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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmakognosie a farmaceutické botaniky 

Kandidát: Štěpán Novák 

Školitel: prof. Ing. Lucie Cahlíková, Ph.D. 

Konzultant: Negar Maafi, Ph.D. 

Název diplomové práce: Polosyntetické deriváty bulbokapninu a jejich biologická 

aktivita I 

Bulbokapnin, biologicky aktivní alkaloid aporfinového typu, byl výchozím 

materiálem pro přípravu pilotní série deseti polosyntetických derivátů. Z důvodu nižší 

stability esterů proti degradaci sérovými hydrolázami byla připravena sada etherů. Byly 

použity dvě metody syntézy (NaH pod atmosférou argonu nebo K2CO3 v nadbytku) 

založené na SN2 Williamsonově syntéze etherů, finální produkty byly purifikovány pomocí 

preparativní TLC. U všech produktů byla změřena a analyzována jejich 1H a 13C NMR 

spektra, HRMS spektra a optická aktivita. Následně byla provedena řada screeningových 

testů jejich biologické aktivity: inhibiční aktivita proti humánním rekombinantním 

cholinesterázám (hAChE, hBuChE), stanovení cytotoxicity na panelu deseti humánních 

buněčných liniích, antimykobakteriální, antibakteriální a antimykotické účinky proti 

vybraným mykobakteriálním kmenům, G− a G+ bakteriím, kvasinkám a vláknitým 

houbám. Dále byl proveden in silico výpočet hodnoty BBB skóre připravených derivátů 

pro stanovení jejich schopnosti pronikat HEB a kumulovat se v mozku. 

V rámci screeningu biologické aktivity tři syntetizované deriváty bulbokapninu 

(BLC-29, BLC-30, BLC-33) vykázaly zajímavou aktivitu proti hBuChE (IC50 1.89 ± 0.19, 

1.35 ± 0.10 a 2.01 ± 0.38 µmol/L, v daném pořadí). Všechny tři deriváty jsou navíc 

schopné přestupu přes HEB (BBB skóre 3.94–4.09). V testech cytotoxicity při testovací 

koncentraci 10 µmol/L žádná ze sloučenin nevykázala výraznou cytotoxicitu. Podobně 

většina molekul nevykázala ani výraznou antimikrobiální aktivitu. 

 

Klíčová slova: bulbokapnin, polosyntetické deriváty, syntéza, biologická aktivita  



 
 

ABSTRACT 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany 

Candidate: Štěpán Novák 

Supervisor: prof. Ing. Lucie Cahlíková, Ph.D. 

Consultant: Negar Maafi, Ph.D. 

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 K2CO3 in excess) based on SN2 Williamson 

ether synthesis were used, final products were purified by preparative TLC. For all 

products were measured and analysed their 1H and 13C 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, hBuChE), 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 µmol/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 µmol/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 POUŽITÝCH ZKRATEK 

τP tau-protein 

Aβ amyloid-beta 

AD Alzheimerova demence 

ACh acetylcholin 

AChE acetylcholinesteráza 

AChEi inhibitor acetylcholinesterázy 

ASA kyselina acetylsalicylová 

BACE-1 beta-sekretáza 1 

BuChE butyrylcholinesteráza 

BuChEi inhibitor butyrylcholinesterázy 

CDCl3 deuterovaný chloroform 

CHCl3 chloroform 

COX-1 cyklooxygenáza-1 

DMF dimethylformamid 

EMA European Medicines Agency, Evropská léková agentura 

eq molární ekvivalent 

EtO ethoxy 

EtOAc ethyl-acetát 

EtOH ethanol 

FDA Food and Drug Administration, Úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

hAChE lidská rekombinantní acetylcholinesteráza 

hBuChE lidská rekombinantní butyrylcholinesteráza 

HEB hematoencefalická bariéra 

HRMS vysoko rozlišující hmotnostní spektrometrie 

ChAT cholin-acetyltransferáza 

K2CO3 uhličitan draselný 

KBLV Katedra biologických a lékařských věd 

KFGFB Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky 

MDR multidrug-resistant, mnohočetně antibioticky rezistentní 

MeO methoxy 

MIC minimální inhibiční koncentrace 
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MRSA meticilin-rezistentní Staphylococcus aureus subsp. aureus 

NaH hydrid sodný 

NCS (S)-norkoklaurin syntáza 

NMDA N-methyl-D-aspartát 

NMR nukleární magnetická rezonance 

PAS peripheral anionic site, periferní aniontová oblast 

ROS reactive oxygen species, reaktivní formy kyslíku 

RX alkylační činidlo 

THF tetrahydrofuran 

TLC thin-layer chromatography, chromatografie na tenké vrstvě 

ÚLB LFHK Ústav lékařské biochemie Lékařské fakulty v Hradci Králové 

VRE vankomycin-rezistentní enterokoky 

XDR extensively drug-resistant, extenzivně antibioticky rezistentní 
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1 ÚVOD 

Rostliny jsou díky svým léčivým nebo naopak toxickým účinkům od nepaměti 

nedílnou součástí lidového léčitelství. Mnoho komunit po celém světě je využívalo, či stále 

využívá pro terapii zánětů, infekcí, poruch centrální nervové soustavy a jiných obtíží [1]. 

Jejich účinek se odvíjí od farmakologicky aktivních látek, které produkují v rámci svého 

metabolismu. Obrovská variabilita biosyntetických cest a jejich optimalizace tlakem 

přirozeného výběru poskytuje molekuly, které jsou nositeli klíčových vlastností pro 

interakce s receptory a enzymy, průchod přes membrány nebo jejich stabilitu [2], [3]. 

V poslední době se tyto látky stále častěji dostávají do hledáčku mnoha výzkumných 

skupin. Některé z nich jsou studovány a strukturně modifikovány s cílem najít vůdčí 

molekuly pro nová léčiva. Význam přírodních látek je nesporný. Více než 400 schválených 

léčiv vychází ze struktury dvaceti v přírodě se vyskytujících molekul [4]. Odhaduje se, že 

přes 50 % v současnosti využívaných léčiv a bezmála 80 % léčiv cílících do centrální 

nervové soustavy je přímo odvozeno nebo alespoň inspirováno strukturou přírodních 

látek [5], [6]. Téměř 20 % všech nových, klinicky schválených léčiv posledních čtyř dekád 

je pak jejich polosyntetickými deriváty [7]. 

Alkaloidy jsou sekundární metabolity, které rostliny syntetizují s ohromnou 

strukturní variabilitou, která je často spojena se zajímavou farmakologickou aktivitou. 

Tyto dusíkaté sloučeniny jsou jednou z nejrozsáhlejších skupin přírodních látek. Sdílení 

strukturní podobnosti s neurotransmitery, které jsou rovněž svým původem odvozeny od 

základních aminokyselin, často stojí za širokým spektrem biologických účinků. Kromě 

přímého působení na buněčné receptory a jejich signální dráhy jsou schopny interagovat 

s klíčovými enzymy, a to nejen jako substráty, ale velmi podstatně jako jejich inhibitory 

nebo induktory [5]. Alkaloidy vykazují celou řadu biologických aktivit, například zajímavé 

protizánětlivé, analgetické, antioxidační, neuroprotektivní a protirakovinné účinky [1]. 

Jako jedny z mála jsou spojeny se schopností interakce s cholinesterázami, a to v relativně 

nízkých koncentracích. Nemalý podíl na tomto působení má právě podobnost s aktivními 

biomolekulami společně s atomem dusíku v jejich struktuře [3], [8]. 

Právě působení na cholinergní transmisi je jednou z cest současné terapie 

Alzheimerovy demence (AD). Toto komplexní chronické neurodegenerativní onemocnění 

je charakteristické postupným a nezvratným úbytkem neuronů v určitých oblastech 
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centrální nervové soustavy (CNS), který je spojen s úpadkem kognitivních funkcí 

a výrazným zhoršením kvality života [9]. I přes významný pokrok v chápání celého 

neuropatologického procesu nedošlo v oblasti terapie k výraznému posunu. Provázanost 

jednotlivých kaskád nasvědčuje, že je nutné přistupovat k onemocnění komplexně. 

Působení zprostředkované nejen schopností inhibice klíčových enzymů a receptorů, ale 

i současné protizánětlivé účinky modulací prozánětlivých signálních drah, jsou známkou, 

že isochinolinové alkaloidy, zvláště pak alkaloidy aporfinového, morfinanového 

a protoberberinového typu, mohou být atraktivním zdrojem nových strukturních předloh 

s potenciálem terapeutického využití v léčbě těchto komplexních onemocnění [1]. 

Dalším významným problémem dnešní doby je narůstající rezistence bakteriálních 

kmenů a náročná eradikace mykotických agens. V historii se mnohé přírodní látky staly 

předlohou pro nová antiinfektiva. Trend hledání nových vůdčích molekul mezi metabolity 

rostlin pokračuje nadále, a je rozšířen o strukturní obměny těchto látek [10]. 

Stěžejním bodem této diplomové práce je vliv strukturních modifikací alkaloidu 

bulbokapninu (aporfinový strukturní typ) na jeho biologické účinky. Série připravených 

derivátů (etherů) byla podrobena testům inhibiční aktivity proti lidským rekombinantním 

cholinesterázám, testům cytotoxicity na buněčných liniích a inhibičních účinků na 

mykobakteriální, bakteriální a mykotická agens. 
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2 CÍL PRÁCE 

Hlavní cíle diplomové práce je možné shrnout následovně: 

1. Rešerše literatury na téma bulbokapninu, aporfinových alkaloidů, a jejich 

biologické aktivity. 

2. Příprava sady polosyntetických derivátů bulbokapninu. 

3. Ověření struktury připravených derivátů. 

4. Změření fyzikálně-chemických vlastností a biologické aktivity. 

5. Vyhodnocení výsledků experimentální části a jejich prezentace v diplomové 

práci. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Alkaloidy a jejich charakteristika 

Alkaloidy bezesporu patří mezi nejrozšířenější a z pohledu biologické aktivity 

nejvýznamnější sekundární metabolity [11]. Společným znakem všech alkaloidů je ve 

struktuře zabudovaný minimálně jeden atom dusíku, který je díky svému volnému 

elektronovému páru zprostředkovatelem zásaditosti. Schopnost tvořit soli reakcí 

s kyselinami dává jméno celé skupině těchto převážně rostlinných sekundárních 

metabolitů [10], [12]. 

Tradičně se alkaloidy dělí podle struktury do celé řady strukturních typů. Pravé 

alkaloidy mají dusík, který pochází z prekurzorové aminokyseliny, zabudovaný ve své 

heterocyklické struktuře. Protoalkaloidy nemají dusík vázán heterocyklicky, nachází se na 

postranním řetězci, ale stále je jeho zdrojem výchozí aminokyselina. Poslední 

podskupinou jsou pseudoalkaloidy, jejichž skelet je původem z jiné metabolické cesty 

(např. mevalonátové, acetátové). Dusík je následně inkorporován z některé 

z aminokyselin prostřednictvím transaminační reakce [10], [12]. 

Dusík je možné nalézt ve formě primárního (zejména u protoalkaloidů), 

sekundárního a terciárního aminu (pravé alkaloidy), ale i kvarterní amoniové soli [12]. 

S volným elektronovým párem, jako i s dalšími častými funkčními skupinami ve struktuře, 

se pojí schopnost alkaloidů interagovat s proteiny. Jejich výjimečné schopnosti ovlivňovat 

enzymy, receptory či iontové kanály stojí nejen za toxikologickými účinky, ale zejména za 

terapeutickým využitím [10]. Nejčastěji se jedná o pevné látky hořké chuti, jejichž 

rozpustnost ve formě volných bází je ve vodě velmi omezená, ochotně se však rozpouštějí 

v nepolárních rozpouštědlech. Pokud se vyskytují ve formě solí, tak je rozpustnost opačná. 

Těchto acidobazických vlastností se často využívá při jejich izolaci [11], [12]. 

Alkaloidy jsou ve velké míře produkovány zástupci dvouděložných rostlin řádu 

pryskyřníkotvarých (Ranunculales), kam řadíme botanicky i farmaceuticky významné 

rostliny čeledí makovitých (Papaveraceae), pryskyřníkovitých (Ranunculaceae), 

rourovitých (Rutaceae) či dřišťálovitých (Berberidaceae) [11]. Významně jsou zastoupeny 

i mezi jednoděložnými rostlinami, například v čeledích amarylkovitých (Amaryllidaceae) 
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nebo liliovitých (Liliaceae) [12]. Předpokládá se, že jejich funkce je spojena s jednou 

z nejstarších strategií přežití rostlin, chemickou obranou proti patogenům a požeru [1]. 

3.1.1 Alkaloidy isochinolinového typu 

Isochinolinové alkaloidy jsou jednou z největších a nejrozmanitějších skupin 

dusíkatých sloučen rostlinné říše. Biosynteticky jsou odvozeny od aminokyseliny tyrosinu, 

a jsou dále prekurzorem mnoha jiných strukturních typů alkaloidů, zejména alkaloidů 

benzylisochinolinových [11], [12]. Rostliny jsou schopny syntetizovat isochinolinové 

alkaloidy se značnou strukturní variabilitou, která je často spojena se zajímavou 

farmakologickou aktivitou. Vykazují zajímavé protizánětlivé, analgetické, antioxidační, 

neuroprotektivní a protirakovinné účinky [1]. 

Ze zástupců isochinolinových alkaloidů stojí za zmínku spasmolyticky působící 

papaverin, složitější analgetické alkaloidy opia morfinanového typu (morfin, kodein) nebo 

svými účinky zajímavý protoberberinový alkaloid berberin [11]. 

