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1. Uvod

Rostliny byly jiz v antice pro své ucinky vyuzivany v tradi¢nim lécitelstvi a mediciné.
Ptirodni produkty hraji velmi vyznamnou roli pfi hledani a vyvoji novych Iékl pro [éCbu celé
fady onemocnéni’. V dnedni dobé diky technologiim dokdzeme uGginnost rostlin odhalit,
ziskat obsahové latky nebo je synteticky pfipravit. V. moderni mediciné rostliny predstavuji
dllezity zdroj novych latek s vysokym potencidlem pro [éCbu riznych onemocnéni.

Rozsahlou skupinu latek pfedstavuji sekundarni metabolity rostlin, které se nazyvaji
alkaloidy. Ty se vyskytuji predevsim ve vysSich rostlinach, i kdyz byly prokazany také
v kapradorostech — plavunich (napf. Lycopodium spp.), preslickach (Equisetum spp.)
a houbdach (Claviceps purpurea). U ZivoCichi jsou alkaloidy vzacné a mohou to byt
strukturalni modifikace Ilatek pfijimanych rostlinnou potravou, anebo je Zivocisny
organismus syntetizuje z jednoduchych prekursor(. Dosud byly nalezeny alkaloidy ve vice
nez 4 000 rostlinnych druh(, odhaduje se, Ze asi 10 az 20% vsech rostlin obsahuje aIkanidyZ.

Velké mnozstvi farmaceuticky zajimavych alkaloid(i pochazi z celedi Amaryllidaceae,
tzv. amarylkovité alkaloidy. Ty jsou pfedevsim znamy diky galanthaminu, alkaloidu, ktery byl
v roce 2001 zaveden do klinické praxe v terapii Alzheimerovy choroby (AD)®. AD byla poprvé
popsana némeckym lIékafem Aloisem Alzheimerem v roce 1907 a je nejcastéjSim podtypem
demence a neurodegenerativnich onemocnéni charakterizovanych smrti nervovych bunék
v mozkové kure. Toto onemocnéni v roce 2000 postihovalo 25 milionl lidi po celém svété
a oCekava se, Zze v roce 2050 se zvysi az na 114 milionG”.

AD je onemocnéni, jehoZ klinickym projevem je postupny uUpadek kognitivnich
funkci, ktery vede az k naprostému rozkladu osobnosti a neschopnosti se o sebe postarat.
V soucasnosti neexistuje kauzalni terapie, a je tak moZno pouze zpomalit progresi choroby
symptomatickou Ié¢bou®.

Galanthamin je reversibilni inhibitor acetylcholinesterazy, ktery inhibuje degradaci
neurotransmiteru acetylcholinu®.

Z dalSich vyznamnych zastupct Amaryllidaceae alkaloidl lze uvést naptiklad lykorin.
Jeho vyhodou je znaénd rozmanitost ve spektru biologickych aktivit a v dnes$ni dobé je
intenzivné zkoumano zejména jeho protinddorové pasobeni’.

Z téchto ddvodl je amarylkovitym alkaloidim vénovana znacnd pozornost jako

latkam potencidlné vyuzitelnym v terapii rdznych onkologickych onemocnéni. V soucasné



dobé jsou alkaloidy intenzivné zkoumany na mnoha védeckych pracovistich. Katedra
farmaceutické botaniky na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se
zabyva vyzkumem a hledanim potencidlné vyuzitelnych pfirodnich slouéenin v [é¢bé AD
a zaméfuje se i na protinddorové plsobeni.

Pfedmétem této diplomové prace bylo pfipravit dalSi polosyntetické derivaty
B-krininového alkaloidu haemanthaminu, ktery byl izolovan z Cerstvych cibuli Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master. Tato prace navazuje na predchozi diplomové prace

a zejména na disertaéni praci Mgr. Daniely Hulcové®.



2. Cil prace

Na Katedre farmaceutické botaniky se dlouhodobé pracuje na problematice
amarylkovitych alkaloid(d. V poslednich letech byly zapodaty i polosyntetické uUpravy
vybranych alkaloid(l a byla zjiSténa pfizniva aktivita haemanthaminu a jeho rdznych derivatQ
v protinadorové, antimalarické 1é¢bé a zejména v Iécbé Alzheimerovy choroby. Tohoto
tématu se tyka predlozena diplomova prace.

Hlavnimi cili diplomové prace byly:

1) ReSerse literatury na téma biologicka aktivita haemanthaminu a pfipravy jeho

derivata.

2) Priprava druhé série aromatickych ester(i B-krininového alkaloidu

haemanthaminu.

3) Priprava derivat( pro screening biologickych aktivit.

4) Vyhodnoceni vysledk(l a sepsani diplomové prace.
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3. Teoreticka cast
3.1 Charakteristika ¢eledi Amaryllidaceae

Amaryllidaceae je celed cibulovitych kvetoucich rostlin pojmenovana podle rodu
Amaryllis®. Jedna se o vytrvalé rostliny s podzemnimi cibulemi, oddenky nebo cibulovitymi
hlizami. Plodem byva tobolka nebo bobule®. Rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae je popsano
pres 85 rodu, které se déli do 1 000 druhd. Vyskyt je typicky v tropickych a subtropickych
oblastech po celém svété. Dlouhodobé maji také znacné zastoupeni v tradi¢ni mediciné a do
jisté miry ivzapadni mediciné™. Nékteré zdroje uvadéji, e rostliny pat¥ici do
Amaryllidaceae byly tradi¢né pouzivané v Ciné pro lé¢bu hadim kousnutim nebo pfi lé&eni
akutni laryngedlni infekce, revmatoidni artritidy, paralyzy a svalového onemocnéni u déti
s paralytickymi nasledky*?. Celed zahrnuje fadu rodd nap¥: Leucojum L. (bledule), Galanthus
L. (snézenka), Narcissus L. (narcis), Crinum L. (kfin), Amaryllis L. (amarylka), Clivia Lindl.
(klivie / femenatka) a dalsi. Rostliny téchto rod( jsou obecné znamé trvalky, rostou volné

v pfirodé stfedni a jizni Evropy nebo se péstuji pro okrasu™.

3.2 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidu
Specifickou biosyntetickou cestou amarylkovitych alkaloid( je tzv. norbelladinova

cesta (Obrazek 1), kterd vychazi z L-fenylalaninu a L-tyrosinu. L-tyrosin se méni na tyramin
a L-fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z tyraminu a 3,4-hydroxybenzaldehydu
po nékolika reakénich stupnich vznika 4'-O-methylnorbelladin®®. Dochazi ke spojeni aminu
a aldehydu, coz vede ke vzniku Schiffovy baze. Existence Schiffovych bazi v pfirodé, stejné
jako jejich snadna konverze na rlzné systémy Amaryllidaceae alkaloidl dokazuje, Ze

pocateéni domnénky o této biosyntetické draze byly sprévnéls.

10



O~ OH

©/INH2 PAL X CYP73A1 /O/j\
— —
[0) OH HO (0] OH

4-hydroxyfenylakrylova kys.

/ lCYP98A3

HO
/Q/INHZ @O m
HO 07 “OH
HO o) HO

OH
4-hydroxybenzaldehyd 3,4-dihydroxyfenylakrylovéa kys.

tyrosin
TYROSIN
ND‘EKARBOXYLASA
/@/\/NHz HOD/%O
+
HO HO

3,4-dihydroxybenzaldehyd
lSYNTHASA

HO OH

Schiffova baze

fenylalanin fenylakrylova kys.

tyramin

REDUKTASA

H
HO]@/\/N\/\Q\
HO OH

norbelladin

H
MGOD/\/N\/\Q\
HO OH

4'-0O-methylnorbelladin

Obrazek 1: Schematické zobrazeni norbelladinové cesty16
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Dalezitym prekurzorem je norbelladin, ktery predstavuje vychozi strukturu pro vznik
ostatnich typU alkaloidl celedi Amaryllidaceae. Podle zpUsobu intramolekuldrniho
oxidativniho spojeni vznika nékolik zakladnich strukturnich typ(, které jsou pojmenovany
dle svého hlavniho reprezentanta®.

