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Takrin a jeho derivaty v terapii Alzheimerovy choroby

Tacrine and its derivatives in the therapy of Alzheimer’s disease
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Souhrn

Inhibitory cholinesteras maji pfiznivy vliv na kognitivni,
funk¢ni i behaviordlni projevy Alzheimerovy choroby
(AD) a v souCasné dobé predstavuji téméf vyhradné jedi-
nou skupinu 1éC¢iv pouZivanych pro terapii tohoto one-
mocnéni. Tfi z nich jsou schvéleny k uzZivani americkou
agenturou Food and Drug Administration — donepezil,
rivastigmin a galantamin. Kromé inhibitord cholineste-
ras se dile pouzivd memantin, ktery je predstavitelem
N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) nekompetitivnich
antagonistl. Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin)
se stal prvnim schvilenym inhibitorem cholinesteras pro
1é¢bu AD. Jeho nezadouci Gcinky, zejména hepatotoxici-
ta a gastrointestinalni potiZe, vSak limituji jeho dalsi vyu-
ziti. Nové derivity takrinu jsou intenzivné zkoumény ve
snaze najit latky s niZsi toxicitou a postihujici vice pato-
logickych mechanismil dcastnicich se AD. Predkladana
prace sumarizuje dosud publikované strukturni aspekty
takrinovych derivatd a zaméfuje se na jejich vybrané
biologické vlastnosti. Jednotlivé slouceniny jsou rozcle-
nény dle strukturnich aspektd do tii zakladnich skupin,
které jsou diskutovany.

Klicova slova: Alzheimerova choroba - takrin a jeho
derivéty « acetylcholinesterasa « inhibitor
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Summary

Cholinesterase inhibitors have beneficial effects on the
cognitive, functional, and behavioural symptoms of
Alzheimer’s disease (AD). Up to date, they represent
almost the only drugs approved by the U.S. Food and
Drug Administration agency for AD treatment. The
group involves 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 (NMDA) non-competiti-
ve antagonist. Tacrine (9-amino-1,2,3,4-tetrahydro-
acridine) was the first cholinesterase inhibitor approved
for symptomatic AD treatment. However, its several side
effects (hepatotoxicity and gastrointestinal discomfort)
limited tacrine further use. Recently, novel tacrine
analogues are extensively investigated in endeavour to
find less toxic compounds with the “multi-target directed
ligand” profile affecting more AD pathological
mechanisms. The following study summarizes the
knowledge of up to date published tacrine analogues,
their structural aspects and biological properties.
According to structural aspects, tacrine derivatives are
divided into three groups, where they are discussed.
Keywords: Alzheimer’s disease « tacrine and its
derivatives  acetylcholinesterase « inhibitor

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) patii mezi nejcastéjsi
formy demence. Jeji nepfedvidatelnost a dosud nezndma
etiologie ji ¢ini stdle vét§im problémem, nejen po stran-
ce zdravotni, ale i po strdnce socidlni ¢i ekonomické. AD
vétSinou konc¢i po 3-10 letech od stanoveni diagnézy
letalng!" 2.

Celosvétove zaujima AD patou nejrozsifenéjsi pricinu
umrti u lidi star§ich 65 let. Pfipady imrti zapti¢inéné AD
dramaticky naristaji. Mezi roky 2000 a 2008 bylo zazna-
mendno 66 % piipadl imrti zptisobenych AD. Pro srov-
nani, ptipadl amrti z ddvoda srde¢niho selhédni bylo oko-
lo 13 %, mozkové piithody 20 % a umrti v dasledku
rakoviny prostaty okolo 8 %" 2.