3.1.2 Alkaloidy aporfinového typu 

Vzhledem k zaměření této diplomové práce se dále podrobněji věnuji alkaloidům 

aporfinového typu a z nich především bulbokapninu. Aporfinové alkaloidy jsou se svými 

více než 500 identifikovanými zástupci jednou z nejrozšířenějších skupin isochinolinových 

alkaloidů [6]. 

Základní strukturou je tetracyklický systém čtyř kondenzovaných kruhů, triviálně 

nazývaný jako aporfin, podle mezinárodního systematického názvosloví IUPAC jako 

5,6,6a,7-tetrahydro-4H-dibenzo[d,e,g]chinolin (Obr. 1). Jeho dvě aromatická benzenová 

jádra (A, B) v bifenylovém postavení jsou často dvou až šestinásobně substituovaná 

hydroxy (–OH), methoxy (–OCH3) nebo methylendioxy (–OCH2O–) skupinami. Dusík 

prekurzorové aminokyseliny je ve struktuře zabudován v heterocyklickém kruhu B [13], 

[14]. Zpravidla bývá tento dusík terciární, ale existují také aporfinové alkaloidy 

sekundární, tzv. noraporfiny (norisoboldin, nornuciferin), a kvarterní (magnoflorin). 

Minoritně se v přírodě vyskytují N-formylované (N-formylkalycinin, N-formylanonain) 

a N-acetylované (N-acetylnornuciferin, N-acetylnonain) amidické deriváty, či N-oxidy 

(isolaurelin-N-oxid, O-methylbulbokapnin-β-N-oxid) [15]. Nejčastěji se aporfinové 

alkaloidy v rostlinách objevují v C6a(S) konfiguraci, minoritně pak v C6a(R). Díky 
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chirálnímu centru jsou opticky aktivními, jejich absolutní konfigurace je pak popisována 

jako R-(−) nebo S-(+). Kromě alkaloidů aporfinového typu odpovídající popisu výše 

existují i jejich nenasycené formy (6a,7-dehydroaporfiny), například dehydroglaucin 

a dehydroroemerin, nebo oxidované formy (7-oxoaporfiny) liriodenin a lanuginosin [13], 

[15], [16]. 

 

Obr. 1. Schématické znázornění skeletu aporfinového, dehydroaporfinového a oxoaporfinového typu 

3.1.2.1 Biosyntéza alkaloidů aporfinového typu 

Podobně jako ostatní sekundární metabolity jsou i alkaloidy navzdory své 

strukturní rozmanitosti odvozeny od základního stavebního kamene skrze nespočet 

enzymatických reakcí. Pro alkaloidy aporfinového typu, jakožto i pro ostatní podskupiny 

isochinolinových alkaloidů, je výchozí molekulou přirozeně se vyskytující aminokyselina 

L-tyrosin [11]. Jejich produkce je v mnoha případech orgánově specifická. Převážná část 

benzylisochinolinových alkaloidů odvozených od (S)-retikulinu, kam řadíme i alkaloidy 

apofinového typu, jsou produkovány podzemními částmi rostlin bez mléčnic. Naopak ty, 

jejichž prekurzorem je (R)-retikulin, například alkaloidy opia, jsou produkovány do 

lepkavé mléčné šťávy latexu vytékající z poraněných nadzemních částí rostliny [17]. 

Biosyntézu komplexního aporfinového skeletu lze shrnout do čtyř základních fází. 

V první fázi je L-tyrosin syntetizován šikimátovou cestou [18]. V sedmi po sobě jdoucích 

krocích dochází k enzymatické přeměně základních energetických substrátů, 

fosfoenolpyruvátu a erythróza-4-fosfátu, na chorismát, společný prekurzor aromatických 

aminokyselin, a dále na zmíněný L-tyrosin [19]. Ten je ve druhé fázi prekurzorem pro 

biosyntézu výchozí molekuly benzylisochinolinových alkaloidů (S)-norkoklaurinu (Obr. 2). 

Biogenní katecholamin dopamin může vznikat dvěma metabolickými cestami, a to oxidací 

na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) a dekarboxylací, nebo v opačném sledu 

dekarboxylací na tyramin s následnou oxidací. Dvoukrokovou enzymatickou přeměnou 

rovněž vzniká 4-hydroxyfenylacetaldehyd, kdy tyrosin podstupuje oxidativní deaminaci 
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na 4-hydroxyfenylpyruvát a dekarboxylaci. Kondenzace a cyklizace obou výsledných 

produktů, tedy 4-hydroxyfenylacetaldehydu a dopaminu, je zprostředkována stereo-

selektivním enzymem (S)-norkoklaurin syntázou (NCS, EC 3.5.99.14) [1], [6]. 

 
Obr. 2. Schéma biosyntézy společného benzylisochinolinového prekurzoru (S)-norkoklaurinu 

DDC (dopamin dekarboxyláza, EC 4.1.1.28), TYDC (tyrosin dekarboxyláza, EC 4.1.1.25), EC 1.10.3.1 

(polyfenol oxidáza), TH (tyrosin 3-monooxygenáza, EC 1.14.16.2), TYR (tyrosináza 1.14.18.1), EC 1.4.3.2 

(oxidáza L-aminokyselin), EC 4.1.1.80 (4-hydroxyfenypyruvát dekarboxyláza), NCS ((S)-norkoklaurin 

syntáza, EC 3.5.99.14) [20], [21]. 

Třetí fáze zahrnuje přeměnu (S)-norkoklaurinu na velmi důležitý prekurzor mnoha 

podskupin isochinolinových alkaloidů (S)-retikulin (Obr. 3). První dva kroky zahrnují 

selektivní O-methylaci a N-methylaci na (S)-N-methylkoklaurin, který podléhá selektivní 

oxidaci na izoformě 80B1 cytochromu P450, a poslední O-methylaci, pro finální produkt 

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

 
Obr. 3. Schéma biosyntézy společného benzylisochinolinového prekurzoru (S)-retikulinu 

EC 2.1.1.128 ((S)-norkoklaurin 6-O-methyltransferáza), CNMT ((S)-koklaurin N-methyltransferáza, EC 

2.1.1.140), CYP80B1 ((S)-N-methylkoklaurin 3‘-monooxygenáza, EC 1.14.13.71), EC 2.1.1.116 (3‘-hydroxy-

N-methyl-(S)-koklaurin 4‘-O-methyltransferáza) [20], [21]. 

Poslední fáze vychází z (S)-retikulinu, který je společným prekurzorem nejen 

aporfinových alkaloidů, ale i alkaloidů protoberberinových, protopinových či dimerních 

bisbenzylisochinolinových. Při biosyntéze aporfinového skeletu izoforma 80G2 

cytochromu P450 zprostředkovává tvorbu vazby C-C, čímž dochází k uzavření struktury 

benzylisochinolinového prekurzoru a formaci (S)-korytuberinu (Obr. 4). Alternativně může 

(S)-retikulin podstoupit enzymatickou inverzi konfigurace přes 1,2-dehydroretikulin na 
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(R)-retikulin, výchozí molekulu farmaceuticky velmi významných morfinanových 

alkaloidů [1], [17], [23]. 

 
Obr. 4. Schéma biosyntézy aporfinového skeletu (S)-korytuberinu 

CYP80G2 (izoforma 80G2 cytochromu P450, (S)-korytuberin syntáza, EC 1.14.19.51) [20], [21]. 

Odlišnosti ve struktuře jednotlivých aporfinových alkaloidů zajišťují v literatuře 

blíže nespecifikované enzymy. Samotný (S)-bulbokapnin se od (S)-korytuberinu liší pouze 

v substituci kruhu A, na kterém první zmíněný nese –OCH2O– skupinu. Tato finální reakce 

je dozajista zprostředkována enzymaticky, pravděpodobně jednou z mnoha rostlinných 

methyltransferáz. 

3.1.2.2 Zástupci alkaloidů aporfinového typu a jejich přírodní zdroje 

Mezi nejvýznamnější alkaloidy aporfinového typu patří boldin, glaucin, nuciferin, 

roemerin či bulbokapnin [24]. Přehled nejvíce studovaných alkaloidů je shrnutý 

v následující tabulce společně s příkladem rostlin, ze kterých byly izolovány (Tabulka 1). 

Tabulka 1: Zástupci alkaloidů aporfinového typu a jejich přírodní zdroje 

 Alkaloid Rostlinný zdroj Reference 

1 boldin Lindera aggregata (Lauraceae) 

Peumus boldus (Monimiaceae) 

[25] 

[26] 

2 bulbokapnin Corydalis cava (Papaveraceae) 

Cissampelos pareira (Menispermaceae) 

[27], [28] 

[29] 

3 glaucin Dicranostigma franchetianum (Papaveraceae) 

Glaucium flavum (Papaveraceae) 

[30] 

[31] 

4 isoboldin Glaucium flavum (Papaveraceae) 

Lindera aggregata (Lauraceae) 

[31] 

[25] 

5 isocorydin Alseodaphne corneri (Lauraceae) 

Dicranostigma franchetianum (Papaveraceae) 

Peumus boldus (Monimiaceae) 

[32] 

[30] 

[26] 

6 laurotetanin Lindera aggregata (Lauraceae) 

Peumus boldus (Monimiaceae) 

[25] 

[26] 
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Tabulka 1: Zástupci alkaloidů aporfinového typu a jejich přírodní zdroje (pokračování) 

 Alkaloid Rostlinný zdroj Reference 

7 N-methyllaurotetanin Corydalis cava (Papaveraceae) 

Lindera aggregata (Lauraceae) 

Peumus boldus (Monimiaceae) 

[27] 

[25] 

[26] 

8 magnoflorin Corydalis taliensis (Papaveracea) 

Sinomenium acutum (Menispermaceae) 

[33] 

[34] 

9 norisocorydin Alseodaphne corneri (Lauraceae) 

Peumus boldus (Monimiaceae) 

[32] 

[26] 

10 nornuciferin Nelumbo nucifera (Nelumbonaceae) [35], [36] 

11 norglaucin Glaucium flavum (Papaveraceae) [31] 

12 roemerin Nelumbo nucifera (Nelumbonaceae) [35], [36] 

 

 
 

 R1 R2 R3 R4 R5 R6 

1 H CH3 H OCH3 OH CH3 

2 –CH2– OH OCH3 H CH3 

3 CH3 CH3 H OCH3 OCH3 CH3 

4 CH3 H H OCH3 OH CH3 

5 CH3 CH3 OH OCH3 H CH3 

6 CH3 CH3 H OCH3 OH H 

7 CH3 CH3 H OCH3 OH CH3 

8 CH3 H OH OCH3 H (CH3)2
+ 

9 CH3 CH3 OH OCH3 H H 

10 CH3 CH3 H H H H 

11 CH3 CH3 H OCH3 OCH3 H 

12 –CH2– H H H CH3 

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

3.1.2.3 Biologická aktivita alkaloidů aporfinového typu 

Aporfinové alkaloidy jsou stejně jako ostatní biosynteticky podobné molekuly 

schopny interagovat s enzymy nebo receptory pro biogenní neurotransmitery. Drobné 

odchylky v charakteru funkčních skupin a jejich pozici pak vedou k široké paletě 

farmakologických účinků, proto se aporfinový skelet jeví jako zajímavý výchozí bod pro 

hledání nových aktivních molekul [14], [37]. Z dostupné literatury vyplývá, že z rostlin 

izolované alkaloidy nebo jejich polosyntetické deriváty vykazují antiepileptickou, 

antiparkinsonickou, anthelmintickou, vazodilatační, antimalarickou, antioxidační 

a protirakovinnou aktivitu, jsou potenciálními kognitivy a antiagregancii [6], [23]. Právě 
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v souvislosti s neurodegenerativními onemocněními se zajímavá inhibiční aktivita proti 

cholinesterázám a protizánětlivé působení prokázané v in vitro modelech ukazují jako 

slibná cesta v hledání nových látek pro možnou terapii AD [1]. Určitá míra afinity 

k dopaminergním (D1, D2 a D5), serotoninergním (5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C a 5-HT7) nebo 

adrenergním (α, β) receptorům zase otvírá možnosti jiného využití [14]. 

3.1.2.3.1 Biologické účinky na receptory pro neurotransmitery 

Dopaminergní aktivita aporfinových alkaloidů se odvíjí od biosyntetického 

prekurzoru dopaminu, a je rozšířena o několik naprosto esenciálních strukturních motivů. 

Ve struktuře skrytý bifenyl, hydroxylová skupina na uhlíku C11 a N-substituce patří mezi 

hlavní z nich [6]. Agonismus na D1 a D2 receptorech je spojen s C6α(R) izomerií, jak je 

tomu v případě terapeuticky využívaného syntetického alkaloidu apomorfinu. V přírodě 

se vyskytující (S)-izomery, například bulbokapnin a nuciferin, pak fungují jako antagonisté 

dopaminergních receptorů [38]. Selektivitu k jednotlivým podtypům receptorů ovlivňuje 

velikost substituentu vázaného na dusík, N-methylace je spojena s D1 selektivitou, stericky 

objemnější N-n-propyl substituce naopak s D2-selektivitou [14]. Další strukturní obměny 

spojené se změnou afinity jsou shrnuty níže (Obr. 6). 

