Mil. Med. Sci. Lett. (Voj. Zdrav. Listy) 2018, 87(1), 34-44
M|M| S| L

Military Medical DOI: 10.31482/mmsl.2018.006
Science Letters

PREHLEDOVY CLANEK / REVIEW ARTICLE

PROKOGNITIVNI POTENCIAL BIS(7)-TAKRINU

JAKO ZVAZOVANEHO TERAPEUTIKA
NEURODEGENERATIVNICH ONEMOCNENI
PRO-COGNITIVE EFFECT OF BIS(7)-TACRINE AS POTENTIAL
THERAPEUTIC AGENT AGAINST NEURODEGENERATIVE
DISORDERS

Jan Korabe¢ny !

! Katedra toxikologie a vojenské farmacie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany, Tfebesska 1575,
500 02, Hradec Kralové, Ceské republika

2 Centrum biomedicinského vyzkumu, Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové,
Ceska republika

Prijato 1. tinora 2018.
Zrevidovano 8. unora 2018.
Zvetejnéno 9. biezna 2018.

Souhrn

Na zakladé poznatkt ziskanych z krystalografie acetylcholinesterasy (AChE) byly koncipovany nové homo-
1 heterodimerni molekuly, které jsou schopné vazat se do obou anionickych mist enzymu a tim nejen zvysit
svtj inhibic¢ni potencial, ale i soucasné ovliviovat dalsi patologické mechanismy AD. Prikopnickou molekulou
se v tomto ohledu stal bis(7)-takrin, ktery vznikl zdvojenim takrinu ptes alifaticky mustek o délce sedmi
uhlikovych atomi. Bis(7)-takrin je zajimavou multipotentni slouc¢eninou, ktera je schopna ovliviiovat fadu
receptorovych i enzymovych systémt za podminek in vitro i in vivo. Stal se rovnéz piedlohovou strukturou
pro celou fadu novych sloucenin s dal$imi pozitivnimi vlastnostmi, které jsou relevantni pro terapii AD.
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Summary

The acetylcholinesterase (AChE) structure elucidation has significantly contributed to the development
of both novel homo- and heterodimer molecules that are capable of simultaneous binding to both anionic sites
of the enzyme. This mostly resulted into improved AChE inhibition potency concurrently affecting other
pathological hallmarks of the disease. In this regard, bis(7)-tacrine can be considered as the pioneering molecule.
It consists of two tacrine moieties connected via alkylene tether of seven carbon atoms. In in vitro and in vivo,
bis(7)-tacrine revealed interesting multipotent profile capable to affect several enzymes and receptors which
are implicated in the pathogenesis of AD. It also became a key structural template in the development of other
more potent compounds intended for the therapy of neurodegenerative disorders.
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Uvod

Roku 1991 byla poprvé objasnéna krystalograficka struktura acetylcholinesterasy (AChE, E.C. 3.1.1.7)
védeckou skupinou okolo Sussmana a Silmana.(1) Tento unikatni enzym, ktery terminuje pienos vzruchu
na synapsich hydrolyzou neuromediatoru acetylcholinu (ACh), pracuje s velkou specifitou a rychlosti.(2) To, co
pfedchazelo tomuto objevu byly pouze netplné informace, které poukazovaly naptiklad na toxicitu nervove
paralytickych latek, moznost ovlivnéni nékterych nemoci jako je 1é¢ba glaukomu, myasthenia gravis nebo
Alzheimerovy demence (AD).(3,4) Kinetické studie provadéné s timto enzymem odhalily existenci dvou mist
oznacovanych jako esteratické a anionické misto, které dohromady tvorii aktivni ¢ast enzymu souhrnné oznacovanou
jako vazebné misto pro cholin.(5) Kromé pfitomnosti téchto dvou mist existuje rovnéz dalsi, tzv. periferni anionické
misto.(6) Tato ¢ast enzymu urCuje vyhradné substratovou specifitu.

