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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakognosie a farmaceutické botaniky

Kandidat: Stépan Novak

Skolitel: prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Konzultant: Negar Maafi, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Polosyntetické derivaty bulbokapninu a jejich biologicka

aktivita I

Bulbokapnin, biologicky aktivni alkaloid aporfinového typu, byl vychozim
materidlem pro piipravu pilotni série deseti polosyntetickych derivatd. Z divodu nizsi
stability esterd proti degradaci sérovymi hydrolazami byla piipravena sada ethert. Byly
pouzity dvé metody syntézy (NaH pod atmosférou argonu nebo K,COs; v nadbytku)
zalozené na Sy2 Williamsonoveé syntéze etherd, findlni produkty byly purifikovany pomoci
preparativni TLC. U vSech produkti byla zméfena a analyzovana jejich 'H a *C NMR
spektra, HRMS spektra a opticka aktivita. Nasledné byla provedena fada screeningovych
test jejich biologické aktivity: inhibi¢ni aktivita proti huméannim rekombinantnim
cholinesterazam (RAChE, ABuChE), stanoveni cytotoxicity na panelu deseti humannich
bunéénych liniich, antimykobakterialni, antibakteridlni a antimykotické tucinky proti
vybranym mykobakteridlnim kmeniim, G~ a G* bakteriim, kvasinkdam a vlédknitym
houbam. Déle byl proveden in silico vypocet hodnoty BBB skore piipravenych derivata
pro stanoveni jejich schopnosti pronikat HEB a kumulovat se v mozku.

V ramci screeningu biologické aktivity tii syntetizované derivaty bulbokapninu
(BLC-29, BLC-30, BLC-33) vykazaly zajimavou aktivitu proti ABuChE (ICs, 1.89 * 0.19,
1.35 = 0.10 a 2.01 * 0.38 pymol/L, v daném potadi). VSechny tfi derivaty jsou navic
schopné prestupu pires HEB (BBB skore 3.94-4.09). V testech cytotoxicity pii testovaci
koncentraci 10 pmol/L Zadna ze sloucenin nevykézala vyraznou cytotoxicitu. Podobné

vétSina molekul nevykazala ani vyraznou antimikrobiélni aktivitu.

Kli¢ova slova: bulbokapnin, polosyntetické derivaty, syntéza, biologicka aktivita
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Title of Diploma thesis: Semisynthetic derivatives of bulbocapnine and their biological

activity I

Bulbocapnine, biologically active aporphine type alkaloid, was starting material for
the preparation of the pilot series of ten semisynthetic derivatives. Due to the lower
stability of esters against degradation by serum hydrolases, a set of ethers was prepared.
Two methods (NaH under Ar atmosphere or K,COs3 in excess) based on Sy2 Williamson
ether synthesis were used, final products were purified by preparative TLC. For all
products were measured and analysed their '"H and *C NMR spectra, HRMS spectra and
optical activity. Finally, a bunch of screening tests for biological activity were performed:
inhibitory activity on humane recombinant cholinesterases (hAChE, nBuChE), cytotoxicity
essay on ten humane cell lines panel, antimycobacterial, antibacterial and antifungal
effects against chosen mycobacterial strains, G- and G* bacteria, yeast and filamentous
fungi. For addition, in silico BBB-score computing of our derivatives was conducted, to
clarify their potency of HEB penetration and brain cumulation.

Within the biological activity screening three of the synthetized bulbocapnine
derivatives (BLC-29, BLC-30, BLC-33) showed promising inhibitory activity against
hBuChE (IC50 1.89 * 0.19, 1.35 * 0.10 a 2.01 £ 0.38 pmol/L, respectively). All three
derivatives also showed the ability to penetrate HEB (BBB score 3.94-4.09). In cytotoxic
assay none of the compounds showed notable cytotoxicity in 10 pmol/L testing
concentration. Similarly, most of the molecules did not show prominent antimicrobial

activity.

Key words: bulbocapnine, semisynthetic derivatives, synthesis, biological activity
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

P tau-protein

AB amyloid-beta

AD Alzheimerova demence

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

AChEi inhibitor acetylcholinesterazy

ASA kyselina acetylsalicylova

BACE-1 beta-sekretaza 1

BuChE butyrylcholinesteraza

BuChEi inhibitor butyrylcholinesterazy

CDCls deuterovany chloroform

CHCls chloroform

COX-1 cyklooxygendza-1

DMF dimethylformamid

EMA European Medicines Agency, Evropska lékova agentura
eq molarni ekvivalent

EtO ethoxy

EtOAc ethyl-acetat

EtOH ethanol

FDA Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a lé&iv
hAChE lidska rekombinantni acetylcholinesteraza
hBuChE lidska rekombinantni butyrylcholinesteraza

HEB hematoencefalicka bariéra

HRMS vysoko rozliSujici hmotnostni spektrometrie
ChAT cholin-acetyltransferdza

K,CO; uhlic¢itan draselny

KBLV Katedra biologickych a lékatskych véd

KFGFB Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky
MDR multidrug-resistant, mnohocetné antibioticky rezistentni
MeO methoxy

MIC minimdlni inhibi¢ni koncentrace



MRSA meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus subsp. aureus

NaH hydrid sodny

NCS (S)-norkoklaurin syntaza

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nuklearni magneticka rezonance

PAS peripheral anionic site, periferni aniontova oblast

ROS reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

RX alkylaéni ¢inidlo

THF tetrahydrofuran

TLC thin-layer chromatography, chromatografie na tenké vrstvé
ULB LFHK Ustav lékaiské biochemie Lékatské fakulty v Hradci Kralové
VRE vankomycin-rezistentni enterokoky

XDR extensively drug-resistant, extenzivné antibioticky rezistentni
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1 UvoD

Rostliny jsou diky svym lé¢ivym nebo naopak toxickym ucinkiim od nepaméti
nedilnou soucasti lidového lécitelstvi. Mnoho komunit po celém svété je vyuzivalo, ¢i stale
vyuziva pro terapii zanétq, infekci, poruch centralni nervové soustavy a jinych obtizi [1].
Jejich ucinek se odviji od farmakologicky aktivnich latek, které produkuji v ramci svého
metabolismu. Obrovska variabilita biosyntetickych cest a jejich optimalizace tlakem
piirozeného vybéru poskytuje molekuly, které jsou nositeli klicovych vlastnosti pro
interakce s receptory a enzymy, prichod pies membrany nebo jejich stabilitu [2], [3].
V posledni dobé se tyto latky stale Castéji dostavaji do hledacku mnoha vyzkumnych
skupin. Nékteré z nich jsou studovany a strukturné modifikovany s cilem najit vadci
molekuly pro nova 1é¢iva. Vyznam pfirodnich latek je nesporny. Vice nez 400 schvalenych
1é¢iv vychazi ze struktury dvaceti v pfirodé se vyskytujicich molekul [4]. Odhaduje se, Ze
pres 50 % v soucasnosti vyuZivanych 1é¢iv a bezmala 80 % léciv cilicich do centralni
nervové soustavy je pfimo odvozeno nebo alespon inspirovano strukturou piirodnich
latek [5], [6]. TéméTF 20 % vSech novych, klinicky schvalenych 1é¢iv poslednich étyt dekad
je pak jejich polosyntetickymi derivaty [7].

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity, které rostliny syntetizuji s ohromnou
strukturni variabilitou, ktera je Casto spojena se zajimavou farmakologickou aktivitou.
Tyto dusikaté slouceniny jsou jednou z nejrozsahlejSich skupin pfirodnich latek. Sdileni
strukturni podobnosti s neurotransmitery, které jsou rovnéz svym pivodem odvozeny od
zédkladnich aminokyselin, ¢asto stoji za Sirokym spektrem biologickych uéinkd. Kromé
piimého plsobeni na bunééné receptory a jejich signalni drahy jsou schopny interagovat
s klicCovymi enzymy, a to nejen jako substraty, ale velmi podstatné jako jejich inhibitory
nebo induktory [5]. Alkaloidy vykazuji celou fadu biologickych aktivit, naptiklad zajimavé
Jako jedny z mala jsou spojeny se schopnosti interakce s cholinesterazami, a to v relativné
nizkych koncentracich. Nemaly podil na tomto ptisobeni ma praveé podobnost s aktivnimi

biomolekulami spole¢né s atomem dusiku v jejich struktuie [3], [8].

Pravé plsobeni na cholinergni transmisi je jednou zcest soucasné terapie
Alzheimerovy demence (AD). Toto komplexni chronické neurodegenerativni onemocnéni

je charakteristické postupnym a nezvratnym ubytkem neurond v urcitych oblastech
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centralni nervové soustavy (CNS), ktery je spojen s upadkem kognitivnich funkci
a vyraznym zhorSenim kvality zivota [9]. I pfes vyznamny pokrok v chapani celého
neuropatologického procesu nedoslo v oblasti terapie k vyraznému posunu. Provazanost
jednotlivych kaskad nasvédcuje, Ze je nutné pfistupovat k onemocnéni komplexné.
Pusobeni zprostiedkované nejen schopnosti inhibice kli¢ovych enzymu a receptorq, ale
i soucasné protizdnétlivé u¢inky modulaci prozanétlivych signalnich drah, jsou znamkou,
Zze 1isochinolinové alkaloidy, zvlasté pak alkaloidy aporfinového, morfinanového
a protoberberinového typu, mohou byt atraktivnim zdrojem novych strukturnich ptredloh

s potencidlem terapeutického vyuziti v 1é¢bé téchto komplexnich onemocnéni [1].

Dal$im vyznamnym problémem dnesni doby je nartstajici rezistence bakteridlnich
kment a naro¢né eradikace mykotickych agens. V historii se mnohé pfirodni latky staly
predlohou pro nové antiinfektiva. Trend hledani novych viadé¢ich molekul mezi metabolity

rostlin pokracuje nadéle, a je rozsifen o strukturni obmény téchto latek [10].

StéZejnim bodem této diplomové prace je vliv strukturnich modifikaci alkaloidu
bulbokapninu (aporfinovy strukturni typ) na jeho biologické ucinky. Série pifipravenych
derivata (etherd) byla podrobena testiim inhibi¢ni aktivity proti lidskym rekombinantnim
cholinesterazam, testim cytotoxicity na bunécénych liniich a inhibi¢nich uc¢inkG na

mykobakterialni, bakterialni a mykoticka agens.
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2 CIL PRACE

Hlavni cile diplomové prace je mozné shrnout nasledovné:

1.

AR

ReSerSe literatury na téma bulbokapninu, aporfinovych alkaloid{, a jejich
biologické aktivity.

Piiprava sady polosyntetickych derivatd bulbokapninu.

Ovéreni struktury pripravenych derivata.

Zméfeni fyzikalné-chemickych vlastnosti a biologické aktivity.

Vyhodnoceni vysledkli experimentdlni ¢asti a jejich prezentace v diplomové

préaci.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alkaloidy a jejich charakteristika

Alkaloidy bezesporu patfi mezi nejrozsifenéjsi a z pohledu biologické aktivity
nejvyznamnéjsi sekundérni metabolity [11]. Spole¢nym znakem vSech alkaloidd je ve
struktufe zabudovany minimalné jeden atom dusiku, ktery je diky svému volnému
elektronovému paru zprostfedkovatelem zasaditosti. Schopnost tvofit soli reakci
s kyselinami dava jméno celé skupiné téchto pfevazné rostlinnych sekundarnich

metabolit [10], [12].

Tradi¢né se alkaloidy déli podle struktury do celé fady strukturnich typt. Pravé
alkaloidy maji dusik, ktery pochazi z prekurzorové aminokyseliny, zabudovany ve své
heterocyklické struktuie. Protoalkaloidy nemaji dusik vazan heterocyklicky, nachazi se na
postrannim fetézci, ale stdle je jeho zdrojem vychozi aminokyselina. Posledni
podskupinou jsou pseudoalkaloidy, jejichZ skelet je piivodem z jiné metabolické cesty
(napf. mevalonatové, acetatové). Dusik je nasledné inkorporovan z nékteré

z aminokyselin prostfednictvim transaminacni reakce [10], [12].

Dusik je mozné nalézt ve formé primarniho (zejména u protoalkaloidi),
sekundarniho a terciarniho aminu (pravé alkaloidy), ale i kvarterni amoniové soli [12].
S volnym elektronovym parem, jako i s dalS§imi ¢astymi funkénimi skupinami ve strukture,
se poji schopnost alkaloidd interagovat s proteiny. Jejich vyjimeéné schopnosti ovliviiovat
enzymy, receptory ¢iiontové kandly stoji nejen za toxikologickymi u€inky, ale zejména za
terapeutickym vyuZitim [10]. Nejcastéji se jednd o pevné latky hotké chuti, jejichz
rozpustnost ve formé volnych bazi je ve vodé velmi omezend, ochotné se vSak rozpoustéji
v nepolarnich rozpoustédlech. Pokud se vyskytuji ve formé soli, tak je rozpustnost opacna.

Téchto acidobazickych vlastnosti se ¢asto vyuziva pfi jejich izolaci [11], [12].

Alkaloidy jsou ve velké mife produkovany zastupci dvoudéloznych rostlin fadu
pryskyinikotvarych (Ranunculales), kam fadime botanicky ifarmaceuticky vyznamné
rostliny celedi makovitych (Papaveraceae), pryskyinikovitych (Ranunculaceae),
rourovitych (Rutaceae) ¢i diistalovitych (Berberidaceae) [11]. Vyznamné jsou zastoupeny

i mezi jednodéloznymi rostlinami, naptiklad v ¢eledich amarylkovitych (Amaryllidaceae)
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nebo liliovitych (Liliaceae) [12]. Pfedpokladé se, Ze jejich funkce je spojena s jednou

z nejstar$ich strategii preziti rostlin, chemickou obranou proti patogentiim a poZeru [1].

3.1.1 Alkaloidy isochinolinového typu

Isochinolinové alkaloidy jsou jednou z nejvétSich a nejrozmanitéjSich skupin
dusikatych sloucen rostlinné fiSe. Biosynteticky jsou odvozeny od aminokyseliny tyrosinu,
a jsou dale prekurzorem mnoha jinych strukturnich typt alkaloidd, zejména alkaloidt
benzylisochinolinovych [11], [12]. Rostliny jsou schopny syntetizovat isochinolinové
alkaloidy se znac¢nou strukturni variabilitou, kterd je cCasto spojena se zajimavou

neuroprotektivni a protirakovinné uéinky [1].

Ze zastupcu isochinolinovych alkaloidd stoji za zminku spasmolyticky pusobici
papaverin, slozitéjsi analgetické alkaloidy opia morfinanového typu (morfin, kodein) nebo

svymi ucinky zajimavy protoberberinovy alkaloid berberin [11].

3.1.2 Alkaloidy aporfinového typu

Vzhledem k zaméreni této diplomové prace se dale podrobnéji vénuji alkaloidim
aporfinového typu a z nich pfedevsim bulbokapninu. Aporfinové alkaloidy jsou se svymi
vice nez 500 identifikovanymi zastupci jednou z nejrozsitenéjsich skupin isochinolinovych

alkaloidu [6].

Zakladni strukturou je tetracyklicky systém ¢tyt kondenzovanych kruhd, trivialné
nazyvany jako aporfin, podle mezindrodniho systematického néazvoslovi IUPAC jako
5,6,6a,7-tetrahydro-4H-dibenzo[d,e,g]chinolin (Obr. 1). Jeho dvé aromatickd benzenova
jadra (A, B) v bifenylovém postaveni jsou ¢asto dvou aZ Sestindsobné substituovana
hydroxy (—OH), methoxy (—OCHs) nebo methylendioxy (—OCH:0-) skupinami. Dusik
prekurzorové aminokyseliny je ve struktufe zabudovan v heterocyklickém kruhu B [13],
[14]. Zpravidla byva tento dusik tercidrni, ale existuji také aporfinové alkaloidy
sekunddrni, tzv. noraporfiny (norisoboldin, nornuciferin), a kvarterni (magnoflorin).
Minoritné se v pfirodé vyskytuji N-formylované (/N-formylkalycinin, /N-formylanonain)
a N-acetylované (NNV-acetylnornuciferin, N-acetylnonain) amidické derivaty, ¢i N-oxidy
(isolaurelin-NV-oxid, O-methylbulbokapnin-f-NV-oxid) [15]. Nejcastéji se aporfinové
alkaloidy v rostlindch objevuji v C6a(S) konfiguraci, minoritné pak v Cé6a(R). Diky
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chiralnimu centru jsou opticky aktivnimi, jejich absolutni konfigurace je pak popisovana
jako R-(—) nebo S-(+). Kromé alkaloidli aporfinového typu odpovidajici popisu vyse
existuji ijejich nenasycené formy (6a,7-dehydroaporfiny), napftiklad dehydroglaucin
a dehydroroemerin, nebo oxidované formy (7-oxoaporfiny) liriodenin a lanuginosin [13],

[15], [16].