Podle oxidativniho spojeni rozliSujeme 3 typy cyklizace:

e ortho-para (lykorinovy a homolykorinovy typ)
e para-para (haemanthaminovy, krininovy, pankratistatinovy a tazettinovy)

e para-ortho (galanthaminovy typ)*’

Tabulka 1: Prehled zdakladnich strukturnich typ( alkaloid( celedi AA a jejich nejcastéjsi

vyznamna aktivita

Strukturni typ Nejcasté;jsi zastupce Biologicka a farmakologicka aktivita™

norbelladinovy norbelladin e protizanétlivy™®

HO e inhibice COX

H4CO
2
HO N

galanthaminovy galanthamin silné analgetikum

OH kompetitivni inhibitor
acetylcholinesterazy

o antikonvulzivni

O cytotoxicky proti

antitumoralnim LMTK burnkam

hypotenzni

tazettinovy tazettin aktivni proti bunééné linii Co12
slabd hypotenze

slabd cytotoxika proti
fibroblastickym LMTK

bunéénym liniim

lykorinovy lykorin specificky inhibitor biosyntézy

kyseliny askorbové
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respiracni stimulant

inhibitor rdstu bunék Hela
zvysuje kontraktilitu a rychlost
izolovaného perfundovaného

srdce

homolykorinovy cytotoxicky proti
fibroblastickym LMTK burikdm
induktor opozdéné

precitlivélosti u zvifat

narciklasinovy antimitoticky

silné antibiotikum
inhibitor rdstu bunék Hela
inhibitor ristu nddorovych

bunék Ehrlich
OH O

montaninovy montanin antikonvulzivni®®

antidepresivni

anxiolyticky

krininovy inhibice AChE®

haemanthaminovy hypertenzni
cytotoxicky proti
fibroblastickym LMTK bunkam

inhibitor rdstu bunék Hela

13



3.2.1 Haemanthaminovy a krininovy typ
Tento typ alkaloidt je strukturné odvozen od 5,10b-ethanophenanthridinu®’.

V literature se nékdy slu€uji do jedné skupiny, kde je haemanthaminovy typ oznacovan jako
B-krininovy a krininovy jako a-krininovy. Casto byva také souhrnny nédzev jako krinanovy typ.
V pfipadé krinanovych alkaloidi se propojuje ethylovy mustek, coz vede kvzniku dvou
stereometricky definovanych podskupin; -krinanovy [ a o. Nejnovéjsi statistické udaje
ukazuiji, ze pfiblizné 60 zastupcl alkaloid(i krinanl bylo podrobeno screeningu cytotoxicity
proti stejnému poctu nadorovych bunécnych linii. Krinamin, haemanthamin a haemanthidin
jsou nejcastéjsimi, zatimco ambellin a buphanisin  jsou méné Ccasté ze série f.
Haemanthamin byl identifikovan jako nejaktivnéjsi alkaloid krinanového typu v lidskych
rakovinnych bunkach s hodnotou EDsg = 0,3 pg / ml proti fibrosarkomovym bunkam

HT1080%.

14
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Hlavni zastupci jsou haemanthamin, haemanthidin, krinamin, papyramin, maritidin a

vittatin®> %4,

haemanthamin vittatin

“OMe

maritidin papyramin krinamin

Obrazek 3: Strukturni vzorce vybranych zastupcli haemanthaminového typu

3.3 Obecna fakta o haemanthaminu
3.3.1 Vyskyt haemanthaminu

Alkaloid haemanthamin se vyskytuje v nékolika rodech Haemanthus, Crinum,
Hippeastrum, Hymenocallis, Zephyranthes a Narcisssus®>. Piklady rostlinnych druh( z rodu
Narcissus, ze kterych byl tento alkaloid izolovan, jsou: Narcissus cv. Bridal Crown, Narcissus
asturiensis, Narcissus cv. Sealing, Narcissus bujei, Narcissus poeticus cv. Pink Parasol
124, 26

a Narcissus pseudonarcissus sv. Dutch Master a dalsi

. . / . v v . Vv v s . v . .14
Alkaloidy se vyskytuji v celé rostliné, avSak nejvyssi mnoZstvi je obsazeno v cibuli™.

3.3.2 Vlastnosti haemanthaminu
Silné protirakovinné vlastnosti Narcissus poeticus L. byly jiz zndmy antickému |ékafi

Hippokratu z Kosu (cca 460-370 pred Kristem), ktery doporucoval pesar pripraveny
z narcisového oleje pro lIé¢bu nador( v oblasti délohy27.

Alkaloidy izolované z rostlin Amaryllidaceae maji potencidl jako terapeutika
pro lIé¢bu ¢lovéka. Haemanthamin byl studovan jako nové protirakovinné cinidlo diky své
schopnosti prekonat rezistenci rakovinovych bunék na apoptdzu. Biochemické experimenty
naznacuji, ze haemanthamin cili na ribozom. Struktura odhaluje, Ze haemanthamin se

zaméruje na rozstép A na velké ribozomalni podjednotce preskupujici rRNA, aby zastavila

16



prodlouzeni faze prekladu. Ddle bylo prokazano, Zze haemanthamin a dalsi Amaryllidaceae
alkaloidy také inhibuji specificky ribozom v biogenezi, vyvoldvajici reakci na nukledrni stres

a vedouci k stabilizaci p53 v rakovinovych burikach?.

3.3.3 Chemické vlastnosti haemanthaminu
3-Methoxy-1,2-didehydrokrinan-11-ol je chemicky nazev pro haemanthamin.

Existuje vSak nékolik synonym pro trividlni nazev latky, nap¥. 3-epikrinamin, natalensin ci

NSC-4. VSechny patti ke stejné slouceniné, ale uzivaji se malokdy.

Obrazek 4: 3D model haemanthaminu
CAS registracni Cislo: 466-75-1; souhrnny molekuldrni vzorec: Ci;; Hig NO4 molarni
hmotnost: 301,34; koeficient podilu oktanol / voda jako logP oktanol / voda: 1,47-1,56 dle

propottu®.

3.3.4 Biologicka aktivita haemanthaminu
3.3.4.1 Protinadorova aktivita haemanthaminu

U alkaloidu byla prokazana cytotoxicka aktivita proti Sirokému typu nadorovych
bunék, jako je typ MOLT-4, HepG2, Hela, MCF-7, CEM, K562, G-36. Dale proti lidskym
fibroblastlim jako je A549, OE21, Hs683, U373, SKMEL a B16F10%. Seznam zkratek shrnuje
Tabulka 4.

Na indukci apoptdzy u lidskych leukemickych bunék Jurkat v roce 2013 probéhla
studie, kde hlavnim ukolem bylo zkoumat Ucinky haemanthaminu a haemanthidinu.
V porovnani bylo prokazano, ze haemanthidin je ucinné;jsi proti leukemickym T-lymfocytim
nez haemanthamin. Vyzkumem se také zjistilo, Ze tyto dva alkaloidy u leukemickych bunék
maji vyrazn&j$i G&inek na apoptézu ne? je tomu u gama zafeni>’. Po vystaveni bunék
v koncentracich od 5 do 20 uM témto dvéma alkaloidim byla pozorovana zvysena
apoptéza, kterd byla doprovazena aktivaci kaspaz 3, 7, 8 a 9. Naopak byl snizen

mitochondridlni membranovy potencial a zastaven bunécény cyklus v G1 a G2/M fazi*h.

17



Pozdéji byla zjisténa antioxidativni aktivita kvantifikovana vychytavacim testem
DPPH (2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazinyl) na pfedem vytvofenych volnych
radikdlech. Dalsi test urcil interakci mezi DNA a RNA a odhalil silné rostouci inhibi¢ni efekt

haemanthaminu na L5178 mysi lymfom®°.

Tabulka 2: Cytotoxickd aktivita haemanthaminu na vybranych nadorovych a nenddorovych

bunéénych liniich - MTT test’?

Haemanthamin
Bunécna linie

ICs0 (M)

Jurkat 2,4+0,3
MOLT-4 1,2+0,2
A549 1,4+0,5
HT-29 2,4+0,5
PANC-1 2,506
A2780 2,2+0,2
Hela 2,1+0,3
MCEF-7 1,3+0,2
SAOS-2 2,3%+0,5
MRC-5 2,506

Dle vyzkumu z roku 2010 haemanthamin a jeho pfibuzny haemanthidin vykazaly
velice zajimavé vysledky proti nékolika bunéénym liniim. Naopak alkaloid ambellin, ktery se
od haemathaminu odliSuje pouze v prostorovém usporadani a ma navic v poloze 7 methoxy

vv v

skupinu (Obrazek 5), nevykdzal témér Zadnou aktivitu (Tabulka 3)%.

