS v mikromolárních hodnotách IC50 (18 - 45 μM). Celkově lze však vnímat 

inhibiční potenciál takrin-tryptofanových heterodimerů za marginální s ohledem na rozdíl 

v inhibiční účinnosti oproti cholinesterasam. Maximální tolerovaná dávka 32l byla stanovena na 

70 mg/kg u laboratorních potkanů kmene Wistar po intraperitoneálním podání. Následně byl 

testován behaviorální efekt 32l v Morissonově vodním bludišti v modelu 

skopolaminem-indukované amnézie. Sloučenina 32l vykázala prokognitivní efekt 

po intracerebroventrikulární aplikaci nízké dávky testované sloučeniny (10 nM). Limitující 

vlastností takrin-tryptofanových derivátů je jejich malá metabolická stabilita. V navazující studii 
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jsme odhalili, že amidická vazba je poměrně rychle hydrolyzována a vznikající metabolity 

přechází poměrně snadno do mozku.173 

 

Obr. 20. Takrin-tryptofanové heterodimery (32a-32w) a jejich design vycházející z indolových (14, 29 a 30) 

a takrinových derivátů (1, 2, 3 a 31). 

Kyselina čtvercová (33; Obr. 21), resp. amidy (skvaramidy) od ní odvezené, jsou mohutně 

využívány pro účely asymetrických syntéz jako chirální ligandy i jako katalyzátory zprostředkující 

vodíkové vazby s daným substrátem.174,175 Skvaramidový skelet je rovněž součástí některých 

klinických kandidátů, mezi které patří perzinfotel (34; antagonista NMDA receptorů; Obr. 21), 

neuroprotektivum testované při léčbě mrtvice,176 a navarixin (35; antagonista CXCR1/CXCR2 

receptorů; Obr. 21), protizánětlivé léčivo pro léčbu solidních tumorů.177,178 Skvaramid je plně 

bioisosterní jednotkou ke karboxylovým kyselinám, močovině, guanidinům aj.179 V návaznosti na 

multipotentní profil bis(7)-takrinu v kombinaci s univerzálností 33, resp. příslušeného amidu, 

jsme připravili sérii homodimerních takrinových sloučenin, tzv. takrin-skvaramidy (36a-36u; Obr. 

21; PXIV). Začlenění skvaramidu do řetězce těchto duálních inhibitorů bylo plně v  kontextu 

možnosti tvorby aromatických interakcí (střední část AChE, tzv. „mid-gorge region“, je částí 
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bohatou na aromatická residua)180 i vodíkových vazeb mezi ligandem a enzymem. V syntéze byl 

kladen důraz na jednoduchost přípravy; byly použity dříve připravené 

α,ω-diaminoalkylen-takriny (PVIII) a jejich přímou kondenzací s komerčně dostupnou 

sloučeninou 33 ve výtěžku 6 - 87 %. Mimoto byla pozorována i tvorba monomerních aduktů, 

které ovšem byly velice nestabilní a z biologických experimentů vyloučeny. Takrinové (36a-36g) 

i 6-chlortakrinové (36h-36n) deriváty byly vysoce účinnými inhibitory AChE s hodnotami IC50 

v nanomolární oblasti. Homodimery odvozené od 7-MEOTA (36o-36u) byly o dva až tři řády 

méně účinné. Inhibiční aktivita pro BChE byla vždy o jeden řád nižší v porovnání s AChE, a klesala 

v řadě takrin-skvaramidy (36a-36g) > 6-chlortakrin-skvaramidy (36h-36n) > 7-MEOTA-

skvaramidy (36o-36u). Z tohoto vyplývá selektivní charakter testované série pro AChE. Nejvyšší 

aktivita vůči AChE je spojována s dvou až tříuhlíkatým linkerem, pro BChE byl tento trend 

nepravidelný. Za nejzajímavější z pohledu inhibice cholinesteras lze označit 36n vykazující 

selektivitu pro AChE (AChE IC50 = 10,0 ± 0,4 nM; BChE IC50 > 100 µM; SI pro AChE > 10000; Tab. 1). 

Mechanismus inhibice byl stanoven pro 36i jako nejúčinnějšího inhibitoru AChE a pro 36e jako 

nejlepšího inhibitoru BChE. V obou případech byl zjištěn smíšený typ inhibice. Řada 

takrin-skvaramidů zejména z 6-chlortakrinové skupiny (36h-36n) vykázala poměrně nízkou 

cytotoxicitu (> 64 µM). Dále byla stanovena predikce prostupu, přičemž průchodu pomocí 

pasivní difúze je schopná pouze sloučenina 36i. Multipotentní potenciál takrin-skvaramidových 

homodimerů je však nutné ověřit dalšími experimenty. V současné době jsou tyto sloučeniny 

testovány ve spolupráci s prof. Volkerem Lauschke (Karolinska Institute, Švédsko) na jejich 

inhibiční potenciál s nemutovanou a mutovanou formou BChE. 
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Obr. 21. Takrin-skvaramidové homodimery (36a-36u) a jejich návrh vycházející z bis(7)-takrinu a derivátů 

kyseliny čtvercové (3,4-dihydroxy-3-cyklobuten-1,2-dion; 33) – perzinfotelu (34) a navarixinu (35). 

Naše skupina představila nový typ inhibitoru – 2-methoxyhuprin, který spojuje strukturní 

vlastnosti 2 a huprinů Y (37; Obr. 22; PXV). 2-Methoxyhuprin (38, Obr. 22) není v pravém slova 

smyslu multipotentní sloučeninou. Její biologický profil je stále předmětem zkoumání. Návrh 38 

vychází z 1, resp. 2 (4-aminochinolinový heterocyklus), a huperzinu A (39; karbobicyklická část). 

Oba dva fragmenty zaujímají v krystalových strukturách AChE odlišná, ale zároveň blízká místa, 

jejich spojení tak nabízí navýšení inhibičního efektu vůči tomuto enzymu.180–182 Toto je případ 

i huprinů X (40; Obr. 22) a Y (41; Obr. 22), které jsou nanomolárními a vysoce selektivními 

inhibitory AChE.183 Skupina huprinů se stala předmětem velkého množství studií zabývajících se 

vývojem léčiv se zaměřením na terapii Myastenie gravis, spavé nemoci (africké trypanozomiázy), 

malárie a transmisivní spongiformní encefalopatie (prionové onemocnění). Detailněji je tato 

problematika diskutována v příloze SXX. U 38 je předpokladem nízká toxicita in vivo (díky 

začlenění strukturních motivů z 2). Dále se předpokládá ovlivnění amyloidní kaskády (mírnění 

kognitivního deficitu vlivem Aβ40), snížení glutamátové excitotoxicity díky bránění 

hyperstimulaci NMDAR a antioxidační působení.184 V neposlední řadě může 38 sloužit jako 

základní stavební prvek pro syntézu duálních inhibitorů vyvíjených na bázi „linking approach“. 

Z výsledků biologických stanovení vyplývá, že 38 (AChE IC50 = 2,6 ± 0,4 μM; 

BChE IC50 = 3,8 ± 0,1 μM; SI pro AChE = 1,4) je účinnějším inhibitorem než předlohová struktura 

2 vůči oběma cholinesterasam, avšak ani zdaleka nedosahuje účinnosti 41. V kinetickém profilu 

inhibice AChE byl zaznamenán smíšený typ inhibice. Díky strukturní příbuznosti k jiným 
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huprinovým derivátům a jejich známému farmakokinetickému profilu, je předpokladem 

prostupnost 38 do CNS. To je podloženo i pomocí stanovení prostupu semipermeabilní 

membránou (pasivní difúze do CNS). Tato data jsou již nyní k dispozici, ale doposud nebyla nikde 

publikována. Stanovení cytotoxicity prováděné na buněčných liniích HepG2, neuronální SH-SY5Y 

a lidském renálním adenokarcinomu (ACHN) jsou spíše srovnatelné s daty pro 41, 2 a 3 na 

HepG2. Molekulově modelovací studii jsme zaměřili na stanovení rozdílů v orientaci dvou 

existujících enantiomerů 41 a dvou předpokládaných enantiomerů 38. Z literatury je známo, 

že více účinným enantiomerem je 7S,11S-41 a to jak pro inhibici AChE, tak i BChE 

(7S,11S-41 AChE IC50 = 0,32 nM vs. 7R,11R-38 AChE IC50 = 123 nM; 

7S,11S-41 BChE IC50 = 153 nM vs. 7R,11R-41 BChE IC50 = 247 nM).185 Na základě in silico 

experimentů jsme predikovali, že více účinným derivátem pro inhibici AChE může být 7S,11S-38, 

naproti tomu se domníváme, že účinnějším pro inhibici BChE by mohl být 7R,11R-38. Avšak 

chirální separace nebyla prováděna a tak výsledky molekulového modelování zůstávají pouze 

v rovině teorie. 

 

Obr. 22. Návrh 2-methoxyhuprinu (38) vycházející z 2, huperzinu A (39) a huprinů X (40) a Y (41). 

5-HT6 receptory se podílí na řízení kognitivních funkcí i do značné míry ovlivňují psychotické 

stavy, jako jsou deprese a úzkost.186 Antagonisté 5-HT6 receptorů modulují cholinergní, 

monoaminergní a glutamátergní systémy.187–189 Vedle kauzální terapie zprostředkované 

cholinergní transmisí, vykazují antagonisté 5-HT6 receptorů i nemoc-modulující vlastnosti 

(synaptická remodelace, snížení neuronální hyperexcitability).190,191 Ačkoliv byl prokázán 

pozitivní efekt antagonistů 5-HT6 receptorů na zvířecích modelech s AD, v klinických studiích jako 

monoterapie tato léčiva neobstála v porovnání s placebem-kontrolovanou skupinou.192 Vedle 

toho však jejich současné podávání s inhibitory cholinesteras mělo příznivý vliv na kognitivní 

projevy u pacientů s AD.193 Mezi nejznámější antagonisty 5-HT6 receptorů, které dosáhly druhé 
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fáze (monoterapie), resp. třetí fáze klinického testování (v kombinaci s inhibitory cholinesteras), 

patří idalopirdin a intepirdin.194 Na základě uvedeného jsme ve spolupráci s Jagelonskou 

univerzitou v Krakově (Polsko) navrhnuli nová multipotentní léčiva, která ve své struktuře 

zahrnují antagonistický efekt vůči 5-HT6 receptorům a současně cholinergní efekt daný inhibicí 

cholinesteras (PXVI). Předlohovou strukturu představovala sloučenina 42 (Obr. 23), která má 

vybalancovaný profil vůči cholinesterasam i 5-HT6 receptoru (AChE IC50 = 12,9 ± 0,2 nM; BChE 

IC50 = 29,7 ± 3,6 nM; SI pro AChE = 2,3; Ki 5-HT6 = 27,0 ± 0,1 nM).195 Limitujícím faktorem pro 

další výzkum spojený s molekulou 42 jsou zejména její nepříznivé fyzikálně-chemické vlastnosti, 

které negativně ovlivňují její farmakokinetiku.196 S tímto ohledem jsme pro konstrukci nových 

multipotentních sloučenin s duální afinitou pro 5-HT6 receptory a cholinesterasy použily 

1-(3-(benzyloxy)-2-methylfenyl)piperazin (43; Obr. 23) a 1-benzyl-4-(piperazin-1-yl)-1H-indol 

(44; Obr. 23). Oba dva fragmenty jsou zdokumentovány jako antagonisté 5-HT6 receptoru.197,198 

Za účelem inhibice cholinesteras jsme do nových struktur implementovali 1 nebo N-benzylamin, 

který je součástí donepezilu. To vedlo k syntéze celkově 28 nových sloučenin (45a-54; Obr. 23). 