~

Obr. 1. Schématické znazornéni skeletu aporfinového, dehydroaporfinového a oxoaporfinového typu
3.1.2.1 Biosyntéza alkaloidl aporfinového typu

Podobné jako ostatni sekundarni metabolity jsou i alkaloidy navzdory své
strukturni rozmanitosti odvozeny od zakladniho stavebniho kamene skrze nespocet
enzymatickych reakci. Pro alkaloidy aporfinového typu, jakoZto i pro ostatni podskupiny
isochinolinovych alkaloidt, je vychozi molekulou piirozené se vyskytujici aminokyselina
L-tyrosin [11]. Jejich produkce je v mnoha pfipadech orgdnoveé specifickd. Pfevazna ¢ast
benzylisochinolinovych alkaloidd odvozenych od (S)-retikulinu, kam fadime i alkaloidy
apofinového typu, jsou produkovany podzemnimi ¢astmi rostlin bez mlé¢nic. Naopak ty,
jejichz prekurzorem je (R)-retikulin, napiiklad alkaloidy opia, jsou produkovany do

lepkavé mléc¢né stavy latexu vytékajici z poranénych nadzemnich ¢asti rostliny [17].

Biosyntézu komplexniho aporfinového skeletu 1ze shrnout do ¢ty zdkladnich fazi.
V prvni fazi je L-tyrosin syntetizovan Sikimatovou cestou [18]. V sedmi po sobé jdoucich
krocich dochazi k enzymatické preméné zdkladnich energetickych substrata,
fosfoenolpyruvatu a erythréza-4-fosfatu, na chorismat, spoleény prekurzor aromatickych
aminokyselin, a dale na zminény L-tyrosin [19]. Ten je ve druhé fazi prekurzorem pro
biosyntézu vychozi molekuly benzylisochinolinovych alkaloidu (S)-norkoklaurinu (Obr. 2).
Biogenni katecholamin dopamin muZe vznikat dvéma metabolickymi cestami, a to oxidaci
na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) a dekarboxylaci, nebo v opaéném sledu
dekarboxylaci na tyramin s naslednou oxidaci. Dvoukrokovou enzymatickou pfeménou

rovnéz vznika 4-hydroxyfenylacetaldehyd, kdy tyrosin podstupuje oxidativni deaminaci
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na 4-hydroxyfenylpyruvat a dekarboxylaci. Kondenzace a cyklizace obou vyslednych
produktl, tedy 4-hydroxyfenylacetaldehydu a dopaminu, je zprostfedkovéana stereo-

selektivnim enzymem (S)-norkoklaurin syntazou (NCS, EC 3.5.99.14) [1], [6].

DDC, TYDC /©/\/ NH,
DDC, TYDC_
HO
tyramin TYR, DDC HO:@/\/ NH;
o] o .
TYDC Ho

HO

OH EC 1.103.1 OH dopamin
Ho NH, THIYR o NH, NCS
L-tyrosin L-DOPA O
(e}
EC 1432 EC4.1.1.80 A~
- on — /O/\/ S) koklauri
-norkokiaurin
HO © HO
kyselina 4-hydroxyfenylacetaldehyd

4-hydroxyfenylpyrohroznova

Obr. 2. Schéma biosyntézy spole¢ného benzylisochinolinového prekurzoru (S)-norkoklaurinu
DDC (dopamin dekarboxyldza, EC 4.1.1.28), TYDC (tyrosin dekarboxyldza, EC 4.1.1.25), EC 1.10.3.1

(polyfenol oxidéza), TH (tyrosin 3-monooxygenaza, EC 1.14.16.2), TYR (tyrosinaza 1.14.18.1), EC 1.4.3.2
(oxidédza L-aminokyselin), EC 4.1.1.80 (4-hydroxyfenypyruvat dekarboxylaza), NCS ((S)-norkoklaurin
syntaza, EC 3.5.99.14) [20], [21].

Tteti faze zahrnuje pfeménu (S)-norkoklaurinu na velmi dualezity prekurzor mnoha
podskupin isochinolinovych alkaloidu (S)-retikulin (Obr. 3). Prvni dva kroky zahrnuji
selektivni O-methylaci a N-methylaci na (S)-N-methylkoklaurin, ktery podléh& selektivni
oxidaci na izoformé 80B1 cytochromu P450, a posledni O-methylaci, pro finalni produkt

(S)-retikulin [1], [22].

OH

EC2.1.1.128 CNMT CYP8OB1

HO HO

_—
EC2.1.1.116

H3CO HsCO HsCO

(S)-norkoklaurin (S)-koklaurin (S)-N-methylkoklaurin (S)-retikulin

Obr. 3. Schéma biosyntézy spole¢ného benzylisochinolinového prekurzoru (S)-retikulinu
EC 2.1.1.128 ((S)-norkoklaurin 6-O-methyltransferdza), CNMT ((S)-koklaurin N-methyltransferdza, EC

2.1.1.140), CYP80B1 ((S)-/V-methylkoklaurin 3‘-monooxygenaza, EC 1.14.13.71), EC 2.1.1.116 (3‘-hydroxy-
N-methyl-(S)-koklaurin 4°-O-methyltransferdza) [20], [21].

Posledni faze vychéazi z (S)-retikulinu, ktery je spoleénym prekurzorem nejen
aporfinovych alkaloidd, ale i alkaloidi protoberberinovych, protopinovych ¢i dimernich
bisbenzylisochinolinovych. Pfi biosyntéze aporfinového skeletu izoforma 80G2
cytochromu P450 zprosttedkovava tvorbu vazby C-C, ¢imZ dochdzi k uzavreni struktury
benzylisochinolinového prekurzoru a formaci (S)-korytuberinu (Obr. 4). Alternativné muize

(S)-retikulin podstoupit enzymatickou inverzi konfigurace pres 1,2-dehydroretikulin na
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(R)-retikulin, vychozi molekulu farmaceuticky velmi vyznamnych morfinanovych

alkaloidt [1], [17], [23].

H,CO

HsCO HsCO.
g ¥e} g

CYP80G2
O,

\H \H
QT CH, ¥e) Q" CH,
O N O N
H;CO H,CO

(S)-retikulin (S)-korytuberin
Obr. 4. Schéma biosyntézy aporfinového skeletu (S)-korytuberinu
CYP80G2 (izoforma 80G2 cytochromu P450, (S)-korytuberin syntaza, EC 1.14.19.51) [20], [21].

[e}

CYP80G2 HO
H RN
<-CHs HO

H;CO

Odlisnosti ve struktuie jednotlivych aporfinovych alkaloidl zajistuji v literature
bliZze nespecifikované enzymy. Samotny (S)-bulbokapnin se od (S)-korytuberinu lisi pouze
v substituci kruhu A, na kterém prvni zminény nese —-OCH,O- skupinu. Tato finalni reakce
je dozajista zprostiedkovana enzymaticky, pravdépodobné jednou z mnoha rostlinnych

methyltransferaz.

3.1.2.2 Zastupci alkaloidu aporfinového typu a jejich ptfirodni zdroje
Mezi nejvyznamnéjsi alkaloidy aporfinového typu patii boldin, glaucin, nuciferin,
roemerin ¢i bulbokapnin [24]. Ptehled nejvice studovanych alkaloidi je shrnuty

v nasledujici tabulce spole¢né s ptikladem rostlin, ze kterych byly izolovany (Tabulka 1).

Tabulka 1: Zastupci alkaloidd aporfinového typu a jejich pfirodni zdroje

Alkaloid Rostlinny zdroj Reference

1 | boldin Lindera aggregata (Lauraceae) [25]
Peumus boldus (Monimiaceae) [26]

2 | bulbokapnin Corydalis cava (Papaveraceae) [27], [28]
Cissampelos pareira (Menispermaceae) [29]

3 | glaucin Dicranostigma franchetianum (Papaveraceae) [30]
Glaucium flavum (Papaveraceae) [31]

4 | isoboldin Glaucium flavum (Papaveraceae) [31]
Lindera aggregata (Lauraceae) [25]

5 | isocorydin Alseodaphne corneri (Lauraceae) [32]
Dicranostigma franchetianum (Papaveraceae) [30]
Peumus boldus (Monimiaceae) [26]

6 | laurotetanin Lindera aggregata (Lauraceae) [25]
Peumus boldus (Monimiaceae) [26]
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Tabulka 1: Zastupci alkaloidd aporfinového typu a jejich pfirodni zdroje (pokracovani)

Alkaloid Rostlinny zdroj Reference
7 | N-methyllaurotetanin Corydalis cava (Papaveraceae) [27]
Lindera aggregata (Lauraceae) [25]
Peumus boldus (Monimiaceae) [26]
8 | magnoflorin Corydalis taliensis (Papaveracea) [33]
Sinomenium acutum (Menispermaceae) [34]
9 | norisocorydin Alseodaphne corneri (Lauraceae) [32]
Peumus boldus (Monimiaceae) [26]
10 | nornuciferin Nelumbo nucifera (Nelumbonaceae) [35], [36]
11 | norglaucin Glaucium flavum (Papaveraceae) [31]
12 | roemerin Nelumbo nucifera (Nelumbonaceae) [35], [36]
R: R, Rs R4 Rs Re
1 H CHs H OCHs OH CHs
2 —CH:— OH OCHs H CHs
6 3 CHs CHs H OCHs OCH;s CHs
~ Rg 4 CHs H H OCH;  OH CH;
5 CHs CH3 OH OCH3 H CH3
6 CHs CHs H OCH3 OH H
7 CHs CH3 H OCH3 OH CH3
8 CHs H OH OCHs H (CHa)2*
9 CHs CH3 OH OCH3 H H
10 CHs CHs H H H H
11 CHs CH3 H OCH3 OCH3 H
12 —CH:— H H H CHs

Obr. 5. Chemické struktury alkaloidd aporfinového typu (1-12)

3.1.2.3 Biologicka aktivita alkaloidl aporfinového typu

Aporfinové alkaloidy jsou stejné jako ostatni biosynteticky podobné molekuly
schopny interagovat s enzymy nebo receptory pro biogenni neurotransmitery. Drobné
odchylky v charakteru funkénich skupin a jejich pozici pak vedou k Siroké paleté
farmakologickych ucinkd, proto se aporfinovy skelet jevi jako zajimavy vychozi bod pro
hledani novych aktivnich molekul [14], [37]. Z dostupné literatury vyplyva, Ze z rostlin
izolované alkaloidy nebo jejich polosyntetické derivaty vykazuji antiepileptickou,
antiparkinsonickou, anthelmintickou, vazodilata¢ni, antimalarickou, antioxida¢ni

a protirakovinnou aktivitu, jsou potencidlnimi kognitivy a antiagregancii [6], [23]. Pravé
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v souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi se zajimava inhibi¢ni aktivita proti
cholinesterazdm a protizanétlivé pusobeni prokazané v in vitro modelech ukazuji jako
slibnd cesta v hledani novych latek pro moznou terapii AD [1]. Urcitd mira afinity
k dopaminergnim (D, D, a Ds), serotoninergnim (5-HTa, 5-HT24, 5-HT3c a 5-HT7) nebo

adrenergnim (a, ) receptorim zase otvird moZnosti jiného vyuziti [14].

3.1.2.3.1 Biologické uc¢inky na receptory pro neurotransmitery

Dopaminergni aktivita aporfinovych alkaloidd se odviji od biosyntetického
prekurzoru dopaminu, a je rozsifena o nékolik naprosto esencidlnich strukturnich motiva.
Ve struktufe skryty bifenyl, hydroxylova skupina na uhliku C11 a N-substituce patii mezi
hlavni z nich [6]. Agonismus na D; a D, receptorech je spojen s C6a(R) izomerii, jak je
tomu v pfipadé terapeuticky vyuzivaného syntetického alkaloidu apomorfinu. V ptirodé
se vyskytujici (S)-izomery, naptiklad bulbokapnin a nuciferin, pak funguji jako antagonisté
dopaminergnich receptoru [38]. Selektivitu k jednotlivym podtyplim receptora ovliviiuje
velikost substituentu vazaného na dusik, N-methylace je spojena s D; selektivitou, stericky
objemnéjsi N-n-propyl substituce naopak s D,-selektivitou [14]. Dalsi strukturni obmény

spojené se zmeénou afinity jsou shrnuty nize (Obr. 6).

substituce na C2/C3
1,2'd|0| Zvyéuje af|n|tu Zvyéuje D2 aktivitu

C1-alkoxylace /&‘

e N-methyl: D4 selektivita
snizuje afinitu
] i/—\ N-n-propyl: D, selektivita

e > T R

1,2,10-trisubstituce
K (R)-isomer: agonista

zvySuje afinitu
(S)-isomer: antagonista

C10-acylace zvySuje D afinitu

Obr. 6. Vztah struktury k uc¢inku na dopaminergni receptory; pfevzato z: Zhu et al. (2023)

Rigidita aporfinového skeletu se zdd vhodna pro antagonistické pusobeni na
receptory pro serotonin [14]. 5-HT,a receptory jsou patofyziologicky zapojeny do nékolika
neuropsychiatrickych onemocnéni. U¢inna terapie schizofrenie a bipolarni poruchy
vyZzaduje selektivni antagonisty téchto receptor, neurodegenerativni Parkinsonova
choroba, uzkosti a deprese naopak selektivni agonisty [39]. Vztah struktura-ucinek je

popséna nize (Obr. 7). Na rozdil od afinity k receptorim pro dopamin neni pro afinitu
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k receptorim pro serotonin nutnd spravna konformace na uhliku C6a, (S)-enantiomery
jsou pouze lehce aktivnéjsi. Nicméné strukturni modifikace ¢asto vedou k vymizeni
takovych ucinkt [14]. Antagonistickou aktivitu urcuje piedevsim substituce na uhliku C1,
kdy se zdaji u¢innéjsi alkoxy substituenty, a dusik N6 s navazanou methyl skupinou, jak

vyplyva ze studie aporfinového alkaloidu nanteninu a jeho derivata [40].

malé hydrofilni C2
substituenty zvysuji C3-substituce snizuje
selektivitu k 5-HTocR afinitu k 5-HT,cR
C4-fenyl zvySuje
selektivitu k 5HTgR
3

C2-alyl snizuje
5-HT,R selektivitu

O\,

objemna C1-substituce ——
snizuje 5HT,AR afinitu

C1-alkoxy zvySuje —/
antagonismus na 5-HT,5R
1"
C1-substituce nutna

k afinité na 5-HT,cR

N-methyl: selektivita k 5-HT R
/‘ N-n-propyl: selektivita k 5-HT;R

N6-methyl nutny pro

C R
/
H N ik 5-HT R

4 \_
(S)-enantiomery aktivnéjsi

9

\ C9-hydroxy/alkoxy zvySuje

afinitu k 5-HT,R

Obr. 7. Vztah struktury k uc¢inku na serotoninergni receptory; pfevzato z: Zhu et al. (2023)

Kromé receptorti 5-HT2a se preferencéné v CNS nachézi receptory 5-HTc. Cileni na
tyto receptory muZe rovnéZ piinést urcity benefit v terapii neuropsychiatrickych poruch
[41]. Pozice C2 se jevi jako mozny donor vodikové vazby pro silné€jsi interakci s 5-HTc
receptorem. Zavedeni malych hydrofilnich skupin na kruh A, dusik N6 bez substituentu

a (S)-konformace se zdaji vyhodné pro selektivni uc¢inek [14], [40].

Stejné jako pro serotoninergni, tak i pro adrenergni aktivitu je rigidita aporfinového
skeletu vyhodnd, zejména pro afinitu k a;a receptorim. Aporfinové alkaloidy isolaurelin,
dicentrin a glaucin kromé u¢inkd na riznych podtypech receptort pro serotonin vykazuji
i antagonistické plisobeni na aia receptory [42], [43]. Tyto receptory jsou zapojeny do
fungovani ob&hového systému, ale také periferniho i centralniho nervového systému.
Nantenin a jeho derivaty byly rovnéz testovany na ais-adrenergni aktivitu [40]. Ze studie
vyplynulo, Ze selektivitu k aia receptorim zvysuji malé alkoxy (MeO, EtO) substituenty
v pozici C2 a N6 substituce kratkymi uhlovodiky (/V-ethyl nebo N-n-propyl). Uspotradani
na chiralnim centru aktivitu neovliviiuje. Zavedenim hydroxylové skupiny do pozice C7
Ize docilit strukturni podobnosti se zvyraznénym farmakoforem arylethanolaminem

(Obr. 8), coZ s sebou piinasi i selektivitu k 3;-adrenergnim receptortim [14], [40].
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malé C2-substituenty zvysuji
antagonismus na a4aR

3 4
2 5 N-ethyl a N-n-propyl
lektivnéjsi k R
objemna C1-substituce —— 6 Selektivnejst K dia
snizuje a45R aktivitu 1 N ~ R
[ /H (R)-enantiomery silngjsi

antagonisté na a4 pR

OH
10 k C7-hydroxy vede

9 k seletivité na B,R
Obr. 8. Vztah struktury k u¢inku na adrenergni receptory; prevzato z: Zhu et al. (2023)

3.1.2.3.2 Pusobeni aporfinovych alkaloidd na cholinesterazy

Inhibi¢ni aktivita proti cholinesterazam je jednou z nejpodstatnéjSich aktivit
aporfinovych alkaloidd. Schopnost inhibice enzymua acetylcholinesterdzy (AChE)
a butyrylcholinesterdzy (BuChE) je spojena se zvySenim hladin, a tim i ucinku
neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) v neurodegeneraci poSkozeném mozku pfi AD.