 
Obr. 6. Vztah struktury k účinku na dopaminergní receptory; převzato z: Zhu et al. (2023) 

Rigidita aporfinového skeletu se zdá vhodná pro antagonistické působení na 

receptory pro serotonin [14]. 5-HT2A receptory jsou patofyziologicky zapojeny do několika 

neuropsychiatrických onemocnění. Účinná terapie schizofrenie a bipolární poruchy 

vyžaduje selektivní antagonisty těchto receptorů, neurodegenerativní Parkinsonova 

choroba, úzkosti a deprese naopak selektivní agonisty [39]. Vztah struktura-účinek je 

popsána níže (Obr. 7). Na rozdíl od afinity k receptorům pro dopamin není pro afinitu 
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k receptorům pro serotonin nutná správná konformace na uhlíku C6a, (S)-enantiomery 

jsou pouze lehce aktivnější. Nicméně strukturní modifikace často vedou k vymizení 

takových účinků [14]. Antagonistickou aktivitu určuje především substituce na uhlíku C1, 

kdy se zdají účinnější alkoxy substituenty, a dusík N6 s navázanou methyl skupinou, jak 

vyplývá ze studie aporfinového alkaloidu nanteninu a jeho derivátů [40]. 

 
Obr. 7. Vztah struktury k účinku na serotoninergní receptory; převzato z: Zhu et al. (2023) 

Kromě receptorů 5-HT2A se preferenčně v CNS nachází receptory 5-HT2C. Cílení na 

tyto receptory může rovněž přinést určitý benefit v terapii neuropsychiatrických poruch 

[41]. Pozice C2 se jeví jako možný donor vodíkové vazby pro silnější interakci s 5-HT2C 

receptorem. Zavedení malých hydrofilních skupin na kruh A, dusík N6 bez substituentu 

a (S)-konformace se zdají výhodné pro selektivní účinek [14], [40]. 

Stejně jako pro serotoninergní, tak i pro adrenergní aktivitu je rigidita aporfinového 

skeletu výhodná, zejména pro afinitu k α1A receptorům. Aporfinové alkaloidy isolaurelin, 

dicentrin a glaucin kromě účinků na různých podtypech receptorů pro serotonin vykazují 

i antagonistické působení na α1A receptory [42], [43]. Tyto receptory jsou zapojeny do 

fungování oběhového systému, ale také periferního i centrálního nervového systému. 

Nantenin a jeho deriváty byly rovněž testovány na α1A-adrenergní aktivitu [40]. Ze studie 

vyplynulo, že selektivitu k α1A receptorům zvyšují malé alkoxy (MeO, EtO) substituenty 

v pozici C2 a N6 substituce krátkými uhlovodíky (N-ethyl nebo N-n-propyl). Uspořádání 

na chirálním centru aktivitu neovlivňuje. Zavedením hydroxylové skupiny do pozice C7 

lze docílit strukturní podobnosti se zvýrazněným farmakoforem arylethanolaminem   

(Obr. 8), což s sebou přináší i selektivitu k β2-adrenergním receptorům [14], [40]. 
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Obr. 8. Vztah struktury k účinku na adrenergní receptory; převzato z: Zhu et al. (2023) 

3.1.2.3.2 Působení aporfinových alkaloidů na cholinesterázy 

Inhibiční aktivita proti cholinesterázám je jednou z nejpodstatnějších aktivit 

aporfinových alkaloidů. Schopnost inhibice enzymů acetylcholinesterázy (AChE) 

a butyrylcholinesterázy (BuChE) je spojena se zvýšením hladin, a tím i účinku 

neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) v neurodegenerací poškozeném mozku při AD. 

Tento přístup je jednou z cest v terapii onemocnění [14]. 

Aporfinové alkaloidy bez substituentů na kruhu D vykazují nejvyšší inhibiční 

aktivitu proti oběma cholinesterázám [14]. Roemerin, který odpovídá tomuto popisu, 

inhibuje AChE s IC50 8.32 ± 0.12 µmol/L, v případě BuChE je aktivita ještě vyšší (IC50 

2.85 ± 0.08 µmol/L). U stefaninu vede substituce kruhu D 8-methoxy skupinou k dalšímu 

zvýšení afinity k BuChE (IC50 2.80 ± 0.07 µmol/L). Účinek zmíněných alkaloidů na AChE 

je prohlouben u jejich nenasycených analog (dehydroroemerin, dehydrostefanin), jak je 

patrné z tabulky níže (Tabulka 2). Modifikace struktury na uhlíku C7 jsou spojeny se 

zvýšením selektivity k AChE. Například sukhodianin s hydroxylovou skupinou v této 

pozici inhibuje AChE s IC50 4.30 ± 0.28 µmol/L, současně s tím však jeho inhibiční účinek 

na BuChE klesá (IC50 22.47 ± 0.10 µmol/L) [14], [44]. 

Tabulka 2: Inhibiční aktivita vybraných aporfinových alkaloidů na cholinesterázy 

Alkaloid IC50 AChE 
(µmol/L) 

IC50 BuChE 
(µmol/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: Inhibiční aktivita vybraných aporfinových alkaloidů na cholinesterázy (pokračování) 

Alkaloid 
IC50 AChE 
(µmol/L) 

IC50 BuChE 
(µmol/L) Reference 

korydin 52.95 ± 4.11 − [47] 

dehydroroemerin 1.21 ± 0.09 3.34 ± 0.02 [44] 

dehydrostefanin 2.85 ± 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 Antioxidační aktivita aporfinových alkaloidů 

Volné radikály, charakteristické jedním či více nepárovými elektrony ve struktuře, 

jsou nedílnou součástí fyziologických buněčných procesů. K nejznámějším z radikálů patří 

reaktivní formy kyslíku (ROS), jejichž množství je kontrolováno antioxidačním systémem 

enzymů a molekul se schopností zhášet jejich aktivitu [51]. Zvýšená produkce volných 

radikálů je však spojena s patologickými procesy, dochází k rozvoji zánětu či 

rakovinotvorným pochodům. Naopak antioxidační působení je spojeno s protizánětlivou, 

antinociceptivní nebo antiprotozoální aktivitou [37], [52]. 

Aporfinové alkaloidy vystupují jako antioxidanty, tedy látky, které brání poškození 

tkání oxidačním stresem a dysfunkcí mitochondrií, nerovnováhou hladin železných iontů 

nebo porušením metabolických procesů [9]. Tato aktivita je velmi pravděpodobně spojena 

se schopností volných hydroxylových skupin, resp. fenolových skupin na aromatických 

kruzích A a D, tvořit termodynamicky stabilní fenoxylové radikály delokalizací 

nepárového elektronu v bifenylové části molekuly, a schopnosti aporfinového skeletu 

oxidovat se na 6a,7-didehydro a 7-oxoaporfiny. Roli hraje nejen počet hydroxylových 

skupin, kdy platí, že větší počet skupin je spojen s vyšší účinkem, ale i jejich pozice [53]. 

Vysokého antioxidačního účinku dosahují alkaloidy boldin a isoboldin, ještě účinněji 
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působí korytuberin a apomorfin, jejichž fenolové skupiny v pozicích C1 a C11 snadno 

podléhají oxidaci do konjugované keto formy [52]. Nicméně volné radikály zhášejí 

i alkaloidy bez hydroxylových skupin, například glaucin. V tomto případě je to 

pravděpodobně právě díky delokalizaci C6a radikálu zapojením bifenylové funkce 

a volného elektronového páru na dusíku [37], [52]. 

3.1.2.3.4 Antimikrobiální aktivita aporfinových alkaloidů 

Antimikrobiální aktivitu určují zejména tři základní strukturní prvky aporfinového 

skeletu: saturace kruhů B a C, substituce na dusíku a fenolové skupiny. S nejvýraznější 

antibakteriální aktivitou jsou spojeny 7-oxoaporfiny, a to zřejmě díky zvýšené elektronové 

hustotě v oblasti volných elektronových párů karbonylové funkce a heterocyklického 

dusíku [16]. Alkaloid liriodenin, který do této skupiny patří, vykazuje široké spektrum 

antibakteriálních a antimykotických účinků proti G+ bakteriím, kvasinkám i vláknitým 

houbám [54], [55]. Rozložení náboje v molekule často přímo souvisí s výslednou aktivitou, 

nevýhodná substituce aporfinového skeletu může vést k její ztrátě [56]. Kvarternizace 

dusíku tvorbou N-dimethylovaných analog vede k dalšímu zvýšení aktivity, jak je možné 

pozorovat u thailandinu [57]. Jiné substituenty, zejména N-amidy nebo objemnější 

uhlovodíky, jsou spojeny se snížením nebo úplnou ztrátou aktivity. Posledním kritériem 

jsou volné fenolové skupiny, které vykazují funkci donorů vodíkových vazeb. Jejich přímá 

antimikrobiální aktivita je však často snížena methylací na methoxy nebo methylendioxy 

skupiny [16], [56].  

3.1.2.3.5 Cytotoxické působení aporfinových alkaloidů 

Aporfinový skelet se společně s protoberberinovým a benzylisochinolinovým řadí 

mezi struktury relativně cytotoxické [58]. Aporfinový alkaloid glaucin a jeho nenasysená 

analoga vykazují široké spektrum toxického působení na buněčné linie [58], [59]. 

Se zvýšenou aktivitou jsou spojeny strukturní motivy jako 1,2-methylendioxy substituce 

a N-methylace. Tuto aktivitu dále prohlubuje oxidace nebo dehydrogenace na uhlíku C7, 

vliv chirality nebo další substituce zatím nebyl objasněn [60]. Přesné mechanismy účinku 

také nejsou jasné, nejčastěji bývá uváděna interakce s topoisomerázami a DNA 

polymerázami [13]. 
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3.1.2.4 Charakteristika alkaloidu bulbokapninu 

Bulbokapnin je alkaloidem aporfinového typu s nejvyšším kvantitativním 

zastoupením v hlízách Corydalis cava (Papaveraceae) [61]. První izolace se datuje do roku 

1892 [62], během následujících letech byl izolován z dalších zástupců rodu Corydalis 

(C. solida, C. intermedia, C. erdelii). Nalezen byl také v jiných zástupcích čeledi Papaveraceae 

(Glaucium corniculatum, Hypecoum imberbe) a Menispermaceae (Cissampelos pareira) [15], 

[63]. Do současnosti byl podroben velkému množství testů biologické aktivity, které jsou 

popsány v následující kapitole. 

Podle systematického názvosloví IUPAC je bulbokapnin pojmenován jako 11-

methoxy-7-methyl-6,7,7a,8-tetrahydro-5H-[1,3]benzodioxolo[6,5,4-d,e]benzo[g]chinolin-

12-ol, se sumárním vzorcem C19H19NO4. Jeho chemická struktura je zobrazena níže      

(Obr. 9). V čistém stavu je bílou, jemně krystalickou látkou s teplotou tání 202–203 °C [64] 

a specifickou optickou otáčivostí +237° (CHCl3, 589.3 nm, 22 °C) [65]. 

 

Obr. 9. Struktura a prostorová orientace (S)-bulbokapninu; převzato z: Ribár et al. (1991) 

Krystalografické studie ukázaly zajímavé vlastnosti jeho prostorového uspořádání. 

Kromě chirálního uhlíku C6a v (S)-konfiguraci bulbokapnin vykazuje silné prostorové 

interakce mezi jednotlivými kruhy a jejich substituenty. Molekula není planární, 

heterocyklický kruh B zaujímá položidličkovou konformaci s dusíkem v sp3 hybridizaci, 

nenasycený kruh C pak konformaci zkřížené vaničky. Významně deformované je také 

bifenylové uspořádání aromatických jader A a D díky interakci sobě blízkých kyslíků 

hydroxylové a 1,2-methylendioxy skupiny. V prostoru jsou obě skupiny uspořádány tak, 

že leží nad a pod rovinou aromatických jader. Všechny tyto prostorové změny vedou ke 

snížení pnutí v molekule a tím k její vysoké stabilitě. Vodík hydroxylové skupiny je dále 

zapojen do vodíkové vazby s kyslíkem sousedící methoxylové skupiny [66]. 
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3.1.2.4.1 Biologická aktivita bulbokapninu 

V mnoha in vitro testech bulbokapnin prokázal široké spektrum účinků: ovlivňuje 

účinky dopaminu, a to od jeho syntézy inhibicí tyrosin hydroxylázy až po antagonistické 

působení na receptorech vedoucí ke snížení motorické aktivity a indukci katalepsie [38]; 

periferní vazodilatace je spojena s afinitou k α1-adrenergním receptorům [67] a periferním 

dopaminergním receptorům [68]; s methylendioxy skupinou pak pravděpodobně souvisí 

antiagregační účinek na krevní destičky (IC50 30.7 ± 5.4 µmol/L), který je srovnatelný 

s klinicky využívanou ASA (IC50 23.8 ± 10.4 µmol/L), ale zřejmě účinkuje jiným 

mechanismem než inhibice COX-1, a to jako parciální agonista prostaglandinových 

receptorů pro tromboxan [58], [69]; zháší reaktivní formy kyslíku, nejvíce hydroxylové 

radikály produkované Fentonovou reakcí [70]; chelatuje ionty přechodných kovů, 

zejména kationty mědi a železa [71]; předpokládaná je také antiepileptická a analgetická 

aktivita přes inhibiční účinky na excitabilitu neuronů, v závislosti na dávce vykazuje 

v in vitro modelech snížení frekvence a amplitudy Ca2+ oscilací, tedy s Ca2+ ionty spojené 

aktivity [14]. Na rozdíl od jiných aporfinových alkaloidů bulbokapnin nevykazuje 

schopnost vázat se na topoisomerázy [69]. Interkalace do struktury DNA je podmíněna 

planaritou molekuly, sterická interakce C11 hydroxylové skupiny a kyslíku methylendioxy 

cyklu toto postavení neumožňuje [72]. 

