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Nazov dizertacnej prace: Struktura minoritnych alkaloidov Celade

.....

s biologickou aktivitou cielenou voci Alzheimerovej

chorobe

Predkladana dizerta¢nd praca v teoretickej asti poskytuje zakladny prehlad o ¢eladi
Amaryllidaceae zndmej pre bohaty vyskyt Struktirne rozmanitych alkaloidov. Tieto latky
vykazuju Siroké spektrum farmakologickych ucinkov, pricom nase Studie sa zameriavaju
naich potencidlne terapeutické vyuZitie v terapii Alzheimerovej choroby (AD). Ide
o najcastejSiu  formu  demencie, ktord je charakterizovand  progresivnou
neurodegeneraciou. S narastajicou dizkou Zivota populdcie rastie aj celosvetova
prevalencia AD. Tento trend predstavuje nielen ekonomické, ale aj socidlne vyzvy
pre zdravotné systémy a spolocnost ako celok. V praci su detailne popisané najznamejsie
hypotézy vzniku AD a charakteristiky klinicky pouZivanych lieciv. Pozornost je venovana
poklesu hladin acetylcholinesterazy, dominantného enzymu zdravého mozgu, ako
aj postupnému ndrastu hladin kompenzaéného enzymu butyrylcholinesterazy (BChE).

Experimentalna Cast prace sa preto zameriava na vyskum novych potencidlnych
selektivnych inhibitorov BChE. Praca rozSiruje poznatky ziskané z predchddzajucich
izolaénych prac novych alkaloidov z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton, s osobitnym
zameranim na alkaloidy pomenované karltoniny A-E. Karltonin A a B ukazali zvlast
vyznamnu inhibiciu ludskej butyrylcholinesterdazy (hBChE) s hodnotami ICsp = 0,91 +
0,02 uM, resp. IC50=0,031 + 0,001 uM.

V ramci nadvaznej prvej syntetickej série sme identifikovali najucinnejsi inhibitor
hBChE, molekulu oznaéenu ako I-6, s hodnotou ICso = 0,07 £ 0,01 uM. Nasledne, v druhej

sérii, boli identifikované dve molekuly, 11-87 a 11-88, ktoré preukazali eSte signifikantnejsiu



hBChE inhibi¢na aktivitu, s hodnotami ICso = 0,0038 + 0,0002 uM a ICsp = 0,0057 + 0,0015
MM, v uvedenom poradi. Paralelne s druhou sériou prebiehala priprava tretej série, kde boli
ako najaktivnejsie derivaty identifikované zlaceniny 111-28 a 1lI-33 s hodnotami ICs0 = 0,171
+0,063 uM a ICsp = 0,167 + 0,018 pM.

V praci diskutujem experimentalne Udaje tykajlce sa dizajnu, syntézy a evaludcie
biologickej aktivity pripravenych derivatov a detailne analyzujem vztah medzi Struktdrou
a aktivitou (SAR). NajucinnejSie zlGceniny boli S3Specificky hodnotené 1z hladiska
ich schopnosti  prechadzat hematoencefalickou bariérou, profilu cytotoxicity,
mikrozomalnej a plazmatickej stability a vo vybranom pripade rozpustnosti vo vode.
Ziskané udaje boli podporené in silico Studiami a kryStalografickou Studiou najucinnejsej
molekuly 1I-87 s hBChE. Vyskumom sme identifikovali radu perspektivnych zlicenin

s potencidlnym vyuzitim v liecbe chor6b spojenych s cholinergnou dysfunkciou.

Klticové slova: prirodné latky, lieCivd, alkaloidy, neurodegenerativne ochorenia,

Alzheimerova choroba
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Title of Doctoral Thesis: The structure of minor alkaloids of the Amaryllidaceae

family as inspiration for the synthesis of compounds

with biological activity targeting Alzheimer's disease

The theoretical part of this dissertation provides a basic overview
of the Amaryllidaceae family known for its rich occurrence of structurally diverse alkaloids.
These substances exhibit a wide range of pharmacological effects, with our studies focusing
on their potential therapeutic use in the treatment of Alzheimer's disease (AD). It is
the most common form of dementia, which is characterized by progressive
neurodegeneration. Asthe life expectancy of the population increases, the global
prevalence of AD is also rising. This trend presents not only economic but also social
challenges for healthcare systems, and society as a whole. The thesis provides detailed
descriptions of the most well-known hypotheses of AD development and
the characteristics of clinically used medications. Attention is given to the decline in levels
of acetylcholinesterase, the dominant enzyme in a healthy brain, as well as the gradual
increase in levels of the compensatory enzyme butyrylcholinesterase (BChE).

The experimental part of the thesis focuses on researching new potential selective
inhibitors of BChE. The study extends the knowledge gained from previous isolation efforts
on new alkaloids from Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton, with particular focus on the
alkaloids named Carltonine A-E. Carltonine A and B demonstrated particularly significant
inhibition of human butyrylcholinesterase (hBChE) with ICso = 0.91 + 0.02 uM and
ICso = 0.031 + 0.001 uM, respectively.



In the follow-up first synthetic series, we identified the most potent inhibitor
of hBChE, designated as molecule 1-6, with an ICsp = 0.07 + 0.01 uM. Subsequently,
in the second series, two molecules, 11-87, and 11-88, exhibited even more significant hBChE
inhibitory activity, with 1Csp = 0.0038 + 0.0002 uM and ICso = 0.0057 = 0.0015 uM,
respectively. In parallel with the second series, the preparation of the third series was
carried out, where compounds IlI-28 and IlI-33 were identified as the most active
derivatives, with 1Cso values =0.171 £ 0.063 uM and ICsp = 0.167 £ 0.018 uM, respectively.

In this thesis, | discuss the experimental data related to the design, synthesis, and
evaluation of the biological activity of the prepared derivatives and analyze in detail
the structure-activity relationship (SAR). The most effective compounds were specifically
evaluated in terms of their ability to cross the blood-brain barrier, cytotoxicity profile,
microsomal and plasma stability, and in a selected case, water solubility. The data obtained
were supported by in silico studies and a crystallographic study of the most potent
molecule 11-87 with hBChE. Our research has identified a range of promising compounds

with potential use in the treatment of diseases associated with cholinergic dysfunction.

Key words: natural products, drugs, alkaloids, neurodegenerative diseases, Alzheimer's

disease



ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AAs Amaryllidaceae alkaloidy; z angl. Amaryllidaceae alkaloids

acetyl-CoA acetylkoenzym A

AD Alzheimerova choroba; z angl. Alzheimer’s disease

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

AChEI inhibitor acetylcholinesterazy

AICD intraceluldarna doména amyloidného prekurzorového proteinu;
z angl. amyloid intracellular domain

AMK aminokyselina

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazolpropionova kyselina

ApoE apolipoprotein E

APP amyloidovy prekurzorovy protein

ATP7A ATPaza prenasajuca med

AB amyloid beta

BACE-1 B-sekretdza 1; z angl. beta-site APP cleaving enzyme 1

BBB hematoencefalicka bariéra; z angl. blood-brain barrier

BHs-THF boran-tetrahydrofuran komplex

BChE butyrylcholinesteraza

BChEI inhibitor butyrylcholinesterazy

CAT katalaza

CCs chaperdén pre superoxid dismutdzu medi

CDK5 cyklin-dependentna kinaza 5

CNS centralny nervovy systém

COX cyklooxygenaza

COox17 chaperén medi pre cytochrém c-oxiddzu 17

CTR1 transportér medi 1

DCM dichlérmetdan

DHP 3,4-dihidropyran

DMP Dess-Martin periodinan

EeAChE acetylcholinesteraza z elektrického Uhora (lat. Electrophorus
electricus)

EMA Eurdpska liekova agentura; z angl. European Medicines Agency

EgBChE butyrylcholinesteraza z konského séra (lat. Equus ferus caballus)

FAD familidarna Alzheimerova choroba

FDA Urad pre kontrolu potravin a lie€iv; z angl. Food and Drug
Administration

Glu glutamat

GSK-3p glykogén syntaza kindza 3

HACU vysokoafinitny cholinovy transportér; z angl. high affinity choline
uptake

hAChE ludska acetylcholinesteraza

hBChE [udska butyrylcholinesteraza

HepG2 bunkova linia hepatoceluldarneho karcinému

HLM [udské pecenové mikrozémy; z angl. human liver microsomes

CH3CN acetonitril



ChAT
ChE

IAs

IgG1
K2COs

Kl

MAO
MAP
MeOH
N4'OMT
NaBHsCN
NaBH4
NADH
NADPH
NaH
NBS
NFT
NMDA
NMDAR
nNOS
NR

(ON)

PAL
PAMPA

PDB
PDC
POP
PPTS
PSEN
PTSA
QSAR

RNS

ROS

RT

SAD
sAPPa/B
SAR

SH-SY5Y
Sl

SOD
THF
TYDC
VAChT
VpPVAN

cholinacetyltransferaza

cholinesteraza

izochinolinové alkaloidy; z angl. isoquinoline alkaloids
imunoglobulin gamma 1

uhli¢itan draselny

jodid draselny

monoaminooxidaza

mikrotubularny asociaény protein

metanol

norbelladin 4'-O-metyltransferaza

kyanoborohydrid sodny

borohydrid sodny

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

hydrid sodny

norbelladin syntdza

neurofibrilarne klbkd; z angl. neurofibrillary tangles
N-metyl-D-aspartat

N-metyl-D-aspartatovy receptor

neuronalna syntaza oxidu dusnatého

noroxomaritidin reduktdaza

oxidacny stres

fenylalanin aménium-lyaza

paralelny test priepustnosti umelych membran; z angl. Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay

proteinova datova banka; z angl. Protein Data Bank
pyruvatdehydrogenazovy komplex
prolyloligopeptidaza

pyridinium p-toluénsulfonat

presenilin

kyselina p-toluénsulfénova

kvantitativny vztah medzi Struktirou a aktivitou; z angl. quantitative
structure-activity relationship

reaktivne formy dusika; z angl. reactive nitrogen species
reaktivne formy kyslika; z angl. reactive oxygen species
teplota miestnosti; z angl. room temperature
sporadicka Alzheimerova choroba

solubilnd N-termindlna ektodoména APP alfa/beta
Studium vztahu Struktdra-aktivita; z angl. structure-activity
relationship

bunkova linia ludského neuroblastému

index bezpecénosti; z angl. safety index

superoxid dizmutaza

tetrahydrofuran

tyrozin dekarboxylaza

vezikuldrny acetylcholinovy transportér

vanilin syntdza
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1 UvVoD

Priroda sluzila po tisicrocia ako hlavny zdroj surovin, ktoré pokryvali vSetky zakladné
potreby fudi. Pocas rozvoja fudskej spoloc¢nosti sa starostlivost o zdravie stala klucovou
pre prezitie jednotlivcov a spolo¢nosti. Ludia sa uZz od pradavna snazili liecit choroby
pomocou prirodnych latok, ¢o stdlo za zdkladom lie€by od samotnych pociatkov existencie
[udstva. NajstarSie dochované pisomné zaznamy o uzivani liecivych rastlin pochadzaju
zo sumerskej hlinenej dosky ndjdenej v Nagpure, ktora je stara priblizne 5000 rokov. Tento
dochovany material obsahoval dvanast receptov, ktoré pouzivali takmer 250 druhov rastlin
(1, 2].

Vyznamnym medznikom bol prelom 18. a 19. storocia, kedy boli prvykrat izolované
ucinné latky z rastlinného materialu. Lekarnik F. W. A. Sertiirner objavil morfin a mekonovu
kyselinu, zatial ¢o profesor chémie J. B. Caventou spolu s lekarnikom J. Pelletierom izolovali
strychnin, emetin, kofein a dalSie. S postupnym ndrastom znalosti o zloZeni, Ucinkoch
a vyuziti prirodnych lieciv, ktord bola suhrnne oznacovana ako ,materia medica“, zacal
vznikat samostatny vedny odbor nazyvany ,farmakognodzia“ [3, 4].

Jedna z najvyznamnejSich a najrozsiahlejSich skupin sekundarnych metabolitov
su alkaloidy. V sucasnej dobe je zndmych viac ako 27 000 tychto dusikatych zlicenin.
Vseobecne plati, Ze vo forme volnej zasady ide o lipofilné latky, ktoré ¢asto nemaju vlastnu
farbu ani zdpach, avsak existuju vynimky. Vdaka svojej alkalickej povahe su schopné
vytvarat soli s kyselinami [5].

Celad’ Amaryllidaceae je vyznamna vdaka svojmu bohatému obsahu mnoZstva
Strukturdlne Specifickych alkaloidov, zndmych ako Amaryllidaceae alkaloidy (AAs), ktoré
sa primarne vyskytuju v tejto Celadi a patria medzi jednu z najdélezitejSich skupin
alkaloidov. Prvy dékaz o lieebnom vyuziti tychto rastlin sa datuje do 4. storocia pred n. |,
ked Hippokratés z Késu odporucal olejova emulziu z Narcissus poeticus na liecbu nadorov
maternice [6]. Pre tento typ sekundarnych metabolitov boli vo viacerych studidch popisané
roznorodé farmakologické vlastnosti, vratane cytotoxickych, antibakteridlnych,
antivirusovych, protizdpalovych a anticholinesterdzovych Gcinkov. Tieto vlastnosti ich robia
slubnymi kandidatmi pre terapeuticky vyvoj a ich vyuzitie v lieCbe réznych choréb [7, 8].
Najznamej$im zastupcom AAs je bezpochyby galantamin. Urad pre kontrolu potravin

a lieciv (FDA) ho v roku 2001 schvalil na lie¢bu miernych az stredne tazkych stadii AD
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ako prirodny selektivny inhibitor acetylcholinesterazy (AChE, EC 3.1.1.7) [9]. AD prvykrat
popisal nemecky lekar Alois Alzheimer v roku 1907. V tom ¢ase sa povaZovala za chorobu
velmi vzdcnu. V sucasnosti Zije po celom svete viac ako 55 miliénov fudi s demenciou,
pricom 60-70 % pripadov tvori AD. Predpoklada sa, Ze v roku 2050 dosiahne pocet trpiacich
AD takmer 153 miliénov pripadov. Pri prevedeni odhadov na uroven Ceskej republiky
je sucasny pocet zasiahnutych fudi 150-tisic a do roku 2050 je oCakavané zdvojnasobenie
[10-12]. AD je klasifikovana ako chronické a postupujice ochorenie mozgu s neznamou
etiolégiou. U jedincov s diagndézou AD dochadza k poklesu pamatovych funkcii vratane
spomienok, poznavania, porozumenia, u€enia, jazykovych schopnosti a vnimania priestoru
a Casu. Asymptomaticka faza ochorenia zvycajne zacina priblizne 20 az 30 rokov pred
objavenim sa prvych priznakov, pricom smrt obvykle nastava do 3 az 8 rokov od prvotnych
symptémov [13].

V poslednej dobe sa stretdvame s ndzormi, Ze farmakognédzia je v dneSnom
farmaceutickom prostredi zastarana, pricom lieCivé rastliny stracaju svoj vyznam
v suvislosti s pokrokom v syntetickej chémii, ktord dominuje pri vyvoji novych lieciv.
Na druhej strane je nepopieratelné, Ze prirodné produkty predstavuju bohaty zdroj
pre objavovanie lieciv, bud v ich prirodzenej forme, alebo ako polosyntetické/syntetické
varianty. MoZnosti vyuZitia tychto latok su takmer nekonecné [14]. PredloZena dizertaéna
praca je inSpirovana detailnou fytochemickou Studiou z cibul Narcissus pseudonarcissus
cv. Carlton, v ramci ktorej boli identifikované nové alkaloidy s doteraz nepopisanym
Strukturnym typom alkaloidov. Izolované Ilatky v minoritnych mnozstvach sluzili
ako predloha pre pripravu kniZznice analdég s moznostou objasnenia SAR a realizaciou

biologickych testov suvisiacich s AD.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika ¢elade Amaryllidaceae, tradicnd medicina

Rastliny patriace do ¢efade Amaryllidaceae sa vyznacuju tym, Ze su viacro€né, patria
medzi jednokli¢nolistové krytosemenné rastliny a maju podzemnu cibulu alebo oddenok.
Tieto vlastnosti im umoznuju preZivat v rozmanitych podmienkach, vratane obdobi sucha.
Zahtnaju priblizne 82 rodov a viac ako 1600 rastlinnych druhov [15] rozSirenych po celom
svete, dominantnych predovsetkym v tropickych a subtropickych oblastiach, vratane
Andskej Juznej Ameriky, Stredomoria a juznej Afriky. Najma juzna Afrika je vyznamnym
miestom diverzity tychto rastlin, kde sa nachadza viac ako 300 pévodnych rastlinnych
taxdnov. Tato rozmanitost odraza schopnost ¢elade prispdsobit sa Sirokej Skale podmienok
prostredia [16]. V strednej Eurdpe, vratane Ceskej republiky, sa prirodzene vyskytuju
zastupcovia troch rodov: Galanthus, Leucojum a Narcissus (Obr. 1), pricom bledula jarna
(L. vernum) a sneZienka jarna (G. nivalis) su povaZzované za ohrozené druhy chranené
zdkonom [17]. Rastliny tejto ¢elade su ocenované nielen pre svoj ekologicky, ale zaroven
dekorativny vyznam, zahfnajuc rody ako Clivia, Nerine, Crinum, Ammocharis a dalSie,
ktoré su pestované po celom svete pre svoje atraktivne kvety, pricom bohatd rozmanitost

prirodzenych i kultivovanych odrdd obohacuje zahrady a krajinu [18].

Obr. 1. Galanthus nivalis, Narcissus pseudonarcissus, Leucojum vernum [19-21].

Tradi¢né pouZivanie rastlin celade Amaryllidaceae siaha az do staroveku, pricom
Hippokrates, ,,otec mediciny”, odporucal pesar z oleja Narcissus poeticus na lieCbu nadorov
maternice v 4. storo¢i pred n. I. Plinius Starsi, rovnako ako biblické zmienky z prvého
storocdia n. l., dalej podc¢iarkuju lie¢ivé vlastnosti rodu Narcissus a jeho historicky vyznam
pouZitia proti rakovine. [6]. Dalou vyznamnou rastlinou tejto ¢elade je Boophone disticha,

ktord ma v juinej Afrike dlhoro¢nu tradiciu pouzivania. T4 je odrazom jej doleZitosti
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v tradiciach kmenov Khoi-San a Sirokého vyuzitia v tradi¢nej medicine etnickych skupin
vratane Sotho, Xhosa a Zulu. Tieto rastliny sa vyuzZivali na liecbu Sirokej skaly ochoreni,
ako napriklad mocové a pohlavné choroby, bolesti hlavy, horucky a neurologické poruchy,
opuchy a ochorenia kibov, kozné, dychacie a traviace fazkosti [22]. Etnobotanické vyuZitie
rastlin ¢elade prekracuje hranice Afriky. Rody ako Crinum, Haemanthus a Zephyranthes,
zname pre svoju ucinnost proti infekénym ochoreniam, nachadzaju tradi¢né uplatnenie
v desiatkach krajin po celom svete. To poukazuje na ich rozsiahle zastupenie v [udovej

medicine a zd6raziuje ich globalny vyznam pri lieCbe réznych zdravotnych stavov [23].

2.2 Sekundarne metabolity celade Amaryllidaceae

Jednou z charakteristickych vlastnosti ¢elade je schopnost produkovat bohatu skalu
Strukturdlne jedinecnych sekundarnych metabolitov oznacdovanych ako AAs. Hoci su tieto
metabolity Strukturdlne Specifické, na zdklade biosyntetického pbévodu su radené
do skupiny izochinolinovych alkaloidov (IAs). K dneSnému diiu bolo identifikovanych viac
ako 600 tychto zlucenin, ¢im je tato celad radend medzi dvadsat alkaloidne
najvyznamnejsich. Prvou izolovanou latkou z tejto skupiny bol v roku 1877 lykorin, ktory
znamenal vyznamny milnik v Stddiu rastlinnych alkaloidov. VSeobecne su tieto latky
rozmiestnené v celej rastline, avSak najvysSie koncentracie dosahuju v podzemnych
organoch. Hoci pritomnost tychto zliéenin nie je rozhodujlica pre rast rastliny, zda sa,
Ze zohrdvaju dolezitu ulohu predovsetkym pri jej obrane. Napriek rozsiahlym poznatkom

o ich farmakologickych ucinkoch je ich ekologicka uloha menej znama [24-27].