V Americe je odhadovano 5,4 miliont pacient s AD,
pti¢emz 200 000 z nich je mlad$ich 65 let (AD s ¢asnym
zaCitkem), celkovy pocet demenci ve svéte je v soucasné
dobé odhadovan ke 35,6 milionu lidi. Do roku 2050 se
piredpoklada narist az na 115,4 miliont pacienti?. Nej-
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rizikové€jsi populaci jsou osoby star$i 85 let (vice nez
50 % piipadit AD). V Ceské republice je odhadovéno, Ze
touto chorobou trpi piiblizné 125 000 obyvatel, v rdmci
Evropské unie je to pak 6 milionli a toto Cislo se
s nejvétsi pravdépodobnosti do roku 2050 zdvojnéso-
bi*®. VSechna vySe zminénd data podtrhuji zavaznost
AD, pficemZz dosud nebyla vyvinuta efektivni terapie
AD. Hlavnim diivodem jsou omezené znalosti zakladni
patofyziologie AD. Ackoliv v poslednich 30 letech bylo
dosaZeno velkého pokroku na trovni biologické, bioche-
mické, toxikologické, tak i v oblasti farmaceutického
vyzkumu, zvazované terapeutické postupy selhdvaji
nebo intervenuji az pfili§ pozd€ v prab&éhu nemoci’ 4.

Cholinergni teorie

Cholinergni hypotéza ptredstavuje prvni a dodnes pfi-
jimanou teorii vysvétlujici podstatu vzniku AD. Téméf
vSechna soucasné pouzivand lé¢iva k mirnéni sympto-
matickych projevit vSech forem AD se o ni opiraji’ ¥.
Tato teorie vychdzi z poznatki ztraty cholinergni aktivi-
ty pozorované u pacientil s AD a z experimentalnich stu-
dii na lidech i primétech. Tyto studie naSly tzkou sou-
vislost mezi roli neuromedidtoru acetylcholinu (ACh)
a schopnosti uceni a pamatovani si®. Z blokady central-
niho cholinergniho systému skopolaminem u mladych
jedinct 1ze vypozorovat podobné pfiznaky demence jako
v populaci jedincti postizenych AD. Tento pamétovy
deficit mtze byt navracen do norméalniho stavu pouZitim
inhibitorti cholinesteras, napf. fysostigminem!'?. Tato
experimentdlni studie vedla ke klinickym studiim jiného
typu sloucenin, reverzibilnich inhibitor@ cholinesteras,
které zaznamenaly nejvétsi piislib pro 1écbu deficitnich
pamétovych funkcei u pacientli s AD.

Pfi detailngjSim pohledu na deficitni cholinergni
systém pfi AD byla pozorovdna naruSend signalizace
z populace neuront vychézejici z bazalni ¢asti predniho
mozku a Meynertova jadra do mozkové kury
a hipokampu. Rovnéz koncentrace a aktivita cholinace-
tyltransferasy (ChAT) zodpovédné za tvorbu ACh se
v pribéhu AD vyznamné sniZuje v oblastech mozkové
kiry a hipokampu!'~'¥. Ve stejnych ¢astech mozku pak
bylo také potla¢eno uvoliiovani ACh navozené depolari-
zaci a déle byl sniZen uptake cholinu do nervovych
zakoncenti, ktery je potfebny k doplnéni zasob pro resyn-
tézu nového ACh. Pokud vezmeme v tivahu, Ze prvotnim
ukazatelem AD jsou naruSené pamétové funkce, pak
vySe zminénd role ACh pfi cholinergni transmisi a jeho
dulezitost pro kognitivni funkce podporuje tyto zavéry'?.
VSechna tato pozorovéni poloZila zdklad cholinergni teo-
rii, kterou poprvé shrnul v roce 1982 ve své praci Bartus
et al.!’¥. Tato prace dodnes pIné reflektuje vztah mezi
cholinergni hypotézou, vékové zavislou cholinergni dys-
funkci a demenci typu AD.

Takrin a jeho derivaty
R1

Od prvni syntézy takrinu (1945) bylo pfi- 1:
praveno velké mnoZstvi takrinovych analo-
g, které byly testovdny nejen pro svij
potencial v 1é¢bé AD'®. Takrin samotny dis-
ponuje skvélymi biologickymi vlastnostmi,