Za nejúčinnější AChE inhibitory lze označit všechny takrinové deriváty (45a-46d), jejichž hodnoty 

IC50 byly v rozmezí 3 – 62 nM. Zajímavostí dle molekulově modelovací studie je orientace 

takrinových derivátů s krátkým řetězcem (45a, 45b, 46a, 46b) v aktivním místě enzymu; 

takrinová část byla vložena mezi Trp84 a Phe330 (číslování pro TcAChE) do katalytické části 

enzymu a část interagující s 5-HT6 receptorem je vložena do periferní části enzymu. Naproti tomu 

deriváty s delším linkerem (45c-45f, 46c a 46d) vykazují inverzní uspořádání v aktivní části 

enzymu. Takrinové deriváty byly rovněž vynikajícími inhibitory eqBChE s hodnotami IC50 

v rozsahu 2 – 85 nM. Deriváty N-benzylaminového typu jsou slabšími inhibitory AChE 

s hodnotami IC50 v mikromolární oblasti (47e, 49a-49d); většina však nevykazuje žádnou aktivitu 

při 10µM koncentraci. Všechny deriváty N-benzylaminového typu vyústily jako mikromolární 

inhibitory BChE. Celá série 5-HT6-cholinesterasových modulátorů si zachovala, v souladu 

s předlohovými strukturami 43 a 44, vysokou afinitu pro 5-HT6 receptory v rozmezí 

Ki = 10 – 845 nM. Pro funkční stanovení byly vybrány deriváty 45d a 49c, z nichž oba vykazovaly 

antagonistický charakter. U sloučenin 45d a 46d byl stanoven typ inhibice pro AChE (45d), 

resp. pro BChE (46d). V obou případech se jednalo o nekompetitivní inhibitory. Některé další 

sloučeniny byly zhodnoceny i z pohledu inhibice auto-agregace Aβ42 při 10µM koncentraci 

s vynikající aktivitou mezi 48 – 95 %. U nejúčinnějších derivátů (45d a 46a) pak byla stanovena 

hodnota IC50 pro tento typ aktivity (45d: auto-agregace Aβ42 IC50 = 1,27 µM; 46a: agregace 

Aβ42 IC50 = 1,29 µM). U řady sloučenin je příslib prostupu přes HEB pomocí pasivní difúze. U 

sloučeniny 45d byla odhalena rychlá metabolizace po inkubaci s jaterními mikrozomy (50 % za 

120 min) a nevýrazná interakce s cytochromem CYP3A4, která byla přibližně 170× slabší 

v porovnání s ketokonazolem. Celkově studie vyzdvihla potenciál 45d (Tab. 1) jako nové 

multipotentní sloučeniny. 
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Obr. 23. Nové modulátory cholinesteras a 5-HT6 receptorů (45a-54) odvozené z předlohových struktur 

42-44. 

H3 histaminové receptory byly poprvé popsány v roce 1983 jako autoreceptory, později jako 

heteroreceptory řídící uvolňování neurotransmiterů včetně ACh. Blokádou těchto receptorů 

selektivními antagonisty dochází k uvolňování nejen histaminu, ale i výše zmíněného ACh, 

dopaminu nebo noradrenalinu, které jsou nedílnou součástí kognitivních procesů. To nabízí 

možnost využití při léčbě některých onemocnění spojených s CNS.199 Pitolisant (55; Obr. 24) je 

doposud jediným léčivem ze skupiny antagonistů H3 histaminových receptorů, který našel 

praktické uplatnění v léčbě narkolepsie, Parkinsonovy choroby a spánkových poruch.200 

V neposlední řadě je sledován i jeho prokognitivní potenciál v léčbě demencí včetně AD, 

schizofrenie a hyperkinetické poruchy (ADHD).201 Podobně jako u výše zmíněných antagonistů 
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5-HT6 receptorů, i zde byl pozorován aditivní efekt kombinace blokátorů H3 histaminových 

receptorů s inhibitory cholinesteras.202 V literatuře je zdokumentována řada ligandů s duálním 

efektem, tj. inhibicí cholinesteras s antagonizací H3 histaminových receptorů.203–205 Tyto série 

sloučenin využívají zpravidla přístupů jako jsou „linking“ nebo „merging“ pro vývoj nových 

duálně působících molekul. V naší studii jsme se zaměřili na hledání nových strukturních motivů 

z nově vytvořené knihovny 50 sloučenin nesoucí thiazol a piperazin jako centrální heterocykly 

(PXVII). Na základě struktury jsou tyto duální modulátory dále členěny do tří rodin jako deriváty 

1-[2-thiazol-5-yl-(2-aminoethyl)]-4-n-propylpiperazinu (56a-56n; Obr. 24), 

1-[2-thiazol-4-yl-(2-aminoethyl)]-4-n-propylpiperazinu (57a-57m; Obr. 24) 

a 1-fenoxyalkyl-4-(amino)alkylopiperazinu (58a-58w; Obr. 24). Z pohledu vztahu mezi 

strukturou a účinkem je patrné, že inhibiční aktivita vůči cholinesterasam u derivátů nesoucí 

thiazolový cyklus je vázána na přítomnost fenylakylového fragmentu. Aktivní deriváty z první 

série (56g-56i) vykazují vyšší afinitu pro AChE, zatímco deriváty z druhé série (57f-57j) jsou buď 

neselektivními nebo mírně selektivními BChE inhibitory. Současně také platí, že deriváty z první 

série (56a-56n) mají obecně vyšší afinitu pro H3 histaminové receptory oproti druhé sérii 

molekul. V rámci třetí série (58a-58w) se vybrané sloučeniny profilovaly jako účinnější inhibitory 

BChE oproti AChE, které vykázaly i nižší afinitu pro H3 histaminové receptory v porovnání s první 

sérií (56a-56n). Pro kinetickou studii byly vybrány nejúčinnější cholinesterasové inhibitory – 56h, 

56i a 58t (Tab. 1). Pro oba stanovované enzymy (EeAChE a eqBChE) lze mechanismus inhibice 

označit za smíšený u všech tří testovaných sloučenin. Fyzikálně-chemické vlastnosti s predikcí 

prostupu přes HEB byly stanoveny in silico u derivátů 56h, 56i, 57f a 58t, a přechod přes tuto 

membránu byl následně ověřen s využitím metody prostupu přes semipermeabilní membránu. 

Pro in vivo experimenty byl zvolen model skopolaminem navozené amnézie. Myši byly 

podrobeny testu pasivního vyhýbání za současného stanovení lokomoční aktivity. Mírný pokles 

lokomoční aktivity byl pozorován pro všechny sloučeniny v různých časových intervalech. 
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Obr. 24. Duálně působící molekuly mechanismy inhibice cholinesteras a antagonizace H3 histaminových 

receptorů (56a-56n; 57a-57m; a 58a-58w). Uvedena je i struktura pitolisantu (55), selektivního H3 

histaminového antagonisty. 

V další práci jsme představili sérii sloučenin kombinující strukturní fragmenty 9 a kliochinolu (59; 

Obr. 25), resp. PBT2 (60; Obr. 25; PXVIII). Sloučeniny 59 i 60 patří mezi dříve zvažovaná 

kandidátní léčiva pro terapii AD působící na bázi chelatace měďnatých kationtů.206 Historicky byl 

8-hydroxychinolinový derivát 59 využíván jako antifungální a antiprotozoální terapeutikum, 

ale od jeho preskripce se ustoupilo v roce 1983 z důvodu neurotoxicity způsobené vyvazováním 

zinku v organismu.207 Právě tento nežádoucí účinek upozornil na nutnost orientovat vývoj na 

selektivní měďnaté chelátory. 59 i 60 snižují plasmatické hladiny Aβ42. Obě sloučeniny mají 

schopnost degradovat amyloidní plaky vyvazováním kovu z komplexu kov-Aβ, čímž dochází 

k narušení jeho stability.208 Mechanismus působení 59 a 60 je však ještě o něco komplexnější; 

hovoří se o jejich ovlivnění fosforylace tau proteinu (cestou inhibice GSK-3β) a redistribuci mědi 

zpět do buňky. I přes příznivé výsledky z druhé fáze klinického testování s 59, byly navazující 

studie zastaveny z důvodu přítomnosti stopového množství dijodovaného derivátu 

8-hydroxychinolinu, který vzniká při průmyslové výrobě a je prokazatelným karcinogenem. 

60 představuje druhou generaci 8-hydroxychinolinových derivátů s velmi podobným 

terapeutickým profilem jako 59, u kterého při výrobě nevzniká vedlejší toxický produkt.209 I přes 

neúspěch v klinických studiích se obě sloučeniny staly hojně vyhledávanými ve vývoji 

multipotentních sloučenin pro léčbu neurodegenerativních chorob. V naší studii jsme skloubili 

několik biologických vlastností do jedné molekuly, které zahrnují inhibiční profil cholinesteras, 
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chelatační a antioxidační vlastnosti a neuroprotektivní potenciál. Celkově bylo připraveno 13 

nových sloučenin (61a-61l a 62; Obr. 25). Oproti předpokladu, všechny sloučeniny neinhibovaly 

AChE při screeningové 40µM koncentraci, hodnoty IC50 tak nebyly stanoveny. V kontrastu 

s inhibičním profilem 9 je zajímavostí inverze účinku ve prospěch inhibice BChE. Většina 

aktivních sloučenin vyústila v inhibitory s mikromolární účinností hodnot IC50 vůči tomuto 

enzymu. Nejúčinnější z toho pohledu byla molekula 61h (BChE IC50 = 5,7 ± 0,2 µM; Tab. 1). 