2.2.1 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidov

Zakladny mechanizmus biosyntézy v ¢eladi Amaryllidaceae zahfna pouzitie dvoch
Specifickych aromatickych aminokyselin (AMK) L-fenylalaninu a L-tyrozinu, ktoré
siu odvodené z procesu biosyntézy Sikimatu [28]. Radioaktivne znacenie ukazalo,
Ze skimané zlucéeniny zdielaju biosynteticku cestu cez klic¢ovy medziprodukt norbelladin,
¢o viedlo k pomenovaniu tejto cesty ako norbelladinova. L-Fenylalanin je prekurzor
pre Ce-C1 fragment tvoriaci kruh A a predstavuje benzylovu ¢ast molekuly norbelladinu
(Obr. 2). L-Tyrozin je prekurzorom dusika, dvojuhlikového linkeru a kruhu C. V pociato¢nych

stddidch enzym fenylalanin amdénium-lyaza (PAL) katalyzuje eliminaciu amoniaku
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z L-fenylalaninu za vzniku kyseliny trans-Skoricovej. Kyselina Skoricova je enzymaticky
transformovana trans-cinnamat monooxygendzou (CYP73A1) na kyselinu p-kumarovu.
Nasledne, v zavislosti od Specifickej aktivity kumarat 3-hydroxyldzy (CYP98A3), je z kyseliny
p-kumarovej tvoreny p-hydroxybenzaldehyd, alebo kyselina kdvova. Z oboch zmienenych
zlucenin nasledne vznikd 3,4-dihydroxybenzaldehyd (3,4-DHBA), pricom kyselina kavova
je transformovand pdésobenim vanilin syntdzy (VpVAN). Na druhej strane, enzymom
zodpovednym za biosyntézu tyraminu je tyrozin dekarboxyldza (TYDC), ktora predstavuje
kl'd€ovy regulacny enzym v mnohych rastlindach produkujucich alkaloidy. Kondenzacia
tyraminu a 3,4-DHBA vedie k tvorbe norbelladinu, katalyzovanej norbelladin syntazou
(NBS) a/alebo noroxomaritidin reduktazou (NR), pripadne ich kombinaciou. Norbelladin
slizi ako zakladny prekurzor pre vSetky AAs. Jeho dalSie spracovanie zahffia metylaciu
pomocou norbelladin 4'-O-metyltransferdzy (N4'OMT), za vzniku 4'-O-metylnorbelladinu
[29-32].

Cyklizacia 4'-O-metylnorbelladinu je klfu€ovym procesom pri syntéze rdznych
Strukturdlnych typov AAs, pri ktorej zohrdva klucovu ulohu enzym CYP96T1. Tento
mechanizmus zahfria regioselektivny oxidativny fenol-fenol coupling, ktory moze prebiehat
tromi moznymi spdsobmi: para-orto’, orto-para’, para-para’. Tato réznorodost tvorby
vazieb umoziuje vznik mnohych Strukturalne odliSnych typov alkaloidov. Podla typu
intramolekularnej cyklizacie byva v literatire uvedenych 9 zdkladnych typov (Obr. 2).
Do tejto skupiny je mozné zaradit priblizne 80 % doposial zndmych AAs pomenovanych
podla svojho hlavného zdstupcu. Tie nasledne poskytuju zdklad pre generovanie
minoritnych Strukturnych typov [24, 33]. Dopliujucich 20 % tvoria Specifické typy
alkaloidov, ako su napriklad plikaminovy, galasinovy, galantindolovy, buflavinovy a mnohé
dalSie. Tieto typy obsahuju jeden alebo niekolko malo alkaloidov, ktoré su zvycajne
pritomné vo velmi nizkych koncentraciach. Je potrebné podotknut, Ze mechanizmy vzniku
minoritnych variantov neboli doposial explicitne objasnené [34].

V nasledujucej Casti textu bude podrobnejSie komentovana problematika troch
Struktirnych typov AAs, ktoré su relevantné pre experimentdlnu cast tejto prace.
DetailnejSie informacie o dalSich Strukturnych typoch tychto alkaloidov moZno najst

v predchadzajucich kvalifikacnych pracach a odbornej literature [34-36].
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Obr. 2. Navrhovand biosyntetickd cesta zdkladnych strukturnych typov AAs: zndzornenie
jednostupriovych a viacstupriovych reakcii pomocou pinych a prerusovanych sipok [30-34].
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2.2.2 Norbelladinovy Strukturny typ

Norbelladin, ako eponym diskutovaného strukturneho typu, stoji na zaciatku
vlastnej biosyntézy. Z klasifikatného hladiska nejde o pravy alkaloid, ale protoalkaloid,
terciarny amin, ktorého dusik nie je sicastou heterocyklu [37]. Tento Strukturny typ zahfria
celkovo 13 zlicenin (Tab. 1) [34] s 15-uhlikovym skeletom izolovanych predovsetkym
z rodov Nerine, Crinum, Pancratium a azijského rodu Lycoris [38-42]. Jedenast zlucenin
vykazuje vysoku mieru Struktirnej podobnosti, pricom ich rozdiely sa vo vaésine pripadov
obmedzuju na polohu a mnoistvo metylovych skupin. Dalsie dva alkaloidy, kraugsodin
a izo-kraugsodin, su prikladmi Schiffovych zasad, ktoré boli izolované z niekolkych druhov
rodu Crinum [43]. Tato izolacia potvrdzuje prirodzenu pritomnost tohoto typu latok
v prirode a zaroven podporuje spravnost tedrie o biosyntetickej ceste AAs [34].

Biologicka aktivita alkaloidov tohto Strukturneho typu bola v porovnani s inymi
zastupcami rovnakej Celade preskimand len okrajovo. Samotnému testovaniu obvykle
predchadza synteticka priprava norbelladinu, ktora je motivovana jeho prirodzenou nizkou
koncentraciou v rastlinnom materiali. V ramci Studia biologickych ucinkov norbelladinu
bola preukazana schopnost vychytavat volné radikdly, inhibovat enzymy cyklooxygenazy
(COX) COX-1 a COX-2 a potlacat aktivaciu nuklearneho faktoru kappa B, ktoré su spojené

s oxidativnym stresom a zapalovou reakciou [44].
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Tabulka 1. Prehlad alkaloidov norbelladinového typu [34].

OR!
N R?
R* RS
R°0
OR®
Nazov R? R? R3 R* R® R®
norbelladin H H H H H H
4’-0-metylnorbelladin H H H H H Me
latisodin H H H H Me Me
4-0O-demetylbelladin H H H Me Me Me
O,N-dimentylnorbelladin H H H Me H Me
BR-hydroxy-O,N-dimetylnorbelladin H H OH Me H Me
belladin Me H H Me Me Me
N-demetylbelladin Me H H H Me Me
3’-0-demetylbelladin Me H H Me H Me
ryllistin Me OMe H H Me Me
latisolin Glc H H H Me Me
kraugsodin izo-kraugsodin
OH /\/O/OH
\N /\/©/ \N
e} HO
' on _O

2.2.3 Narcikachninovy Strukturny typ

V poslednych rokoch bol na naSom vyskumnom pracovisku dosiahnuty vyznamny
pokrok v izolacii a identifikacii novych Struktirnych typov AAs, konkrétne heterodimérneho
narcikachninového typu. Tieto alkaloidy izolované z rbéznych druhov rodu Narcissus
predstavuju zluceniny, ktoré v sebe kombinuju Struktdrne detaily galantaminového
a galantindolového typu, ¢im dalej rozsiruju skupinu dimérnych AAs (Obr.3).

Tento novy typ alkaloidov bol po prvykrat izolovany z Narcissus poeticus cv. Pink
Parasol a pomenovany narcikachnin a narcipavlin [45]. Nasledovala izolacia narcimatulinu
z N. pseudonarcissus L. cv. Dutch Master [46]. Kvoli limitovanému mnozZstvu izolovanych
zli¢enin zatial nebolo mozné urcit ich absolitnu konfiguraciu. V ramci naslednych
fytochemickych stadii bol zo Zephyranthes citrina izolovany narcieliin  [47]

a z N. pseudonarcissus cv. Carlton narciabduliin [48]. Vdaka dostato¢nému izolovanému
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mnozstvu a pokrocilym technikdm, ako 2D-NMR a cirkuldrny dichroizmus, bolo mozné
presné urcenie ich absollUtnej konfiguracie. Strukttrne odli$nosti medzi diskutovanymi
alkaloidmi st sp6sobené predovsetkym styrmi faktormi: typom substitlcie na benzénovom
kruhu galantindolovej c¢asti molekuly, droviiou nasytenia indolového kruhu,
(ne)pritomnostou dvojitej vazby v cyklohexdnovém kruhu substituovanom hydroxylovou
alebo keto skupinou [45-48]. Styri z tychto novych alkaloidov boli podrobené biologickému
testovaniu, pricom tato problematika bude podrobnejsie popisand v kapitole ,3.3.7

Potencial vybranych Amaryllidaceae alkaloidov v terapii Alzheimerovej choroby”.

galantaminové jadro

galantindolové jadro

narcieliin
O0— O— O—
O O O
d o d o d 0
B B B
\N OH \N OH \N ¢}
® .y $
narcikachnin* narcipavlin® narcimatulin®

Obr. 3. Zastupcovia narcikachninového Strukturneho typu so zvyraznenymi rozdielmi
v Strukture; * absolutna konfigurdcia nebola doposial objasnend.

2.2.4 Karltoninovy Strukturny typ

V ramci podrobnej fytochemickej studie boli popisané unikatne alkaloidy izolované
z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton, pomenované karltonin A-C (Obr. 4) [49]. V ramci
nadvazujucich experimentov boli izolovani dalsi dvaja zadstupcovia, karltonin D a E (Obr. 4),
ktori predstavuju derivaty karltoninu C [50]. Povodne boli tieto alkaloidy nespravne
klasifikované do belladinového Struktirneho typu, ktory je charakterizovany pritomnostou
N-benzyl-2-fenyletylaminového jadra. Nasledne boli preklasifikované do nového

a samostatného karltoninového typu, ktory biosynteticky interferuje s narcikachninovym.
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Ide o malu skupinu piatich alkaloidov, ktoré vo svojej Strukture kombinuju dve casti,
belladinovd a galantindolovu. Charakteristickym Struktdrnym rysom tychto alkaloidov
je pritomnost dvoch dusikovych atémov v pripade karltoninu A a B a troch v pripade
karltoninov C-E. Podobne ako alkaloidy narcikachinového typu, aj tieto latky su pritomné
v rastlinnom materidli len v nizkych az stopovych koncentracidch. Konkrétne z 30 kg
Cerstvych cibul' N. pseudonarcissus cv. Carlton bolo ziskanych 70 mg karltoninu A, 6 mg
karltoninu B a 7 mg karltoninu C [49]. V kontexte potencidlneho vyuzZitia v terapii AD, boli
tieto nové alkaloidy preskimané z hladiska ich inhibi¢ného Ucinku voci obom ludskym
cholinesterdzam (ChE). Tato problematika bude podrobnejsie popisana v kapitole ,3.3.7

Potencial vybranych Amaryllidaceae alkaloidov v terapii Alzheimerovej choroby”.
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Obr. 4. Zdstupcovia karltoninového Strukturneho typu so zvyraznenymi rozdielmi
v Strukture.
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Predpokladana biosyntetickd cesta tychto novych alkaloidov je odvodena z krokov
popisanych v biosyntetickej schéme (Obr. 2). Kondenzaciou vznikutd Schiffova baza
je modifikovand v sérii redoxnych reakcii, metylacii a C-C couplingu za vzniku
galantindolového jadra pre fragment A a B (Obr. 5). V procese je aktivovany benzylovy uhlik,
prednostne vo forme aldehydu, atakovany tyraminom za vzniku iminu. V pritomnosti NADH
alebo NADPH katalyzy dochadza k redukcii iminu na sekundarny amin, ktory tvori zaklad
pre karltoniny A a B. Tento sekundarny amin ma potencial pre dalsiu alkylaciu s vyuzitim
fragmentu B. Nasledny prenos vodika z redoxného systému na enamin generuje

nesymetricky terciarny amin, zaklad pre karltoniny C-E [50].

_0

NH,
HO:©/%N > RO + /@N NAD(P)H
> O HO >
RO

norcraugsodin fragment A tyramin

OR
zaklad karltoninu A a B fragment B zaklad karltoninu C-E

Obr. 5. Predpokladand biosyntetickd cesta karltoninov [50].

2.3 Alzheimerova choroba

V roku 1906 predstavil Alois Alzheimer v nemeckom Tibingene pripad, ktory
definoval chorobu, ktora dnes nesie jeho meno. Jeho sprava o Auguste Deterovej poskytla
podrobny popis klinickych a neuropatologickych charakteristik vratane straty pamiti,
dezorientacie a jedinec¢nych mozgovych lézii, ktoré starostlivo porovnaval s pozorovanymi
psychiatrickymi priznakmi. Napriek pociatocnému nedostatoénému uznaniu tato sprava
polozila zaklady chdpania AD ako osobitného neurodegenerativneho ochorenia a zdsadne

posunula nds pristup k demencii [51, 52]. Po viac ako storoci od prvého popisu AD
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sa vyskum patofyziologickych pochodov tohto ochorenia vyrazne posunul. Avsak aj napriek
obrovskému usiliu zostava presna etiolégia ochorenia neznama [53, 54].

AD sa prejavuje ako progresivne degenerativne ochorenie mozgu, ktorého
preklinicka faza méze zacinat uz 20 az 30 rokov pred vyskytom prvych viditelnych priznakov
[55, 56]. Prvymi pozorovanymi zmenami su ¢asto malé odliSnosti v spravani a tazkosti
s kratkodobou pamatou, ktoré postupne sprevadzaju problémy s u¢enim a rozhodovanim.
Postihnutie sa prejavuje aj zmenami v ovlddani emdcii a primeranosti reakcii.
S postupujucim ochorenim sa priznaky rozSiruji na stratu pamati, orientacie,
komunikacnych schopnosti a nakoniec na stratu sebaidentifikacie a rozpozndavania blizkych.
Medzi najcastejSie nekognitivne behaviordlne zmeny patri depresia, agresivita, apatia,
Uzkost, psychdza, bladenie a poruchy cirkadidalneho rytmu. V poslednom sStadiu je pacient
Uplne odkazany na starostlivost inych, pricom dochadza k vyraznému poklesu telesnych
a dusevnych schopnosti, ¢o zahffia aj stratu kontroly nad zdkladnymi Zivotnymi funkciami
[57-59].

V patofyziologickych procesoch je klucovy vyznam pripisovany najma pritomnosti
aberantnych proteinov, ako st amyloid beta (AB) a tau protein a nerovnovahe v hladinach
niektorych neurotransmiterov. Okrem toho nedostatocna kapacita antioxidacného
systému vedie k oxidaénému poskodeniu buniek, ktoré spolu so zapalovymi reakciami
a nekontrolovanym tokom niektorych iénov predstavuju dalSie faktory podielajuce
sa na patologickych zmenach [60, 61].

AD sa deli na dve zdkladné formy: familiarnu AD (FAD) a sporadickd AD (SAD). FAD,
ktora predstavuje menej ako 5-10 % vsetkych pripadov, sa zvycajne prejavuje pred 65.
rokom Zivota a je priamo spojena s mutdciami v Specifickych génoch. Naproti tomu SAD,
forma sneskorym nastupom, predstavuje 90-95 % pripadov AD, je pozorovana
predoviSetkym u o0sdb vo veku 65 rokov a starSich a vznika kombinaciou genetickych
predispozicii a vplyvov prostredia [62]. Najvacsimi rizikovymi faktormi neskorého nastupu
su vek, genetickd informacia pre alelu €4 apolipoproteinu E a vyskyt ochorenia v rodine
[63]. ZvySenému riziku suU vystaveni najma ludia vo veku 65 rokov a starSi, pricom
odhadovana prevalencia v Eurdpe je priblizne 4,4 %. Tato prevalencia sa dramaticky zvySuje
u ludi nad 85 rokov, u ktorych sa za rizikovu povazuje takmer tretina tejto demografickej
skupiny [64]. Hlavny geneticky rizikovy faktor, apolipoprotein E (ApoE), je fyziologicky

zodpovedny za lipidovi homeostazu tym, Ze sa podiela na redistriblcii a metabolizme
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lipidov, predovsetkym triglyceridov, cholesterolu a fosfolipidov. Ludsky gén pre ApoE
obsahuje tri alely, €2, €3 a €4, ktoré kdduju tri izoformy — ApoE2, ApoE3 a ApoE4. Z hladiska
rizika AD je ApoE2 povaZzovany za protektivny, ApoE3 za neutralny, a ApoE4 za Skodlivy.
Riziko AD a priemerny vek pri ndastupe klinického ochorenia je 91 % a 68 rokov
u homozygotov €4, 47 % a 76 rokov u heterozygotov €4, a 20 % a 84 rokov u nenosicov 4.
ApoE4 vyznamne urychluje akumulaciu AB do senilnych plakov a je spojena so zvySenym
rizikom hyperlipidémie a hypercholesterolémie [65, 66]. Do mozaiky vyznamnych
genetickych faktorov, ktoré prispievaju k rozvoju ochorenia, patri mutdcia v géne
pre amyloidovy prekurzorovy protein (APP), ktory je lokalizovany na chromozéme 21. Dalej,
mutacie v génoch lokalizovanych na chromozémoch 14 a 1 su spojené s génmi
pre presenilin 1 a presenilin 2 (PSEN1 a PSEN2). V3etky tieto zloZky zohravaju kltcovu ulohu
v tedrii amyloidnej kaskady [67].

Hoci genetickym rizikovym faktorom nie je moZné predchadzat, sprdva Lancet
komisie z roku 2020 ukazuje, Ze intervenciou v oblasti modifikovatelnych rizikovych
faktorov je mozné oddialit az 40 % pripadov demencie. Zdravie mozgu je neoddelitelne
spojené so stavom srdcovo-cievneho systému. Napriek tomu, Ze mozog tvori len 2 %
telesnej hmotnosti, vyuziva az 20 % vsetkého kyslika a energie. Faktory ako hypertenzia,
diabetes mellitus, hypercholesterolémia a obezita, ktoré su ¢asto désledkom nevhodnych
stravovacich navykov, spolu s nadmernou konzumadciou alkoholu a tabakovych vyrobkov,
vyznamne zvysuju riziko tychto stavov. Na zaklade tychto informacii je délezite zdoraznit,
Ze riziko vzniku AD je mozné redukovat prostrednictvom spravnej vyzivy, dostato¢ného
prijmu antioxidantov, udrZiavania pravidelne] fyzickej aktivity a podpory vzdelavacich

iniciativ [68].

2.3.1 Cholinergna hypotéza

Formovanie cholinergnej teérie AD sa datuje do zaciatku 70. rokov 20. storodia,
kedy séria fundamentalnych Studii ustanovila spojenie medzi kli¢ovym neurotransmiterom
acetylcholinom (ACh) a kognitivnymi procesmi spojenymi s pamatou. Zakladna premisa
tejto tedrie vzisla z pozorovani ucinkov skopolaminu, anticholinergika, ktory ma za nasledok
zhorsenie pamatovych schopnosti, ¢im inspirovala vyskumnikov k formulacii hypotézy
o zasadnej Uulohe cholinergnej neurotransmisie vo funkciach pamati. Pociatocéné

experimenty realizované Pazzaglim a Pepeu na hlodavcoch naznacili kauzalny vztah medzi
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amnéziou vyvolanou skopolaminom a koncentraciou acetylcholinu v mozgu, ¢o neskor
potvrdili a rozsirili Studie na primatoch [69]. ACh je klu¢ovym neurotransmiterom
nevyhnutnym pre fungovanie a udrZiavanie integrity periférneho a centralneho nervového
systému (CNS). Jeho vyznam sa odrdza v Sirokej pritomnosti a aktivite v rozsiahlych
oblastiach mozgu. Cholinergny systém je esencidlny pre mnohé kognitivne procesy vratane
pamate, ucenia a reguldcie pozornosti, ako aj pre fyzioldgiu spanku a adaptivne reakcie
na stres [70, 71].