Tento pfistup je jednou z cest v terapii onemocnéni [14].

Aporfinové alkaloidy bez substituenti na kruhu D vykazuji nejvyssi inhibi¢ni
aktivitu proti obéma cholinesterazam [14]. Roemerin, ktery odpovida tomuto popisu,
inhibuje AChE s 1Cs, 8.32 £ 0.12 pmol/L, v ptipadé BuChE je aktivita jeSté vy3ssi (ICso
2.85 £ 0.08 pmol/L). U stefaninu vede substituce kruhu D 8-methoxy skupinou k dal$imu
zvys$eni afinity k BuChE (ICso 2.80 % 0.07 pmol/L). Uginek zminénych alkaloidii na AChE
je prohlouben u jejich nenasycenych analog (dehydroroemerin, dehydrostefanin), jak je
patrné z tabulky niZze (Tabulka 2). Modifikace struktury na uhliku C7 jsou spojeny se
zvySenim selektivity k AChE. Napfiklad sukhodianin s hydroxylovou skupinou v této
pozici inhibuje AChE s ICs, 4.30 * 0.28 pmol/L, sou¢asné s tim vSak jeho inhibi¢ni u¢inek
na BuChE klesa (ICs, 22.47 #+ 0.10 pmol/L) [14], [44].

Tabulka 2: Inhibi¢ni aktivita vybranych aporfinovych alkaloidii na cholinesterazy
ICso AChE ICso BuChE

Alkaloid (umol/L) (umol/L) Reference
aktinodafnin 47.74 £ 1.66 - [45]
31.7£0.50 - [46]
asimilobin 141.47 £ 0.82 10.08 £ 0.15 [44]
boldin - 45.20 = 1.90 [46]
bulbokapnin >1000 67.00 = 2.10 [27]
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Tabulka 2: Inhibi¢ni aktivita vybranych aporfinovych alkaloidd na cholinesterdzy (pokracovani)

Alkaloid Iifril?lsl}j)E IC(:;(;n]illl/(i})lE Reference
korydin 5295+ 4.11 - [47]
dehydroroemerin 1.21 £ 0.09 3.34+0.02 [44]
dehydrostefanin 2.851+0.24 3.26 £ 0.05 [44]
dicentrin 6.11 £0.38 26.41 £0.43 [44]
hernagin 32.92 £ 0.99 - [47]
magnoflorin >100 18.14 £ 3.12 [48]
nordicentrin 40.28 £ 2.73 - [45]
nornuciferin - 5.60 £ 0.72 [49]
N-methyllaurotetanin 24,9 £ 1.80 - [46]
roemerin 8.32+0.12 2.85%+0.08 [44]
stefanin 11.34 £ 0.20 2.80 £ 0.07 [44]
stefalagin 39.80 £6.30 104.2 £ 20.6 [50]
sukhodianin 4.30£0.28 22.47 £0.10 [44]

3.1.2.3.3 Antioxida¢ni aktivita aporfinovych alkaloidi

Volné radikaly, charakteristické jednim ¢i vice neparovymi elektrony ve strukture,
jsou nedilnou soucasti fyziologickych bunécénych procesti. K nejznaméjsim z radikal patii
reaktivni formy kysliku (ROS), jejichZ mnoZstvi je kontrolovano antioxida¢nim systémem
enzymu a molekul se schopnosti zhaset jejich aktivitu [51]. ZvySena produkce volnych
radikdl je vSak spojena s patologickymi procesy, dochézi krozvoji zanétu c¢i
rakovinotvornym pochodim. Naopak antioxida¢ni ptisobeni je spojeno s protizanétlivou,

antinociceptivni nebo antiprotozodlni aktivitou [37], [52].

Aporfinové alkaloidy vystupuji jako antioxidanty, tedy latky, které brani poskozeni
tkani oxida¢nim stresem a dysfunkci mitochondrii, nerovnovahou hladin Zeleznych iontt
nebo porusenim metabolickych procest [9]. Tato aktivita je velmi pravdépodobné spojena
se schopnosti volnych hydroxylovych skupin, resp. fenolovych skupin na aromatickych
kruzich A a D, tvofit termodynamicky stabilni fenoxylové radikaly delokalizaci
neparového elektronu v bifenylové ¢asti molekuly, a schopnosti aporfinového skeletu
oxidovat se na 6a,7-didehydro a 7-oxoaporfiny. Roli hraje nejen pocet hydroxylovych
skupin, kdy plati, Ze vétSi pocet skupin je spojen s vyssi u¢inkem, ale i jejich pozice [53].

Vysokého antioxida¢niho uc¢inku dosahuji alkaloidy boldin a isoboldin, je$té ucinnéji
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plsobi korytuberin a apomorfin, jejichZ fenolové skupiny v pozicich C1 a C11 snadno
podléhaji oxidaci do konjugované keto formy [52]. Nicméné volné radikaly zhaseji
i alkaloidy bez hydroxylovych skupin, napiiklad glaucin. V tomto pfipadé je to
pravdépodobné pravé diky delokalizaci C6a radikdlu zapojenim bifenylové funkce

a volného elektronového paru na dusiku [37], [52].

3.1.2.3.4 Antimikrobidlni aktivita aporfinovych alkaloida

Antimikrobidlni aktivitu urcuji zejména tfi zékladni strukturni prvky aporfinového
skeletu: saturace kruhd B a C, substituce na dusiku a fenolové skupiny. S nejvyrazné;jsi
antibakterialni aktivitou jsou spojeny 7-oxoaporfiny, a to zfejmé diky zvySené elektronové
hustoté v oblasti volnych elektronovych parii karbonylové funkce a heterocyklického
dusiku [16]. Alkaloid liriodenin, ktery do této skupiny patfi, vykazuje Siroké spektrum
antibakteridlnich a antimykotickych ué¢inkd proti G* bakteriim, kvasinkam i vladknitym
houbam [54], [55]. RozloZeni naboje v molekule ¢asto piimo souvisi s vyslednou aktivitou,
nevyhodna substituce aporfinového skeletu miize vést k jeji ztraté [56]. Kvarternizace
dusiku tvorbou N-dimethylovanych analog vede k dal§imu zvySeni aktivity, jak je mozné
pozorovat u thailandinu [57]. Jiné substituenty, zejména N-amidy nebo objemnéjsi
uhlovodiky, jsou spojeny se sniZenim nebo uplnou ztratou aktivity. Poslednim kritériem
jsou volné fenolové skupiny, které vykazuji funkci donort vodikovych vazeb. Jejich pfiméa
antimikrobialni aktivita je vSak ¢asto snizena methylaci na methoxy nebo methylendioxy

skupiny [16], [56].

3.1.2.3.5 Cytotoxické pusobeni aporfinovych alkaloida

Aporfinovy skelet se spole¢né s protoberberinovym a benzylisochinolinovym radi
mezi struktury relativné cytotoxické [58]. Aporfinovy alkaloid glaucin a jeho nenasysena
analoga vykazuji Siroké spektrum toxického pusobeni na bunécéné linie [58], [59].
Se zvySenou aktivitou jsou spojeny strukturni motivy jako 1,2-methylendioxy substituce
a N-methylace. Tuto aktivitu dale prohlubuje oxidace nebo dehydrogenace na uhliku C7,
vliv chirality nebo dalsi substituce zatim nebyl objasnén [60]. Pfesné mechanismy ucinku
také nejsou jasné, nejCastéji byva uvadéna interakce s topoisomerazami a DNA

polymerazami [13].
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3.1.2.4 Charakteristika alkaloidu bulbokapninu

Bulbokapnin je alkaloidem aporfinového typu s nejvy$§im kvantitativnim
zastoupenim v hlizdch Corydalis cava (Papaveraceae) [61]. Prvni izolace se datuje do roku
1892 [62], béhem nasledujicich letech byl izolovan z dal§ich zastupct rodu Corydalis
(C. solida, C. intermedia, C. erdelii). Nalezen byl také v jinych zastupcich ¢eledi Papaveraceae
(Glaucium corniculatum, Hypecoum imberbe) a Menispermaceae (Cissampelos pareira) [15],
[63]. Do soucasnosti byl podroben velkému mnozstvi testd biologické aktivity, které jsou

popsany v nasledujici kapitole.

Podle systematického nazvoslovi IUPAC je bulbokapnin pojmenovan jako 11-
methoxy-7-methyl-6,7,7a,8-tetrahydro-5H-[1,3]benzodioxolo[6,5,4-d,e]benzo[g]chinolin-
12-o0l, se sumarnim vzorcem C;yH;)NO,. Jeho chemicka struktura je zobrazena nize
(Obr. 9). V ¢istém stavu je bilou, jemné krystalickou latkou s teplotou tani 202—-203 °C [64]
a specifickou optickou otacivosti +237° (CHCl3, 589.3 nm, 22 °C) [65].

Obr. 9. Struktura a prostorova orientace (S)-bulbokapninu; pfevzato z: Ribér et al. (1991)

Krystalografické studie ukazaly zajimavé vlastnosti jeho prostorového usporadani.
Kromé chirdlniho uhliku C6a v (S)-konfiguraci bulbokapnin vykazuje silné prostorové
interakce mezi jednotlivymi kruhy a jejich substituenty. Molekula neni plandrni,
heterocyklicky kruh B zaujimé polozidlickovou konformaci s dusikem v sp* hybridizaci,
nenasyceny kruh C pak konformaci zktizené vanicky. Vyznamné deformované je také
bifenylové usporddéani aromatickych jader A a D diky interakci sobé& blizkych kyslika
hydroxylové a 1,2-methylendioxy skupiny. V prostoru jsou obé skupiny usporadany tak,
Ze lezi nad a pod rovinou aromatickych jader. VSechny tyto prostorové zmény vedou ke
snizeni pnuti v molekule a tim k jeji vysoké stabilité. Vodik hydroxylové skupiny je dale

zapojen do vodikové vazby s kyslikem sousedici methoxylové skupiny [66].
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3.1.2.4.1 Biologicka aktivita bulbokapninu

V mnoha in vitro testech bulbokapnin prokazal Siroké spektrum ucinki: ovliviiuje
ucinky dopaminu, a to od jeho syntézy inhibici tyrosin hydroxyldzy aZ po antagonistické
plsobeni na receptorech vedouci ke sniZzeni motorické aktivity a indukci katalepsie [38];
periferni vazodilatace je spojena s afinitou k a;-adrenergnim receptortim [67] a perifernim
dopaminergnim receptorim [68]; s methylendioxy skupinou pak pravdépodobné souvisi
antiagregacni ucinek na krevni desticky (ICso 30.7 = 5.4 pymol/L), ktery je srovnatelny
s klinicky vyuZivanou ASA (ICs, 23.8 * 10.4 pmol/L), ale zifejmé& ucinkuje jinym
mechanismem nez inhibice COX-1, a to jako parcidlni agonista prostaglandinovych
receptort pro tromboxan [58], [69]; zha3i reaktivni formy kysliku, nejvice hydroxylové
radikaly produkované Fentonovou reakci [70]; chelatuje ionty pfechodnych kovi,
zejména kationty médi a zeleza [71]; pfedpokladana je také antiepilepticka a analgeticka
aktivita pfes inhibi¢ni u¢inky na excitabilitu neurond, v zavislosti na davce vykazuje
v in vitro modelech sniZeni frekvence a amplitudy Ca** oscilaci, tedy s Ca?* ionty spojené
aktivity [14]. Na rozdil od jinych aporfinovych alkaloidi bulbokapnin nevykazuje
schopnost vazat se na topoisomerazy [69]. Interkalace do struktury DNA je podminéna
planaritou molekuly, stericka interakce C11 hydroxylové skupiny a kysliku methylendioxy

cyklu toto postaveni neumoziiuje [72].

Antimikrobidlni aktivita bulbokapninu je pomérné zajimava. Alkaloidy jako celek
vykazuji vysSi potencial proti gramnegativnim bakteriim, stejné tak bulbokapnin, ktery
nejvice inhibuje rast u K. pneumoniae a A. baumannii (MIC 25 pymol/L) [73]. I v piipadé
mykotickych agens je aktivnim, vykazuje inhibi¢ni u¢inky na kvasinky, zejména
C. albicans (MIC 12.5-25 pmol/L), slabé&ji pak ovliviiuje C. parapsilosis a Cryptococcus
neoformans (MIC >200 ymol/L) [73], [74]. Stejné jako v jinych ptfipadech biologické
aktivity je i tato antimikrobialni pravdépodobné spojena s methylendioxy skupinou ve
struktute [56]. Prekvapivé ale je, ze v pfipadé antivirotické aktivity je zjiSténi opacné.
Zminénd skupina snizuje nebo pfimo souvisi se ztratou ucéinku proti polioviru nebo viru

Herpes simplex [58], [74].

Bulbokapnin také interaguje s metabolicky aktivnimi enzymy. Skupina cytochromu
P450 hraje zasadni roli v transformaci xenobiotik a vyrazné zasahuje nejen do

metabolismu 1é¢iv [75]. Enzym CYP3A4 je nejvyznamnéj$im zastupcem, jehoz schopnost
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interagovat s mnoha substraty je zprostfedkovdna vétSi velikosti aktivniho mista.
Substraty izoformy 2D6 jsou zpravidla lipofilni planarni molekuly, velmi ¢asto slozené
z aromatickych jader a s bazickym dusikem ve struktute [76]. Bulbokapnin, ktery tomuto
popisu odpovida, vykazuje stfedné silné inhibi¢ni uc¢inky na CYP2D6, jesté silné&ji pak
inhibuje CYP3A4. Navic jej 1ze oznacit za i stfedné silny inhibitor izoformy CYP1A2, ktera
zodpovida za pfeménu zejména malych, slabé kyselych molekul. Nejméné pak inhibuje

CYP2C9 a CYP2B6 [5].

3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba, znama také jako Alzheimerova demence (AD), je jednim ze
zastupcl skupiny neurodegenerativnich onemocnéni postihujicich centra paméti, uceni
a emoc¢niho chovani centralni nervové soustavy [3]. AD je charakteristicka postupnym
upadkem kognitivnich funkci v disledku starnuti a selektivni ztraty neuronu. Proces
starnuti je spojen s negativni remodelaci mozku, ktera je z ¢asti podminéna genetickymi
predispozicemi, Zivotnim stylem a faktory prostfedi [9]. SniZovani hustoty neurondlni sité
je pak dusledkem zejména dvou neuropatologickych procest: uklddani abnormaélniho
proteinu amyloidu-beta (Af) do senilnich plakli v mezibunéénych prostorech, takzvané
amyloidézy, a shlukovani hyperfosforylovaného tau proteinu (tP) do neurofibrilarnich
klubek uvniti neuront [9], [77]. Depozice AP je spiSe spojena s patologii onemocnéni,
neurofibrilarni klubka tP pak spiSe supadkem kognitivnich funkci [9]. Presny
mechanismus vedouci k nadmérné bunécéné smrti neuront vSak zustdva neznamy. Velmi
pravdépodobné se jednd o souhru nékolika neuropatologickych procesd, soucasné
se zvySenou agregaci nespravné prostorové uspofddanych proteini Af a tP jsou
popisovany chronické zanétlivé procesy, poruSena homeostaza kalcia nebo dysfunkce
energetického metabolismu mitochondrii a oxidaéni stres. Ve vysledku tato souhra vede
k poskozeni funkce nejen podpurnych gliovych bunék, ale i celého systému cholinergni

transmise v zasazenych oblastech [1], [8], [78].

Koneéné stanoveni diagnozy AD je mozné pouze post mortem analyzou postiZzeného
mozku [3]. Casny zachyt onemocnéni je velmi obtiZny. Existuji biomarkery jako AB1-40
a AB1-42, které jsou vhodné pro predikci AD, nebo zobrazovaci metody magnetické
rezonance (MRI) a pozitronové emisni tomografie (PET) pro ¢asnou diagnézu, jejich

implementace do praxe je vSak velmi obtiZzna [8], [9].
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3.2.1.1 Role cholinesteraz v lidském téle

Cholinesterdzy patfi do skupiny serinesterdz, tedy hydroldz se zbytkem
aminokyseliny serinu v aktivnim misté enzymu. V lidském téle se fyziologicky nachazi dva
zastupci, acetylcholinesteraza (AChE, EC 3.1.17) a butyrylcholinesteraza (BuChE, EC
3.1.1.8), ktera je oznacovana také jako pseudocholinesterdza [3]. AChE katalyzuje
hydrolyzu biogenniho neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) na kyselinu octovou a cholin
[79]. Nejcastéji se nachazi na membranach neurondlnich bunék ve formeé tetramerd, ¢tyt
jednotek seskupenych pohromadé [8]. BuChE se svou $irSi substratovou specifitou
katalyzuje hydrolyzu vétsi skupiny estert cholinu. Ve srovnani s AChE je jeji fyziologicka
exprese v mozku asi desetkrat mensi, ¢astéji se nachazi v plazmé a jinych metabolicky

aktivnich tkanich jako jatra, srdce a plice [3].