Antimikrobiální aktivita bulbokapninu je poměrně zajímavá. Alkaloidy jako celek 

vykazují vyšší potenciál proti gramnegativním bakteriím, stejně tak bulbokapnin, který 

nejvíce inhibuje růst u K. pneumoniae a A. baumannii (MIC 25 µmol/L) [73]. I v případě 

mykotických agens je aktivním, vykazuje inhibiční účinky na kvasinky, zejména 

C. albicans (MIC 12.5–25 µmol/L), slaběji pak ovlivňuje C. parapsilosis a Cryptococcus 

neoformans (MIC >200 µmol/L) [73], [74]. Stejně jako v jiných případech biologické 

aktivity je i tato antimikrobiální pravděpodobně spojena s methylendioxy skupinou ve 

struktuře [56]. Překvapivé ale je, že v případě antivirotické aktivity je zjištění opačné. 

Zmíněná skupina snižuje nebo přímo souvisí se ztrátou účinku proti polioviru nebo viru 

Herpes simplex [58], [74]. 

Bulbokapnin také interaguje s metabolicky aktivními enzymy. Skupina cytochromů 

P450 hraje zásadní roli v transformaci xenobiotik a výrazně zasahuje nejen do 

metabolismu léčiv [75]. Enzym CYP3A4 je nejvýznamnějším zástupcem, jehož schopnost 
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interagovat s mnoha substráty je zprostředkována větší velikosti aktivního místa. 

Substráty izoformy 2D6 jsou zpravidla lipofilní planární molekuly, velmi často složené 

z aromatických jader a s bazickým dusíkem ve struktuře [76]. Bulbokapnin, který tomuto 

popisu odpovídá, vykazuje středně silné inhibiční účinky na CYP2D6, ještě silněji pak 

inhibuje CYP3A4. Navíc jej lze označit za i středně silný inhibitor izoformy CYP1A2, která 

zodpovídá za přeměnu zejména malých, slabě kyselých molekul. Nejméně pak inhibuje 

CYP2C9 a CYP2B6 [5]. 

3.2 Alzheimerova choroba 

Alzheimerova choroba, známá také jako Alzheimerova demence (AD), je jedním ze 

zástupců skupiny neurodegenerativních onemocnění postihujících centra paměti, učení 

a emočního chování centrální nervové soustavy [3]. AD je charakteristická postupným 

úpadkem kognitivních funkcí v důsledku stárnutí a selektivní ztráty neuronů. Proces 

stárnutí je spojen s negativní remodelací mozku, která je z části podmíněna genetickými 

predispozicemi, životním stylem a faktory prostředí [9]. Snižování hustoty neuronální sítě 

je pak důsledkem zejména dvou neuropatologických procesů: ukládání abnormálního 

proteinu amyloidu-beta (Aβ) do senilních plaků v mezibuněčných prostorech, takzvané 

amyloidózy, a shlukování hyperfosforylovaného tau proteinu (τP) do neurofibrilárních 

klubek uvnitř neuronů [9], [77]. Depozice Aβ je spíše spojena s patologií onemocnění, 

neurofibrilární klubka τP pak spíše s úpadkem kognitivních funkcí [9]. Přesný 

mechanismus vedoucí k nadměrné buněčné smrti neuronů však zůstává neznámý. Velmi 

pravděpodobně se jedná o souhru několika neuropatologických procesů, současně 

se zvýšenou agregací nesprávně prostorově uspořádaných proteinů Aβ a τP jsou 

popisovány chronické zánětlivé procesy, porušená homeostáza kalcia nebo dysfunkce 

energetického metabolismu mitochondrií a oxidační stres. Ve výsledku tato souhra vede 

k poškození funkce nejen podpůrných gliových buněk, ale i celého systému cholinergní 

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

Konečné stanovení diagnózy AD je možné pouze post mortem analýzou postiženého 

mozku [3]. Časný záchyt onemocnění je velmi obtížný. Existují biomarkery jako Aβ1-40 

a Aβ1-42, které jsou vhodné pro predikci AD, nebo zobrazovací metody magnetické 

rezonance (MRI) a pozitronové emisní tomografie (PET) pro časnou diagnózu, jejich 

implementace do praxe je však velmi obtížná [8], [9]. 
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3.2.1.1 Role cholinesteráz v lidském těle 

Cholinesterázy patří do skupiny serinesteráz, tedy hydroláz se zbytkem 

aminokyseliny serinu v aktivním místě enzymu. V lidském těle se fyziologicky nachází dva 

zástupci, acetylcholinesteráza (AChE, EC 3.1.17) a butyrylcholinesteráza (BuChE, EC 

3.1.1.8), která je označována také jako pseudocholinesteráza [3]. AChE katalyzuje 

hydrolýzu biogenního neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) na kyselinu octovou a cholin 

[79]. Nejčastěji se nachází na membránách neuronálních buněk ve formě tetramerů, čtyř 

jednotek seskupených pohromadě [8]. BuChE se svou širší substrátovou specifitou 

katalyzuje hydrolýzu větší skupiny esterů cholinu. Ve srovnání s AChE je její fyziologická 

exprese v mozku asi desetkrát menší, častěji se nachází v plazmě a jiných metabolicky 

aktivních tkáních jako játra, srdce a plíce [3]. 

Samotnému proces hydrolýzy předchází vazba substrátu na periferní aniontovou 

oblast (PAS) v blízkosti vstupu do kavity aktivního místa. Tato oblast pomáhá s výběrem 

a prostorovou orientací molekul, které mohou být hydrolyzovány. Uvnitř enzymu je 

aktivní místo rozděleno na 4 domény: katalytická obsahuje enzymaticky aktivní triádu 

aminokyselin serin-histidin-glutamát, oxyaniontová donory vodíkové vazby pro 

prostorovou stabilizaci substrátu, aniontová pak hydrofobní aromatická jádra pro 

elektrostatické π-interakce tryptofanu s pozitivně nabitým dusíkem, a acylová kapsa. 

Substrátová specifita subtypů cholinesteráz se odvíjí od aminokyselin tvořících poslední 

zmíněnou strukturu [3]. Záměna prostorově objemnějších aromatických aminokyselin 

na PAS a v kavitě enzymu u AChE za menší alifatické u BuChE umožňuje interakce 

i větším molekulám [1]. 

3.2.1.2 Hypotéza cholinergní dysfunkce 

Pro správné vedení nervových vzruchů je nutné dostatečné množství 

presynapticky uložených neurotransmiterů a také postsynaptických receptorů pro tyto 

molekuly [80]. V neuronech je za biosyntézu nových molekul ACh odpovědný 

cytoplazmatický enzym cholin-acetyltransferáza (ChAT, EC 2.3.1.6). Produkt kondenzace 

acetyl-CoA a cholinu je skladován v synaptických váčcích, při depolarizaci exocytózou 

vstupuje do synaptické štěrbiny, kde zprostředkovává přenos vzruchu vazbou na své 

nikotinové a muskarinové receptory. Vedení vzruchu ukončuje AChE hydrolýzou nebo 

vlastní presynaptický transportér zpětným vychytáváním [81], [82]. 
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Cholinergní hypotéza vzniku AD se opírá o tři zjištění: v postižených oblastech 

mozkové kůry je podstatně snížená presynaptická koncentrace ACh [58]; pozitivní účinek 

na kognitivní funkce je spojen s agonisty cholinergních receptorů, jejich antagonisté 

naopak funkce paměti poškozují [83]; vlivem AD prokazatelně dochází k poškození 

cholinergní inervace vycházející z bazálních ganglií [84]. Cholinergní dysfunkci mozku 

ruku v ruce prohlubuje současná snížená biosyntéza nových molekul ACh a zvýšená ztráta 

dalších neuronů, čímž dochází k potenciaci neurodegenerativních procesů, snižování 

kognitivních funkcí a zrychlení progrese AD [8]. Navíc mezi funkcí ChAT a tvorbou 

senilních plaků existuje negativní korelace, s rostoucím poškozením neuronální sítě dále 

klesá tvorba ACh [84], a dysfunkce cholinergní transmise je spojena i s depozicí Aβ a τP, 

vede k jejich zvýšenému ukládání, a tím opět k prohlubování deficitu a zhoršením 

kognitivních funkcí [85]. 

Zejména na základně prvních dvou zjištění cholinergní hypotézy byly do praxe 

uvedeny inhibitory cholinesteráz. Jejich užívání je spojeno s pozitivními účinky na 

kognitivní funkce zvýšením hladin ACh, a tím zlepšení symptomů AD [8], [58]. 

3.2.1.3 Hypotéza amyloidu-beta 

Amyloidóza je neuropatologický proces, při kterém dochází k nesprávnému 

prostorovému skládání proteinu Aβ, jeho nadměrnému shlukování a tím k rozvoji AD [9]. 

Proteolyticky rezistentní fibrilární Aβ vzniká z neuronálního transmembránového proteinu 

APP aktivitou dvou enzymů. Nejprve podléhá degradaci β-sekretázou (BACE-1) 

a následně γ-sekretázou, stává se nerozpustným, nadměrně se hromadí v extracelulárním 

prostoru mozkové tkáně a agreguje. Shluky tvořené Aβ jsou neurotoxické a dávají 

vzniknout tzv. senilním plakům [8], [9]. Navíc je Aβ schopný tvořit i komplexy s ionty 

přechodných kovů, přičemž tyto komplexy stimulují tvorbu reaktivních forem kyslíku, 

které dále poškozují funkce mitochondrií, membránových lipidů a proteinů [86]. V rámci 

in vitro studií bylo zjištěno, že klasickou cestou aktivuje cytotoxicky působící složky 

komplementu [87], [88] a zvyšuje intracelulární hladiny kalcia [89]. 

V alternativní cestě, kde APP protein podléhá nejprve α-sekretáze za tvorby 

proteinu sAPPα s pravděpodobně neuroprotektivními účinky, a až posléze γ-sekretáze, 

dochází k produkci proteinu p3, který se nepodílí na tvorbě neurotoxických agregátů. [8], 

[9]. Lze tedy říct, že odbourávání APP proteinu ve směru formace Aβ je spojeno 
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s rozvojem AD [8]. První ložiska shluků Aβ se začínají kumulovat roky před prvními 

symptomy kognitivních poruch [90], některé studie nasvědčují dokonce 20–30 let [3]. 

3.2.1.3.1 Patologie komplexů Aβ–AChE 

Na základě biochemických studií bylo prokázáno, že neurotoxicitu samotného Aβ 

zvyšuje tvorba komplexů s AChE [8], [91], [92]. Tyto velmi stabilní nerozpustné Aβ–AChE 

komplexy vznikají spojením obou složek zrychlují agregaci Aβ, v in vitro i in vivo modelech 

vykazují vyšší poškození neuronální sítě než samotný Aβ [93], [94], a to zejména skrze 

narušení intracelulární homeostázy zvýšením hladin kalcia vedoucí k poškození funkce 

mitochondrií [91], [95]. Formování komplexů je zprostředkováno interakcí mezi oběma 

složkami vazbou mezi pozitivně nabitými částmi vláken Aβ a záporně nabitou oblastí PAS 

AChE, respektive zbytkem aminokyseliny tryptofanu [8]. 

Lze tedy říct, že PAS je spojovníkem mezi Aβ a AChE, a vzniklé Aβ–AChE 

komplexy jsou přímo spojeny s rozvojem AD [3]. Navíc AChE tvoří vazby i s enzymem 

presenilin-1 (PS-1), který je přímo zapojen do procesu tvorby Aβ, a tyto interakce zvyšují 

jeho expresi [96]. Bylo však prokázáno, že samotná neurotoxicita a s ní spojené kognitivní 

změny velmi úzce souvisí s koncentrací AChE v senilních placích. Vhodnou interakcí 

inhibitorů acetylcholinesterázy (AChEi) s PAS může dojít k zamezení tvorby komplexů, 

což s sebou přináší možnost nového terapeutického cílení [93], [94]. Stejně tak se ukazuje, 

že stimulace cholinergních nikotinových receptorů pomocí AChEi, které samy o sobě 

vykazují neuroprotektivní charakter proti toxicitě zprostředkované Aβ, vede navíc 

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

3.2.1.4 Hypotéza tau-proteinu 

Společným znakem pro hypotézy amyloidu-beta a tau-proteinu je nesprávné 

prostorové skládání dysfunkčních proteinů. Základem neurofibrilárních klubek jsou 

agregáty nerozpustných, proteolyticky rezistentních vláken defektního τP [98]. 

Intracelulární shlukování usnadňuje jejich nadměrná fosforylace buněčnými 

proteinkinázami. Vlákna se spojují do dvoušroubovic, čímž dochází k ovlivnění správné 

funkce τP, aktivaci mikroglií, elevaci hladin mediátorů zánětu a tím rozvoji 

neurodegenerativních procesů [87], [99]. 

Fyziologicky se τP podílí na stabilizaci neuronálních mikrotubulů, elongaci 

dendritických buněk a správném fungování synapsí [98], [99]. Tyto funkce jsou řízeny jeho 



31 
 

reverzibilní fosforylací. Klíčové je udržování rovnováhy mezi proteinkinázami 

a fosfatázami, při upregulaci fosforylujících enzymů nebo narušení hladin kalcia dochází 

k hyperfosforylaci, ztrátě funkce a tím indukci apoptózy neuronů [78], [86]. Existuje i určité 

spojení mezi hyperfosforylací τP, oxidačním stresem a Aβ. Tvorba reaktivních forem 

kyslíku Aβ a také přímá interakce Aβ s receptory na membránách neuronů 

pravděpodobně vedou k ovlivnění transdukčních kaskád a aktivaci spřažených enzymů, 

zejména pak zmíněných proteinkináz [86]. 

