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Abstrakt 

Inhibitory cholinesteras mají příznivý vliv na kognitivní, funkční i behaviorální 

projevy Alzheimerovy choroby (AD) a v současné době představují téměř výhradně 

jedinou linii léčiv používaných pro terapii tohoto onemocnění. Tři z nich jsou 

schváleny k užívání americkou agenturou Food and Drug Administration – 

donepezil, rivastigmin a galantamin. Kromě inhibitorů cholinesteras se dále používá 

memantin, který je představitelem N-methyl-D-aspartátových (NMDA) antagonistů. 

Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) se stal prvním schváleným inhibitorem 

cholinesteras pro léčbu AD. Jeho nežádoucí účinky, zejména hepatotoxicita 

a gastrointestinální potíže, však limitují jeho širší využití. Nové deriváty takrinu jsou 

intenzivně zkoumány ve snaze najít látky s nižší toxicitou a postihující více 

patologických mechanismů účastnících se AD. 

V této souvislosti byl připraven v ČR 7-methoxytakrin (7-MEOTA), méně toxický 

derivát takrinu při zachování jeho farmakologického profilu. 

V rámci této práce byly syntetizovány nové deriváty takrinu a 7-MEOTA, u kterých 

byla hodnocena jejich schopnost inhibovat dva klíčové enzymy – 

acetylcholinesterasu (AChE, E.C. 3.1.1.7) a butyrylcholinesterasu (BChE, E.C. 3.1.1.8). 

Z každé série byl dále vybrán nejperspektivnější inhibitor, který byl podroben 

molekulovému modelování na zmíněných enzymech. 

U připravených sérií látek je kromě biologických dat a molekulového modelování 

dále diskutována závislost mezi strukturou inhibitorů a jejich biologickým účinkem. 

V případě série močovinových/thiomočovinových derivátů odvozených od takrin-7-

MEOTA duálních inhibitorů byla pro nejúčinnější látky stanovena aktivita vůči 

monoaminooxidasám, NADH dehydrogenase a ovlivnění agregace/depolymerace 

beta-amylodiních proteinů (insulin, lysozym a Aβ1-40). Nejlepší látky v této sérii 

budou dále navrženy na in vivo toxicitní studii na zvířatech. 

  



 

Abstract 

Cholinesterase inhibitors have beneficial effects on cognitive, functional, and 

behavioural symptoms of Alzheimer’s disease (AD). Up to date, they represent the 

only drugs approved by U.S: Food and Drug Administration for AD treatment. These 

include donepezil, rivastigmine and galantamine. Apart from the above mentioned 

cholinesterase inhibitors memantine is used for AD treatment as well, acting as 

N-methyl-D-aspartate antagonist drug. 

Tacrine (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine) was the first cholinesterase inhibitor 

to obtain a marketing authorisation in symptomatic treatment of AD. However, its 

several side effects (hepatotoxicity and gastrointestinal discomfort) limited tacrine 

broader usage. Novel tacrine derivatives are extensively investigated in endeavour 

to find less toxic compounds with „multi-target directed ligand“ profile affecting 

more pathological mechanisms. 

As a part of these research efforts, 7-methoxytacrine (7-MEOTA) has been prepared 

as a less toxic derivate compared to tacrine with the same pharmacological profile. 

Within this doctoral thesis, novel derivatives of tacrine and 7-MEOTA were 

synthesized, biologically evaluated for their cholinergic potential towards both 

cholinesterases – acetylcholinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) and 

butyrylcholinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8). To rationalize findings from in vitro assay, 

the plausible orientation of the most perspective compounds in the active site of 

cholinesterases were computed and visualized. 

Besides biological data and molecular modelling studies, the structure-activity 

relationships are also discussed. For the most promising analogues in the series of 

urea/thiourea derived from tacrine-7-MEOTA conjugates, we deal with in vivo 

toxicity assessments on animals, monoaminooxidase and NADH dehydrogenase 

activity as well as with determination of anti-amyloid activities (tested on insulin, 

lysozyme and Aβ1-40).  
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SEZNAM ZKRATEK 

AD   Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer’s disease) 

AChE   acetylcholinesterasa 

ChE   cholinesterasa 

APP   prekurzor amyloidního proteinu 

Adep   depolymerizační aktivita 

Ainh   inhibiční aktivita 

BChE   butyrylcholinesterasa 

Aβ   beta-amyloid 

ROS   reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 

THA   takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) 

7-MEOTA 7-methoxytakrin 

NMDA antagonista antagonista působící na N-methyl-D-aspartátových 

receptorech 

MAO monoaminoxidasa 

IC50 koncentrace testované sloučeniny, která způsobí pokles 

aktivity enzymu na 50% původní hodnoty 

DC50 koncentrace testované sloučeniny, která způsobí pokles 

množství testovaného amyloidního proteinu na 50% jeho 

původní hodnoty 

SI index selektivity 
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1 ÚVOD 

1.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA - HISTORICKÝ NÁHLED 

V roce 1906 německý psychiatr Alois Alzheimer poprvé diagnostikoval a definoval 

klinicko-patologický syndrom, který byl později nazván Alzheimerovou chorobou 

(Alzheimer’s disease; AD). Při diagnostice onemocnění u jeho čtyřicetileté pacientky, 

Alois Alzheimer popsal její příznaky jako vzácnou presenilní demenci vyskytující se 

před 65 rokem života. Ani on a jeho kolegové však nerozlišili tuto novou chorobu od 

dobře známé a popsané senilní demence. Alzheimer doložil několik 

symptomatických příznaků tohoto onemocnění, které můžeme pozorovat dodnes 

u většiny pacientů s AD: progresivní ztráta paměti, narušené kognitivní funkce, 

změny v chování, narušení integrity jedince, halucinace, narušené sebeovládání 

a nakonec úpadek až ztráta mluveného i psaného projevu.1 

Až vynález elektronového mikroskopu v 60. letech 20. století vedl k objasnění 

histologických změn v mozku, které jsou fundamentální pro toto onemocnění: 

neuritické plaky a neurofibrilární klubka.2 Jejich formování bylo popsáno až 

v polovině 70. let. Zjistilo se, že mají nepříznivý vliv na neurony vytvářející 

a uvolňující acetylcholin (ACh). Detailnější pozorování vedlo k závěrům, že tento 

nepříznivý vliv se týká přímo i enzymů, které mají úzký vztah k ACh. Zejména úbytek 

hladiny a aktivity cholin-acetyltranferasy (ChAT, EC 2.3.1.6), enzymu důležitého pro 

syntézu neuromediátoru ACh, a opačně působícího enzymu acetylcholinesterasy 

(AChE, EC 3.1.1.7) v limbickém systému a mozkové kůře, byly spojovány se ztrátou 

cholinergních neuronů vybíhajících do subkortikální oblasti.3 Tato zjištění 

nastartovala farmakologický výzkum ve snaze zvýšit mozkové hladiny ACh 

v synaptických štěrbinách, předně inhibicí AChE, která degraduje ACh. Výzkum 

těchto látek na bázi inhibitorů AChE byl natolik úspěšný, že vedl k zavedení několika 

z nich do klinické praxe: takrin (Cognex®), donepezil (Aricept®), rivastigmin 

(Exelon®) a galantamin (Reminyl®).4 
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1.2 SOUČASNÝ STAV A PREVALENCE AD 

AD patří mezi nejčastější formu demence. Její nepředvídatelnost a dosud neznámá 

etiologie ji činí stále palčivějším problémem lidstva, nejen po stránce zdravotní, ale 

i po stránce sociální či ekonomické. AD končí po 3 - 10 letech od stanovení diagnózy 

letálně. 

Celosvětově zaujímá AD pátou nejrozšířenější příčinu úmrtí u lidí starších 65 let. 

Ačkoliv většiny běžných příčin úmrtí ubývá, případy smrti zapříčiněné AD dramaticky 

narůstají. Mezi lety 2000 a 2008 bylo zaznamenáno 66 % případů úmrtí 

způsobených AD. Pro srovnání, případů smrti kvůli srdečnímu selhání bylo okolo 

13 %, mozkových mrtvic 20 % a úmrtí v důsledku rakoviny prostaty okolo 8 %.5,6 

V Americe je odhadováno 5,4 milionů pacientů s AD, přičemž 200 000 z nich je 

mladších 65 let (AD s časným začátkem), celkový počet demencí ve světě je 

v současné době odhadován ke 35,6 milionu lidí. Do roku 2050 se předpokládá 

nárůst až na 115,4 milionů pacientů.5 Nejrizikovější populací jsou osoby starší 85 let 

(více než 50 % případů AD). V České republice je odhadováno, že touto chorobou 

trpí přibližně 125 000 obyvatel; v rámci Evropské unie je to pak 6 milionů a toto číslo 

se s největší pravděpodobností do roku 2050 zdvojnásobí.7-10 Hlavní příčinou je 

zejména stárnoucí populace. Všechna výše zmíněná data podtrhují závažnost AD, 

přičemž dosud nebyla plně vyvinuta efektivní terapie. Hlavním důvodem proč se tak 

děje, jsou omezené znalosti základní patofysiologie AD. Ačkoliv v posledních 

30 letech byl udělán obrovský pokrok na úrovni biologické, biochemické, 

toxikologické i v oblasti farmaceutického výzkumu, různě zvažované terapeutické 

postupy selhávají nebo přichází až příliš pozdě v průběhu nemoci.5 

1.3 RIZIKOVÉ FAKTORY AD 

Příčiny vzniku AD nejsou doposud zcela plně objasněny, je však známa celá řada 

rizikových faktorů přispívající k rozvoji AD. Nejvíce zatížená je zejména stárnoucí 

populace, ačkoliv je důležité podotknout, že AD není běžnou složkou stárnutí. Za 

hraniční je považován 65. rok života, po kterém dochází k největšímu nárůstu 



12 

incidence tohoto onemocnění. Na druhou stranu, i u lidí pod touto věkovou hranicí 

se může vyvinout AD, pak hovoříme o AD s časným začátkem (early-onset AD).5 

Důležitou roli hraje genetické zatížení, rodinná historie a dědičnost. Bylo prokázáno, 

že jedinci s blízkým příbuzným (bratr, sestra, rodiče), u kterého byla 

diagnostikována AD, mají větší pravděpodobnost rozvoje AD než ti, u kterých se 

vyskytuje pouze u vzdálených příbuzných s AD.11 

AD je geneticky vázaná na přítomnost alely apolipoproteinu E ε4 (ApoE ε4). Ta se 

může vyskytovat ve třech isoformách, ε2, ε3 a ε4, ale pouze ε4 zvyšuje riziko vzniku 

AD v pozdějším věku a v některých sporadických případech AD, zatímco přítomnost 

ε2 alely snižuje riziko rozvoje AD.12-14 

Mezi další rizikové faktory patří kardiovaskulární choroby, poškození mozku 

traumatem, deprese, nízký stupeň dosaženého vzdělání jedince, kouření, nízké 

hladiny folátu a vitamínu B12, zvýšená koncentrace homocysteinu v plazmě, vysoké 

hladiny cholesterolu, diabetes 2. typu, vysoký krevní tlak, fyzická inaktivita 

a obezita. Všechny tyto výše zmíněné faktory podporují nejen vznik a rozvoj AD, ale 

podílí se i na etiopatogenezi jiných demencí a dalších onemocnění.15-27 

Na druhé straně je potřeba zmínit i faktory ochranné, které naopak riziko vzniku AD 

snižují. Mezi ně patří vyšší stupeň vzdělání jedince, pravidelné užívání 

protizánětlivých látek a látek snižujících hladiny cholesterolu (statiny), substituční 

terapie estrogenem v post-menopauzálním období, léčba antihypertenzivy a strava 

bohatá na ryby. S velkým otazníkem zůstává užití látek s antioxidačními vlastnostmi 

(vitamíny C a E).28-31 

1.4 PATOLOGICKÉ NÁLEZY 

1.4.1 NEURITICKÉ PLAKY 

Jeden z nejdůležitějších objevů v etiologii AD byl ten, že komponenty neuritických 

plaků v mozcích pacientů s AD se skládají z přibližně 40 aminokyselin. Tyto 

komponenty jsou dnes známé jako beta-amyloidní proteiny (Aβ). Jsou uloženy 

v podobě extracelulárních deposit ve tvaru hvězdicovitých fibrilárních shluků. Další 
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studie ve vztahu k Aβ podnítily rychlý vývoj ve výzkumu směřovaném k lepšímu 

pochopení podstaty AD a stanovení dalších potenciálních přístupů ve vývoji léčiv 

cílených na AD. Následné vědecké práce zjistily, že Aβ je produkt proteolytického 

štěpení prekurzoru označovaného jako APP (amyloid precursor protein), který je 

postupně štěpen proteasami pojmenovanými jako β- a γ- sekretasa. 32,33 APP, stejně 

jako trisomie u Downova syndromu, je kódován chromosomem 21 a vykazuje 

rovněž podobné histologické změny u pacientů s AD. Dochází ke zvýšené expresi 

mající za následek vzestup hladin Aβ.35,36 Štěpení APP se ukazuje jako heterogenní; 

vede ke vzniku Aβ o různé délce. Z nich jsou nejdůležitější 40 a 42 aminokyselinová 

residua (označovaná jako Aβ40 a Aβ42, liší se v C-terminální části). Za fyziologických 

podmínek se převážně tvoří kratší varianta Aβ40 a přibližně okolo 5 – 15 % Aβ42 

a jiných různě dlouhých Aβ. Oba dva fragmenty Aβ mají tendenci shlukovat se do 

různých tvarů.37 V průběhu AD nejprve dochází k tvorbě rozptýlených plaků, 

nazývaných také jako preamyloidní, které jsou výhradně tvořeny z Aβ42, později 

vzniká heterogenní směs plaků složených z různě dlouhých Aβ. Clearance Aβ je díky 

zvýšené expresi β-APP přetížená až dochází ke kumulaci neuritických plaků. Tyto 

agregáty Aβ pak působí přímo toxicky na buňky neuronů. Byla nalezena široká 

skupina látek schopná zabránit Aβ agregaci nebo dokonce rozpouštět oligomery, 

fibrily nebo plaky Aβ. Ty zpravidla působí přímo na shluky Aβ nebo nepřímo inhibicí 

β- a γ- sekretasy.38-40 Použití inhibitorů γ- sekretasy v klinické a preklinické praxi se 

nachází v Příloze 1. 