Samotnému proces hydrolyzy predchazi vazba substratu na periferni aniontovou
oblast (PAS) v blizkosti vstupu do kavity aktivniho mista. Tato oblast pomahéa s vybérem
a prostorovou orientaci molekul, které mohou byt hydrolyzovany. Uvnitf enzymu je
aktivni misto rozdéleno na 4 domény: katalyticka obsahuje enzymaticky aktivni triadu
aminokyselin serin-histidin-glutamat, oxyaniontova donory vodikové vazby pro
prostorovou stabilizaci substratu, aniontovd pak hydrofobni aromaticka jadra pro
elektrostatické T-interakce tryptofanu s pozitivné nabitym dusikem, a acylova kapsa.
Substratova specifita subtypud cholinesteraz se odviji od aminokyselin tvoficich posledni
zminénou strukturu [3]. Zaména prostorové objemnéjSich aromatickych aminokyselin
na PAS avkavité enzymu u AChE za mensi alifatické u BuChE umoziiuje interakce

i vét§im molekulam [1].

3.2.1.2 Hypotéza cholinergni dysfunkce

Pro spravné vedeni nervovych vzruchi je nutné dostate¢né mnozZstvi
presynapticky uloZenych neurotransmitert a také postsynaptickych receptorti pro tyto
molekuly [80]. V neuronech je za biosyntézu novych molekul ACh odpovédny
cytoplazmaticky enzym cholin-acetyltransferdza (ChAT, EC 2.3.1.6). Produkt kondenzace
acetyl-CoA a cholinu je skladovan v synaptickych vaccich, pfi depolarizaci exocytézou
vstupuje do synaptické Stérbiny, kde zprostfedkovava pfrenos vzruchu vazbou na své
nikotinové a muskarinové receptory. Vedeni vzruchu ukonc¢uje AChE hydrolyzou nebo

vlastni presynapticky transportér zpétnym vychytavanim [81], [82].
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Cholinergni hypotéza vzniku AD se opird o tii zjisténi: v postizenych oblastech
mozkové klry je podstatné snizenda presynapticka koncentrace ACh [58]; pozitivni t¢inek
na kognitivni funkce je spojen s agonisty cholinergnich receptorq, jejich antagonisté
naopak funkce paméti poSkozuji [83]; vlivem AD prokazatelné dochazi k poSkozeni
cholinergni inervace vychéazejici z bazalnich ganglii [84]. Cholinergni dysfunkci mozku
ruku v ruce prohlubuje soucasnd sniZena biosyntéza novych molekul ACh a zvySend ztrata
daldich neurond, ¢imZ dochézi k potenciaci neurodegenerativnich procesu, sniZovani
kognitivnich funkci a zrychleni progrese AD [8]. Navic mezi funkci ChAT a tvorbou
senilnich plakud existuje negativni korelace, s rostoucim poskozenim neurondlni sité déle
klesa tvorba ACh [84], a dysfunkce cholinergni transmise je spojena i s depozici Af a 1P,
vede kjejich zvySenému uklddani, a tim opét k prohlubovani deficitu a zhorSenim

kognitivnich funkci [85].

Zejména na zakladné prvnich dvou zjiSténi cholinergni hypotézy byly do praxe
uvedeny inhibitory cholinesterdz. Jejich uzivani je spojeno s pozitivhimi ucinky na

kognitivni funkce zvySenim hladin ACh, a tim zlepSeni symptom AD [8], [58].

3.2.1.3 Hypotéza amyloidu-beta

Amyloidéza je neuropatologicky proces, pii kterém dochazi k nespravnému
prostorovému skladani proteinu Af, jeho nadmérnému shlukovani a tim k rozvoji AD [9].
Proteolyticky rezistentni fibrilarni A vznika z neuronalniho transmembranového proteinu
APP aktivitou dvou enzyml. Nejprve podléhd degradaci [-sekretdzou (BACE-1)
a nasledné y-sekretazou, stava se nerozpustnym, nadmeérné se hromadi v extracelularnim
prostoru mozkové tkané a agreguje. Shluky tvofené A jsou neurotoxické a davaji
vzniknout tzv. senilnim plakim [8], [9]. Navic je A schopny tvofit i komplexy s ionty
prechodnych kovi, pficemz tyto komplexy stimuluji tvorbu reaktivnich forem kysliku,
které dale poskozuji funkce mitochondrii, membranovych lipidd a proteint [86]. V rdmci
in vitro studii bylo zjisténo, Ze klasickou cestou aktivuje cytotoxicky pulsobici slozky

komplementu [87], [88] a zvySuje intracelularni hladiny kalcia [89].

V alternativni cesté, kde APP protein podléhd nejprve a-sekretdze za tvorby
proteinu sAPPa s pravdépodobné neuroprotektivnimi ucinky, a az posléze y-sekretaze,
dochézi k produkci proteinu p3, ktery se nepodili na tvorbé neurotoxickych agregatu. [8],

[9]. Lze tedy fict, Ze odbouravani APP proteinu ve sméru formace Af je spojeno
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srozvojem AD [8]. Prvni loZiska shlukd AP se zacinaji kumulovat roky pfed prvnimi

symptomy kognitivnich poruch [90], nékteré studie nasvédcuji dokonce 20-30 let [3].

3.2.1.3.1 Patologie komplext AB-AChE

Na zakladé biochemickych studii bylo prokazano, Ze neurotoxicitu samotného Af3
zvyS$uje tvorba komplext s AChE [8], [91], [92]. Tyto velmi stabilni nerozpustné A—AChE
komplexy vznikaji spojenim obou sloZek zrychluji agregaci AB, v in vitro i in vivo modelech
vykazuji vyssi poSkozeni neurondlni sité neZ samotny Af3 [93], [94], a to zejména skrze
naruSeni intracelularni homeostdzy zvySenim hladin kalcia vedouci k poSkozeni funkce
mitochondrii [91], [95]. Formovani komplext je zprostiedkovano interakci mezi obéma
sloZzkami vazbou mezi pozitivné nabitymi ¢astmi vldken A3 a zadporné nabitou oblasti PAS

AChE, respektive zbytkem aminokyseliny tryptofanu [8].

Lze tedy fict, Ze PAS je spojovnikem mezi Af a AChE, a vzniklé AB—AChE
komplexy jsou pfimo spojeny s rozvojem AD [3]. Navic AChE tvofi vazby i s enzymem
presenilin-1 (PS-1), ktery je pfimo zapojen do procesu tvorby A, a tyto interakce zvysuji
jeho expresi [96]. Bylo vSak prokazano, Ze samotnd neurotoxicita a s ni spojené kognitivni
zmény velmi uzce souvisi s koncentraci AChE v senilnich placich. Vhodnou interakci
inhibitord acetylcholinesterazy (AChEi) s PAS muZe dojit k zamezeni tvorby komplex,
coz s sebou piindsi moznost nového terapeutického cileni [93], [94]. Stejné tak se ukazuje,
Ze stimulace cholinergnich nikotinovych receptord pomoci AChEi, které samy o sobé
vykazuji neuroprotektivni charakter proti toxicité zprostfedkované A, vede navic

k degradaci amyloidového prekurzoru APP proteinu non-amyloidogenni cestou [84], [97].

3.2.1.4 Hypotéza tau-proteinu

Spoleénym znakem pro hypotézy amyloidu-beta a tau-proteinu je nespravné
prostorové sklddani dysfunkénich proteint. Zakladem neurofibrilarnich klubek jsou
agregaty nerozpustnych, proteolyticky rezistentnich vldken defektniho P [98].
Intraceluldrni shlukovani usnadnuje jejich nadmérnd fosforylace bunéénymi
proteinkindzami. Vldkna se spojuji do dvouSroubovic, ¢imZ dochdzi k ovlivnéni spravné
funkce P, aktivaci mikroglii, elevaci hladin mediatord =zanétu atim rozvoji

neurodegenerativnich procest [87], [99].

Fyziologicky se tP podili na stabilizaci neurondlnich mikrotubuldi, elongaci
dendritickych bunék a spravném fungovani synapsi [98], [99]. Tyto funkce jsou fizeny jeho

30



reverzibilni fosforylaci. Klicové je udrZzovani rovnovahy mezi proteinkindzami
a fosfatdzami, pii upregulaci fosforylujicich enzymu nebo naruseni hladin kalcia dochazi
k hyperfosforylaci, ztraté funkce a tim indukci apoptézy neuronti [78], [86]. Existuje i urcité
spojeni mezi hyperfosforylaci 1P, oxida¢nim stresem a Af. Tvorba reaktivnich forem
kysliku AB a také pifima interakce A[B sreceptory na membrandch neuronud
pravdépodobné vedou k ovlivnéni transdukénich kaskad a aktivaci spfazenych enzymi,

zejména pak zminénych proteinkinaz [86].

3.2.1.5 Hypotéza neurozanétlivych procesu

Tradi¢né byla CNS oznacovana jako imunoprivilegovana oblast chranéna vlastnimi
bariérami. Tento koncept je viceméné prekonany, do fungovani mozku zasahuji nejen
vlastni slozky imunitniho systému, ale i buriky a cytokiny pochéazejici z perifernich tkani
[99]. A ackoliv by mély byt zanétlivé pochody ochrannymi, nepfiméfend imunitni odpovéd
se muze podilet nebo byt piimou pii¢inou poskozeni neuronalni sité vedouci k rozvoji AD

[87], [100]. Dokonce existuje pfima souvislost s kumulaci A3 a TP v mozku [99].

Neurozanétlivé procesy probihaji sekundarné na podkladé poskozeni v CNS [87].
Jsou souhrou nékolika patologickych pochodd, rozviji se jako nasledek wvnitinich
a vnéjsich poskozeni [100], [101]. Za udrzovani homeostazy jsou odpovédné astrocyty
a mikroglie. Mikroglie jsou typem makrofagli, tedy bunék imunitniho systému se
schopnosti fagocytézy cizorodych latek a odpadnich metabolitl, prezence antigent ¢i
produkce cytokinl. Hraji zasadni roli v modulaci prvotni imunitni odpovédi, podili se na
celkové plasticité mozku, regeneraci a neurogenezi [87], [102]. Jejich dlouhodoba aktivace
hraje vyznacnou roli v procesu neurodegenerace. Za fyziologického stavu jsou mikroglie
neaktivni, jejich rozvétvena struktura umoZzniuje dohlizet na pochody ve tkani bez
interference s neurony. V pfipadé poSkozeni tkané prechazi do aktivniho stavu, jsou
mobilni, schopné migrovat na postiZena mista a vylu¢ovat cytokiny. Pravé cytokiny jsou
¢asto spojovany s pfimym neurotoxickym uc¢inkem. Chronicka aktivace sloZek imunitniho
systému vede k nadmeérné produkci medidtora zanétu a reaktivnich forem kysliku, navic

je spojena s pfimym vlivem na ukladani A [87], [103].

Ve vysledku dochazi k poruSeni integrity tkanovych bariér, zejména pak
hematoencefalické bariéry (HEB) [87], [99], [104]. Mikrovaskularni poSkozeni a dysfunkce
HEB zrychluji odumirani neuronu a zvy$uji hladiny prozanétlivych cytokint [87], [105].
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3.2.2 Soucasné moznosti terapie Alzheimerovy demence

Na zékladé predchozich hypotéz lze shrnout, Ze vyskyt senilnich plakd a
neurofibrilarnich klubek, tvorba AB—AChE komplexti a sniZend syntéza ACh spole¢né
vedou ke sniZené cholinergni transmisi a tim dal§imu ubytku neuront [1], [8].
V soucasnosti neexistuje kauzalni 1é¢ba, posSkozeni neuronalni sité nelze zvratit ani pfi
cileni na popsané mechanismy neuropatologického pochodu. I pfes vyznamné pokroky
v chapani AD bezpocet pokust selhalo, z vice nez 400 klinickych studii na vice nez 200
preparatech neuspélo 99.6 % z nich [9]. Terapie AD je stale pouze symptomaticka, neni
ale spojena s uspokojivymi a pretrvavajicimi ucéinky na progresi onemocnéni [106].
Z metaanalyz hodnotici dostupnd terapeutika vyplyva, Ze sice nevykazuji nijak zavratny
efekt, stale je vSak celkovy pozitivni vliv na progresi onemocnéni klinicky vyznamny.
Rovnéz se terapie jevi jako nakladoveé efektivni, ne-li jako néklady zdravotnimu systému
Settici [107], [108], [109]. Diky pozitivnimu ovlivnéni kognitivnich funkci oddaluji nutnost

odborné zdravotni péce nebo pobyt v domovech se zvlastnim reZimem [110].

Schvéleny a registrovany jsou tii zastupci AChEi: donepezil, rivastigmin a
galantamin. Uzivani AChEi zvySuje hladiny a prodluZuje u¢inek ACh na synapsich, ¢imz
zlepSuje kognitivni funkce a zvySuje aktivitu nervového prenosu, je vSak spojeno s mnoha
nepfijemnymi nezddoucimi u¢inky a ucinkuje pouze na lehké a stfedné tézké formy [3],
[8], [111]. Upadek kognitivnich funkci pfi terapii AChEi nastupuje mnohem pomaleji, ve
srovnani s pacienty bez terapie dochazi k oddéaleni néastupu klinickych symptomu [84].
Ctvrtou terapeuticky vyuZzivanou latkou je antagonista NMDA receptoru memantin
s rozdilnym mechanismem uc¢inku [8]. NMDA receptor je spfaZeny s iontovymi kanaly pro
Ca*" ionty. Pfi nadmérné aktivaci tohoto systému dochazi k hromadéni kationt vapniku
uvnitf neurondlnich buneék, jejich chronické excitaci a postupné ztraté synaptické funkce.
Antagonismus tedy brani patologickému vstupu Ca?* iontd do bunék, ¢imz brani i rozvoji

neurodegenerace a snizovani kognitivnich funkeci [83], [97].

V soucasné dobé jsou u FDA registrovany i dva moderni ptfipravky biologické
1é¢by, monoklonalni protilatky lecanemab (Legembi) [112] a aducanumab (Aduhelm)
[113], které pfimo cili na agregaty AB. Prvni z nich ned&vno byl registrovan i u EMA pro
specifickou skupinu pacienti s AD [114]. PfestoZe registra¢ni studie prokazaly, Ze benefit

prevySuje riziko, z hlediska svého ucinku jsou vSak pomérné kontroverzni [99].
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3.2.2.1 Uskali sou¢asné terapie Alzheimerovy demence

S relativné nizkym uc¢inkem v terapii vyuZivanych AChEi velmi pravdépodobné
souvisi zjisténi, ze exprese a distribuce AChE je u pacientt trpicich pokroc¢ilymi formami
zna¢né snizend (deficit 10-67 %). V Casto zasaZenych oblastech senilnimi plaky
a neurofibrildarnimi klubky, konkrétné v mozkové kure, limbickém systému, amygdale,
bazalnich ganliich a hipokampu, je naopak vyznamné zvySena aktivita BuChE, a to az o
167 % [3], [8]. AChE je navic inhibovéna vlastnim substratem ACh. K tomuto efektu vSak
v piipadé BuChE nedochdzi, zvySenim koncentrace ACh zlistava neovlivnéna. Jeji delsi
biologicky polo¢as a vyS$Si mira exprese v zasaZenych oblastech pifispivaji k roli

majoritniho degradaéniho enzymu [3].

Do klinickych studii se dostalo i nékolik latek s rozdilnym mechanismem ucéinku.
Kromé agonismu a antagonismu na receptorech pro neurotransmitery se terapeutické
moznosti hledaji v prevenci neuropatologickych kaskad spojenych s agregaci AB a tP.
Vyviji se pomérné moderni preparaty zaloZené na inhibici enzymu beta a gama sekretézy,
formovani neurofibrilarnich klubek modulaci fosforylace tP, zvySeni clearance obou
defektnich proteinG proteolyzou a fagocytdézou nebo cilenou imunoterapii. Nejvice
studovanymi jsou pak inhibitory BACE-1, které jsou pravdépodobné spojené se zlepSenim
kognitivnich funkci sniZenim produkce Af [9], a imunizace proteinem Af-42, a to pasivni
pomoci pfipravenych protilatek nebo aktivni vlastnim proteinem. Na mySich modelech

obé imunizaéni metody vyznamné sniZily hladiny neurotoxického A3 [115].