V návaznosti na prokázaný efekt 59 a 60 na inhibici oligomerizace Aβ210 jsme tuto sérii sloučenin 

nechali otestovat na inhibici auto-agregace Aβ42. Všechny sloučeniny inhibovaly agregaci tohoto 

peptidu v rozmezí 19 – 65 % při 50µM koncentraci. Za nejúčinnější v tomto experimentu lze 

označit 62. 8-Hydroxychinolinový skelet, podle předpokladu, poskytnul chelatační vlastnosti pro 

zinečnaté a měďnaté kationty u třech testovaných sloučenin (61b, 61h a 62) v poměru 2:1 

(sloučenina:kationt). Substituce chlorem v poloze 5- chinolinu měla na chelataci negativní vliv, 

který jen potvrdil výsledky již dříve publikované studie.211 Antioxidační potenciál byl stanoven 

metodou neutralizace ABTS radikálu (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonová 

kyselina)), kdy za experimentálních podmínek 61h dokonce mírně převýšila účinnost 17. 

Antioxidační účinnost na buněčné úrovni byla provedena na lidské buněčné linii gliomu (T67). 

K navození zánětlivé odpovědi byl použit terc-butylhydroperoxid. Pouze 61b měla 15% efekt 

v podobě poklesu ROS. Dle výsledků se semipermeabilní membránou, všechny tři testované 

sloučeniny (61b, 61h a 62) mohou procházet přes HEB pomocí pasivní difúze. 

 

Obr. 25. Chelátory 61a-61l a 62 na bázi donepezilu (9) s 8-hydroxychinolinovým základem z kliochinolu 

(59) a PBT2 (60). 

Ve spolupráci s Jagelonskou univerzitou jsme se zaměřili na vývoj nových multipotentních 

sloučenin, které propojují cholinergní hypotézu (inhibice AChE/BChE) a amyloidní hypotézu 

(inhibice BACE-1; PXIX). Návrh těchto sloučenin vycházel z již dříve publikovaných struktur 

63 a 64 (Obr. 26).212,213 Ty byly navrženy na základě strukturní podobnosti k 9 a rezultovaly 

v nanomolárně účinné inhibitory AChE s duálním efektem proti Aβ (inhibice agregace 

a neuroprotektivní charakter). Molekulově modelovací studie u nich předpověděla možnost 

současné interakce s oběma klíčovými částmi AChE, přičemž ftalimidová a sacharinová část se 

orientují do PAS, benzylaminová do katalytického místa enzymu. S ohledem na tyto příznivé 

vlastnosti jsme se rozhodli o rozšíření biologického profilu 63 a 64 o inhibici enzymu BACE-1. 
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Do řetězcové části ligandu jsme zavedli piperazin (65a-65r), hexahydropyrimidin (66a-66d), 

3-aminopiperidin (67b-67d, 68a-68d) nebo 3-aminopyrrolidin (67a) jako diaminoalkylové 

fragmenty, u kterých jsme předpokládali možnost interakce s katalytickou dyádou BACE-1 

(zastoupená aminokyselinami Asp32 a Asp228).214,215 Do benzylaminové části jsme u většiny 

derivátů vložili jeden či více atomů fluoru, které se často vyskytují v BACE-1 inhibitorech.216 

Celkově bylo vyvinuto 30 nových derivátů (65a-68d; Obr. 26). V případě devíti aktivních derivátů 

se hodnoty IC50, stanovené na EeAChE, pohybovaly v rozmezí 0,83 – 19,18 µM, což je aktivita 

srovnatelná např. s galantaminem jakožto zavedeným léčivem pro AD.217 Z výsledků 

biologického testování lze vysledovat, že piperazin a sacharin jsou optimálními fragmenty pro 

inhibiční aktivitu AChE. O vhodnosti délky řetězce rozhodovala substituce v aromatické, tedy 

benzylaminové, části. V případě nesubstituovaných derivátů lze za vhodný řetězec označit 

ethylenový (65d; EeAChE IC50 = 0,83 ± 0,02 µM; Tab. 1) nebo butylenový (65j; 

EeAChE IC50 = 3,01 ± 0,09 µM; Tab. 1). V případě 2-fluorbenzylaminové substituce byly pro 

aktivitu vůči AChE favorizovány spíše deriváty s delšími alifatickými řetězci (C4-C6) (např. 65n; 

EeAChE IC50 = 4,25 ± 0,17 µM; Tab. 1). Mírný pokles v aktivitě byl pozorován u 3-fluor a 4-fluor 

substituovaných derivátů. Výměna methylenového můstku za ethylenový, tedy výměna 

benzylaminu za 2-fenylethylamin, vedla až ke ztrátě aktivity. Ani jeden z 30 derivátů v rámci 

testované série nebyl účinným inhibitorem EqBChE (< 50 % inhibice při 10 µM). Inhibiční 

potenciál sloučenin pro BACE-1 byl sledován při screeningové 50µM koncentraci, přičemž 

všechny deriváty inhibovaly v rozmezí 21,7 – 61,4 % (nejaktivnější sloučenina: 68d). Jednoznačný 

vztah mezi strukturou a účinkem však nelze stanovit. Mechanismus inhibice AChE derivátu 65d 

lze označit za nekompetitivní. Pouze pět testovaných sloučenin (65a, 65e, 65r, 66d a 68b) mělo 

relativně slabý inhibiční potenciál na auto-agregaci Aβ42 (v rozsahu 13,3 – 39 %; stanoveno při 

10µM koncentraci sloučeniny), u ostatních byla tato aktivita méně než 10%. Některé kandidátní 

struktury (65j, 65n a 65o) mohou pravděpodobně procházet HEB za pomocí pasivní difúze. 

Molekulově modelovací studie byla v souladu s krystalografickou strukturou donepezilu106 

v aktivním místě; v tomto případě sacharinová část 65d je orientována vně enzymu do periferní 

části, benzylaminová do katalytické části. V případě in silico experimentu s 68d v aktivním místě 

BACE-1 výsledky předpovídají možnost interakce mezi nabitou částí sekundárního aminu 

3-aminopiperidinu a Asp228 z katalytické dyády BACE-1. 
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Obr. 26. Duálně působící AChE a BACE-1 inhibitory 65a-65r, 66a-66d, 67a-67d a 68a-68d odvozené z 63 

a 64, resp. 9. 

Předlohovou strukturou pro navazující sérii se stala sloučenina 68b, která splňovala všechny 

potřebné atributy, tj. má vybalancovanou účinnost pro inhibici AChE, BACE-1 a auto-agregaci 

Aβ42. U nové série byl zaměněn centrální alicyklický amin za 2-aminoethanol za účelem navýšení 
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inhibičního potenciálu BACE-1 (PXX). Benzylamin a jeho aromaticky substituovaná analoga byla 

zachována z důvodu inhibice AChE.218 Do návrhu nových struktur byl promítnut i BACE-1 

inhibitor známý pod označením NVP-BXD-552 (69; Obr. 27).219 Screeningem komerčně 

dostupných chemikálií jsme vyselektovali několik primárních a sekundárních aminů, 

které posloužily jako ligandy s možností orientace do hydrofobních částí BACE-1 enzymu (S1 

a S3)220 a současně jako periferní ligandy pro AChE/BChE. Anti-agregační efekt vůči Aβ byl 

předpokládán dle strukturní podobnosti s předchozími sériemi (viz deriváty ze sérií 65, 66, 67 

a 68) a rovněž dle přítomnosti benzylaminu, který se dle nejnovějších poznatků může včlenit 

mezi dvě části β-skládaného listu Aβ.221 Návrh sloučenin doprovázely i výpočty předpokládaných 

fyzikálně-chemických vlastností, přičemž většina molekul splňuje Lipinského pravidlo pěti pro 

perorální dostupnost.222 Celkově studie předkládá 24 sloučenin (70a-70n a 71a-71j; Obr. 27). 

Z výsledků testování vyplývá, že jediným aktivním inhibitorem obou cholinesteras je pouze 

sloučenina 70h (EeAChE IC50 = 3,62 ± 0,07 μM; eqBChE IC50 = 9,36 ± 0,08 μM; SI pro AChE = 2,6; 

Tab. 1). U ostatních derivátů nebyla stanovena hodnota IC50 na EeAChE z důvodu inhibice < 50 % 

při 10μM koncentraci. Řada dalších derivátů však byla účinnými a selektivními inhibitory eqBChE 

s hodnotami IC50 v rozmezí 1,49 - 16,61 μM, z nichž nejúčinnější byl derivát 71a 

(eqBChE IC50 = 1,49 ± 0,38 μM; Tab. 1). Aktivita vůči eqBChE byla obvykle vázána na 

2,2-difenylaminové nebo 3,3-difenylpropylaminové deriváty; výjimku tvořily sloučeniny, které 

na druhém konci molekuly nesou 3-terc-butyl substituovaný benzylamin. Právě přítomnost 

2,2-difenylaminu/3,3-difenylpropylaminu lze označit za klíčový aspekt v selektivitě pro BChE, 

který odráží objemnější kavitu tohoto enzymu oproti AChE.223 Celkově lze říci, že potentnější 

sloučeniny na eqBChE pochází ze série 71a-71j (eqBChE IC50 = 1,49 – 6,74 μM), tj. neobsahují 

piperazin ve své struktuře. Všechny účinné inhibitory eqBChE byly testovány pro inhibici lidské 

BChE. Zde je zajímavostí, že nejúčinnější z nich pro eqBChE (71a; Tab. 1) měl aktivitu vůči lidské 

BChE < 50 % při 10μM koncentraci. Z tohoto pohledu lze vyzdvihnout 71g 

(BChE IC50 = 2,69 ± 0,12 μM; Tab. 1). Sloučenina 71d vykázala smíšený typ inhibice v kinetické 

studii s eqBChE. Inhibice BACE-1 byla prvně stanovena screeningově při 50μM koncentraci a pro 

nejúčinnější deriváty byly následně změřeny hodnoty IC50. Aktivnějšími z tohoto pohledu byly 

molekuly druhé série (71a-71j) s hodnotami IC50 v rozmezí 32,17 – 64,48 μM. Aktivita je vázána 

na 2,2-difenylaminovou a/nebo 3,3-difenylpropylaminovou skupinu. Sedm testovaných 

sloučenin mělo na základě screeningu při 10 μM inhibiční potenciál na auto-agregaci Aβ42 vyšší 

než 50 %. U dvou nejaktivnějších byly stanoveny jejich hodnoty IC50 (71d: 

Aβ42 IC50 = 3,09 ± 1,64 μM; 71h: Aβ42 IC50 = 1,22 ± 0,89 μM). V některých případech bylo ukázáno, 

že míra inhibice vůči agregaci Aβ může korelovat i s inhibicí agregace tau proteinu.224,225 S tímto 

ohledem jsme pro vybrané deriváty stanovili inhibici agregace tau proteinu. Nejvyšší aktivity 

dosáhla sloučenina 70m (inhibice tau agregace při 10 μM = 68 %). U všech derivátů v sérii byla 

předpovězena prostupnost přes HEB s využitím experimentu semipermeabilní membrány. 
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Obr. 27. Sloučeniny kombinující inhibiční potenciál vůči AChE, BChE, BACE-1, a proteinům Aβ42 a tau 