1.4.2 NEUOROFIBRILÁRNÍ KLUBKA 

Neurofibrilární klubka jsou vedle neuritických plaků dalším charakteristickým 

znakem AD.41 Formování těchto klubek není nutně spojeno s výskytem neuritických 

plaků, ale u většiny případů jsou pozorovány obě histologické změny. Tato klubka se 

skládají z τ-proteinu, který je fyziologicky spřažen s mikrotubuly.42 τ-protein 

podporuje shlukování tubulinu v mikrotubuly a udržuje strukturu mikrotubulů 

pohromadě. Patří do skupiny fosfoproteinů a je tedy regulován mechanismem 

fosforylace. Hyperfosforylovaný τ-protein se v průběhu AD odděluje od mikrotubulů 

a dochází ke zvýšení jeho koncentrace v cytosolu. Následným dosažením kritické 

koncentrace polymerizuje v neurofibrilární klubka.43 Přesná účast v patogenetickém 
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působení τ-proteinu není dosud přesně známa, jeho tvorba však, jak se zdá, působí 

zvýšení hladin Aβ42 doprovázené tvorbou neuritických plaků.44 

1.5 CHOLINERGNÍ TEORIE 

Cholinergní hypotéza představuje první a dodnes prakticky jedinou teorii vysvětlující 

podstatu vzniku AD a téměř všechna současně používaná léčiva k mírnění 

symptomatických projevů středně těžké a těžké formy AD se o ni opírají.45,46 Tato 

teorie vychází z poznatků ztráty cholinergní aktivity pozorované u pacientů s AD 

a z experimentálních studií na lidech a primátech, které našly úzkou souvislost mezi 

rolí neuromediátoru ACh a schopností učení a pamatování si.47 Z blokády 

centrálního cholinergního systému skopolaminem u mladých jedinců lze 

vypozorovat podobné příznaky demence jako v populaci jedinců zasažených AD. 

Tento paměťový deficit může být navrácen do normálního stavu použitím inhibitorů 

cholinesteras, např. fysostigminem.48 Celá tato experimentální studie vedla 

ke klinickým studiím jiného typu látek, reversibilních inhibitorů cholinesteras, které 

zaznamenaly největší příslib pro léčbu deficitních paměťových funkcí u pacientů 

s AD (viz kapitola 1.7.1. Látky používané v klinické praxi). 

Při detailnějším pohledu na deficitní cholinergní systém při AD, byla pozorována 

narušená signalizace z populace neuronů vycházející z basální části předního mozku 

a Meynertova jádra do mozkové kůry a hippokampu. Rovněž koncentrace a aktivita 

ChAT zodpovědné za tvorbu ACh se v průběhu AD významně snižuje 

v oblastech mozkové kůry a hippokampu.49-51 Ve stejných částech mozku pak bylo 

také potlačeno uvolňování ACh navozené depolarizací a dále byl snížen uptake 

cholinu do nervových zakončení, který je potřebný k doplnění syntetických zásob na 

přípravu nového ACh. Pokud vezmeme v úvahu, že prvotním ukazatelem AD jsou 

narušené paměťové funkce, pak výše zmíněná role ACh při cholinergní transmisi 

a jeho důležitost pro kognitivní funkce podporuje tyto závěry u AD.52 Všechna tato 

pozorování položila základ cholinergní teorii, kterou shrnul v roce 1982 ve své práci 

Bartus a kol.53 Tato práce dodnes plně reflektuje vztah mezi cholinergní hypotézou, 

věkově závislou cholinergní dysfunkcí a demencí typu AD. 
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1.6 CHOLINESTERASY 

Cholinesterasy (ChE) jsou skupinou esenciálních enzymů, které můžeme rozdělit do 

dvou podskupin na základě katalytických vlastností. 

Enzym, který upřednostňuje rozklad (hydrolýzu) malých substrátů, jako je např. ACh 

(obr. 1) je nazýván acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) 

Enzym, který je schopný přizpůsobit se objemnějším substrátům jako je 

butyrylcholin nebo benzoylcholin (obr. 1) a katalyzovat jejich rozklad, je 

pojmenován jako butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8). BChE stejně jako AChE 

katalyzuje i hydrolýzu ACh (schéma 1).54,55 

 

Obr. 1 Některé substráty cholinesteras. 

 

 

Schéma 1 Hydrolýza ACh katalyzovaná AChE nebo BChE. 

Při zjišťování sekvence aminokyselin ChE se dospělo k závěru, že patří do velké 

skupiny obsahující ve své struktuře α/β-hydrolasové uskupení. To je např. společné 

pro různé lipasy, peptidasy, dehalogenasy a dokonce i adhesní proteiny. AChE 

i BChE (obr. 2, obr. 3) jsou si natolik podobné, že je prakticky neodmyslitelné popsat 

strukturu jedné bez odkázání se na druhý enzym. Obě cholinesterasy mají tři pevně 

zakotvené disulfidické můstky. Sekvence aminokyselin je dokonce pro lidskou BChE 

a AChE izolovanou z paúhoře elektrického (lat. Electrophorus electricus) z 54 % 

stejná. Hlavní rozdíl mezi oběma ChE je tvořen mírou N-glykosylace; AChE je méně 

glykosylována než BChE. Glykosylace ovlivňuje stabilitu a farmakokinetické 
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vlastnosti, nikoliv však katalytické schopnosti enzymu. Rozdíly v afinitě 

k jednotlivým substrátům jsou dány prostorovým uspořádáním aktivního místa 

obou výše zmíněných enzymů.56 

 

Obr. 2 Celkový náhled na lidskou AChE (PDB code: 1b41) v stužkovém vyobrazení (zeleně) a s lehce 

zvýrazněným povrchem. Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.). 

 

Obr. 3 Celkový náhled na lidskou BChE (PDB code:1P01) v stužkovém vyobrazení (zeleně) a s lehce 

zvýrazněným povrchem. Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.). 
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Aktivní místo obou enzymů se nachází v přibližně 20 nm hluboké, rovné kavitě a je 

tvořeno třemi základními uskupeními – tzv. acylačním, kation-π a periferním 

anionickým (aromatickým) místem.55,56 

K hydrolýze substrátu dochází v acylačním místě, které je tvořeno katalytickou 

triádou aminokyselin; pro lidskou AChE Ser203, Glu202 a His447, pro lidskou BChE 

Ser198, Glu325 a His438.57 Vstup do aktivního místa je lemován četnými 

aromatickými residui. 

Kation-π místo pro AChE je tvořeno Trp86 a Phe338 a je zodpovědné za nevazebné 

interakce typu Coulombických sil mezi aromatickým systémem této části a kladným 

nábojem kvartérní dusíkové skupiny. Důležitou roli v této oblasti enzymu hraje 

i Tyr133, který přímo interaguje s Trp86 a podílí se na stabilizaci kation-π 

konformace po navázání substrátu. V lidské BChE je tato část zastoupena Trp82 

a Ala328. Absence Phe v BChE oproti AChE ovlivňuje afinitu k některým 

inhibitorům.58,59 S kation-π místem mohou reagovat i ligandy bez kladného náboje, 

není určeno pouze pro nabité ligandy.60 

Klíčovými aminokyselinovými zbytky pro periferní anionické místo v AChE jsou 

Tyr72, Tyr124 a Trp286. Všechny tři jsou situovány při okraji kavity, tedy vstupu do 

aktivní části enzymu. V periferním anionickém místě u BChE tato tři aromatická 

rezidua chybí, dá se přímo říci, že toto místo není vůbec přítomno. To vysvětluje 

i slabší afinitu specifických AChE substrátů, jako je např. fascikulin (hadí jed) nebo 

propidium (selektivní inhibitor periferního anionického místa AChE) k perifernímu 

anionickému místu BChE. Další studie odhalily, že toto místo v BChE je tvořeno 

Asp70 a Tyr332. Důležitá, výše zmíněná aminokyselinová rezidua pro AChE a BChE 

jsou znázorněna na obrázcíh 4 a 5.58-60 
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Obr. 4 Prostorové rozložení aminokyselinových reziduí lidské AChE (označena fialově), enzym je 

vyobrazen ve stužkové orientaci (šedivě). Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.). 

 

Obr. 5 Prostorové rozložení aminokyselinových reziduí lidské BChE (označena fialově), enzym je 

vyobrazen ve stužkové orientaci (šedivě). Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.). 
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S ohledem na katalytickou funkci, jsou ChE cílem různých reversibilních, 

ireversibilních nebo pseudo-ireversibilních inhibitorů. Mezi reversibilní inhibitory 

můžeme zařadit aromatické terciární aminy, např. takrin nebo donepezil (viz dále), 

pseudo-ireversibilní mohou interagovat silnou vazebnou interakcí s katalytickým 

serinem (např. fysostigmin, rivastigmin) a skupina ireversibilních inhibitorů je 

zastoupena organofosforovými sloučeninami, jejichž působení na ChE a celý 

organismus je život ohrožující (např. nervově paralytické látky sarin, soman, tabun 

nebo VX či pesticid paraoxon).54 

1.7 SOUČASNÁ TERAPIE 

1.7.1 LÁTKY POUŽÍVANÉ V KLINICKÉ PRAXI 

Donepezil 

Donepezil ((RS)-2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydroinden-

1-on, tab. 1) je dodnes považován za jedno z nejúčinnějších a nejbezpečnějších léčiv 

zavedených pro boj s AD. Jedná se o selektivní inhibitor AChE používaný k léčbě 

lehkých a středně těžkých forem AD. Stejně jako ostatní inhibitory AChE zpomaluje 

průběh onemocnění a do jisté míry léčí symptomy, ale nedokáže zcela zastavit 

progresi AD.61,62 Kromě výše zmíněného inhibičního působení na AChE, donepezil 

zmírňuje příznaky neurotoxicity navozené Aβ a pozitivně ovlivňuje proces štěpení 

APP.63 Donepezil vstupuje do kortikálních neuronů a tím narušuje mechanismus, 

který vede k tvorbě Aβ.64 Tato látka up-regulací ovlivňuje nikotinové receptory 

v kůře, dochází tak ke zvýšení jejich exprese, čímž je alespoň částečně zabráněno 

progresi AD. Současně je díky účinkům donepezilu redukována i hladina glutamátu, 

důležitého neurotransmiteru, který při patologických stavech jako je AD, působí 

neurotoxicky.65 Donepezil má dále vliv i na expresi AChE, kdy zvyšuje tvorbu 

isoformy AChE-S, zatímco syntéza isoformy AChE-R je potlačena. I tento proces 

pozitivně ovlivňuje neuroprotekci.66 Mezi jeho další vlastnosti patří i antioxidativní 

působení, tedy schopnost ničit ROS, a zlepšení reologických vlastností krve.67-69 Na 

trhu je od roku 1996 známý např. pod komerční značkou Aricept®. Mezi nežádoucí 

účinky lze zařadit pouze gastrointestinální potíže, které však jen v ojedinělých 

případech vyústí v přerušení léčby. Další vlastnosti donepezilu jsou shrnuty v tabulce 
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1 a jeho prostorová orientace v AChE z Torpedo californica (PDB code: 1e3q; 

pacifický elektrický úhoř) je znázorněna na obrázku č. 6.70 

 

Obr. 6 Prostorová orientace donepezilu v AChE z Torpedo californica a významné interakce 

s aminokyselinovými rezidui (PDB code: 1e3q). Převažují interakce typu π-π vazeb. Vzdálenost je 

udávána v angstromech (Å). Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.).
70

 

Galantamin 

Galantamin ((4aS,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-11-methyl-4aH-[1]-

benzofuro-[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-ol, tab. 1) je selektivní, reversibilní inhibitor 

AChE. Jedná se o přírodní alkaloid, který byl poprvé isolován ze sněženky (Galanthus 

woronowii) a jeho přítomnost byla potvrzena v cibulkách různých druhů čeledi 

Amaryllidaceae.71 Kromě zmíněného inhibičního působení vůči AChE, galantamin 

taktéž působí jako alosterický modulátor na N-receptorech. Váže se na opačnou 

stranu receptoru než ACh a způsobuje tak konformační změny na tomto 

receptoru.72 Celý proces potencuje N-receptory a výsledkem je zesílená 

postsynaptická odpověď.73 Presynaptické N-receptory mají důležitou roli nejen na 

potenciaci uvolňování ACh, ale regulují i hladiny dalších transmiterů jako jsou např. 

γ-aminomáselná kyselina, glutamová kyselina, serotonin a noradrenalin; všechny 
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tyto neuromediátory jsou důležité pro kontrolu nad paměťovými funkcemi a mají 

i značný vliv na náladu a emoce.74,75 V průběhu AD mohou snížené hladiny 

glutamátu vyústit v poruchy učení a paměti, zatímco patologicky nižší koncentrace 

serotoninu přispívá k narušené emoční rovnováze (pozn. většina pacientů s AD trpí 

depresivními stavy). Pro výše zmíněné výhody je v současné době pro terapii AD 

nejvíce preferován právě galantamin. Absorpce galantaminu po perorálním podání 

je 100%. Současný příjem potravy nemá vliv na míru absorpce, pouze ji zpomalí. 

Podobně jako většina ostatních inhibitorů AChE má velký distribuční objem a tudíž 

i tendenci zadržovat se v tkáních lidského organismu. Stejně jako donepezil, 

galantamin má zejména gastrointestinální nežádoucí účinky, vedle toho vykazuje 

i anorektické působení, které však zřídkakdy zabrání dlouhodobějšímu 

terapeutickému využití.76 Na obrázku 7 je vyznačena prostorová orientace v aktivní 

části AChE izolované z Torpedo californica (PDB code: 1dx6).77 Galantamin je na trhu 

od roku 2001 pod komerční značkou Reminyl®. 

 

Obr. 7 Prostorová orientace galantaminu v AChE z Torpedo californica a významné interakce 

s aminokyselinovými rezidui (PDB code: 1dx6). Vedle π-π interakce (aromatická část galantaminu 

s Phe290) je k vidění vodíkový můstek mezi Ser200 a hydroxy skupinou galantaminu a alifatická-π 

interakce s Phe330 a Trp84. Vzdálenost je udávána v angstromech (Å). Obrázek byl vytvořen pomocí 

PyMol viewer (v. 1.3.).
77
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Rivastigmin 

Rivastigmin ((S)-3-[1-(dimethylamino)ethyl]fenyl-N-ethyl-N-methylkarbamát, tab. 1) 

je reversibilní inhibitor cholinesteras určený pro symptomatickou léčbu středně 

těžkých až těžkých stádií AD. Používá se formě rozpustného tartarátu. Oproti všem 

ostatním inhibitorům AChE je neselektivní vůči oběma cholinesterasám, což je 

výhodné zejména v pozdějších stádiích AD, kdy hladina BChE vzrůstá, zatímco 

koncentrace AChE klesá.78,79 Patří do skupiny karbamátů a má acylační účinek 

v aktivní části enzymu. Rovněž i u této látky se podobně jako u předchozích dvou 

objevují zejména gastrointestinální nežádoucí účinky (zvracení, nevolnost, průjem, 

anorexie), které však mohou být redukovány častějším dávkovacím schématem.80 

Obrázek 8 znázorňuje prostorové uspořádání rivastigminu v AChE z Torpedo 

californica (PDB code: 1gqr).81 Na trhu se rivastigmin nachází od roku 2000 pod 

značkou Exelon®. 

 

Obr. 8 Prostorová orientace rivastigminu v AChE z Torpedo californica a významné interakce 

s aminokyselinovými rezidui (PDB code: 1gqr). Ser200 je acylován karbamátovou částí rivastigminu, 

zatímco zbytek molekuly inhibitoru zůstává v kavitě stabilizován π-π interakcemi s Trp84 a Phe330. 