Studie zaméiené nejen na eliminaci A u postizenych pacientd jsou vSak casto
spojeny se Spatnymi vysledky, protoZe nastup kognitivnich symptomu je odrazem jiz silné
zasazené mozkové tkané. Existuje shoda, Ze odstrafiovani senilnich plakd A
a neurofibrilarnich klubek 1P nedokaZe kompenzovat dysfunkci neurondlni sité,
pravdépodobné dokdZze pouze zpomalit jeji progresi [87], [116]. Jedinym moZnym
terapeutickym cilem je tedy snaha o co nejuc¢innéjsi stabilizaci stavajiciho stavu [9].
Strategie a cile terapie by se mély zakladat zejména na zpomaleni neurodegenerace, a to

co nejdrive, nejlépe pred prvnimi symptomy AD [9].

3.3 Mikrobialni infekce

Nartstajici rezistence mikrobidlnich agens je oZzehavym tématem dne$ni doby.

Antimikrobialni aktivita, respektive bakteriocidni aktivita, je schopnost latky sniZit
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viabilitu bakterii =99.9 % v koncentracich menSich nez étyindsobek jejich minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC). Alkaloidy takovymi uc¢inky disponuji, pravdépodobné souvisi
s jejich lipofilitou, spole¢né s heterocyklicky vazanym atomem dusiku a aromatickymi
jadry [23], [117]. Nékteré alkaloidy se dokonce staly strukturni pfedlohou terapeuticky
vyuzivanych latek, napfiklad metronidazolu, linezolidu, trimetoprimu nebo chinolonovych

antibiotik [10].

3.3.1 Infekce zplisobené mykobakteriemi

Tuberkuléza je primarné plicnim infekénim onemocnénim vys$Sich obratlovca
zplsobené bakteriemi skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex, kam patii zastupci
jako M. tuberculosis, M. bovis, M. avium ¢i M. africanum [118]. Tyto aerobni intracelularni
patogeny jsou charakteristické svym tycinkovitym tvarem, velmi pomalym rdstem a
bunécénou sténou s vysokym podilem lipidd. Pravé kombinace dlouhého Zivotniho cyklu
bakterie a obsah mykolovych kyselin na povrchu pfinasi zvySené naroky na vedeni

raciondlni terapie a hledani novych ucinnych molekul [2].

V soucasnosti je moZné onemocnéni 1é¢it kombinaci 1é¢iv v zavislosti na citlivosti
jednotlivych kmenti. Na citlivé mykobakterie plsobi u 85 % pacienti standardni
Sestimésicni terapie. Po intenzivni dvoumési¢ni kombinaci rifampicinu (RIF), isoniazidu
(INH), pyrazinamidu (PZA) a ethambutolu (ETM) nésleduje ¢tyfmési¢ni udrzovaci terapie
RIF s INH [50]. Tato dlouhodoba terapie je vSak spojena s vyznamnymi nezadoucimi
ucinky, vedoucimi ke sniZzené adherenci az selhani terapie, a tim k rozvoji bakterialni
rezistence [120]. U rezistentnich kmenu se uc¢innost specifickych rezimti pohybuje kolem

57 % [119].

S ohledem na narust rezistence je nezbytné hledat nova a uc¢innéjsi 1é¢iva schopna
zvrétit tento trend, zvySit adherenci, zjednodusit a zkratit léc¢bu. Mezi tradi¢ni cile patii
inhibice syntézy mykolovych kyselin buné¢né stény, nukleovych kyselin nebo proteint
[120], [121]. Studium aktivity pfirodnich slou¢enin s sebou jiz pfineslo zajimavé molekuly
jako aminoglykosid streptomycin a jemu podobny kanamycin. Zastupce skupiny
isochinolinovych alkaloidii berberin rovnéz vykazuje aktivitu proti mykobakteriim [121].
Ze studia jeho struktury vyplyva, ze alkoxy substituce (methoxy, methylendioxy) je

spojena s antimykobakteridlnimi u¢inky [2]. Tento strukturni motiv ve své struktufe nese
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velké mnoZzstvi dalSich piirodnich latek, naptiklad i alkaloid bulbokapnin, proto se zda

racionalni hledat nové ucinné latky v fadach sekundarnich metabolitt rostlin.

3.3.2 Infekce zplisobené bakteridlnimi a mykotickymi agens

Vyznamna c¢ast nozokomidlnich infekci, tedy infekci spojenych s pobytem ve
zdravotnickém zafizeni, je zplisobena vysoce rezistentnimi kmeny G* (MRSA, VRE) a G~
bakterii (MDR-GNB), které jsou odolné proti mnoha konvenénim typim antibiotik [122].
Mnohocetné rezistentni (MDR) a extenzivné rezistentni (XDR) kmeny bakterii jsou jednou
z nejvétSich svétovych vyzev soucasné doby, zesileni jejich mechanismi virulence

a schopnosti vytvaret biofilm vyZaduji nové efektivni preparaty [123], [124].

Rozdilna stavba membrany G* a G~ bakterii stoji za zvySenou rezistenci G~ agens
proti ucinku antibiotik [125]. Tyto bakterie patfi mezi nefermentujici oportunistické
patogeny, které jsou casto pfi¢inou zminénych nozokomidlnich infekci. P. aeruginosa,
A. baumannii a E. coli se navic ¢im dal ¢astéji stavaji rezistentnimi, coz ve vysledku vede

ke komplikacim u nemocnic¢nich i komunitnich infekci [126].

Mykotické infekce jsou rovnéz vaznym celosvétovym problémem. Pocet infekci
zpusobenych mykotickymi agens v poslednich letech dramaticky narastéd [127]. Kromé
povrchovych infekci kiiZe, nehtl a sliznic zpusobuji zdvazné systémové invazivni infekce
hlubokych tkani, zejména u imunokompromitovanych pacientt [128], [129]. Ve vysledku
vedou tyto prevazné nozokomiélni infekce ke zdravotnim komplikacim, vysoké mortalit€,

prodlouZeni hospitalizaci a zvySenym nékladim na 1é¢bu [130].

Lokalni mykozy jsou nejcastéji zptusobeny zastupci rodt Microsporum, Trichophyton
(T. interdigitale), a Epidermophyton, pfiCemZ za témi systémovymi stoji rody Candida
(C. albicans, C. parapsilosis), Cryptococcus, Aspergillus (A. fumigatus, A. flavus) a Pneumocystis
[128]. C. albicans patii k nejcastéjsim plivodcim, stoji za vice nez 90 % vSech zavaznych
pripadd, majoritou vulvo-vagindlnich kandidéz a hlubokych tkanovych mykéz [131].
Spole¢né s C. parapsilosis se z velké miry podili na tvorbé mikrobialniho biofilmu [132].
Cryptococcus neoformans je druhym nejcastéjsim pivodcem oportunnich infekci u pacienta

s AIDS [130].

Terapie mykotickych infekci je postavena na azolovych, polyenovych,

echinokandinovych a pyrimidinovych antimykoticich [133]. Jejich ucinek je vSak
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limitovany uzkym spektrem ucinku, nezadouci toxicitou, lékovymi interakcemi,
nevyhodnou farmakokinetikou a fungistatickym charakterem nékterych latek [134].
V pribéhu poslednich dekad navic doSlo nadmérnym uZivanim antimykotik k rozvoji

rezistence mezi nejcastéjSimi zastupci vlaknitych hub a kvasinek [127], [135].

Antibiotickd a antimykoticka rezistence se stala jednou z hlavnich oblasti zajmu
moderni mediciny, jelikoz se stale Castéji stavd divodem selhani terapie infekcnich
onemocnéni a tim i ndrtstu mortality na dfive 1écitelnd onemocnéni [136]. Nejcastéji jsou
chronické infekce nereagujici na konvenéni antibiotickou 1é¢bu dusledkem vytvoreni
mikrobialniho biofilmu. Eradikace agens, které tvofi tyto velmi kompaktni struktury, je

velmi narocna [132].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité materidly a obecné postupy

Reagencia, rozpoustédla, zkoumadla a kultivaéni média pro potteby piipravy
polosyntetickych derivati, strukturni analyzy a stanoveni biologické aktivity byla
zakoupena u Sigma-Aldrich, spol. s r.o. (Praha, Ceska republika), a pouZita bez dalsiho
¢isténi. Pro potfeby analytické a preparativni TLC byl pouZity materidl zakoupen

u spole¢nosti Merck spol s r.0. (Praha, Ceska republika).

4.1.1 Precisténi bulbokapninu

Vychozi latka pro derivatizaéni reakce byla izolovana zhliz Corydalis cava
Schweigg. & Kort. (Papavaraceae) v ramci hledani novych inhibitord enzymi AChE
a BuChE pochazejicich z této rostliny. Vyzkum byl provadén na nynéjsi Katedie
farmakognozie a farmaceutické botaniky doc. Jakubem Chlebkem v roce 2011. Proces

izolace je podrobné popsan v nasledujici literature [53].

Pro vy$si vstupni ¢istotu bylo nutné nejprve izolovany alkaloid piecistit. Ve smési
ethanolu (EtOH), ethyl-acetatu (EtOAc) a chloroformu (CHCls) bez pfesného poméru byl
rozpu$tén izolovany bulbokapnin, roztok byl ponechén nékolik minut v sonikatoru.
Nasledné pomoci chromatografického pera byl rovnomérné nanesen na 10 preparativnich
chromatografickych desek ptipravenych v laboratofi (tloustka vrstvy 1 mm) 1 cm od jejich
spodni hrany. Po odpareni rozpoustédel proudem horkého vzduchu byly desky vloZeny
do mobilni fazi MF, vysycenych komor, eluce probihala do chvile, nez ¢elo dosahlo urovné
1 cm od horni hrany desky. Pro dosaZeni lepSi separace byl proces vyvijeni opakovan
dvakrat, mezi elucemi byly desky zbaveny rozpoustédel mobilni faze proudem horkého
vzduchu. Pod UV lampou byla zhodnocena kvalita separace od necistot a vyznacena
elu¢ni zona bulbokapninu, kterd byla nasledné z desek vyskrabnuta do kolony utésnéné
vatovym smotkem. V koloné byl bulbokapnin extrahovén ze silikagelu promyvanim smeési
CHCl; a EtOAc (1:1), jimany roztok byl poté odpafen na vakuové odparce do sucha.

Precistény bulbokapnin byl nasledné vyuZit pro vlastni pfipravu derivatu.
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4.1.2 Priprava polosyntetickych derivata bulbokapninu

Piiprava polosyntetickych derivati — etherd bulbokapninu, je zaloZena na
dvoukrokové Sy2 nukleofilni substituci, zndmé také jako Williamsonova syntéza ethert.
V prvnim kroku byl pfipraven nukleofilni alkoxid, konjugovana béaze bulbokapninu, ktery
nasledné reagoval s primérnim alkylhalogenidem za tvorby kyZeného derivatu [138].

V priibéhu ptipravy sady derivata byly vyuzity dvé nize popsané metody.

Metoda A: alkylace v bazickém prostiedi NaH [139]; do vysuSené vialky bylo
navazeno 60 mg preciSténého bulbokapninu (0.18 mmol), rozpusténo se ve smési 1 mL
suchého tetrahydrofuranu (THF) a 1.5 mL suchého N,N-dimethylformamidu (DMF). Pod
atmosférou argonu bylo pfidano 1.2 molarniho ekvivalentu (eq) 60 % hydridu sodného
v mineralnim oleji (NaH; 0.22 mmol, 9 mg) a michano 30-45 minut v ledové 1azni pfi 0 °C.
Nasledné bylo ptfidano 1.1 eq alkyla¢niho ¢inidla (RX; 0.20 mmol) a za stadlého michani pii

pokojové teploté byla reakéni smés michéna pies noc.

1.2 eq NaH, 0 °C, 40 min
1.1 eq RX, 20 °C, 24 hod

THF, DMF

Schéma 1. Metoda A: alkylace v bazickém prostfedi NaH

Metoda B: alkylace bazickém prostfedi K,CO; [140]; ve vialce byla rozpu$téna
navazka 60 mg precisténého bulbokapninu (0.18 mmol) ve 3 mL DMF, ptidano 3.5 eq
bazického uhli¢itanu draselného (K2COs; 0.63 mmol, 87 mg) a reakéni smés michéna pii
pokojové teploté po dobu 25 minut. Posléze bylo pfidano 1.2 eq alkyla¢niho ¢inidla (RX;

0.22 mmol), vialka pfemisténa do olejové lazné a pfi 70 °C michéna pies noc.

<O <O
o ' N__ 3.5 eq K,CO3, 20 °C, 25 min o
H 1.2 eq RX, 70 °C, 24 hod
HO = 0
DMF R
~o o

Schéma 2. Metoda B: alkylace bazickém prostfedi K,COs

Reakce byla v pribéhu monitorovdna pomoci analytické TLC. Nésledné

zpracovani reakéni smeési pro ucely preparativni TLC bylo shodné pro obé metody. Po
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ukonceni reakce byl obsah vialky odpafen do sucha na olejové lazni. Odparek byl
rozpus$tén v CHCl; a zfiltrovan pies kiemelinu Celite® 535 za ucelem odstranéni
nerozpustnych zbytk(. Takto precistény roztok byl na vakuové odparce odpafen do
sucha. Odparek byl rozpu$tén v malém mnozstvi CHCl; pro ovéfeni pfitomnosti produktu,
nezadoucich rezidui DMF a vhodnosti mobilni faze MF, pomoci analytické TLC. Nakonec

byl roztok vhodné upraven pro potieby preparativni TLC.

4.1.3 Analyticka a preparativni tenkovrstva chromatografie

Na ptipravu chromatografickych desek pro preparativni chromatografii byl pouzit
Silikagel 60 s pfidavkem fluorescen¢niho indikatoru Fzs4 (Merck, Praha), pro analytickou
chromatografii pak komerc¢ni hlinikové desky s vrstvou Silikagelu 60 a fluorescenénim
indikatorem Fj4 20cm X 20 cm (Merck, Praha). Vizualizace probihala s vyuZitim

ultrafialového svétla (254 a 366 nm), pfipadné Dragendorffova ¢inidla.

Pro proces preparativni TLC bylo potfeba nejprve piipravit desky. 6.5 g silikagelu
bylo suspendovano ve 20 mL vody, nalito na sklenénou desku 15cm X 15cm
a ponechano zaschnout. Na takto pfipravenou desku byl 1 cm od jeji spodni hrany
nanesen chromatografickym perem chloroformovy roztok reakéni smési a po odpateni
rozpousStédla byla deska vloZzena do mobilni fazi MF; vysycené komory a ponechéna
vyvijet. Jakmile mobilni faze dosahla ¢ela, deska byla vyjmuta a vysuSena proudem
horkého vzduchu, mira eluce byla provéfena pod UV lampou. V pfipadé potfeby byl
proces vyvijeni opakovan pro dosaZeni kvalitnéjSi separace. Separované zoény byly
vizualizovany UV svétlem (A = 254 nm). Poté byla separovana zéna s produktem promyta
v koloné smési EtOAc a CHCl; bez pfesného poméru. Cistota pfipraveného derivatu byla
zhodnocena analytickou TLC. Jimany roztok byl na vakuové odparce odpafen do sucha,
odparek rozpustén v malém mnozstvi CHCl;, pfenesen do vialky, findlné odpafen do

sucha na olejové 1azni a dosuSen v exsikatoru.

4.1.3.1 Slozeni pouzitych mobilnich fazi pro analytickou a preparativni TLC

MF;: cyklohexan : ethyl-acetat : diethylamin, 50 : 50 : 5

MF,: cyklohexan : toluen : diethylamin, 45 : 45: 5
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4.1.4 Strukturni analyza pfipravenych derivatt

4.1.4.1 'Ha"“C NMR analyza

NMR spektra bulbokapninu a jeho derivati byla méfena za standartni teploty
v deuterovaném chloroformu (CDCl;) pomoci spektrometru Varian VNMR S500 (Varian,
Palo Alto, Kalifornie, USA) pti 500 MHz pro 'H spektra a 126 MHz pro *C spektra.
Chemické posuny jednotlivych latek byly zméfeny jako hodnoty 6 v parts per milion
(ppm) a nepfimo vztaZeny k tetramethylsilanu (TMS) jako standardu pomoci signélu
zbytkového rozpoustédla CDCl; (7.26 ppm pro 'H a 77.0 ppm pro *C). Data jsou zapsana
v poradi: chemicky posun (6), multiplicita (s: singlet, bs: broad singlet, d: dublet, dd: dublet
dubletd, t: triplet, m: multiplet), interakéni konstanta (J, v Hz) a integralni intenzita signalu

(pro protonové spektrum).

4.1.4.2 HRMS analyza

Spektra pro ESI-HRMS analyzu byla méfena na pfistroji Waters Synapt G2-Si,
hybridnim vysokorozliSujicim kvadrupolovém hmotnostnim spektrometru doby letu
(HRMS Q-TOF) se systémem ionizace elektrosprejem (ESI), spojeném s vysokouc¢innym
kapalinovym chromatografem (UHPLC) Waters Acquity [-Class (Waters Corporation,
Milford, Massachusetts, USA). Data jsou prezentovana jako hodnota poméru hmotnosti
¢astice a naboje fragmentu m/z teoretickd [M+H]* a experimentalni [M+H]* primérna ze

dvou méreni.