R2

mezi které patii inhibice acetylcholiensterasy (AChE,
EC 3.1.1.7) v nM Kkoncentraci a snadny prostup pies
hematoencefalickou bariéru, ktery je pravdépodobné
spojeny s acetyl-L-karnitinovym transportnim systé-
mem!” ¥, Soucasné ptipravované derivity s ohledem na
AD lze rozdélit do tii skupin. Prvni je zastoupena mono-
takrinovymi derivaty, ve kterych je riizné modifikovin
zédkladni skelet. Druhou skupinu prezentuji homodimery
takrinu. Tyto slouCeniny plsobi pfevaZzné pouze inhibic-
né na cholinesterasy (ChE) a jsou zpravidla symetricky-
mi molekulami. Treti skupina, kterd v poslednich letech
zaznamenala nejvétsi narlst, je predstavovana heterodi-
mery takrinu. Zejména posledni jmenovand skupina
sdruzuje slouceniny s riznym farmakologickym ucin-
kem, zpravidla vyhodnym pro 1é¢bu AD. Homodimery
i heterodimery jsou shodné pfipravoviny na podkladé
poznatkl o dudlni inhibici acetylcholinesterasy (AChE).
Ta je vyhodna zejména diky zesilenému ucinku na AChE
(efektivni koncentrace v tadu nM) a zpravidla
i dlouhodobéj$imu ptisobeni. Dalsi vyhodou pfimo sou-
visejici s dudlni inhibici té€chto sloucenin je schopnost
zamezit formovani fibril proteinu B-amyloidu (APB) indu-
kovaného prostfednictvim periferni anionické (aromatic-
ké) Casti AChE'. Spojeni dvou slou¢enin s rozdilnym
farmakologickym profilem ma vSak i dal§i nesporné
vyhody. Predné vznikd nova entita schopna plsobit na
dalsi cile, které ovliviiuji patologii dané nemoci, coZ je
vyhodné u multifaktoridlnich onemocnéni, tedy i u AD.

Monotakrinové inhibitory

Velk4 srovnavaci studie monotakrinovych inhibitori
(1) byla provedena Recanatini et al. Derivaty se liSily
substituci v poloze 6, 7 a 9 takrinového skeletu. Nejvys-
§i afinitu k AChE ukédzala analoga substituovana
v poloze 6 CH;, NO; nebo CI skupinami (nejvyssi 6-Cl:
IC,,= 9,9 nM). Zavedeni Cl do obou poloh zidkladniho
skeletu (6 1 7) vedlo ke slou¢enindm s nizkou u¢innosti.
Objemné substituenty v poloze 9, jako je napf. benzyl,
rovnéZ sniZuji afinitu k AChE, naopak n-heptyl v této
poloze zvySuje G¢innost?”. Pro polohy 6 a 7, elektronak-
ceptorové (napi. NO,") substituenty zvySovaly dc¢innost,
zatimco elektrondonorové (napf. benzyl) substituenty
sniZzuji inhibi¢ni potencidl (obr. 1).

Chiralnimi terpenickymi monotakriny (2) a jejich akti-
vitou se zabyvali Pisoni et al. (obr. 2)?". Vychozi slouCe-
ninou pro syntézu byl keton v opticky aktivni formé.
Objemn¢jsi substituenty v poloze 1 vyustily v méné
ucinné inhibitory AChE. Zajimavy inhibi¢ni potencial
vykédzal sedmiclenny derivét s karbonylovou funkci 2e
(derivat 2e: IC,, = 288 nM), molekula 2d dokonce pie-
vysila inhibi¢ni schopnost takrinu (IC, = 61 nM).

Dalsi sérii sloucenin pfipravenych slovenskym praco-

R
HN
AN R', R?=CH,, H, CI, NO,
R?* = H, benzyl, heptyl
o
N

Obr. 1. Monotakrinové derivaty podrobené SAR studii
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Obr. 2. Monotakriny pripravené z chirdlnich terpenickych cyklanoni

vistém v KoSicich jsou monotakrinové derivaty liSici se
substituci v poloze 9%2. Porovnavany byly thiomocovi-
nové nebo mocovinové derivaty (3) vazané na zakladni
skelet takrinu nebo analoga bez téchto funkci (4). Sledo-
véan byl také vliv pfipojeného heterocyklického systému
nebo dimethylaminoskupiny (obr. 3). NejvySssi afinitu
k AChE prokdzal morfolinovy derivat navizany pres
mocovinovou funkéni skupinu (IC,; = 972 nM)
k takrinovému zakladu. Furanovy derivit vizany pies
methylenovy miustek k amino skupiné takrinu vykézal
nejlepsi hodnotu IC, k BChE (20, uM).