(70a-70n a 71a-71j) strukturně odvozené od 68b a BACE-1 inhibitoru NVP-BXD-552 (69).  
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Tabulka 1. Nejvíce účinné inhibitory AChE a BChE, jejich selektivita k AChE (SI) a odkaz na danou přílohu. 

inhibitor AChE IC50 ± SEM µM BChE IC50 ± SEM µM SI pro AChEa příloha 

takrin (1) 0,32 ± 0,01 0,0800 ± 0,0001 0,3 - 

7-MEOTA (2) 10,0 ± 0,1 17,6 ± 0,8 1,8 - 

6-chlortakrin (3) 0,0170 ± 0,0005 1,7 ± 0,1 98 - 

4d 0,53 ± 0,10 1,4 ± 0,2 2,6 PI 

4k 0,69 ± 0,13 0,22 ± 0,04 0,3 PII 

6 0,0094 ± 0,0007 2,1 ± 1,6 220 PIV 

8b 1,1 ± 0,1 17,9 ± 1,5 16 PV 

8v 12,9 ± 0,7 0,42 ± 0,01 0,03 PV 

11c 0,0150 ± 0,0017 0,33 ± 0,21 21,3 PVI 

15h 0,103 ± 0,004 0,0150 ± 0,0005 0,1 PVII 

15i 0,00072 ± 0,00006 0,5400 ± 0,016 750 PVII 

18o 0,210 ± 0,009 0,020 ± 0,006 0,1 PVIII 

18u 0,080 ± 0,003 0,540 ± 0,037 6,8 PVIII 

20a 0,8 ± 0,1 -b - PIX 

20d 1,3 ± 0,1 -b - PIX 

24a 0,0016 ± 0,0001 1,21 ± 0,07 740 PX 

24b 0,0019 ± 0,0001 0,170 ± 0,007 92 PX 

24c 0,0052 ± 0,0002 8,69 ± 0,04 1700 PX 

26a 43,6 ± 2,1 1,0 ± 0,1 0,02 PXI 

26g 1,4 ± 0,4 10,2 ± 4,7 7,5 PXI 

26m 1,7 ± 0,3 1,7 ± 0,2 1 PXI 

26n 2,1 ± 0,6 1,3 ± 0,2 0,6 PXI 

28a 2,6 ± 0,1 0,410 ± 0,023 0,2 PXII 

28b 2,2 ± 0,1 1,03 ± 0,03 0,5 PXII 

28h 0,190 ± 0,007 0,0590 ± 0,0012 0,3 PXII 

28i 0,130 ± 0,004 0,67 ± 0,03 5,2 PXII 

28o 0,075 ± 0,003 0,0830 ± 0,005 1,1 PXII 

28p 0,042 ± 0,001 3,70 ± 0,13 89 PXII 

32l 0,0063 ± 0,0002 0,0090 ± 0,0003 1,4 PXIII 

32v 0,0069 ± 0,0003 0,140 ± 0,005 20 PXIII 

32w 0,0074 ± 0,0004 0,0013 ± 0,0006 1,8 PXIII 

36n 0,0100 ± 0,0004 > 100 > 10000 PXIV 

36i 0,0020 ± 0,0003 0,110 ± 0,007 55 PXIV 

36e 0,0130 ± 0,0008 0,021 ± 0,002 1,6 PXIV 

38 2,6 ± 0,4 3,8 ± 0,1 1,4 PXV 

45d 0,0140 ± 0,0004 0,0220 ± 0,0007 1,5 PXVI 

56h 13,9 (13,1-14,6)h 14,6 (11,9 ± 20,2)h 1,0 PXVII 

56i 18,3 (15,8-21,3)h 6,0 (5,4-6,6)h 0,3 PXVII 

58t -c 3,3 - PXVII 

61h -d 5,7 ± 0,2 - PXVIII 

65d 0,83 ± 0,02 -e - PXIX 

65j 3,01 ± 0,09 -e - PXIX 
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Tabulka 1 (pokračování). Nejvíce účinné inhibitory AChE a BChE, jejich selektivita k AChE (SI) a odkaz na 

danou přílohu. 

inhibitor AChE IC50 ± SEM µM BChE IC50 ± SEM µM SI pro AChEa příloha 

65n 4,25 ± 0,17 -e - PXIX 

70h 3,62 ± 0,07f 9,36 ± 0,08g - PXX 

71a - 1,49 ± 0,38g - PXX 

71g - 2,69 ± 0,12 - PXX 
a vypočítáno jako BChE IC50/AChE IC50; b neaktivní při 10 μM; c neaktivní při 50 µM; d neaktivní při 40 µM; e 

aktivita menší než 50 % při 10µM koncentraci; f stanoveno na EeAChE; g stanoveno na eqBChE; h hodnota 

IC50 se nachází v oblasti uvedeného konfidenčního intervalu 
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2.2 Přírodní a semisyntetické deriváty v léčbě Alzheimerovy choroby 

Z historického pohledu představují přírodní, zejména rostlinné, produkty primární zdroj pro 

léčbu širokého spektra onemocnění. Analýza amerického Úřadu pro kontrolu potravin a léčiv 

shromážděná mezi lety 1981-2014 hovoří o tom, že více než polovina klinicky užívaných léčiv je 

přírodního původu.226 Z pohledu evolučního se jedná o struktury, které prošly dlouhým 

fylogenetickým procesem; jejich struktura je mnohdy odrazem ideální šablony pro interakci 

s určitým enzymem, proteinem nebo receptorem.227 Právě proto zaujímají tyto struktury výsadní 

postavení ve vývoji nových léčiv.228 V porovnání s čistě syntetickými léčivy mají struktury na 

přírodní bázi obvykle více stereogenních center, rigidnější uskupení, více kyslíkových, méně 

dusíkových a sirných atomů, menší počet halogenů, zpravidla mají přemostění ve struktuře, 

obsahují spirocykly aj.229 U většiny rostlinných produktů na trhu (až 26 % malých molekul) se 

jedná o semisyntetické nebo jinak modifikované deriváty.226 Strukturní modifikace je často 

nezbytná z řady důvodů – omezená dostupnost přírodních sloučenin, limitovaná solubilita 

a metabolická nestabilita.230 Omezenou dostupností je v tomto případě myšlena nejen 

syntetická náročnost, ale i nevyhovující vlastnosti jako jsou absorpce, distribuce, metabolismus, 

exkrece a toxicita (ADMET).229 Strukturní optimalizace bývá nedílnou součástí k objasnění vztahu 

mezi strukturou a účinkem. V ideálním případě by prováděné změny měly vést k vylepšení 

farmakokinetických a farmakodynamických vlastností, včetně snížení výskytu nežádoucích 

účinků. Zde je na místě podotknout, že ne vždy vedou změny ve struktuře k léčivu s ideálními 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi a se zachovaným farmakologickým profilem. Z konkrétních 

kroků, které lze uplatnit v modifikaci předlohových struktur na přírodní bázi můžeme jmenovat 

derivatizaci (funkčními skupinami), častěji však jsou aplikovány změny vedoucí ke strukturnímu 

zjednodušení.231 

S přihlédnutím k terapii AD jsou léčiva na přírodní bázi zkoumána nejen experimentálně, 

ale i v klinických studiích. Z celkového výčtu klinických kandidátů, se až 13 % z nich nachází 

v některé fázi klinického testování.232 Mezi nejzajímavější kandidáty můžeme zařadit resveratrol, 

kurkumin, huperzin A, silibilin, berberin aj. Od roku 2001 nachází uplatnění v klinické praxi 

galantamin (72; Obr. 28), který je izolovaný ze sněženky podsněžník (Galanthus nivalis, čeleď 

Amaryllidaceae) (SIII). Na zcela jiném principu funguje oligomanát sodný (známý též pod 

označením GV-971), léčivo schválené na konci roku 2019 v Číně pro středně těžká stádia AD. 

Oligomanát sodný reguluje a pomáhá nastavit rovnováhu střevní mikroflóry, tím tlumí periferně 

vyvolaný zánět a aktivaci mikroglií.233 

Tato kapitola je věnována přírodním derivátům nebo jejich semisyntetickým derivátům, které 

byly primárně vyvinuty jako inhibitory cholinesteras. Jejich afinita k dalším biologickým cílům 

z pohledu multipotentního účinku byla v řadě případů experimentálně ověřena. 

 

Obr. 28. Chemická struktura galantaminu (72). 
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V rámci první studie byly ve spolupráci se skupinou z Katedry farmaceutické botaniky 

(Farmaceutická fakulta, UK) izolovány dva protoberberinové alkaloidy – (+)-thaliktrikavin (73; 

Obr. 29) a (+)-kanadin (74; Obr. 29; PXXI) (Tab. 2). Jedná se o deriváty, které byly již dříve 

izolovány z dymnivky duté (Corydalis cava; čeleď Papaveraceae).234,235 Oba alkaloidy byly 

srovnatelně účinnými inhibitory AChE jako 72, bez afinity k BChE (Tab. 2). Stanovení mechanismu 

inhibice AChE ukázalo na kompetitivní typ pro obě sloučeniny. Tento druh inhibice odpovídá 

kompetici se substrátem, a tudíž vazba ligandu probíhá pravděpodobně do aktivní části enzymu. 

To bylo i následně predikováno s využitím metody molekulového modelování. Z větší míry je 

vazba těchto sloučenin ve shodě s umístěním 72 v krystalografické struktuře AChE.106 Z predikce 

průchodu HEB lze vysledovat, že pouze 74 s největší pravděpodobností může procházet přes 

membrány s využitím pasivní difúze. 

 

Obr. 29. Chemické struktury (+)-thaliktrikavinu (73) a (+)-kanadinu (74). 