Obrazek 5: Porovnani struktury haemanthaminu (1) a ambellinu (2)
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Tabulka 3: Cytotoxicka aktivita u vybranych bunécnych linii. Hodnoty jsou

|C50(HM)33'34

uvedeny jako

Bunécna linie | Haemanthamin | Haemanthidin | Ambellin
A549 4,5+0,6 40+04 >100
OE21 6,8+0,7 3,7%£0,2 86,0+ 3,0
Hs683 7,0+0,3 43+0,2 >100
U373 7,7+0,5 3,8+0,2 >100
SKMEL 8,5+0,2 4,2+0,2 >100

B16F10 6,8+0,2 3,1+0,2 >100
CEM 2,104 n. n.
K562 3,4£1,6 n. n.

G-361 3,704 n. n.

BJ 2,7+0,2 n. n.

n. — nemereno

Tabulka 4: Vyznam zkratek bunécnych linii uvedenych v Tabulce 2, 3

Zkratka Vyznam Zkratka Vyznam
nemalobunécny plicni
Jurkat akutni leukémie T-lymfocytt A549
karcinom
MOLT-4 | akutni lymfoblasticka leukémie OE21 karcinom jicnu
A549 karcinom plic Hs683 anaplasticky melanom
HT-29 kolorektdlni adenokarcinom U373 lidsky glioblastom
epitheloidni karcinom
PANC-1 SKMEL melanom
pankreatu
A2780 karcinom vajeéniku B16F10 mysi melanom
akutni T-lymfoblastoidni
Hela adenokarcinom délozniho hrdla CEM
leukémie
MCEF-7 adenokarcinom prsu K562 chronicka myeloidni leukémie
SAQS-2 osteosarkom G-361 maligni melanom
Nenadorova bunécna linie Nenadorova bunécna linie
MRC-5 plicni lidsky fibroblast BJ normalni lidsky fibroblast
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3.3.4.2 Inhibicni aktivita proti AChE a BuChE
Acetylcholin (ACh) je mediator, ktery pUsobi jako neurotransmiter ovliviiujici pamét,

uceni a dalsi kognitivni funkce <¢i jako neuromoduldtor regulujici vzdalengjsi
neurotransmiterové systémy. ACh je syntetizovan v neuronech z aminokyseliny acetyl-CoA
a cholinu pomoci enzymu cholinacetyltransferasy. Hladina tohoto enzymu se sniZuje
p¥i poskozeni neurond a tvorba ACh tak zna¢né klesa®. Snizena Grovefi ACh v oblastech
mozku souvisi s paméti a ucenim (cholinergni hypotéza) a akumulace nebo likvidace
amyloidnich B plaki(AB) (amyloidni hypotéza) jsou povaZovany za nékteré z hlavnich pficin
onemocnéni AD*. Hladiny enzym( acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy
(BuChk), kterymi je ACh rozkladdn, se zvysuji béhem AD a tim dochazi k jeho rychlejSimu
odbouravani®>. Oba enzymy jsou schopné hydrolyzovat ACh rychlosti vét$i nez 10 000
molekul za sekundu®’.

K terapii AD s lehkym a stfednim stupném se vyuZivaji inhibitory AChE. Plsobenim
inhibitort cholinesteraz se oddali prechod do tézkych stadii a zpomali se prabéh AD*,

V soucasnosti jediny klinicky uZivany alkaloid z ¢eledi Amaryllidaceae je galanthamin.
Standardné se pro porovnavani ucinka jednotlivych inhibitor( pouzivd hodnota ICso, kterd
predstavuje koncentraci dané latky potfebnou pro vyvolani 50% ucinku, v tomto pfipadé
koncentraci, ktera zplisobi 50% inhibi¢ni efekt.

V roce 2002 byla provedena studie na schopnost inhibice AChE u rlznych alkaloid(
z Celedi Amaryllidaceae rodu Narcissus. Galanthamin v této studii dosahl I1Cso (LM) = 1,07
1 0,18. Inhibi¢ni aktivitu vykazal dale sanguinin, alkaloid galanthaminového typu, jehoZ
hodnota byla dokonce lepsi (ICso (uM) = 0,10 + 0,01). Haemanthamin nevykdzal zadny
inhibi¢ni potencial®.

Na Katedre farmaceutické botaniky se naméfila inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE i BuChE
ze specifického druhu Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master. Z alkaloid(i opét
galanthamin dosahl nejvyznamnéjsich hodnot vici AChE (ICso (uM) = 1,70 + 0,10). Aktivita
proti BUChE byla nejvice zajimava u narcimatulinu (ICso (uM) = 5,90 * 0,23). Haemanthamin
zatim nedosahl vyznamnych hodnot ani u jedné z cholinesteraz, proto se uvadi

ICso (M) > 500%.

3.3.4.3 Inhibice GSK-3p3
Glykogen syntaza kindza 3B (GSK-3P) je vSudypfitomny enzym s vysokymi hladinami

exprese v mozku a je spojen s fadou neurologickych poruch, jako je AD, bipolarni nemoc,
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Huntingtonova choroba a dal$i neurodegenerativni poruchy*'. Hyperfosforylace t proteinu
zprostiedkovana GSK-3B komplikuje AD a tvoFi neurondlni klubka®®. Dochazi-li k nadmérné
tvorbé AB, aktivita GSK-3B se zvy3i*>. Amyloidni plaky i neuronaini klubka mohou zp@isobit
nadmérné uvolfiovani glutamatu v urcitych ¢astech CNS, coz muUze vést az k neuronalni
smrti prostiednictvim N-metyl D-aspartat (NMDA) receptort®.

V soucasné dobé existuje nékolik inhibitord GSK-33 vyvinutych pro AD a bipolarni
poruchu®?. Mezi inhibitory GSK-3p Ize dle literatury zafadit strukturné réiznorodé latky jako
derivaty thiazolidindionu, paullony, maleimidy, indirubiny, monovalentni kation lithia
a alkaloidy izolované z moftskych hub*, dale také alkaloidy vyskytujici se v rostlinach &eledi
Amaryllidaceae45.

V ramci studie z roku 2018 byl proveden screening AA alkaloidd se zamérenim na
inhibi¢ni aktivitu vic¢i GSK-3B. Tabulka 5 zobrazuje vybrané alkaloidy haemanthaminového
a krininového typu. Haemanthamin vykazal mirnou inhibici (52,4 + 0,1%). V Tabulce 5 je
srovnani s masoninem, cozZ je alkaloid homolykorinového typu, ktery v testovani vykazoval

nejlepsi inhibici®.

Tabulka 5: Screening vybranych alkaloidd AA pro jejich schopnost inhibovat GSK-3p*

Alkaloid GSK-3B (% inhibice) | GSK-3pB (ICso (1M))
Haemanthamin 52,4+0,1 n.
Haemanthidin 33,0+2,2 n.

Ambellin 38,0+0,8 n.

Krinin 39,6+5,4 n.

Masonin 66,0 £ 4,0 27,81+ 0,05

*n. = heméreno

3.3.4.4 Inhibice POP
Prolylova oligopeptidaza (POP) je cytosolova serinova peptidaza, kterd hydrolyzuje

malé peptidy na konci obsahujici na karboxyskupiné prolinové zbytky jako je vazopresin,
substance P a thyrotropin — uvolfujici hormony, které se podileji na procesu uceni a paméti.
Tyto neuropeptidy jsou znamé dulezité modulatory v kognitivnich funkcich a degraduji
peptidy pomoci POP a mohou urychlit proces starnuti a pravdépodobné mohou byt

zapojeny do neurodegenerativnich chorob zavislych na vysi véku. Bylo zjisténo, Ze nékteré

21



inhibitory POP jsou silnd antidemencia, a tudiZz inhibice POP by mohla byt podplrnym
nastrojem pfi lé¢bé AD*.