Takrindihydropyridinovou fadu (zkrécené takripyriny,
5) lze povaZovat za pfechod od monotakrinii k dudlné
pusobicim inhibitorim AChE. Jak jiZ nizev téchto slou-
¢enin napovidd, jednd se o sérii latek sdruZujici jak inhi-
bi¢né plsobici ¢ist molekuly vac¢i ChE (takrin), tak
i dihydropyridinové uskupeni antagonisticky plisobici na
kalciovém kandlu (obr. 4). Blokatory kalciovych kandli
maji silny neuroprotektivni u¢inek, ktery zlstava zacho-
van i v molekule takripyrint 2.

Takripyriny majici na benzenovém jadfe v poloze 3
methoxy skupinu prokdzaly nejvyS$si ucinnost vici
AChE (IC,, = 58 nM). VSechny inhibitory v této sérii
shodné vykazovaly vysokou selektivitu k AChE? 2%,

Dalsi pocetnou skupinu takrinovych sloucenin pfed-
stavuji inhibitory AChE s nitrilovou skupinou v poloze 7
(obr. 5) (6). Vysokou ucinnost i selektivitu k AChE mél
derivat s dimethylaminovym uskupenim v poloze 6 (IC,,
= 14 nM). Podobné jako pfedchozi série takripyrinl
i tyto slouCeniny pusobi neuroprotektivné®).

7-methoxytakrin (7-MEOTA) (obr. 6) byl vyvinut
v Ceské republice jako méné toxicky derivat takrinu pfi
zachovani farmakologického profilu?®. NiZ§i toxicita
7-MEOQOTA je vysvétlovana pomoci hlavniho metabolitu,
7-hydroxytakrinu, rovnéz farmakologicky i¢inného ana-
loga, ktery vznikd v organismu demetylaci. 7-hydroxyta-
krin je nasledné konjugovan s kyselinou glukuronovou
a exkretovan moci*”. V ramci pokra¢ovani vyzkumu se
7-MEOQOTA byly pfipraveny jeho nové derivaty, které se
1i8i substituci v poloze 9. Nékteré z nich prevysily ucin-
nost 7-MEOTA i takrinu (obr. 6) (7)%3V.

Bezesporu nejzajimavéjsi sérii v oblasti monotakrino-
vych latek jsou hupriny (obr. 11, 11). V jejich struktufe
muiZeme nalézt jak takrinovy, tak i huperzinovy frag-
ment. V rdmci studie vztahli mezi strukturou a uc¢inkem
byla pfipravena velkd fada derivath liSici se substituci
v takrinové i huperzinové ¢asti molekuly. Tato analoga
predc¢ila referen¢ni latky (huperzin A, takrin) nejen

v inhibi¢nich vlastnostech vuci

X / \ AChE a BChE, ale i v dalSich biolo-
J\ R R= _/_N\ NH gickych vlastnostech (inhibice agre-
N H gace AP, antioxidaCni vlastnosti,
chelatace tézkych kovi aj.)’>.
N — Y )

3: N @]
P _ LR

Takrinové homodimery

Prvni homodimery takrinu byly
nejprve navrZeny a nasledné i pfipra-

X=8,0
veny Pangem et al. v roce 1996°7.
Predlohovou strukturou se stal bis-7-
R o -takrin (8: IC,,, ., = 0.81 nM,
HN /U IC, s = 5.66 NM) (obr. 7). Meto-
X dou molekulového modelovani byla
4 NP vypocitana jeho prostorova orienta-
N/ ITI ce v AChE z Torpedo californica

Obr: 3. Takrinovd analoga pripravend substituci v poloze 9

(obr. 8)*®. Preklinické studie odhali-
ly nizkou perordlni dostupnost bis-7-
-takrinu kvili $patnému ptfechodu
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kalciovy ¢—— (0] B~

antagonista _
N

nimodipin takrin

X =H, F, NO;, Me, OMe

Obr. 4. Takrindihydropyridiny — latky pripravené spojenim takrinu a 1,4-dihydropyridinu