Biosyntéza ACh je séria biochemickych reakcii, ktorda zacina tvorbou
acetylkoenzymu A (acetyl-CoA) z pyruvatu prostrednictvom pyruvatdehydrogenazového
komplexu (PDC) v mitochondridach. Druhym délezitym enzymom je cholinacetyltransferaza
(ChAT, EC 2.3.1.6), ktora prenasa acetylovu skupinu z acetyl-CoA na cholin za tvorby ACh
(Obr. 6). Ten je nasledne ulozeny do zdsobnych vezikul prostrednictvom vezikuldrneho
acetylcholinového transportéru (VAChT). Po stimulacii akénym potencidlom, presynapticky
neurdn uvolni ACh do synaptickej strbiny, kde dochadza k jeho naviazaniu na cholinergné
receptory (muskarinové a nikotinové). Rozklad ACh v synapsii na cholin a kyselinu octovu
zabezpecuje AChE a BChE (BChE, EC 3.1.1.8). Spatné vychytavanie tzv. reuptake cholinu

do presynaptického neurdnu zaistuje vysokoafinitny cholinovy transportér (HACU) [72-75].
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U AD je porucha cholinergnej kaskady pozorovana na viacerych Urovniach. Znizené
aktivity PDC a ChAT mozZu byt doplnené o pokles spatného vychytavania cholinu. Defekt
cholinergnej transmisie mozZe byt sposobeny taktiez znizenym prijmom signalu, respektive
jeho amplifikaciou. V pripade muskarinovych receptorov je patologicka funkcia dana
znizenym prenosom signdlu, v pripade nikotinovych je pozorovany ich zniZeny pocet.
Deficit produkcie ACh je taktiez spojeny s vyznamnym poklesom samotnych cholinergnych
neurdnov, pricom najviac zasiahnutou oblastou je nucleus basalis Meynertii v bazdlnom
prednom mozgu [76, 77]. AChE, serinova hydroldza, zabezpecuje rychlu terminaciu signalov
v synapsiach rozkladom ACh. Inhibicia AChE znizuje hydrolytickd degradaciu ACh, ¢o vedie
k jeho akumuldcii v synaptickej Strbine a potenciacii cholinergnej signalizacie [78].
Podrobnejsia diskusia o inhibitoroch AChE (AChEIl) bude popisand v kapitole ,3.3.6 Sucasnd

terapia“.

2.3.1.1 Uloha BChE v kontexte AD

AChE a BChE vykazuju znacnu Strukturnu homoldgiu, pricom ich AMK sekvencie
sU zo 65 % identické [79]. Oba enzymy maju aktivne miesta zloZené zo zvyskov katalytickej
triddy (Ser-His-Glu), cholinovej a acylovej vizbovej kapsy, lokalizované na dne ~ 20 A
hlbokej uziny [80]. Hlavny rozdiel na molekuldrnej Urovni spociva v acyl-viazucej kapse,
domény lokalizovanej vo vnutri UZiny. Tato doména zohrdva kluc¢ovd ulohu
pri umiestiovani acylovej Casti substratov v procese hydrolyzy. Objem aktivheho miesta
BChE je objemneji v porovnani's aktivnym miestom AChE (500 A3 oproti 300 A3) [81]. Zatial
€o UZinu AChE charakterizuje Uzka a hlboka konformadcia, v pripade BChE sa vyznacuje
miskovitym tvarom. DOlezitym aspektom Struktury BChE je o0 40 % nizsi pocet aromatickych
zbytkov AMK, ktoré su nahradené mensimi alifatickymi [82]. Tato substiticia znizuje
substratovu Specifickost BChE a rozsiruje jej schopnost interagovat s réznorodymi ligandmi
a substratmi. Okrem vylucnej hydrolyzy esterov cholinu sa BChE podiela na metabolizacii
esterov, ako su sukcinylcholin, kokain, heroin alebo aspirin [83].

V mozgu zdravych fudi je AChE zodpovedna za 80 % cholinesterazovej aktivity, zatial
¢o BChE za doplnujucich 20 % [84]. S progresiou AD dochadza k markantnému poklesu
mozgovej hladiny AChE o viac ako 90 %. Naopak, hladina BChE sa progresivne zvysuje
az na 120-165 % prirodzenych hladin. Z tohto pohladu sa predpokladd, Ze BChE plini
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kompenzaénu Ulohu pri hydrolyze ACh [78, 85, 86]. Tieto zmeny sU pozorované najma
v hipokampe, ktory suvisi s kognitivnymi a pamatovymi funkciami [87]. Priame prepojenie
medzi aktivitou BChE a etiopatogenézou ochorenia sa potvrdilo pouzitim selektivnych
inhibitorov BChE, ktoré v Studiach na zvieracich modeloch preukdzali prokognitivne ucinky
[88, 89]. Okrem toho je BChE spojend s agregdciou AR, ¢o prispieva k formovaniu a zreniu
senilnych plakov. Studie na rodentnych modeloch s knockoutovanym génom BChE ukazali
vyznamny pokles v akumulacii AB plakov. Zaujimavé je, zZe tieto mysi nevykdzali po expozicii
neurotoxickému peptidu AB25-35 Ziadne kognitivne deficity, na rozdiel od zvierat geneticky
nemodifikovanych, u ktorych sa prejavilo zhor$enie kognitivnych funkcii [90]. Studie dalej
uvadzaju, Ze nizka sérova hladina BChE sluzi ako marker pecenovych a zapalovych ochoreni
a podvyzZivy, zatial ¢o zvySené hladiny su spojené s obezitou, diabetom 1. a 2. typu,
aberantnym lipidovym profilom a hypertenziou. Doposial vSak nie je jasné, ¢i zvySené
hladiny enzymu suvisia s pri¢éinou uvedenych metabolickych poruch, alebo
su ich dosledkom. V suvislosti s metabolizmom bola predstavena schopnost BChE
hydrolyzovat peptidovy hormdn ghrelin, znameho ako hormdn hladu, a to odstranenim
oktanoylovej skupiny. Tento proces zohrava ulohu v metabolizme a energetickej
homeostaze. Z prebiehajucich studii na mysiach vyplyva, Ze ovplyviiovanim signalnej drahy
ghrelinu, méze BChE regulovat nielen energeticky metabolizmus, ale aj emocné spravanie
ako Uzkost a agresivitu [90-93].

Selektivna inhibicia BChE méZe prinasat oproti inhibicii AChE znacné terapeutické
benefity vdaka redukcii neziaducich periférnych uGcinkov. Kym bezne pouzivané inhibitory
AChE mozZu spésobovat neprijemné vedlajsie ucinky, ako su svalové kice, traviace tazkosti
a bradykardiu, selektivne inhibitory BChE tieto rizikd minimalizuji. Dosahuju to
obmedzenim nadmernej periférnej parasympatomimetickej aktivity mimo CNS. Nizsi
vyskyt neZiaducich ucinkov a lepSiu toleranciu pre inhibitory BChE potvrdzuju aj Studie
na jedincoch s deficienciou BChE, ktori vykazuju normalnu dizku a kvalitu Zivota. Tieto
pozorovania posiliuju klinicky potencidl inhibicie BChE ako moZnej terapeutickej stratégie

[90, 94-96].

2.3.2 Glutamatova hypotéza
V kontexte AD dochddza k patologickym zmenam taktiez na drovni

tzv. glutamadtergne] transmisie. Glutamat (Glu), ktory je klucovou intraceluldarnou
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excitanou AMK, ma zasadny vyznam pre pamat, synapticku plasticitu a vyvoj neurénov
[97]. Existuju dva hlavné typy Glu receptorov: ionotropné a metabotropné. lonotropné
receptory vrdatane N-metyl-D-aspartatovych (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-
izoxazolpropionovej kyseliny (AMPA) a kaindtovych su ligandom riadené iénové kandly,
ktoré podporuju rychlu excitatnld neurotransmisiu. Metabotropné receptory, tvoriace
druhu skupinu, su asociované s G-proteinmi a systémom druhych poslov [98-100]. NMDA
receptory (NMDAR) vykazuju vysSiu priepustnost pre vapenaté katiény ako receptory
AMPA alebo kainatové, zc¢oho vyplyva vyssia schopnost indukovat intraceluldrne
pretazenie Ca%*[101]. NMDAR je v pokojovom stave s membranovym potencidlom priblizne
-70 mV nepermeabilny pre vapenaté katiény v désledku blokacie pdru horecnatymi
kationmi (Obr. 7). Pocas indukcie membranového potencidlu a ndslednej depolarizacie
membrany dochadza k odplaveniu horec¢natych katiénov, ¢o umoziuje vstup vapenatych
katidonov a aktivaciu NMDAR [102]. Za patologickych podmienok AD sa uvolfiuje zvySené
mnoistvo Glu, ¢o vedie k nadmernej aktivacii Glu receptorov. Tento proces vedie
k masivnemu prilevu vdpenatych iénov do nervovych buniek a aktivacii neurondlnej syntazy
oxidu dusnatého (nNQOS), zvySenej permeabilite mitochondridlnej membrany a aktivacii
niektorych proteinkindz spojenych s tvorbou proapoptickych faktorov. Pri AD je taktiez
znizené spatné vychytdvanie Glu zextraceluldarneho priestoru, pricom celda tato
dysreguldcia vedie kexcitotoxicite ainiciuje degenerativnu kaskadu [103-105].
Previazanost jednotlivych patologickych kaskad u AD naviac zdoraznuje fakt, Ze Glu
receptory su taktiez dysregulované pritomnostou oligomérov AB, ¢o vedie k naruseniu
glutamatergného synaptického prenosu [102, 106, 107]. K zabraneniu nadmernej aktivacie
NMDAR je v stcasnosti pouzivany, pre stredne tazké a tazké Stadia AD, nekompetitivny

antagonista memantin [108].
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Obr. 7. Excesivne uvolfiovanie glutamdtu pri neurondlnom poskodeni je asociované
s elevdciou intraceluldrnych koncentrdcii vapnika. To spusta kaskddu, v ktorej vdpenaté
iény aktivuju nNOS a narusuju funkciu mitochondrii. Paralelne dochddza k poklesu
intraceluldrnych hladin cysteinu, ¢o negativne ovplyvriiuje dostupnost glutationu (GSH),
klu¢ového antioxidantu. Nadmerné hromadenie reaktivnych foriem kyslika (ROS) a dusika
(RNS) vedie k zaniku buniek a neurodegenerdcii. Prevzaté a modifikované z ref. [109].

2.3.3 Amyloidna hypotéza

Alois Alzheimer, Oskar Fischer, a neskér mnohi dalsi patolégovia, zaznamenali
v histologickych vzorkach mozgov pacientov s AD pritomnost extracelularnych depozitov.
Tieto depozity, zndme pod nazvom amyloidné plaky, su Struktdry tvorené koagulovanym
AB [76, 110]. Na zaciatku celej kaskady stoji transmembranovy protein APP, ktory zohrdva
fyziologicku ulohu pri vyvoji, prezivani a plasticite neurénov, o suvisi s neurogenézou
a spravnou funkciou synapsii [111-113].

Za fyziologickych podmienok prebieha Stiepenie APP neamyloidogennou cestou,
za postupnej ucasti a- a y-sekretdazy (Obr. 8). a-Sekretdzové Stiepenie uvolfiuje z APP
solubilnd N-termindlnu ektodoménu APP alfa (sAPPa) a ponechdva 83-AMK C-terminalny
fragment, oznacovany ako C83. Vznikly metabolit SAPPa je znamy pre svoje neurotrofické
a neuroprotektivne vlastnosti. Daldie spracovanie zahffia intramembranové Stiepenie
pomocou y-sekretazy, ¢im sa uvolfiuje peptid P3 a intraceluldrna doména (AICD).

Amyloidogénne spracovanie APP iniciované B-sekretdzou (BACE-1) produkuje
solubilnt ektodoménu APP beta (sAPPB) a C-termindlny fragment o dizke 99 AMK (C99)

[114, 115]. Protedzova aktivita y-sekretdzy na fragmente C99 vedie k uvolneniu AICD
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a monomérov AP s rdznou dizkou, typicky v rozsahu 39-43 AMK. Najéastejsie produkty
Stiepenia su tie, ktoré maju 40 a 42 AMK (AB40 a AB42). NajrozSirenejSim monomérom
v mozgu je AB40, zatial ¢o monomér AB42 je najviac nachylny na nespravne skladanie
a agregdciu [116, 117]. Monoméry AR sa ndsledne agreguju do rozpustnych oligomérov
roznych dizok (diméry az dodekaméry) a rozpustnych protofibril. Oligoméry sa dalej
agreguju do nerozpustnych fibril a amyloidnich plakov [118]. Po dlhoro¢nych omyloch
a nespravnom zamerani na amyloidné plaky ako hlavny ciel v terapii AD sa vedecky
konsenzus posunul. Aktudlne vyskumy sa zhoduju na tom, Ze skutoénym povodcom
patoldgie a neurotoxicity su prave rozpustné oligoméry. Oligoméry AB maju priamy
neurotoxicky ucinok vytvdranim pérov idnovych kandlov v neurénovych membrdanach,
¢o narusuje vapnikovid homeostazu, vedie k mitochondridlnej dysfunkcii a oxida¢nému
stresu. Oligoméry rusia pamat a ucenie blokaciou dlhodobej potencidcie a spdsobuju
redistribUciu synaptickych proteinov a hyperaktivitu glutamatovych receptorov, ¢o vedie
k poruchdm ako hyperfosforylacia tau proteinu a strate synaptickych funkcii [119-121].
Inhibitory B- ay sekretazy boli povaZované za sfubné terapeutické ciele AD. Ich vyvoj sa vSak
obvykle v druhej a tretej faze klinickych skusok stretol s vyraznymi komplikaciami. Jednym
z kritickych problémov bola nedostato¢nd ucinnost a Casty vyskyt neZiaddcich ucinkov,
ktoré boli pripisované substratovej promiskuite tychto enzymov [76, 122, 123]. Sucasna
vyskumnd terapeutickd stratégia sa sustreduje na samotny AB a jeho zhluky
prostrednictvom pouZitia malych molekdl alebo imunoterapie monoklonalnymi
protilatkami. Ciefom je: zniZit produkciu AP, podporit jeho rozklad a clearance;
neutralizovat rozpustné monomeéry AP s cieflom zabranit formovaniu toxickych oligomérov

[124, 125].
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Obr. 8. Spracovanie APP neamyloidogennou a amyloidogennou cestou. Pri
neamyloidogennej ceste dochddza ku Stiepeniu pomocou a- a y-sekretdz za vzniku
membrdnovo viazaného fragment C83 a N-termindlny fragment sAPPa. Amyloidogénne
spracovanie sa uskutocriuje postupnym pésobenim 8- a y-sekretdz. C-koncovy fragment C99
je Stiepeny y-sekretdzou na extraceluldrny A8 a intraceluldrnu doménu AICD. Prevzaté
a modifikované z ref. [114].

2.3.4 Hypotéza hyperfosforylovaného tau proteinu

Protein tau, klasifikovany ako mikrotubuldrny asociacny protein (MAP), zohrdva
klfucovu ulohu v stabilizacii cytoskeletu neurdnu prostrednictvom interakcie s mikrotubulmi
(Obr. 9). Tym zvySuje geometricku stabilitu axénu, a to nie len pri diferencidcii a raste
neurdnu, ale aj pri jeho fixacii vo vyvinutych neurdlnych strukturach [76, 126]. Patologicka
forma tau proteinu tvori zakladnu zlozku vo vode nerozpustnych intracelularnych
neurofibrildrnych spletencov (NFT, z angl. neurofibrillary tangles), charakteristickych
u pacientov AD a pribuznych neurodegenerativnych ochoreni, oznaovanych ako tauopatie
[127]. V ramci posttranslacnej modifikdcie je tau protein fosforylovany. Za patologickych
podmienok dochadza k naruseniu rovnovahy medzi kindzami a fosfatdazami [127-129].
Hyperfosforylovany tau je disociovany z mikrotubulov, pricom dochadza k narusSeniu
axoplazmatického transportu [130, 131]. Podobne ako v pripade AB, monoméry tau
podliehaju procesu dimerizacie a oligomerizacie s naslednou tvorbou nerozpustnych
parovych helikdlnych filamentov a NFT [132, 133]. Esencidlnu uUlohu v tomto procese

zohrdvaju enzymy zodpovedné za regulaciu fosforylacie, konkrétne glykogénsyntaza kinaza
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3B (GSK-3B), cyklin-dependentna kindza 5 (CDK5), s mikrotubulmi asociovana regulujuca
kindza (MARK) [134]. Previazanost jednotlivych tedrii stvisi so schopnostou AB zvySovat
produkciu tau aktivaciou vybranych kinaz [135]. Patologickd forma tau proteinu sa dokaze
uvolfiovat z poskodenych neurénov, pricom moéze dochadzat k jeho absorpcii zdravymi,
doposial nezasiahnutymi neurénmi. Tento proces vedie k rychlejSej progresii a zhorSeniu

klinickych priznakov [136, 137].
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Obr. 9. Stabilizacia mikrotubulov proteinom tau regulovand aktivitou kindz a fosfatdz.
Abnormdlna hyperfosforyldcia tau spdsobuje depolymerizdciu mikrotubulov a tvorbu
intraceluldrnych nerozpustnych NFT. MAPT je gén kddujuci tau protein. Prevzaté
a modifikované z ref. [132].

2.3.5 Tedria oxidacného stresu

Je zndme, Ze oxidacny stres (OS) zohrava délezitu Ulohu v patogenéze mnohych
civilizatnych ochoreni, vratane AD. K oxida¢nému stresu dochadza v désledku narusenia
rovnovahy medzi produkciou ROS/RNS a antioxidaénym systémom organizmu [138, 139].
Zatial ¢o ROS/RNS sluzia ako zakladné signalne molekuly na udrZanie fyziologického stavu
buniek, ich nadmernd tvorba v patologickych podmienkach vedie k oxidaénym
modifikacidm a dysfunkcii bunkovych biomolekul, vratane nukleovych kyselin, lipidov,
proteinov (Obr. 10) [140-142].

Mozog je obzvlast nachylny na oxidacné poskodenie kvéli svojej vysokej spotrebe
kyslika, ktord predstavuje az 20 % celkovej bazalnej spotreby [143]. Medzi dalSie dblezité

faktory OS v mozgu patria: 1) zranitelnost neurénovych membran, ktoré su bohaté
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na polynenasytené mastné kyseliny, nachylné k oxida¢énému poskodeniu; 2) nerovnovdaha
kovovych iénov, ktoré pdsobia ako vyznamné katalyzatory vzniku volnych radikalov;
3) v porovnani s inymi tkanivami, mozog disponuje skromnejSimi antioxida¢nymi
obrannymi mechanizmami s nizSimi hladinami antioxidantov a sudvisiacich enzymov,
ako su kataldza (CAT), superoxiddismutaza (SOD), glutatiénperoxidaza, vitamin E a vitamin
C a dalsie [76, 140].

Mitochondrie suU povazované za hlavny zdroj OS spésobeného Unikom elektronov
transportného retazca, ktory vedie k produkcii

z mitochondridlneho elektron

superoxidového aniénového radikalu O,°~ a hydroxylového radikalu OH*. Mitochondrialna
dysfunkcia suvisi s defektnym transportom a metabolizmom glukdzy, dyshomeostazou
vapenatych iénov a nadmernou produkciou AB [144, 145]. Molekula AR méZe ovplyviovat
redoxnu aktivitu metioninom na pozicii 35, ktory dokaze generovat volné radikaly priamo.
Alternativnym mechanizmom je schopnost viazat idny prechodnych kovov, ako su Zelezo
(Fe), med (Cu) a zinok (Zn), prostrednictvom histidinovych rezidui na poziciach 6, 13 a 14.