V soucasnosti se pouziva fenolicky flavonoid bajkalin, ktery je izolovan ze S$iSaku
bajkalského (Scutellaria baicalensis) z eledi Lamiaceae, jako standard inhibi¢ni aktivity.
Bajkalin pred absorpci Stépi strevni B-glukuronidasou na aglykon bajkalein, ktery je
lipofilnéjsi. Bajkalein nasledné vstupuje do krevniho telisté pres gastrointestindlni trakt
avolné prechdzi hematoencefalickou bariéru. V zavislosti na davce samotny bajkalein
inhibuje POPY.

Inhibi¢ni potencidl vici POP byl nalezen i u nékterych alkaloidi obsazenych v rodu
Narcissus spp™®. Nejlep$i inhibiéni aktivita byla prozatim zjiéténa u alkaloidu narcimatulinu
(Obrazek 6) s hodnotou ICso(uM) = 29,2 + 1,0. Inhibice POP haemanthaminu je velmi nizka
ICso(1M) > 500,

HaCo

(0]

Obrazek 6: Struktura narcimatulinu®

3.3.4.5 Antiprotozoalni aktivita haemanthaminu

Maldarie je parazitarni infekce prenasena komarem, kterd zpUsobuje cyklickou
horecku. Jednad se o onemocnéni, které zpUsobuje prvok rodu Plasmodium. Z péti druht
nejcastéjsi je P. vivax™.

Tento prvok je na mnoho pouzivanych |éCiv rezistentni, z tohoto dlivodu je potieba
neustale hledat a vyvijet nové latky s antimalarickou aktivitou.

Samotny haemanthamin vykdazal ve studii z roku 2010 antiprotozoalni aktivitu proti
Plasmodium falciparum (Ky) (ICso = 2,29 uM) a vU¢i Trypanosoma brucei rhodesiense

(ICso = 1,62 pM)*°.
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Pred nékolika lety byla provedena studie s cilem prozkoumat antimalaricky potencial
u haemanthaminu, krininu a 6-hydroxyhaemanthaminu proti dvéma kmendm Plasmodium
falciparum, citlivy na chlorochin (T9.96) a rezistentnim na chlorochin (Ky).

Uvedené alkaloidy byly testovany ve c¢tyrech davkach (0,04, 0,2, 1, 5 ug / ml) a
vykazovaly antimalarickou aktivitu zpisobem zavislym na davce (Tabulka 6). Nejaktivnéjsi
byly v davkach 1 a 5 pg / ml. Z testovanych skupin alkaloidd Amaryllidaceae byl
6-hydroxyhaemanthamin stanoven jako nejucinnéjsi proti kmeni 79.96 dle hodnoty ICsg

(Tabulka 7).

Tabulka 6: Antimalaricka aktivita testovanych alkaloid™

P. falciparum (79.96) | P. falciparum (K;)
Alkaloid pg/mi
inhibice v % inhibice v %
Haemanthamin 5 94,63 96,99
1 65,77 68,07
0,2 46,31 51,81
0,04 30,87 31,93
6-Hydroxyhaemanthamin 5 91,89 95,24
1 67,60 80,95
0,2 46,54 64,76
0,04 39,86 11,43
Krinin 5 73,75 74,28
1 44,63 63,81
0,2 36,56 41,90
0,04 26,49 17,14

Tabulka 7: Hodnoty ICso testovanych alkaloid® na Plasmodium falciparum®

ICs0 ( M)
P. falciparum (79.96) | P. falciparum (K;)
Haemanthamin 0,703 0,433
6-Hydroxyhaemanthamin 0,348 0,352
Krinin 2,110 1,650
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3.3.5 Dalsi biologicka aktivita haemanthaminu

3.3.5.1 Antimikrobialni aktivita
Na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie vroce 2015 byla studovana

antimikrobiaIni aktivita AA alkaloidil patficich do rdiznych strukturnich typ°2.

Mezi slou¢eninami samotny haemathamin vykazoval antimikrobialni aktivitu pouze

proti C. albicans, C. dubliniensis s MICgg = 512 pg / mL a proti L. elongiosporus s hodnotou

MICgo = 256 pg / mL. V Tabulce 8 jsou shrnuty hodnoty MICgy pro dalsi alkaloidy

haemanthaminového a krininového typu a lykorinu, ktery vykazoval v daném testovani

nejlepsi antimikrobialni aktivitu?.

Tabulka 8: In vitro antimikrobialni ucinek izolovanych alkaloid( proti vybranym kvasinkam,

grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim>2.

MICgo/MFC (ug/mL) MICgo (ng/mL)
c.a’ Ca1° Ca?2 cdr? cgt Lel Ec”? |S.a.
Haemanthamin 512 512 256
Haemanthidin 512 512
Ambellin 512 512 512 512
Krinin 512 512 512 512 256 512
Lykorin 64 512 128 512 256 512 32 256 512 512 64 256

*MICgo - minimalni inhibi¢ni koncentrace, MFC - minimalni fungicidni koncentrace, NA - neaktivni
(v kvasinkach: > 512 ug / mL; v bakteriich 48 2048 pg / mL), C. a. - Candida albicans (1 — Gstni dutina;
2 — dolni dychaci trakt), C. d. - Candida dubliniensis, C. g. - Candida glabrata, L. e. - Lodderomyces
elongiosporus, E. c. - Escherichia coli, S. a. - Staphylococcus aureus, A - kmen typu, B — klinicky

izolované.

Mikroorganismy a kultivacni média byly vybrany tak, aby zahrnovaly grampozitivni

a gramnegativni

bakterie a

lidské patogenni

kvasinky. Kmeny bakteridlniho typu

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 a jeden kmen kvasinkového

typu Candida albicans ATCC 10321 a pét klinickych kvasinkovych izolatt: C. albicans 1,

C. albicans 2, C. dubliniensis, C. glabrata a Lodderomyces elongiosporus>°.

3.3.5.2 Antivirova aktivita
U nékterych alkaloid( z ¢eledi Amaryllidaceae byla prokazana schopnost inhibovat

replikaci viru lidské imunodeficience 1 (HIV-1) in vitro. Zejména tato aktivita se zjistila

u lykorinu, homolykorinu, trisphaedrinu, ale také u haemanthaminu®>.
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Alkaloidy byly izolované z rdznych druhll Amaryllidaceae a nasledné testovany
in vitro na inhibici HIV-1 rdstu na lidské bunécné linii MT4. Cytotoxicita byla kontrolovana
v neinfikovanych bufikich pomoci MTT a [*H] thymidinovych inkorporagnich testd.
Protivirové aktivity byly stanoveny testem p24 antigenu a testem reverzni transkriptazy
v pevné fazi (RT) na supernatantech bunék sedmy den po infekci a odetieni alkaloidy*.

Srovnani haemanthaminu a dalSich alkaloidd je uvedeno v Tabulce 9, kdy

nejzajimavéjsi hodnoty vykazal lykorin.

Tabulka 9: Cytotoxické a antiretrovirotické G¢inky alkaloidd z ¢eledi AA® >*
Alkaloid | TCso(ug/mL)* | IDso(pg/mL)" | IDso(ug/mL)" | Tis®
Haemanthamin 1,00 0,80 - 1,30
Haemanthidin 1,00 - - -
Lykorin 0,75 0,40 0,40 1,90
Homolykorin 12,80 7,30 - 1,80

®vSechny hodnoty jsou praméry vysledkd péti nezavislych experiment(

®TCs, se stanovily pomoci MTT a [*H] thymidinového inkorporaéniho testu
‘uréeno testem antigenu p24, s vyjimkou homolykorinu, kde byl pouZit MTT test
dstanoveno RT testem

eT|50 =1Dso / TCsp

3.4 Biologicka aktivita derivati haemanthaminu

U haemanthaminu byla zjisténa Siroka biologicka aktivita, a proto byl tento alkaloid
vyuzit pro pripravu derivatl za ucelem pfripravy jesté aktivnéjsich latek, nez je on samotny.
To by mohlo vést k usnadnéni rozvoje ucinného a selektivniho protinddorového Iéciva.
Dosud bylo prozkoumdano nékolik rliznych derivatl haemanthaminu a byly testovany na
nékolika rdznych bunécnych liniich.

Vyzkum je dale zaméren na lécbu AD, kdy se stanovuje inhibi¢ni aktivita derivat(
proti AChE a BUChE. Nejedna se vSak pouze o tyto vlastnosti, ale zajimava je tézZ aktivita
antimalaricka, antiprotozoalni, antimikrobialni a antifungalni.