Vzdálenost je udávána v angstromech (Å). Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.).
81
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Takrin 

Takrin (1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin, tab. 1) je reversibilní, střednědobě 

působící inhibitor obou cholinesteras, který je známý více než 60 let.82 Původně byl 

vyvinutý jako antibakteriální agens z řady akridinových derivátů, později se však 

ukázalo, že je velmi slabé baktericidum s jinými vystupňovanými účinky.83 První 

farmakologické studie popisují analeptické účinky takrinu na morfinizovaných 

zvířatech.84 Jeho cholinergní vlastnosti byly rozpoznány až roku 1961 pracovní 

skupinou Heilbronna. Ti došli mimo jiné k závěru, že takrin je silnější inhibitor BChE 

než AChE. Byl často používán jako antidotum kurare a pro tišení neústupné bolesti. 

Mezi jeho další ať už zvažované nebo dříve používané indikace patří myasthenia 

gravis, antidepresivní působení (podobnost s tricyklickými antidepresivy), tardivní 

dyskinese nebo předávkování anticholinergiky.85 

Jedná se o první inhibitor AChE zavedený do klinické praxe v roce 1993. Často se 

používal v kombinaci s lecitinem.86,87 Krystalografické studie vazby takrinu s AChE 

ukázaly interakci takrinu s katalytickým místem AChE.88 Mezi jeho důležité vlastnosti 

patří schopnost interagovat s muskarinovými (M) receptory s afinitou 100 × větší 

než k N receptorům. Takrin tak zvyšuje uvolňování ACh stimulací M1 receptorů.89 

Dále působí inhibičně i vůči oběma isoformám monoaminooxidasy (MAO). Jak bylo 

později prokázáno, inhibicí MAO-A lze zabránit depresivním stavům a stejným 

působením na MAO-B lze zabránit tvorbě ROS.90 Takrin dále inhibuje re-uptake 

dopaminu a serotoninu na nervových zakončeních. I tyto efekty přispívají 

k antidepresivnímu působení.91 

Používání takrinu vyžaduje častější dávkovací schéma (tabulka 1), dlouhodobější 

titraci hladin v krvi a monitorování hladin jaterních enzymů.92 Takrin se dnes pro 

svůj nízký terapeutický index daný zejména častými případy hepatotoxicity 

a vážnými gastrointestinálními potížemi nepoužívá.93,94 Na obrázku 9 je naznačena 

prostorová konfigurace takrinu v aktivní části AChE z Torpedo californica (PDB code: 

1acj).95 Na trhu byl znám pod chraněným názvem Cognex®. 
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Obr. 9 Prostorová orientace takrinu v AChE z Torpedo californica a významné interakce 

s aminokyselinovými rezidui. Takrinový skelet se nachází v periferní anionické části mezi Trp84 a 

Phe330. Amino skupina v poloze 9 je stabilizována vazbou ke dvěma molekulám vody (není 

zobrazeno). Vzdálenost je udávána v angstromech (Å). Obrázek byl vytvořen pomocí PyMol viewer 

(v. 1.3.) (PDB code: 1acj).
95
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Název Donepezil Galantamin Rivastigmin Takrin 

Struktura 

 

 

 

 

Chemická 

klasifikace 

Piperidinový 

derivát 
Isochinolinový alkaloid Karbamát 

Akridinový 

derivát 

Cílový enzym AChE AChE AChE i BChE AChE i BChE 

Typ inhibice 

Nekompetitivní, 

rychle 

reversibilní 

Nekompetitivní, rychle 

reversibilní 

Nekompetitivní, 

pomalu 

reversibilní 

Nekompetitivní, 

rychle reversibilní 

Metabolismus CYP2D6 a 3A4 CYP2D6 a 3A4 AChE a BChE CYP1A2 

Dostupné 

lékové formy 
Tablety 

Tablety, roztok, tablety 

s řízeným uvolňováním 

Transdermální 

náplasti, roztok, 

kapsle 

Kapsle 

Plasmatický 

poločas 
70 h 7 h 

3h (náplast), 

1h (kapsle) 
6 h 

Tab. 1 Inhibitory AChE v klinické praxi a jejich vlastnosti. 
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Memantin 

Memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amin, obr. 10) se zcela vymyká ostatním 

látkám svým mechanismem působení. Jedná se o nekompetitivního antagonistu 

N-methyl-D-aspartátových (NMDA) receptorů se střední afinitou. Při normálních 

hladinách glutamátu inhibuje receptor pouze slabě, při zvýšených hladinách 

glutamátu inhibuje receptor výrazněji. Celý jeho mechanismus účinku lze označit za 

neuroprotektivní. Kromě AD se zvažuje i k léčbě Parkinsonovy choroby, epilepsie, 

traumat CNS, amyotrofní laterální sklerózy, drogové závislosti a chronické 

bolesti.96-98 Na trhu je od roku 2002 pod názvem Ebixa®. 

 

Obr. 10 Memantin zastupující skupinu NMDA antagonistů v léčbě AD. 

 

1.7.2 ZVAŽOVANÉ TERAPEUTICKÉ PŘÍSTUPY 

Další sloučeniny testované jako potenciální léčiva k terapii AD jsou shrnuty 

v Příloze 2. 
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1.8 TAKRINOVÉ DERIVÁTY 

Od první syntézy takrinu (1945) bylo připraveno velké množství takrinových 

analogů, které byly testovány nejen pro svůj potenciál v léčbě AD.83 Současně 

připravované deriváty s ohledem na AD lze rozdělit do tří skupin. První je 

zastoupena monotakrinovými deriváty, kde je různě modifikován základní skelet. 

Druhou, početnější skupinu prezentují homodimery takrinu, látky mající převážně 

pouze inhibiční působení na ChE, zpravidla složené na jedné i druhé straně ze 

stejného základu. Třetí skupinou, která v posledních letech zaznamenala největší 

nárůst je představována heterodimery takrinu. Zejména poslední jmenovaná 

sdružuje látky s různým farmakologickým účinkem, zpravidla výhodným pro léčbu 

AD. Homodimery i heterodimery jsou shodně připravovány na podkladě poznatků 

o duální inhibici AChE. Ta je výhodná zejména díky zesílenému účinku na AChE (nM 

hodnoty IC50) a zpravidla i dlouhodobějšímu působení. Další výhodou přímo 

související s duální inhibicí těchto látek je schopnost zamezit formování fibril 

proteinu Aβ indukovaného prostřednictvím periferní anionické části AChE. Spojení 

dvou látek s rozdílným farmakologickým profilem má však i další nesporné výhody. 

Předně vzniká nová entita schopná rozpoznat další cíle, které ovlivňují patologii 

dané nemoci, což je výhodné u multifaktoriálních onemocnění tedy i u AD. Design 

takových léčiv není jednoduchou záležitostí. Často je připravena látka, která 

ovlivňuje jiné části organismu a vyvstanou tak nové nežádoucí účinky. V úvahu je 

třeba brát i dávkovací schéma. 

1.8.1 MONOTAKRINOVÉ INHIBITORY 

Velká srovnávací studie monotakrinových inhibitorů byla provedena Recanatinim 

a kol. Deriváty se lišily substitucí v poloze 6, 7 a 9 takrinového skeletu. Nejvyšší 

afinitu k AChE ukázala analoga substituovaná v poloze 6  CH3-, NO2- nebo Cl 

skupinami (nejvyšší 6-Cl: IC50 = 0.0099 μM). Zavedení Cl do obou poloh základního 

skeletu (6 i 7) vedlo k látkám s nízkou účinností. Objemné substituenty v poloze 9, 

jako je např. benzyl, rovněž snižují afinitu k AChE; naopak n-heptyl v této poloze 

zvyšuje účinnost.99 Pro polohy 6 a 7, elektronakceptorové substituenty zvyšovaly 
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účinnost, zatímco elektrondonorové substituenty snižují inhibiční potenciál (obr. 

11). 

 

Obr. 11 Monotakrinové deriváty podrobené SAR studii.
99

 R
1
, R

2
 = CH3; H; Cl; NO2; R

3
 = H, benzyl, 

heptyl. 

Chirálními terpenickými monotakriny a jejich aktivitou se zabýval Pisoni a kol. (obr. 

12).100 Výchozí látkou pro syntézu byl keton v opticky aktivní formě. Objemnější 

substituenty v poloze 1 vyústily v méně účinné inhibitory AChE. Zajímavý inhibiční 

potenciál vykázal sedmičlenný derivát s karbonylovou funkcí e (derivát e: IC50 = 

0.288 μM), látka d dokonce převýšila inhibiční schopnost takrinu (IC50 = 0.061 μM). 

 

Obr. 12 Monotakriny připravené z chirálních terpenických cyklanonů. 

Další sérií látek, připravených slovenským pracovištěm v Košicích, jsou 

monotakrinové deriváty lišící se substitucí v poloze 9.101 Porovnávány jsou 

thiomočovinové nebo močovinové deriváty vázané na základní skelet takrinu. 

Sledován je rovněž vliv připojeného heterocyklického systému nebo 

dimethylaminoskupiny (obr. 13). Nejvyšší afinitu k AChE prokázal morfolinový 

derivát navázaný přes močovinovou funkční skupinu (IC50 = 0.972 μM) 

k takrinovému základu; furanový derivát vázaný přes methylenový můstek k amino 

skupině takrinu vykázal nejlepší hodnotu IC50 k BChE (0.0204 μM). 
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Obr. 13 Takrinová analoga připravená substitucí v poloze 9. 

Takrindihydropyridinovou řadu (zkráceně takripyriny) lze považovat za přechod od 

monotakrinů k duálně působícím inhibitorům AChE. Jak již název těchto sloučenin 

napovídá, jedná se o sérii látek sdružující jak inhibičně působící část molekuly vůči 

ChE (takrin), tak i dihydropyridinové uskupení antagonisticky působící na kalciovém 

kanálu (obr. 14). Blokátory kalciového kanálu mají silný neuroprotektivní účinek, 

který zůstává zachován i v molekule takripyrinů.102,103 

 

Obr. 14 Takrindihydropyridiny – látky připravené spojením takrinu a 1,4-dihydropyridinu. 
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Takripyriny mající na benzenovém jádře v poloze 3 methoxy skupinu prokázaly 

nejvyšší účinnost vůči AChE ( IC50 = 58 nM). Všechny inhibitory v této sérii shodně 

vykazovaly vysokou selektivitu k AChE.102,103 

Další početnou skupinu takrinových látek představují inhibitory AChE s nitrilovou 

skupinou v poloze 7 (obr. 15). Vysokou účinnost i selektivitu k AChE měl derivát 

s dimethylaminovým uskupením v poloze 6 (IC50 = 14 nM). Podobně jako předchozí 

série takripyrinů, i tyto látky byly testovány pro svůj neuroprotektivní potenciál.104 

 

Obr. 15 Monotakriny s nitrilovou skupinou v poloze 7. 

Bezesporu nejzajímavější sérií v oblasti monotakrinových látek jsou hupriny (obr. 

19). V jejich struktuře můžeme nalézt jak takrinový, tak i huperzinový fragment (více 

o huperzinu dále). V rámci studie vztahů mezi strukturou a účinkem byla připravena 

velká řada derivátů lišící se v substituci v takrinové i huperzinové části molekuly. 

Tato analoga předčila referenční látky (huperzin A, takrin) nejen v inhibičních 

vlastnostech vůči AChE a BChE, ale i dalších biologických vlastnostech (inhibice 

agregace Aβ, antioxidační vlastnosti, chelatace těžkých kovů aj.).105-109 

1.8.2 TAKRINOVÉ HOMODIMERY 

První homodimery takrinu byly nejprve navrženy a následně i připraveny Pangem 

a kol. v roce 1996.110 Předlohovou strukturou se stal bis-7-takrin (IC50/AChE = 0.81 nM, 

IC50/BChE = 5.66 nM) (obr. 16). Metodou molekulového modelování byla simulována 

jeho prostorová orientace v AChE z Torpedo californica (obr. 17).111 Preklinické 

studie odhalily nízkou perorální dostupnost bis-7-takrinu kvůli špatnému přechodu 
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přes intestinální bariéru a vysokou míru hepatální transformace. Po i. m. aplikaci 

dosáhl maxima plasmatické koncentrace za 15 minut a snadno prostoupil 

hematoencefalickou bariérou. Bis-7-takrin splňuje předpoklad duální inhibice – váže 

se v periferním anionickém místě i katalytickém místě AChE (obr. 17).111 Z dalších 

účinků lze zmínit i slabé neuroprotektivní vlastnosti docílené inhibicí NMDA 

receptorů a neuronální NO synthasy. Mezi jeho pozitivní účinky lze zařadit i inhibici 

β-sekretasy (BACE-1) a antagonismus na GABAerních receptorech typu A.112-114 

 

Obr. 16 Bis-7-takrin – první duální inhibitor AChE připravený v roce 1996. 

 

Obr. 17 Prostorová orientace bis-7-takrinu v AChE z Torpedo californica (PDB code: 2ckm) a 

významné interakce s aminokyselinovými rezidui. Látka působí v periferním anionickém místě 

(Trp279, Tyr70) i katalytické části enzymu (Trp84, Trp432) a svou délkou mezi oběma takrinovými 

částmi dává látce charakter duálního inhibitoru. Vzdálenost je udávána v angstromech (Å). Obrázek 

byl vytvořen pomocí PyMol viewer (v. 1.3.).
111 
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1.8.3 TAKRINOVÉ HETERODIMERY 

Takrinové heterodimery představují nejširší a v současnosti nejvíce studovanou 

skupinu látek. Podnět k jejich výzkumu přinesla syntéza a následně zjištěné 

biologické vlastnosti bis-7-takrinu. Základní skelet takrinu bývá u některých derivátů 

v této skupině nahrazen 6-chlortakrinem, který výrazněji inhibuje AChE (IC50 = 8.32 

nM).115,116 

Na průkopnickou studii s bis-7-takrinem navázaly další práce, v kterých dochází 

k pozvolnému přechodu k takrinovým heterodimerům.117-122 Donepezil-takriny byly 

publikovány Alonsem D. v roce 2005.117 Tyto hybridy se liší v délce spojovacího 

řetězce, nasyceností takrinového kruhu i v charakteru spojovací funkční skupiny 

(obr. 18). Nejlepší výsledek v této sérii vykázala látka s akridinovým základem 

připojená k donepezilové části (prezentované ftalimidem) přes osm methylenových 

skupin. 

 

Obr. 18 Nejúčinnější sloučenina ze série takrin-donepezilových hybridů. 

První heterodimery takrinu s huperzinem byly připraveny již v roce 1999 a navázaly 

tak na úspěšnou sérii huprinů (hybridní sloučeniny takrinu s huperzinem; obr 19). 

Huperzin je přírodní látka izolovaná z plavuně Huperzia serrata, která byla odedávna 

využívána v čínském lidovém léčitelství (obr. 19). V některých oblastech světa 

dosáhla již klinické praxe, zejména v asijských státech, ve zbytku světa se nachází ve 

druhé fázi klinického testování. Svou pozornost přitahuje díky mnohočetným 

příznivým vlivům na organismus – působí protizánětlivě, antioxidačně, 

Aβ-antiagregačně aj. V sérii takrin huperzinů všechna nová analoga předčila ve své 

aktivitě předlohovou strukturu huperzinu A na AChE a dosáhla inhibičních 

koncentrací v řádu nM. Nejslibnější látka měla ve spojovacím řetězci 10 

methylenových skupin.123 
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Obr. 19 Takrin-huperzinové deriváty a hupriny. 