Tato interakcia podporuje redoxny cyklus kovovych iénov a napomaha tvorbe volnych

radikalov [76, 146, 147].
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Obr. 10. Tedria oxidacného stresu v suvislosti s nerovnovdhou kovovych idnov a AB.
Homeostdza esencidlnych kovov ako Fe, Cu a Zn je regulovand pomocou komplexného
systému, ktory zahrria transportné proteiny, molekuldrne chaperdny, enzymy a reduktdzy.
V pripade Fe a Cu méZu volné a na AB viazané iony katalyzovat Fentonovu a Haber-
Weissovu reakciu, ¢im dochddza ktvorbe OH®. Nerovnovdaha v homeostdze Zn vedie
k upreguldcii glutamdtovych receptorov, ¢o dodatocne prispieva k zvysenej produkcii ROS.
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Ak antioxidacny systém tela, zahrriajuci enzymy ako SOD a CAT, nie je schopny tieto ROS
ucinne neutralizovat, dochddza k poskodeniu biomolekul, apoptéze neurdnov
a v kone¢nom désledku k degenerdcii nervového systému. Prevzaté z ref. [148].

2.3.6 Sucasna terapia

Sucasna lie¢ba AD sa zameriava na symptomatickd ulavu, nakolko k dneSnému dnu
neexistuje liek, ktory by chorobu uUplne vyliecil. Symptomatickd liecba sa opiera o dve
hlavné skupiny lieciv: AChEl a antagonistu NMDAR [149]. Zaklad prvej skupiny poloZil takrin
(Obr. 11), schvaleny FDA pre liecbu miernych az stredne tazkych foriem AD v roku 1993.
Napriek sfubnym Udajom o ucinnosti bol tento liek v roku 2013 stiahnuty z klinického
pouzivania kvoli zdvaznym neziaducim ucinkom, ako su hepatotoxicita a gastrointestinalny
dyskomfort [150, 151].

Do skupiny novsich inhibitorov, ktoré predstavuju sucasny Standard v liecbe AD
s indikaciou miernych az stredne tazkych stadii, patri donepezil, rivastigmin a galantamin.
Donepezil je piperidinovy derivat, ktory posobi ako nekompetitivny a reverzibilny AChEI
[152]. Rivastigmin je karbamatovy derivat, Strukturdlne pribuzny alkaloidu fysostigminu,
ktory p6sobi ako pseudoireverzibilny neselektivny AChEl a BChE inhibitor (BChEI) [153].
Poslednym pouzivanym lieCivom z tejto skupiny je galantamin, terciarny alkaloid z celade
Amaryllidaceae, ktory bol prvotne izolovany z cibul' Galanthus woronovii. Galantamin
posobi ako selektivny, kompetitivny a reverzibilny inhibitor AChE a zaroven zosilfiuje Ucéinok
ACh na nikotinové receptory prostrednictvom ich allosterickej modulacie [154].

Vedla cholinergnej dysfunkcie je v patogenéze AD pozorované vyznamné zvysenie
hladiny extraceluldrneho glutamatu, ktoré vedie k nadmernej aktivacii NMDAR s naslednou
intraceluldrnou akumuldciou Ca?*. Tato akumulacia spusta kaskadu udalosti veducich
k apoptdze a uUbytku neurdénov [155]. Memantin, nekompetitivny antagonista NMDAR
so stredne silnou afinitou, chrani pred excitotoxicitou sprostredkovanou glutamatom,
bez obmedzenia fyziologickej aktivacie receptorov, ktoré su zodpovedné za synapticku
plasticitu a pamatové funkcie. Memantin je indikovany pre liecbu stredne tazkej az tazkej
formy AD, pricom jeho pouzitie u miernej formy AD neprindsa vyznamny prinos [156].
V roku 2014 FDA schvidlila fixnd kombinaciu memantinu a donepezilu pre liecbu stredne
tazkej az tazkej AD u pacientov, ktori su stabilizovani na oboch liecivach [157].

Novym pristupom kliecCbe AD je zavadzanie lie¢iv modifikujucich ochorenie.

Monoklonalne protilatky proti AR patria medzi prvé, ktoré cielia na spomalenie progresie
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ochorenia. Zasahuju do zakladnych patofyziologickych procesov choroby, a tym brania
progresii do tazsej kognitivnej poruchy.

Takmer dve desatrodia po registracii memantinu v roku 2021 FDA schvalila novy liek
s nazvom aducanumab. Jednd sa o imunoterapeutikum imunoglobulin gamma 1 (IgG1),
ludskd monoklondlna protilatka proti epitopu AB. Jeho mechanizmus Ucinku spociva
v prestupe hematoencefalickou bariérou (BBB) a naslednou vazbou na agregované
rozpustné oligoméry a nerozpustné fibrily AB. ZvySena selektivita k agregatom vedie
k zniZzeniu ukladania AB plakov v neurénovom tkanive [158]. Schvalenie aducanumabu
vyvolalo vinu kontroverzie kvoli preruseniu a ndaslednému obnoveniu Studii EMERGE
a ENGAGE, zrychlenému schvalovaciemu procesu FDA, zameraniu na biologicky ucinok
odstrafiovania AP namiesto klinického ucinku, potencidlnym vedlajsim uUc¢inkom
a nesuhlasom ¢lenov poradného panelu FDA s naslednou rezignaciou niektorych ¢lenov.
K SirSiemu poutZitiu v USA zatial nedoslo a Medicare schvaluje thradu len pre pacientov
v klinickych Studiach. Eurdpska liekova agentura (EMA) vydala v decembri 2021 zamietavé
stanovisko a v aprili 2022 vyrobca stiahol Ziadost o registraciu v Eurdpskej unii [159, 160].
Dal$im vyznamnym milnikom v terapii AD bolo zrychlené a nasledne Uplné schvélenie
monoklondlnej IgG1l protilatky lecanemab. Lecanemab, podobne ako aducanumab,
sa zameriava na redukciu hladiny amyloidnych depozitov. Jeho terapeuticky mechanizmus
spociva vo vazbe na oligoméry, protofibrily a nerozpustné fibrily AB, pricom vykazuje
preferenénu afinitu k protofibrildm [161]. V suéasnosti je lecanemab schvaleny FDA, zatial
¢o EMA prijala Ziadost o registraciu a aktualne prebiehaju regulacné posudzovacie procesy

[162].
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Obr. 11. Milniky v pamdti: chronoldgia schvalovania lieciv FDA v priebehu casu [76, 160,
163].

2.3.7 Potencial vybranych Amaryllidaceae alkaloidov v terapii Alzheimerovej choroby

NajzndmejsSim alkaloidom celade Amaryllidaceae je bezpochyby uz diskutovany
galantamin, ktory je dnes Siroko pouzivany v liecbe AD. Zakladnd myslienka jeho poutZitia
vychadzala z etnobotanickych informacii. Prvé zmienky o pouZiti Galanthus woronowii
a Galanthus nivalis, ktoré st zndme obsahom galantaminu, pochdadzaju z oblasti vychodnej
Eurépy. Rastliny boli pouzivané pri liecbe rezidudlnych priznakov paralyzy
pri poliomyelitide, pri myastenii gravis a neuralgiach [164]. Registracia galantaminu FDA
v roku 2001 motivovala vedecké timy k zintenzivneniu patrania po novych bioaktivnych
zlt€enindach v ¢eladi Amaryllidaceae, s perspektivou ich aplikacie v terapeutickej stratégii
AD.

V poslednych rokoch boli na naSom pracovisku realizované fytochemické Studie,
vramci ktorych boli izolované zluéeniny novych sStruktdrnych typov AAs, konkrétne
narcikachninového a karltoninového typu. Naprie¢ vacsSinou zdastupcov z obidvoch
Strukturnych typov sa prelina spolocny atribut, zvySena aktivita voci hBChE (Tab. 2). V rdmci
narcikachninového typu bolo identifikovanych pat novych alkaloidov (Obr. 3), ktoré boli
podrobené skriningu aktivit vo¢i obom ludskym ChE. V priebehu fytochemickej Studie boli
izolované narcikachnin a narcipavlin, pricom inhibi¢na aktivita voc¢i ChE bola kvoli
obmedzenému dostupnému mnoiZstvu stanovovana len u narcipavlinu [45]. V porovnani

s narcipavlinom, ktory je menej u¢innym inhibitorom (hBChE ICso = 24,4 + 1,2 uM), dosiahol
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narcimatulin vyznamnejsej inhibicie (hBChE ICso = 5,9 + 0,2 uM). Tento rozdiel v inhibi¢nej
aktivite mozno pripisat odliSnosti v substitlcii v polohe C-3 galantaminovej casti molekuly,
kde v pripade narcipavlinu je pritomna hydroxylové a u narcimatulinu keto skupina. Dal$im
rozdielom je pritomnost, resp. nepritomnost dvojitej vazby v polohe C-13'/C-14'
indolového kruhu u oboch tychto alkaloidov (Obr.3). Biologicky profil narcimatulinu bol
rozsireny o testovanie Ucinku voci GSK-3f3, kde pdsobil ako mierny inhibitor (ICso = 20,7 +
2,4 uM). Paralelne bola stanovend aktivita voci prolyloligopeptidaze (POP), ktora
je povazovana za potencialny ciel v liecbe neurologickych ochoreni. Jednd sa o cytozolicky
enzym, ktory je zapojeny do réznych fyziologickych procesov bunkovej signalizacie, ako je
modulacia hladin neuronalnych peptidov a horménov s prolinovym zvyskom. Tento
proteolyticky enzym je predmetom vyskumu zameraného na jeho selektivnu inhibiciu,
ktora moze predstavovat slubny smer v liecbe neurodegenerativnych ochoreni, vratane AD,
Parkinsonovej choroby a dalSich kognitivnych poruch [165]. Alkaloid dosiahol nasobne
vysSiu inhibiciu (ICso = 29,2 £ 1,0 uM) v porovnani s berberinom (ICsp = 142 + 21 uM), ktory
je povazovany za prirodny inhibitor tohoto enzymu [46]. Narciabduliin, jediny spomedzi
diskutovanych alkaloidov, preukazal vyvazenu inhibi¢nu aktivitu voéi obom testovanym
[udskym enzymom (hAChE ICso=3,3 £ 0,7 uM a hBChE ICso = 3,44 £ 0,02 uM) [48]. Narcieliin
disponoval najvyznamnejsou inhibi¢nou aktivitou spomedzi zastupcov narcikachninového
typu (hBChE ICs0 = 1,3 + 0,3 uM), ktory ako jediny obsahuje v galantindolovej ¢asti molekuly
C-3' az C-5' tri-metoxy substiticiu. Analyza narcieliinu zahrnula stanovenie enzymovej
kinetiky, pricom v pripade hAChE preukdzal kompetitivny typ inhibicie a zmiesSany typ
v pripade hBChE. V studii inhibi¢nej aktivity voci POP dosiahol aktivitu porovnatelnu
s berberinom (ICso = 163 + 13 uM) [47]. Pre objasnenie Struktirnych rozdielov dvoch
najvyraznejsich inhibitorov hAChE/hBChE, narciabduliinu a narcieliinu, bola u tychto dvoch
alkaloidov vykonana Studia molekulového modelovania. Z tejto Studie vyplyva, Ze za
inhibi¢nu aktivitu voci hAChE je pravdepodobne zodpovedna galantaminova ¢ast molekuly,
zatial Co inhibi¢nd Gcinnost a selektivita voéi hBChE je pravdepodobne spojena

s galantindolovou ¢astou molekuly [47, 48].
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Tabulka 2. Inhibi¢né aktivity alkaloidov narcikachninového a karltoninového typu voci
enzymom asociovanych s AD [45-50].

Alkaloid Struktuirny typ ;CS?J?:“}/\II)EB ;(;SEI'V? ?:AT;B s SEIF\,IIO(':lM)a
narcipavlin narcikachninovy 208 +37 24,4+1,2 -
narcimatulin narcikachninovy 489 + 60 5,9+0,2 29,2+1,0
narcieliin narcikachninovy 18,7+ 2,3 1,3+0,3 163 +13
narciabduliin narcikachninovy 3,3+0,7 3,44 £ 0,02 -
karltonin A karltoninovy >100 0,91 +0,02 143 +12
karltonin B karltoninovy >100 0,031 +0,001 -
karltonin C karltoninovy >100 14,8+1,1 -
karltonin D karltoninovy >100 6,8+0,7 -
karltonin E karltoninovy >100 >100 -
galantaminb galantaminovy 1,7+0,1 34,0%+2,7 > 500

@ Koncentrdcia zluceniny potrebnd na zniZenie aktivity enzymu o 50 %; hodnoty su priemer + SEM troch
nezdvislych merani, kazdé vykonané v troch opakovaniach; ° Referenénd zlicenina.

Fragment galantindolu je taktieZz sucastou Struktury alkaloidov karltoninového
Struktidrneho typu (Obr. 4), ktoré predstavuju novo popisanu skupinu AAs. Alkaloidy tohto
Strukturneho typu demonstrovali vyznamnu a selektivnu inhibiénd aktivitu voci hBChE
v nanomolarnych koncentraciach (karltonin A a B: hBChE ICso = 910 nM a hBChE ICsg = 31
nM), bez inhibi¢nej ucinnosti vo¢i hAChE (Tab. 2). Kluc¢ové Strukturne odliSnosti medzi
tymito dvoma alkaloidmi, ktoré su zodpovedné za ovplyvnenie ich Ucinnosti, spocivaju
v substitucii na benzénovom kruhu galantindolovej ¢asti molekuly. Zatial ¢o u karltoninu A
je pritomny dimetoxybenzén, v pripade karltoninu B dochddza kuzavretiu kruhu
a formovaniu 1,3-benzodioxolu. Pritomnost tohoto kruhu v pripade karltoninu B je spojena
s tridsatndsobne  vy$Sou  aktivitou voléi hBChE v  porovnani s otvorenym
dimetoxylbenzénovym substituentom, pritomnym v molekule karltoninu A. Tieto in vitro
poznatky boli doplnené Sstidiou molekulového modelovania, kde pritomnost
1,3-dioxolového kruhu, ktory ma ,,rozSirené” aromatické vlastnosti, podporuje hydrofébne
interakcie medzi ligandom aenzymom. Alkaloidy karltonin C az E, ktoré predstavuju
posledné zname priklady v sérii karltoninovych alkaloidov, su charakteristické
pritomnostou dvoch galantindolovych fragmentov vo svojej molekularnej Strukture. Tento
Struktdrny motiv je spojeny so znaénym zvySenim molekulovej hmotnosti, ktora
sa podpisuje na negativnom vplyve voci inhibi¢nej aktivite vo¢i hBChE. Pritomnost

1,3-dioxolového kruhu ukarltoninu D ciastoéne minimalizuje negativny vplyv
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digalantindolovej substitucie, avSak vsetky tri spominané alkaloidy vykazuju podstatne
nizsiu inhibi¢nu aktivitu v porovnani s monogalantindolovymi analégmi. Vzhladom na nizke
izolované mnoistvo tychto alkaloidov bol inhibi¢ny potencial voc¢i POP testovany len
u karltoninu A. Ziskana hodnota (ICso = 163 + 13 uM) bola opat porovnatelna s pouzivanym

Standardom, berberinom [49, 50].
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3 CIELE PRACE

Hlavnym cielom predloZene] dizertacnej prace bola priprava série zlucenin Struktdrne
odvodenych od minoritnych alkaloidov karltoninového Struktirneho typu a nasledné

Studium biologickych aktivit s dérazom na inhibiciu hBChE v kontexte AD.

Ciastkové ciele prace:

a) ResSerSe literatury zaoberajuce sa AAs a zluceninami Strukturne inSpirovanymi
tymito latkami, ako potencidlnymi inhibitormi hBChE so zameranim na AD.

b) Priprava zlucenin Strukturne inSpirovanych izolovanymi minoritnymi AAs.

c) Strukturdlna analyza pripravenych latok na zéklade ich fyzikdlno-chemickych
vlastnosti (NMR, MS, HRMS, opticka otacavost).

d) Stanovenie biologickej aktivity pripravenych derivatov.

e) Vyhodnotenie vztahu Struktura-uc¢inok u pripravenych zlicenin na zéaklade

ziskanych vysledkov.
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4 KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACAM

Tato dizertacnd praca je predkladana ako komentovany subor Styroch prac. VSetky
tieto prace boli publikované v medzindrodnych impaktovanych ¢asopisoch. Kandidat
je prvym autorom dvoch publikovanych prac a spoluautorom dvoch publikicii,
vztahujucich sa ktéme dizertacnej prace. Tri zuvedenych publikacii si povodné
experimentdlne prace zamerané na syntézu karltoninovych derivatov a hodnotenie
biologickej aktivity stvisiacej s potencidlnou lie¢cbou AD. Stvrtd prehladova publikacia
je zamerana na potencionalne vyuZzitie |As v terapii AD. Experimentdlna cast prace rozsiruje
ziskané vysledky z predchadzajucej fytochemickej Studie realizovanej na Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton. lzoldcia minoritnych alkaloidov viedla k syntéze novych,

doposial nepopisanych struktur.

4.1 Amaryllidaceae alkaloids of norbelladine-type as inspiration for
development of highly selective butyrylcholinesterase inhibitors:
synthesis, biological activity evaluation, and docking studies

V ramci tejto Studie bola pripravenad pilotna séria syntetickych derivatov. Zakladny
Struktdrny motiv bol inSpirovany izolaciou novo popisanych AAs, konkrétne karltoninu
A a B, ziskanych z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton. Tieto zlUceniny predstavuju
vyznamné a vysoko selektivne inhibitory hBChE. Nanestastie, tieto alkaloidy su pritomné
v rastlinnom materidli len v stopovych koncentraciach, ktoré neumoziuju podrobnejsi
biologicky vyskum. Tato skuto¢nost nas motivovala k syntéze pilotnej série novych zltGc¢enin
1(1-20). Nase usilie bolo zamerané na zachovanie niektorych kltc¢ovych strukturalnych
poziadaviek karltoninu A/B, ktoré su pravdepodobne zodpovedné za vysoku inhibi¢nu
aktivitu voci hBChE, konkrétne 4-[2-(benzylamino)etyl]fenolovy fragment (Obr. 12). Nasu
pozornost sme zamerali aj na dalsie molekuldrne oblasti, za ucelom objasnenia SAR.
Konkrétne nas zaujimala (i) Uloha sekundarnej alebo terciarnej amino skupiny (pritomnost
allylovej skupiny), (ii) éterifikacia fenolickej hydroxylovej skupiny na aromatickom kruhu B
a (iii) pozicia alkoxy alebo aryloxy substituentov na benzénovom kruhu A (Obr. 13). Vplyv

tychto aspektov bol preskimany s ohfadom na in vitro inhibi¢nu aktivitu vo¢i hAChE/hBChE.
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Obr. 12. Design novych inhibitorov hBChE odvodenych od AAs izolovanych z Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton a z nich odvodeny veduci kandiddt I-1.

Veduci kandidat I-1 bol syntetizovany z komeréne dostupného O-benzylvanilinu
atyraminu svynikajucim 95% vytazkom (Obr. 12). Rbézne Strukturalne Upravy boli
preskimané prostrednictvom kondenzacénych reakcii O-benzylvanilinu, O-benzylizovanilinu
a 3-etoxy-4-metoxybenzaldehydu s primarnymi aminmi ako su tyramin, fenyletylamin
a 4-metoxyfenyletylamin (Obr. 13). Podmienky reduktivnej aminacie v prostredi
borohydridu sodného (NaBHs) v metanole (MeOH) za laboratérnej teploty (RT) poskytli
pozadované sekundarne aminy I-1, I-2, I-7, 1-8, I-11, 1-12, I-15 a I-18 v dobrych vytaZkoch
(74-95%). Ndaslednou reakciou pripravenych zluéenin s nadbytkom allylbromidu a hydridu
sodného (NaH) boli ziskané prislusné N-allyl derivaty I-3, I-4, I-9, I-10, I-13, I-14, I-16 a I-19.
Na fenolickej skupine zlic¢enin 1-3, 1-4 a I-16 bola realizovana dalsSia nukleofilna substitlcia
s pouzitim nadbytku allylbromidu za vzniku allyl éterov I-5, I-6 a lI-17. Okrem uvedenej

allylacie bola zluc¢enina 1-18 podrobenad aj dalSej alkylacii za vzniku N-benzyl derivatu 1-20.
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O-benzylvanilin 1-3: R' = OH, R? = allyl

I-5: R = allyloxy, R? =allyl
1-:9: R' = H, RZ = allyl
1-13: R" = OMe, R? = ally!