R=H, Ph
Y = CH,, NBn
X = Cl, OMe, ORt, N(ME),

Sl

~
z N

Obr. 5. Monotakriny s nitrilovou skupinou v poloze 7

.R
NH, HN
.0 .0
HsC N 7. HsC G
~ e
N N
7-MEOTA R = C,H, - C,H,,

Br
/R/

Obr. 6. 7-MEOTA a nové pripravené derivdty substituci v poloze 9 zdakladniho skeletu

spliiuje predpoklad dudlni inhibice
— vaZe se v perifernim anionickém
misté i katalytickém mist¢ AChE
(obr. 8)*®. Z dalSich ucinka 1ze zmi-
nit i slabé neuroprotektivni vlastnos-
ti docilené inhibici NMDA receptorQ
a neurondlni NO synthasy. Mezi
jeho pozitivni ucinky Ize zatadit
i inhibici P-sekretasy (BACE-1)
a antagonismus na GABA-ergnich
receptorech typu A2,

V souvislosti s pfipravenym bis-7-
-takrinem a jeho dobrymi biologic-
kymi vlastnostmi byly nasyntetizo-
vany a in vitro testovany zdvojené
derivaty 7-MEOTA (9). Zadny
z nich v8ak nepfekonal aktivitu
samotného takrinu ani bis-7-takrinu,
coZ je pravdépodobné ddno nemoz-
nosti volné rotace diky pfemosténi
zdkladniho skeletu pfes dva methy-
lenové mustky (obr. 9)*,

Takrinové heterodimery

Takrinové heterodimery predsta-
studovanou skupinu sloucenin.
Podnét k jejich vyzkumu pfinesla
syntéza a nasledné zjisténé biolo-
gické vlastnosti  bis-7-takrinu.
Zakladni skelet takrinu byva
u nékterych derivétd v této skupiné

pfes intestindlni bariéru a vysokou miru hepatdlni trans-  nahrazen 6-chlortakrinem, ktery vice inhibuje AChE
formace. Po i. m. aplikaci na mySich dosdhl maxima  (IC, = 8,32 nM)* .
plazmatické koncentrace za 15 minut a snadno pro- Na prikopnickou studii s bis-7-takrinem navazaly dal-

stoupil hematoencefalickou bariérou®”. Bis-7-takrin  §i préace, ve kterych dochézi k pozvolnému piechodu
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Obr. 7. Bis-7-takrin — proni dudlni inhibitor AChE pripraveny
v roce 1996

N

S

H3C-._0 =
/N

n(H,C (CHz)n
9 ( 2 )\ / 2

N

B> X

<
N

n=45

Obr. 9. Zdvojené derivaty 7-MEOTA premosténé dvéma alky-
lovymi retézci

Obr. 10. Nejucinnéjsi sloucenina ze série takrin-donepezilo-
vych hybridi

k takrinovym heterodimeraim*—". Donepezil-takriny
(10) byly publikovany D. Alonsem v roce 2005%. Tyto
hybridy se li§i délkou spojovaciho fetézce, nasycenosti
takrinového kruhu i charakterem spojovaci funkéni sku-
piny (obr. 10). Nejlepsi vysledek v této sérii vykdzala
sloucenina s akridinovym zdkladem pfipojend
k donepezilové ¢asti (prezentované ftalimidem) pfes osm
methylenovych skupin.

Dalsi skupinou jsou heterodimery takrinu s huper-
zinem, které byly pfipraveny jiZ v roce 1999, a navazaly
tak na uspé$nou sérii huprintt (11, hybridni slouceniny
takrinu s huperzinem). Huperzin (obr. 11) je pfirodni lat-
ka izolovand z plavuné Huperzia serrata, Kterd se ode-
ddvna vyuZiva v ¢inském lidovém léCitelstvi. V nékte-
rych oblastech svéta dosahla jiz klinické praxe (zejména
v asijskych statech), ve zbytku svéta se nachdzi ve druhé
fazi klinického testovani. Svou pozornost pfitahuje diky
mnohocetnym pfiznivym vliviim na organismus — pUso-

Obr. 8. Prostorovd orientace bis-7-takrinu v AChE z Torpedo californica (PDB code: 2ckm) a vyznamné interakce
s aminokyselinovymi rezidui. Latka piisobi v perifernim anionickém misté (Trp279, Tyr70) i katalytické éasti enzymu (Trp84,
Trp432) a svou délkou mezi obéma takrinovymi ¢édastmi ddvd latce charakter dudlniho inhibitoru. Vzddlenost je uddvdna
v angstromech (A). Obrdzek byl vytvoren pomoci PyMol viewer (v. 1.3.)%%.
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takrin-huperziny