Takrinové heterodimery představují nejširší a v současnosti nejvíce studovanou 

skupinu látek. Podnět k jejich výzkumu přinesla syntéza a následně zjištěné 

biologické vlastnosti bis-7-takrinu. Základní skelet takrinu bývá u některých derivátů 

v této skupině nahrazen 6-chlortakrinem, který má vyšší inhibiční potenciál k AChE 

(IC50 = 8.32 nM).124,125 

První větší připravená série látek je představována heterodimerem na bázi takrin-

ferulové kyseliny (obr. 20). Spojení takrinu v tomto případě přineslo nejen 

očekávané zvýšení inhibičního potenciálu vůči ChE, ale i zavedení výrazných 

antioxidačních schopností (dáno vlastnostmi kyseliny ferulové) a Aβ antiagregační 

schopnosti vyplývající z duální inhibice AChE.126-129 Nejvyšší anti-AChE aktivitu 

projevila látka s pěti uhlíky ve spojovacím řetězci, která více než desetkrát překonala 

takrin v jeho účinnosti na AChE (IC50 = 4.4 nM). 
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Obr. 20 Heterodimery takrin-ferulové kyseliny jako silné antioxidanty a duální inhibitory v terapii AD. 

Další zajímavou skupinou jsou takrin-melatoninové heterodimery (obr. 21).130 

V průběhu AD ubývají antioxidační schopnosti celého organismu; nervový systém je 

tak náchylný k neurodegeneraci.131 Současný výzkum odhalil důležitou účast 

hormonu melatoninu v antioxidačních pochodech v průběhu AD. Jedná se 

o epifyzární hormon jehož hladina s progresí onemocnění klesá.132 Melatonin 

rovněž stimuluje endogenní antioxidativní enzymy, zlepšuje energetickou bilanci 

mitochondrií, snižuje míru hyperfosforylace a má neuroprotektivní vlastnosti 

působením proti Aβ.133 V připravené sérii je řada látek s duálním mechanismem 

účinku na AChE (sub-nM koncentrace IC50), všechny shodně vykázaly silné 

antioxidační vlasnosti a Aβ antiagregační schopnosti. 
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Obr. 21 Obecná struktura takrin-melatoninových inhibitorů (vlevo) a nejúčinnější látky z této série 

(vpravo). 

Karvedilol je látkou používanou k hypertenzní léčbě. Kromě toho disponuje 

i neuroprotektivními vlastnostmi dané slabou afinitou k NMDA receptorům.134 

Kombinace karbazolové části karvedilolu s 6-chlortakrinem dala vznik tzv. karvedilol-

takrinové skupině látek (obr. 22). Všechny připravené látky z této série inhibují 

selektivně AChE, největší potenciál demonstrovala látka s pěti methylenovými 

můstky ve spojovací řetězci (IC50 = 1.54 nM). Tyto látky rovněž inhibují agregaci Aβ 

a to jak indukovanou AChE, tak i autoagregační pochody tohoto proteinu. Za zmínku 

stojí i antioxidační působení a již zmiňované antagonistické působení na NMDA 

receptory.135 
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Obr. 22 Designová strategie takrin-karvedilol heterodimerů. 

Oxid dusnatý (NO) má důležitou fyziologickou funkci v CNS; působí jako mediátor 

v imunitním systému, vasomotorice i neurotransmisi.136 Při narušení jeho rovnováhy 

v organismu v průběhu AD hovoříme o tzv. nitrooxidativním stresu. V roce 2008 byla 

připravena série takrin-NO donátorů (obr. 23). Všechny testované látky této řady 

prokázaly silnější inhibiční působení oproti takrinu na oba cholinesterasové enzymy. 

Nejúčinnější z nich jsou vyznačeny na obr. 23. Při dalších studiích se ukázalo, že 

zmírňují skopolaminem navozené poruchy paměti, nezatěžují jaterní metabolismus 

a interagují s oběma částmi AChE.137 

 

Obr. 23 Látky s nejlepším profilem v sérii takrin-NO donátorů. 
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Design další série látek vzešel ze spojení gallaminu, typického alosterického agens 

M2 receptorů, s takrinem (obr. 24). Gallamin je rovněž schopný inhibovat AChE v její 

periferní anionické části. Všechny deriváty ukázaly inhibiční potenciál v řádu nM 

koncentrací i vyšší alosterickou afinitu k M2 receptorům než parentní látky takrin 

a gallamin.138 

 

Obr. 24 Takrin-gallaminová série; pro ilustraci je zobrazena i struktura samotného gallaminu. 

Záměnou benzylové části ve struktuře donepezilu takrinem vznikly takrin-

donepezily (obr. 25). Donepezil se váže na periferii AChE, zatímco takrin je inhibitor 

aktivního místa. Nové látky tak resultovaly v duální mechanismus účinku a vysokou 

selektivitu k AChE. Oproti práci uvedené v předchozí kapitole, tato série látek 

zachovává většinu z donepezilové skeletu (ta je prezentována 5,6-dimethoxy-2-[(4-

piperidinyl)methyl]-1-indanonem).117 U nových heterodimerů byla hodnocena 

i schopnost inhibovat AChE indukovanou tvorbu Aβ fibril.139 
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Obr. 25 Takrin-donepezilová řada. Nejvyšší afinitu k AChE demonstroval derivát 

s dvěma methylenovými můstky (n = 2) a kyslíkovým atomem v indanové části. 

Propididum je prototypem periferního inhibitoru AChE (obr. 26). Jeho struktura 

zahrnuje kvartérní dusíkové uskupení a aromatickou část, obě z nich mohou 

interagovat na periferii AChE pomocí kation-π a π-π interakcí. Spojení propidia, 

resp. jeho derivátu 5-phenylpyrano[3,2-c]chinolinu, s 6-chlortakrinem přineslo 

zvýšení inhibiční účinnosti, poměrně vysokou selektivitu k AChE, zabránění 

formování Aβ fibril indukovaných AChE a μM až nM hodnoty IC50 vůči β-sekretase 

(obr. 26).140 
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Obr. 26 Deriváty propidia s 6-chlortakrinem. 

V poslední době se objevují nové práce poukazující na souvislost mezi AD 

a insuficiencí některých vitamínů, zejména řady B.141 Jedním z nich je i niacin (B3), 

u kterého byla prováděna rozsáhlá klinická studie v souvislosti s demencí typu AD. 

Studie naznačila možný protektivní vliv niacinu v rozvoji AD nebo jiného typu 

demence.142 V návaznosti na tyto poznatky byla připravena série takrin-niacinových 

derivátů (obr. 27). U nich se opět předpokládá duální AChE-působení. Látky byly 

dosud testovány pouze pro své cholinergní vlastnosti, žádná z nich však nepřekonala 

aktivitu takrinu pro obě testované ChE, pravděpodobně proto, že se jedná 

o neucelenou sérii látek s ohledem na délku spojovacího řetězce.143 

 

Obr.27 Takrin-niacinové deriváty. 
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Nejnovější a zároveň nejvíce prostudovanou sérií látek z hlediska preklinického 

testování je skupina heterodimerů vzniklá spojením takrinu nebo 6-chlortakrinu 

s huprinem Y (derivát huperzinu a takrinu, obr. 28). Takrin-hupriny blokují aktivní 

i periferní místo, prakticky zcela zamezují agregaci Aβ a to přímým vlivem na tento 

peptid nebo skrze inhibici periferního místa ACh, působí taktéž inhibičně i vůči 

β-sekretase a na základě modelu umělé membrány (PAMPA-BBB test) prostupují 

snadno hematoencefalickou bariérou.144 

 

Obr. 28 Takrin-hupriny. 

1.9 7-MEOTA 

7-methoxytakrin (7-MEOTA, 9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin) byl 

vyvinut v ČR jako méně toxický derivát takrinu při zachování farmakologického 

profilu. Nižší toxicita 7-MEOTA je vysvětlována pomocí hlavního metabolitu, 

7-hydroxytakrinu, rovněž farmakologicky účinného, který vzniká demetylací. 

7-hydroxytakrin je následně konjugován s kyselinou glukuronovou a exkretován 

močí.145 Srovnání vybraných biologických účinků s takrinem a jeho potenciál pro AD 

je diskutován v Příloze 3 a v Příloze 4. 
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2 CÍL PRÁCE 

1) V úvodu shrnout současnou problematiku a stav AD. Podat přehled 

o možnostech farmakoterapie i zvažovaných farmakoterapeutických 

přístupech v oblasti AD. Rovněž vyhledat literární údaje o připravovaných 

takrinových derivátech a rozčlenit je v závislosti na -strukturních vlastnostech. 

Srovnat biologické účinky 7-MEOTA s takrinem. 

2) Syntéza nových derivátů odvozených od méně toxického takrinového derivátu 

7-MEOTA, jakožto potenciálních analog pro terapii AD. Tyto látky následně 

porovnat se stejně substituovanými takrinovými deriváty. Prozkoumat vliv 

aromatických, alicyklických a alifatických residuí v postranním řetězci 

takrinového a 7-MEOTA skeletu na aktivitu vůči testovaným cholinesterásám. 

U všech testovaných látek stanovit in vitro inhibiční parametry vůči AChE 

a BChE. 

3) Pro nejúspěšnější látky z každé série provést molekulově modelovací studii 

a odvodit in silico možné interakce připraveného inhibitoru s daným 

enzymem. 

4) Pro vybrané deriváty stanovit účinnost vůči amyloidním proteinům (insulin, 

lysozym, Aβ1-40), ovlivění monoaminooxidas (MAO-A a MAO-B) a NADH 

dehydrogenasy (komplex I). 

5) Doporučit dvě látky pro in vivo studie (stanovení toxicitních 

a farmakokinetických parametrů). 
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3 KOMENTÁŘ K PŘÍLOHÁM 

3.1 SYNTÉZA A IN VITRO EVALUACE NOVÝCH TAKRINOVÝCH DERIVÁTŮ ODVOZENÝCH 

OD 7-MEOTA SPOJENÝCH DVĚMA UHLÍKOVÝMI ŘETĚZCI (PŘÍLOHA Č. 5) 

Spojování dvou molekul se stejným či rozdílným farmakologickým účinkem je 

jedním z běžných přístupů ve vývoji nových léčiv. Takto připravené látky vykazují 

mnohdy vyšší lipofilitu, díky které snadněji penetrují přes hematoencefalickou 

bariéru a dosahují tak žádaného centrálního účinku. V případě inhibitorů AChE 

mohou působit mechanismem duální inhibice, potlačovat agregaci Aβ 

a v neposlední řadě u nich mohou být eliminovány nežádoucí účinky, prodloužen 

biologický poločas a mohou disponovat dalšími biologickými vlastnostmi. 

V naší první studii jsme se zaměřili na syntézu nových, potenciálně duálních 

inhibitorů AChE na bázi méně toxického derivátu takrinu, tedy 7-methoxytakrinu 

(7-MEOTA). 7-MEOTA byla připravena na Katedře toxikologie v Hradci Králové FVZ 

UO podle dříve popsaného syntetického postupu Bielavského a kol. (Schéma 2).146 

 

Schéma 2 Cyklokondenzační reakce p-anisidinu s 2-oxocyklohexankarboxylátem poskytne 

7-methoxyakridon, který je následně konvertován pomocí fosforyl-chloridu na 9-chlor-7-methoxy-

1,2,3,4-tetrahydroakridin, který zavedením plynného amoniaku v prostředí fenolu a teploty 180 °C 

poskytne 9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin (7-MEOTA). 
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Naše práce vycházela z průkopnické studie Panga a kol., kteří jako první připravili 

jednoduchou syntézou typu nukleofilní substituce bis-7-takrin a to spojením dvou 

takrinových molekul alkylenovým řetězcem. Syntetický postup a podmínky reakce 

byly částečně modifikovány.110 

Obecný postup pro syntézu 9,9´-di-(alkan-1,ω-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridinů) 

Rozdrcený hydroxid draselný (1272 mg, 22.6 mmol) by přidán do roztoku 7-MEOTA 

(2000 mg, 7.55 mmol) a DMSO (30 ml). Reakční směs byla intenzivně míchána za 

laboratorní teploty 3h. Poté byly přidány postupně 2 ekvivalenty příslušného 

α,ω-diiodoalkanu a míchání pokračovalo dalších 48h za laboratorní teploty pod 

dusíkovou atmosférou. Průběh reakce byl sledován tenkovrstvou chromatografií na 

triethylaminem saturovaných silikagelových deskách s použitím hexan:ethyl-acetátu 

(1:1) jako mobilní fáze. Po skončení reakce bylo přidáno 100 ml vody a vodná fáze 

byla extrahována s ethyl-acetátem (3 × 100 ml). Spojená organická vrstva byla 

sušena bezvodým síranem sodným, zfiltrována a rozpouštědlo vakuově 

oddestilováno. Po odpaření zůstal olejovitý zbytek, který byl čištěn sloupcovou 

chromatografií na triethylaminem saturovaném silikagelu s použitím 

hexan:ethylacetátu (1:1) jako mobilní faze. Čistý produkt byl isolován v podobě 

žlutých krystalů (Schéma 3). 

 

Schéma 3 Obecný postup vedoucí k syntéze 9,9´-di-(alkan-1,ω-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridinů); n=4 (1), 5(2). 

Výsledky a diskuze 
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Nově připravené látky (schéma 3) byly testovány in vitro pro svou schopnost 

inhibovat AChE a BChE. Stanovení probíhalo použitím Ellmanovy metody.147 

Výsledek jednotlivých měření je pak vyjádřen jako IC50, což je hodnota, která 

reprezentuje hodnotu koncentrace zkoušené látky potřebné k 50% inhibici 

testovaného enzymu in vitro. K experimentům byla použita AChE izolovaná 

z lidských erytrocytů a lidská sérová BChE. Vedle hodnot IC50 je brán v potaz i tzv. 

index selektivity (SI) pro AChE, který je vyjádřen podílem IC50 BChE/ IC50 AChE 

a reflektuje tak selektivitu dané látky pro AChE (tabulka 2). Na obrázcích 29 a 30 

jsou znázorněny průběhy inhibic testovaných látek vůči oběma enzymům (AChE na 

obr. 29; BChE na obr. 30) v závislosti na jejich koncentraci (log c; souřadnice x) 

vztažená ke kontrolní aktivitě enzymu (souřadnice y). 

IC50 (nM) 

Označení 
AChE isolovaná z 

lidských erytrocytů 
Plazmatická BChE 

Selektivita k 
AChE 

THA 501 2.30 0.005 

7-MEOTA 10500 21000 2 

1 22600 138 0.06 

2 4570 656000 143.55 

Tabulka 2 Hodnoty IC50 pro AChE, BChE a index selektivity pro AChE. 

 

Obr. 29 Závislost koncentrace testovaných látek vztažených ke kontrolní aktivitě AChE. 
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Obr. 30 Závislost koncentrace testovaných látek vztažených ke kontrolní aktivitě BChE. 