V navazující studii bylo izolováno celkově deset alkaloidů z dřišťálu obecného (Berberis vulgaris; 

čeleď Berberidaceae; PXXII). Z těchto deseti alkaloidů byly vůbec poprvé popsány struktury 

bersavinu, muraricinu a berbostrejdinu. Strukturně tyto deriváty náleží do skupin 

protoberberinových, bisbenzylisochinolinových, isochinolono-isochinolinových 

a isochinolino-benzylisochinolinových alkaloidů. Všechny deriváty byly podrobeny biologickému 

stanovení na inhibici AChE a BChE, inhibici prolyloligopeptidasy (POP; E.C. 3.4.21.26) a vybraný 

alkaloid aromolin rovněž na inhibici GSK-3β (pouze 10 % při 10μM koncentraci). Z výsledků pro 

inhibici AChE byl nejúčinnějším inhibitorem berberin (75; AChE IC50 = 0,7 ± 0,1 μM; 

BChE IC50 = 30,7 ± 3,5 μM; SI pro AChE = 44; Obr. 30; Tab. 2). Dalším mikromolárně účinným 

inhibitorem AChE byl palmatin (76; Obr. 30), který rezultoval jako nejselektivnější inhibitor AChE 

(AChE IC50 = 1,7 ± 0,2 μM; BChE IC50 > 100 μM; SI pro AChE > 86; Tab. 2). Z účinných inhibitorů 

BChE lze zmínit pouze aromolin (77; AChE IC50 > 100 μM; BChE IC50 = 0,8 ± 0,1 μM; 

SI pro AChE < 0,008; Obr. 30; Tab. 2). Z kinetické analýzy inhibice BChE vyplývá, že alkaloid 77 je 

smíšeným inhibitorem tohoto enzymu, váže se tedy současně do samotného enzymu a inhibuje 

i substrát-BChE komplex vazbou v PAS části. Molekulově modelovací studie prováděná se 77 

odhalila řadu klíčových interakcí s BChE. Dle výsledků je selektivita pro BChE dána charakterem 

kavity enzymu, který je tak lépe schopen pojmout tento relativně objemný ligand.236 POP je 

proteolytický enzym, který se podílí na řadě fyziologických procesů buněčné signalizace. Aktivita 

POP koreluje, mimo jiné, s patologií tau proteinu.237 Řada vědeckých týmů se domnívá, 

že selektivní inhibitory POP mohou představovat slibný směr v léčbě některých 

neurodegenerativních poruch včetně AD, Parkinsonovy choroby a jiných. Více je o tomto enzymu 

a klinicky relevantních inhibitorech pojednáno v příloze SXXI. V rámci naší studie byly všechny 

alkaloidní struktury slabými nebo dokonce neúčinnými inhibitory POP s hodnotami IC50 

v rozmezí 67 – 190 µM. Nejúčinnějším v tomto směru byl bersavin (POP IC50 = 67 ± 6 µM). 
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Dle výsledků propustnosti biologickou membránou může být problematickým aspektem celé 

série nízká permeabilita. 

 

Obr. 30. Chemické struktury vybraných alkaloidů – berberinu (75), palmatinu (76) a aromolinu (77), 

izolovaných z Berberis vulgaris. 

Za účelem studia vztahu mezi strukturou a účinkem jsme vyvinuli 22 nových semisyntetických 

derivátů odvozených od 75 (PXXIII). 75 lze vnímat jako multipotentní sloučeninu, která vykazuje 

antioxidační, protizánětlivý profil, a inhibiční aktivitu na MAO, cholinesterasy, agregaci Aβ 

a fosforylaci tau proteinu.238–241 Inhibice AChE a POP má přímý prokognitivní účinek, samotná 

inhibice POP navíc stimuluje buněčnou signalizaci M1 AChR.242 Hydrofilní vlastnosti 75 jsou 

příčinou jeho nízké biodostupnosti a omezené prostupnosti přes biologické membrány.243 Proto 

jsme navrhnuli strukturní obměny na pozici 9- základního skeletu, zpravidla různě aromaticky 

substituovanými benzylovými fragmenty. Z literatury jsou známé např. 9-N-alkyl substituované 

deriváty od 75, které mají výraznější antioxidační a Aβ anti-agregační efekty oproti parentní 

sloučenině.244 Substituce v poloze 12- u strukturně blízkého berberubinu vedly k stimulaci 

glukosového transportu a zlepšily insulinovou resistenci.205 Tyto vlastnosti je možné s výhodou 

uplatnit nejen v léčbě diabetes mellitus druhého typu, ale lze je rovněž chápat jako preventivní 

s ohledem faktu, kdy diabetes mellitus druhého typu je jedním z rizikových faktorů pro AD.245 

Vedle toho má 75 schopnost regulovat hladiny cholesterolu.246 Zvýšené hladiny cholesterolu 

jsou také rizikovým faktorem AD.247 Nově připravené semisyntetické deriváty odvozené od 75 

(78a-78v; Obr. 31) byly účinnějšími inhibitory AChE (s výjimkou 78d) i BChE v porovnání 

s předlohovou strukturou 75. Hodnoty IC50 se pohybovaly v mikromolárních koncentracích 

s poměrně malým rozpětím (AChE IC50 = 0,8 – 75,8 µM; BChE IC50 = 1,3 – 21,5 µM). Zatímco efekt 

9-O substituce na aktivitu je zřejmý, pro inhibici obou cholinesteras nelze vysledovat žádný vztah 

mezi strukturou a účinkem. Toto se týká jak polohy substituentu na připojeném benzylovém 

zbytku nebo vlivu elektron-akceptorních/elektron-donorních skupin. Většina derivátů z této 

série jsou mírně selektivními inhibitory AChE. Za nejúčinnější inhibitory AChE lze označit 78j 

a 78v (Tab. 2); z pohledu inhibice je pro BChE nejvhodnějším ligandem 78u (Tab. 2). Vynikající 

BChE selektivitou se profiloval berberinový derivát 78d (Tab. 2). Pro inhibici POP platí, že veškeré 

substituce vedly k navýšení inhibičního potenciálu. Výsledkem jsou hodnoty IC50 v rozmezí 10 – 

79 µM. Za více aktivní lze označit deriváty substituované v poloze 4- benzylového přívěšku a to 

elektron-akceptorními skupinami (CF3 u 78s a NO2 u 78j), tolerované byly i substituce malými 

elektron-donorními funkčními skupinami. Nejsilnějším POP inhibitorem byl derivát 78d (POP 

IC50 = 10,7 ± 1,2 µM). V rámci kinetické analýzy prováděné s 78s pro AChE a 78u pro BChE byl 

prokázán nekompetitivní typ inhibice (78s vs. AChE) a smíšený typ inhibice (78u vs. BChE). Oba 

dva mechanismy inhibice naznačují interakce s PAS daného enzymu. Molekulově modelovací 

studie prováděná se 78v ukázala, že přítomný benzylový zbytek (oproti nesubstituované 75) je 

pravděpodobně schopný interakce s Tyr72 a Trp286 v periferní části AChE a tím pádem je 
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zodpovědný za nárůst inhibičního potenciálu. To samé platí pro inhibici BChE pomocí 78u; zde 

se ovšem berberinový skelet formuje převážně na periferii a naftylový přívěšek je uložen 

v blízkosti Trp82 u katalytické triády. Testované sloučeniny byly velmi slabými antioxidanty 

v porovnání s 17 a N-acetylcysteinem, s hodnotami EC50 > 900 µM. Pokles antioxidačního 

potenciálu je zapříčiněn substitucí volného fenolického hydroxylu (volný fenolický hydroxyl je 

přítomen u berberubinu), který je pro antioxidační vlastnosti klíčovým.248 Nejúčinnější deriváty 

(78d, 78u a 78v) byly vybrány pro inhibici auto-agregace Aβ42 a agregaci zkrácené formy tau 

proteinu (tau306-336) při 50µM koncentraci. Všechny sloučeniny dosahovaly výtečných inhibičních 

vlastností pro oba proteiny (inhibice agregace Aβ42 = 82,6 - 97,2 %; inhibice agregace 

tau306-336 = 31,9 – 62,0 %). Již pouze výčtem dalších biologických vlastností byla testována 

cytotoxicita na ovariálních buňkách čínského křečka (CHO-K1), permeabilita přes membrány 

a kvantitativní vztah mezi strukturou a účinkem (QSAR). 
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Obr. 31. 9-O-aryl-substiuované berberinové deriváty 78a-78v. 

Řada dalších studií byla věnována haemantaminu (79; Obr. 32), hojně se vyskytujícímu alkaloidu 

v rámci čeledi Amaryllidaceae.249 Ten nachází spíše teoretické uplatnění v protinádorové terapii 

jako experimentální sloučenina pro vazbu na ribosomy s následnou stabilizací transkripčního 



52 

faktoru p53.250 79 má výrazný cytotoxický efekt vůči různým nádorovým liniím.251 Samotný 

haemantamin má rovněž výraznou účinnost vůči GSK-3β252 a nespočet dalších strukturně 

příbuzných derivátů izolovaných z rostlin čeledi Amaryllidaceae má inhibiční potenciál vůči 

AChE.249 V úvodní studii jsme sledovali vliv aromatických a alifatických esterů vázaných v poloze 

11- základního skeletu 79. Zatímco dle předpokladu byly 79 a všechny alifatické estery 80a-80f 

inaktivní na inhibici AChE/BChE při 500µM koncentraci, z nově připravených derivátů (80a-80l; 

Obr. 32) se výrazněji profilovaly 80l (AChE IC50 = 14,7 ± 1,8 µM; BChE IC50 > 500 µM; 

SI pro AChE > 34; Tab. 2) jako vysoce selektivní inhibitor AChE a 80j (Tab. 2), nejúčinnější BChE 

inhibitor s vybalancovanou potencí vůči oběma cholinesterasam (PXXIV). Z molekulově 

modelovací studie je patrné, že aromatická substituce v poloze 11- hraje významnou roli pro 

účinnost. Pro obě sloučeniny, 80j a 80l, je klíčová π-π interakce s aromatickými residui, které 

logicky nelze dosáhnout při alifatické substituci. Pro navazující experimenty byly vybrány právě 

tyto dvě sloučeniny, přičemž jejich inhibiční potenciál při 10µM koncentraci vůči GSK-3β byl 15 % 

(80j), resp. 27 % (80l; GSK-3β IC50 = 34,80 ± 0,01 µM). Obě sloučeniny mají předpoklad prostupu 

HEB pasivní difúzí. 

Navazující studie rozšířila skupinu haemantaminových struktur o 13 nových, aromaticky 

substituovaných derivátů (80m-80y; Obr. 32; PXXV). I v tomto případě byla substituována 

poloha 11-. Substituce v poloze 2- nitro skupinou (80w) nebo chlorem (80y) a v poloze 3- nitro 

skupinou (80v) u napojeného benzoátu rezultovala v nejúčinnější inhibitory AChE (Tab. 2). Estery 

haemantaminu a kyseliny 2-methoxybenzoové (80s) a kyseliny 2-chlorobenzoové (80y) byly 

nejlepšími inhibitory BChE (Tab. 2). 80y a 80v byly podrobeny stanovení na mechanismus 

inhibice AChE. 80v lze označit za kompetitivní inhibitor, zatímco 80y za nekompetitivní inhibitor 

AChE. V případě inhibice BChE byly 80s (Tab. 2) a 80y shodně smíšenými inhibitory tohoto 

enzymu. Všechny studované haemantaminové deriváty mohou pravděpodobně procházet HEB 

pomocí pasivní difúze. Analoga 80s, 80v a 80y vykázala velice podobnou orientaci v aktivním 

místě AChE. Nižší účinnost 80s na AChE může být připsána chybějící hydrofobní interakci, která 

je pozorována mezi atomem chloru derivátu 80y a Trp86. U molekulově modelovací studie pro 

BChE se stejným výběrem derivátů (80s, 80v a 80y) lze odvodit nižší inhibiční potenciál 80v 

kompletně jinou orientací v porovnání s dalšími dvěma analogy. Nitro skupina 80v je 

orientovaná vodíkovým můstkem ke Gly119 (součást oxyanionového místa enzymu), což 

destabilizuje celý haemantaminový skelet a uvádí jej do energeticky méně výhodné polohy 

v porovnání s 80s a 80y. 