3.2.1.5 Hypotéza neurozánětlivých procesů 

Tradičně byla CNS označována jako imunoprivilegovaná oblast chráněná vlastními 

bariérami. Tento koncept je víceméně překonaný, do fungování mozku zasahují nejen 

vlastní složky imunitního systému, ale i buňky a cytokiny pocházející z periferních tkání 

[99]. A ačkoliv by měly být zánětlivé pochody ochrannými, nepřiměřená imunitní odpověď 

se může podílet nebo být přímou příčinou poškození neuronální sítě vedoucí k rozvoji AD 

[87], [100]. Dokonce existuje přímá souvislost s kumulací Aβ a τP v mozku [99]. 

Neurozánětlivé procesy probíhají sekundárně na podkladě poškození v CNS [87]. 

Jsou souhrou několika patologických pochodů, rozvíjí se jako následek vnitřních 

a vnějších poškození [100], [101]. Za udržování homeostázy jsou odpovědné astrocyty 

a mikroglie. Mikroglie jsou typem makrofágů, tedy buněk imunitního systému se 

schopností fagocytózy cizorodých látek a odpadních metabolitů, prezence antigenů či 

produkce cytokinů. Hrají zásadní roli v modulaci prvotní imunitní odpovědi, podílí se na 

celkové plasticitě mozku, regeneraci a neurogenezi [87], [102]. Jejich dlouhodobá aktivace 

hraje význačnou roli v procesu neurodegenerace. Za fyziologického stavu jsou mikroglie 

neaktivní, jejich rozvětvená struktura umožňuje dohlížet na pochody ve tkáni bez 

interference s neurony. V případě poškození tkáně přechází do aktivního stavu, jsou 

mobilní, schopné migrovat na postižená místa a vylučovat cytokiny. Právě cytokiny jsou 

často spojovány s přímým neurotoxickým účinkem. Chronická aktivace složek imunitního 

systému vede k nadměrné produkci mediátorů zánětu a reaktivních forem kyslíku, navíc 

je spojena s přímým vlivem na ukládání Aβ [87], [103]. 

Ve výsledku dochází k porušení integrity tkáňových bariér, zejména pak 

hematoencefalické bariéry (HEB) [87], [99], [104]. Mikrovaskulární poškození a dysfunkce 

HEB zrychlují odumírání neuronů a zvyšují hladiny prozánětlivých cytokinů [87], [105]. 
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3.2.2 Současné možnosti terapie Alzheimerovy demence 

Na základě předchozích hypotéz lze shrnout, že výskyt senilních plaků a 

neurofibrilárních klubek, tvorba Aβ–AChE komplexů a snížená syntéza ACh společně 

vedou ke snížené cholinergní transmisi a tím dalšímu úbytku neuronů [1], [8]. 

V současnosti neexistuje kauzální léčba, poškození neuronální sítě nelze zvrátit ani při 

cílení na popsané mechanismy neuropatologického pochodu. I přes významné pokroky 

v chápání AD bezpočet pokusů selhalo, z více než 400 klinických studií na více než 200 

preparátech neuspělo 99.6 % z nich [9]. Terapie AD je stále pouze symptomatická, není 

ale spojena s uspokojivými a přetrvávajícími účinky na progresi onemocnění [106]. 

Z metaanalýz hodnotící dostupná terapeutika vyplývá, že sice nevykazují nijak závratný 

efekt, stále je však celkový pozitivní vliv na progresi onemocnění klinicky významný. 

Rovněž se terapie jeví jako nákladově efektivní, ne-li jako náklady zdravotnímu systému 

šetřící [107], [108], [109]. Díky pozitivnímu ovlivnění kognitivních funkcí oddalují nutnost 

odborné zdravotní péče nebo pobyt v domovech se zvláštním režimem [110]. 

Schváleny a registrovány jsou tři zástupci AChEi: donepezil, rivastigmin a 

galantamin. Užívání AChEi zvyšuje hladiny a prodlužuje účinek ACh na synapsích, čímž 

zlepšuje kognitivní funkce a zvyšuje aktivitu nervového přenosu, je však spojeno s mnoha 

nepříjemnými nežádoucími účinky a účinkuje pouze na lehké a středně těžké formy [3], 

[8], [111]. Úpadek kognitivních funkcí při terapii AChEi nastupuje mnohem pomaleji, ve 

srovnání s pacienty bez terapie dochází k oddálení nástupu klinických symptomů [84]. 

Čtvrtou terapeuticky využívanou látkou je antagonista NMDA receptoru memantin 

s rozdílným mechanismem účinku [8]. NMDA receptor je spřažený s iontovými kanály pro 

Ca2+ ionty. Při nadměrné aktivaci tohoto systému dochází k hromadění kationtů vápníku 

uvnitř neuronálních buněk, jejich chronické excitaci a postupné ztrátě synaptické funkce. 

Antagonismus tedy brání patologickému vstupu Ca2+ iontů do buněk, čímž brání i rozvoji 

neurodegenerace a snižování kognitivních funkcí [83], [97]. 

V současné době jsou u FDA registrovány i dva moderní přípravky biologické 

léčby, monoklonální protilátky lecanemab (Leqembi) [112] a aducanumab (Aduhelm) 

[113], které přímo cílí na agregáty Aβ. První z nich nedávno byl registrován i u EMA pro 

specifickou skupinu pacientů s AD [114]. Přestože registrační studie prokázaly, že benefit 

převyšuje riziko, z hlediska svého účinku jsou však poměrně kontroverzní [99]. 
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3.2.2.1 Úskalí současné terapie Alzheimerovy demence 

S relativně nízkým účinkem v terapii využívaných AChEi velmi pravděpodobně 

souvisí zjištění, že exprese a distribuce AChE je u pacientů trpících pokročilými formami 

značně snížená (deficit 10-67 %). V často zasažených oblastech senilními plaky 

a neurofibrilárními klubky, konkrétně v mozkové kůře, limbickém systému, amygdale, 

bazálních ganliích a hipokampu, je naopak významně zvýšená aktivita BuChE, a to až o 

167 % [3], [8]. AChE je navíc inhibována vlastním substrátem ACh. K tomuto efektu však 

v případě BuChE nedochází, zvýšením koncentrace ACh zůstává neovlivněná. Její delší 

biologický poločas a vyšší míra exprese v zasažených oblastech přispívají k roli 

majoritního degradačního enzymu [3]. 

Do klinických studií se dostalo i několik látek s rozdílným mechanismem účinku. 

Kromě agonismu a antagonismu na receptorech pro neurotransmitery se terapeutické 

možnosti hledají v prevenci neuropatologických kaskád spojených s agregací Aβ a τP. 

Vyvíjí se poměrně moderní preparáty založené na inhibici enzymů beta a gama sekretázy, 

formování neurofibrilárních klubek modulací fosforylace τP, zvýšení clearance obou 

defektních proteinů proteolýzou a fagocytózou nebo cílenou imunoterapií. Nejvíce 

studovanými jsou pak inhibitory BACE-1, které jsou pravděpodobně spojené se zlepšením 

kognitivních funkcí snížením produkce Aβ [9], a imunizace proteinem Aβ-42, a to pasivní 

pomocí připravených protilátek nebo aktivní vlastním proteinem. Na myších modelech 

obě imunizační metody významně snížily hladiny neurotoxického Aβ [115]. 

Studie zaměřené nejen na eliminaci Aβ u postižených pacientů jsou však často 

spojeny se špatnými výsledky, protože nástup kognitivních symptomů je odrazem již silně 

zasažené mozkové tkáně. Existuje shoda, že odstraňování senilních plaků Aβ 

a neurofibrilárních klubek τP nedokáže kompenzovat dysfunkci neuronální sítě, 

pravděpodobně dokáže pouze zpomalit její progresi [87], [116]. Jediným možným 

terapeutickým cílem je tedy snaha o co nejúčinnější stabilizaci stávajícího stavu [9]. 

Strategie a cíle terapie by se měly zakládat zejména na zpomalení neurodegenerace, a to 

co nejdříve, nejlépe před prvními symptomy AD [9]. 

3.3 Mikrobiální infekce 

Narůstající rezistence mikrobiálních agens je ožehavým tématem dnešní doby. 

Antimikrobiální aktivita, respektive bakteriocidní aktivita, je schopnost látky snížit 
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viabilitu bakterií ≥99.9 % v koncentracích menších než čtyřnásobek jejich minimální 

inhibiční koncentrace (MIC). Alkaloidy takovými účinky disponují, pravděpodobně souvisí 

s jejich lipofilitou, společně s heterocyklicky vázaným atomem dusíku a aromatickými 

jádry [23], [117]. Některé alkaloidy se dokonce staly strukturní předlohou terapeuticky 

využívaných látek, například metronidazolu, linezolidu, trimetoprimu nebo chinolonových 

antibiotik [10]. 

3.3.1 Infekce způsobené mykobakteriemi 

Tuberkulóza je primárně plicním infekčním onemocněním vyšších obratlovců 

způsobené bakteriemi skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex, kam patří zástupci 

jako M. tuberculosis, M. bovis, M. avium či M. africanum [118]. Tyto aerobní intracelulární 

patogeny jsou charakteristické svým tyčinkovitým tvarem, velmi pomalým růstem a 

buněčnou stěnou s vysokým podílem lipidů. Právě kombinace dlouhého životního cyklu 

bakterie a obsah mykolových kyselin na povrchu přináší zvýšené nároky na vedení 

racionální terapie a hledání nových účinných molekul [2]. 

V současnosti je možné onemocnění léčit kombinací léčiv v závislosti na citlivosti 

jednotlivých kmenů. Na citlivé mykobakterie působí u 85 % pacientů standardní 

šestiměsíční terapie. Po intenzivní dvouměsíční kombinaci rifampicinu (RIF), isoniazidu 

(INH), pyrazinamidu (PZA) a ethambutolu (ETM) následuje čtyřměsíční udržovací terapie 

RIF s INH [50]. Tato dlouhodobá terapie je však spojená s významnými nežádoucími 

účinky, vedoucími ke snížené adherenci až selhání terapie, a tím k rozvoji bakteriální 

rezistence [120]. U rezistentních kmenů se účinnost specifických režimů pohybuje kolem 

57 % [119]. 

S ohledem na nárůst rezistence je nezbytné hledat nová a účinnější léčiva schopná 

zvrátit tento trend, zvýšit adherenci, zjednodušit a zkrátit léčbu. Mezi tradiční cíle patří 

inhibice syntézy mykolových kyselin buněčné stěny, nukleových kyselin nebo proteinů 

[120], [121]. Studium aktivity přírodních sloučenin s sebou již přineslo zajímavé molekuly 

jako aminoglykosid streptomycin a jemu podobný kanamycin. Zástupce skupiny 

isochinolinových alkaloidů berberin rovněž vykazuje aktivitu proti mykobakteriím [121]. 

Ze studia jeho struktury vyplývá, že alkoxy substituce (methoxy, methylendioxy) je 

spojena s antimykobakteriálními účinky [2]. Tento strukturní motiv ve své struktuře nese 
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velké množství dalších přírodních látek, například i alkaloid bulbokapnin, proto se zdá 

racionální hledat nové účinné látky v řadách sekundárních metabolitů rostlin. 

3.3.2 Infekce způsobené bakteriálními a mykotickými agens 

Významná část nozokomiálních infekcí, tedy infekcí spojených s pobytem ve 

zdravotnickém zařízení, je způsobena vysoce rezistentními kmeny G+ (MRSA, VRE) a G− 

bakterií (MDR-GNB), které jsou odolné proti mnoha konvenčním typům antibiotik [122]. 

Mnohočetně rezistentní (MDR) a extenzivně rezistentní (XDR) kmeny bakterií jsou jednou 

z největších světových výzev současné doby, zesílení jejich mechanismů virulence 

a schopnosti vytvářet biofilm vyžadují nové efektivní preparáty [123], [124]. 

Rozdílná stavba membrány G+ a G− bakterií stojí za zvýšenou rezistencí G− agens 

proti účinku antibiotik [125]. Tyto bakterie patří mezi nefermentující oportunistické 

patogeny, které jsou často příčinou zmíněných nozokomiálních infekcí. P. aeruginosa, 

A. baumannii a E. coli se navíc čím dál častěji stávají rezistentními, což ve výsledku vede 

ke komplikacím u nemocničních i komunitních infekcí [126]. 

Mykotické infekce jsou rovněž vážným celosvětovým problémem. Počet infekcí 

způsobených mykotickými agens v posledních letech dramaticky narůstá [127]. Kromě 

povrchových infekcí kůže, nehtů a sliznic způsobují závažné systémové invazivní infekce 

hlubokých tkání, zejména u imunokompromitovaných pacientů [128], [129]. Ve výsledku 

vedou tyto převážně nozokomiální infekce ke zdravotním komplikacím, vysoké mortalitě, 

prodloužení hospitalizací a zvýšeným nákladům na léčbu [130]. 

Lokální mykózy jsou nejčastěji způsobeny zástupci rodů Microsporum, Trichophyton 

(T. interdigitale), a Epidermophyton, přičemž za těmi systémovými stojí rody Candida 

(C. albicans, C. parapsilosis), Cryptococcus, Aspergillus (A. fumigatus, A. flavus) a Pneumocystis 

[128]. C. albicans patří k nejčastějším původcům, stojí za více než 90 % všech závažných 

případů, majoritou vulvo-vaginálních kandidóz a hlubokých tkáňových mykóz [131]. 

Společně s C. parapsilosis se z velké míry podílí na tvorbě mikrobiálního biofilmu [132]. 

Cryptococcus neoformans je druhým nejčastějším původcem oportunních infekcí u pacientů 

s AIDS [130]. 

Terapie mykotických infekcí je postavena na azolových, polyenových, 

echinokandinových a pyrimidinových antimykoticích [133]. Jejich účinek je však 
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limitovaný úzkým spektrem účinku, nežádoucí toxicitou, lékovými interakcemi, 

nevýhodnou farmakokinetikou a fungistatickým charakterem některých látek [134]. 