Inhibiční potenciál obou nově připravených látek byl porovnán s referenčními 

sloučeninami takrinem a 7-MEOTA (tabulka 2). Derivát 1 je více než 150 × účinnější 

inhibitor BChE než 7-MEOTA. To je pravděpodobně dáno velikostí 1, kdy 

se předpokládá jeho lepší orientace do aktivní části BChE. Analog 2 má přibližně 

2 × vyšší účinnost k AChE než 7-MEOTA. Ani jedna z obou připravených látek 

nepřekročila inhibiční potenciál takrinu na AChE i BChE. S přihlédnutím k hodnotám 

SI, derivát 2 vykazuje téměř 145 × vyšší inhibiční potenciál k AChE než k BChE. 

Porovnáním obou látek lze usoudit, že vyšší míra selektivity je vázána k 7-MEOTA 

spojené delším uhlíkovým řetězcem. 

Oproti práci Panga a kol. došlo ke zdvojení 7-MEOTA přes dva methylenové můstky, 

což je do jisté míry dáno reaktivitou α,ω-diiodoalkanů (pozn. Pang a kol. použili ke 

zdvojení takrinu α,ω-dibromalkany).110 V první fázi reakce dojde nejprve k navázání 

jednoho methylenového řetězce za vzniku sekundárního aminu zdvojené 7-MEOTA, 

která je v případě nadbytku α,ω-diiodoalkanu náchylná pro další reakci typu 

nukleofilní substituce a poskytuje zdvojený analog 7-MEOTA přes dva methylenové 

můstky. 
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Obě látky inhibují oba testované enzymy, což je výhodné zejména s progresí AD, kdy 

v pozdějších stádiích přebírá BChE dominantní úlohu nad klesajícími hladinami 

AChE. S velkou mírou pravděpodobnosti rovněž můžeme usuzovat na jejich nižší 

toxicitu v porovnání s takrinem, protože se jedná o látky odvozené od méně toxické 

7-MEOTA. Tato domněnka bude předmětem dalšího studia. 
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3.2 SYNTÉZA A IN VITRO HODNOCENÍ N-(BROMOBUT-3-EN-2-YL)-7-METHOXY-

1,2,3,4-TETRAHYDROAKRIDIN-9-AMINU JAKO INHIBITORU CHOLINESTERAS V TERAPII 

ALZHEIMEROVY CHOROBY (PŘÍLOHA Č. 6) 

V rámci této studie jsme se zabývali syntézou, biologickým hodnocením 

a molekulově modelovací studií N-(bromobut-3-en-2-yl)-7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridin-9-aminu (1) (obr. 31). Tato látka byla izolována při pokusu 

o zdvojení molekuly 7-MEOTA použitím (E)-1,4-dibromobut-2-enu jako alkylačního 

činidla. Struktura 1 byla potvrzena analytickými metodami. 

 

Obr. 31 Struktury testovaných standardů (takrin, 7-MEOTA) a izolované látky 1 v této studii. 

Výsledky a diskuze 

Syntéza 1 proběhla mechanismem nukleofilní substituce, průběh této syntézy je 

popsán na schématu 4. V  první fázi reakce dojde vlivem silně bazického prostředí 

(hydroxid draselný v DMSO) k deprotonaci 7-MEOTA na volnou bázi. Tato syntéza 

však nevedla k předpokládanému zdvojenému aduktu 9,9´-((E)-but-2-ene-1,4-

diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridine). Po přidání (E)-1,4-

dibrombut-2-enu dojde v prostředí báze k β-eliminaci za vzniku transitního 

karbokationtu. Tento aktivovaný karbokation je následně spojen se 7-MEOTA 

mechanismem nukleofilní substituce a vzniká tak derivát 1 s dvojnou vazbou 

v postranním řetězci (2% výtěžek). 
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Schéma 4 Mechanismus syntézy N-(bromobut-3-en-2-yl)-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

aminu (1). 

Derivát 1 byl podroben in vitro testování vůči AChE a BChE Ellmanovou metodou 

a tyto výsledky jsou porovnány s referenčními látkami 7-MEOTA a takrinem. Zjistilo 

se, že 1 je slabší inhibitor AChE i BChE v porovnání s oběma standardy. 

Oproti  takrinu se jedná o dva řády horší inhibitor AChE a o tři řády horší inhibitor 

BChE. Rovněž 7-MEOTA resultovala jako účinnější inhibitor v porovnání s 1. Látka 1 

je 18 × selektivnější k AChE než takrin, ale zároveň nepřekročila selektivitu 

7-MEOTA. V celkovém pohledu lze považovat 1 za neselektivní (SI = ± 1) (tabulka 4). 

Na obrázcích 32 a 33 jsou pak zaznamenány průběhy stanovení inhibičních hodnot 

IC50 pro AChE, resp. BChE. 

Označení AChE IC50 ± SD (µM) BChE IC50 ± SD (µM) 
SI IC50 BChE/ 

IC50 AChE 

THA  0.5 ± 0.1 0.02 ± 0.003 0.05 

7-MEOTA  15.0 ± 2.4 21.0 ± 3.4 1.4 

1 89.1 ± 17.3 78.8 ± 12.8 0.88 

Tabulka 4 Hodnoty IC50 a SI testované látky 1 a referenčních látek (takrin, 7-MEOTA). 
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Obr. 32 Závislost koncentrace testované látky 1 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě AChE. 

 

Obr. 33 Závislost koncentrace testované látky 1 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě BChE. 

Na základě in vitro testování byla učiněna molekulově modelovací studie, která se 

snaží racionalizovat tyto poznatky. K této studii byla využita krystalová struktura 

enzymu AChE z Torpedo Californica (PDB code: 1acj), která je podobná lidské 
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rekombinantní AChE (obr. 34). Podobná prostorová orientace byla získána pro 

molekulu takrinu (modře) a 7-MEOTA (žlutě). Obě látky se vážou kation-π vazbou 

v aktivním místě AChE. Takrin leží mezi Trp84 (3.6 Å) a Phe330 (3.8 Å) a dále 

interaguje s Tyr334 (3.7 Å), Trp432 (3.5 Å), His440 (4.3 Å) a Tyr442 (3.8 Å). Amino 

skupina v poloze 9 je připojená vodíkovými vazbami ke dvěma molekulám vody (2.1 

Å a 2.2 Å). Podobné vazby a orientaci molekuly 7-MEOTA (-8.24 kcal/mol) lze 

pozorovat v aktivní části AChE; zaznamenány byly zejména π-π interkace s Trp84 

(3.6 Å) a Phe330 (3.8 Å). Zajímavostí však je, že se 7-MEOTA orientuje o 180° oproti 

takrinu, vodíková vazba k oběma molekulám vody však zůstává zachována (2.2 Å). 

Methoxy skupina v poloze 7- je stabilizována vodíkovým můstky s Gly118 (3.3 Å). 

Tato obrácená orientace 7-MEOTA vysvětluje nižší afinitu k AChE v porovnání 

s takrinem, kde aromatická část 7-MEOTA zůstává více vzdálena od důležitých 

aromatických residuí (Trp334, Trp432, Tyr442). Derivát 1 (-5.60 kcal/mol; obr 34; 

fialově) ukázal vazbu v periferním anionickém místě AChE (rozdíl oproti takrinu 

a 7-MEOTA) a je vázán nejblíže k Trp279 (3.6 Å) a Phe290 (3.7 Å) pomocí π-π 

interakcí. Aromatický dusík a sekundární amino skupina interagují vodíkovými 

vazbami se dvěma molekulami vody (2.0 a 2.3 Å). Vazba 1 k AChE tak probíhá při 

okraji aktivního místa, což koresponduje do jisté míry s výsledky z in vitro testování 

(IC50 = 89 μM), kdy 1 není schopná uzavřít kavitu AChE a zamezit tak rozkladu 

substrátu (acetylthiocholinu). 
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Obr. 34 Vazba takrinu (modře) a 7-MEOTA (žlutě) v aktivní části AChE. Stranou v periferním 

anionickém místě pak leží derivát 1 (fialově). 
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3.3 SYNTÉZA A IN VITRO EVALUACE 7-METHOXY-N-(PENT-4-ENYL)-1,2,3,4-

TETRAHYDROAKRIDIN-9-AMINU – NOVÝ DERIVÁT TAKRINU S CHOLINERGNÍMI 

VLASTNOSTMI (PŘÍLOHA Č. 7) 

V průběhu syntézy 9,9´-di-(pentan-1,5-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridinu) byla pozorována konkurenční eliminační reakce vedoucí 

k 7-methoxy-N-(pent-4-enyl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-aminu (Schéma 5). Tato 

látka se stala předmětem dalšího studia. 

 

Schéma 5 Syntéza 9,9´-di-(pentan-1,5-diyldiimino)-di-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridinu) (2) a 

vedlejšího produktu 7-methoxy-N-(pent-4-enyl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-aminu (1). 

Výsledky a diskuze 

Reaktivita α,ω-diiodoalkanů, konkrétně 1,5-dijodpentanu, dává v silně bazickém 

prostředí, které bylo v průběhu reakce zajištěno přítomností hydroxidu draselného 

v nadbytku, vznik nejen zdvojenému derivátu 2, ale i eliminačnímu produktu 1. 

Struktura 1 byla následně potvrzena spektrálními analýzami. 

Podobně jako u předchozí studie, derivát 1 byl podroben in vitro testování na lidské 

rekombinantní AChE a lidské plasmatické BChE Ellmanovou metodou. Účinnost 1 

byla porovnána se standardy ilustrovanými na obrázku 35. 
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Obr. 35 Strukturní vzorce nově testovaných sloučenin pro AD terapii a srovnávací standardy (takrin, 

7-MEOTA). 

Výsledky in vitro testování jsou shrnuty v tabulce 5 a jsou vyjádřeny jako hodnoty 

IC50 pro oba testované enzymy. Následně byly dopočítány SI. Na obrázku 36 je 

znázorněn průběh inhibice pro AChE, na obrázku 37 pro BChE pro testované 

a srovnávané látky. 

Označení AChE IC50 ± SD (µM) BChE IC50 ± SD (µM) SI IC50BChE/ IC50 AChE 

THA 0.5 ± 0.1 0.023 ± 0.003 0.05 
7-MEOTA 10.5 ± 2.0 21 ± 3 2 

1 2.2 ± 0.4 1.10 ± 0.16 0.5 
2 4.6 ± 0.9 656 ± 93 143 
3 0.10 ± 0.02 1.0 ± 0.2 10 
4 0.27 ± 0.05 0.040 ± 0.007 0.15 
5 89.1 ± 17.3 78.8 ± 12.8 0.88 

Tabulka 5 Hodnoty IC50 a SI pro AChE nově připravené látky 1 a srovnání jejích hodnot se standardy 

testovanými v terapii AD (2-5) a referenčními látkami (takrin, 7-MEOTA). 
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Obr. 36 Závislost koncentrace testovaných látek vztažených ke kontrolní aktivitě AChE. 

 

Obr. 37 Závislost koncentrace testovaných látek vztažených ke kontrolní aktivitě BChE. 

Z výsledků měření inhibičních parametrů IC50 lze vyčíst, že standardy (takrin, 

7-MEOTA) vykázaly inhibiční působení v mikromolárních koncentracích, přičemž 

takrin se profiloval jako silnější inhibitor BChE než AChE o dva řády. 7-MEOTA má 

menší afinitu a vyšší selektivitu k AChE v porovnání s takrinem. Látka 1 
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demonstrovala 10 × vyšší selektivitu pro AChE než takrin. S ohledem na 7-MEOTA je 

1 čtyřikrát méně selektivní, zatímco látka 2 vykázala nejvyšší hodnotu SI. Derivát 1 

nepřekonal inhibiční potenciál takrinu ani vůči jednomu z testovaných enzymů, ale 

je pětkrát silnější inhibitor AChE v porovnání s 7-MEOTA. Analog 1 vykázal o jeden 

řád vyšší inhibiční působení na BChE než 7-MEOTA. Porovnáním 1 a 2 lze říci, že 

eliminační produkt je dvakrát účinnější inhibitor AChE než 2 a dokonce látka 1 

resultovala jako silnější inhibitor BChE o dva řády. Účinnost jiných 7-MEOTA 

derivátu (3 a 4) zůstala nepřekonána. Eliminační produkt 1 je rovněž silnější 

inhibitor obou testovaných enzymů než látka 5. Slabé cholinergní vlastnosti 5 lze 

vysvětlit jeho vazbou při okraji vstupu do AChE (viz dále), kde není schopen 

dosáhnout katalytické triády a tím není zcela znemožněna schopen zabránit štěpení 

substrátu – acetylthiocholinu. 

Vedle in vitro studie byly provedeny i in silico experimenty, ktreré se snaží 

racionalizovat výsledky cholinergního působení 1 v AChE (PDB code: 1b41) a BChE 

(PDB code: 1p0i) v porovnání s takrinem. Na obrázku 38 je vyznačena nejvhodnější 

konformace takrinu (-8.8 kcal/mol) v AChE, který je orientován mezi Trp286 (3.4 Å) 

a Tyr341 (3.5 Å) v periferním anionickém místě. Trp286 je v tomto případě 

deformován ze své původní polohy. Orientace 1 s nejnižší energií (-5.1 kcal/mol) 

ukázala velmi podobnou vazbu jako u takrinu v periferním anionickém místě AChE, 

kde vzdálenost od Trp286 byla 3.8 Å a od Tyr341 3.5 Å. N-alkylová část 1 je 

umístěna na druhou stranu než se nachází katalytická triáda a Trp286 je více 

vzdálený ve srovnání s krystalovou strukturou takrinu. Menší afinitu 1 k AChE tak lze 

pravděpodobně vysvětlit slabší vazbou k perifernímu anionickému místu AChE 

v porovnání s takrinem (-5.1 < -8.8 kcal/mol) a trochu rozdílnou orientací vůči 

aminokyselinovým residuím v periferním anionickém místě. 
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Obr. 38 Interakce takrinu (fialově) a látky 1 (zeleně) v periferním anionickém místě AChE. 

S ohledem na BChE, orientace takrinu s nejnižší energetickou bilancí (-9.1 kcal/mol) 

odhalila důležité interakce s Trp82 (3.6 Å), Tyr332 (3.8 Å), Trp430 (3.7 Å) a His438 

(3.9 Å) (obr. 39). Na druhou stranu, látka 1 (-8.4 kcal/mol) je více vzdálena od Trp82 

(3.9 Å) a nachází se blíže k Phe329 (3.2 Å), Tyr332 (3.7 Å) a His438 (3.7 Å). Dvojná 

vazba na N-alkylové části 1 směřuje k Trp321 (3.7 Å). Všechny tyto změny mohou 

být zodpovědné za rozdílnou inhibiční aktivitu takrinu a 1 vůči BChE, přičemž slabší 

interakce k Trp82 a vazba k Trp231 zapříčiňují nižší aktivitu 1 o dva řády. 
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Obr. 39 Interakce takrinu (fialově) a látky 1 (zeleně) ve vazebné části BChE. 

Předkládaná studie potvrzuje, že je důležité věnovat pozornost i případným 

vedlejším produktům při syntéze, které mohou resultovat v látky s vyšší účinností 

než cílené molekuly. Látka 1 prokázala cholinergní vlastnosti proti oběma 

testovaným enzymům a je pravděpodobné, že bude disponovat nižší toxicitou než 

takrin, protože se jedná o derivát méně toxického takrinového derivátu 7-MEOTA. 