Strukturně příbuznou sloučeninou k 79 je ambelin (81; Obr. 32). Rozdíl je pouze v orientaci 

5,10b-ethylového přemostění a v přítomnosti methoxy skupiny u 81 v poloze 7-. Podobně jako 

79, i 81 má slabý inhibiční efekt vůči cholinesterasam.253 Za účelem potenciace tohoto efektu 

jsme, analogicky jako u série výše, navrhli alifatické a aromatické substituce v poloze 11- (PXXVI). 

81 byl izolován v dostatečném množství z Nerine bowdenii (Amaryllidaceae).253 Celkem bylo 

připraveno 20 derivátů ambelinu (82a-82t; Obr. 32). Podobně jako u haemantaminových 

derivátů, i zde hrála klíčovou roli přítomnost aromatického esteru pro inhibiční aktivitu. 

Z 20 derivátů byly pouze tři účinnými inhibitory AChE (82f, 82l a 82m) s hodnotami IC50 mezi 

48 – 55 μM. Deriváty 82e, 82f, 82g, 82i, 82j, 82l a 82p se profilovaly jako účinné inhibitory BChE 

s hodnotami IC50 < 5 μM a možností prostupu HEB pomocí pasivní difúze. Nejúčinnějším v tomto 

ohledu byl ambelinový derivát 82p (AChE IC50 > 100 μM; BChE IC50 = 0,1 μM; SI pro AChE < 0,001; 

Tab. 2). Z posledních třech uvedených studií (PXXIV-PXXVI) lze celkově shrnout, že ambelinový 
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strukturní typ se svou typickou β orientací 5,10b-ethylového můstku udílí selektivitu pro BChE, 

zatímco α orientace přítomná u haemantaminového typu rezultuje v neselektivní inhibitory 

obou cholinesteras. Pro molekulově modelovací studii do aktivního místa BChE byly vybrány 

deriváty 82f a 82i s velmi blízkou prostorovou orientací. Za klíčové interakce lze označit 

neuspořádané π-π interakce s Phe329, Phe398 a Trp231. Substituce v poloze 2- u připojeného 

benzoátu se zdá být zásadní z pohledu možné tvorby atropoisomerů, které mohou navyšovat 

inhibiční efekt. 

 

Obr. 32. Haemantaminové (80a-80y) a ambelinové deriváty (82a-82t) se substitucí v poloze 11-. 
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V další práci jsme se soustředili na izolaci alkaloidů z narcisu žlutého (Narcissus pseudonarcissus, 

čeleď Amaryllidaceae; PXXVII). Celkově bylo charakterizováno, pomocí kombinace MS, HRMS, 

1D a 2D NMR experimentů, 21 známých struktur a jedna zcela nová struktura – narcimatulin 

(83; Obr. 33). Všechny alkaloidy byly podrobeny stanovení na inhibici cholinesteras, POP 

a GSK-3β. Největší biologický potenciál na testované cíle vykázal právě zmiňovaný alkaloid 83. 

Je mírně selektivním inhibitorem BChE a má dále vybalancovaný profil i s ohledem inhibice POP 

a GSK-3β (AChE IC50 = 490 ± 60 μM; BChE IC50 = 5,9 ± 0,2 μM; SI pro AChE = 0,01; 

POP IC50 = 29,2 ± 1,0 μM; GSK-3β IC50 = 20,7 ± 2,4 μM; Tab. 2). 83 spojuje strukturní vlastnosti 

72 a galantindolu (84; Obr. 33). 

 

Obr. 33. Nově izolovaný alkaloid narcimatulin (83) z narcisu žlutého (Narcissus pseudonarcissus, čeleď 

Amaryllidaceae), který je strukturně příbuzný k 72 a galantindolu (84). 

V navazující studii se podařilo z cibule narcisu žlutého izolovat 13 známých alkaloidních struktur 

a tři zcela nové alkaloidy beladinového typu (PXXVIII). Nové struktury, pojmenované jako 

carltonin A (85), carltonin B (86) a carltonin C (87) (Obr. 34), byly charakterizovány pomocí 

kombinace MS, HRMS a 2D NMR experimentů. Nové alkaloidní struktury 85-87 byly vysoce 

selektivními a účinnými inhibitory BChE (Tab. 2). Vedle inhibičních vlastností na cholinesterasy 

byla dále sledována inhibice POP; pouze derivát 85 (Tab. 2) byl relativně slabým inhibitorem 

tohoto enzymu, jehož inhibiční potenciál byl však srovnatelný se 75 (85 POP IC50 = 143 ± 12 μM). 

Dva nejúčinnější BChE inhibitory, 85 a 86, byly podrobeny molekulově modelovací studii. V obou 

případech se jedná o pseudo-enantiomery (vznikají při protonizaci centrálního dusíkového 

atomu), které se mohou rozdílně orientovat do aktivního místa enzymu. Výsledkem in silico 

studie je, že za vyšší účinnost 86 v porovnání s 85 může stát přítomnost 
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2H-1,3-benzodioxolanového kruhu, který „rozšiřuje“ aromatický charakter molekuly s možností 

interakce s dalšími aromatickými residui v kavitě BChE. Z pohledu vypočítané vazebné energie je 

nejlepším inhibitorem BChE pseudo-enantiomer (R)-86. 

 

Obr. 34. Nové alkaloidy beladinového typu (85-87) vyizolované z cibulí narcisu žlutého (Narcissus 

pseudonarcissus, čeleď Amaryllidaceae). 

Kardanol (88; Obr. 35) představuje skupinu fenolických lipidů, které jsou strukturně příbuzné 

k anakardiové kyselině. 88 je hojně obsažen v kešu oříškách.254 Při zpracování těchto oříšků 

vzniká viskózní nahnědlá tekutina, která obsahuje tři hlavní komponenty – 88, anakardiovou 

kyselinu a kardol. Jedná se o bioaktivní komponenty, které mají řadu prospěšných vlastností 

a nachází tak teoretické uplatnění např. v léčbě nádorových onemocnění, zánětlivých stavů nebo 

obezity.255 U některých kardanolových derivátů byla již dříve demonstrována AChE inhibiční 

aktivita.256 S přihlédnutím k tomuto faktu jsme v rámci navazující studie vyvinuli nové 

kardanolové deriváty jako potenciální inhibitory cholinesteras s možnou účinností na agregaci 

Aβ (PXXIX). Koncepce celkového počtu 24 nových sloučenin (89a-89x; Obr. 35) byla postavena 

na duálním cílení do anionické i PAS části AChE. Kationickou část ligandu představovaly 

heterocyklické aminy jako pyrrolidin, piperidin, morfolin, thiomorfolin, N-substituované 

piperaziny, hydroxylovaný pyrrolidin a piperidin, resp. jeho příbuzné deriváty (O-acetyl 

a O-dimethylkarbamát). Druhou část molekuly, u které je předpoklad orientace do PAS AChE, 

tvořil 3-methoxyfenylový fragment. Koncepce těchto molekul byla primárně validována pomocí 

molekulově modelovacích studií. Dále byly vypočítány některé fyzikálně-chemické vlastnosti 

k posouzení, zda jsou sloučeniny schopné procházet HEB. U většiny sloučenin bylo 

předpovězeno, že mohou procházet HEB a působit v mozku. Toto bylo i následně 

experimentálně ověřeno u sloučeniny 89w v modelu umělé semipermeabilní membrány. 

Všechny sloučeniny byly na úvod otestovány při 100μM koncentraci na inhibici EeAChE, přičemž 

19 z nich inhibovalo tento enzym z více než 50 %. U sedmi nejúčinnějších (89a, 89n, 89r, 89t, 

89v, 89w a 89x) byly stanoveny hodnoty IC50, ve všech případech bylo dosaženo hladiny nižší než 

20 μM. Za nejpotentnější z nich lze označit 89w (EeAChE IC50 = 6,6 μM; lidská AChE 

IC50 = 5,7 ± 0,5 μM; eqBChE IC50 = 5,0 μM; SI pro EeAChE = 0,8; Tab. 2). U stejného výběru 

kardanolových sloučenin (89a, 89n, 89r, 89t, 89v, 89w a 89x) byla stanovena inhibiční aktivita 

vůči eqBChE. Bylo dosaženo velice podobných výsledků jako pro inhibici EeAChE (všechny 

deriváty dosahovaly hodnot IC50 nižších než 25 μM); nejaktivnějším derivátem byl 89v 

(EeAChE IC50 = 17,2 μM; eqBChE IC50 = 3,1 μM; SI pro AChE = 0,2; Tab. 2). Ze stanovení 

mechanismu inhibice AChE vyplývá, že 89a je smíšeným typem inhibitoru a dalších šest derivátů 

(89n, 89r, 89t, 89v, 89w a 89x) nekompetitivními inhibitory. Cytotoxicita byla stanovena na 

buněčné linii HT-29 lidského adenokarcinomu tlustého střeva, přičemž všechny sloučeniny byly 
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netoxické při 10μM koncentraci. Molekula 89w byla podrobena stanovení při 50μM koncentraci 

na inhibici auto-agregace Aβ42, nebyl však pozorován žádný efekt. Absenci této aktivity si lze 

vysvětlit nepřítomností volné fenolické skupiny, která je u jiného typu příbuzných fenolických 

sloučenin klíčovou pro anti-amyloidní aktivitu.257 

 

Obr. 35. Skupina fenolických kardanolových lipidů (88) a z něj odvozené deriváty (89a-89x) s inhibiční 

účinností vůči cholinesterasam. 
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Tabulka 2. Nejvíce účinné inhibitory AChE a BChE ze semisyntetických derivátů, jejich selektivita k AChE 

(SI) a odkaz na danou přílohu. Galantamin je zde uveden jako srovnávací standard. 