Centralni kognitivni deficit u pacienti s AD uzce koreluje s mirou kognitivniho naruseni.(7) Strategii pro [écbu
tohoto onemocnéni je posileni cholinergni transmise.(8) Toho je v zasadé mozné docilit nékolika zpusoby,
nejprinosnéjsi z nich a farmakologicky vyuzivany vsak dodnes zlistava pouze tzv. nepfima cesta, tj. inhibice AChE,
ktera byla prvné studovana s vyuzitim fyzostigminu (Obr. 1).(9) Po ném nasledoval dalsi reversibilni inhibitor,
takrin (Obr. 1).(10) I pfes velice kontroverzni zavéry klinickych studii byl takrin nasledné zaveden na trh jako prvni
1é¢ivo k uzivani u pacienti s AD.(11) Takrin neni zcela efektivni u vSech pacienti s AD. Jeho uzivani je velice
casto doprovazeno zavaznymi nezddoucimi ucinky jako jsou hepatotoxicita a gastrointestinalni dyskomfort.
S ohledem na poskozovani jaterniho endotelu bylo nezbytné provadét sledovani hladin jaternich enzymu v krvi
(alaninaminotransferasa, aspartataminotransferasa).(12) Ackoliv bylo uzivani takrinu zastaveno v roce 1996 a k jeho
uplnému stazeni z trhu doslo v roce 2013, stale piedstavuje zakladni stavebni kdimen v oblasti medicinalni chemie
pro vyvoj novych 1é¢iv cilenych na neurodegenerativni onemocnéni.(13—15) VéEtsina soucasné provadénych studii
si klade za cil vytvofit zejména netoxické a vice potentni derivaty odvozené od takrinu. Existuje cela fada piistupt
jak tohoto docilit, nejcastéji aplikovanou a Siroce akceptovanou metodikou je vyvoj hybridnich sloucenin, které
jsou schopné ovlivnit vice patologickych mechanisml onemocnéni najednou.(16,17) Jednu z takto definovanych
sloucenin ptedstavuje bis(7)-takrin (Obr. 1), ktery je homodimerem odvozenym od takrinu.(18) Jeho unikatnost
vychazi z designu kombinujici pfedstavy o tzv. dudlnich inhibitorech AChE, tj. slou¢enin schopnych soucasné
interagovat s obéma anionickymi misty AChE a tim stupfiovat inhibi¢ni potencial vici AChE a soucasné udélit
noveé vzniklé slouceniné nemoc-modifikujici vlastnosti.(19) Zejména druhd aktivita je hodné skloiiovana
s ptihlédnutim k faktu, kdy AChE byla nalezena v senilnich placich amyloidu beta (AB).(20) V této souvislosti se
hovofi o tzv. necholinergni roli AChE, kdy tento enzym interaguje s AP a podnécuje jeho fibrilizaci
do komplexngjsich ttvar.(21) Cely tento proces je zprostiedkovan hydrofobnim prostiedim periferniho
anionického mista enzymu. S timto ohledem stoupnul vyznam dualnich nebo selektivné puisobicich inhibitord v této
casti AChE.(16)

Predkladana prace sumarizuje poznatky z in vitro a in vivo oblasti pro bis(7)-takrin. Rovnéz jsou nastinény
dalsi trendy sméfovani vyvoje novych léCiv pro neurodegenerativni onemocnéni, které byly inspirovany

bis(7)-takrinem.
NH, H y

bis(7)-takrin

fyzostigmin takrin

Obrazek 1. Struktury inhibitort AChE — fyzostigminu, takrinu a bis(7)-takrinu.
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Bis(7)-takrin a jeho derivaty