\OJ@A—* J@AH — \O%Rz

R1

0-benzylizovanilin 1-4: R' = OH, R? = allyl
1-6: R" = allyloxy, R? =allyl
1-10: R" = H, R? = allyl

1-14: R" = OMe, R? = allyl

T

R1

h
3-ethoxy-4-methoxybenzaldehyd 1-15: R' = OH 1-16: R' = OH, R? = allyl
1-18:R'=H 1-17: R = allyloxy, R? =allyl

1-19: R" = H, R? = allyl
1-20: R' = H, R? = benzyl

Obr. 13. Syntéza selektivnych  inhibitorov hBChE 1(1-20) vychddzajucich
z O-benzylvanilinu/O-benzylizovanilinu/3-etoxy-4-metoxybenzaldehydu. Reakéné
podmienky: i) tyramin/fenyletylamin/4-metoxyfenetylamin, MeOH, RT, 24 h, ndsledne
NaBHa, 0 °C = RT, 3 h, 74-95%; ii) allyl bromid/benzyl bromid, THF, NaH, 0 °C, 30 min - RT,
24 h, 41-84%.

Vsetky zluceniny 1(1-20) boli podrobené skriningu inhibicnej ucinnosti voci
hAChE/hBChE pri koncentracii 100 pM s vyuZitim mierne modifikovanej Ellmanovej
metody. Zluceniny, ktoré vykazali inhibicnd Gcéinnost >60% vocdi jednej alebo obom
cholinesterazam, boli selektované k stanoveniu hodn6t ICso (Tab. 3). Ako pozitivne kontroly
v testoch bol pouzity galantamin a eserin. VSetky testované zliceniny vykazovali iba nizku
alebo Ziadnu inhibi¢nu aktivitu voci hAChE (s hodnotami ICsp > 20 uM) a preukdzali
selektivitu v prospech hBChE. Vsetky nové zluceniny demonstrovali schopnost inhibovat

hBChE v rozmedzi od mikromoldrnej po nizku nanomolarnu koncentraciu (Tab. 3).
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Vynimkou bola zliéenina I-5, ktord nevykazovala inhibi¢nd Ucinnost voci Ziadnemu

Z enzymov.

Zlucenina 1-6, ktord je odvodena z O-benzylizovanilinu a tyraminu s pritomnou
N/O allylovou disubstituciou, sa ukazala byt najefektivnejsim inhibitorom (hBChE ICso = 72
1+ 5 nM). Prekvapivo, Struktirne blizky polohovy izomér I-5, nevykazoval v pripade hBChE
Ziadnu inhibi¢nu aktivitu (hBChE 1Cso > 100 uM). V tomto konkrétnom pripade je uplna
strata inhibi¢nej schopnosti spojena s opacnym rozmiestnenim metoxy a benzyloxy skupin
na aromatickom kruhu, ¢o bolo dalej analyzované pomocou in silico metdd. Inhibi¢na
schopnost zltuéeniny I-1 (hBChE ICso = 0,36 + 0,03 uM) sa postupne zniZovala so substittciou
N/O-allyl, ako bolo pozorované u zltéenin I-3 (hBChE ICso = 0,61 + 0,04 uM) a I-5 (hBChE
ICs0> 100 uM). Pri pouziti templatovej zlu¢eniny I-2 bol pozorovany opacny ucinok, ktory
ukazal, Ze dvoj-allylovy derivat I-6 bol o jeden rad ucinnejsi ako zlucenina I-4 (Tab. 3).
Modifikacie struktury v polohe C-4' kruhu B pomocou H a OMe v zluéenindach I-7 a I-11 boli
spojené s postupnym poklesom inhibi¢nej uc¢innosti voci hBChE. Konkrétne sa ucinnost
znizila, v pripade absencie OH skupiny v zlG¢enine I-1, ako je to vidiet pripade I-7, alebo
nahradou OCHs skupinou v pripade I-11, (I-1: hBChE ICso = 0,36 + 0,03 uM; I-7: hBChE ICso
=1,28 £ 0,05 uM; I-11: hBChE ICs0 = 2,39 £ 0,27 uM). Obdobny ucinok bol pozorovany v sérii
odvodenej od O-benzylizovanilinu (I-2: hBChE 1Cso = 0,29 + 0,02 uM; 1-8: hBChE ICso = 1,10
+ 0,05 uM; I-12: hBChE ICs0=1,12 + 0,11 puM). Na dalSie objasnenie dolezitosti pritomnosti
benzylovej skupiny bola vytvorena mala séria derivatov 1(15-20), vychadzajuca z 3-etoxy-4-
metoxybenzaldehydu. V tejto podskupine sa zli¢enina 1-20 (hBChE ICso = 0,69 + 0,03 uM)
ukazala ako najucinnejsi inhibitor hBChE vdaka pritomnej N-benzylovej substitucii
na centralnom atdme dusika. Tento jav mozno pripisat lepSiemu obsadeniu objemnej Gziny

aktivneho miesta hBChE ligandom.

Derivat 1-6 s najvyraznejSou inhibicnou aktivitou bol podrobeny enzymovej
kinetickej analyze za Ucéelom urcenia spdsobu inhibicie hBChE. Kinetika inhibicie bola
analyzovana pri pouziti roznych koncentracii substratu butyryltiocholinu a testovane;j latky.

Statisticka analyza ukazala zmie$any typ inhibicie a reverzibilny typ vazby na enzym.

Inhibicia POP mdze predstavovat podpornu stratégiu v terapii AD. S tymto zdmerom
bola hodnotend inhibicna kapacita u najaktivnejsich derivatov 1(1-4), 1-6 a I-14. Avsak

v dosledku nizkej rozpustnosti tychto zlicenin v pufri bolo mozné stanovit hodnotu ICso len
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pre zliceninu I-1, ktord preukazala mierne slabsiu inhibi¢na aktivitu (POP 1Cso = 186 +

14 uM), v porovnani s pouzivanym Standardom berberinom (POP ICso = 142 £ 21 uM).

Tabulka 3. In vitro inhibicia hAChE/hBChE 1(1-20) a ich predpokladand dostupnost v CNS
odhadnuta pomocou algoritmu BBB skére.

Zlicenina % Inhibicia hAChE 1Cso, hAChE % Inhibicia hBChE 1Cs0, hBChE BBB
+ SEM? + SEM (uM)P + SEM? + SEM (uM)P skérec
-1 304+2,1 >100 98,7+0,3 0,36 +0,03 4,53
1-2 358+1,2 >100 97,7+0,5 0,29 £ 0,02 4,53
-3 20,8+0,9 >100 96,8+1,1 0,61 +0,04 4,79
1-4 45,2 +2,4 >100 97,9+0,6 0,25+0,01 4,79
I-5 3,4+0,5 >100 38,9+0,9 >100 4,87
1-6 10,1+0,6 >100 98,6 £0,9 0,07 £ 0,01 4,87
1-7 23,4+25 >100 94,5+0,9 1,28 £ 0,05 5,15
1-8 12,6 £0,5 >100 96,6 £0,4 1,10+ 0,05 5,15
1-9 18,8+1,9 >100 749+2,4 5,19+0,28 5,04
1-10 72,4+11 21,5+0,6 92,0+2,4 1,17 £0,04 5,04
1-11 27,9+0,7 >100 93,5+0,3 2,39+0,27 4,87
1-12 0 >100 94,6 £0,6 1,12+0,11 4,87
1-13 32,7+1,6 >100 90,9+1,5 2,72 +£0,50 4,96
1-14 60,9+0,4 37,7+1,7 95,8+0,9 0,38 +0,01 4,96
1-15 25,8+1,3 >100 75,3+0,6 15,06 £ 2,34 4,80
1-16 28,3+1,1 >100 91,7+0,4 1,21+ 0,08 5,21
1-17 29,3+3,9 >100 77,0+£1,0 9,89 +1,37 5,39
1-18 0 >100 60,0+1,6 41,1+2,6 5,53
1-19 59+2,1 >100 80,2+0,2 4,63+0,48 5,60
1-20 49,5+0,8 >100 82,5+1,0 0,69 +0,03 5,13
galantamind 98,8+1,1 2,0+0,1 68,2+1,2 34,0+2,7 5,01
eserind 99,8 +0,6 0,20+0,01 99,9+0,5 0,30+0,01 5,02

@ Testované pri koncentrdcii zli¢eniny 100 uM; * Koncentrdcia zliceniny potrebnd na zniZenie aktivity enzymu

o 50 %; hodnoty su priemer + SEM troch nezdvislych merani, kaZdé vykonané v troch opakovaniach;
° Vypocitané hodnoty BBB skére; ¢ Referenéna zlicenina.

Pri navrhu novych lieciv cielenych na AD je rozhodujucim faktorom vyznamnad
expozicia mozgu. V sulade s touto poZiadavkou sme poutzili in-silico vypocet tzv. skére BBB.
Tento predikény nastroj uréeny k rozliSovaniu lieciv pre CNS a mimo CNS sa opiera o viaceré
fyzikalno-chemické vlastnosti. Je predpokladané, Ze zli¢eniny s BBB skére vyssimi ako 4,0
maju schopnost prenikat do oblasti CNS. V tejto stadii vSetky nové zluceniny 1(1-20) dosiahli
BBB skére v rozmedzi 4,53 az 5,60 (Tab. 3), ¢o poukazuje na ich schopnost prenikat cez BBB.

Je doblezité poznamenat, Zze BBB skére alkaloidov karltoninu A (4,52) a karltoninu B (4,54),
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vykazali porovnatelné hodnoty so zluceninou I-1, zatial ¢o zvySok skupiny ukazal vysSie

hodnoty BBB skoére.

Za ucelom urcenia rozdielov v interakciach v aktivnom mieste hBChE (PDB ID: 6QAA)
medzi neaktivnou zliéeninou I-5 a polohovym izomérom, najaktivnejSou zluceninou 1-6,
bola vyuZitd molekulova dynamicka simulacia. Z molekularnej simulacie mozno usudit,
Ze vysSiu inhibi¢nu schopnost 1-6 moZno pripisat polohe benzyloxy substituentu, ktory
umoznuje ligandu ,priamociarejSie“ umiestnenie a formovanie niekolkych klu¢ovych
hydrofébnych interakcii s enzymom. Neschopnost I-5 usadit sa v aktivnom mieste hBChE,
podobne ako I-6, viedla k energeticky menej vyhodnej celkovej topoldgii, a teda ,,zabalenej”

konformacii.

Za Uucelom stanovenia bezpecnosti bola testovand cytotoxicita na [udskej
neuroblastémovej bunkovej linii SH-SY5Y. Pri aplikacii koncentracie 10 uM bola zlucéenina

I-6 prakticky netoxicka, s Zivotaschopnostou buniek dosahujicou 95,1 + 2,6%.

Studia Uspedne rozvinula syntézu novych zliéenin vychadzajicu z karltoninov,
u ktorych bol zachovany vysoko selektivny profil voci hBChE. Tento potencial
je najvyznamnejsi v pripade zluceniny I-6, ktord predstavila sflubny zdklad pre nadvaznu

syntézu.

4.2 Highly selective butyrylcholinesterase inhibitors related to
Amaryllidaceae alkaloids - Design, synthesis, and biological
evaluation

Zlucenina 1-6 sa stala vychodiskovou Struktirou pre nadvazujucu Studiu, kedze
spiiiala potrebné atributy, t.j. vyznamnd a selektivnu inhibiciu hBChE, ktord bola potvrdena
in vitro a in silico studiami, doplnenu o priaznivy profil bezpec¢nosti voli neuroblastdmove;j
linii. Z karltoninu A/B a zluceniny 1I-6 sme zachovali niektoré Strukturdlne fragmenty,
povazované za  kluCové pre vysoku inhibiciu  hBChE. Konkrétne ide
0 4-[2-(benzylamino)etyl]fenolovd cast. Celda tato séria vyskumu vychadza z vyuZitia
komeréne dostupného 2-benzyloxy-3-metoxybenzaldehydu. Ciefom bolo pripravit novu
skupinu polohovych izomérov zluceniny I-6. Pri pévodnej zlucenine I-6 je charakteristické

zoskupenie substituentov na aromatickom kruhu A, a to 3-benzyloxy-4-metoxyfenyl. Nova
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séria vyuZiva izomérické zoskupenie 2-benzyloxy-3-metoxyfenyl. Tato drobna Strukturna
modifikacia vyustila v identifikdciu nového veduceho kandidata II-1, ktory vykazuje
posilnenu inhibiciu (hBChE ICsp = 0,20 £ 0,03 uM). Z chemického hladiska sme sledovali
zakladné principy SAR, zamerané na Strukturalne modifikacie v Styroch oblastiach:
i) polohova izoméria benzyloxy a metoxy skupin, s ohladom na prva sériu (Obr. 14,
fragment A); ii) rozSirenie chemického priestoru medzi dvoma aromatickymi kruhmi
pomocou nasytenych alebo nenasytenych uhlovodikovych retazcov réznej dizky (v rozsahu
od jedného do Styroch metylénovych jednotiek); iii) skimanie ulohy bazického centra
molekuly (sekunddrny/terciarny amin), vratane pripojenia réznych alkylovych retazcov
k dusiku v pripade terciarnych aminov (Obr. 14, fragment B); a iv) substitlcia réznych
elektrén-odoberajucich alebo elektréon-donorujucich skupin na aromatickej ¢asti (Obr. 14,
fragment C). Suhrnne, v tejto Studii sme navrhli a syntetizovali 57 novych potencidlnych

inhibitorov hBChE.
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karltonin A karltonin B

hAChE IC5y = > 100 uM hAChE IC5¢ = > 100 pM
hBChE IC5¢ = 0,91 £ 0,02 uM  hBChE IC5¢ = 0,031 + 0,001 uM
Mamun et al.
veduci kandidat
IC5¢ hBChE = 0,20 £ 0,03 uM
1 optimalizacia
[ FragmentA  } { ______FragmentB ! [ FragmentC
R4
\O LL‘—L 31
(0] N iﬁ_ R
v <
n =1 — 4 (nasyteny/nenasyteny) R% R%, R*=H,OH, F
R'=H, alkyl alebo cykloalkyl O-alkyl, allyl alebo propargyl

Obr. 14. Chemické Struktury vzorovych zlucenin karltoninu A a B, zluc¢enina II-1 a ndvrh
novych inhibitorov hBChE relevantnych pre tuto studiu.

Vzhladom na rozsiahlost syntetickej Casti bude komentovana chemicka syntéza
s osobitnym zameranim na derivaty, ktoré preukdzali najvysSiu inhibi¢nd aktivitu vodi
hBChE (II-1, 11-8, 11-37, 11-44, 11-47, 11-48, 11-49, 11-50, 11-76 a 11(86-90); Obr. 15 a 16). Synteticka
cesta bola iniciovana z komercne dostupného 2-benzyloxy-3-metoxybenzaldehydu (l1-2)
reagujuceho s tyraminom za podmienok reduktivnej amindcie za vzniku zli¢eniny 1I-1. Novy
veduci kandidat bol nasledne modifikovany nukleofilnou substiticiou na sekundarnom
dusiku propylovou skupinou za vzniku 11-8. Dalej sme sa zamerali na dizku spojovacieho
linkera medzi dvoma aromatickymi oblastami (Obr. 15). Troj¢lenny metylénovy linker
medzi bazickym centrom a fragmentom C viedol k novej kandidatskej Strukture 11-37. Aby
sme odhalili rozdiel medzi sekundarnym a tercidarnym aminom, zaviedli sme rozne

N-alkylové substituenty, ¢im sme ziskali terciarne aminy 11-44 a 11(47-50) (Obr. 15).
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11-37 Il-44:n =3, R = allyl

1-47: n =3, R = etyl

11-48: n = 3, R = propyl

11-49: n = 3, R = but-3-en-1-yl
11-50: n = 3, R = hexyl

Obr. 15. Syntéza veduceho kandiddta Il-1 a derivdtu s trojclennym metylénovym spojovacim
retazcom 11-37 a pribuznych N-substituovanych derivdtov 1I-8, 1I-44 a 11(47-50). Cinidld
a podmienky: i) vybrany primdrny amin, MeOH, RT, 24 h, ndsledne NaBH4, 0 °C = RT, 3 h,
1I-1: 99%, 1I-37: 98%; ii) pre 1I-8 a 11(47-50): vybrany halogenalkdn, CH3CN, K>COs, Kl kat.,
reflux, 24 h, 80-99%; iii) pre l1-44: allylbromid, THF, NaH, 0 °C, 30 min - RT, 24 h, 83%.

Pri designe dalSich derivatov bol Studovany vplyv pritomnosti fenolickej skupiny pri
fixacii trojuhlikového spojovacieho retazca (Obr. 16). Syntéza zacala z p-OH karboxylovej
kyseliny 11-61, u ktorej bola fenolicka skupina chranena pomocou 3,4-dihydropyranu (DHP)
a katalytického mnoiZstva pyridinium p-toluénsulfonatu (PPTS) v dichlérmetane (DCM)
za vzniku tetrahydropyranyléteru 11-64. Takto ochranena karboxylova kyselina bola
redukovana na alkohol 1I-67 pomocou boran-tetrahydrofurdnového komplexu (BHs3-THF),
potom oxidovana na aldehyd 1I-70 s pouzitim Dess-Martin periodinanu (DMP) a nasledne
podrobeny reduktivnej aminacii s medziproduktom 1I-41 za pouZitia kyanoborohydridu
sodného (NaBHsCN), za vzniku 1I-73. Konecnd zlucenina 1I-76 bola ziskana kyslou
deprotekciou THP-éterov pomocou kyseliny p-toluénsulféonovej (PTSA). Obdobna stratégia
bola pouzitd pre o-, m- a p-fluorované karboxylové kyseliny 11(77-79), kde prvy krok zahriial
redukciu karboxylovej kyseliny na alkoholy 11(80-82), oxidaciu na aldehydy 11(83-85)
areduktivnu aminaciu s acyklickymi a cyklickymi medziproduktmi sekundarnymi

benzylaminmi 11(41-43) za vzniku findlnych zlucenin 11(86-90) (Obr.16).
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11-86: o-F, R = propyl
11-87: o-F, R = cyclobutyl
11-88: o-F, R = cyclopentyl
11-89: m-F, R = propyl

11-90: p-F, R = propyl

Obr. 16. Syntetickd cesta vychddzajuca z karboxylovych kyselin obsahujucich p-fenolicku
hydroxylovu skupinu 1I-61 a atom fludru 1l(77-79) a ich premena na najucinnejsie inhibitory
hBChE 1I-76 a 11(86-90). Cinidld a podmienky: i) DHP, DCM, PPTS, RT, cez noc, 44%; ii) BHs-
THF, 0 °C - RT, 3 h, potom 0 °C, MeOH, 1 h, 95-98%; iii) DMP, DCM, 0 °C - RT, 3 h, 94-99%;
iv) medziprodukty 11(41-43), NaBH3CN, MeOH, AcOH kat., RT, cez noc, 69-95%, v) PTSA,
MeOH, RT, 3 h, 85%.

Podobne ako v predchadzajucej Studii, vsSetkych 57 novych zldcenin bolo
podrobenych skriningu inhibi¢nej Ucinnosti vo¢i hAChE/hBChE pri koncentracii 10 uM
s vyuzitim Ellmanovej metddy. Zluceniny, ktoré vykazali inhibi¢nd Gcinnost >50% vodi
jednej alebo obom ChE, boli selektované k stanoveniu hodnot ICsp (Tab. 4 a 5).
Vo vseobecnosti vsetky zliceniny vykazovali slabu azZ Ziadnu inhibi¢nu G¢innost voci hAChE
a boli vysoko selektivne voci hBChE v mikromoldarnom aZ jednocifernom nanomoldarnom

rozsahu.