Tento vedlejší eliminační produkt 1 bude v nadcházejících experimentech dalším 

předmětem studia. 
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3.4 SROVNÁNÍ NOVÝCH TAKRINOVÝCH A 7-MEOTA DERIVÁTŮ S AROMATICKÝMI A 

ALICYKLICKÝMI RESIDUI: SYNTÉZA, BIOLOGICKÉ HODNOCENÍ A MOLEKULOVĚ 

MODELOVACÍ (PŘÍLOHA Č. 8) 

V další části práce jsme se zaměřili na studium vlivu postranního řetězce na 

cholinergní aktivitu vztaženou na dva klíčové enzymy v AD – AChE a BChE. Za 

předlohové struktury byly zvoleny deriváty nesoucí alicyklický nebo aromatický 

cyklus, jejichž základ tvořil buď takrinový skelet nebo 7-MEOTA. Látky použité 

v tomto experimentu jsou ilustrovány na obrázku 40. 

 

Obr. 40 Strukturní vzorce látek (1-4) použitých ve studii vlivu postranního řetězce na aktivitu vůči 

cholinesterasám. Základ molekul je tvořen takrinovým skeletem nebo 7-MEOTA. 

Výsledky a diskuze 

U nově připravených látek (1 - 4) byly stanoveny inhibiční parametry IC50 vůči 

oběma testovaným cholinesterasám (lidská rekombinantní AChE a lidská 

erytrocytární BChE) a byly vypočítány indexy selektivity k AChE (SI) (tabulka 6). 

Průběh inhibice AChE a BChE v závislosti na koncentraci látky pro nejúčinnější 7-

MEOTA a takrinové deriváty se nachází na obrázcích 41 a 42, vždy v porovnání 

s referenčními látkami 7-MEOTA a takrinem. 



59 

Označení AChE IC50 ± SD (µM) BChE IC50 ± SD (µM) SI (IC50 BChE/ IC50 AChE) 

1 0.19±0.04 0.06±0.01 0.31 

2 1.09±0.21 0.12±0.02 0.11 

3 3.21±0.63 0.17±0.03 0.05 

4 1.13±0.22 3.34±0.56 2.96 

takrin 0.50 ± 0.10 0.023 ± 0.003 0.05 

7-MEOTA 10.50 ± 2.0 21.0 ± 3.0 2 

Tabulka 6 Hodnoty IC50 a SI stanovených látek. Takrin a 7-MEOTA byly použity jako srovnávací 

standardy. 

 

Obr. 41 Závislost koncentrace testovaných látek 1, 4 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě AChE. 
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Obr. 42 Závislost koncentrace testovaných látek 1, 3 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě BChE. 

Takrinové deriváty vykázaly vyšší afinitu k oběma cholinesterásám než látky 

odvozené od 7-MEOTA. Nejúčinnějšším inhibitorem AChE byla látka 1, která je 2,5 × 

účinnější ve srovnání s takrinem a dokonce 55 × účinnější než 7-MEOTA. Deriváty 

odvozené od méně toxické 7-MEOTA (3, 4) nepřekonaly inhibiční potenciál takrinu 

na AChE, vykázaly však vyšší inhibiční potenciál než 7-MEOTA. Žádná z nových látek 

nepřekonala hodnotu IC50 takrinu na BChE, avšak všechny nové deriváty disponují 

vyšším inhibičním potenciálem v porovnání se 7-MEOTA. Vztaženo na 7-MEOTA, 

analog 1 je o dva řády silnějším inhibitorem AChE a o tři rády účinnější na BChE. 

Látka 4, derivát méně toxické 7-MEOTA, vykázala nejvyšší stanovený index 

selektivity, je 9 × účinnější na AChE a 6 × silnější inhibitor BChE než 7-MEOTA. 

Molekulově modelovací studie byla provedena u látek s nejvyšším inhibičním 

potenciálem; látky 1 a 4 byly podrobeny in silico sledování na lidské AChE, deriváty 1 

a 3 byly dockovány v aktivní části BChE. Nejpravděpodobnější orientace analogů 1 a 

4 v kavitě enzymu AChE jsou ukázány na obrázcích 43 a 44. 
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Obr. 43 Předpokládaná orientace látek 1 (červeně) a 4 (zeleně) v aktivní části AChE. Enzym je 

zobrazen ve stužkové konformaci, bíle jsou znázorněna aminokyselinová rezidua. 

 

Obr. 44 Deriváty 1 (červeně) a 4 (zeleně) a jejich orientace v kavitě AChE, která je zobrazená pouze 

jako hydrofobní povrch. 
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Takrinový skelet obou derivátů 1 a 4 interaguje kation-π interakcí s Trp86 

v katalytické části enzymu mimo katalytickou triádu. Komplex látky 1 s enzymem je 

pravděpodobně stabilizován vodíkovými můstky mezi heterocyklickém dusíkem 

takrinového základu a karbonylovou skupinou Trp86 (2.5 Å) stejně jako exocyklická 

aminoskupina 1 interaguje s hydroxylem Tyr337 (2.3 Å). Rozdílná je pak orientace 

u látky 4; ta interaguje s Asp74 (3.3 Å) svou methoxy skupinou, zatímco amino-

skupina je vázána slabými vodíkovými můstky s kyslíkovým atomem Trp83. 

U analogů 1 a 3 byla provedena molekulově modelovací studie na BChE a je 

zobrazena na obrázcích 45 a 46. Obě látky jsou vůči sobě zrcadlově obrácené 

v aktivní části BChE. Derivát 1 tvoří vodíkové vazby mezi svou amino skupinou 

a karbonylovou funkcí His438 (2.1 Å) s možnou nevazebnou π-π resp. kation-π 

interakcí k Trp82. Látka 3 interaguje svou methoxy skupinou s Tyr128 (2.6 Å) za 

vzniku vodíkové vazby. Takrinový skelet je pravděpodobně dále stabilizován 

elektrostatickými nevazebnými interakcemi s Trp82, Thr120 a Gly121. 
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Obr. 45 Předpokládaná orientace látek 1 (červeně) a 3 (modře) v aktivní části BChE. Enzym je 

zobrazen ve stužkové konformaci, bíle jsou znázorněna aminokyselinová rezidua. 

 

Obr. 46 Deriváty 1 (červeně) a 3 (modře) a jejich orientace v kavitě BChE, která je zobrazená pouze 

jako hydrofobní povrch se zbytky aminokyselin (bíle). 
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Všechna výše uvedená data vyzdvihují potenciál látky 4, která se stane v budoucnu 

předmětem dalšího studia (stanovení toxicitních parametrů, farmakokinetické 

parametry, ovlivnění agregace Aβ a další). 

  



65 

3.5 SYNTÉZA A IN VITRO STANOVENÍ N-ALKYL-7-METHOXYTAKRIN 

HYDROCHLORIDŮ JAKO POTENCIÁLNÍCH INHIBITORŮ CHOLINESTERAS V ALZHEIMEROVĚ 

CHOROBĚ (PŘÍLOHA Č. 9) 

V dalších experimentech jsme se zaměřili na syntézu a biologické hodnocení vlivu 

různě dlouhých alkylových řetězců připojených k 7-MEOTA přes amino skupinu. 

Série byla připravena alkylací 7-MEOTA příslušnými 1-bromalkany v prostředí 

KOH/DMSO za vzniku daných sekundárních bází N-alkyl-7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridinaminů (schéma 6). Čisté báze byly převedeny na hydrochloridové 

soli probubláním plynného chlorovodíku a ty pak krystalizovány z acetonitrilu. 

Celkové výtěžky reakcí se pohybovaly mezi 16 a 63 %. 

 

Schéma 6 Syntéza N-alkyl-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridinamin hydrochloridů. 

Výsledky a diskuze 

Inhibiční schopnost nově připravených látek byla otestována Ellmanovou metodou 

na lidské rekombinantní AChE a plazmatické sérové BChE a následně byly 

dopočítány hodnoty SI (tabulka 7).147 Na obrázcích 47 a 48 je znázorněn průběh 

stanovení IC50 na AChE resp. BChE pro takrin, 7-MEOTA a dva nejlepší inhibitory (5, 

6). 
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Označení Rc AChE IC50 ± SD µM BChE IC50 ± SD µM 
SI (IC50 BChE/ 

IC50 AChE) 

1 C2 66.05 ± 12.9 97.07 ± 15.8 1.47 

2 C3 9.24 ± 1.80 69.7 ± 11.4 7.54 

3 C4 21.2 ± 4.13 63.84 ± 10.4 3.01 

4 C5 6.65 ± 1.29 16.43 ± 2.68 2.47 

5 C6 0.10 ± 0.02 1.03 ± 0.16 10.30 

6 C7 0.27 ± 0.05 0.04 ± 0.007 0.15 

7 C8 0.36 ± 0.07 0.12 ± 0.02 0.33 

8 C9 1.56 ± 0.3 0.36 ± 0.06 0.23 

9 C10 a a - 

10 C11 a a - 

11 C12 1.01 ± 0.2 a - 

12 C13 99.91 ± 19.5 a - 

13 C14 45.53 ± 8.90 a - 

14 C15 a a - 

THA  0.5 ± 0.1 0.023 ± 0.003 0.05 

7-MEOTA  15.0 ± 2.40 21.0 ± 3.4 1.40 

Tabulka 7 Stanovené hodnoty IC50 a SI. U látek s označením 
a
 nebyla pozorováno inhibiční působení 

v tesovaném koncentračním rozmezí. 

 

Obr. 47 Závislost koncentrace testovaných látek 5, 6 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě AChE. 
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Obr. 48 Závislost koncentrace testovaných látek 5, 6 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě BChE. 

Několik nově připravených látek prokázalo silnější inhibiční působení vůči oběma 

testovaným enzymům v porovnání s referenčními látkami - takrinem a 7-MEOTA. 

Deriváty 5 - 7 jsou lepšími inhibitory AChE ve srovnání s takrinem a 7-MEOTA. 

Zejména látka 5 je pětkrát účinnější inhibitor AChE než takrin a dokonce má o dva 

řády silnější afinitu k AChE než parentní 7-MEOTA. Na druhou stranu, některé látky 

neinhibují AChE (9 - 10, 14). Žádný z testovaných derivátů nepřekonal inhibiční 

působení takrinu na BChE. Analoga 6 - 8 působí inhibičně na BChE řádově v sub-µM 

koncentracích. Pouze o něco málo slabším inhibitorem BChE je derivát 6 mající 

hodnotu IC50 v řádu nM; svou parentní molekulu 7-MEOTA však 6 překonala 

dokonce o tři řády. Látky 9 - 14 v testovaném koncentračním rozmezí neinhibovaly. 

S ohledem na hodnoty SI, látka 5 resultovala v inhibitor s největší selektivitou 

k AChE. Za zajímavé můžeme považovat deriváty 11 - 13, které inhibují pouze AChE 

v µM koncentracích IC50. Nejlepší stanovenou látkou s ohledem na AD byla látka 5, 

která disponuje vysokou selektivitou k AChE a inhibičním působení proti oběma 

testovaným enzymům v µM resp. sub-µM koncentracích IC50. 

Alkylace 7-MEOTA přinesla zajímavé výsledky s ohledem na inhibiční potenciál 

nových derivátů. Zatímco délka navázaného řetězce mezi C2 - C4 a C10 - C15 vedla 
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k méně účinným analogům 7-MEOTA, zvýšení účinnosti přinesly deriváty s C5 až C9, 

které překonaly inhibiční potenciál parentní sloučeniny 7-MEOTA. Mezi těmito 

novými molekulami resultovala sloučenina s C6 jako nejlepší inhibitor AChE. 

Obdobné biologické výsledky můžeme nalézt i mezi stanovenými hodnotami na 

BChE, kde nejlépe inhibovala látka s C7. Zajímavou aktivitou se profilují látky nesoucí 

C12 - C14. Ty shodně působí na AChE, zatímco BChE neinhibují. 

Na základě in vitro výsledků byla provedena molekulově modelovací studie látky 

5 na AChE z Mus musculus (myš domácí). Takrinový základ derivátu 5 je orientován 

při okraji vstupu AChE přivázaný π-π interkacemi k Trp86 a Tyr337 v periferním 

anionickém místě (obr. 49, 50). Dusík amino skupiny tvoří vodíkovou vazbu s dvěma 

molekulami vody a Glu202. Šestičlenný uhlíkový řetězec je orientován dovnitř kavity 

AChE, což pravděpodobně vysvětluje vyšší inhibiční potenciál nejen 5, ale i látek 4, 

6 - 8, které nesou C5-C9 a mohou tak dostatečně vyplnit kavitu vstupu AChE. Na 

druhé straně pak stojí látky s kratším řetězcem (1 - 3) nebo naopak delším (9 - 14), 

které se ne zcela dobře orientují pro svou délku do AChE. Trochu stranou pak stojí 

látky 11 - 13, jejichž vliv na AChE lze vysvětlit rozdílnou vazbou na aminokyselinová 

rezidua při okraji AChE, zatímco tyto v BChE chybí. 
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Obr. 49 Prostorové uspořádání 5 v aktivní části Mus musculus AChE. 

 

Obr. 50 π-π interakce 5 s Trp286 a Tyr72.  
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3.6 NOVÉ A RE-EVALUOVANÉ HODNOTY AKTIVIT V SÉRII N-ALKYL-TAKRINOVÝCH 

DERIVÁTŮ: SYNTÉZA, BIOLOGICKÉ HODNOCENÍ A MOLEKULOVĚ MODELOVACÍ STUDIE 

(PŘÍLOHA Č. 10) 

Další část práce je zaměřena na syntézu, biologické hodnocení a molekulově 

modelovací studii N-alkylovaných takrinů. Syntéza některých látek z této série 

vycházející z 9-chlortakrinu je popsána v dřívější práci W. P. Brianem a kol.148 

Některé z těchto analogů vykázaly zajímavou lokálně anestetickou aktivitu, která 

úzce koreluje s charakterem postranního alkylového řetězce. Zatímco délka 

ovlivňuje takovou aktivitu pozitivně, větvení naopak snižuje lokálně anestetický 

index.149 Další studie odhalily schopnost těchto látek interkalovat DNA a působení 

proti amébám.150 Nejnovější práce v této oblasti jsou zaměřeny na syntézu nových 

N-alkylových takrinů s využitím katalyzátorů na bázi Pd sloučenin.151-152 Syntéza 

a cholinergní vlastnosti N-alkyltakrinů byly částečně publikovány v roce 1997.153 

Tyto byly testovány na AChE izolované z Electrophorus electricus. V naší práci 

rozšiřujeme výsledky studie o testování na lidské rekombinantní AChE a zcela nově 

i na lidské sérové BChE. Céla série byla navíc rozšířena o další analoga, byla udělána 

molekulově modelovací studie nejlépe působících derivátů na AChE i BChE 

a nakonec byly tyto výsledky srovány s předchozí sérií N-alkylovaných-7-MEOTA 

derivátů. 