V průběhu posledních dekád navíc došlo nadměrným užíváním antimykotik k rozvoji 

rezistence mezi nejčastějšími zástupci vláknitých hub a kvasinek [127], [135]. 

Antibiotická a antimykotická rezistence se stala jednou z hlavních oblastí zájmu 

moderní medicíny, jelikož se stále častěji stává důvodem selhání terapie infekčních 

onemocnění a tím i nárůstu mortality na dříve léčitelná onemocnění [136]. Nejčastěji jsou 

chronické infekce nereagující na konvenční antibiotickou léčbu důsledkem vytvoření 

mikrobiálního biofilmu. Eradikace agens, které tvoří tyto velmi kompaktní struktury, je 

velmi náročná [132].  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Použité materiály a obecné postupy 

Reagencia, rozpouštědla, zkoumadla a kultivační média pro potřeby přípravy 

polosyntetických derivátů, strukturní analýzy a stanovení biologické aktivity byla 

zakoupena u Sigma-Aldrich, spol. s r.o. (Praha, Česká republika), a použita bez dalšího 

čištění. Pro potřeby analytické a preparativní TLC byl použitý materiál zakoupen 

u společnosti Merck spol s r.o. (Praha, Česká republika).  

4.1.1 Přečistění bulbokapninu 

Výchozí látka pro derivatizační reakce byla izolována z hlíz Corydalis cava 

Schweigg. & Kort. (Papavaraceae) v rámci hledání nových inhibitorů enzymů AChE 

a BuChE pocházejících z této rostliny. Výzkum byl prováděn na nynější Katedře 

farmakognozie a farmaceutické botaniky doc. Jakubem Chlebkem v roce 2011. Proces 

izolace je podrobně popsán v následující literatuře [53]. 

Pro vyšší vstupní čistotu bylo nutné nejprve izolovaný alkaloid přečistit. Ve směsi 

ethanolu (EtOH), ethyl-acetátu (EtOAc) a chloroformu (CHCl3) bez přesného poměru byl 

rozpuštěn izolovaný bulbokapnin, roztok byl ponechán několik minut v sonikátoru. 

Následně pomocí chromatografického pera byl rovnoměrně nanesen na 10 preparativních 

chromatografických desek připravených v laboratoři (tloušťka vrstvy 1 mm) 1 cm od jejich 

spodní hrany. Po odpaření rozpouštědel proudem horkého vzduchu byly desky vloženy 

do mobilní fází MF1 vysycených komor, eluce probíhala do chvíle, než čelo dosáhlo úrovně 

1 cm od horní hrany desky. Pro dosažení lepší separace byl proces vyvíjení opakován 

dvakrát, mezi elucemi byly desky zbaveny rozpouštědel mobilní fáze proudem horkého 

vzduchu. Pod UV lampou byla zhodnocena kvalita separace od nečistot a vyznačena 

eluční zóna bulbokapninu, která byla následně z desek vyškrábnuta do kolony utěsněné 

vatovým smotkem. V koloně byl bulbokapnin extrahován ze silikagelu promýváním směsí 

CHCl3 a EtOAc (1:1), jímaný roztok byl poté odpařen na vakuové odparce do sucha. 

Přečištěný bulbokapnin byl následně využit pro vlastní přípravu derivátů. 
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4.1.2 Příprava polosyntetických derivátů bulbokapninu 

Příprava polosyntetických derivátů – etherů bulbokapninu, je založena na 

dvoukrokové SN2 nukleofilní substituci, známé také jako Williamsonova syntéza etherů. 

V prvním kroku byl připraven nukleofilní alkoxid, konjugovaná báze bulbokapninu, který 

následně reagoval s primárním alkylhalogenidem za tvorby kýženého derivátu [138]. 

V průběhu přípravy sady derivátů byly využity dvě níže popsané metody. 

Metoda A: alkylace v bazickém prostředí NaH [139]; do vysušené vialky bylo 

naváženo 60 mg přečištěného bulbokapninu (0.18 mmol), rozpuštěno se ve směsi 1 mL 

suchého tetrahydrofuranu (THF) a 1.5 mL suchého N,N-dimethylformamidu (DMF). Pod 

atmosférou argonu bylo přidáno 1.2 molárního ekvivalentu (eq) 60 % hydridu sodného 

v minerálním oleji (NaH; 0.22 mmol, 9 mg) a mícháno 30-45 minut v ledové lázni při 0 °C. 

Následně bylo přidáno 1.1 eq alkylačního činidla (RX; 0.20 mmol) a za stálého míchání při 

pokojové teplotě byla reakční směs míchána přes noc. 

 

Schéma 1. Metoda A: alkylace v bazickém prostředí NaH 

Metoda B: alkylace bazickém prostředí K2CO3 [140]; ve vialce byla rozpuštěna 

navážka 60 mg přečištěného bulbokapninu (0.18 mmol) ve 3 mL DMF, přidáno 3.5 eq 

bazického uhličitanu draselného (K2CO3; 0.63 mmol, 87 mg) a reakční směs míchána při 

pokojové teplotě po dobu 25 minut. Posléze bylo přidáno 1.2 eq alkylačního činidla (RX; 

0.22 mmol), vialka přemístěna do olejové lázně a při 70 °C míchána přes noc. 

 

Schéma 2. Metoda B: alkylace bazickém prostředí K2CO3 

Reakce byla v průběhu monitorována pomocí analytické TLC. Následné 

zpracování reakční směsi pro účely preparativní TLC bylo shodné pro obě metody. Po 
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ukončení reakce byl obsah vialky odpařen do sucha na olejové lázni. Odparek byl 

rozpuštěn v CHCl3 a zfiltrován přes křemelinu Celite® 535 za účelem odstranění 

nerozpustných zbytků. Takto přečištěný roztok byl na vakuové odparce odpařen do 

sucha. Odparek byl rozpuštěn v malém množství CHCl3 pro ověření přítomnosti produktu, 

nežádoucích reziduí DMF a vhodnosti mobilní fáze MF2 pomocí analytické TLC. Nakonec 

byl roztok vhodně upraven pro potřeby preparativní TLC. 

4.1.3 Analytická a preparativní tenkovrstvá chromatografie 

Na přípravu chromatografických desek pro preparativní chromatografii byl použit 

Silikagel 60 s přídavkem fluorescenčního indikátoru F254 (Merck, Praha), pro analytickou 

chromatografii pak komerční hliníkové desky s vrstvou Silikagelu 60 a fluorescenčním 

indikátorem F254 20 cm × 20 cm (Merck, Praha). Vizualizace probíhala s využitím 

ultrafialového světla (254 a 366 nm), případně Dragendorffova činidla. 

Pro proces preparativní TLC bylo potřeba nejprve připravit desky. 6.5 g silikagelu 

bylo suspendováno ve 20 mL vody, nalito na skleněnou desku 15 cm × 15 cm 

a ponecháno zaschnout. Na takto připravenou desku byl 1 cm od její spodní hrany 

nanesen chromatografickým perem chloroformový roztok reakční směsi a po odpaření 

rozpouštědla byla deska vložena do mobilní fází MF2 vysycené komory a ponechána 

vyvíjet. Jakmile mobilní fáze dosáhla čela, deska byla vyjmuta a vysušena proudem 

horkého vzduchu, míra eluce byla prověřena pod UV lampou. V případě potřeby byl 

proces vyvíjení opakován pro dosažení kvalitnější separace. Separované zóny byly 

vizualizovány UV světlem (λ = 254 nm). Poté byla separovaná zóna s produktem promyta 

v koloně směsí EtOAc a CHCl3 bez přesného poměru. Čistota připraveného derivátu byla 

zhodnocena analytickou TLC. Jímaný roztok byl na vakuové odparce odpařen do sucha, 

odparek rozpuštěn v malém množství CHCl3, přenesen do vialky, finálně odpařen do 

sucha na olejové lázni a dosušen v exsikátoru. 

4.1.3.1 Složení použitých mobilních fází pro analytickou a preparativní TLC 

MF1: cyklohexan : ethyl-acetát : diethylamin, 50 : 50 : 5 

MF2: cyklohexan : toluen : diethylamin, 45 : 45 : 5 
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4.1.4 Strukturní analýza připravených derivátů 

4.1.4.1 1H a 13C NMR analýza 

NMR spektra bulbokapninu a jeho derivátů byla měřena za standartní teploty 

v deuterovaném chloroformu (CDCl3) pomocí spektrometru Varian VNMR S500 (Varian, 

Palo Alto, Kalifornie, USA) při 500 MHz pro 1H spektra a 126 MHz pro 13C spektra. 

Chemické posuny jednotlivých látek byly změřeny jako hodnoty δ v parts per milion 

(ppm) a nepřímo vztaženy k tetramethylsilanu (TMS) jako standardu pomocí signálu 

zbytkového rozpouštědla CDCl3 (7.26 ppm pro 1H a 77.0 ppm pro 13C). Data jsou zapsána 

v pořadí: chemický posun (δ), multiplicita (s: singlet, bs: broad singlet, d: dublet, dd: dublet 

dubletů, t: triplet, m: multiplet), interakční konstanta (J, v Hz) a integrální intenzita signálu 

(pro protonové spektrum). 

4.1.4.2 HRMS analýza 

Spektra pro ESI-HRMS analýzu byla měřena na přístroji Waters Synapt G2-Si, 

hybridním vysokorozlišujícím kvadrupólovém hmotnostním spektrometru doby letu 

(HRMS Q-TOF) se systémem ionizace elektrosprejem (ESI), spojeném s vysokoúčinným 

kapalinovým chromatografem (UHPLC) Waters Acquity I-Class (Waters Corporation, 

Milford, Massachusetts, USA). Data jsou prezentována jako hodnota poměru hmotnosti 

částice a náboje fragmentu m/z teoretická [M+H]+ a experimentální [M+H]+ průměrná ze 

dvou měření. 

4.1.4.3 Optická otáčivost 

Optická otáčivost α, neboli schopnost opticky aktivních látek stáčet rovinu 

polarizovaného světla, byla měřena v prostředí CHCl3 na automatickém polarimetru 

P3000 (Krüs Optronic, Hamburk, Německo) při teplotě t (25.5 °C ± 1.0 °C) a vlnové délce 

sodíkového světla D (589.3 nm), s délkou kyvety l (0.5 dm) a koncentrací vzorků 

c (g/100 mL) pro jednotlivé látky. Specifická optická otáčivost [𝛼]𝐷
𝑡  byla spočtena podle 

následujícího vzorce: 

[𝛼]𝐷
𝑡 =

100 ∙ 𝛼

𝑐 ∙ 𝑙
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4.1.5 Metody pro stanovení biologické aktivity 

Výchozí látka bulbokapnin a jeho polosyntetické deriváty byly podrobeny sérii 

několika testů pro stanovení biologické aktivity. Ke zhodnocení byly využity testy 

prováděné na pracovištích v rámci Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci 

Králové, a to inhibiční aktivita proti rekombinantním humánním cholinesterázám (hAChE, 

hBuChE) na Katedře farmakognozie a farmaceutické botaniky (KFGFB) v gesci 

PharmDr. Daniely Suchánkové, Ph.D., a dále in vitro antibakteriální, antimykobakteriální 

a antimykotická aktivita proti vybraným agens na Katedře biologických a lékařských věd 

(KBLV) v gesci PharmDr. Ondřeje Janďourka, Ph.D. a RNDr. Kláry Konečné, Ph.D. 

Stanovení cytotoxické aktivity bylo provedeno ve spolupráci s doc. RNDr. Radimem 

Havelekem, Ph.D. na Ústavu lékařské biochemie Lékařské fakulty Univerzity Karlovy 

v Hradci Králové (ÚLB LFHK). 

4.1.5.1 Stanovení aktivity proti lidským rekombinantním cholinesterázám 

Stanovení inhibiční aktivity proti lidským cholinesterázám je založeno na upravené 

Ellmanově metodě [141]. Toto kolorimetrické stanovení aktivity se opírá o reakci 

thiocholinu, produktu enzymatické přeměny acetylthiocholinu rekombinantní AChE 

(hAChE, EC 3.1.1.7), respektive butyrylthiocholinu rekombinantní BuChE (hBuChE, 

EC 3.1.1.8), s Ellmanovým činidlem (5,5‘-dithio-bis(2-nitrobenzoovou) kyselinou, DTNB), 

vedoucí ke žlutému zbarvení. 

Testování aktivity připravených derivátů bylo provedeno v 96jamkových 

destičkách podle postupu pečlivě popsaného v následující literatuře [142]. Absorbance 

byla měřena při vlnové délce 412 nm na mikrodestičkovém spektrofotometru Multimode 

microplate reader Synergy 2 (BioTek Inc., Winooski, VT, USA). Procentuální stanovení 

inhibice bylo spočteno pomocí následujícího vzorce: 

𝐼 = (1 −
∆𝐴𝑖

∆𝐴0
) ∙ 100 

Pozitivním výsledkem je změna zbarvení, tj. nárůst absorbance ∆𝐴𝑖. Slepým 

roztokem s absorbancí pozadí ∆𝐴0 je médium s fosfátovým pufrem místo roztoku 

odpovídajících substrátů. Měření bylo provedeno na třech nezávislých sadách. 
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4.1.5.2 Stanovení in vitro antimykobakteriální aktivity 

Testované kmeny mykobakterií, rychle rostoucí Mycolicibacterium smegmatis 

(ATCC 607, DSM 43465), Mycolicibacterium aurum (ATCC 23366, DSM 43999), dále 

Mycobacterium kansaii (ATCC 12478), Mycobacterium avium subsp. avium (ATCC 15769) 

a avirulentní kmen Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 9431), byly zakoupeny od 

České národní sbírky typových kultur (CNCTC, Praha, Česká republika), německého 

Leibnizova Institutu DSMZ (DSM, Braunschweig, Německo) a belgické sbírky Belgian 

Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM, Antverpy, Belgie). 