Na zacatku roku 2019 byla publikovana studie, kde byly navrzeny alifatické estery
haemanthaminu nebo dihydrohaemanthaminu, které maji za nasledek zménu fermentace

vrumen USS.
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3.4.1 Inhibicni aktivita derivatti haemanthaminu proti AChE a BuChE
Na Katedfe farmaceutické botaniky byly provedeny chemické modifikace

haemanthaminu, diky jeho velké izolaci z Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master.
Pfiprava derivatl byla inspirovdna lykorinem, dalSim biologicky aktivnim alkaloidem
Amaryllidaceae. Lykorin sdm o sobé disponuje velmi nizkou inhibi¢ni aktivitou vUci
cholinesterdzam, ale jeho acylované a etherifikované derivaty vykazovaly silné inhibi¢ni
aktivity proti AChE i BUChE>®>’. V této souvislosti byly studovany alifatické a aromatické
substituenty (estery) za G¢elem stanoveni vztahu mezi strukturou a aktivitou®.

Usporadani haemanthaminu umoznilo pfipravit nové chemické struktury derivatizaci
jeho volné hydroxylové skupiny v poloze 11. Slouceniny 1la-1g byly ziskdny acylaci
s odpovidajicimi anhydridy (Obrazek 7). Hydroxylova skupina byla také acylovana rlznymi
substituovanymi benzoylchloridy za vzniku odpovidajicich esteri 1h-lm (Obrazek 8).

Vytézek véech reakci ve viech pripadech prekrotil 65 %°.

1 1a: R= Ac
1b: R= COCH,CHj
1c: R= COCH(CH,),
1d: R= CO(CH,);CH;
1e: R= CH(CH,),CH;
1f: R= CO(CH,),CHs
1g: R= COC¢H;

Obrazek 7: Priprava alifatickych derivat haemanthaminu 1a-1g58
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1h: Ry=H, Ry=Cl, R;=H
1i: Ry= H, R,= Br, R;=H
1j: R;= Me, R,= H, R;=H
1k: Ry= H, R,= OMe, R;= H
1m: Ry= H, Ry= H, R;= NO,

Obrazek 8: Pfiprava aromatickych derivatt haemanthaminu 1h-1m>®

Pro studium inhibi¢ni aktivity derivatd haemanthaminu byla pro méfeni pouZita
acetylcholinesterdza lidského plvodu (hAChE) a lidskd sérova butyrylcholinesteraza
(hBuChE). Nejaktivnéjsi inhibitory hAChE byly 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin (1m) a
11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (1j), oba vykazuji dvoumistné mikromolarni hodnoty
ICso (Tabulka 10). Derivat bez substituce 11-O-(benzoy)lhaemanthamin (1g) ukdzal snizenou
ucinnost (ICsp = 294,0 + 25,0 uM). Derivat 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (1j)
vykazoval neselektivni profil pro obé cholinesterdazy v mikromolarnim méfitku
(ICso = 18,2 £ 1,3 M),

Aby se lépe dalo porozumét inhibici hAChE a hBuChE novymi semisyntetickymi
alkaloidy, tak byla provedena docking studie. Jedna se o vypoctovou studii, ktera identifikuje
zpusob vazby umoznujici pocitat experimentalni vztah mezi strukturou a aktivitou. Pouziva
se napriklad pro identifikaci spravnych pozic ligandu ve vazebném misté proteinu, pro
stanoveni sily interakce protein-ligand™.

Vysledky jednotlivych derivatl a porovndni se standardem galanthaminen jsou

shrnuty v Tabulce 10.
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Tabulka 10: Vysledky biologickych aktivit spojenych s AD u derivatd haemanthaminu
(1a-1m)*®

Slou¢enina | hAChE ICso + SEM (uM)® | SI AChE® | hBuChE ICso * SEM (uM)?
1 > 500 n. > 500

1a > 500 n. > 500
1b > 500 <0,9 437,0 £ 38,0
1c > 500 <04 203,0+8,0
1d > 500 n. > 500
le > 500 <0,5 273,0+ 18,0
1f > 500 <0,3 140,0 £ 21,0
1g 294,0 £ 25,0 0,02 58%0,3
1h 85,1+6,4 0,9 80,2 £ 10,2
1i 112,0+ 21,0 1,1 129,0 £ 25,0
1j 18,2+1,3 0,4 6,6+1,2
1k 180,0+ 17,0 0,4 75,5+12,5
1m 14,7+ 1,8 34,0 > 500

galanthamin 1,7+0,1 24,9 42,3+1,3

? Koncentrace slouceniny potiebna ke snizeni aktivity enzymu o 50 %; hodnoty jsou primérem
+ SEM u tfi nezavislych méreni, z nichZ kazdé se provadi trojmo
®Selektivni index pro hAChE se stanovi jako pomér hBuChE ICs, / hAChE 1Csg

3.4.2 Protinadorova aktivita derivati haemanthaminu

U samotného alkaloidu haemanthaminu byla zjiSténa vyznamnd antitumorova
aktivita®.

Ve studii z roku 2015 se referuje o antiproliferacni aktivité polysyntetickych derivat(
haemanthaminu proti ¢tyfem lidskym nadorovym bunécnym liniim (A2780 — karcinom
vajecnikt, SW1573 — karcinom plic, T-47D — karcinom prsu, WiDr — karcinom tracniku).
Rovnéz byly prezentovany nékteré vztahy mezi strukturou a aktivitou (Obrazek?9,

Tabulka 11)%°.
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2: R=Ac

3: R= COC;sH,4N

4: R= p-BrC¢H,CO
5: R= COCH(CH;),

0]
<O N\\\

NH;OHCI/
CH3C02Na

HO
\

N
//Q,OMe

Obrazek 9: Pfiprava derivatt haemanthaminu 2-12%°

Tabulka 11:
u pfisludnych derivata®®

In vitro antiproliferativni aktivita proti

lidskym nadorovym burikdm

0
<O N\\\

Molarni hmotnost A2780 SW1573 T47-D WiDr
1 301 0,68+0,2 2,1+2,0 0,87+04 1,2+0,5
2 343 >100 >100 >100 >100
3 406 27,2+10,0 | 29,5+12,0 | 72,3+24,0 | 63,3+35,0
4 484 19,1+1,0 21,9+4,0 |46,1+30,0 |32,8+22,0
5 383 > 100 > 100 > 100 2100
6 275 > 100 > 100 > 100 2100
7 299 >100 >100 >100 >100
8 299 1,5+0,1 2,7+0,1 44+1,5 3,5+2,0
9 314 33,2+2,0 [391+20,0 |78,6+24,0 |67,4+34,0
10 301 31,4+7,0 | 29,8+3,0 >100 58,9+12,0
11 461 > 100 > 100 > 100 2100
12 317 27,2+5,0 |22,0+20,0 > 100 > 100

® Hodnoty jsou uvedené v Gls, (riistova inhibiéni davka) (uM)
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Porovnani antiproliferaénich ucink( prirodnich alkaloidd haemanthaminu 1,
haemanthidinu 13, vittatinu 14 a 11-hydroxyvittatinu 15 ukazuje, jak dalezita je pro aktivitu
pritomnost methoxyskupiny na C-3 spolu s hydroxylovou skupinou na C-11. Pro porovnani
slouzi Obrazek 10 a Tabulka 12. Tyto skute¢nosti byly potvrzeny pfipravou derivata 2 — 12.
Ziskani neaktivnich derivat( 10 a 11 ukazuje dileZitost dvojné vazby na C1-C2 pro aktivitu.
Odstranéni methylendioxy skupiny vedlo k méné aktivni slou¢eniné 12, coz ukazuje, Ze tato

skupina je také dllezita pro sérii alkaloidu haemanthamin(. Haemanthidin 13, ktery ma

hydroxylovou skupinu na C-6, m(ize byt povazovan za aktivni jako haemanthamin 1%.