4.1.4.3 Opticka otacivost

Optickd otacivost a, neboli schopnost opticky aktivnich latek stacet rovinu
polarizovaného svétla, byla méfena v prostfedi CHCl; na automatickém polarimetru
P3000 (Kriis Optronic, Hamburk, Némecko) pfi teploté ¢ (25.5 °C £ 1.0 °C) a vlnové délce
sodikového svétla D (589.3 nm), s délkou kyvety [/ (0.5 dm) a koncentraci vzorku
c (g/100 mL) pro jednotlivé latky. Specificka opticka otacivost [a]} byla spoctena podle

nasledujiciho vzorce:
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4.1.5 Metody pro stanoveni biologické aktivity

Vychozi latka bulbokapnin a jeho polosyntetické derivaty byly podrobeny sérii
nékolika testd pro stanoveni biologické aktivity. Ke zhodnoceni byly vyuzity testy
provadéné na pracovistich v ramci Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Krélové, a to inhibi¢ni aktivita proti rekombinantnim huméannim cholinesterdzam (hAChE,
hBuChE) na Katedfe farmakognozie a farmaceutické botaniky (KFGFB) v gesci
PharmDr. Daniely Suchénkové, Ph.D., a déle in vitro antibakterialni, antimykobakterialni
a antimykoticka aktivita proti vybranym agens na Katedre biologickych a lékatskych véd
(KBLV) v gesci PharmDr. Ondfeje Jandourka, Ph.D. a RNDr. Klary Kone¢né, Ph.D.
Stanoveni cytotoxické aktivity bylo provedeno ve spolupraci s doc. RNDr. Radimem
Havelekem, Ph.D. na Ustavu lékatské biochemie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové (ULB LFHK).

4.1.5.1 Stanoveni aktivity proti lidskym rekombinantnim cholinesterazam

Stanoveni inhibi¢ni aktivity proti lidskym cholinesterazam je zaloZeno na upravené
Ellmanové metodé [141]. Toto kolorimetrické stanoveni aktivity se opira o reakci
thiocholinu, produktu enzymatické pifemény acetylthiocholinu rekombinantni AChE
(hAChE, EC 3.1.1.7), respektive butyrylthiocholinu rekombinantni BuChE (ABuChE,
EC 3.1.1.8), s Ellmanovym ¢inidlem (5,5°-dithio-bis(2-nitrobenzoovou) kyselinou, DTNB),

vedouci ke Zlutému zbarveni.

Testovani aktivity piipravenych derivatd bylo provedeno v 96jamkovych
desti¢kach podle postupu peclivé popsaného v nasledujici literature [142]. Absorbance
byla méfena pfi vlnové délce 412 nm na mikrodestickovém spektrofotometru Multimode
microplate reader Synergy 2 (BioTek Inc., Winooski, VT, USA). Procentuélni stanoveni
inhibice bylo spo¢teno pomoci nasledujiciho vzorce:

[ = (1 AAi) 100
B AA,

Pozitivnim vysledkem je zmeéna zbarveni, tj. naruist absorbance AA;. Slepym
roztokem s absorbanci pozadi AA, je médium s fosfaitovym pufrem misto roztoku

odpovidajicich substratd. Méfeni bylo provedeno na tiech nezavislych sadach.
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4.1.5.2 Stanoveni in vitro antimykobakterialni aktivity

Testované kmeny mykobakterii, rychle rostouci Mpycolicibacterium smegmatis
(ATCC 607, DSM 43465), Mycolicibacterium aurum (ATCC 23366, DSM 43999), dale
Mpycobacterium kansaii (ATCC 12478), Mycobacterium avium subsp. avium (ATCC 15769)
a avirulentni kmen Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 9431), byly zakoupeny od
Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC, Praha, Ceska republika), némeckého
Leibnizova Institutu DSMZ (DSM, Braunschweig, Némecko) a belgické sbirky Belgian
Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM, Antverpy, Belgie).

Kultivace byla provedena staticky v temnu v 96jamkovych destickach mikrodilué¢ni
bujénovou metodou za standartnich podminek spole¢né spozitivni (bujén, suspenze
inokula, DMSO) a negativni (bujén, DMSO) kontrolou. Vysledky kultivace byly
zhodnoceny vizualné s vyuzitim zmény barvy indikatoru. Metoda je podrobné popsana

v nasledujici literatuie [143].

Polosyntetické derivaty, které vykdazaly zajimavou antimykobakterialni aktivitu

byly nésledné podrobeny sérii testd proti vybranym bakteridlnim a mykotickym agens.

4.1.5.3 Stanoveni in vitro antibakterialni aktivity

Ke screeningu aktivity bylo vyuZito osm bakteridlnich kment: Staphylococcus
aureus subsp. aureus (SA; ATCC 29213, CCM 4223), meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus subsp. aureus (MRSA; ATCC 43300, CCM 4750), Staphylococcus epidermidis (SE;
ATCC 12228, CCM 4418), Enterococcus faecalis (EF; ATCC 29212, CCM 4224), Escherichia
coli (EC; ATCC 25922, CCM 3954), Klebsiella pneumoniae (KP; ATCC 10031, CCM 4415),
Acinetobacter baumannii (ACI; ATCC 19606, DSM 30007) a Pseudomonas aeruginosa (PA;
ATCC 27853, CCM 3955). Kmeny byly zakoupeny u Ceské sbirky mikroorganismti (CCM,
Brno, Ceska republika) a némeckého Leibnizova Institutu DSMZ (DSM, Braunschweig,

Némecko).

Vybrané kmeny byly spole¢né s pozitivni a negativni kontrolou kultivovany za
standartnich podminek mikrodiluéni bujéonovou metodou v 96jamkovych destickach
podle postupu uvedeného v nésledujici literatufe [144]. Antimikrobidlni aktivita byla po

ukonceni kultivace vyhodnocena vizudlné.
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4.1.5.4 Stanoveni in vitro antimykotické aktivity

Ctyﬁ testované kmeny kvasinek, Candida albicans (CA1; ATCC 24433, CCM 8320),
Candida krusei (CK; ATCC 6258, CCM 8271), Candida parapsilosis (ATCC 22019, CCM
8260), Candida tropicalis (CT; ATCC 750, CCM 8264), a ¢tyfi testované kmeny vlaknitych
hub, Aspergillus fumigatus (AF; ATCC 204305), Aspergillus flavus (AFla; CCM 8363), Absidia
corymbifera (AC; CCM 8077) a Trichophyton interdigitale (TI; ATCC 9533, CCM 8377), byly
zakoupeny u Ceské sbirky mikroorganismt (CCM, Brno, Ceské republika) a americké

sbirky American Type Collection Cultures (ATCC, Manassas, VA, USA).

Testovani bylo provedeno mikrodiluéni bujénovou metodou v 96jamkovych
spole¢né s pozitivni a negativni kontrolou za standartnich podminek, které jsou uvedeny
v nasledujici literatufe [144]. Specificky pro T. interdigitale probihala pfi teploté 25-28 °C
120 a 168 hodin (5 a 7 dni). Na konci kultivace byla antifungdlni aktivita vizualné

zhodnocena.

4.1.5.5 Stanoveni in vitro cytotoxické aktivity

Cytotoxicka aktivita vybranych derivatd, respektive jejich vliv na proliferaci
a viabilitu testovanych bunéénych linii, se stanovuje upravenou kolorimetrickou metodou
podle Mosmanna, kdy ¢inidlo WTS-1 (4-[3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-
1,3-benzen disulfonat) zluté barvy podléhd enzymatické redukci mitochondridlnimi
sukcinat dehydrogenazami (SDH, EC 1.3.5.1) vitalnich bunék za vzniku nerozpustného

fialového formazanového barviva [145].

Pro stanoveni aktivity byl pouZit panel deseti humdannich bunécnych linii:
leukemické T-lymfocytarni Jurkat, leukemické lymfoblastové linie MOLT-4, linie A549
plicniho adenokarcinomu, HT-29 kolorektélniho karcinomu, PANC-1 pankreatického
adenokarcinomu, A2780 ovarialniho karcinomu, linie SH-SY5Y neuroblastomu, MCF-7
hormondlné dependentniho karcinomu prsu, linie SAOS-2 osteosarkomu a linie MRC-5

lidskych fibroblast( [146].

Inkubace vybranych buné¢nych linii spole¢né s kontrolnimi vzorky byla provedena
v 96jamkovych desti¢kach s plochym dnem v CO; inkubéatoru za podminek popsanych
v nasledujici literatuie [147]. Méreni bylo provedeno na tfech sadach vzorka ve trech

nezavislych métenich. Vysledna data jsou vztazena k viabilité kontrolnich vzorkd.
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4.2 Ptiprava polosyntetickych derivatl a jejich strukturni identifikace

4.2.1 Vychozi latka bulbokapnin (BLC-S)

Sumarni vzorec: CoH gNO,
Molarni hmotnost: 325,36

Obr. 10. Vychozi latka pro derivatizaéni reakce bulbokapnin

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]* 326.1387, experimentdlni hodnota
[M+H]* 326.1390

‘H NMR (600 MHz, CDCl:) &: 6.99 (bs, 1H), 6.86 — 6.78 (m, 2H), 6.63 (s, 1H), 6.09 (d,
J=1.4Hz, 1H),5.94 (d, J= 1.4 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.17 — 3.09 (m, 1H), 3.06 (dd, J = 13.7,
3.6 Hz, 1H), 3.03 — 2.93 (m, 2H), 2.67 — 2.61 (m, 1H), 2.53 (s, 3H), 2.52 — 2.42 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 148.4, 146.1, 143.0, 140.6, 129.8, 130.0, 127.5, 119.4, 118.5,
114.4,111.0, 107.8, 100.4, 62.8, 56.3, 53.1, 44.0, 35.4, 29.4.

Opticka otaéivost: [a]%® = + 242.86° (c = 0.14 g/100 mL, CHCl;)
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4.2.2 Prtiprava 11-O-(4-isopropylbenzyl)bulbokapninu (BLC-22)

1.2 eq NaH, 0 °C, 40 min
1.1 eq RX, 20 °C, 24 hod

THF, DMF

Sumarni vzorec: C;gH gNO, Sumarni vzorec: C,gH;1NO,
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 457,57

Schéma 3. Syntéza 11-0-(4‘-isopropylbenzyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda A; RX: 4-isopropylbenzyl bromid (45 mg, resp. 35 yL)
Vytézek: 30 mg, tj. 35.6 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*458.2326, experimentalni hodnota
[M+H]* 458.2326

'H NMR (600 MHz, CDCls) 6: 7.16 — 7.11 (m, 2H, AA'BB’), 7.10 — 7.04 (m, 2H, AA'BB’),
6.96 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.74 (d, J = 1.5 Hz,
1H), 5.59 (d, J= 1.5 Hz, 1H), 4.93 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.70 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.87 (s,
3H), 3.15 - 3.06 (m, 1H), 3.05 — 2.99 (m, 2H), 2.91 — 2.78 (m, 2H), 2.66 — 2.60 (m, 1H),
2.56 — 2.49 (m, ptekryv, 1H), 2.53 (s, prekryv, 3H), 2.41 (t, J = 13.3 Hz, 1H), 1.20 (d,
J=6.9 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 152.5, 148.3, 147.0, 145.4, 143.2, 135.3, 128.4, 128.2, 126.1,
125.3, 122.7, 114.1, 111.4, 107.2, 100.4, 74.9, 63.1, 56.0, 53.1, 44.1, 35.3, 33.9, 29.1, 24.1,
24.1.

Opticka otaéivost: [a]3* = + 163.94° (c = 0.24 g/100 mL, CHCl;)
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4.2.3 Priprava 11-O-(2°-brombenzyl)bulbokapninu (BLC-29)

O

3.5 eq K,COj3, 20 °C, 25 min <o O N 6\
1.2 eq RX, 70 °C, 24 hod , H
— ' ouwl
DMF B O
Br
o
Sumarni vzorec: C19gH|gNOy4 Sumarni vzorec: C,4H,4,BrNO,

Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 494,39

Schéma 4. Syntéza 11-0-(2°-brombenzyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda B; RX: 2-brombenzyl bromid (57 mg)
Vytézek: 31 mg, tj. 34.0 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*494.0961, experimentalni hodnota
[M+H]* 494.0967

‘H NMR (600 MHz, CDCl;) 8: 7.43 — 7.38 (m, 2H), 7.20 — 7.15 (m, 1H), 7.05 — 7.01 (m, 1H),
6.99 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 5.76 (d, J = 1.6 Hz,
1H), 5.66 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 3.88 (s,
3H), 3.10 — 3.03 (m, 1H), 3.02 — 2.95 (m, 2H), 2.83 — 2.76 (m, 1H), 2.61 — 2.56 (m, 1H), 2.51
(s, 3H), 2.49 — 2.43 (m, 1H), 2.37 (t, J = 13.3 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 152.4, 146.9, 144.7, 143.2, 137.7, 132.2, 130.2, 129.8, 128.9,
128.7, 127.2, 125.5, 123.0, 122.7, 113.9, 111.5, 107.2, 100.6, 73.9, 63.0, 56.1, 53.1, 44.2,
35.4,29.2.

Opticka otaéivost: [a]3' = + 186.67° (c = 0.21 g/100 mL, CHCl;)
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4.2.4 Priprava 11-O-benzylbulbokapninu (BLC-30)

1.2 eq NaH, 0 °C, 40 min
1.1 eq RX, 20 °C, 24 hod

THF, DMF

Sumarni vzorec: C gH;9NOy4 Sumarni vzorec: C,gH,y5NOy
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 415,49

Schéma 5. Syntéza 11-O-benzylbulbokapninu

Priprava: Metoda A; RX: benzyl bromid (39 mg, resp. 27 pL)
Vytézek: 21 mg, tj. 27.4 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*416.1856, experimentalni hodnota
[M+H]* 416.1861

H NMR (600 MHz, CDCl;) §: 7.24 — 7.14 (m, 5H), 6.97 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.85 (d,
J = 8.1 Hz, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.74 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 5.59 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 4.97 (d,
J=11.0 Hz, 1H), 4.77 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.18 — 3.10 (m, 1H), 3.08 — 2.99
(m, 2H), 2.96 — 2.81 (m, 1H), 2.68 — 2.61 (m, 1H), 2.57 — 2.49 (m, prekryv, 1H), 2.55 (s,
piekryv, 3H), 2.45 (t, J = 13.4 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 152.5, 147.1, 145.1, 143.3, 137.8, 129.7, 128.5, 128.3, 128.0,
127.7,127.6,125.3, 122.8, 114.1, 111.5, 107.2, 100.5, 74.9, 62.9, 56.0, 53.0, 43.9, 35.0, 28.8.

Opticka otaéivost: [a]2° = + 169.06° (c = 0.27 g/100 mL, CHCl)
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4.2.5 Priprava 11-0-(3‘,5‘-dimethoxybenzyl)bulbokapninu (BLC-31)

\O (@)
o . 5' < 6
1.2 eq NaH, 0 °C, 40 min o N
1.1 eq RX, 20 °C, 24 hod . ’H
e NG o_1l
THF, DMF (oY

Sumarni vzorec: C1gH 9NOy, Sumarni vzorec: C,gH,gNOg¢
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 475,54

Schéma 6. Syntéza 11-O-(3‘,5°-dimethoxybenzyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda A; RX 3,5-dimethoxybenzyl bromid (54 mg)
Vytézek: 26 mg, tj. 29.6 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*476.2068, experimentalni hodnota
[M+H]* 476.2070

'H NMR (600 MHz, CDCL;) &: 6.95 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.53
(s, 1H), 6.31 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.27 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 5.76 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 5.73 (d,
J=1.5Hz, 1H), 4.92 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.67 (s,
6H), 3.14 — 3.06 (m, 1H), 3.04 — 2.97 (m, 2H), 2.81 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 2.64 — 2.57 (m, 1H),
2.54 — 2.46 (m, prekryv, 1H), 2.52 (s, piekryv, 3H), 2.39 (t, J = 13.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) 8: 160.5, 152.3, 146.9, 144.9, 143.2, 140.0, 129.9, 128.4, 125.4,
125.4,122.8,114.2,111.5, 107.2, 106.0, 100.5, 100.2, 74.9, 62.9, 56.0, 55.3, 53.0, 44.0, 35.2,
29.0.