Bis(7)-takrin se profiloval jako vysoce selektivni inhibitor AChE pfevysujici témét 1500% aktivitu takrinu
(takrin AChE ICs, = 590 nM; bis(7)-takrin AChE ICs, = 0,4 nM).(18) S pfihlédnutim ke specifité interakci s AChE
a odlisnosti od dalsi, pfibuzné cholinesterasy, butyrylcholinesterasy (BChE, E.C. 3.1.1.8), byla navic vyrazné
potencovana selektivita bis(7)-takrin vi¢i AChE a to témét 1000x. Takrin je v tomto ohledu spisSe selektivnim
inhibitorem BChE (takrin BChE IC;, = 44 nM; bis(7)-takrin AChE IC, = 390 nM). Zajimavosti rovnéz ziistava
poznatek o délce linkeru mezi obéma takrinovymi ¢astmi. Zatimco fragmenty krat$i nez sedm methylenovych
mustkl nebyly zprvu studovany, slouceniny obsahujici linker C8 a delsi vykazovaly s nartstajici délkou slabsi
inhibiéni potencial vi¢i AChE. Na druhou stranu byla mirné navySovana aktivita vi¢i BChE az do C9 s naslednou
sestupnou tendenci (Tabulka 1). Sledovani vztahu mezi strukturou a i¢inkem pro AChE tzce koreluje s poznatky
o struktufe aktivniho mista, kdy vzdalenost mezi obéma anionickymi ¢astmi enzymu je okolo 20 A.(22) Tato
vzdalenost odpovida prave délce fetézce o sedmi uhlicich spojujici obé takrinové podjednotky. V navazujici studii
byl rovnéz sledovan efekt takrinovych homodimert s kratSimi alkylovymi fetézci.(23) Vysledky rovnéz jednoznacné
poukazaly na nejvyssi ucinnosti v piipadé bis(7)-takrinu. Data pro dalsi derivaty jsou uvedena v Tabulce 1. Kromé
toho byla délana fada dalSich derivatd, které sledovaly strukturné-aktivitni rysy v ptipadé zmény na aromatické
¢asti jednoho nebo obou takrinovych fragmentt, dale velikost cykloalkylové ¢asti takrinu, to vS§e v kontrastu
s délkou spojovaciho linkeru. Za zminku stoji zejména obména takrinu za vice G¢inny 6-chlortakrin nebo naopak
mén¢ ucinny, ale netoxicky 7-methoxytakrin.(24-26)

Tabulka 1. Hodnoty ICs, pro AChE/BChE a selektivity pro AChE u takrinu a od néj odvozenych homodimert.

sloucenina 1C5y AChE (nM)* IC5) BChE (nM)? selektivita pro AChE"
takrin 590 44 0,1
bis(2)-takrin 711 102 0,14
bis(3)-takrin 254 152 0,6
bis(4)-takrin 157 252 1,6
bis(5)-takrin 28 329 11,7
bis(6)-takrin 3.8 119 31,6
bis(7)-takrin 0,4 390 980
bis(8)-takrin 0,66 340 520
bis(9)-takrin 0,77 190 250
bis(10)-takrin 3,1 440 140

* pouzity enzymy izolované z laboratorniho potkana; ® po¢itano jako ICs, BChE/ IC5, AChE

Krystalograficka struktura AChE z parejnoka kalifornského (Torpedo californica) s bis(7)-takrinem, ktera byla
objasnéna roku 2006 korelovala s ptivodnimi predstavami o vazbé ligandu do aktivniho mista AChE.(27)
Bis(7)-takrin je obklopen paralelné Trp84 a Phe330 ve své proximalni takrinové Casti, kde se na jeho lokalizaci
podili zejména n-m/kation-m interakce. Podobné je tomu i v perifernim anionickém misté, kde distalni takrinova
jednotka celi Tyr70 a Trp279 (Obr. 2). V ramci studie byly jesté provedeny testy s bis(5)-takrinem, tedy takrinovym
homodimerem spojenym pomoci pétiuhlikatého linkeru, které poukazaly na nizsi afinitu tohoto ligandu vi¢i AChE.