Kultivace byla provedena staticky v temnu v 96jamkových destičkách mikrodiluční 

bujónovou metodou za standartních podmínek společně s pozitivní (bujón, suspenze 

inokula, DMSO) a negativní (bujón, DMSO) kontrolou. Výsledky kultivace byly 

zhodnoceny vizuálně s využitím změny barvy indikátoru. Metoda je podrobně popsána 

v následující literatuře [143]. 

Polosyntetické deriváty, které vykázaly zajímavou antimykobakteriální aktivitu 

byly následně podrobeny sérii testů proti vybraným bakteriálním a mykotickým agens. 

4.1.5.3 Stanovení in vitro antibakteriální aktivity 

Ke screeningu aktivity bylo využito osm bakteriálních kmenů: Staphylococcus 

aureus subsp. aureus (SA; ATCC 29213, CCM 4223), meticilin-rezistentní 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 České sbírky mikroorganismů (CCM, 

Brno, Česká republika) a německého Leibnizova Institutu DSMZ (DSM, Braunschweig, 

Německo). 

Vybrané kmeny byly společně s pozitivní a negativní kontrolou kultivovány za 

standartních podmínek mikrodiluční bujónovou metodou v 96jamkových destičkách 

podle postupu uvedeného v následující literatuře [144]. Antimikrobiální aktivita byla po 

ukončení kultivace vyhodnocena vizuálně.  
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4.1.5.4 Stanovení in vitro antimykotické aktivity 

Čtyři 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 čtyři testované kmeny vláknitých 

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 České sbírky mikroorganismů (CCM, Brno, Česká republika) a americké 

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

Testování bylo provedeno mikrodiluční bujónovou metodou v 96jamkových 

společně s pozitivní a negativní kontrolou za standartních podmínek, které jsou uvedeny 

v následující literatuře [144]. Specificky pro T. interdigitale probíhala při teplotě 25-28 °C 

120 a 168 hodin (5 a 7 dní). Na konci kultivace byla antifungální aktivita vizuálně 

zhodnocena. 

4.1.5.5 Stanovení in vitro cytotoxické aktivity 

Cytotoxická aktivita vybraných derivátů, respektive jejich vliv na proliferaci 

a viabilitu testovaných buněčných linií, se stanovuje upravenou kolorimetrickou metodou 

podle Mosmanna, kdy činidlo WTS-1 (4-[3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-

1,3-benzen disulfonát) žluté barvy podléhá enzymatické redukci mitochondriálními 

sukcinát dehydrogenázami (SDH, EC 1.3.5.1) vitálních buněk za vzniku nerozpustného 

fialového formazanového barviva [145]. 

Pro stanovení aktivity byl použit panel deseti humánních buněčných linií: 

leukemické T-lymfocytární Jurkat, leukemické lymfoblastové linie MOLT-4, linie A549 

plicního adenokarcinomu, HT-29 kolorektálního karcinomu, PANC-1 pankreatického 

adenokarcinomu, A2780 ovariálního karcinomu, linie SH-SY5Y neuroblastomu, MCF-7 

hormonálně dependentního karcinomu prsu, linie SAOS-2 osteosarkomu a linie MRC-5 

lidských fibroblastů [146]. 

Inkubace vybraných buněčných linií společně s kontrolními vzorky byla provedena 

v 96jamkových destičkách s plochým dnem v CO2 inkubátoru za podmínek popsaných 

v následující literatuře [147]. Měření bylo provedeno na třech sadách vzorků ve třech 

nezávislých měřeních. Výsledná data jsou vztažena k viabilitě kontrolních vzorků.  
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4.2 Příprava polosyntetických derivátů a jejich strukturní identifikace 

4.2.1 Výchozí látka bulbokapnin (BLC-S)  

 

Obr. 10. Výchozí látka pro derivatizační reakce bulbokapnin 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 326.1387, experimentální hodnota 

[M+H]+ 326.1390 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 6.99 (bs, 1H), 6.86 – 6.78 (m, 2H), 6.63 (s, 1H), 6.09 (d, 

J = 1.4 Hz, 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, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 242.86° (c = 0.14 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.2 Příprava 11-O-(4‘-isopropylbenzyl)bulbokapninu (BLC-22) 

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

Příprava: Metoda A; RX: 4-isopropylbenzyl bromid (45 mg, resp. 35 µL) 

Výtěžek: 30 mg, tj. 35.6 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 458.2326, experimentální hodnota 

[M+H]+ 458.2326 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, překryv, 1H), 2.53 (s, překryv, 3H), 2.41 (t, J = 13.3 Hz, 1H), 1.20 (d, 

J = 6.9 Hz, 6H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
24 = + 163.94° (c = 0.24 g/100 mL, CHCl3) 

  



46 
 

4.2.3 Příprava 11-O-(2‘-brombenzyl)bulbokapninu (BLC-29) 

 
Schéma 4. Syntéza 11-O-(2‘-brombenzyl)bulbokapninu 

Příprava: Metoda B; RX: 2-brombenzyl bromid (57 mg) 

Výtěžek: 31 mg, tj. 34.0 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 494.0961, experimentální hodnota 

[M+H]+ 494.0967 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
24 = + 186.67° (c = 0.21 g/100 mL, CHCl3) 

  



47 
 

4.2.4 Příprava 11-O-benzylbulbokapninu (BLC-30) 

 
Schéma 5. Syntéza 11-O-benzylbulbokapninu 

Příprava: Metoda A; RX: benzyl bromid (39 mg, resp. 27 µL) 

Výtěžek: 21 mg, tj. 27.4 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 416.1856, experimentální hodnota 

[M+H]+ 416.1861 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, překryv, 1H), 2.55 (s, 

překryv, 3H), 2.45 (t, J = 13.4 Hz, 1H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 169.06° (c = 0.27 g/100 mL, CHCl3) 

  



48 
 

4.2.5 Příprava 11-O-(3‘,5‘-dimethoxybenzyl)bulbokapninu (BLC-31) 

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

Příprava: Metoda A; RX 3,5-dimethoxybenzyl bromid (54 mg) 

Výtěžek: 26 mg, tj. 29.6 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 476.2068, experimentální hodnota 

[M+H]+ 476.2070 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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 = 1.5 Hz, 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, překryv, 1H), 2.52 (s, překryv, 3H), 2.39 (t, J = 13.1 Hz, 1H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 132.31° (c = 0.13 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.6 Příprava 11-O-(N-piperidylethyl)bulbokapninu (BLC-32) 

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

Příprava: Metoda A; RX: 1-(2-chlorethyl)piperidin hydrochlorid (33 mg) 

Výtěžek: 18 mg, tj. 22.4 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 437.2435, experimentální hodnota 

[M+H]+ 437.2435 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 6.95 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.57 

(s, 1H), 6.04 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 5.84 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.15 – 4.03 (m, 1H), 3.88 – 3.79 

(m, překryv, 1H), 3.84 (s, překryv, 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, překryv, 2H), 2.64 – 2.58 (m, 

překryv, 1H), 2.52 – 2.34 (m, překryv, 6H), 2.51 (s, překryv, 3H), 1.62 – 1.51 (m, 4H), 

1.41 – 1.38 (m, 2H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
24 = + 234.78° (c = 0.23 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.7 Příprava 11-O-(1‘-naftylmethyl)bulbokapninu (BLC-33) 

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

Příprava: Metoda A; RX: 1-(chlormethyl)naftalen (51 mg) 

Výtěžek: 22 mg, tj. 25.6 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 466.2013, experimentální hodnota 

[M+H]+ 466.2017 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, J = 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). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 70.00° (c = 0.08 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.8 Příprava 11-O-(3‘-methoxyfenylethyl)bulbokapninu (BLC-34) 

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

Příprava: Metoda B; RX: 3-methoxyfenylethyl bromid (45 mg, resp. 32 µL) 

Výtěžek: 37 mg, tj. 45.0 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 460.2119, experimentální hodnota 

[M+H]+ 460.2121 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, překryv, 1H), 2.54 (s, překryv, 3H), 2.42 (t, J = 13.3 Hz, 

1H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 182.50° (c = 0.16 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.9 Příprava 11-O-(3‘-chlorbenzyl)bulbokapninu (BLC-35) 

 
Schéma 10. Syntéza 11-O-(3‘-chlorbenzyl)bulbokapninu 

Příprava: Metoda B; RX: 3-chlorbenzyl bromid (42 mg, resp. 27 µL) 

Výtěžek: 28 mg, tj. 33.7 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 450.1467, hodnota experimentální 

[M+H]+ 450.1467 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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 = 11.5 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.14 – 3.05 (m, 1H), 3.03 – 2.97 (m, 2H), 2.80 (d, J = 12.8 Hz, 

1H), 2.65 – 2.59 (m, 1H), 2.55 – 2.48 (m, překryv,1H), 2.52 (s, překryv, 3H), 2.39 (t, 

J = 13.4 Hz, 1H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 157.78° (c = 0.18 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.10 Příprava 11-O-(cyklohexylmethyl)bulbokapninu (BLC-36) 

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

Příprava: Metoda B; RX: (brommethyl)cyklohexan (36 mg, resp. 29 µL) 

Výtěžek: 19 mg, tj. 24.4 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 422.2326, experimentální hodnota 

[M+H]+ 422.2326 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, překryv, 1H), 2.53 (s, překryv, 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). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 155.00° (c = 0.16 g/100 mL, CHCl3) 
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4.2.11 Příprava 11-O-fenylethylbulbokapninu (BLC-37) 

 
Schéma 12. Syntéza 11-O-fenylethylbulbokapninu 

Příprava: Metoda B; RX: (2-bromethyl)benzen (38 mg, resp. 29 µL) 

Výtěžek: 25 mg, tj. 31.6 % 

ESI-HRMS (m/z): teoretická hodnota [M+H]+ 430.2013, experimentální hodnota 

[M+H]+ 430.2014 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 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, překryv, 1H), 2.92 (t, J = 7.3 Hz, 

překryv, 2H), 2.69 – 2.60 (m, 1H), 2.54 – 2.49 (m, překryv, 1H), 2.53 (s, překryv, 3H), 2.40 

(t, J = 13.2 Hz, 1H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 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. 

Optická otáčivost: [𝛼]𝐷
25 = + 184.62° (c = 0.24 g/100 mL, CHCl3) 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Příprava polosyntetických derivátů bulbokapninu 

Tabulka 3: Souhrn připravených derivátů a jejich procentuálních výtěžků 

OZNAČENÍ CHEMICKÝ NÁZEV METODA VÝTĚŽEK [%] 

BLC-22 11-O-(4‘-isopropylbenzyl)bulbokapnin A 35.6 

BLC-29 11-O-(2‘-bromobenzyl)bulbokapnin B 34.0 

BLC-30 11-O-benzylbulbokapnin A 27.4 

BLC-31 11-O-(3‘,5‘-dimethoxybenzyl)bulbokapnin A 29.6 

BLC-32 11-O-(N-piperidylethyl)bulbokapnin A 22.4 

BLC-33 11-O-(1‘-naftylmethyl)bulbokapnin B 25.6 

BLC-34 11-O-(3‘-methoxybenzyl)bulbokapnin B 45.0 

BLC-35 11-O-(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 Výsledky měření molekulové hmotnosti bulbokapninu a jeho derivátů 

Tabulka 4: Molekulová hmotnost bulbokapninu a připravených derivátů 

OZNAČENÍ 
molární hmotnost 

[Da] 

teoretická 

[M+H]+  [Da] 

experimentální 

[M+H]+  [Da] 

přesná hmota 

[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-29 B 493.0889 494.0962 494.0965 0.61 

BLC-30 A 415.1784 416.1857 416.1863 1.44 

BLC-30 B 415.1784 416.1857 416.1859 0.48 

BLC-31 A 475.1995 476.2068 476.2068 0.00 

BLC-31 B 475.1995 476.2068 476.2071 0.63 

BLC-32 A 436.2362 437.2435 437.2437 0.46 

BLC-32 B 436.2362 437.2435 437.2433 -0.46 

BLC-33 A 465.1940 466.2013 466.2018 1.07 

BLC-33 B 465.1940 466.2013 466.2016 0.64 

BLC-34 A 459.2046 460.2119 460.2123 0.87 

BLC-34 B 459.2046 460.2119 460.2118 -0.22 
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Tabulka 4: Molekulová hmotnost bulbokapninu a připravených derivátů (pokračování) 

OZNAČENÍ 
molární hmotnost 

[Da] 

teoretická 

[M+H]+  [Da] 

experimentální 

[M+H]+  [Da] 

přesná hmota 

[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-37 B 421.2253 422.2326 422.2325 -0.24 

BLC-S A 429.1940 430.2013 430.2014 0.23 

BLC-S B 429.1940 430.2013 430.2014 0.23 

5.3 Výsledky biologické aktivity připravených derivátů 

5.3.1 Inhibiční aktivita proti cholinesterázám (hAChE, hBuChE) 

V následující tabulce (Tabulka 5) jsou shrnuty výsledky studie inhibiční aktivity 

připravených derivátů proti rekombinantním cholinesterázám (hAChE, hBuChE). Měření 

bylo provedeno při koncentraci látek 10 µmol/L. Pro látky, které vykázaly inhibici ≥ 50 %, 

byla stanovena hodnota IC50. Hodnoty inhibice cholinesteráz jsou uvedeny v procentech 

[%], jejich IC50 pak v µmol/L. Referenčním standardem jsou galantamin-hydrobromid 

(GAL-HBr) a eserin (ESE). Testování bylo provedeno v laboratořích KFGFB na podzim 

roku 2024. Účinné deriváty jsou zvýrazněny tučně. 