Obr. 11. Takrin-huperzinové derivdty a hupriny

HaC.
80 NH,
OH N
HO SN v
N
o]

takrin

kyselina ferulvoa

13:

n=223,4,528

takrin-kyselina ferulova heterodimery

Obr. 12. Heterodimery takrin-ferulové kyseliny jako silné antioxidanty

a dudlni inhibitory v terapii AD

NURRET

agregacné apod. V sérii takrin-huperzint
(12) vSechna nova analoga pfedcila ve své
aktivit¢ pfedlohovou strukturu huperzinu
A na AChE a doséhla inhibi¢nich koncentra-
ci v fadu nM. Nejicinnéjsi sloucenina méla
ve spojovacim fetézci 10 methylenovych
skupin®?.

Jind série sloucenin je predstavovédna
heterodimery na bézi takrin-ferulové kyseli-
ny (obr. 12) (13). Spojeni takrinu v tomto
pfipad¢ prineslo nejen ocekdvané zvySeni
inhibi¢niho potencidlu va¢i ChE, ale
i zavedeni vyraznych antioxida¢nich schop-
nosti (dano vlastnostmi kyseliny ferulové)
a AP antiagregacni schopnosti vyplyvajici
z dudlni inhibice AChE>*-%®. Nejvyssi anti-
AChE aktivitu projevila molekula s péti
uhliky ve spojovacim fetézci, kterd vice nez
desetkrat piekonala takrin v jeho uc¢innosti
na AChE (IC, = 4,4 nM). O jednu methyle-
novou skupinu vys§i homolog byl déle stu-
dovan z hlediska pfechodu pfes hematoence-
falickou bariéru (HEB). Tento derivat
zmirfiuje skopolaminem navozenou paméto-
vou dysfunkci, z ¢ehoz Ize predpokladat pro-
stup létek této série pres HEB>”.

Dalsi zajimavou skupinou jsou takrin-
melatoninové heterodimery (obr. 13) (14)%.
V pribéhu AD ubyvaji antioxidacni schop-
nosti celého organismu, a nervovy systém je
tak ndchylny k neurodegeneraci®”. Soucasny
vyzkum odhalil dileZitou Gcast hormonu
melatoninu v antioxida¢nich pochodech
v prubéhu AD. Jednd se o epifyzarni hor-
mon, jehoZ hladina s progresi onemocnéni
klesa®®. Melatonin rovnéz stimuluje endo-
genni antioxidativni enzymy, zlepSuje ener-
getickou bilanci mitochondrii, snizuje miru
hyperfosforylace a ma neuroprotektivni
vlastnosti anti-agregatnim plsobenim proti
AB®Y. V ptipravené sérii je fada molekul
s dudlnim mechanismem ucinku na AChE
(efektivni sub-nM koncentrace), vSechny
shodné vykazaly silné antioxida¢ni vlastnos-
ti a AP antiagrega¢ni schopnosti. Na zakladé
testli umélé semipermeabilni membrany pro-
chézi pfevazna vétSina takrin-melaninovych
analog pfes HEB®.
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Obr. 13. Obecna struktura takrin-melatoninovych inhibitori (14, vlevo) a nejucdinnéjsi latky z této série (vpravo)
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Obr. 14. Designouvd strategie takrin-karvedilol heterodimerii
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Obr. 15. Latky s nejlepsim profilem v sérii takrin-NO donori
Karvedilol je latkou pouZivanou k hypertenzni 16¢bé.