Nrxe

kde ¢asteéné vymizelo ,,sendvicové™ usporadani distalni takrinové jednotky mezi Trp279 a Tyr70.

Zajimavé vysledky zejména s ohledem selektivniho charakteru inhibice AChE inspirovaly dalsi svétové védecké
skupiny k vyvoji novych derivati odvozenych od bis(7)takrinu. Z nich 1ze vypichnout zejména cystamin-takrinovy
homodimer 1 (Obr. 3).(28,29) Tato sloucenina je v porovnani s bis(7)-takrinem mén¢ cytotoxicka (stanoveno
na SH-SYS5Y bunééné linii), rovnéz inhibuje AChE i BChE (AChE ICy, = 5,04 nM; BChE ICy, = 4,23 nM),
zabrafnuje samovolné agregaci AP (bis(7)-takrin ICy, autoagregace A = 8,4 uM; 1 1Cy, autoagregace A = 24,2 uM)
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Trp84

Obrazek 2. Krystalograficka struktura bis(7)-takrinu v AChE z parejnoka kalifornského (PDB ID: 2CKM).(27) Bis(7)-takrin
je ilustrovan modie, aminokyselinova residua vazajici ligand zelené a katalyticka triada enzymu zluté. Obrazek byl vytvoren
pomoci softwaru PyMol Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.

a ovlivituje AChE-indukovanou agregaci A (bis(7)-takrin AChE-indukovana agregace = 68,0 %; 1 AChE-induko-
vana agregace = 52,6 %). Z dalSich ptiznivych vlastnosti 1 Ize jmenovat cytoprotektivni potencial stanoveny
na SH-SYS5Y bunécné linii vii€i peroxidu vodiku, schopnost snizovat intracelularni hladiny reaktivnich forem
kysliku a inhibice anti-apoptickych proteinovych kinas (ERK1/2 a Akt). Jiné bis(7)-takrinové derivaty vyuzivaly
ve spojovacim fetézci polyethylenglykolovy fragment riizné délky nebo diamidy. Pfitomnost takovych fragmentt
zajiStovala chelatac¢ni G¢inek vaci nékterym prvkim (napf. zelezo, méd), jejichz kumulace byla prokazana
napf. v amyloidnich placich u pacienti s AD, kde se piimo podili na stabilité takto zformovanych plakt. Ptikladem
takovéto multipotentni slouceniny s chelata¢nimi vlastnostmi je 2 (Obr. 3).(30,31) Zavedenim aromatického
substituentu do linkerové casti naopak vyustilo v silny anti-amyloidni efekt (pfima interakce s Af nebo nepiima
inhibice kumulace A pomoci AChE-indukované agregace AP), ktery je dobie pozorovatelny na slouceniné 3.
Mimo jiné byla rovnéz potencovana inhibi¢ni aktivita vi¢i BACE-1.(32)
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Obrazek 3. Bis(7)-takrinové derivaty s vystupniovanymi antioxidacnimi (1), Cu/Fe chelata¢nimi (2) a anti-amyloidnimi (3)
vlastnostmi.
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In vitro studie s bis(7)-takrinem

Bis(7)-takrinu byl sledovan pro sviij protektivni potencial na bunécné linii odvozené z feochromocytomu diené
nadledvin laboratorniho potkana (PC12).(33) Poskozeni bun¢k bylo navozeno pomoci peroxidu vodiku. Vysledky
stanoveni jasné prokazaly, Ze bis(7)-takrin snizoval cytotoxicitu navozenou peroxidem vodiku a to vyrazné ucinngji
nez samotny takrin.