inhibitor AChE IC50 ± SEM µM BChE IC50 ± SEM µM SI pro AChEa příloha 

Galantamin (72) 0,26 ± 0,01 18,0 ± 1,9 69 - 

73 0,38 ± 0,05 ˃ 100 ˃ 260 PXXI 

74 0,70 ± 0,07 ˃ 100 ˃ 140 PXXI 

75 0,7 ± 0,1 30,7 ± 3,5 44 PXXII 

76 1,7 ± 0,2 > 100 > 86 PXXII 

77 > 100 0,8 ± 0,1 < 0,008 PXXII 

78d 75,8 ± 9,1 5,8 ± 0,2 0,08 PXXIII 

78j 0,99 ± 0,04 8,0 ± 0,2 8,1 PXXIII 

78u 1,5 ± 0,1 1,26 ± 0,02 0,8 PXXIII 

78v 0,79 ± 0,02 5,8 ± 0,1 7,3 PXXIII 

80j 18,2 ± 1,3 6,6 ± 1,2 0,4 PXXIV 

80l 14,7 ± 1,8 > 500 > 34 PXXIV 

80s 90 ± 6 3,3 ± 0,4 0,04 PXXV 

80v 4,0 ± 0,3 ˃ 100 > 34 PXXV 

80w 9,9 ± 0,5 ˃ 100 > 10 PXXV 

80y 13 ± 1 5,6 ± 0,6 0,4 PXXV 

82p ˃ 100 0,10 ± 0,01 < 0,001 PXXVI 

83 490 ± 60 5,9 ± 0,1 0,01 PXXVII 

85 ˃ 100 0,91 ± 0,02 < 0,009 PXXVIII 

86 ˃ 100 0,031 ± 0,001 < 0,0003 PXXVIII 

87 ˃ 100 14,8 ± 1,1 < 0,15 PXXVIII 

89v 17,2b 3,1c 0,2 PXXIX 

89w 6,6b 5,0c 0,8 PXXIX 
a vypočítáno jako BChE IC50/AChE IC50; b stanoveno na EeAChE; c stanoveno na eqBChE 
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3 Souhrn, závěry a možné směry dalšího výzkumu 

Současná terapie AD má pouze paliativní charakter. Obě dvě zavedené skupiny terapeutik 

(inhibitory AChE a NMDAR antagonisté) mají krátkodobý efekt a jen mírní symptomy 

onemocnění, nezpomalují však jeho progresi. Posledním zavedeným léčivem se stal v roce 2002 

memantin (NMDAR antagonista). Od té doby jsme pravidelně konfrontováni se selháním 

některého z dalších kandidátů, nejčastěji pro nedostatek účinnosti nebo z důvodu výskytu 

závažných nežádoucích účinků, pro které je nutné klinickou studii ukončit. Ostrůvek naděje 

přinesl až konec loňského roku v podobě oligomanátu sodného (GV-971) schváleného v Číně pro 

středně těžká stádia AD. Více než 30 let zkušeností, načerpání nových biologických poznatků 

o nemoci, ale i výše zmíněné neúspěchy celé řady klinických kandidátů, nás staví k přehodnocení 

postoje o vývoji účinných léčiv pro terapii AD. 

Naše pracovní skupina se v největší míře orientuje na multipotentní sloučeniny pro terapii AD. 

V úzké kooperaci s tuzemskými i zahraničními partnery se zabýváme vývojem 

proti-alzheimerovských malých molekul po více než 10 let. Za tuto dobu se nám podařilo 

připravit více než 500 malých molekul cílených na různé patologické mechanismy. Pro některá 

onemocnění je koncept multipotentních sloučenin již dlouhodobě využíván (protinádorová 

léčiva, antidepresiva aj.). Zde je nutno zmínit, že v případě některých léčiv byl jejich vícesložkový 

mechanismus účinku objasněn až po zavedení do praxe; tyto struktury tak nebyly vyvíjeny cíleně 

pro působení na více místech současně. AD však stojí trochu stranou od ostatních onemocnění. 

Od popsání prvního případu Aloisem Alzheimerem z roku 1906 uběhlo téměř dalších sedm 

desetiletí, než byla formulována prvotní možná příčina AD v podobě narušeného cholinergního 

systému,10 později pak excitotoxické působení v podobě trvalé stimulace NMDAR receptorů 

zvýšenou hladinou glutamátu.15 Bohužel, tyto dva fenomény nejsou příčinou pro rozvoj 

symptomů spojených s AD, pouze jsou sekundárním projevem již narušené mozkové struktury. 

Velkým mezníkem ve výzkumu AD představují amyloidní hypotéza a teorie 

hyperfosforylovaného tau proteinu; dle všeho a s přihlédnutím k selhávající léčbě, ale ani tyto 

dostatečně neodráží podstatu nemoci. Poslední výzkumné studie ukazují na zánětlivý proces 

jako primární příčinu AD.258 

Předložená habilitační práce popisuje syntetické deriváty, zpravidla příbuzné k takrinu nebo 

donepezilu, semisyntetické sloučeniny odvozené od přírodních struktur a izolované alkaloidy, 

v největší míře z čeledi Amaryllidaceae, z nichž všechny jsou směřovány k léčbě AD. Spojujícím 

článkem těchto molekul je inhibiční aktivita vůči cholinesterasam. Ta je provázena dalšími efekty 

jako jsou anti-amyloidní a anti-tau, enzymová inhibice (POP, BACE-1 aj.), ovlivnění receptorů 

(M1 AChR), nebo nespecifickými účinky (chelatace některých kationtů, antioxidační působení). 

Z důvodu multifaktoriálního charakteru AD je konceptu multipotentních sloučenin připisován 

největší příslib pro nalezení účinné terapie do budoucna (dle závěrů dosažených na 

mezinárodním symposiu „The 14th International Conference on Alzheimer's & Parkinson's 

Diseases“; Lisabon, Portugalsko; 26. – 31. 3. 2019), ačkoliv výzkum takových léčiv spadá stále 

zatím pouze do preklinické fáze. Ročně je výzkumu multipotentních sloučenin pro různé indikace 

(nádorová onemocnění, deprese, hypertenze, AD aj.) věnováno stovky až tisíce nových studií 

(formou článků v impaktovaných časopisech nebo mezinárodních patentů).  

První práce zabývající se vývojem multipotentních sloučenin pro terapii AD se začaly objevovat 

počátkem 21. století. Tento prudký nárůst však nevedl k uvedení žádného léčiva na trh. Nejdále 
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v klinickém testování postoupil ladostigil (2. fáze klinického hodnocení), který však nepřevyšoval 

benefity již zavedeného rivastigminu.90 Z dalších léčiv lze ještě zmínit NP-61 (kombinovaný AChE 

inhibitor a modulátor Aβ), který nepřekročil 1. fázi klinického hodnocení.259 Aktuálně je tedy na 

místě se zamyslet, jak celý koncept multipotentních sloučenin dále posunout nebo reformovat 

tak, aby vedl k uvedení léčiva do klinické praxe. Řada takovýchto úvah byla námi nedávno 

představena (SXV). 

Fyzikálně-chemické vlastnosti hrají důležitou roli při vývoji léčiv, zejména s ohledem 

dostupnosti do CNS a solubility výsledné molekuly. Z tohoto pohledu prošly multipotentní 

sloučeniny pro terapii AD velkou evolucí. Množství prací na tuto problematiku je věnováno tzv. 

„linking approach“, nebo-li spojení dvou rozdílných farmakoforů pomocí různých řetězců. To 

zcela logicky vede k tzv. molekulové obezitě, navýšení lipofility molekuly a jiným kritickým 

ukazatelům, které jsou v rozporu jednak s Lipinského pravidlem222 pro perorální dostupnost léčiv 

(ta je velmi často preferována u pacientů s AD) a dále s dostupností do CNS. S přihlédnutím 

k druhému aspektu jsou na malé molekuly kladeny daleko přísnější kritéria (obvykle Mw < 430-

450, logP < 4, počet donorů vodíkových vazeb < 2 a počet akceptorů vodíkových vazeb < 7) 

a proto jsou v poslední době spíše preferovány další dva zmíněné přístupy („fusing“ a merging“). 

Vedle těchto základních charakteristik pak jiné modely operují např. s polárním povrchem 

molekuly (v angl. literatuře uváděno jako „topological polar surface area“), který je pro CNS 

léčiva menší než 70 Å2; a logD, který je odrazem lipofility molekuly při konkrétním pH (zpravidla 

pH = 7,4). LogD pro léčiva cílená do CNS by měl mít tuto hodnotu < 3. Důležitým ukazatelem 

je i disociační konstanta kyseliny, resp. její záporný dekadický logaritmus při 25 °C označovaný 

jako pKA, který by měl dosahovat hodnot mezi 7-9. V dnešní době rozmachu výpočetních 

technologií je možné veškeré fyzikálně-chemické vlastnosti předpovídat s využitím prediktivního 

software (např. MarvinSketch, ACD Labs Percepta aj.). Následným dosazením těchto hodnot do 

CNS modelů jako jsou např. BBB skóre260 nebo CNS multiparametrický optimalizační model261 lze 

rychle získat zpětnou vazbu o možnosti prostupu navrhovaných léčiv přes HEB. 

Cílení na konkrétní patologie ve správný čas je dalším kritickým prvkem při designování 

multipotentních sloučenin. Některé patologické pochody spojené s AD začínají již 20-30 let před 

nástupem klinických symptomů nemoci. Sem patří pozvolné ukládání Aβ do amyloidních plaků 

a hyperfosforylace tau proteinu s následnou agregací do neurofibrilárních klubek.262 Tato 

pozorování jsou v souladu s neúspěchem řady klinických studií cílených na Aβ, ať už se jednalo 

o podávání monoklonálních protilátek nebo inhibitorů BACE-1 zpravidla pacientům 

v terminálních stádiích demence, kdy tato léčiva již zkrátka nemohou mít žádný efekt (shluky Aβ 

jsou všudypřítomné a mozková struktura je kompletně narušená, degenerovaná). Z těchto 

důvodů lze terapeutickou intervenci rozčlenit na tři stádia – primární prevence, sekundární 

prevence a symptomatická léčba. Primární prevence zahrnuje podávání terapeutik s cílem snížit 

riziko metabolického syndromu a zachovat správnou činnost kardiovaskulárního systému. 

V praxi se jedná o aplikaci antihypertenziv, dyslipidemik a antidiabetik.263 Sekundární prevence 

by měla být orientována na pacienty bez klinických symptomů AD, u kterých však byla zjištěna 

diagnostickými metodami přítomnost některých patologických markerů (Aβ, hyperfosforylovaný 

tau). Nasazení příslušné léčby je prioritou, avšak v praxi je tento přístup v současné době 

opomíjen. Symptomatická léčba je indikována pacientům s kognitivní dysfunkcí, kterým jsou 

podávány inhibitory AChE a/nebo blokátor NMDAR. Pro přenos poznatků v rámci vývoje 

multipotentních sloučenin a dosažení jejich maximální synergie je důležité mít na paměti, 
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že nemá smysl kombinovat léčiva, která spadají do různé kategorie terapeutické intervence. 