Kromé toho disponuje i neuroprotektivnimi vlastnostmi
dané slabou afinitou k NMDA receptorim®. Kombina-

I
=

IC,, (AChE) = 5.6 nM
IC,, (BChE) = 9.9 nM

ce karbazolové Casti karvedilolu s 6-chlortakrinem dala
vznik tzv. karvedilol-takrinové (15) skupiné sloucenin
(obr. 14). VSechny pripravené latky z této série inhibuji
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Obr. 16. Takrin-gallaminovad série (17), pro ilustraci je zobrazena i struktura samotného gallaminu
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Obr. 17. Takrin-donepezilova rada (18). Nejuyssi afinitu
k AChE demonstroval derivit s dvéma methylenovymi miistky
(n =2) a kyslikovym atomem v indanové édsti.

propidium dijodid

Obr. 18. Derivaty propidia s 6-chlortakrinem

selektivné¢ AChE, nejvétsi potencidl demonstrovala
molekula s péti methylenovymi mistky ve spojovacim
fet€zci (IC, = 1,54 nM). Tyto slouCeniny rovnéZ inhibu-
ji agregaci AP, a to jak indukovanou AChE, tak
i autoagregac¢nimi pochody tohoto proteinu. Za zminku
stoji 1 antioxida¢ni plisobeni a jiZ vySe uvedené antago-
nistické ptasobeni na NMDA receptory®?.

Oxid dusnaty (NO) ma dutleZitou fyziologickou funkci
v CNS, kde plsobi jako medidtor v imunitnim systému,
vazomotorice i neurotransmisi®®. P¥i naruseni jeho rovnova-
hy v organismu v priibéhu AD hovofime o tzv. nitrooxida-
tivnim stresu. V roce 2008 byla pfipravena série takrin-NO
donort (obr. 15). Chemicky se jedna o skupinu esterti kyse-
liny dusi¢né, které po aktivaci v organismu uvoliiuji NO.
VSechny testované latky této fady prokédzaly siln&jsi inhi-
bi¢ni plsobeni na oba cholinesterasové enzymy oproti
takrinu. Pfi dalSich studiich se ukézalo, Ze zmirtiuji skopo-
laminem navozené poruchy paméti, nezatéZuji jaterni meta-

Cl

20:

R
propidium-takrin hybridy

7-19.2 nM
218 - 1931 nM

IC,, (AChE) =
IC,, (BChE) =
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21:

n=4,57,9
Obr. 19. Takrin-niacinové derivdty

bolismus a interaguji dudlné s AChE®®. Latky s nejleps$imi
hodnotami IC, jsou vyznaceny na obrazku 15 (16a, 16b).

Design dalsi série molekul vzeSel ze spojeni gallami-
nu, typického alosterického modulatoru M, receptort,
s takrinem (obr. 16) (17). Gallamin je rovnéZz schopny
inhibovat AChE v jeji periferni anionické ¢asti. VSechny
derivaty ukazaly inhibi¢ni potencidl v fddu nM koncent-
raci i vyssi alosterickou afinitu k M, receptorim neZz
standardy takrin a gallamin®”.

Zaménou benzylové Casti ve struktufe donepezilu
takrinem vznikly takrin-donepezily (obr. 17) (18). Done-
pezil se vaze na periferii AChE, zatimco takrin je inhibi-
tor aktivniho mista. Nové slouCeniny tak ziskaly dudlni
mechanismus u¢inku a vysokou selektivitu k AChE. Tato
série molekul si zachovava vétSinu z donepezilové ske-
letu (ta je prezentovdna 5,6-dimethoxy-2-[(4-piperidi-
nyl)methyl]-1-indanonem). U novych heterodimeri byla
rovnéZ pozitivné hodnocena schopnost inhibovat tvorbu
AP fibril indukovanou AChE®.

Propididum dijodid (propidium, 19) je prototypem
periferniho inhibitoru AChE (obr. 18). Jeho struktura
zahrnuje kvartérni amoniovou funkci a aromatickou ¢ést
a obé z nich mohou interagovat na periferii AChE pomo-
ci kation-r a m-m interakci. Spojeni propidia, resp. jeho
derivitu 5-fenylpyrano[3,2-c]chinolinu, s 6-chlortakri-
nem (20) pfineslo zvySeni inhibi¢ni G¢innosti, pomérné
vysokou selektivitu k AChE, zabranéni formovani A
fibril indukovanych AChE a pM aZ nM efektivni kon-
centrace vici B-sekretase (obr. 18). Cela série byla sle-
dovana z hlediska prostupu HEB metodou umélé semi-
permeabilni membrany, pfi¢emZ shodné u vSech latek
byla zaznamenana pozitivni korelace .