V nasledujicich in vitro experimentech bylo sledovano, zda je efekt bis(7)-takrinu zprostitedkovan pouze inhibici
AChE nebo zda se na jeho efektu podili nékteré dalsi systémy. Za timto ucelem byla prvné testovana moznost
ovlivnéni GABA, receptorti.(34,35) Pozitivni alosterickda modulace téchto receptorti mize snizit vyplavovani
neuromediatoru ACh v riznych ¢astech mozku.(36) Na tomto zakladé mize byt dosazeno nootropniho efektu cestou
antagonizovani GABA , receptori. Na zakladé receptorové vazebné studie byl bis(7)-takrin shledan kompetitivnim
antagonistou GABA , receptort, ktery vykazoval 18x siln€jsi vazbu nez samotny takrin (bis(7)-takrin Ki =6 uM).
Z vysledki pozorovani tak lze usuzovat, ze efekt bis(7)-takrinu je vysledkem synergniho plsobenti, tj. inhibice
ACHhE a antagonismem GABA, receptortl. Jiné stanoveni porovnavalo afinitu riznych takrinovych homodimert
k GABA, receptorum.(41) Vysledky pozorovani ukazaly, ze kratsi fragmenty maji vyssi antagonisticky potencial
k témto receptorim, pii¢emz nejucinnéjsi byl bis(2)-takrin.

Za zminku rovnéz stoji pozitivni u€inek bis(7)-takrinu na modelu ischemie.(37-39) V rdmci této studie byl
bis(7)-takrin aplikovan v davkach 1-10 nM. Astrocyty byly zvoleny jako vhodny typ bunécné linie pro tento
experiment. Z vysledkt analyz vyplyva protektivni charakter bis(7)-takrinu na modelu ischemie, ktery mtze byt
prinosnym napf. pii [écbé vaskularni demence.(40)

Dalsim zjisténym mechanismem tGcinku bylo, ze takrin stejn€ jako bis(7)-takrin ovliviiuji spontdnni synaptickou
aktivitu nikotinovych receptorti.(42) Obdobny trend v afinité na dany cil, ktery byl pozorovan u GABA , receptort
lze vypozorovat i v tomto ptipadé, kdy bis(7)-takrin vykazal 100x-1000% vyssi afinitu k tomuto receptoru oproti
takrinu. Zajimavosti je, ze pfesny mechanismus se u obou derivati lisil. Zatimco bis(7)-takrin se vazal na nikotinovy
receptor v poméru 1:1, neovliviioval soucasné vaznost a-bungarotoxinu, selektivné se vaziciho ligandu na tento
receptor, na rozdil od takrinu. Ze zavéru studie je mozné rovnéz vycist, ze vazba bis(7)-takrinu na nikotinovy
receptor se pomalu disociuje, u takrinu dochazi k rychlému odlouceni z vazby. V obou pfipadech se vSak jedna
o antagonisticky efekt.

Jinym receptorovym systémem, ktery byl studovan v souvislosti s komplexnim G¢inkem bis(7)-takrinu byl
serotoninovy receptor 5-HT;.(43) Proces uceni a pamatovani je slozity a komplexni d¢j, na kterém se podili cela
fada neurotransmiterti a receptort. Jednim z nich je rovnéz 5-HT; receptor, jehoz inhibice vede k presynaptickému
uvoliovani ACh a tim padem ke zlepSeni pamétovych funkei. Tyto experimenty s bis(7)-takrinem byly provadény
na trigeminalnich ganglionovych neuronech a poukézaly na kompetitivni charakter inhibice 5-HTj; receptort. Tento
efekt, kromé zminéné inhibice AChE, mize rovnéz vyrazné pfispivat k pochopeni anti-alzheimerovského profilu
bis(7)-takrinu.