Prvé optimalizacné pokusy II-1 (hBChE ICso = 0,20 £+ 0,03 uM) zahfiali skimanie
vplyvu substiticie na N/O pomocou allyl alebo propargyl skupin v zliéeninach 1I-5, 11-6
all(9-12). Inhibi¢na aktivitu si udrzala len zli¢enina 11-11, s dvoma propargylovymi
skupinami. Naproti tomu N-etylovy derivat lI-7 a bis-etylovany II-13 neukazali vyznamny
rozdiel oproti vychodiskovej II-1. O jeden rad vysSiu inhibiénd ucinnost preukazal
N-propylovy derivat 11-8 (hBChE ICso = 0,09 £ 0,01 uM), ¢o naznacuje, Ze monosubstitucia
na dusiku alkylovymi retazcami je efektivnejsia ne? éterifikacia hydroxylovej skupiny. Dalej

sme modifikovali fragment C absenciou fenolického hydroxylu 11-14, alebo jeho nahradou
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metoxy skupinou v réznych pozicidch na fenylovom kruhu 11(15-17). Para-metoxy zlucenina
11-17 bola najefektivnejSou zluceninou z tejto podskupiny (hBChE ICso = 0,40 = 0,01 uM),
avSak zaostdvala za referenc¢nou II-1. Na zaklade uUspechu monosubstitucie dusika,
kde zlu¢enina 11-8 ukazala najvyraznejSi narast inhibicie hBChE, sme modifikovali
sekunddrnu amino skupinu priddvanim kratkych az stredne dlhych substituentov roznej
povahy v kombinacii s fenylom bez substituentu alebo s 0-, m- a p-metoxy substittciou
11(18-35). V3etky tieto snahy v3ak viedli k zanedbatelnym zmenam v aktivite. Dalej sme
zamerali nasu pozornost na povahu retazca medzi aromatickymi kruhmi A a C, zohladriujuc
prediZenie a vetvenie. Dizka spojovacieho retazca mala vyznamny vplyv na inhibi¢nd
Gcinnost. Skratenie spojovacieho retazca na jeden metylén viedol k poklesu inhibicie
(11-36: hBChE ICso = 1,5 + 0,4 uM), zatial ¢o jeho prediZenie na tri metylény zlepsilo inhibi¢nu
aktivitu (I1-37: hBChE ICso = 0,090 + 0,009 uM). Predizenie na $tyri metylény malo
na inhibiciu opat negativny vplyv (11-38: hBChE 1Cso = 0,20 + 0,03 uM). Rozvetvenie retazca
si zachovalo aktivitu v submikromolarnej skdle (11-39: hBChE ICso = 0,160 + 0,006 uM
a 11-40: hBChE ICsp = 0,130 * 0,003 uM). Na zaklade ziskanych vysledkov sme pokracovali
Upravou 1I-37 s pevne fixovanym trojmetylénovym retazcom, pricom sme sa sustredili
preukdzali zlu¢eniny 11-45 a 1l-46 s propargylovou a metylovou substittciou. Slubnu aktivitu
vykazali molekuly 11-44, 11-48 a 11-50 s allyl, propyl a hexyl substiticiou, dosahujuce takmer
identickd inhibi¢nud ucéinnost hBChE (ICsp ~ 0,040 uM). Spojenie vsetkych prospesnych
Strukturdlnych poziadaviek do jednej molekuly, t. j. propylovy substituent na dusiku
a trojmetylénovy spojovaci retazec s dvojitou vazbou umoznil 1I-58 velmi zaujimavu
inhibiciu (hBChE ICsp = 0,04 £ 0,01 uM). Zluceniny 11(74-76) fixovali vSetky tieto Strukturdlne
atribdty, avsak s troj¢lennym nasytenym retazcom. Fenylova cast fragmentu C bola
doplnend fenolickym hydroxylom v roéznych polohach, vyzdvihujuc 1I-76 s najvyssou
aktivitou (hBChE ICsp = 0,07 + 0,01 uM). Vyrazné zvySenie aktivity bolo dosiahnuté
nahradou fenolického hydroxylu elektrén-akceptujucim fluérom, s aktivitou v poradi 11-90
> 11-89 > 1I-86 pre p-, m-, a o-fludr. Zlucenina 11-86 vykazala najvyznamnejsiu aktivitu (hBChE
ICso = 0,020 £+ 0,001 uM). Zaverecna optimalizacia bola venovana substitucii na dusiku,
kde bol N-propylovy retazec nahradeny objemnejsim cyklobutylom 11-87 a cyklopentylom
11-88, o vyustilo v najvyraznejsiu inhibiciu hBChE (11-87: 1Cso=3,8 £ 0,2 nM a 11-88: 1C50 = 5,7

+ 1,5 nM). Enzymova kinetickd analyza bola vykonana s cielom uréit mechanizmus
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interakcie 11-87 s enzymom. Statistickou analyzou bol identifikovany kompetitivny typ

inhibicie a reverzibilny spésob vazby do aktivneho miesta enzymu.

Tabulka 4. In vitro inhibicia hAChE/hBChE 1lI-1, 11(4-35) a ich predpokladana dostupnost
v CNS odhadnuta pomocou algoritmu BBB skére.

% 1Cso, %

Zldcenina R R Inhibicia hAChE Inhibicia 'c-”;'shEi;:hE BBB
hAChE +SEM hBChE b skorec
+ SEM? (uM)P + SEM? (uM)
R
|
\O/Q\/N ‘ \/RZ
o =

11-1 H 4-OH 23,0+2,7 >10 94,0+0,9 0,20+0,03 4,5
-4 ffv"‘ N 4-OH 6,6+0,5 >10 48,0+ 0,5 8,0+0,8 4,6
11-5 allyl 4-OH 1,6+1,0 >10 96,0+0,4 0,30+ 0,02 4,8
-6 propargyl 4-OH 18,0+2,5 >10 78,0+ 2,1 1,9+0,2 48
-7 etyl 4-OH 0 >10 94,0+0,5 0,30+0,02 4,8
11-8 propyl 4-OH 0 >10 95,0+0,4 0,09 +0,01 4,8
-9 allyl 4-allyloxy 27,0+3,7 >10 71,0+ 1,2 1,3+0,1 4,9
11-10 allyl 4-propargyloxy 24,0+2,5 >10 64,0+1,5 2,2+0,2 4,9
1-11 propargyl 4-propargyloxy 140+1,1 >10 72,0+0,5 0,2+0,1 4,8
11-12 propargyl 4-allyloxy 6,7+1,7 >10 42,0+0,9 >10 4,8
11-13 etyl 4-etoxy 0 >10 84,0+1,1 0,9+0,2 5,0
11-14 H H 30,0+1,4 >10 93,0+0,4 0,40 +0,01 5,2
11-15 H 2-OMe 16,0+ 1,9 >10 88,0+0,5 0,8+0,1 4,9
11-16 H 3-OMe 16,0+ 1,5 >10 77,0+1,4 2,5+0,1 4,9
11-17 H 4-OMe 19,0+£2,3 >10 94,0+0,6 0,40 +£0,01 4,9
1-18 allyl H 16,0+ 1,6 >10 830+1,4 0,40+0,01 5,1
11-19 propargyl H 25,0+2,4 >10 46,0+ 1,0 >10 5,0
11-20 allyl 2-OMe 27,0+2,2 >10 90,0+0,7 0,30+0,02 4,9
1-21 propargyl 2-OMe 25,0+3,5 >10 350+ 1,6 >10 4,9
11-22 allyl 3-OMe 0 >10 76,0+1,1 1,5+0,2 4,9
11-23 propargyl 3-OMe 0 >10 28,0+1,0 >10 49
11-24 allyl 4-OMe 56+1,0 >10 72,0+1,1 2,0+0,2 4,9
11-25 propargyl 4-OMe 11,0£3,0 >10 66,0+1,0 1,3+0,2 4,9
11-26 etyl H 0 >10 91,0+0,3 0,6+0,1 51
11-27 propyl H 0 >10 91,0+0,6 0,5+0,1 5,1
11-28 metyl 2-OMe 0 >10 85,0+1,4 0,8+0,1 5,0
11-29 etyl 2-OMe 0 >10 94,0+ 0,2 0,7+0,1 5,0
11-30 propyl 2-OMe 0 >10 92,0+0,7 0,7+0,1 5,0
11-31 etyl 3-OMe 0 >10 88,0+ 1.5 0,9+0,1 5,0
11-32 propyl 3-OMe 0 >10 89,0+1,3 0,9+0,1 5,0
11-33 metyl 4-OMe 0 >10 76,0+ 0,7 3,2+0,3 5,0
11-34 etyl 4-OMe 0 >10 77,0£1,5 2,5+0,2 5,0
11-35 propyl 4-OMe 0 >10 82,0+1,1 1,4+0,2 5,0
galantamind 80,0+x1,4 2,0+0,1 29,0+3,5 34,0+2,7 5,0
eserind 97,0+0,6 0,200+0,009 96,0+0,3 0,30+0,01 5,0

@ Testované pri koncentrdcii zlu¢eniny 10 uM; ® Koncentrdcia zltiéeniny potrebnd na zniZenie aktivity enzymu
o 50 %; hodnoty su priemer + SEM troch nezdvislych merani, kaZdé vykonané v troch opakovaniach;
° Vypoéitané hodnoty BBB skére; ¢ Referenénd zlucenina.
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Tabulka 5. /In vitro inhibicia hAChE/hBChE 11(36-40), 11(44-53), 11-58, 11(74-76), 11(86-90)
aich predpokladana dostupnost v CNS odhadnuta pomocou algoritmu BBB skoére.

% ICso, % 1Cso,
e . Inhibicia hAChE Inhibicia hBChE BBB
Zlucenina R! R2 ,
hAChE + SEM hBChE + SEM skorec
+ SEM? (uM)b + SEM? (nM)b
~ /@\/51 \/;R2
o n
(0]

11-36 H H 1 26,0+£0,7 >10 78,0+1,2 1,5+0,4 5,2
11-37 H H 3 20,0+ 2,0 >10 97,0£0,2 0,090 + 0,009 5,1
11-38 H H 4 21,0+0,3 >10 94,0+0,3 0,20+0,03 51

R
11-39 H H ”{N\/Kﬂ‘ 17,0+1,1 >10 96,0+0,4 0,160 + 0,006 51

R
11-40 H H i{'\HN‘% 0 >10 97,0+0,1 0,130 £ 0,003 51
11-44 allyl H 3 23,0+1,0 >10 98,0+0,2 0,040 £ 0,003 5,0
11-45 propargyl H 3 15,0+ 1,0 >10 76,0+ 3,4 0,23 +0,02 5,0
11-46 metyl H 3 9,0+0,5 >10 97,0+0,2 0,10+0,01 51
11-47 etyl H 3 0 >10 98,0+0,4 0,060 £ 0,004 51
11-48 propyl H 3 10,0+1,1 >10 98,0+0,2 0,040 + 0,002 5,0
11-49 but-3-en-1-yl H 3 81+1,3 >10 97,0+£0,4 0,070 + 0,002 5,0
11-50 hexyl H 3 11,0+1,7 >10 95,0+0,8 0,040 £ 0,003 4,9
I1-51 hexyl H 4 15,0+0,5 >10 78,0+ 1,1 0,70 + 0,02 4,3
11-52 tetradecyl H 4 19,0+0,2 >10 250+1,1 >10 4,4
11-53 4-metylpentyl H 4 0 >10 87,0+0,6 0,29 +£0,03 4,8
11-58 propyl H S 0 >10 97,0+0,4 0,04 + 0,01 5,0
I1-74 propyl 2-OH 3 0 >10 95,0+0,7  0.220 £ 0,005 4,8
11-75 propyl 3-OH 3 0 >10 96,0+ 0,8 0,16 £ 0,01 4,8
I1-76 propyl 4-OH 3 0 >10 98,0+0,3 0,07 + 0,01 4,8
11-86 propyl 2-F 3 1,2+1,3 >10 97,0+1,0 0,020+ 0,001 5,0
11-87 cyklobutyl 2-F 3 0 >10 99,0+0,8 0,0038 +0,0002 4,9
11-88 cyklopentyl 2-F 3 4,4+0,3 >10 99,0+1,1 0,0057+0,0015 4,9
11-89 propyl 3-F 3 4,7+0,9 >10 97,0+1,2 0,039 £ 0,001 5,0
11-90 propyl 4-F 3 1,2+1,3 >10 96,0+ 1,2 0,10+ 0,01 5,0
galantamind 80,0+1,4 2,0+0,1 29,0+£3,5 34,0+£2,7 5,0
eserind 97,0+ 0,6 0,200 £ 0,009 96,0+0,3 0,30+0,01 5,0

? Testované pri koncentrdcii zlieniny 10 uM; ® Koncentrdcia zlti¢eniny potrebnd na zniZenie aktivity enzymu
0 50 %; hodnoty su priemer + SEM troch nezdvislych merani, kaZdé vykonané v troch opakovaniach;
° Vypoditané hodnoty BBB skére; ¢ Referencénd zlucenina.

Za ucelom podrobnejsej charakterizacie vazby 11-87 v aktivnom mieste hBChE sme
realizovali krystalograficku Studiu. Kokrystalizaciou molekuly 11-87 s hBChE boli pripravené
krystaly, ktoré boli difraktované a ziskané Udaje boli spresnené na rozli$enie 2,65 A.

Zlucenina 1I-87 sa nachadza na vrchole aktivneho miesta, interaguje najméa v cholinovej

kapse (Trp82) a v mensej miere s acylovou kapsou (Trp231) (Obr. 17). Benzyloxy skupina
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sa orientuje smerom k Trp82 v tvare T m-m interakciou so vzdialenostou 4,7 A. Druhy
benzylovy kruh smeruje svojou metoxylovi skupinou k Trp231 (3,3 A). Atém kyslika metoxy
skupiny a v mensej miere aj atdm kyslika benzyloxy skupiny tvoria H-vazby s molekulou
vody (¢ervend gula; 3,1 a 4,0 A). Atém dusika nesuci cyklobutylovt skupinu sa spaja
H-vdzbou s atémom kyslika karbonylu Pro285 (3,5 A). Benzylovy kruh fragmentu C, ktory
nesie atém fludru, formuje m-1 interakciu (4,1 A) sbenzyloxy kruhom fragmentu A.
Na zaver, benzylovy kruh zapaja atdom fluéru s Tyr332, ktory tvori periférne miesto BChE,

so vzdialenostou kyslik-fluér 3,1 A.

Pro285

Trp231

Ala199

Obr. 17. Réntgenova Struktura I1-87 viazanej v hBChE (PDB 8CGO) zobrazuje 11-87 a kltucové
rezidud hBChE ako tycinky, s povrchom aktivneho miesta enzymu v polopriehladnej
svetlosedej farbe. Uhlikové atomy su pre hBChE vo svetloSedej a pre 11-87 v oranZovej, dusik
a kyslik v modrej a cervenej, fluér v bledomodrej. Vodikové viizby a interakcie kruh-kruh
s zndzornené Zltymi a zelenymi prerusovanymi ¢iarami. Prevzaté z ref. [166].

V tejto Studii bola aplikovana Sestrozmernd kvantitativna analyza vztahu medzi
Struktdrou a aktivitou (6D QSAR), kedZe biologicka aktivita zli¢enin zavisi na celkovej
interakcii roznych chiralnych konfiguracii, konformacnych stavov a protonacii ligandov
s biologickym cielom. V nasom vypoctovom dizajne sme pouZili rontgenovy model hBChE
na dokovanie vietkych novo pripravenych zluéenin 11(1-90) s vyuZitim softvérov AutoDock
a Schrodinger. Na zdklade Statistickej analyzy Styroch 6D QSAR modelov, vytvorenych
na zaklade piatich najlepsich pozicii ligandov v hBChE, bola vybrana sada 11-87-X, ziskana

rontgenovou analyzou zluceniny 1I-87 v hBChE. Vysledky QSAR analyzy naznacuju,
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Ze najlepsi inhibi¢ny ucinok pravdepodobne spociva v hydrofébnych interakcidch medzi
ligandom a enzymom, vratane m-mt a katién/anién-m interakcii, a nie napriklad v solnych
mostikoch. Zaroven donory H-vazieb v molekuldch ligandov mo6zu zvysit inhibiénud Géinnost
prostrednictvom interakcii s akceptormi H-vazieb enzymu. Suhrnne mozno konstatovat,
Ze akakolvek bezproblémova interpretacia 6D modelov QSAR je vSak ohrozena ich vysokou
matematickou zloZitostou. Preto by najlepSou nereduktivnou aplikdciou 6D QSAR mohlo
byt softvérové spojenie s generatorom ligandov in silico, ktory by na zaklade modelu QSAR
predlozZil nové Struktiry zaloZzené na core-hoppingu alebo bioizosterickych nahradach.
Napriklad rozhodnutie, ¢i by nova zlu¢enina odvodena bioizosterickou zamenou 2-F s 2-Cl
v 11-87 viedla podla modelu 6D QSAR k nizsej alebo vyssej ICso, sa neda urobit intuitivne,
ale musi sa vyhodnotit vypoctom. V tomto pripade model 6D QSAR skutocne predpoveda,

ze vymena F-Cl by viedla k znizZeniu ICso vzhladom na aktivitu 11-87.

Pri overeni schopnosti zli¢enin dosahovat CNS sme vyuzili BBB skdre algoritmus.
V rdmci tejto studie vietkych 57 findlnych zluc¢enin vykazuje hodnoty BBB skére v rozmedzi
4,4 az 5,2 (Tab. 1 a 2), ¢o naznacuje ich schopnost prenikat cez BBB. V ramci Studie sme
experimentalne stanovili schopnost prestupu cez BBB u 15 najaktivnejSich inhibitorov
hBChE s hodnotou ICsp nizSou ako 100 nM (Tab. 4 a 5). Na tento ucel sme vyuzili metédu
PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Testovanie odhadilo (Tab. 6),
Ze takmer vSetky skiumané zluceniny, s vynimkou 1l1-47, prechadzaju cez BBB pasivnou
difaziou, ako naznacuju vysoké hodnoty Pe a v porovnani s lieCivami so zndmym CNS

profilom.

Skimanie vybranych inhibitorov ukazalo minimalny rozdiel v cytotoxicite voci
bunkovym linidm ludského neuroblastému (SH-SY5Y) a hepatoceluldrneho karcindmu
(HepG2), s vynimkou zlucéenin 11-58 a 11-90, ktoré preukazali zvySenu cytotoxicitu voci HepG2
(Tab. 6). Najaktivnejsie derivaty 11-87 a 11-88 vykazovali miernu cytotoxicitu s hodnotami
ICs50 87,0 uM a 55,0 uM voci SH-SY5Y a 76,0 uM a 28,0 uM voci HepG2. Na zaklade ziskanych
Gdajov mozno konstatovat, Ze novo vyvinuté zli¢eniny mozno povazovat za bezpecné

s ohladom na ich mnohondsobne vyssiu inhibi¢nd uc¢innost voci hBChE.
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Tabulka 6. Predikcia BBB penetracie a Udaje o cytotoxicite vybranych zlucenin.

Zlatenina Odhad penetracie BBB Cytotoxicita
Pe + SEM? (x 106 cm s1) CNS(+/-)°  SH-SY5Y ICso # SEM (uM)®  HepG2 ICso + SEM (uM)?

11-1 19,0+1,9 CNS + n.t.c n.t.

11-8 14,0+ 0,8 CNS + 44,0+5,4 43,0+9,8
11-37 21,0+3,1 CNS + 8,9+0,6 n.t.
11-44 28,0+1,9 CNS + > 200 > 200
11-47 0 CNS - 34,0+4,0 23,0+4,6
11-48 32,0+35 CNS + >63 48,0+6,2
11-49 33+14 CNS + 131,0+6,5 92,0+6,9
11-50 9,0+3,2 CNS + 110+ 13 106,0+1,6
11-58 41 +22 CNS + 174,0+5,2 36,0+1,6
11-76 16,0+ 1,5 CNS + 44,0+6,8 31,0+0,3
11-86 85+28 CNS + 49,0+3,4 33,0£5,7
11-87 60 + 16 CNS + 87,0+9,0 76,0 £8,9
11-88 61,0+4,3 CNS + 55,0+0,1 28,0+0,8
11-89 27,0+0,8 CNS + 123,0+0,9 41,0+3,6
11-90 61,0+5,7 CNS + 170+ 14 32,0+6,3

furosemid 0,20 £ 0,07 CNS - n.t. n.t.
chlorotiazid 1,1+0,5 CNS - n.t. n.t.
donepezil 22,0+2,1 CNS + n.t. n.t.
rivastigmin 20,0+2,1 CNS + n.t. n.t.
galantamin 6,7+0,7 CNS + 4700 + 210 4200 + 200

? Viysledky su vyjadrené ako priemer minimdlne troch experimentov. ® CNS + (predpokladand vysokd permedcia
BBB): Pe (x 10° cm s) > 4,0; CNS - (predpokladand nizka permedcia BBB): Pe (x 10° cm s) < 2,0; CNS +/-
(BBB permedcia neistd): Pe (x 10° cm s) od 4,0 do 2,0. € n.t. netestované.