V posledni dobé se objevuji nové prace poukazujici na
souvislost mezi AD a insuficienci nékterych vitamint,
zejména vitamina fady B’?. Jednim z nich je niacin (vita-
min B,), u kterého byla provddéna rozsédhla klinickd stu-
die v souvislosti s demenci typu AD. Studie naznacila
mozny protektivni vliv niacinu v rozvoji AD nebo jiného
typu demence’". V ndvaznosti na tyto poznatky byla pii-
pravena série takrin-niacinovych derivatd Szymanski et
al. (obr. 19) (21). U nich se opét predpokladd dudlni
plisobeni na AChE. Slouceniny byly dosud testoviny
pouze na své cholinergni vlastnosti, Zadna z nich vSak
nepfekonala aktivitu takrinu pro obé testované ChE. Je
v8ak potfeba fici, Ze zatim se jednd o neucelenou sérii
molekul s ohledem na délku spojovaciho fetézce’.

Jednou z nejnovéjSich a zaroven nejvice prostudova-

/

niacin

nych sérii sloucenin z hlediska preklinické-
ho testovéni je skupina heterodimert vzni-
kla spojenim takrinu nebo 6-chlortakrinu
s huprinem Y (22, derivat huperzinu
a takrinu) (obr. 20). Takrin-hupriny blokuji
aktivni i periferni misto AChE, prakticky
zcela zamezuji agregaci AP, a to pfimym
vlivem na tento peptid nebo skrze inhibici
periferniho mista AChE. Pasobi také inhi-
bi¢né vuci B-sekretase a na zdkladé modelu
umélé membrany (PAMPA-BBB test) pro-
stupuji snadno hematoencefalickou barié-

OH

rou’,
V ndvaznosti na vySe uvedenou sérii thi-
omocovinovych resp. mocovinovych

monotakrind (viz obr. 3), které vykazaly zajimavou miru
selektivity k AChE, byla pfipravena série dudln€ plisobi-
cich heterodimerti takrinu obsahujici piperazinovy frag-
ment ve spojovaci Casti fetézce. Piperazin byl zvolen
jako zéstupce amini s Sirokym biologickym tc¢inkem, ke
kterému je z jedné strany pfipojena terciarni amino sku-
pina a ze strany druhé takrinovy skelet (obr. 21). Inter-
akce s obéma Castmi AChE byla nésledné potvrzena
metodami in silico. VSechny pfipravené slouceniny pre-
vySily inhibi¢ni potenciél srovnivacich standardd takri-
nu a 7-MEOTA pro AChE, efektivni koncentrace takrinu
pro BChE nebyla pfekrocena. Zajimavym se profiloval
zejména analog 21i (s pfipojenym takrinem k piperazinu
pfes amidicky mistek), ktery in vitro vykéazal vysokou
miru selektivity vii¢i AChE (obr. 21)™.

Zavér

Inhibitory cholinesteras maji v sou¢asné dobé¢ nejrozsi-
fenéjSi zastoupeni v terapii AD. Nejvice probddanou
a dale intenzivné zkoumanou skupinu pfedstavuji inhibi-
tory cholinesteras na bazi takrinu. Pro zvySeni u¢innosti
vii¢i AChE byva takrin ¢asto zamélovan za 6-chlortakrin,

R N

-~
T

H/NH

22:
Kr X
HN
= (CH,); N-CH_; (CH,)2; (CH),;
R H, CL

Obr. 20. Takrin-hupriny
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21: 21i:
e 27
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a: X = CO(CH,),; R"R? = piperidin-1-yl i: IC50 (AChE) = 4.49 nM; ICsq (BChE) = 1520 nM
b: X = CO(CH,),; R"'R? = methylcyklohexylamino S| (ICs5(BChE)/ICso(AChE)) = 338.5
c: X = CO(CH,),; R"'R? = ethylcyklohexylamino
d: X = CO(CH,),; R""R? = methylphenylamino
e: X = (CH,)s; R"'R? = piperidin-1-yl
f: X = (CH,)3; R""R? = methylcyklohexylamino
g: X = (CH,)3; R"'R? = ethylcyklohexylamino
h: X = (CHy)3; R""R? = methylphenylamino
Obr. 21. Takrin-piperazinovd série
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