Glutamatem indukovana excitotoxicita tvofi jednu z patofyziologickych hypotéz AD.(44) Na této teorii stavi
uzivani memantinu, tedy kompetitivniho antagonisty NMDA receptori.(45,46) Nékteré studie s inhibitory AChE
rovnéz poukazaly, Ze zlepSeni kognitivnich funkci nemusi byt u nich nutné mediovano pouze inhibici AChE,
ale 1 ovlivnénim NMDA receptort.(47) Na zakladé téchto informaci byl zkouman vliv bis(7)-takrinu a donepezilu
na NMDA receptory.(48—51) Studie byla vykonana na cerebralnich granularnich neuronech, kde bylo pozorovano,
ze aplikace 75 uM glutamatu méla za nasledek bunécnou apoptoézu. Soucasna koaplikace bis(7)-takrinu v davkach
od 0,1 az do 1 uM vyrazné zabranovala apoptdze. Efekt byl davkové i1 ¢asové zavisly. Donepezil dokonce ani pii
nejvyssich davkach (1 uM) nemél proti-apopticky efekt. Studie dale ukazala, ze protekce bis(7)-takrinu neni
zprostfedkovana cestou cholinergni transmise, naopak je dle vSeho podporovana inhibici extracelularni signalné-
regulacni kinasy (ERK1/2) a p38 mitogen-aktivované protein kinasy (MAPK), které shodné reguluji apoptozu
indukovanou pravé glutamatem.(52,53) Bis(7)-takrin pfimo inhibuje NR1/NR2B podjednotku NMDA receptoru.
Tato inhibice ma pomaly nastup, je nekompetitivni a napét'ove zavisla.(54) Bis(7)-takrin mechanisticky reguluje hladiny
intracelularniho vapniku vazbou na NMDA receptory ve vazebném misté pro MK-801.(55,56) Vazba bis(7)-takrinu
na NMDA receptory je zavisla na pH, nejvétsiho terapeutického efektu bylo docileno v kyselé oblasti hodnot pH.(57)
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Zvysena produkce oxidu dusnatého (NO) je spjata s fadou patofyziologickych pochodti. Mimo jiné pfispiva
k neurotoxicité AP, glutamatu a L-argininu.(58,59) Cely proces je bludnym kruhem, kdy nadmérné hladiny
glutamatu zapficinuji aktivaci syntasy produkujici NO. Snizeni produkce NO nepfimo, tj. inhibici této syntasy,
je tak dalsi moznou strategii k navyseni protektivniho potencialu exponovanych neuronti.(60) V ramci dalsi studie
bylo sledovano pravé mozné ovlivnéni syntasy produkujici NO bis(7)-takrinem.(61) V modelu kortikalnich
bunéénych linii bis(7)-takrin nejenze potlacoval glutamatem navozenou aktivaci syntasy produkujici NO, ale byl
schopen i pfimé inhibice tohoto enzymu.(62)

Sestidenni in vitro studie na priméarni, kortikalni bunééné linii odhalila dalsi pozitivni atributy bis(7)-takrinu
pro 1é¢bu neurodogenerativnich onemocnéni.(63) Piedné byl bis(7)-takrin schopen ochranit tyto bunééné linie
piimo proti cytotoxickému vlivu AB,,, dale zmiriioval pfiznaky apoptoézy navozené Af,, a v neposledni fadé
blokoval L-typ vapnikového kandlu, ¢imz opét nepiimo snizoval toxicitu AfB,,. Podobny neuroprotektivni efekt byl
diive objeven u selektivniho blokatoru vapnikového kandlu nimodipinu.(64) Dle dalSich pozorovani
je pravdépodobné, ze bis(7)-takrin je schopen rovnéz inhibovat draselné kanaly a tim snizovat jejich nadmérnou
stimulaci, ktera je rovnéz pozorovatelna u pacientd s AD.(65-67)

Dalsi studie ukazuji na pfimé zapojeni bis(7)-takrinu do amyloidni kaskady. Snizovani produkce A je v tomto
ptipadé docileno dvéma mechanismy a to inhibici beta sekretasy (BACE-1), enzymu, ktery je zapojen do tvorby
AP v tzv. amyloidni cesté zpracovani amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), a rovnéz aktivaci tzv. a-cesty,
ktera zpracovava APP za vzniku netoxickych fragmenti AB.(68) Aktivace a-cesty je ziejmé zprostiedkovana pies
proteinovou kinasu C (PKC).(69)