Zásadní otázkou vývoje proti-alzheimerovských léčiv zůstává, který z patologických mechanismů 

AD je klíčový pro úspěšnou terapii. Zde se domnívám, že zásadní úlohu hrají Aβ 

i hyperfosforylovaný tau protein, jejichž změny se objevují v rané fázi AD. Optimisticky se stavím 

zejména k revalidaci klinického potenciálu BACE-1 inhibitorů, případně jiných sloučenin 

ovlivňující metabolizaci Aβ, u kterých je jednoznačně prokázána jejich efektivita na agregaci Aβ; 

bohužel všechny z nich byly užívány až v terminálních stádiích demence, kdy jsou změny na 

mozku nezvratné. 

Neslučitelnost mechanismu účinku je často se vyskytující malignitou při vytváření 

multipotentních sloučenin za účelem dosažení širokospektrého účinku. Zavedená léčiva pro 

terapii AD, AChE inhibitory a NMDAR antagonista memantin, působí specificky na daných 

enzymech/receptorech. Podobně lze nahlížet i na některá experimentální léčiva, která ovlivňují 

enzymy/receptory jako BACE-1, MAO, M1 AChR aj., u nichž je jejich efekt specifický pro daný cíl. 

Vedle toho existují receptorově/enzymově nespecifické účinky, kam patří např. antioxidační, 

chelatační vlastnosti nebo antiagregační účinek vůči Aβ. Nekompatibilita 

receptorově-enzymového specifického a nespecifického účinku je problematická zejména 

z pohledu nastavení správného dávkování. Nespecifická aktivita zpravidla vyžaduje daleko vyšší 

dávkování. 

Další možnou překážkou ve vývoji multipotentních sloučenin je správná volba mechanismu 

účinku (reversibilní vs. ireversibilní) na dané cíle. Podobně jako je uvedeno v předchozím 

odstavci, i zde je potřeba mít na paměti, že tyto dva mechanismy účinku pro dva rozdílné cíle 

nelze prakticky kombinovat. Příkladem je donepezil, reversibilní inhibitor AChE, u kterého je 

efekt zajištěn relativně stabilní a dlouhodobou plasmatickou koncentrací (eliminační 

poločas = 70 h). Naproti tomu, řada reaktivních sloučenin obsahující N-propargylaminovou 

skupinu zodpovědnou za ireversibilní inhibici MAO disponuje relativně krátkým eliminačním 

poločasem (např. rasagilin má eliminační poločas 1,5 – 3,0 h).264 I přesto je tento efekt, daný 

tvorbou kovalentní vazby, dlouhodobý, protože funkce enzymu je obnovena až s jeho syntézou 

de novo. Tyto poznatky jsou analogicky přenositelné pro návrh multipotentních sloučenin 

určených k terapii AD, kdy kombinace reversibilního a reversibilního efektu do jedné molekuly 

postrádá význam. 

Dalším z kritických kroků je balancování aktivit na různé cíle. Ideálním případem 

multipotentního léčiva je takové, které vykazuje řádově stejnou účinnost na rozdílné cíle.79 

V opačném případě je nutné přistoupit k optimalizaci molekuly s využitím výše popsaných 

„designing in/out“ metod. Po dosažení rovnovážných hladin na dva rozdílné cíle může 

představovat další úskalí přenositelnost dat z in vitro experimentů do podmínek in vivo. 

V případě in vivo testování může být efekt sloučeniny závislý na rozdílné tkáňové distribuci (např. 

vyšší distribuce do periferních tkání vs. nízká prostupnost do CNS; zastoupení receptorů 

v určitých kompartmentech). Ani dosažení rovnovážného působení na dva a více rozdílných cílů 

však nemusí nutně znamenat, že jsme úspěšně dosáhli cíle. Příkladem může být kombinace 

s antagonisty NMDAR, kdy větší účinnost na tomto receptoru je často spojována s kognitivní 

dysfunkcí a psychotickými stavy.265 

Z výše uvedeného je patrné, že vývoj multipotentních sloučenin, i při dodržení všech zásad 

a postupů, je nelehkým úkolem. Správně vytvořená multipotentní molekula může mít vylepšený 
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farmakokinetický profil, být bezpečnější (z pohledu nulového rizika lékových interakcí) a může 

navyšovat compliance pacienta, ale v porovnání s kombinační terapií nepřináší v současné době 

žádnou další výhodu. Právě kombinační terapie by v úvodní fázi výzkumu měla fungovat 

k ověření konceptu multipotentních sloučenin a odpovědět na otázku, zda má vůbec smysl 

pouštět se do hybridizace vybraných předlohových struktur. Vhodnými kandidáty pro návrh 

multipotentních sloučenin mohou být léčiva v klinice, tedy AChE inhibitory a NMDAR 

antagonista memantin. Fixní kombinace donepezilu a memantinu byla uvedena na trh v roce 

2014 pod obchodním názvem Namzaric.194 Z pohledu mechanismu účinku se u obou sloučenin 

jedná o reversibilní nekovalentní interakci s příslušnými cíli, obě léčiva mají podobná dávkovací 

schémata a jejich účinek je receptorově/enzymově specifický. Proto je tato kombinace vhodná 

pro hledání nové symptomatické léčby na bázi multipotentního léčiva. Zde bych rád zmínil, 

že naše výzkumná skupina se v posledních letech začala zabývat touto kombinací a v současnosti 

řeší na danou problematiku několik výzkumných projektů (Agentura pro zdravotnický výzkum 

České republiky, projekt č. NU20-08-00296; Grantová agentura České republiky, projekt č. 

20-12047S; Operační program Výzkum, vývoj a vzdělávání, projekty č. 

CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010054 a CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007444). Kromě inhibice 

AChE a antagonizování NMDAR připadají v úvahu ještě další narušené systémy neurotransmise, 

např. dopaminergní a GABAergní transmise. Z přístupů uplatnitelných v primární/sekundární 

prevenci lze využít cílení v rámci jedné metabolické cesty, která může vést v aditivní nebo 

synergický účinek. Zde připadá v úvahu např. kombinace BACE-1 a γ-sekretasových inhibitorů při 

amyloidogenním zpracování APP, nebo interakce s GSK-3β, MARK a CDK5 kinasami, které jsou 

zodpovědné za fosforylaci tau proteinu. 
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4 Seznam zkratek 

5-HT3/6   serotoninové receptory subtyp 3 a 6 

Aβ   amyloid beta 

Aβ40/Aβ42  isoformy amyloidu beta o délce 40, resp. 42 aminokyselin 

ABTS   2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina) 

ACh   acetylcholin 

AChE   acetylcholinesterasa 

ACHN   buněčná linie lidského renálního adenokarcinomu 

AD   Alzheimerova demence 

ADHD   hyperkinetická porucha; z angl. attention deficit hyperactivity disorder 

ADMET   absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece a toxicita 

AICD   intracelulární doména amyloidního prekurzorového proteinu 

AMPA   α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionová kyselina 

AMPAR   receptor pro AMPA 

ApoE   apolipoprotein E 

APOE ε4  alela ε4 pro apolipoprotein E 

APP   gen pro amyloidní prekurzorový protein 

APP   amyloidní prekurzorový protein 

ATP   adenosintrifosfát 

BACE-1   β-sekretasa; z angl. beta-site APP cleaving enzyme 1 

BChE   butyrylcholinesterasa 

BQCA positivní alosterický modulátor M1 muskarinových receptorů; chemicky 

1-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylová kyselina 

CDK5   cyklin-dependentní kinasa 5 

CGN   buněčná linie cerebrálních granulových neuronů 

ChAT   cholinacetyltransferasa 

CHO-K1   ovariální buňky čínského křečka 

CNS   centrální nervový systém 

CXCR1   C-X-C chemokinový receptor 1/2 

EeAChE acetylcholinesterasa izolovaná z elektrického úhoře 

(lat. Electrophorus electricus) 

eqBChE   butyrylcholinesterasa z koňského séra (lat. Equus ferus caballus) 
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ERK1/2   extracelulární signálně-regulační kinasa 

GABA   receptor pro kyselinu γ-aminomáselnou 

GluN1/GluN2B  N1/N2B subtyp NMDA receptoru 

GSK-3β   kinasa glykogensyntasa 3β 

HEB   hematoencefalická bariéra 

HepG2   lidská buněčná linie jaterního karcinomu 

HT-29   buněčná linie lidského adenokarcinomu tlustého střeva 

iNOS   indukovatelná forma NO-syntasy 

LDL   nízkodenzitní lipoproteiny; z angl. low-density lipoprotein 

logD   logaritmus rozdělovacího koeficientu při konkrétním pH 

logP   logaritmus rozdělovacího koeficientu 

LPS   lipopolysacharid 

LTP   dlouhodobá potenciace (z angl. Long-term potentiation) 

M1/M2/M4 AChR muskarinový receptor subtyp 1/2/4 

MAO A/B  monoaminoxidasa A/B 

MAP   mikrotubul-asociované proteiny 

MAPK   p38 mitogen-aktivovaná protein kinasa 

MAPT   gen kódující tau protein 

MARK   mikrotubuly-regulující kinasa 

MPTP   mitochondriální permeabilní tranzitní pór 

Mw   molekulová hmotnost 

N2A   imortalizovaná myší kortikální neuronální linie Neuro2A 

N AChR   nikotinový receptor 

NFT   neurofibrilární klubka; z angl. neurofibrillary tangles 

NMDA   N-methyl-D-aspartát 

NMDAR  N-methyl-D-aspartátový receptor 

nNOS   neuronální formy NO-syntasy 

NO   oxid dusnatý 

NR2A/NR2B  podjednotky 2A/2B NMDA receptoru 

OS   oxidativní stres 

PAS   periferní anionické místo acetylcholinesterasy 

pKA záporný dekadický logaritmus disociační konstanty pro kyseliny 

stanovený při 25 °C 
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POP   prolyloligopeptidasa 

PSEN1   gen pro presenilin-1 

PTM   post-translační modifikace 

QSAR   kvantitativní vztah mezi strukturou a účinkem 

RNS   reaktivní formy dusíku; z angl. reactive nitrogen species 

ROS   reaktivní formy kyslíku; z angl. reactive oxygen species 

sAPPα   solubilní N-terminální ektodoména APP 

sAPPβ   solubilní protein APP beta 

SH-SY5Y  lidská buněčná neuroblastomová linie 

T67   lidská buněčná linie gliomu 

TREM2 receptor navozující patologickou kaskádu Alzheimerovy choroby; z angl. 

triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2 

ZnT1/3/4/6  zinkové transportéry 1/3/4/6 
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