Obrazek 10: Strukturni vzorce vybranych testovanych alkaloid& haemanthaminového typu®

Tabulka 12: /n vitro antiproliferativni aktivita proti lidskym nadorovym bunkam — porovnani

alkaloidg 2°°

Molarni A2780 SW1573 T47-D WiDr
hmotnost
Haemanthamin (1) 301 068+0,2 | 21+2,0 |087+£04 | 1,2%0,5
Haemanthidin (13) 317 1,5+0,1 | 2,0£1,0 1,810 | 2,7+2,0
Vittatin (14) 271 > 100 >100 > 100 > 100
11-Hydroxyvittatin (15) 287 21,0+2,0 |169+4,0 | 12,5+9,0 | 21,1+6,0

® Hodnoty jsou uvedené v Glg, (rdstova inhibiéni davka) (uM)

Nejzajimavéjsi vysledky byly ziskany pro pfirodni alkaloidy 1 a 13, a také derivat 8.

Haemanthamin a haemanthidin jsou tedy slibnymi vedoucimi slou¢eninami pro daléivyvojso.
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3.4.3 Antimalaricka aktivita derivatli haemanthaminu
Vyzkum prokazal znacnou antimalarickou aktivitu ve struktufe tfi alkaloid(

haemanthaminového typu: haemanthaminu 1, haemanthidinu 2 a 11-hydroxyvittatinu 3.
V Obrazku 11 jsou pro srovndani uvedené struktury haemanthaminového typu, které byly
testovany na antimalarickou aktivitu va&i Plasmodium falciparum®.

Modifikace provedené ve strukture haemanthaminu 1 jsou uvedeny v Obrazku 12 a
13. Transformace byly provedeny na hydroxylové skupiné na C-11 nebo na dvojné vazbé
v kruhu D, z vétsi ¢asti za ucelem studia jejich ulohy v antiplasmodické aktivité. Sloucenina 7
byla kvantitativné ziskana acetylaci anhydridem kyseliny octové. Esterifikaci kyselinou
p-vinylbenzoovou vznikl produkovany derivat 8, ktery ma terminalni vinylovou skupinu.
Hydroxylova skupina byla také acylovana nékolika acylchloridy s rtznou velikosti, lipofilitou
a stereoelektronickymi vlastnostmi (nikotyl, p-brombenzoyl, isobutyryl a akryloylchlorid),
¢imz byly ziskany odpovidajici estery 14-17. Pfi zpracovani haemanthaminu s NBS byl ziskan
jeden produkt v dobrém vytézku, ktery byl identifikovan jako epoxid 20. Oxidace
hydroxylové skupiny na odpovidajici keton 9 se dosahla pouZitim Jonesova Ccinidla
a zpracovanim 9 s hydroxylaminhydrochloridem, coz vedlo k oximu 10°%. Zpracovani
haemanthaminu HCI za refluxnich podminek poskytlo derivat 21, ktery byl identifikovan jako
apohaemantamin. Tato sloucenina se vyskytuje v rostlindch pfirozené a byla izolovana
napriklad z Eucharis amazonica®. Polyhydroxylovana slouéenina 11 byla ziskana reakci
s BBr3. Reakce haemanthaminu s H,0, poskytla odpovidajici N-oxidovy derivat 12.

Modifikaci na dvojné vazbé na C-1-C-2 haemanthaminu Ize hlavné nalézt
v Obrazku 12. Hydrogenace a bromace vedly k derivatim 13 a 22. Zpracovani
haemanthaminu s  N-bromacetamidem podle publikovanych podminek pro
halogenamidaci63 vznikla slouc¢enina 18. KdyZz se vSak tato reakce provadi za bezvodych

podminek, ziska se po zpracovani pouze jeden produkt 19°%.
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6 OMe

Obrazek 11: Struktury alkaloid haemanthaminového strukturniho typu: haemanthamin (1),
haemanthidin (2), 11-hydroxyvittatin (3), vittatin (4), 8-O-demethylmaritidin (5),
6-0-methylmaritidin (6)°.

HO\N
Z ],OMe
N

10

Obrazek 12: Pripravené derivaty - reakéni cinidla a podminky: Ac,0, pyridin (a);
p-vinylbenzoovd kyselina, DCC, DCM (b); Jonesovo C(inidlo, aceton (c);
NH3;OHCI, NaOAc, EtOH, reflux, 15 h (d); BBrs, DCM, 0°C (e); 30% H,0,, MeOH, 24 h (f)°.
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14: R= Nic

15: R= p-BrBz

16: R= COCH(CH;),
17: R= COCH=CH,

OMe

Obrazek 13: Pripravené derivaty - reakcni cCinidla a podminky: H,, 10% Pd/C, THF (a);
RCI, NEts, DCM (b); CH3CONHBr, SnCly, H,0, CH3CN, 0°C (c);
CH3CONHBr, SnCly, H,0, CH3CN, 0°C (d); NBS, DCM (e); 6 M HCI, 100°C, 4 h (f);
Br,, DCM, 24 h (g)°".

N

]

Ol A

N

o’
_a o \|

Obrazek 14: Priprava derivatu 23 z 11-hydroxyvittatinu (3) — reak¢ni Cinidla a podminky:
nikotinatchlorid, NEt;, DCM (a)el.
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Tabulka 13: In vitro aktivita derivatd proti Plasmodium falciparum F32°%

Cislo slouéeniny | 1Cso(pg/ml)
1 1,3+0,2
2 1,2+0,1
3 13,2+14
4 7,3%0,1
5 91,5+10,4
6 75,5+9,0
7 75,8 £ 8,7
8 >100
9 73,5+ 10,0
10 95,5+9,5
11 13,4+1,8
12 >100
13 99+1,3
14 51,7+4,9
15 433+4,1
16 56,6 £ 8,1
17 8,4+1,7
18 62,6+7,5
19 72,6 £5,0
20 1,6+0,1
21 92,9+14,8
22 6,5+0,9
23 0,8+0,1

Vysledky antiplasmodalniho hodnoceni jsou shrnuty v Tabulce 13, coZ ukazuje,
Zze haemanthamin 1 a haemanthidin 2 jsou nejaktivnéjsi pfirodni alkaloidy s hodnotami ICsg
1,3 a 1,2 pM. Nicméné, derivat 23 predstavoval nejlepSi antimalarickou aktivitu

(Obrazek 14), s hodnotou ICso pod 1 uM°®™.
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4. Experimentalni ¢ast
4.1 Chemikalie, materidly a metody

4.1.1 lzolace haemanthaminu

Pouzity alkaloid byl vyizolovan z cibule Narcissus psedudonarcissus cv. Dutch Master®
v dostate¢ném mnozZstvi na Katedie farmaceutické botaniky za ucelem studia vztahu
struktura — ucinek. K syntetickym obméndm doslo na B — ethanovém mustku, na zakladé jiz

provedenych studii, které ukazaly potencidl pro vyuziti v chemoterapii.

4.1.2 Rozpoustédla, chemikalie, detek¢ni Cinidla

° benzoylchlorid, 2 99% (Acros)

° 3-bromo-5-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
° cyklohexan, p. a. (cHx) (Penta)

° diethylamin, p. a. (Et,NH) (Penta)

° 2,4-dimethoxybenzoylchlorid, 2 99% (Acros)

° 2,6-dimethoxybenzoylchlorid, = 99% (Acros)

° 3,4-dimethoxybenzoylchlorid, = 99% (Acros)

° dimethylaminopyridin, p. a. (DMAP) (Penta)

° 2,3-dimethylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

° 3,5-dimethylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

° Dragendorffovo ¢inidlo (pfipravovano v laboratofi)
° ethanol 95%, p. a. (EtOH) (Penta)

° ethyl-acetdt, p. a. (EtOAc) (Penta)

° 2-chlorobenzoylchlorid, 2 99% (Acros)

° chloroform, p. a. (CHCI3) (Penta)

° 2-chloro-4-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
° 2-methylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

° 3-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

o pyridin, p. a. (Penta)

° toluen, p. a. (To) (Penta)

° 3,4,5-trimethoxybenzoylchlorid, > 99% (Acros)
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4.1.3 Material pro preparativni a analytickou tenkovrstvou chromatografii
e hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro TLC Kiesel SiO, 60 F,s4, Merck, 20 x 20 cm,

vrstva 0,2 mm (Némecko)

4.1.4 Mobilni faze pro preparativni a analytickou tenkovrstvou chromatografii
e S;—To:Et;NH (9:1)

e S, —To:cHx:Et,NH (60:40:5)
e S3—To:EtOAc: Et,NH (60:20:10)

4.1.5 Strukturni analyza pFipravenych derivati
4.1.5.1 GC-MS analyza

Za Uucelem stanoveni molekulové hmotnosti pfipravovanych latek byla pouzita
GC-MS analyza. Na méreni byl pouzit plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim v El reZimu pfi
70 eV. K separaci byla pouzita kolona typu DB-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Teplotni
rozsah byl v rozpéti teplot 100-300 °C, pficemz v rozmezi 100-180 °C vzrustala teplota
0 15 °C/min. Pfi dosaZzeni 180 °C byla teplota udrzovana po dobu jedné minuty a nasledné
stoupala do 300 °C rychlosti 5 °C/min a poté opét na této hodnoté udrzovana, ale 40 minut.
Teplota nasttiku vzorku na kolonu byla 280 °C s rychlosti pritoku nosného plynu (hélia)
0,8 ml/min. Detekéni rozmezi m/ 35-600. Koncentrace nastfikovaného vzorku v methanolu
byla vétsSinou 1 mg/ml. V nékterém pripadé bylo nutno pouZzit nastfik s nizsi koncentraci
3ug/ml, aby se dany derivat zobrazil ve spektru. Ziskané znamé latky byly porovnany s daty

v literature, strukturné nepopsané latky byly charakterizovany poprvé.