In vivo studie s bis(7)-takrinem

Efekt bis(7)-takrinu za in vivo podminek byl studovan v tzv. skopolaminové studii s dospélymi potkany
s vyuzitim behavioralnich test v Morrisové vodnim bludisti.(70) Bis(7)-takrin byl porovnavan s parentnim
takrinem. Skopolamin je znamym alkaloidem schopnym navodit docasné ztratu paméti doprovazenou cetnymi
kognitivnimi dysfunkcemi.(71) Ug€inek skopolaminu je zprostfedkovan antagonizovanim muskarinovych
receptorti. V podminkach pétidenniho testovani in vivo byly ob¢ slouc¢eniny aplikovany intraperitonealné (i.p.)
nebo intragastricky (i.g.). Vysledek aplikace obou sloucenin jednoznac¢né poukazal na mirnéni ptfiznakl
navozenych skopolaminem, pficemz efekt bis(7)-takrinu se projevoval jiz pti 24x niz8ich davkach v porovnani s
takrinem a to bez rozdilu cesty aplikace. Pfi stanoveni anti-AChE aktivity in vivo byla zjisténa davkove zavisla
inhibice jak pro takrin, tak i jeho homodimer bis(7)-takrin.(72) Relativnim srovnanim tc¢inku vykazal bis(7)-takrin
10x vys$8i u¢innost v porovnani s takrinem. Vysledny efekt bis(7)-takrinu byl rovnéz nezavisly na zptisobu podani
(i.p. nebo i.g.) na rozdil od takrinu, ktery mél mensi dostupnost po peroralnim podani. Pfi ekvivalentnim podani
obou sloucenin byla sérova BChE inhibice mensi u bis(7)-takrinu, coz mize pfedznamenat vyrazné nizsi toxicky
profil v porovnani s takrinem. Toxicita bis(7)-takrinu vSak nebyla pfedmétem této studie. Obdobnych vysledkt
z behavioralni studie bylo dosazeno na mysich.(73) V jiné studii byl pouzit k navozeni amnézie cykloheximid,
ktery zastupoval skopolamin. Vysledky behavioralnich studii vSak byly obdobné jako v ptipadé podavani
skopolaminu, ale koaplikace cykloheximidu s bis(7)-takrinem vedla k potenciaci akutni toxicity obou
slouéenin.(74)

Obdobny in vivo experiment byl vykondn s aziridiniovou soli, AF64A, kterd neurotoxicky navozuje
cholinergni deficit podobny tomu, ktery je pozorovan u pacienti s AD.(75) AF64A byla aplikovana
intracerebroventrikularné. Zpisobila pokles aktivity cholinacetyltransferasy (ChAT), enzymu zodpovédného
za syntézu ACh de novo, 0 47% v hipokampu. Antidotni efekt bis(7)-takrinu byl pozorovan s vyuzitim Morrisova
vodniho bludisté.(76) Bis(7)-takrin prokazal davkové zavislé zmirnéni symptomu navozenych AF64A bez
pfimého ovlivnéni ChAT.