Výsledky a diskuze 

V této studii je zahrnuto celkově 25 látek. Ty byly připraveny reakcí probíhající za 

podmínek nukleofilní substituce, kde takrin-hydrochlorid reagoval s příslušným 

1-bromalkanem nebo 1,5-dijodpentanem (3, 8 - 25) (schéma 7). Analogickým 

postupem pak byly připraveny i deriváty 7-MEOTA (1, 2, 4 - 7) (obr. 51). Výtěžky 

reakcí pro takrinové deriváty se pohybovaly mezi 7 – 53 %, což je srovnatelné 

s výtěžností reakcí pro 7-MEOTA deriváty (6 – 56 %). 
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Schéma 7 Syntéza takrinových analogů 8 - 24. Obdobný postup byl využit pro přípravu 3 a 25 za 

použití 1,5-dijodpentanu jako alkylačního činidla a dále pro alkylaci 7-MEOTA (1, 2, 4 - 7). 

 

Obr. 51 Některé nové látky a standardy použité ve studii N-alkylovaných takrinů. 

Inhibiční potenciál nových N-alkyltakrinů (8 - 25) byl stanoven pomocí Ellmanovy 

metody a porovnán s takrinem, 7-MEOTA a látkami 1 - 7. Získaná data jsou shrnuta 

v tabulce 8. Průběh stanovení inhibičních parametrů IC50 pro nejslibnější inhibitory 

AChE a BChE je ilustrován na obrázcích 52 a 53. 
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Označení AChE IC50 ± SD µM BChE IC50 ± SD µM SI (IC50 BChE/ IC50 AChE) 

1 4.57 ± 0.87 656 ± 93 143 
2 2.2 ± 0.4 1.10 ± 0.16 0.5 
3 0.37 ± 0.07 0.21 ± 0.03 0.6 
4 13.3 ± 2.6 16.9 ± 2.8 1.3 
5 2.8 ± 0.5 33.7 ± 5.6 12 
6 0.10 ± 0.02 1.0 ± 0.2 10 
7 0.27 ± 0.05 0.040 ± 0.007 0.2 
8 0.313 ± 0.061 0.959 ± 0.160 3 
9 0.518 ± 0.101 0.916 ± 0.153 1.7 

10 0.504 ± 0.098 0.289 ± 0.048 0.6 
11 0.166 ± 0.032 0.194 ± 0.032 1.2 
12 0.147 ± 0.029 0.180 ± 0.030 1.2 
13 0.106 ± 0.021 0.144 ± 0.024 1.4 
14 0.094 ± 0.018 0.227 ± 0.038 2.4 
15 0.043 ± 0.008 0.215 ± 0.036 5 
16 0.044 ± 0.009 0.207 ± 0.034 4.7 
17 0.036 ± 0.007 0.169 ± 0.028 4.7 
18 0.033 ± 0.006 0.104 ± 0.017 3.2 
19 0.119 ± 0.023 0.227 ± 0.034 1.9 
20 1.423 ± 0.277 0.969 ± 0.161 0.7 
21 3.657 ± 0.713 2.483 ± 0.414 0.7 
22 42.99 ± 8.38 66.79 ± 11.15 1.6 
23 1.01 ± 0.19 3.02 ± 0.50 3 
24 0.19 ± 0.04 0.42 ± 0.07 2.2 
25 0.19 ± 0.04 1.68 ± 0.28 8.8 

THA 0.50 ± 0.10 0.023 ± 0.003 0.05 
7-MEOTA 10.50 ± 2.0 21.0 ± 3.0 2 

Tabulka 8 Hodnoty IC50 a SI testovaných standardů a N-alkyltakrinů. 
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Obr. 52 Závislost koncentrace testovaných látek 6, 18 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě AChE. 

 

Obr. 53 Závislost koncentrace testovaných látek 7, 18 a standardů (takrin, 7-MEOTA) vztažených ke 

kontrolní aktivitě BChE. 

Z uvedených hodnot v tabulce 8 lze vyvodit, že látky 14 - 18 mají afinitu v řádech nM 

IC50 k AChE. Nejúčinnějším inhibitorem byla látka 18 (IC50 = 33 nM), která nese 
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v poloze 9 C12. Další prodlužování řetězce vedlo k látkám s nižší aktivitou, avšak 

v porovnání s N-alkyl-7-methoxytakrinovou řadou se inhibiční potenciál látek zcela 

nevytratil. K rozdílným závěrům došel Pomponi a kol., který stanovil za nejúčinnější 

derivát 14 nesoucí C8 alkylový řetězec. Rozdíl je dán pravděpodobně v jiné sekvenci 

aminokyselin na testovaném enzymu (lidská AChE vs. AChE z Electrophorus 

electricus). V porovnání s takrinem je analog 18 15 × účinnějším inhibitorem, nárůst 

aktivity o jeden řád lze pak pozorovat mezi nejúčinnějšími deriváty ze série N-alkyl-

7-methoxytakrinů ve prospěch N-alkyltakrinů (zejména 14 - 18). Implementace 

dvojné vazby do postranního řetězce vyústila v slabý nárůst aktivity; to lze vysvětlit 

pravděpodobnou π-π nebo kation-π interakcí v aktivní části enzymu. Dvojitá 

substituce vedoucí k terciárním aminům měla naopak negativní vliv, vznikly deriváty 

s nižší účinností. S výjimkou 22, všechny testované látky překonaly inhibiční 

potenciál 7-MEOTA. Látka 1 má nízkou aktivitu k BChE, je tedy poměrně výrazně 

selektivním inhibitorem AChE. 

Z tabulky 8 N-alkyltakrinů na BChE lze vyčíst, že nejvyšší afinitu prokázala látka 18 

(IC50 = 104 nM) nesoucí C12, zatímco nejnižší aktivita byla zaznamenána pro derivát 

22. V sérii N-alkyl-7-methoxytakrinů prokázala nejvyšší inhibiční potenciál látka 7 

s C7, která je třikrát účinnější a o jeden řád lepším inhibitorem než 18. Dvojná vazba 

v postranním řetězci má pozitivní vliv na zvýšení aktivity v případě krátkého řetězce, 

u delších dochází k poklesu aktivity (platí pro 2, 5, 24 a 25). Ani jedna z testovaných 

látek nepřekonala inhibiční parametry takrinu, na druhou stranu všechny vykázaly 

vyšší inhibiční působení ve srovnání se 7-MEOTA s výjimkou 1 a 22. 

Z hodnot indexů selektivity se nejlépe profilovala látka 25, která je 9 × selektivnější 

k AChE než k BChE. 

Abychom mohli považovat látky za centrálně působící inhibitory AChE, tzn. takové, 

které procházejí hematoencefalickou bariérou, je nutné znát jejich fyzikálně 

chemické vlastnosti. Pro nově připravené N-alkyltakriny (8 - 25) a standardy (takrin, 

7-MEOTA, 1 - 7) byly vypočítány hodnoty rozdělovacího koeficientu mezi oktanol a 

vodu (log P) za pomoci on-line software (http://www.vcclab.org) (tabulka 9). Hansch 

a Leo zjistili, že optimální pro průchod přes hematoencefalickou bariéru pasivní 
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difuzí jsou takové hodnoty látky, jejichž log P leží mezi 1,5 – 2,7. Z tohoto pohledu, 

pouze látky 5, 8 - 10, 24 a 25 jsou v souladu s těmito představami, lze tak u nich 

usuzovat centrální působení.154 

Označení R Log P 

1 - 8.38 ± 1.99 
2 - 3.03 ± 1.90 
3 - 8.53 ± 1.76 
4 - 4.77 ± 0.89 
5 - 2.35 ± 1.69 
6 - 3.69 ± 2.13 
7 - 4.14 ± 2.24 
8 -CH2-CH3 1.83 ± 0.78 
9 -(CH2)2-CH3 2.25 ± 0.86 

10 -(CH2)3-CH3 2.66 ± 0.93 
11 -(CH2)4-CH3 3.10 ± 1.03 
12 -(CH2)5-CH3 3.55 ± 1.13 
13 -(CH2)6-CH3 3.99 ± 1.23 
14 -(CH2)7-CH3 4.57 ± 2.08 
15 -(CH2)8-CH3 5.01 ± 2.19 
16 -(CH2)9-CH3 5.46 ± 2.29 
17 -(CH2)10-CH3 5.90 ± 2.40 
18 -(CH2)11-CH3 6.20 ± 2.38 
19 -(CH2)12-CH3 6.61 ± 2.47 
20 -(CH2)13-CH3 7.04 ± 2.59 
21 -(CH2)14-CH3 7.44 ± 2.69 
22 -(CH2)15-CH3 7.88 ± 2.81 
23 -(-CH2-CH=CH2)2 4.78 ± 0.73 
24 -CH2-CH=CH2 2.10 ± 0.76 
25 -(CH2)3-CH=CH2 2.86 ± 0.81 

THA - 2.71 
7-MEOTA - 2.67 ± 0.45 

Tabulka 9 Vypočítané hodnoty log P. 

Molekulově modelovací studie se zaměřila na objasnění interakcí mezi látkou 18 

jakožto nejlepšího inhibitoru AChE a BChE. Předpokládaná orientace látky 18 

v aktivním místě AChE je ilustrována na obrázcích 54 a 55. Derivát 18 je stabilizován 

π-π interakcemi s Trp86 a Tyr337. Aminoskupina 18 tvoří slabou vodíkovou vazbu se 

Ser203 (4.7 Å) v katalytické části enzymu. Protonovaný dusík, který je součástí 

takrinového heterocyklu, je vázán vodíkovými můstky k hydroxylu Thr83 (3.9 Å) a ke 

karbonylovým funkčním skupinám Trp86 (3.6 Å) a Trp82 (3.1 Å). Alkylový řetězec 



76 

vyplňuje kavitu vstupu do enzymu AChE a přispívá tak ke stabilitě tvorbou 

hydrofobních interakcí. K podobným výsledkům došla i studie prováděná u N-alkyl-

7-methoxytakrinů na AChE z Mus musculus. Na obrázcích 56 a 57 je zobrazena 

interakce 18 s BChE. Ta je vázána k Trp82 pomocí π-π interakcí. Karbonylová funkce 

His438 (2.1 Å) pak interaguje vodíkou vazbou s aminoskupinou takrinového derivátu 

18. 

 

Obr. 54 Předpokládaná orientace látky 18 v aktivní části AChE. Vyznačena jsou důležitá 

aminokyselinová rezidua. 
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Obr. 55 Derivát 18 a jeho orientace v kavitě AChE, která je zobrazená pouze jako hydrofobní povrch. 

 

Obr. 56 Předpokládaná orientace látky 18 (modře) v aktivní části BChE. Vyznačena jsou důležitá 

aminokyselinová rezidua, zbytek enzymu je ve stužkové konformaci. 
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Obr. 57 Derivát 18 a jeho orientace v kavitě BChE. Enzym je zobrazený pouze jako hydrofobní povrch. 
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3.7 SYNTÉZA, ANTICHOLINERGNÍ VLASTNOSTI, STANOVENÍ INHIBICE AGREGACE 

Β-AMYLOIDU, VLIV NA MONOAMINOXIDASU A NADH DEHYDROGENASU A 

MOLEKULOVĚ MODELOVACÍ STUDIE TAKRIN-7-METHOXYTAKRIN HETERODIMERŮ PRO 

LÉČBU ALZHEIMEROVY CHOROBY (PŘÍLOHA Č. 11) 

V rámci této série jsme připravili nové duální heterodimery AChE spojující takrin 

a 7-MEOTA do jediné molekuly. Tyto látky měly zvýšenou inhibiční účinnost ve 

srovnání s výše prezentovanými monotakriny nebo homodimerními deriváty. Dva 

nejúčinnější inhibitory byly následně podrobeny dalšímu testování pro inhibiční 

potenciál vůči oběma isoformám MAO, NADH dehydrogenasy a dále testovány pro 

možnost inhibovat agregaci Aβ1-40, insulinu nebo lysozymu do fibril nebo obráceně 

podporovat depolymeraci již vytvořených spletenců amyloidních proteinů. Tyto dvě 

nejúčinnější látky byly rovněž navrhnuty k in vivo testování. 

Výsledky a diskuze 

Schéma 8 ilustruje syntetický postup vedoucí k hybridním sloučeninám 

takrin-7-MEOTA. Výchozí látkou pro syntézu byl zvolen 7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridin-10H-9-on (1), který byl získán popsanou cyklokondenzační reakcí 

4-methoxyanilinu s ethyl-2-oxocyklohexankarboxylátem za katalytického působení 

p-toluensulfonové kyseliny v 71% výtěžku.155 1 byla následně kvantitativně 

převedena reakcí s POCl3 na 9-chloro-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin (2). 

Reakcí s α,ω-diaminy v prostředí fenolu byly získány příslušné N-(7-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroakridin-9-yl)alkan-1,ω-diaminy 3 - 8 (71 – 93 %). Syntéza 1,2,3,4-

tetrahydroakridin-10H-9-onu (9, 65 %) probíhala analogicky jako pro 1, výchozími 

látkami byly zvoleny cyklohexanon s N-methylanthranilátem. 9-chloro-1,2,3,4-

tetrahydroakridin (10) byl získán obdobně jako 2 reakcí s POCl3, který byl následně 

konvertován na 9-isothiokyanáto-1,2,3,4-tetrahydroakridin (11) pomocí AgSCN za 

refluxu v bezvodém toluenu bez přístupu světla. Takrin-7-MEOTA thiomočoviny (12-

17) byly získány reakcí příslušného aminu 3 - 8 s 11 (65 – 78 %). Převod thiomočovin 

na močovinové deriváty (18 - 23, 88 – 95 %) byl realizován pomocí mesitylnitril 

oxidu (MNO). 
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Schéma 8 Syntetický postup přípravy 7-MEOTA-takrin thimočovin (12 - 17) a močovin (18 - 23). 

K potvrzení nově vzniklých struktur thiomočovin 12 - 17 a močovin 18 - 23 byla 

použita kombinace běžných 1H a 13C NMR experimentů. Jednoznačné určení 

struktury a přiřazení jednotlivých atomů bylo provedeno pomocí homo- a 

heterokorelovaných 2D metod NMR (H,H-COSY, H,C-HSQC, H,C-HMBC). 
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Infračervená spektroskopie byla využita pouze u látky 11 k pozorování vibrací 

isothiokyanátové funkční skupiny. 

Cílové struktury 7-MEOTA-takrin thimočovin (12 - 17), močovin (18 - 23) 

a intermediáty s navázanými diaminy (3 - 8) byly podrobeny in vitro testování vůči 

AChE a BChE pomocí Ellmanovy metody. Výsledky jsou shrnuty v tabulce 10. 