4.3 Carltonine-derived compounds for targeted
butyrylcholinesterase inhibition

Tato Studia vznikla v priamej nadvaznosti na prvu sériu karltoninovych derivatov.
Zakladnou odlisnostou novovzniknutych zlGéenin oproti predtym popisovanym Struktiram
je absencia metoxy skupiny v m- alebo p-pozicii na fragmente A. Z chemického hladiska
sme sa riadili zakladnymi principmi SAR zameranymi na Strukturalne modifikacie v Styroch
oblastiach: i) polohova izoméria benzyloxy skupiny tykajuca sa prvej série do pol6h
m- a p- (Obr. 18 , fragment A), ii) rozSirenie chemického priestoru medzi aromatickymi
kruhmi A a C pomocou metylénovych linkerov roznej dizky (v rozsahu 0 az 4), iii) skimanie
ulohy bazického centra molekuly (sekundarny/terciarny amin), v pripade tercidrnych

aminov substittcia kratkymi alkylovymi retazcami (Obr. 18, fragment B) a iv) substitlcia
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skupinami s elektrén-donorovymi

na aromatickej casti (Obr. 18,

fragment C).

alebo elektron-akceptorovymi  vlastnostami

V tejto snahe bolo navrhnutych

a syntetizovanych celkovo 41 novych potencidlnych inhibitorov hBChE.

0
%
0~

veduci kandidat
1-6
hBChE ICgq = 0,07 £ 0,01 pM

izolacia
karltonin B
hAChE ICgq=> 100 pM
hBChE IC5y = 0,031 £ 0,001 uM Mamun et al.
O O
/B\/@/ N 1. séria /B\/@/ N
() ! ()
O _0O

I-5
hBChE ICs0 = >10 uM

optimalizacia kandidata

o] fragmentA . O fragmentB ________ do ] fragmentC_______. !
R4
R! ! 5
@Af . "
N
R? Azez/ \é%/:& = R6
R% RS R®=H, OH, CI,
R', R% = H alebo benzyloxy n=0-4 O-alky! alebo allyl
R® = H, alkyl alebo allyl X = C alebo N

Obr. 18. Chemické Struktury predlohovych struktur, konkrétne alkaloidu karltoninu B,
vzorovych zlucenin I-5 a I-6, a ndvrh novych inhibitorov hBChE relevantnych pre tuto studiu.

Synteticka cesta zacala komeréne dostupnym 3-benzyloxybenzaldehydom (llI-3),

ktory bol spolu s tyraminom reduktivnou amindciou prevedeny na veducu zluc¢eninu lll-4

(Obr. 19). T4 bola dalej modifikovana allylovou substiticiou prednostne na nukleofilnejSom

dusiku a naslednou éterifikaciou fenolu za vzniku 111-8 a 111-9. Nasledne sme skumali vplyv

retazca zhladiska jeho dizky 111(13-26) a rozvetvenia IlI-18, vratane substiticie
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na fragmente C (Obr. 19). Pridanim allylovych, etylovych alebo propylovych substituentov,

bola sekundarna aminoskupina konvertovana na terciarnu 111(19-26) (Obr. 19).

R1
2
Sh SaLsY SRUe
. H L R 2
i) R3 ii) or iii) R

-3 M-4:R"=H,R2=H,R®=0H,n=2 I-8: R' = allyl, R = OH, n = 2
I-5:R"= OCH;, R?=H,R®=H,n=2 -9: R = allyl, R? = allyloxy, n = 2
-6:R'"=H, R2=0CH;, R®=H,n=2 NI-19: R' = ethyl, RZ=H,n=1
-7:R'"=H,R?=H,R®*= OCH3,n=2 -20: R' = allyl, RZ=H, n = 1
-13:R"=H,R?=CI,R®=H,n=0 I-21: R" = ethyl, RZ=H, n = 2
M-14:R'=H,R?=H,R®=H,n=1 lI-22: R = propyl, R =H,n=2
1-15: R' = H, R = OCH3, R® = OCH3, n = 1 N-23: R' = allyl, RZ=H,n =2
-16:R"=H,R?=H,R®=H,n=2 ll-24: R' = ethyl, R?=H,n =3
M-17:R'=H,R2=H,R%=H,n=3 lI-25: R = propyl, R =H,n =3
I-18: R' = H, RZ=H, R3 = H, n = "~ li-26: R' = allyl, R?>=H,n=3

Obr. 19. Syntéza  findinych  zlucenin  1I(4-9) alll(13-26) vychddzajuca
z 3-benzyloxybenzaldehydu. Cinidld a podmienky: i) vybrany primdrny amin, MeOH, RT,
24 h, nasledne NaBHa4, 0 °C = RT, 3 h, 79-100%; ii) pre IlI-8, 1lI-9, 11I-20, 11I-23 a IlI-26:
allylbromid, THF, NaH, 0 °C, 30 min - RT, 24 h, 45-69%; iii) pre Ill-19, 1ll-21, 1lI-22, 1lI-24 a
llI-25: vybrany halogenalkdn, CH3CN, K2COs, Kl kat., reflux, 24 h, 25-95%.

V snahe zlepsit poZadovanu aktivitu, po neuspechoch s m-substituovanymi
zlu€eninami, sme sa zamerali na p-polohové izoméry s benzyloxy skupinou. Synteticky
postup zahfnal reduktivnu amindciu aldehydu IlI-27 srézne substituovanymi aminmi
za vzniku 111(28-32) (Obr. 20). Najprv sme N/O alkylovali 111-28 za vzniku 111-33 a 111-34.
Reduktivna amindcia bola pouzitd pri syntéze zlucenin 111(35-42), pricom sme skumali vplyv
roznych linkerov (prediZenie a rozvetvenie) spajajlcich bazické centrum s fragmentom C
v podobe fenylu alebo pyridin-2-ylu. V pripade IlI-35, 111-39 a lll-42 sme dalej alkylovali dusik

etyl alebo propyl substittciou za vzniku 111(43-47).
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R']
AN y 2
/@/\o NEh X R Q/\Nm
©/\O 2. [D/\O/Q/\H P RS L o R’ R2

n-27 M-28:R'=H R2=H R3=OH,X=C,n=2 -33: R" = propyl, R = OH, n=2
I1-29: R'= OCH3, R2=H,R3=H,X=C,n=2| [(I-34:R" = propyl, R? = propyloxy, n = 2
MI-30: R' =H, R?=0OCH3, R®=H,X=C,n=2 I-43: R" = etyl, R =H, n =1
-31: R'=H,R2=H,R®= OCHs, X=C,n=2| [I-44:R" = propyl, R =H, n = 1
M-32:R'=H,R2=H,R3=Cl,X=C,n=2 -45:R" = propyl, R”?=H,n=3
M-35:R'"=H,R2=H,R3=H,X=C,n =1 N-46:R" =etyl, R?=H,n =
M-36:R'"=@, R2=H,R3=H,X=N,n=1 I1-47: R" = propyl, R2 = H, n = “y™*
M-37:R'=H,R2=H,R®=H,X=C,n=2
M-38:R'=g,R2=H,R®=H,X=N,n=2
-39:R"=H,R?=H,R®=H,X=C,n=3
-40:R"=H,R?2=H,R®=H,X=C,n=4
M-41:R'=H RZ=H. R3=H, X =G, n="hs
M-42:R'"=H,R2=H,R3=H,X=C,n= '

Obr. 20. Syntéza findlnych zlucenin 111(28-47) vychddzajuca z 4-benzyloxybenzaldehydu.
Cinidld a podmienky: i) vybrany primdrny amin, MeOH, RT, 24 h, ndsledne NaBHa, 0 °C -
RT, 3 h, 34-100%; ii) vybrany halogenalkdn, CH3CN, K>COs, Kl kat., reflux, 24 h, 47-96%.

Obdobne ako v predchadzajucich studiach boli vietky finalne zlu¢eniny podrobené
skriningu pri 10 uM, ¢o nam umoznilo identifikovat kandidatov, ktori vykazuju inhibi¢nu
ucinnost >50% voci aspon jednej ChE. Na zéklade nasich predpokladov doloZenych in vitro
testovanim nevykazovali vSetky zIUéeniny Ziadnu inhibi¢nd Gcéinnost pre hAChE a boli

selektivne pre hBChE (Tab. 7 a 8).

Dva pilotné derivaty prvej série preukazali rozdielne vzory inhibicie. Derivat I-6
(hBChE ICsp = 72 + 5 nM) sa ukazal ako potentny inhibitor, naopak jeho polohovy izomér
I-5 nevykazoval Ziadnu aktivitu. Daldie $tudium SAR pokradujlcej série bolo zamerané
na zjednodusenie Struktury absenciou metoxy skupiny na fragmente A. Tieto prvotné snahy
generovali hydroxy substituované polohové izoméry IlI-4 a 11l-28, so zlepSenym inhibiénym
profilom (l11-4: hBChE 1Cso = 0,193 + 0,055 pM; 111-28: hBChE 1Cso = 0,171 + 0,063 puM)
v porovnani s 3 a4-metoxy derivatmi prvej série (I-1: hBChE ICso = 0,36 + 0,03 uM;
I-2: hBChE ICsp = 0,29 + 0,02 uM). Nasledne sme sa u tychto zluc¢enin zamerali na N/O
substituciu allylom a propylom. Monosubstitucia allylom v pripade IlI-8 viedla k miernemu
zhorseniu aktivity, zatial ¢o monosubstiticia propylom v pripade llI-33 nevykazovala
takmer Ziadny posun v aktivite. Disubstitlicia v pripade zlGc¢enin 1I-9 a 11I-34 vsak viedla
k Uplnej strate inhibi¢nej aktivity. Eterifikacia fenolu allylovou skupinou v IlI-12 viedla

k poklesu inhibi¢nej aktivity, ¢o poukdzalo, Ze v pripade monosubstitlcie je preferované
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formovanie terciarneho aminu. Na zdklade tychto zisteni sme pozornost presmerovali
na fragment C, kde sme skimali ndhradu hydroxylovej skupiny metoxy skupinou v réznych
poziciach II(5-7) a 111(29-31), alebo atémom chldru 111-32, pricom aktivita klesala v poradi
p- > m-> o0-pozicie metoxy skupiny, avsak celkovo neviedli k zdsadnému zlepSeniu inhibi¢nej
aktivity. Dalsie Usilie bolo zamerané na vplyv dizky spojovacieho linkeru medzi dvoma
aromatickymi kruhmi fragmentu B. Z rady zlucenin odvodenych
od 3-benzyloxybenzaldehydu, boli pripravené zlic¢eniny s linkerom od 0 do 4 metylénovych
jednotiek. Konkrétne Ill-13, odvodend z 3-chloroanilinu a Ill-15 s 3,4-dimetoxy substitlciou
sa ukazali byt Uplne neaktivne. Naopak, 1lI-14, 11I-16 a IlI-17 s1 aZ 3 metylénovymi
jednotkami vykazovali takmer identické aktivity (I1l-14, 111-17: hBChE ICso = 0,5 £ 0,1 uM;
lll-16: hBChE ICso = 0,6 + 0,1 uM). Naopak, u zlucenin 11(35-40), odvodenych
od 4-benzyloxybenzaldehydu, bolo pozorované zlepsSenie inhibi¢nej aktivity s rastidcou
dizkou linkera, aviak vo vysledku boli menej aktivne ako zlG¢eniny predchadzajticej skupiny.
Zavedenie pyridinového heterocyklu do fragmentu C u lll-36 a Ill-38 malo negativny dopad
na aktivitu. Rozvetvenie spojovacieho linkeru v prvej skupine viedlo k zlepSeniu aktivity
(111-18: hBChE 1C50 = 0,188 + 0,023 uM. Pre druhu skupinu odvodenu od 1lI-27 bol pri pouziti
rovnakého linkeru zaznamenany pokles aktivity, ako ukazuje 111-41 (hBChE ICso = 1,6 £ 0,1
UM). S daldim prediZzenim a rozvetvenim v pripade 11-42 doslo k miernemu zlep3eniu
(hBChE ICso = 0,5 + 0,1 uM). Po miernom Uspechu alkylacie dusika v pripade I11I-33,
nasledovali pokusy o formovanie terciarneho aminu zavedenim kratkych substituentov
(N-allyl, N-etyl, N-propyl) za vzniku 11(19-26) a llI(43-47). Tieto Upravy vSak priniesli

len zanedbatelné zmeny v poZzadovanom efekte.

Na odhad spoésobu interakcie najaktivnejSieho derivatu 1lI-33 s hBChE bola
realizovana kinetickd 3$tudia. Statistickd analyza ukdzala zmie$any typ inhibicie

a reverzibilny typ vazby na enzym.
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Tabulka 7. In vitro inhibicia hBChE 111(4-9), 111(12-26) a ich predpokladana dostupnost v CNS.

ICso, hBChE BBB

Zlucenina R! R2 n % Inhibicia of hBChE + SEM? + SEM (uM)b skorec
oG
R! =
(0]

-4 H 4-OH 2 96,0 +£0,8 0,193 £ 0,055 4,9
-5 H 2-OMe 2 94,0+£0,4 04+0,1 5,2
11-6 H 3-OMe 2 78,0+£0,4 2,7%0,2 5,2
-7 H 4-OMe 2 73,0+£0,6 4,8+0,2 51
111-8 allyl 4-OH 2 92,0+0,5 0,6+0,1 5,1
-9 allyl 4-allyloxy 2 46,0+1,7 >10 5,0
11-12 H 4-allyloxy 2 76,0+£0,5 40+1,0 51
1-13 H 3-Cl 0 75+0,4 >10 4,8
li-14 H H 1 92,0+0,3 0,5+0,1 53
111-15 H 3,4-diOMe 1 490+1,4 >10 4,9
111-16 H H 2 91,0+0,9 0,6+0,1 5,3
1-17 H H 3 89,0+1,8 0,6+0,1 5,3
111-18 H H r""\/kgﬂ 96,0+0,3 0,188 + 0,023 5,3
111-19 etyl H 1 88,0+1,1 0,5+0,1 51
11-20 allyl H 1 36,0£0,8 >10 5,1
1-21 etyl H 2 91,0+0,4 04+0,1 51
1-22 propyl H 2 81,0+0,8 0,7+0,1 5,0
1-23 allyl H 2 60,0 £0,4 7,7+1,7 5,0
111-24 etyl H 3 94,0+0,6 0,6+0,1 5,0
-25 propyl H 3 89,0+0,8 0,54 + 0,03 4,9
111-26 allyl H 3 76,0+1,7 1,2+0,3 5,0
galantamind 29,0+3,5 34,0+2,7 5,0
eserind 96,0+ 0,3 0,30 +0,01 5,0

@ Testované pri koncentrdcii zlu¢eniny 10 uM; ® Koncentrdcia zlticeniny potrebnd na zniZenie aktivity enzymu
o 50 %; hodnoty su priemer + SEM troch nezdvislych merani, kazdé vykonané v troch opakovaniach;
¢ Vypocitané hodnoty BBB skére; 9 Referenénd zlucenina.
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Tabulka 8. In vitro inhibicia hBChE 111(28-47) a ich predpokladana dostupnost v CNS.

ICso, hBChE BBB

B 1 ) o o + a
Zlicenina R R n X % Inhibicia of hBChE + SEM £ SEM (uM)P skore
X
Q”N“n\(j/w
1
©/\O R Pz

111-28 H 4-OH 2 CH 97,0£0,3 0,171 + 0,063 4,9
111-29 H 2-OMe 2 CH 89,0+£0,9 0,8+0,2 5,2
111-30 H 3-OMe 2 CH 66,0£0,1 49+1,0 51
111-31 H 4-OMe 2 CH 93,0£0,2 3,0£0,6 51
111-32 H 4-Cl 2 CH 85,0+1,0 0,7+0,2 5,2
n-33 propy! 4-OH 2 CH 95,0+ 1,1 0,167 + 0,018 51
111-34 propyl  4-propyloxy 2 CH 30,0+0,9 >10 5,0
111-35 H H 1 CH 60,0+£0,1 2,8+0,6 5,3
111-36 H H 1 N 18,0+£0,5 >10 51
11-37 H H 2 CH 81,0+ 1,4 2,0£0,3 53
11-38 H H 2 N 23,0£1,0 >10 5,2
111-39 H H 3 CH 90,0+0,3 0,7+0,1 5,3
111-40 H H 4 CH 85,0+0,6 0,8+0,1 5,2
1-41 H H f\)\ﬂﬁ CH 88,0+ 1,0 1,6+0,1 5,2
111-42 H H ;HYVE CH 92,0+£0,5 0,5%0,1 5,2
111-43 etyl H 1 CH 50,0+£1,1 >10 51
111-44 propyl H 1 CH 18,0+ 0,3 >10 5,1
111-45 propyl H 3 CH 93,0+0,8 0,29 £ 0,04 4,9
I11-46 etyl H ~ St cH 87,0+1,5 0,5+0,3 4,9
-47 propyl H St cH 93,0£0,2 10403 4,9
galantamind 29,0+3,5 34,0+2,7 5,0
eserind 96,0+ 0,3 0,30 +0,01 5,0

? Testované pri koncentrdcii zlieniny 10 uM; ® Koncentrdcia zlti¢eniny potrebnd na zniZenie aktivity enzymu
o 50 %; hodnoty su priemer + SEM troch nezdvislych merani, kaZdé vykonané v troch opakovaniach;
¢ Vypocitané hodnoty BBB skére; 9 Referenénd zlucenina.

Za Gcelom rozlisit hlavné determinanty zodpovedné za vysokd inhibiénu aktivitu
zlu€eniny 111-33 a hBChE-neaktivnou IlI-9 sme vykonali molekulové modelovanie v tandeme
so simulaciou molekulovej dynamiky. NajlepSie hodnotenda dokovacia pozicia
II-9 ukazuje U-tvarovany ligand deformovany v aktivnom mieste hBChE. Poskytuje hlavne
hydrofébne interakcie s aromatickymi zvyskami AMK a pravdepodobny kontakt
protonizovanej amaéniovej Castis prolinom (P285). Deformaciu zluceniny hlavne ovplyvnuje
fenylalanin (F329), pricom geometria molekuly s 3-benzyloxy substiticiou naznacuje
nevhodné zapadnutie do enzymovej uziny. Aktivny hBChE ligand 111-33, sa viaze v odlisnej
pozicii aktivneho miesta v predizenej konformacii. Molekula interaguje s dvoma
tryptofanovymi zvySkami (W82, W231) cez mn-m interakciu. Ligand je ukotveny

prostrednictvom amodniovej Casti katidon-m interakciou k tyrozinu (Y332). Volna fenolicka
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hydroxylova skupina je kfucova pre vysoku afinitu, kedze vytvara viaceré vodikové vazby

a prispieva k optimalnej orientdcii v aktivnom mieste hBChE.

Algoritmus na vypocet BBB skére sme opat pouZili na predikciu prestupu do CNS.
V tejto Studii vSetkych 41 findlnych zlucenin preukazalo hodnoty skoére v rozsahu 4,8 az 5,3
(Tab. 7 a 8), ¢o indikuje ich potencial efektivne prechadzat hematoencefalickou bariérou.
Okrem toho sme experimentalne urcili schopnost 12 najaktivnejsich inhibitorov hBChE
prechadzat cez BBB pomocou PAMPA testu. Z merani (Tab. 9) vyplyva, Ze vSetky vybrané
zlu¢eniny by mali prechadzat cez BBB pasivnou difiziou. Metodika bola validovana

na subore zlucenin, ktoré su zname svojou aktivitou v CNS.