Behavioralni studie porovnavajici efektivitu bis(7)-takrinu ve vztahu ke kognitivnim funkcim byla provedena
na 17 dni a 30 dni starych mysich.(77) Davky byly odstupiiované od 1,25 do 10,0 umol/kg. Za pouziti pasivniho
testu vyhybani bylo vétsiho terapeutického potencidlu dosazeno v ptipadé 1écby skupiny starSich mysi. Efekt
bis(7)-takrinu byl vyraznéjsi nez u samotného takrinu. Vyssi davky (20,0 pumol/kg) byly doprovazeny motorickymi
dysfunkcemi a jaternim selhdvanim.
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Farmakokinetika bis(7)-takrinu po jednordzovém intravenéznim podani (i.v.; 0,3 mg/kg) laboratornim
potkantim vyustila v rychlou plasmatickou distribuci s maximem okolo 11. minuty. Eliminac¢ni polocas
bis(7)-takrinu byl 264 minut. Distribu¢ni objem byl spocitan na 1,42 1/kg, tato hodnota pfedpoklada distribuci
1é¢iva do extravaskularnich tkani.(78,79) Absorpce a metabolizace se staly predmétem dal$iho studia.
Permeabilita bis(7)-takrinu skrze umélou, lipidickou membranu byla téméf kompletni, zatimco absorpce pres
Caco-2 bunécné linie byla podstatné nizsi (az 56 % léciva neprostupovalo). Intestinalni perfuze bis(7)-takrinu
probéhla pouze z 10 %, pfes 90 % slouceniny nebylo adsorbovéano. Dle tohoto nélezu lze konstatovat,
ze bis(7)-takrin neni vhodny pro peroralni aplikaci. Bis(7)-takrin vykazal vysokou afinitu k plasmatickym
proteinim (99,9 %). Hydroxylace bis(7)-takrinu se jevi jako pravdépodobny mechanismus metabolizace tohoto
1é¢iva jaternimi mikrosomy.(80) Tato data jsou odrazem fyzikalné-chemickych vlastnosti bis(7)-takrinu,
zejména jeho vysoké lipofility (logP = 8,2). Za zminku stoji rovnéz mala rozpustnost ve vode (12,71 mg/ml).
Experimentaln€ byly rovnéz stanoveny hodnoty pK,, které jsou 8,70 a 10,66 coz koreluje s pfitomnosti dvou
ruznych dusikovych atomti v molekule.(81)

Ackoliv je bis(7)-takrin povazovan za bezpecnéjsi 1é¢ivo v porovnani s takrinem, jeho podavani je rovnéz
provazeno hepatotoxickym ptsobenim. Soucasna koaplikace hepatoprotektiva tak mize vyrazné ptispét k potlaceni
téchto nezadoucich efektl, které byly duvodem ke stazeni takrinu z trhu. Schisandrin B je pfedstavitelem
hepatoprotektivné plsobici slouceniny vyuzivané proti piisobeni raznych xenobiotik.(82) Jeho soucasné podavani
s takrinem nebo bis(7)-takrinem vyrazné¢ snizovalo jejich toxicky profil a navic schisandrin B pfispival k lepSim
kognitivnim projeviim v testu pasivniho vyhybani provadéném na mysich.(83)

Zavér

Bis(7)-takrin se stal prukopnickou molekulou zejména s ohledem zékladniho vyzkumu tzv. multipotentnich
slou€enin, které jsou schopné soucasné ovliviiovat mnoho patologickych mechanismi u neurodegenerativnich
onemocnéni soucasné.(84) Slibny potencial bis(7)-takrinu byl pozorovan za podminek in vitro v celé fad¢ studii.
Zde je ovsem potieba nahlizet na jeho pisobeni vici riznym enzymutim a receptoriim zcela kriticky, protoze dle
soucasnych kritérii bis(7)-tarkin spada mezi tzv. PAINS (Pan-Assay Interference Compounds).(85) Otazkou tak
zustava skute¢na relevance in vitro dosazenych dat, jejich validita mize byt ovéfena pouze za podminek in vivo.
Neptipustny farmakokineticky profil, zejména nedostatecnd absorpce a relativné rychla metabolizace, je hlavni
prekazkou pro dalsi testovani. Dnes jiz vime, Ze toto je dano fyzikalné-chemickymi parametry 1é¢iva, které jsou
v piipadé bis(7)-takrinu neslucitelné pro peroralni absorpci i nasledny pfechod do CNS. I piesto vSechno zcela

.....

ve vztahu k neurodegenerativnim chorobam.
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