Označení n AChE IC50 ± SD (µM) BChE IC50 ± SD (µM) 
SI (IC50 BChE/ 

IC50 AChE) 

3.2HCl 2 5.32 ± 1.04 64.45 ± 10.76 12.1 

4.2HCl 3 1.93 ± 0.38 49.77 ± 8.31 25.8 

5.2HCl 4 1.42 ± 0.28 9.22 ± 1.54 6.5 

6.2HCl 5 3.44 ± 0.67 29.63 ± 4.95 8.6 

7.2HCl 6 0.21 ± 0.04 10.84 ± 1.81 51.6 

8.2HCl 7 0.86 ± 0.17 7.26 ± 1.21 8.4 

12 2 1.97 ± 0.38 1.72 ± 0.29 0.9 

13 3 4.08 ± 0.80 1.12 ± 0.19 0.3 

14 4 0.52 ± 0.10 0.29 ± 0.05 0.6 

15 5 0.32 ± 0.06 0.48 ± 0.08 1.5 

16 6 0.21 ± 0.04 0.32 ± 0.05 1.5 

17 7 0.56 ± 0.11 0.38 ± 0.06 0.7 

18 2 4.04 ± 0.79 0.13 ± 0.02 0.03 

19 3 1.19 ± 0.23 0.11 ± 0.02 0.09 

20 4 0.17 ± 0.04 0.45 ± 0.08 2.5 

21 5 0.15 ± 0.03 0.66 ± 0.11 4.2 

22 6 0.10 ± 0.02 0.39 ± 0.07 3.7 

23 7 0.057 ± 0.011 0.26 ± 0.04 4.6 

THA - 0.50 ± 0.10 0.023 ± 0.003 0.05 

7-MEOTA - 10.50 ± 2.0 21.0 ± 3.0 2 

Tabulka 10 Výsledky inhibičního testování vůči AChE a BChE vyjádřené jako hodnoty IC50 a hodnoty 

selektivity (SI). “n” označuje počet uhlíků ve spojovacím řetězci. 

Závislost průběhu inhibičního stanovení na AChE I BChE pro nejlepší inhibitory ze 

série thiomočovin a močovin jsou vyobrazeny na obrázcích 58 a 59. 
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Obr. 58 Závislost koncentrace testovaných látek (16, 23) a referenčních látek (takrin a 7-MEOTA) na 

inhibici AChE. 

 

Obr. 59 Závislost koncentrace testovaných látek (14, 19) a referenčních látek (takrin a 7-MEOTA) na 

inhibici BChE. 

Intermediáty 3 - 8 byly testovány jako dihydrochloridové soli. Všechny testované 

látky vykázaly AChE inhibiční potenciál v µM, resp. sub-µM koncentracích od 

0.057 µM (23) po 4.08 µM (13). Látka 23 nesoucí 7 methylenových skupin ve 
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spojovacím řetězci jako jediná inhibovala v řádu nM. Ta je 8,8 × účinnější než takrin 

a dokonce 184,2 × účinnější v porovnání se 7-MEOTA. Všechny cílové produkty 

včetně intermediátů překonaly AChE aktivitu referenční 7-MEOTA; látky 7, 15 - 16 

a 20 - 23 překonali afinitu takrinu k AChE. Thiomočovinová série (12 - 17) měla 

všeobecně  nižší inhibiční potenciál ve srovnání s močovinovými analogy (18 - 23), 

nejméně účinnými pak byly intermediáty diaminů (3 - 8). 

Všechny testované látky byly rovněž testovány na BChE. Hodnoty IC50 se pohybovaly 

v µM až sub-µM koncentracích; nejúčinnější byl derivát 19 (0.11 µM), nejméně pak 

3 (64.45 µM). Největší rozdíl v účinnosti můžeme pozorovat od diaminů 3 - 8, které 

jsou minimálně o jeden až dva řády slabšími inhibitory BChE ve srovnání 

s takrin-7-MEOTA konjugáty. Rovněž močovinové deriváty (18 - 23) vyústily v látky 

s vyšším inhibičním potenciálem oproti thiomočovinové sérii. Inhibiční potenciál 

takrinu nebyl překonán ani jednou z nově připravených látek. Na druhou stranu, 

většina (5, 8, 12 - 23) derivátů v této studii překonala aktivitu 7-MEOTA vůči BChE. 

Močovinový analog 19 překonal aktivitu 7-MEOTA dokonce 190,9 ×. Celkový vliv 

délky spojovacího řetězce mezi takrinem a 7-MEOTA v sérii thiomočovin a močovin 

neměl patrný vliv na aktivitu vůči BChE. 

Paradoxně, intermediáty 3 - 8 mají vyšší hodnoty SI v porovnání s cílovými produkty 

thiomočovin a močovin. Na druhou stranu, jistá míra neselektivity v thiomočovinové 

a močovinové sérii může být jistou výhodou zejména v pozdějších fázích 

onemocnění, kdy hladina AChE klesá a koncentrace BChE vzrůstají.156,157 

Pro nejúspěšnější látky z in vitro testování na cholinesterásách bylo provedeno 

stanovení na monoaminooxidásách (MAO, isoformy A a B). Výsledky měření se 

nachází v tabulce 11 a průběh tohoto stanovení je vyobrazen na obr. 60 a 61. 

Označení MAO-A IC50 ± SD (µM) MAO-B IC50 ± SD (µM) 

THA 8.05 ± 1.83 477 ± 40 

7-MEOTA 6.35 ± 0.54 118 ± 7 

19 51.6 ± 18.6 357 ± 105 

23 1.80 ± 0.27 352 ± 34 

Tabulka 11 Výsledky stanovení inhibic pro MAO-A a MAO-B. 
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Obr. 60 Inhibice basální MAO-A takrinem, 7-MEOTA, 19 a 23 v mitochondriální frakci isolované z kůry 

prasečích mozků. Křivka naznačuje průběh stanovení inhibice MAO-A v závilosti na koncentraci 

testované látky. 

 

Obr. 61 Inhibice basální MAO-B takrinem, 7-MEOTA, 19 a 23 v mitochondriální frakci isolované z kůry 

prasečích mozků. Křivka naznačuje průběh stanovení inhibice MAO-B v závilosti na koncentraci 

testované látky. 

Z výsledků stanovení lze říci, že takrin i 7-MEOTA jsou účinné a spíše selektivní 

inhibitory MAO-A. Močovinový analog 19 vykázal neselektivní inhibici obou MAO 

v poměrně vysokých koncentracích, zatímco látku 23 lze považovat za selektivní 

a vysoce účinný inhibitor MAO-A. Hodnotou IC50 na MAO-A se derivát 23 přiblížil 

neselektivnímu inhibitoru MAO iproniazidu a dokonce převýšil inhibiční potenciál 
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některých antidepresiv, antipsychotik a endokanabionidů.158-160 Z hlediska ovlivnění 

MAO-A lze považovat 23 za relativně nebezpečnou a silně ovlivňující 

monoaminergní neurotransmisi. Naproti tomu však může přispívat 

k antidepresivnímu působení, což může být v průběhu AD vítanou vlastností 

léčiva.161 Rovněž inhibice MAO-B může vést k pozitivnímu vlivu v průběhu AD, kdy 

takové inhibitory MAO-B potlačují proces astrogliosy (pozn. abnormální zvýšení 

astrocytů v důsledku odumírání okolních neuronů).162 Navíc je diskutována i role 

neselektivních inhibitorů MAO v souvislosti s tvorbou neurotoxických částic jako 

jsou reaktivní aldehydy nebo peroxid vodíku, které podporují následnou tvorbu 

dalších reaktivních kyslíkových radikálů (ROS, reactive oxygen species) a mohou tak 

přispívat k neurodegenerativním procesům.163 

Z dalšího testování na ovlivění NADH dehydrogenasy (komplex I) jsme zjistili možné 

ovlivnění buněčné energetické bilance v periferii a mozku. Výsledky jsou shrnuty na 

obr. 62. Toto testování vedlo k zjištění, že všechny testované látky, tj. takrin, 

7-MEOTA, 19 a 23 ovlivňují energetickou bilanci buňky a mohou tak ovlivňovat 

energetické pochody v buňce. Míra inhibice komplexu I testovanými inhibitory AChE 

je však v porovnání s běžně užívanými antipsychotiky malá a tudíž lze soudit, že toto 

ovlivnění nebude mít klinicky významný efekt.164 
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Obr. 62 Látkami navozené změny v aktivitě NADH dehydrogenasy (komplex I). 

Pro nejperspektivnější látky (19, 23) a standardy takrin a 7-MEOTA jsme prověřili 

jejich ovlivnění tvorby amyloidních fibril in vitro pomocí thioflavin T testu (ThT test). 

Všechny látky byly testovány při fixní koncentraci 200 µM v přítomnosti 10 µM 

amyloidního proteinu (Aβ1-40, insulin nebo lysozym). Výsledky jsou shrnuty v tabulce 

12 a jsou vyjádřeny jako inhibiční aktivity (Ainh, vypočítané jako rozdíl fluorescenční 

intensity získané pro amyloidní shluky a fluorescence detekované po inkubaci látky 

s amyloidními proteiny pomocí ThT) a hodnotami IC50 (obr. 63). V porovnání 

s referenčínimi látkami (takrin, 7-MEOTA) nově připravené močovinové deriváty 

(19, 23) výrazněji inhibovaly tvorbu fibril Aβ1-40 od 52 % (19) po 79 % (23). 23 je 

rovněž nejúčinnějším inhibitorem v této studii. Naše zjištění podtrhuje i následná 

molekulově modelovací studie, která ukázala, že látka 23 je schopná současně 

interagovat s periferním anionickým místem i aktivním místem. Tudíž můžeme 23 

považovat za látku schopnou zpomalit AChE-navozenou agregaci Aβ1-40. Hodnoty 

IC50 naopak vyzdvihují derivát 19, který vystupuje jako silnější inhibitor agregace 

Aβ1-40 o jeden řád v porovnání se 7-MEOTA a 23 a dokonce o dva řády ve srovnání 
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s takrinem. Pro srovnání jsou uvedeny v tabulce 12 další hodnoty Ainh pro insulin 

a lysozym jako další amyloidní proteiny. 

Označení IC50 Aβ1-40 (µM) Ainh Aβ1-40 (%) Ainh insulin (%) Ainh lysozym (%) 

THA 34.8 69.1 + 1.5 6.8 + 3.0 14.6 + 2.9 

7-MEOTA 9.7 76.4 + 2.0 2.5 + 1.6 -14.6 + 0.8 

19 0.25 51.6 + 6.2 41.9 + 1.2 11.5 + 4.1 

23 2.6 78.6 + 1.7 56.0 + 9.9 50.6 + 1.2 

Tabulka 12 Inhibiční aktivity (Ainh) a hodnoty IC50 pro Aβ1-40. 

 

Obr. 63 Průběh inhibice agregace Aβ1-40 testovaných (19, 23) a referenčních látek (takrin, 7-MEOTA). 

V souvislosti s ovlivněním Aβ1-40 byl učiněn vedle inhibičního stanovení 

i depolymerizační test, který byl vyhodnocen ThT testem. Všechny látky byly 

testovány při fixní koncentraci 200 µM v přítomnosti 10 µM Aβ1-40. Výsledky jsou 

vyjádřeny v tabulce 13 jako depolymerizační aktivity (Adep, označuje schopnost látky 

redukovat množství předvytvořených fibrilárních spletenců Aβ1-40) a jako DC50 

(polovina depolymerizační koncentrace testované látky). Průběh stanovení je 

ilustrován na obr. 64. Všechny testované látky podporují depolymerizaci fibril Aβ1-40 

řádově v µM koncentracích. Pohledem na hodnoty DC50, nejlépe působící 

depolymerizační látkou je 23, která je o jeden řád účinnější než takrin a 7-MEOTA. 
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Hodnoty Adep pro všechny stanovené amyloidní proteiny shodně vyzdvihují oba 

nové deriváty (19, 23). 

Označení DC50 Aβ1-40 (µM) Adep Aβ1-40 (%) Adep insulin (%) Adep lysozym (%) 

THA 131.3 57.3 + 1.9 34.3 + 0.9 12.4 + 1.9 

7-MEOTA 149.5 57.4 + 1.9 29.7 + 2.7 3.8 + 3.3 

19 54.3 62.5 + 1.3 40.5 + 0.7 25.1 + 3.9 

23 22.8 82.1 + 2.9 46.3 + 3.5 47.0 + 3.2 

Tabulka 13 Hodnoty depolymerizační aktivity (Adep) pro Aβ1-40, insulin a lysozym, a poloviny 

depolymerizační koncentrace (DC50). 

 

Obr. 64 Průběh depolymerizace fibril Aβ1-40 nových močovinových derivátů (19, 23) a referenčních 

látek (takrin, 7-MEOTA). 

Na obrázku 65 jsou vyobrazeny zkoumané prostorové orientace látek 19 a 23 

v molekulově modelovací studii v aktivní části obou cholinesterás. Jako 

nejvýhodnější orientace v AChE se ukázala trans-cis konfigurace (obr. 66). 

Z pravděpodobných důležitých interakcí 23 interferuje s Trp86 a Tyr337 pomocí π-π 

interakcí. Vodíkový můstek je tvořen mezi Ser203 a kyslíkem substituované 

močoviny. 
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Obr. 65 Testované orientace látek 19 a 23 v molekulově modelovací studii nových duálních inhibitorů 

na bázi 7-MEOTA-takrin močovin. 

 

Obr. 66 Nejvýhodnější prostorové uspořádání (trans-cis) močovinového derivátu 23 v aktivní části 

AChE a jeho interakce s aminokyselinovými rezidui. 

Pro BChE se ukázala jako nejvýhodnější orientace látky 19 cis-cis. Umístění látky 19 

v aktivní části BChE a interakce v tomto enzymu jsou ukázány na obrázku 67. Za 

zmínku stojí, že testovaný derivát interaguje se všemi aminokyselinovým rezidui 

katalytické triády. 
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Obr. 67 Nejvýhodnější prostorové uspořádání (cis-cis) močovinového derivátu 19 v aktivní části BChE 

a jeho interakce s aminokyselinovými rezidui. 
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4 ZÁVĚR 

V rámci této disertační práce byl podán přehled o současném stavu problematiky 

AD. V úvodu jsou zmíněny používané terapeutické přístupy včetně zvažovaných 

farmakoterapeutických přístupů. Práce dále podává přehled o vývoji syntéz 

takrinových derivátů. Na základě struktury jsou následně tyto deriváty rozděleny do 

tří skupin, diskutovány jsou jejich farmakologické výhody a rovněž naznačen další 

trend vývoje v oblasti syntéz takrinů. 

Velká pozornost byla věnována látce 7-MEOTA. Její struktura byla různými 

syntetickými postupy modifikována, přičemž byly hledány deriváty s vyšší účinností 

na testovaných enzymech (AChE, BChE) a ty byly porovnávány s takrinem 

a 7-MEOTA. V každé sérii je pak diskutována biologická účinnost nových derivátů 

a pro neúčinnější z nich je in silico vyhotovena molekulově modelovací studie, která 

se snaží popsat dané strukturní vlastnosti látky na aktivitu a orientaci v aktivní části 

testované cholinesterasy. Pro srovnání jsou uvedeny i syntézy a biologická data 

stejně substituovaných takrinových derivátů. Rovněž u nich je diskutována závislost 

struktury na aktivitě vůči cholinesterásám a provedena molekulově modelovací 

studie. 

Dvě nejúčinnější látky z poslední uvedené série takrin-7-MEOTA thiomočovin 

a močovin byly rovněž hodnoceny na schopnost inhibovat agregaci Aβ1-40 

ve fibrilární spletence, podporovat depolymerizační pochody fibril tvořených Aβ1-40 

případně dalšími amyloidními proteiny (insulin, lysozym), ovlivňovat obě isoformy 

MAO a NADH dehydrogenasu. 

Obě nejúčinnější látky z poslední série takrin-7-MEOTA močovin jsou v současné 

době testovány in vivo v oblasti AD (toxicitní studie a stanovení farmakokinetických 

parametrů). 
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