Opticka otacivost: [a]%° = + 132.31° (c = 0.13 g/100 mL, CHCl)
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4.2.6 Priprava 11-O-(N-piperidylethyl)bulbokapninu (BLC-32)

1
. < 6
1.2 eq NaH, 0 °C, 40 min ') N ~
1.1 eq RX, 20 °C, 24 hod '/H
— 11
THF, DMF O/\/O O

~N

0]
Sumarni vzorec: CgH{gNO,4 Sumarni vzorec: C,cH3,N,Oy
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 436,55

Schéma 7. Syntéza 11-O-(N-piperidylethyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda A; RX: 1-(2-chlorethyl)piperidin hydrochlorid (33 mg)
Vytézek: 18 mg, tj. 22.4 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*437.2435, experimentalni hodnota
[M+H]* 437.2435

'H NMR (600 MHz, CDCl;) 6: 6.95 (dd, /= 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.81 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 6.57
(s, 1H), 6.04 (d, /= 1.5 Hz, 1H), 5.84 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.15 - 4.03 (m, 1H), 3.88 — 3.79
(m, ptekryv, 1H), 3.84 (s, prekryv, 3H), 3.16 — 3.06 (m, 1H), 3.02 (dd, J= 13.8, 3.5 Hz, 1H),
3.01 — 2,96 (m, 1H), 2.94 — 2.88 (m, 1H), 2.74 — 2.57 (m, ptekryv, 2H), 2.64 — 2.58 (m,
prekryv, 1H), 2.52 — 2.34 (m, ptekryv, 6H), 2.51 (s, ptekryv, 3H), 1.62 — 1.51 (m, 4H),
1.41 - 1.38 (m, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 152.1, 146.9, 145.7, 143.1, 130.1, 128.7, 125.8, 124.7, 122.5,
119.4, 114.0, 111.3, 107.4, 100.5, 70.3, 63.1, 58.8, 55.9, 54.8, 53.1, 44.2, 35.4, 29.2, 25.6,
24.1.

Opticka otacivost: [a]%* = + 234.78° (c = 0.23 g/100 mL, CHCls)
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4.2.7 Priprava 11-O-(1°-naftylmethyl)bulbokapninu (BLC-33)

1.2 eq NaH, 0 °C, 40 min
1.1 eq RX, 20 °C, 24 hod

THF, DMF

Sumarni vzorec: C;gH;gNO, Sumarni vzorec: C30H,7NO,
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 465,55

Schéma 8. Syntéza 11-0-(1‘-naftylmethyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda A; RX: 1-(chlormethyl)naftalen (51 mg)
Vytézek: 22 mg, tj. 25.6 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*466.2013, experimentalni hodnota
[M+H]* 466.2017

H NMR (600 MHz, CDCl;) 8: 8.11 — 8.04 (m, 1H), 7.75 — 7.69 (m, 1H), 7.66 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.43 — 7.35 (m, 2H), 7.30 — 7.23 (m, 1H), 7.14 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 8.1,
1.1 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H), 5.62 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.56 (d, /= 11.3
Hz, 1H), 5.50 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.06 — 2.95 (m,
2H), 2.93 (dd, J = 13.8. 3.5 Hz, 1H), 2.61 — 2.54 (m, 1H), 2.52 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 2.49 (s,
3H), 2.47 — 2.41 (m, 1H), 2.29 (t, J = 13.3 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 152.4, 146.6, 144.8, 143.0, 133.5, 133.2, 132.0, 129.7, 128.9,
128.1,127.6, 126.1, 126.0, 125.6, 125.0, 124.0, 122.9, 113.7, 111.2, 106.9, 100.4, 73.0, 62.8,
56.0, 53.0, 44.0, 35.1, 28.8.

Opticka otaéivost: [a]3> = + 70.00° (c = 0.08 g/100 mL, CHCl;)
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4.2.8 Priprava 11-0-(3-methoxyfenylethyl)bulbokapninu (BLC-34)

O
3.5 eq K,CO3, 20 °C, 25 min <o O N 6\
1.2 eq RX, 70 °C, 24 hod H
— /O 3 I odl
DMF \©/\/ O
o
Sumarni vzorec: C;gHgNOy Sumarni vzorec: Co,gH,9NO5
Molarni hmotnost: 325,3640 Molarni hmotnost: 459,5420

Schéma 9. Syntéza 11-0-(3‘-methoxyfenylethyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda B; RX: 3-methoxyfenylethyl bromid (45 mg, resp. 32 pL)
Vytézek: 37 mg, tj. 45.0 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*460.2119, experimentalni hodnota
[M+H]* 460.2121

‘H NMR (600 MHz, CDCL) §: 7.12 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.82
(d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.72 - 6.67 (m, 2H), 6.67 — 6.64 (m, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.79 (d, J = 1.5 Hz,
1H), 5.78 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.18 — 4.13 (m, 1H), 3.96 — 3.90 (m, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.73 (s,
3H), 3.15 — 3.08 (m, 1H), 3.07 — 2.99 (m, 2H), 2.98 — 2.92 (m, 1H), 2.90 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
2.67 —2.61 (m, 1H), 2.58 — 2.48 (m, ptekryv, 1H), 2.54 (s, prekryv, 3H), 2.42 (t, J = 13.3 Hz,
1H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 159.6, 152.2, 146.9, 145.7, 143.2, 140.2, 130.0, 129.3, 128.4,
125.5, 124.8, 122.5, 121.2, 114.5, 113.9, 111.5, 111.3, 107.3, 100.5, 73.5, 63.0, 55.9, 55.2,
53.1, 44.1, 36.7, 35.3, 29.1.

Opticka otaéivost: [a]2® = + 182.50° (c = 0.16 g/100 mL, CHCl;)
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4.2.9 Priprava 11-O-(3‘-chlorbenzyl)bulbokapninu (BLC-35)

3.5 eq K,CO3, 20 °C, 25 min
1.2 eq RX, 70 °C, 24 hod

“—
DMF

Sumarni vzorec: C;gH{gNO,4 Sumarni vzorec: C,H,4,CINOy
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 449,93
Schéma 10. Syntéza 11-0-(3‘-chlorbenzyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda B; RX: 3-chlorbenzyl bromid (42 mg, resp. 27 pL)
Vytézek: 28 mg, tj. 33.7 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*450.1467, hodnota experimentdalni
[M+H]* 450.1467

‘H NMR (600 MHz, CDCLs) §: 7.22 — 7.18 (m, 1H), 7.18 — 7.13 (m, 1H) 7.11 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 7.04 — 7.01 (m, 1H), 6.97 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.56 (s,
1H), 5.77 (d, J= 1.5 Hz, 1H), 5.76 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.74 (d,
J=11.5Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.14 — 3.05 (m, 1H), 3.03 — 2.97 (m, 2H), 2.80 (d, /= 12.8 Hz,
1H), 2.65 — 2.59 (m, 1H), 2.55 — 2.48 (m, prekryv,1H), 2.52 (s, ptekryv, 3H), 2.39 (t,
J=13.4 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCI3) §: 152.2, 146.9, 144.6, 143.1, 139.8, 133.9, 130.0, 129.2, 128.4,
127.8, 126.2, 125.6, 125.4, 123.0, 113.9, 111.4, 107.5, 100.5, 74.0, 62.9, 56.0, 53.0, 44.0,
35.2, 29.0.

Opticka otaéivost: [a]3° = + 157.78° (c = 0.18 g/ 100 mL, CHCl;)
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4.2.10 Priprava 11-O-(cyklohexylmethyl)bulbokapninu (BLC-36)

3.5 eq K,CO3, 20 °C, 25 min
1.2 eq RX, 70 °C, 24 hod

“—
DMF

Sumarni vzorec: C19H;gNOy4 Sumarni vzorec: C,gH31NO,
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 421,54

Schéma 11. Syntéza 11-O-(cyklohexylmethyl)bulbokapninu

Priprava: Metoda B; RX: (brommethyl)cyklohexan (36 mg, resp. 29 uL)
Vytézek: 19 mg, tj. 24.4 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*422.2326, experimentalni hodnota
[M+H]* 422.2326

‘H NMR (600 MHz, CDCl) &: 6.94 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.57
(s, 1H), 6.01 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 5.85 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.68 (dd, J = 9.2,
6.3 Hz, 1H), 3.37 (dd, J=9.2, 6.3 Hz, 1H), 3.14 — 3.07 (m, 1H), 3.06 — 2.98 (m, 2H),
2.97 — 2.92 (m, 1H), 2.67 — 2.61 (m, 1H), 2.57 — 2.48 (m, prekryv, 1H), 2.53 (s, ptekryv, 3H),
2.40 (t, J= 13.0 Hz, 1H ), 1.82 — 1.74 (m, 1H), 1.74 — 1.67 (m, 1H), 1.67 — 1.55 (m, 4H),
1.26 — 1.04 (m, 3H), 0.96 — 0.83 (m, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 152.2, 146.9, 146.4, 143.2, 130.0, 128.6, 125.5, 124.8, 122.2,
114.1, 111.4, 107.2, 100.6, 79.3, 63.1, 55.9, 53.1, 44.1, 38.8, 35.4, 29.9, 29.8, 29.2, 26.6,
26.0, 25.9.

Opticka otaéivost: [a]2° = + 155.00° (c = 0.16 g/ 100 mL, CHCl)
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4.2.11 Priprava 11-O-fenylethylbulbokapninu (BLC-37)

o)
3.5 eq K,CO3, 20 °C, 25 min <o O N6\
1.2 eq RX, 70 °C, 24 hod Iy
— o 11
O R &
o

Sumarni vzorec: C;gH[gNO, Sumarni vzorec: C,7H,7NOy4
Molarni hmotnost: 325,36 Molarni hmotnost: 429,52

Schéma 12. Syntéza 11-O-fenylethylbulbokapninu

Priprava: Metoda B; RX: (2-bromethyl)benzen (38 mg, resp. 29 yL)
Vytézek: 25 mg, tj. 31.6 %

ESI-HRMS (m/z): teoretickd hodnota [M+H]*430.2013, experimentalni hodnota
[M+H]* 430.2014

'H NMR (600 MHz, CDCl;) &: 7.25—7.16 (m, 2H), 7.19—-7.12 (m, 1H), 7.15 - 7.09 (m, 2H),
6.95 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H), 5.78 (d, J = 1.6 Hz,
1H), 5.76 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 4.18 — 4.13 (m, 1H), 3.97 — 3.91 (m, 1H), 3.84 (s, 3H),
3.15-3.07 (m, 1H), 3.06 — 2.98 (m, 2H), 2.99 — 2.93 (m, ptekryv, 1H), 2.92 (t, J = 7.3 Hz,
prekryv, 2H), 2.69 — 2.60 (m, 1H), 2.54 — 2.49 (m, piekryv, 1H), 2.53 (s, prekryv, 3H), 2.40
(t, J=13.2 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) 8: 152.2, 146.9, 145.8, 143.2, 138.6, 130.0, 128.8, 128.7, 128.3,
126.2,125.6, 124.8, 122.5, 114.0, 111.3, 107.3, 100.5, 73.7, 63.0, 55.9, 53.1, 44.1, 36.8, 35.4,
29.2.

Opticka otaéivost: [a]2° = + 184.62° (c = 0.24 g/100 mL, CHCl)
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5 VYSLEDKY

5.1 Ptiprava polosyntetickych derivat bulbokapninu

Tabulka 3: Souhrn pfipravenych derivata a jejich procentudlnich vytézka

OZNACENI CHEMICKY NAZEV METODA  VYTEZEK [%]
BLC-22 11-0O-(4'-isopropylbenzyl)bulbokapnin A 35.6
BLC-29 11-0O-(2‘-bromobenzyl)bulbokapnin B 34.0
BLC-30 11-O-benzylbulbokapnin A 27.4
BLC-31 11-0-(3%,5‘-dimethoxybenzyl)bulbokapnin A 29.6
BLC-32 11-O-(N-piperidylethyl)bulbokapnin A 22.4
BLC-33 11-0O-(1*naftylmethyl)bulbokapnin B 25.6
BLC-34 11-0-(3*-methoxybenzyl)bulbokapnin B 45.0
BLC-35 11-0O-(3‘-chlorbenzyl)bulbokapnin B 33.7
BLC-36 11-O-(cyklohexylmethyl)bulbokapnin B 24.4
BLC-37 11-O-fenylethylbulbokapnin B 31.6

5.2 Vysledky méteni molekulové hmotnosti bulbokapninu a jeho derivatu

Tabulka 4: Molekulovd hmotnost bulbokapninu a pfipravenych derivati

OZNACENT molarni hmotnost teoreticka experimentalni pfesna hmota

[Da] [M+H]" [Da] [M+H]" [Da] [M+H]" [ppm]
BLC-22 A 457.2253 458.2326 458.2327 0.22
BLC-22 B 457.2253 458.2326 458.2325 -0.22
BLC-29 A 493.0889 494.0962 494.0969 1.42
BLC-29B 493.0889 494.0962 494.0965 0.61
BLC-30 A 415.1784 416.1857 416.1863 1.44
BLC-30B 415.1784 416.1857 416.1859 0.48
BLC-31 A 475.1995 476.2068 476.2068 0.00
BLC-31B 475.1995 476.2068 476.2071 0.63
BLC-32 A 436.2362 437.2435 437.2437 0.46
BLC-32B 436.2362 437.2435 437.2433 -0.46
BLC-33 A 465.1940 466.2013 466.2018 1.07
BLC-33B 465.1940 466.2013 466.2016 0.64
BLC-34 A 459.2046 460.2119 460.2123 0.87
BLC-34B 459.2046 460.2119 460.2118 -0.22
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Tabulka 4: Molekulovd hmotnost bulbokapninu a piipravenych derivati (pokra¢ovéani)

OZNACENI molarni hmotnost teoreticka experimentalni presna hmota

[Da] [M+H]* [Da] [M+H]* [Da] [M+H]* [ppm]
BLC-35 A 449.1394 450.1467 450.1467 0.00
BLC-36 B 449.1394 450.1467 450.1467 0.00
BLC-37 A 421.2253 422.2326 422.2326 0.00
BLC-37B 421.2253 422.2326 422.2325 -0.24
BLC-SA 429.1940 430.2013 430.2014 0.23
BLC-SB 429.1940 430.2013 430.2014 0.23

5.3 Vysledky biologické aktivity pfipravenych derivata

5.3.1 Inhibi¢ni aktivita proti cholinesterazam (hAChE, hABuChE)

V nasledujici tabulce (Tabulka 5) jsou shrnuty vysledky studie inhibi¢ni aktivity
pfipravenych derivata proti rekombinantnim cholinesterazam (hAChE, ABuChE). Méfeni
bylo provedeno pfi koncentraci latek 10 pmol/L. Pro latky, které vykazaly inhibici = 50 %,
byla stanovena hodnota ICs,. Hodnoty inhibice cholinesteraz jsou uvedeny v procentech
[%], jejich ICso pak v pmol/L. Referen¢nim standardem jsou galantamin-hydrobromid
(GAL-HBr) a eserin (ESE). Testovani bylo provedeno v laboratofich KFGFB na podzim

roku 2024. U¢inné derivaty jsou zvyraznény tu¢né.

Tabulka 5: Inhibi¢ni aktivita pfipravenych derivata proti AAChE a ABuChE

OZNACEN{  inhibice AAChE [%)] ICso hAChE inhibice ABuChE [%)] ICso ABuChE
BLC-22 0 > 10 31.17+0.72 > 10
BLC-29 11.43 = 1.07 > 10 72.85+ 2.03 1.89 £0.19
BLC-30 0 > 10 80.50 £ 0.54 1.35 £ 0.10
BLC-31 0 > 10 19.95 + 2.66 > 10
BLC-32 397 +£0.77 > 10 35.48 £ 0.55 > 10
BLC-33 0 > 10 72.91+0.88 2.01 £ 0.38
BLC-34 0 > 10 10.38 £ 0.17 > 10
BLC-35 0 > 10 30.67 + 4.56 > 10
BLC-36 0 > 10 4.37+0.73 > 10
BLC-37 0 > 10 241 +£0.95 > 10
GAL-HBr 79.96 + 1.40 2.01£0.14 29.31+3.49 33.69 + 2.66

ESE 96.59 + 0.55 0.20 £ 0.01 95.96 + 0.31 0.30 £ 0.01

Gal-HBr (galantamin-hydrobromid), ESE (eserin); koncentrace pfipravenych derivatd 10 pmol/L
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5.3.1.1 Schopnost pripravenych derivata prostoupit HEB

Za ucelem zhodnoceni schopnosti pfipravenych derivati ptrestupovat pies HEB
byla stanovena jejich hodnota tzv. BBB skore (Tabulka 6). Hodnoty byly spo¢itany in silico

pomoci software ChemAxon. Uéinné derivaty jsou zvyraznény tu¢né.