Vzhladom na to, Ze CNS je navrhovanym cielovym miestom skimanych zlicenin,
neurotoxicita najsilnejsSich inhibitorov hBChE (lll-4, I1lI-5, 111-18, 11I-28 a 11I-33) bola
hodnotena voci SH-SY5Y bunecnej linii. Zarovent s ohladom na chronicky charakter AD,
vyzadujuci dlhodobé uzZivanie lieCiv, bola hodnotend hepatotoxicita na HepG2 linii.
Vseobecne bola pozorovana zvysena citlivost SH-SY5Y linie vocéi skimanym derivatom,
najma v pripade 111-28 a IlI-5, ktoré vykazali najvyznamnejSiu cytotoxicitu (ICsp = 13 uM
a 16 uM). Galantamin a veduca zluéenina I-1 z prvej série boli pouZité ako referencné
zlt€eniny. Udaje naznacili, Zze napriek ich zvy$enej neurotoxicite mozno novo syntetizované
zlu¢eniny povaZzovat za bezpecné (podla predpovede hodndt indexu bezpecnosti SI, Tab. 9)

vdaka ich vyrazne vyssej inhibi¢nej u¢innosti voci hBChE.

Najlepsie hodnotena zluéenina lll-33 bola dalej skimana z hladiska , drug-likeness”,
priCom sa testovala jej rozpustnost vo vode, kde dosiahla koncentraciu 267 uM. Zaroven
bola studovand stabilita v [udskych peceriovych mikrozémoch (HLM) av plazmatickych
podmienkach. Ako referencie bol pouzity diazepam a verapamil s nizkym, resp. vysokym
metabolickym obratom. Verapamil vykazoval pri hodnoteni HLM stability vysoky vnutorny
klirens (CLint = 90,1 pl mint mg?) s kratkym poléasom (T% = 15,40 min), zatial ¢o diazepam
vykazoval nizky metabolicky klirens (CLint = 4,6 ul mint mg?) a predizeny poléas
(T% =301,30 min). V porovnani s referen¢nymi zlu¢eninami vykazovala 111-33 kratsi polcas
(T% = 8,62 min) podobne ako v pripade verapamilu. ZIG¢enina llI-33 vSak vykazovala mierne
zvy$eny vnutorny klirens (CLint = 161,0 pl mint mg?) v porovnani s verapamilom,

¢o znamena vyssiu rychlost metabolického obratu. Po inkubacii 111-33 s fudskou plazmou
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zostalo po 120 minutach 94,5 % zlu¢eniny nezmenenych, ¢o naznacuje stabilny plazmaticky

profil.

Tabulka 9. Predikcia BBB penetrdcie a Udaje o cytotoxicite vybranych zlGcenin.

Odhad penetracie BBB Cytotoxicita
Zlcenina Pe £ SEM? (x 10€cm s1) CNS(+/-)b  SH-SY5Y ICso  SEM (uM)? HepGT':ﬁ;at SEM St
-4 140+0,4 CNS + 21,0+2,4 60,0+4,0 310
111-5 6,2+0,7 CNS + 16,0+ 2,8 52+10 130
11-14 9,829 CNS + n.t. n.t. -
111-18 8,1+0,6 CNS + 36,0+1,4 55,0+6,9 290
111-19 36+14 CNS + n.t. n.t. -
111-21 21,0+0,6 CNS + n.t. n.t. -
11-25 33,0£6,8 CNS + n.t. n.t. -
11-28 10,0£0,5 CNS + 13,0+1,2 85+12 500
11-33 11,0+2,2 CNS + 38,0+3,5 93+11 560
111-42 22,0+4,2 CNS + n.t. n.t. -
111-45 25,0+29 CNS + n.t. n.t. -
1l-46 36,0 £2,0 CNS + n.t. n.t. -
-1 n.t.c - >125 n.t. -
furosemid 0,20 £ 0,07 CNS - n.t. n.t. -
chlorotiazid 1,1+0,5 CNS - n.t. n.t. -
donepezil 22,0+2,1 CNS + n.t. n.t. -
rivastigmin 20,021 CNS + n.t. n.t. -
galantamin 6,7+0,7 CNS + 4700 + 210 4200 + 200 120

@ \iysledky su vyjadrené ako priemer minimdine troch experimentov. ® CNS + (predpokladand vysokd permedcia
BBB): Pe (x 10°° cm s1) > 4,0; CNS - (predpokladand nizka permedcia BBB): Pe (x 10° cm s?) < 2,0; CNS +/-
(BBB permedcia neistd): Pe (x 10° cm s2) od 4,0 do 2,0. € n.t. netestované. Index bezpecnosti je pocitany ako
HepG2 ICso/hBChE ICso.

4.4 Recent progress on biological activity of Amaryllidaceae and
further isoquinoline alkaloids in connection with Alzheimer’s disease

V tomto prehladovom ¢lanku systematicky mapujeme dostupné farmakologické
ciele v liecbe komplexného neurodegenerativneho ochorenia AD. Zvlastnu pozornost sme
venovali nedavno izolovanym alebo novo skimanym |As v obdobi rokov 2010 az 2021,
ktoré vykazali potencial v boji proti AD. V ¢lanku podrobne popisujeme niekolko kltic¢ovych
enzymov a receptorovych cielov, ktoré su potencialne vyuzitelné vo vyvoiji liekov proti AD,
vratane AChE a BChE, zohravajucich zasadnu ulohu v reguldcii ACh, ako aj NMDAR, GSK-38,

CDK5, POP a monoaminooxidaza (MAO). Je délezité zdoraznit, Ze vyber zdroja enzymov
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pre in vitro hodnotenie inhibicie ChE moézZe kriticky ovplyvnit vysledné hodnoty ICso.
Napriklad, odlisné vysledky ICso pre jednu zlGéeninu mézu byt ziskané pri pouZiti enzymov
z r6znych zdrojov, ako su AChE z elektrického Uhora (EeAChE), AChE z mySieho mozgu, BChE
z konského séra (EqBChE), alebo ludské ChE. Na to je mozné poukazat u acetylkaraninu,
ktory dosiahol zaujimavu aktivitu proti EeAChE (ICso = 11,7 £ 0,7 uM), ale jeho inhibi¢na
ucinnost bola slaba pri testovani s hAChE (ICso = 443,7 + 62,4). Podobne, 1-O-acetyllykorin
bol ucinny proti EeAChE (ICso = 0,96 + 0,04 uM), ale neaktivny voci hAChE (ICso > 1000 uM).

V poslednych rokoch boli na naSom pracovisku z rastlin ¢efade Amaryllidaceae
izolované dva nové strukturne typy AAs, pomenované narcikachninovy a karltoninovy typ.
Ako uZ bolo podrobne popisané v predchadzajucich castiach tejto prace, oba typy
alkaloidov preukdzali sfubnu biologicki aktivitu v kontexte AD, preto sa ich detailny
komentar v tomto odseku pre prehladnost opakovat nebude. Okrem toho boli izolované
dalsie alkaloidy patriace do zndmych strukturnych typov, ako su alkaloidy galantaminového
a narciklasinového typu, ktoré boli hodnotené z hladiska ich ChE ucinnosti (Obr. 21).
Spomedzi nich najlepsiu inhibi¢nu aktivitu voci AChE preukazal N-norgalantamin (EeAChE
ICso =2,76 £ 0,65 uM) a 11B-hydroxygalantamin (EeAChE I1Cso = 3,04 £ 0,61 uM), ktoré boli
izolované z Pancratium maritimum a Lycoris longituba. N-metylkrinasiadin, patriaci do
narciklasinového typu a izolovany z L. longituba, vykazoval taktiez zaujimavu inhibiénu

aktivitu (EeAChE 1Cso = 4,23 + 1,13 uM).

galantaminovy typ narciklasinovy typ

N-norgalantamin

benzofenantridinovy typ

avicin nitidin chelerytrin

Obr. 21. Viybrané priklady AAs a IAs so zaujimavou biologickou aktivitou v suvislosti AD.
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V priebehu poslednej dekady boli z rastlin mimo celad” Amaryllidaceae izolované
dalSie IAs, ktoré boli predmetom S$tudii zameranych na ich biologicku aktivitu suvisiacu
s AD. Najucinnejsie priklady tychto alkaloidov, patria prevazne do benzofenantridinového
typu (Obr. 21). Avicin a nitidin, oba izolované zo Zanthoxylum rigidum (Rutaceae),
a chelerytrin izolovany z Chelidonium majus (Papaveraceae) su charakterizované ako
multitargetné ligandy so slubnou aktivitou voci ChE, MAO-A a antiagregacnou AP aktivitou
(avicin: hAChE ICso = 0,52 + 0,05 puM; EBChE ICso = 0,88 + 0,08 uM; MAO-A ICso = 0,41 +
0,02 uM; AB ICso = 5,56 + 0,94 uM), (nitidin: hAChE 1Cso = 1,25 + 0,09 uM; EqBChE ICso =
5,73 = 0,60 uM; MAO-A 1Cso = 1,89 + 0,17 uM; AB ICso = 1,89 * 0,40 uM) a (chelerytrin:
hAChE ICso = 3,78 £ 0,15 pM; EqBChE ICso = 6,33 + 0,93 uM; MAO-A 1C50 = 0,55 + 0,04 pMV;
AB ICso = 4,20 + 0,43 pM) (Obr. 21).

InSpiracia vyznamnou biologickou aktivitou AAs a |As, sa stala podnetom k syntéze
semisyntetickych zlUéenin. Priklady esterovych a éterovych derivatov odvodenych od AAs
a- a B-krinanového typu vyuzivajuce haemantamin (IV-6) a ambellin (IV-9) boli doplnené
o |A berberin (IV-12) (Obr. 22). Tieto derivaty prispeli k vyvoju novych derivatov s vysSou
ChE aktivitou v porovnani s vychodiskovymi alkaloidmi. Uvedeny prehladovy c¢lanok
poukazal na to, Ze alkaloidy AAs a IAs predstavuju bohaty zdroj chemickych Struktur
s nadejnymi neurofarmakologickymi vlastnostami. Tie su klucové pre dalSie skimanie
a optimalizaciu chemického zakladu, ¢o méze viest k vzniku potencidlnych kandidatov, ktori

sa mozu uplatnit vo vyskume a jedného dna pripadnej terapii AD.

IV-6 IV-9 IV-12
hAChE ICs0 = 90 + 6 pM hAChE ICso = > 100 pM hACHE IC50 = 1,5+ 0,1 pM
hBChE ICsq = 3,3 + 0,4 uM hBChE ICsq = 0,10 + 0,01 uM hBChE ICsq = 1,26 + 0,02 uM

Obr. 22. Vybrané priklady semisyntetickych derivatov haemantaminu, ambellinu
a berberinu.
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5 ZAVER

V historickom vyvoji zdravotnych vyziev [udskej populacie sme svedkami prechodu
od akutnych k chronickym a neurodegenerativnym ochoreniam. Tento trend odrdza
pokroky v medicine, ako aj zmeny v Zivotnom $tyle, ktoré spolu prispeli k predizeniu
priemernej dizky Zivota [167]. AD je najrozéirenej$im typom demencie a stéle je
to ochorenie, ktorému chyba Gc¢inna liecba. Vzhladom na nevyrieSeny stav tejto choroby
je vyskum a vyvoj novych farmaceutickych pripravkov velmi potrebny a ocakavany.

Galantamin, selektivny a reverzibilny inhibitor hAChE, predstavuje najznamejsi
priklad z ¢elade Amaryllidaceae. Vdaka svojim farmakologickym vlastnostiam zohrava
kld€ovu ulohu v zlepSovani kvality Zivota pacientov trpiacich AD. Jeho uspech
v terapeutickej praxi nds motivuje pokracovat vo vyskume dalsich alkaloidov tejto ¢elade
s cieflom objavit nové ucinné latky, ktoré by mohli prispiet k rozvoju novych liecebnych
stratégii.

Na zdklade tejto premisy bola vykonand izolacna fytochemicka Studia cibul
Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton, ktord vyustila k identifikacii alkaloidov novych
Struktudrnych typov. Pre alkaloidy karltonin A-E bol definovany novy typ — karltoninovy,
zatial' ¢o narciabdulin bol zaradeny do nedavno zavedeného narcikachninového typu.
Predovsetkym karltonin A a B vzbudili naSu pozornost svojou vynimocnou a selektivnou
inhibiciou hBChE, pricom hodnoty ICso dosahovali 910 + 20 nM, resp. 31 + 1 nM. Tieto
alkaloidy su vsak pritomné v rastlinnom materidli len v stopovych mnoZstvach,
¢o komplikuje podrobnejsie skimanie ich biologického profilu. Tento obmedzujuci faktor
bol impulzom pre rozhodnutie dalej rozvijat molekuly struktirne odvodené od tychto
novych alkaloidov.

Primarnym cielom tejto Studie bolo vyvinut a posudit nové selektivne inhibitory
hBChE. V ramci tejto prace boli syntetizované tri série derivatov, ktoré su Strukturne
odvodené od karltoninov, pricom celkovo bolo pripravenych 118 novych zltiéenin. Tieto
zltceniny boli podrobené testovaniu na inhibi¢na aktivitu voci ludskym ChE. Vdaka
rozsiahlym struktdrnym modifikacidm bol podrobne preskimany a definovany SAR.

V rdmci Uvodnej fazy Studie bola syntetizovana séria 20 zlucenin zameranych na
zjednodusenie Struktury karltoninovych molekul. Ciefom bolo overit hypotézu,

Ze signifikantnd inhibi¢nd aktivita voéi hBChE je asociovanda s pritomnostou
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4-[2-(benzylamino)etyl]fenolového fragmentu. V studii sme sa zamerali na skimanie
vplyvu polohovej izomérie benzyloxy, metoxy resp. etoxy skupiny ako aj efekt substitucie
na N/O so zamerom zhodnotit dopad na inhibi¢nu aktivitu. Analyzou tychto struktdrnych
variacii bol identifikovany derivat 1-6 ako zlu¢enina s najvyraznejSou inhibi¢nou aktivitou
(hBChE ICsp = 72 £ 5 nM). Zaujimavym zistenim bolo, Ze v pripade zadmeny polohy benzyloxy
a metoxy skupin vznikd polohovy izomér I-5, ktory nevykazuje Ziadnu inhibi¢nu aktivitu.
Tieto zistenia boli dalej podporené vysledkami in silico Studie. Potencidl pre dalSiu
optimalizaciu tychto zluéenin je dalej doplneny kinetickou Studiou zliceniny 1-6, ktord
ukazala reverzibilny mechanizmus vazby na enzym. Navyse, najaktivnejsi derivat preukazal
priaznivy cytototoxicky profil voci bunecénej linii SH-SY5Y.

Vzhladom na to, Ze pociato¢nd Studia poukdzala na kriticky vyznam polohovej
izomérie pre inhibiciu hBChE, rozhodli sme sa tuto problematiku podrobne preskimat.
Vdruhej sérii doSlo kposunu substituentov na fragmente A, do polohy
2-benzyloxy-3-metoxy a teda do bezprostrednej blizkosti spojovacieho retazca. Tento
pristup viedol k priprave 57 findlnych zlucenin, ktoré si zachovali selektivny hBChE inhibi¢ny
profil v mikromolarnom az jednocifernom nanomoldrnom rozsahu. ldentifikovali sme celu
radu perspektivnych zlucenin, pricom najzaujimavejSich vysledkov dosiahli molekuly
v pripade zavedenia substittcie flurom a cykloalkylového substituentu na centralnom
dusiku. Konkrétne, zluceniny 11-87 (hBChE I1Cso = 3,8 + 0,2 nM) a 1I-88 (hBChE ICso = 5,7 + 1,5
nM) predstavuju najefektivnejsie inhibitory v ramci skupiny, bez aktivity vo¢i hAChE, ¢im
ziskavaju unikatny selektivny profil. Zo ziskanych vysledkov mozno postulovat, Ze vyrazna
inhibi¢na Gcinnost hBChE suvisi s pritomnostou N-benzyl-3-fenylpropan-1-aminovej casti.
Zavedenie fluéru do aromatickej oblasti (fragment C) a alifatickych cyklickych ¢asti (amino
substittcia) do molekuly signifikantne ovplyvnilo inhibi¢ny efekt. U zlucenin, ktoré dosiahli
inhibiciu pod 100 nM, bola s vyuzitim PAMPA metddy potvrdend pasivna diflzia cez BBB.
Z pohladu bezpecénosti dosiahli vybrané molekuly priaznivy cytotoxicky profil vo¢i SH-SY5Y
a HepG2 bunecnym linidm. U najaktivnejsej zlucCeniny 11-87 bol enzymovou kinetickou
analyzou potvrdeny reverzibilny vazbovy profil do aktivneho miesta hBChE.
Krystalograficka Studia dalej odhalila niekolko klu€ovych interakcii medzi 11-87 a hBChE.
Vzhladom na vysokd nanomolarnu inhibiénd uGcéinnost hABChE, nizku cytotoxicitu,

potencidlny CNS prestup a jedinecné umiestnenie zluceniny 11-87 v aktivnom mieste hBChE,
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predstavuje tato molekula cenny objav pre dalSiu fazu vyskumu lieCiv s potencidlnym
vyuZitim na lie¢bu stredného aZ neskorého Stadia AD.

V tretej sérii, ktora bezprostredne nadvazuje na prvu sériu derivatov, sme Uspesne
syntetizovali 41 novych zlucenin. Tieto nové molekuly vznikli ziednoduSenim predlohovych
Struktur, konkrétne absenciou metoxy skupiny v m- alebo p- pozicii na fragmente A. Prva
skupina derivatov, navrhnutd na zaklade SAR dat prvej série, bola charakterizovana
pritomnostou benzyloxy skupiny v m- polohe. Na rozdiel od prvej série, kde postupna
alkylacia viedla k najucinnejsej zlucenine 1-6, nova podskupina naopak vykazala postupny
pokles inhibi¢nej ucinnosti u zlucenin 1I-4 > 111-8 > 111-9 (llI-4: hBChE = 0,193 + 0,055 uM;
IlI-8: hBChE = 0,6 + 0,1 uM; llI-9: hBChE = > 10 uM). V pripade izoméru I-5, neaktivne;j
zlu€eniny z prvej série s benzyloxy skupinou v p- polohe, sme v suvisiacej Studii zaznamenali
udrzanie hBChE inhibi¢nej U¢innosti pri N-propyl monosubstitucii. Naopak, pri disubstitucii
doslo k uplnej strate inhibic¢nej Gcinnosti; 111-28 < 111-33 > 111-34 (111-28: hBChE =0,171 £ 0,063
uM; HI-33: hBChE = 0,167 + 0,018 uM; 1lI-34: hBChE = > 10 uM). Zlucenina llI-33 bola
identifikovand ako najucinnejsi zastupca tejto série. Na overenie ziskanych in vitro
vysledkov sme realizovali in silico $tudiu, porovnavajlicu vazbové interakcie medzi vysoko
aktivnou molekulou IlI-33 a neaktivnou zlGceninou IlI-9. Enzymova kinetickd analyza
zluceniny 111-33 potvrdila reverzibilny sposob vazby na enzym. Schopnost prestupu BBB bola
s pozitivnym vysledkom overena u 12 najucinnejsich derivatov, ktoré preukdzali inhibiciu
hBChE < 0,54 pM. Bezpeénostné hodnotenie, ktoré je zasadné pre dlhodobu
farmakoterapiu, odhalilo zanedbatelné cytotoxické ucinky na bunkové linie SH-SY5Y
a HepG2 u piatich najaktivnejsich zlu¢enin. V ramci dalSieho Studia 111-33 sme stanovili jej
rozpustnost vo vode a potvrdili vysoku plazmaticku stabilitu aj uspokojivi HLM stabilitu.

V sucasnosti rozvijame novu generaciu selektivnych inhibitorov hBChE, ktoré
integruju klucové aspekty preukdzatelne doélezité pre inhibicny Ucinok na hBChE, a tym
pokracuju v linii predchdadzajucich sérii zluéenin. Hoci je nasa Studia eSte v pociatoénych
fazach, uz teraz sme identifikovali radu slubnych nanomolarnych inhibitorov.
Po podrobnejsom rozpracovani syntetickych postupov a vyhodnoteni biologickych testov
sa chystdme na publikovanie ziskanych vysledkov. Tieto kroky ndm umozZnia poskytnut
vedeckej komunite nové informacie v oblasti ludskych ChE a zaroven ndm posluzia ako

pevny zaklad pre dalSie inovacie v tejto oblasti.
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