Tabulka 5: Inhibiční aktivita připravených derivátů proti hAChE a hBuChE 

OZNAČENÍ inhibice hAChE [%] IC50 hAChE inhibice hBuChE [%] IC50 hBuChE 

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 3.97 ± 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 2.41 ± 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 připravených derivátů 10 µmol/L 
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5.3.1.1 Schopnost připravených derivátů prostoupit HEB 

Za účelem zhodnocení schopnosti připravených derivátů přestupovat přes HEB 

byla stanovena jejich hodnota tzv. BBB skóre (Tabulka 6). Hodnoty byly spočítány in silico 

pomocí software ChemAxon. Účinné deriváty jsou zvýrazněny tučně. 

Tabulka 6: Schopnost připravených derivátů prostoupit hematoencefalickou bariérou 

OZNAČENÍ AroR HA MW HBA HBD MWHBN TPSA pKa BBB skóre 

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 31 415.48 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 32 429.51 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 (počet aromatických jader), HA (počet těžkých atomů), MW (molární hmotnost), HBA (počet 
akceptorů vodíkové vazby), HBD (počet donorů vodíkové vazby), operátor MWHBN (podíl součtu donorů 
a akceptorů vodíkové vazby a odmocniny molární hmotnost), TPSA (polární plocha molekuly), pKa (záporný 
dekadický logaritmus disociační konstanty) 

5.3.2 Antibakteriální aktivita proti vybraným mykobakteriálním agens 

Připravené deriváty bulbokapninu byly studovány i z pohledu jejich 

antimykobateriální aktivity. Výsledky těchto testů jsou shrnuty níže (Tabulka 7). Data jsou 

prezentována jako minimální inhibiční koncentrace MIC v µg/mL, pro M. tbc H37Ra je 

hodnota přepočtena i na µmol/L (µM). Referenčními standardy jsou antibiotika isoniazid 

(INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CIP). Deriváty zvýrazněné tučně byly vybrány pro 

další studium antibakteriální a antimykotické aktivity. Testování bylo provedeno 

v laboratořích KBLV na jaře roku 2024. Účinné deriváty jsou zvýrazněny tučně. 
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Tabulka 7: Antimykobakteriální aktivita derivátů bulbokapninu 

OZNAČENÍ 
M. tbc H37Ra M. aurum  M. avium M. kansasii  M. smegmatis  

(MIC µg/mL) (MIC µM) (MIC µg/mL) (MIC µg/mL) (MIC µg/mL) (MIC µg/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 Antibakteriální aktivita vybraných derivátů proti bakteriálním agens 

Aktivita vybraných derivátů je rozdělena do tabulky pro vybraná bakteriální 

G+ agens (Tabulka 8) a tabulky pro vybraná G− agens (Tabulka 9). Data jsou prezentována 

jako hodnota MIC v µmol/L. Jako referenční standardy slouží antibiotika ciprofloxacin 

(CIP), gentamicin (GEN) a vankomycin (VAN). Testování bylo provedeno v laboratořích 

KBLV na konci roku 2024. 

Tabulka 8: Antibakteriální aktivita derivátů bulbokapninu proti vybraným G+ agens 

OZNAČENÍ S. aureus MRSA S. epidermidis E. faecalis 

DÉLKA 

KULTIVACE 
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

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-rezistentní Staphylococcus aureus subsp. aureus), CIP (ciprofloxacin), GEN (gentamicin), 
VAN (vankomycin) 
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Tabulka 9: Antibakteriální aktivita derivátů bulbokapninu proti vybraným G− agens 

OZNAČENÍ E. coli K. pneumoniae A. baumannii P. aeruginosa 

DÉLKA 

KULTIVACE 
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

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 Antimykotická aktivita vybraných derivátů proti mykotickým agens 

Antimykotické působení vybraných derivátů na kvasinky a plísně je shrnuto v níže 

uvedených tabulkách (Tabulka 10, Tabulka 11). Hodnoty MIC jsou uvedeny v µmol/L. 

Referenčními standardy jsou antimykotika amfotericin B (AmB) a vorikonazol (VOR). 

Testování bylo prováděno v laboratořích KBLV na konci roku 2024. 

Tabulka 10: Antimykotická aktivita derivátů bulbokapninu proti vybraným kvasinkám 

OZNAČENÍ C. albicans C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis 

DÉLKA 

KULTIVACE 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

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: Antimykotická aktivita derivátů bulbokapninu proti vybraným plísním 

OZNAČENÍ A. fumigatus A. flavus A. corymbifera T. interdigitale 

DÉLKA 

KULTIVACE 
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 120 h 168 h 

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 4.33 4.33 4.33 4.33 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) 
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5.3.5 Cytotoxická aktivita vybraných polosyntetických derivátů 

Výsledky stanovení cytotoxické aktivity pro jednotlivé linie jsou shrnuty níže 

(Tabulka 12). Hodnoty viability buněčných linií jsou uvedeny v procentech [%]. Měření 

bylo provedeno při koncentraci látek 10 µmol/L. Referenčním standardem je 

chemoterapeutikum doxorubicin (DOX) v koncentraci 1 µmol/L. Testování bylo 

provedeno ve spolupráci s ÚLB LFHK v lednu roku 2025. 

Tabulka 12: Vliv vybraných derivátů na viabilitu buněčných linií 

OZNAČENÍ Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC-1 

BLC-22 114 ± 12 100 ± 18 92 ± 13 59 ± 6 101 ± 8 

BLC-29 70 ± 1 78 ± 3 89 ± 8 47 ± 3 91 ± 9 

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 1 ± 0 28 ± 22 64 ± 12 72 ± 2 

koncentrace připravených derivátů 10 µmol/L, doxorubicin (DOX) 1 µmol/L 

Tabulka 12: Vliv vybraných derivátů na viabilitu buněčných linií (pokračování) 

OZNAČENÍ 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 91 ± 7 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 21 ± 7 55 ± 18 

koncentrace připravených derivátů 10 µmol/L, DOX (doxorubicin) 1 µmol/L 
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6 DISKUSE A ZÁVĚR 

Bulbokapnin patří mezi nerozšířenější alkaloidy biosynteticky odvozené od 

tyrosinu, který je prekursorem velké skupiny isochinolinových alkaloidů. Tyto alkaloidy 

jsou dále klasifikovány do celé řady strukturních typů, přičemž bulbokapnin patří společně 

s mnoha dalšími zástupci do skupiny alkaloidů aporfinového strukturního typu [17]. 

Bulbokapnin ve své struktuře nese volnou hydroxylovou skupinu, kterou je možné 

strukturně modifikovat. V rámci předložené diplomové práce byla připravena série 

10 polosyntetických derivátů–etherů. Syntéza etherů byla vybrána s ohledem na jejich 

vyšší odolnost proti účinku sérových hydroláz, ve srovnání s estery [148]. Pro samotnou 

přípravu byly využity dvě metody, které přinesly srovnatelné výtěžky (Tabulka 3), a jsou 

v diplomové práci podrobně popsány. V průběhu práce byla pro přípravu většiny derivátů 

zvolena metoda B (K2CO3 v nadbytku, DMF) jako metoda primární. Práce s NaH při 

metodě A vyžadovala předsušení laboratorního skla, inertní atmosféru argonu, minimum 

vzdušné vlhkosti a ledovou lázeň. Reakce s K2CO3 naopak nevyžadovala žádná podobná 

opatření, jejím největším benefitem bylo zejména zjednodušení celého procesu přípravy. 

Záměnou NaH za slabší bázi K2CO3 došlo navíc k omezení tvorby nežádoucího vedlejšího 

produktu kvarterní amoniové soli. 

Všechny připravené deriváty byly následně podrobeny metodám strukturní 

analýzy (1H, 13C NMR, HRMS) a měření optické otáčivosti. Po prokázání struktury a čistoty 

byly všechny připravené sloučeniny testovány na aktivitu proti hAChE, hBuChE a proti 

vybraným kmenům mykobakterií. Deriváty, které vykázaly účinek proti jakémukoli kmeni 

mykobakterií (kritériem hodnota MIC ≤ 3.91 µg/mL), byly dále testovány na jejich 

antibakteriální (vybraná G+ a G− agens) a antimykotickou (kvasinky a vláknité houby) 

aktivitu. Nakonec byly všechny aktivní deriváty, tedy inhibitory cholinesteráz (BLC-29, 

BLC-30, BLC-33) a antimykobakteriálně působící látky (BLC-22, BLC-29, BLC-36), 

podrobeny stanovení cytotoxické aktivity na panelu deseti buněčných linií. 

Ze sledování inhibiční aktivity připravených derivátů proti cholinesterázám 

vyplývá, že žádný z nich nevykazuje slibnou aktivitu proti hAChE (Tabulka 5). Je však 

zřejmý posun od výchozího alkaloidu bulbokapninu, který aktivitu proti hAChE 

nevykazuje prakticky žádnou [27]. Pro deriváty, které inhibovaly hBuChE z více než 50 % 

při standardní testovací koncentraci 10 µmol/L byla stanovena jejich hodnota IC50 
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(Tabulka 5). Jednalo se o deriváty BLC-29, BLC-30 a BLC-33 s hodnotami IC50 1.89 ± 0.19, 

1.35 ± 0.10 a 2.01 ± 0.38, v daném pořadí. Uvedené deriváty současně vykazují vhodné 

hodnoty BBB skóre (4.08, 4.09, 3.94, v daném pořadí), které předurčuje jejich schopnost 

dobře pronikat HEB a kumulovat se v CNS (Tabulka 6). Ostatní z připravených derivátů 

byly pouze slabě aktivní. 

BBB skóre je modifikací Lipinského pravidla pěti, které není pro výběr molekul 

cílících do CNS dostačující. HEB chrání mozek před nežádoucími účinky tělu cizích látek, 

proto schopnost léčiv proniknout touto bariérou do CNS v terapeutických dávkách je 

jejich nezbytnou vlastností. Penetrace přes HEB je závislá na několika parametrech: léčiva 

lépe přecházející jsou taková, která mají ve struktuře dvě a méně aromatických jader, jsou 

při fyziologickém pH neionizovaná, tj. slabě kyselá/zásaditá, a schopná prostoupit 

bariérami pasivní difuzí. Existuje tedy preference ve směru menších molekul s méně 

polárním povrchem, které vykazují BBB skóre 4–6 [149]. Z výše uvedeného lze vyvodit 

trendy, které se objevují i v sérii připravených derivátů (Tabulka 6). Nejvyšší BBB skóre, 

vykazují molekuly s nižším počtem lipofilních aromatických jader a současně nižší molární 

hmotností (BLC-32, BLC-36). Naopak deriváty nesoucí více aromatických jader nebo 

s větší molární hmotností mají BBB skóre výrazně nižší (BLC-31). 

Mezi vybranými zástupci mykobakterií se deriváty ukázaly jako ne příliš aktivní 

(Tabulka 7). U avirulentního kmene Mtb H37Ra, který slouží jako náhrada vysoce 

patogenního kmene H37Rv, byla aktivita na stanovené hranici pouze u BLC-22 (MIC 

3.91 µg/mL, resp. 8.55 µmol/L). Nejvyšší aktivitu deriváty vykázaly proti pomalu 

rostoucímu oportunnímu patogenu M. kansasii, referenční antibiotika rifampicin 

a ciprofloxacin jsou však o 1–2 řády účinnější. Dva deriváty (BLC-22, BLC-36) byly 

podrobeny dalším tesům antibiotické a antimykotické aktivity. Za aktivní derivát lze 

označit BLC-36, který poměrně překvapivě působil na G+ agens. Bulbokapnin vykazuje 

vyšší potenciál proti G− bakteriím [73]. Je tedy zřejmé, že strukturní obměny vedly ke 

snížení aktivity u G− agens (Tabulka 9), výhodná substituce BLC-36 k rozšíření na G+ 

(Tabulka 8). I v případě mykotických agens je bulbokapnin aktivním, inhibičně působí 

zejména na kvasinky [74]. Z výsledků tedy vyplývá, že strukturní obměny opět vedly ke 

snížení antimykotické aktivity (Tabulka 10, Tabulka 11). V testech cytotoxického 

působení žádný z testovaných derivátů při testovací koncentraci 10 μmol/L nevykazoval 

významnou toxicitu (Tabulka 12). 
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Ze studie vztahů struktura–účinek lze vyvodit, že substitucí hydroxylové skupiny 

se zřejmě aktivita na dopaminergních receptorech sníží [14]. Ostatní farmakodynamická 

aktivita připravených derivátů bude pravděpodobně velmi podobná bulbokapninu, jelikož 

prováděné změny nevedly ke vnesení nových strukturních motivů na aporfinový skelet. 

Další případné možnosti substituce volné hydroxylové skupiny bulbokapninu jsou 

široké, připravená sada derivátů je první z plánovaných. Z obdobných výzkumů katedry 

je však zřejmé, že její esterifikace není vhodná. Krátký plazmatický poločas je důsledkem 

působení mnoha plazmatických esteráz, příprava etherů je v tomto ohledu racionálnější 

[143]. Společně s konzultantkou Dr. Maafi jsme na konci naší práce řešili i variantu 

substituce dusíku, která je také spojena s modulací aktivity derivátů. Výhledově je možné 

rozšířit připravené O-substituované aktivní deriváty o jejich N-demethylovaná a následně 

N-substituovaná analoga, a určit, zda jsou tyto změny ve struktuře spojeny s pozitivním 

ovlivněním biologické aktivity. 
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