Tabulka 6. Schopnost pfipravenych derivatd prostoupit hematoencefalickou bariérou

OZNACENI AroR HA MW  HBA HBD MWHBN TPSA pKa | BBB skére
BLC-22 3 34  457.56 5 0 0.23 40.16  8.551 3.98
BLC-29 3 32 498.38 5 0 0.22 40.16 8.550 4.08
BLC-30 3 31 41548 5 0 0.25 40.16  8.552 4.09
BLC-31 3 35 475.53 7 0 0.32 58.62 8.551 3.36
BLC-32 2 32 436.54 6 0 0.29 43.40 9.010 4.87
BLC-33 4 35 465.19 5 0 0.28 40.16 8.550 3.94
BLC-34 3 33  445.51 6 0 0.28 49.39 8.551 3.75
BLC-35 3 32 449.93 5 0 0.24 40.16  8.551 4.07
BLC-36 2 31  421.53 5 0 0.24 40.16 8.562 5.10
BLC-37 3 32 42951 5 0 0.24 40.16 8.562 4.06
BLC-S 2 24 325.36 5 1 0.33 51.16 9.452 4.82

AroR (pocet aromatickych jader), HA (pocet tézkych atomt), MW (molarni hmotnost), HBA (pocet
akceptort vodikové vazby), HBD (pocet donora vodikové vazby), operdtor MWHBN (podil souétu donort
a akceptorli vodikové vazby a odmocniny molarni hmotnost), TPSA (polarni plocha molekuly), pKa (zaporny
dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty)

5.3.2 Antibakterialni aktivita proti vybranym mykobakterialnim agens

Pripravené derivaty bulbokapninu byly studovany 1 zpohledu jejich
antimykobateridlni aktivity. Vysledky téchto testl jsou shrnuty niZe (Tabulka 7). Data jsou
prezentovana jako minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC v pg/mL, pro M. tbc H37Ra je
hodnota pfepoctena i na pymol/L (uM). Referen¢nimi standardy jsou antibiotika isoniazid
(INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CIP). Derivaty zvyraznéné tu¢né byly vybrany pro
dalsi studium antibakteridlni a antimykotické aktivity. Testovani bylo provedeno

v laboratotich KBLV na jafe roku 2024. U¢inné derivaty jsou zvyraznény tué¢né.
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Tabulka 7: Antimykobakterialni aktivita derivatd bulbokapninu

N M. tbc H37Ra M. aurum M. avium M. kansasii M. smegmatis
OZNACENI (MIC pg/mL) (MIC pM) (MIC pg/mL) (MIC pg/mL) (MIC pg/mL) (MIC pg/mL)
BLC-22 3.91 8.55 7.81 15.625 1.95 15.625
BLC-29 15.625 31.69 15.625 31.25 3.91 31.25
BLC-30 15.625 37.63 31.25 62.5 15.625 62.5
BLC-31 62.5 131.52 62.5 125 15.625 125.0
BLC-32 250 573.08 250 250 125 250
BLC-33 31.25 67.18 31.25 62.5 7.81 31.25
BLC-34 7.81 17.01 62.5 62.5 31.25 62.5
BLC-35 31.25 69.58 31.25 250 7.81 31.25
BLC-36 7.81 18.54 7.81 15.625 3.91 15.625
BLC-37 15.625 36.41 31.25 =500 7.81 31.25
INH 0.25 1.82 3.91 =500 3.125 31.25
RIF 0.003 0.006 0.39 1.56 0.025 12.5
CIP 0.25 0.75 0.0156 1.56 0.25 0.125

INH (isoniazid), RIF (rifampicin), CIP (ciprofloxacin)

5.3.3 Antibakterialni aktivita vybranych derivata proti bakteridlnim agens

Aktivita vybranych derivatd je rozdélena do tabulky pro vybrand bakteridlni
G™* agens (Tabulka 8) a tabulky pro vybrana G~ agens (Tabulka 9). Data jsou prezentovana
jako hodnota MIC v ymol/L. Jako referené¢ni standardy slouZi antibiotika ciprofloxacin
(CIP), gentamicin (GEN) a vankomycin (VAN). Testovani bylo provedeno v laboratofich
KBLV na konci roku 2024.

Tabulka 8: Antibakteridlni aktivita derivatt bulbokapninu proti vybranym G* agens

OZNACENI S. aureus MRSA S. epidermidis E. faecalis
oA 1 24h 48h | 24h 48h | 24h  48h | 24h  48h
BLC-22 125 250 >250 >250 250 >250 >250 >250
BLC-36 15.62 31.25 31.25 31.25 15.62 31.25 62.5 62.5
CIP 1.55 3.09 0.77 1.55 0.77 0.39 6.18 3.09
GEN 0.97 0.97 >30.91 >30.91 0.24 0.24 >30.97 >30.97
VAN 0.67 0.67 1.35 0.67 0.67 0.67 2.69 2.69

MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus subsp. aureus), CIP (ciprofloxacin), GEN (gentamicin),
VAN (vankomycin)
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Tabulka 9: Antibakteridlni aktivita derivatt bulbokapninu proti vybranym G~ agens

OZNACEN( E. coli K. pneumoniae A. baumannii P. aeruginosa
CEKA 1 24hn 48h | 24h 48h | 24h  48h | 24h  48h
BLC-22 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
BLC-36 >125 >125 62.5 125 >125 >125 >125 >125
CIP 0.05 0.10 0.02 0.02 1.55 1.55 1.55 1.55
GEN 1.94 1.94 0.48 0.97 7.74 3.87 0.97 0.97
VAN >21.5 >21.5 >21.5 >21.5 >21.5 >21.5 >21.5 >21.5

CIP (ciprofloxacin), GEN (gentamicin), VAN (vankomycin)
5.3.4 Antimykotickd aktivita vybranych derivat proti mykotickym agens

Antimykotické puisobeni vybranych derivati na kvasinky a plisné je shrnuto v niZze
uvedenych tabulkach (Tabulka 10, Tabulka 11). Hodnoty MIC jsou uvedeny v pmol/L.
Referencénimi standardy jsou antimykotika amfotericin B (AmB) a vorikonazol (VOR).

Testovéani bylo provadéno v laboratofich KBLV na konci roku 2024.

Tabulka 10: Antimykotickd aktivita derivati bulbokapninu proti vybranym kvasinkam

OZNACENI C. albicans C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
CoOKA 1 24h 48h | 24h 48h | 24h  48h | 24h  48h
BLC-22 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
BLC-36 125 >125 62.5 62.5 62.5 62.5 125 >125
AmB 1.08 1.08 1.08 1.08 0.54 1.08 1.08 1.08
VOR 0.36 >45.8 2.86 45.8 0.09 >45.8 2.86 >45.8

AmB (amfotericin B), VOR (vorikonazol)

Tabulka 11: Antimykoticka aktivita derivatd bulbokapninu proti vybranym plisnim
OZNACEN{ A. fumigatus A. flavus A. corymbifera T. interdigitale

DELKA
KULTIVACE

BLC-22 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
BLC-36 >125 >125 >125 >125 >125 >125 31.25 62.5
AmB 4.33 433 433 433 433 4.33 8.66 8.66

VOR 0.72 1.43 1.43 5.73 11.45 >45.8 0.09 >45.8
AmB (amfotericin B), VOR (vorikonazol)

24h 48 h 24h 48 h 24h 48 h 120 h 168 h
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5.3.5 Cytotoxicka aktivita vybranych polosyntetickych derivatt

Vysledky stanoveni cytotoxické aktivity pro jednotlivé linie jsou shrnuty nize
(Tabulka 12). Hodnoty viability bunéénych linii jsou uvedeny v procentech [%]. Méteni
bylo provedeno pifi koncentraci latek 10 ymol/L. Referen¢nim standardem je
chemoterapeutikum doxorubicin (DOX) v koncentraci 1 pmol/L. Testovani bylo

provedeno ve spolupraci s ULB LFHK v lednu roku 2025.

Tabulka 12: Vliv vybranych derivat na viabilitu bunécnych linii

OZNACENI Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC-1
BLC-22 114 + 12 100 + 18 92 + 13 59+ 6 1018
BLC-29 70+ 1 78 £ 3 89+ 8 47 +3 919
BLC-30 98 + 11 90 * 12 97 + 11 78 + 2 95+ 9
BLC-33 77+ 6 81+6 104 £ 8 35+3 112+ 7
BLC-34 95+ 5 92 + 16 108 + 8 54 + 4 101£5
BLC-36 113 £ 11 92+6 106 £ 4 41+ 8 106 + 3

DOX 3+0 10 28 + 22 64 + 12 72 £ 2

koncentrace pfipravenych derivat 10 pmol/L, doxorubicin (DOX) 1 pmol/L

Tabulka 12: Vliv vybranych derivatt na viabilitu bunéénych linii (pokra¢ovéani)

OZNACENI A2780 SHSY5Y MCF-7 SAOS-2 MRC-5
BLC-22 134+ 4 113 £3 77 £ 17 91+8 113+ 7
BLC-29 90 2 96+ 9 917 94+ 6 77 £ 11
BLC-30 110 £ 2 114 £ 2 86 £ 10 98 +3 88 + 4
BLC-33 123+ 7 111 £ 10 82+9 102 3 82+7
BLC-34 106 £ 1 109 £ 6 98 + 4 103 + 2 98 +1
BLC-36 87+5 82+ 3 66 + 20 74 + 11 101 +3
DOX 53+ 6 17 £ 10 26+ 4 217 55+ 18

koncentrace pfipravenych derivat 10 ymol/L, DOX (doxorubicin) 1 pmol/L
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6 DISKUSE A ZAVER

Bulbokapnin patii mezi nerozsitenéjsi alkaloidy biosynteticky odvozené od
tyrosinu, ktery je prekursorem velké skupiny isochinolinovych alkaloidii. Tyto alkaloidy
jsou dale klasifikovany do celé fady strukturnich typt, pti¢emz bulbokapnin patii spole¢né

s mnoha dal$imi zastupci do skupiny alkaloidd aporfinového strukturniho typu [17].

Bulbokapnin ve své struktufe nese volnou hydroxylovou skupinu, kterou je mozné
strukturné modifikovat. V radmci pfedloZzené diplomové prace byla pfipravena série
10 polosyntetickych derivati—etherd. Syntéza ethert byla vybrana s ohledem na jejich
vy$§i odolnost proti uéinku sérovych hydrolaz, ve srovnani s estery [148]. Pro samotnou
pfipravu byly vyuzity dvé metody, které pfinesly srovnatelné vytézky (Tabulka 3), a jsou
v diplomové praci podrobné popsany. V prubéhu prace byla pro pfipravu vétSiny derivati
zvolena metoda B (K;CO; v nadbytku, DMF) jako metoda primarni. Prace s NaH pfi
metodé A vyzadovala pfedsuSeni laboratorniho skla, inertni atmosféru argonu, minimum
vzdudné vlhkosti a ledovou lazen. Reakce s K,COs naopak nevyZadovala Zadna podobna
opatieni, jejim nejvétsim benefitem bylo zejména zjednoduSeni celého procesu pfipravy.
Zameénou NaH za slabsi bazi K,COs; doslo navic k omezeni tvorby nezadouciho vedlejsiho

produktu kvarterni amoniové soli.

VSechny pfipravené derivaty byly nasledné podrobeny metodam strukturni
analyzy (‘H, *C NMR, HRMS) a méteni optické otacivosti. Po prokédzani struktury a ¢istoty
byly v8echny pfipravené slouceniny testovany na aktivitu proti AAChE, ABuChE a proti
vybranym kmentim mykobakterii. Derivaty, které vykézaly uc¢inek proti jakémukoli kmeni
mykobakterii (kritériem hodnota MIC < 3.91 pg/mlL), byly dale testovany na jejich
antibakteridlni (vybrana G* a G~ agens) a antimykotickou (kvasinky a vlaknité houby)
aktivitu. Nakonec byly vSechny aktivni derivaty, tedy inhibitory cholinesteraz (BLC-29,
BLC-30, BLC-33) a antimykobakteridlné pusobici latky (BLC-22, BLC-29, BLC-36),

podrobeny stanoveni cytotoxické aktivity na panelu deseti bunéénych linii.

Ze sledovani inhibi¢ni aktivity pfipravenych derivatd proti cholinesterdzam
vyplyva, ze zadny z nich nevykazuje slibnou aktivitu proti #ZAChE (Tabulka 5). Je vSak
zfejmy posun od vychoziho alkaloidu bulbokapninu, ktery aktivitu proti AAChE
nevykazuje prakticky zadnou [27]. Pro derivaty, které inhibovaly #BuChE z vice nez 50 %

pii standardni testovaci koncentraci 10 ymol/L byla stanovena jejich hodnota ICs
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(Tabulka 5). Jednalo se o derivaty BLC-29, BLC-30 a BLC-33 s hodnotami ICs, 1.89 £ 0.19,
1.35 % 0.10 a 2.01 * 0.38, v daném potadi. Uvedené derivaty soucasné vykazuji vhodné
hodnoty BBB skore (4.08, 4.09, 3.94, v daném poradi), které predurcuje jejich schopnost
dobfte pronikat HEB a kumulovat se v CNS (Tabulka 6). Ostatni z piipravenych derivata
byly pouze slabé aktivni.

BBB skore je modifikaci Lipinského pravidla péti, které neni pro vybér molekul
cilicich do CNS dostacujici. HEB chrani mozek pfed nezaddoucimi uc¢inky télu cizich latek,
proto schopnost 1é¢iv proniknout touto bariérou do CNS v terapeutickych davkach je
jejich nezbytnou vlastnosti. Penetrace pies HEB je zavisla na né€kolika parametrech: 1é¢iva
lépe prechazejici jsou takova, kterd maji ve struktuie dvé a méné aromatickych jader, jsou
pii fyziologickém pH neionizovana, tj. slabé kyseld/zasaditd, a schopna prostoupit
bariérami pasivni difuzi. Existuje tedy preference ve sméru menSich molekul s méné
polarnim povrchem, které vykazuji BBB skore 4-6 [149]. Z vySe uvedeného lze vyvodit
trendy, které se objevuji i v sérii pfipravenych derivati (Tabulka 6). Nejvyssi BBB skore,
vykazuji molekuly s niz§im poétem lipofilnich aromatickych jader a sou¢asné niz§i molarni
hmotnosti (BLC-32, BLC-36). Naopak derivaty nesouci vice aromatickych jader nebo

s vétSi molarni hmotnosti maji BBB skore vyrazné nizsi (BLC-31).

Mezi vybranymi zastupci mykobakterii se derivaty ukazaly jako ne pfili§ aktivni
(Tabulka 7). U avirulentniho kmene Mtb H37Ra, ktery slouZi jako nahrada vysoce
patogenniho kmene H37Rv, byla aktivita na stanovené hranici pouze u BLC-22 (MIC
3.91 pg/mL, resp. 8.55 pmol/L). Nejvyssi aktivitu derivaty vykézaly proti pomalu
rostoucimu oportunnimu patogenu M. kansasii, referen¢ni antibiotika rifampicin
a ciprofloxacin jsou vSak o 1-2 fady ucinnégjsi. Dva derivaty (BLC-22, BLC-36) byly
podrobeny dalS$im tesim antibiotické a antimykotické aktivity. Za aktivni derivat lze
oznacit BLC-36, ktery pomérné prekvapiveé pusobil na G* agens. Bulbokapnin vykazuje
vysS§i potencidl proti G- bakteriim [73]. Je tedy ziejmé, Ze strukturni obmény vedly ke
snizeni aktivity u G~ agens (Tabulka 9), vyhodnd substituce BLC-36 k rozSifeni na G*
(Tabulka 8). I v ptipadé mykotickych agens je bulbokapnin aktivnim, inhibiéné puisobi
zejména na kvasinky [74]. Z vysledkil tedy vyplyva, Ze strukturni obmeény opét vedly ke
snizeni antimykotické aktivity (Tabulka 10, Tabulka 11). V testech cytotoxického
plsobeni zadny z testovanych derivath pii testovaci koncentraci 10 pmol/L nevykazoval
vyznamnou toxicitu (Tabulka 12).
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Ze studie vztaht struktura—acinek lze vyvodit, Ze substituci hydroxylové skupiny
se zfejmé aktivita na dopaminergnich receptorech snizi [14]. Ostatni farmakodynamicka
aktivita ptipravenych derivati bude pravdépodobné velmi podobna bulbokapninu, jelikoz

provadéné zmény nevedly ke vneseni novych strukturnich motivii na aporfinovy skelet.

Dalsi pfipadné moznosti substituce volné hydroxylové skupiny bulbokapninu jsou
Siroké, pripravena sada derivatl je prvni z planovanych. Z obdobnych vyzkum katedry
je vSak ziejmé, Ze jeji esterifikace neni vhodnd. Kratky plazmaticky polocas je disledkem
plisobeni mnoha plazmatickych esteraz, pfiprava ethert je v tomto ohledu racionalné;jsi
[143]. Spole¢né s konzultantkou Dr. Maafi jsme na konci na$i prace fesili i variantu
substituce dusiku, ktera je také spojena s modulaci aktivity derivatd. Vyhledoveé je mozné
rozsifit pfipravené O-substituované aktivni derivaty o jejich N-demethylovand a nasledné
N-substituovana analoga, a urdit, zda jsou tyto zmény ve struktufe spojeny s pozitivnim

ovlivnénim biologické aktivity.
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