4.1.5.2 Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (ESI-HRMS analyza)
Metoda byla pouZita za ucelem uréeni presné hodnoty nové pripravenych,

v literatufe dosud nepopsanych slouéenin. Hmotnostni spektra byla mérena spektrometrem
s vysokym hmotnostnim rozliSenim UHPLC Waters Acquity |-Class s ionizaci elektrosprejem
v kladném médu a kombinovanym analyzatorem — kvadrupdl s analyzatorem doby letu
Waters Synapt G7-Si. V roztoku MeCN byly méreny vzorky. Nasledné doslo k porovnavani

teoretického m/s s experimentalné zjisténym.
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4.1.5.3 NMR analyza
NMR spektra byla mérena v roztocich CDCl; pfipadné CDs0OD pfi teploté 25 °C na

spektrometru Varian Iniova 500 pracujicim pfi 499,87 MHz pro 'H jaddra a 125,70 MHz pro
3¢ jadra. K ozafovani a detekci signalu byla pouzita OneNMR sonda, Sirokopasmova
dvoukandlova gradientni sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly zméreny jako
hodnoty & pars per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro CDClz jsou u atoma
'H 8= 7,26 ppm a u atomd *C 6§ = 77,0 ppm, pro CD;0D jsou u atom@ *H & = 3,30 ppm
au®C & = 49,0 ppm. Méfenimi ziskanad data jsou prezentovéna v nasledujicim pofadi:
chemicky posun (8), integrovand intenzita *H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet,
t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletli, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integracni

konstanta (Hz).

4.1.5.4 Opticka otacivost
Optickd otacivost byla mérena v roztocich alkaloidd pfi 24 °C na automatickém

polarimetru ADP 220 BS v prostfedi methanolu nebo ethanolu. Poté byla dopoctena

¢ 100x«

specificka otacivost dle vzorce: [a]D

cxl

t —teplota méreni

D — linie sodikového svétla = 589,3 nm

o — namérenad otacivost [°C]

¢ — koncentrace naméreného alkaloidu [g x 100 ml'l]

| — délka kyvety [dm]

4.1.6 Metody pro screening biologickych aktivit pfipravenych sloucenin
4.1.6.1 Stanoveni inhibic¢ni aktivity derivatd proti AChE a BuChE

Inhibi¢ni aktivita téchto enzym( byla méfena na Katedre farmaceutické botaniky,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Jednalo se o Ellmanovu metodu a méreni provadél
prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. Podrobny popis této metody je uveden v nasledujici

literature®.
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4.1.6.2 Stanoveni protinadorové aktivity pripravenych derivati
Bylo provedeno stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych derivatd na liniich

Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, Hela, MCF-7, SAOS-2, MRC-5, a to ve
spolupraci s Katedrou lékarské biochemie, Lékarské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy, za vyuZiti systému xCELLigence. Testovani provadél RNDr. Radim Havelek, Ph.D.

Vyuziti pFistroje xCELLigence a popis metody Ize nalézt v literatuie®.

4.2 Pripravy syntetickych derivati haemanthaminu a jejich strukturni identifikace

4.2.1 Priprava 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthaminu (LC-74)

Sumarni vzorec: C;;H;4NO,
Molarni hmotnost: 301,34

Sumarni vzorec: C,,H,,N,0,
Molarni hmotnost: 450,45

Obrazek 15: Schéma syntézy 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthaminu

50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfiddno 100 ul (0,539 mmol) 3-nitrobenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) 4-dimethylaminopyridinu (DMAP). Smés byla michana pfi laboratorni
teploté 24 hodin a odparena do sucha. Odparek byl rozpustén v chloroformu a reakce byla
chromatografovana pomoci preparacni TLC. PouZita mobilni faze byla To:Et,NH (9:1). Byly
separovany dvé zény. 1. zéna byla separovana z preparacni desky, promyta smési
chloroform:ethanol (CHCl5:EtOH) 1:1 a odpafena. Bylo ziskdano 43,4 mg produktu
11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthaminu (LC-74) v olejovité formé. Vytézek reakce byl 59 %.
Zbéna 2 byla také separovdna z preparacni desky. Podle analytické TLC a na zakladé urceni se
zjistilo, Ze se jedna o vychozi latku, tedy haemanthamin. Tento haemathamin byl pfenesen
do kadinky s dalsim haemanthaminem, ktery byl také ziskan z reakci a nasledné precistén

a znovu pouzit u dalSich syntéz.
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Obrazek 16: GC-MS 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCl3) 5:8.72 (1H, bs), 8.41 (1H, t, ) = 7.7 Hz), 8.24 (1H, d, ) = 7.7 Hz), 7.65
(1H,t,)1=7.7 Hz),6.93 (1H, s), 6.50 (1H, s), 6.42 (1H, d, ) = 10.1 Hz), 6.16 (1H, dd, ) = 10.1 Hz,
J=4.9 Hz), 5.93-5.89 (2H, m), 5.22 (1H, dd, ) = 6.7 Hz, ) = 3.0 Hz), 4.40 (1H, d, ) = 16.8 Hz),
3.93-3.88 (1H, m), 3.77 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.60-3.42 (3H, m), 3.37 (3H, s), 2.17 (1H, dd, J =
13.6 Hz, ) = 4.2 Hz), 2.04 (1H, td, ) = 13.6 Hz, ) = 4.2 Hz)

3C NMR (125MHz, CDCl3) 6: 163.3, 148.2, 146.7, 146.6, 134.9, 133.9, 131.9, 130.0, 129.7,
127.5,127.4,126.6, 124.3, 106.7, 103.8, 100.9, 81.6, 72.3, 62.9, 61.2, 60.9, 56.6, 49.2, 28.6

Opticka otacivost:

[0]%5= + 17,5° (c = 0,115; CHCl3)
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4.2.2 Priprava 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthaminu (LC-91)

Cl
Sumarni vzorec: C;;H,gNO, Sumarni vzorec: C,,H,,CINOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 439,89

Obrazek 17: Schéma syntézy 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthaminu

50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfidano 100 pl (0,571 mmol) 2-chlorobenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) DMAP. Smés byla michdna pfi laboratorni teploté 4 hodiny ve zkumavce,
kterd byla ponofena do vodni lazné pfi teploté 50 °C. Nasledné byla reakce odparena do
sucha. Odparek byl rozpustén v chloroformu a reakce byla dvakrdt chromatografovana
pomoci preparacni TLC. Pouzita mobilni faze byla To:Et,NH (9:1). Zéna s produktem byla
separovana z preparacni desky, promyta smési CHCl;:EtOH (1:1) a odparena. Bylo ziskdno

49,2 mg 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthaminu. VytéZzek reakce byl 68 %.
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Obrazek 18: GC-MS 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthaminu

40



NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCl5) &: 7.73=7.69 (1H, m), 7.47-7.40 (2H, m), 7.34-7.29 (1H, m), 6.99
(1H, s), 6.52 (1H, s), 6.44 (1H, d, J = 10.3 Hz), 6.17 (1H, dd, J = 10.3 Hz, J = 4.9 Hz), 5.94-5.91
(2H, m), 5.25 (1H, dd, J = 7.0 Hz, J = 3.4 Hz), 4.48 (1H, d, J = 16.7 Hz), 3.86 (1H, d, J = 16.7 Hz,
overlapped), 3.85-3.81 (1H, m, overlapped), 3.67-3.61 (1H, m), 3.57 (1H, dd, J =14.4 Hz, ) =
7.0 Hz), 3.53 (1H, dd, J = 13.5 Hz, J = 4.4 Hz), 3.35 (3H, s), 2.28-2.20 (1H, m), 2.08 (1H, td, J =
13.5Hz,J=4.4 Hz)

3C NMR (125MHz, CDCl3) &: 164.5, 147.1, 146.8, 133.8, 133.6, 132.8, 131.24, 131.21, 130.0,
129.4,126.9, 126.6, 125.0, 106.7, 104.1, 101.1, 80.8, 72.1, 63.1, 60.6, 60.1, 56.6, 49.5, 27.8

Opticka otacivost:

[a]?, = + 70,8° (c = 0,130; CHCl3)

4.2.3 Priprava 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthaminu (LC-97)

Br

NO,

sumarnivzorec: C;7H,9NO, Sumarni vzorec: C,,H,,BrN,0,

Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 529,34

Obrazek 19: Schéma syntézy 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthaminu

50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfiddano 40 ul (0,151 mmol) 3-bromo-5-nitrobenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla zahtata na 60 °C, michana 72 hodin a poté byla
odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve smési CHCIs:EtOH (1:1) a nasledné byla
reakce dvakrat chromatografovdna pomoci preparacni TLC pro lepsi rozliSeni produktu.
Pouzitd mobilni faze byla To:cHx:Et;NH (60:40:5). Zéna s produktem byla separovéna

z preparacni desky, promyta smési CHCl3:EtOH (1:1) a odpafena na vakuové odparce. Bylo
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ziskano 15,9 mg 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthaminu ve formé svétle hnédé
olejovité latky. VytéZzek reakce byl 18 %.

LC97 2943 (5.881) Cm (2925:2960) 1: Scan ES+
100 528.954 1.30e8

O s 4 m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Obrazek 20: ESI-MS 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCl;) &:8.66—8.63 (1H, m), 8.58-8.55 (1H, m), 8.37-8.35 (1H, m), 6.94
(1H, s), 6.52 (1H, s), 6.42 (1H, d, J=9.8 Hz), 6.19 (1H, dd, J=9.8 Hz, J =4.9 Hz), 5.95-5.92
(2H, m), 5.23 (1H, dd, J = 6.8 Hz, J = 3.4 Hz), 4.42 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3.93-3.89 (1H, m), 3.80
(1H, d, J=17.1 Hz), 3.59 (1H, dd, J = 14.2 Hz, J = 6.9 Hz), 3.53-3.45 (2H, m), 3.39 (3H, s), 2.20
(1H, dd, J = 13.7 Hz, J = 4.4 Hz), 2.00 (1H, td, J = 13.7 Hz, J = 4.4 Hz).

3C NMR (125MHz, CDCl5) &: 162.2, 148.8, 146.9, 146.8, 138.0, 133.7, 133.3, 130.6, 130.2,
127.3,126.5,123.2,122.8, 106.8, 103.8, 101.0, 81.9, 72.3, 62.9, 61.2, 60.8, 56.7, 49.3, 28.6.

Opticka otacivost:

[a]?*b= + 100,0° (c = 0,120; CHCl5)
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4.2.4 Priprava 11-0-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthaminu (LC-102)

NO,
Cl
Sumarni vzorec: C;;H,gNO, Sumarni vzorec: C,,H,;CIN,0,
Molarni hmotnost: 301,34 Moldarni hmotnost: 484,89

Obrazek 23: Schéma syntézy 11-0O-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthaminu

60 mg (0,199 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfidano 100 pl (0,454 mmol) 2-chloro-4-nitrobenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla zahtfdta na 80 °C, michana 72 hodin a poté byla
odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve smési CHCIs:EtOH (1:1) a nasledné byla
reakce dvakrat chromatografovana pomoci preparacni TLC. Jako mobilni faze byla pouzita
smés To:cHx:Et,NH (60:40:5). Zéna s produktem byla separovdna z preparacni desky,
promyta smési CHCl3:EtOH (1:1) a odparena na vakuové odparce. Cely proces se prliibézné
kontroloval pomoci analytickych TLC, diky nim se urcil sprdvny pomér smési ve vyvijeci fazi.
Doslo k ziskani 41,9 mg 11-0O-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthaminu ve formé hnédé

olejovité latky. Vytézek reakce byl 43 %.
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Obrazek 24: ESI-MS 11-0-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCls) 6: 8.30 (1H, d, J = 2.5 Hz), 8.15 (1H, dd, J = 8.8 Hz, J = 2.5 Hz), 7.85
(1H, d, J = 8.8 Hz), 6.96 (1H, s), 6.50 (1H, s), 6.45 (1H, d, J = 10.3 Hz), 6.17 (1H, dd, J = 10.3 Hz,
J=4.9 Hz), 5.93-5.90 (2H, m), 5.23 (1H, dd, J=6.8 Hz, J=3.9 Hz), 4.40 (1H, d, J=17.0 Hz),
3.82—-3.78 (1H, overlapped, m), 3.78 (1H, overlapped, d, J=17.0Hz), 3.55 (1H, dd,
J=14.5Hz, J=6.8 Hz), 3.50 (1H, dd, J=14.5Hz, J=3.9 Hz), 3.44 (1H, dd, J=13.6 Hz, J=4.4
Hz), 3.35 (3H, s), 2.10 (1H, dd, J = 13.6 Hz, J = 4.4 Hz), 1.95 (1H, td, J = 13.6 Hz, J = 4.4 Hz).

3C NMR (125MHz, CDCls) &: 163.2, 149.4, 146.8, 146.7, 135.5, 134.7, 133.7, 131.8, 130.1,
127.4,126.4, 126.1,121.5, 106.7, 103.9, 101.0, 82.2, 72.3, 62.8, 61.1, 60.4, 56.6, 49.4, 28.3.

Opticka otacivost:

[0]**p= +41,7° (c = 0,115; CHCl3)
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4.2.5 Priprava 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthaminu (LC-90, HN-278)

Sumarni vzorec: C;;H,gNO, Sumarni vzorec: C,5H,5NO;
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 419,48

Obrazek 25: Schéma syntézy 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthaminu

Z divodu potreby vétsSiho mnozstvi 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthaminu pro
biologické testy, byla pfiprava této latky opakovana dle postupu uvedeného ve védecké DP.
Ve 2 ml pyridinu se rozpustilo 50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu. Dale k nému bylo
pfidano 100 ul (0,647 mmol) 2-methylbenzoylchloridu a katalytické mnozstvi (2 mg) DMAP.
Reakce byla zahtata na 60 °C, michdna 24 hodin a poté byla odpafena do sucha. Odparek
byl rozpustén ve smési CHCI3:EtOH (1:1) a nasledné byla reakce dvakrat vyvijena pomoci
preparacni TLC pro lepsi rozliseni produktu. Jako mobilni faze byla pouzita smés
To:cHx:EtNH (60:40:5). Zéna s produktem byla separovédna z preparacni desky, promyta
smési CHCl3:EtOH (1:1) a odpafena na vakuové odparce. Cely proces se prUbéiné
kontroloval pomoci analytickych TLC, diky nim se uréil spravny pomér smési ve vyvijeci fazi.
Ziskalo se 43,0 mg 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthaminu. VytéZzek reakce byl 63 %.
GC-MS a NMR spektra byla ve shodé s dfivéjsi praci.

NMR studie:

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 8: 7.76-7.73 (1H, m), 7.42-7.38 (1H, m), 7.25-7.21 (2H, m), 6.98
(1H,s), 6.50 (1H, s), 6.46 (1H, d, J=10.0 Hz), 6.15 (1H, dd, J=10.0 Hz, J=4.9 Hz), 5.91 (2H, s),
5.20 (1H, dd, J=6.8 Hz, J=3.9 Hz), 4.41 (1H, d, J=16.6 Hz), 3.87-3.84 (1H, m), 3.78 (1H, d,
J=16.6 Hz), 3.56-3.43 (3H, m), 3.36 (3H, s), 2.57 (3H, s), 2.17-2.11 (1H, m), 2.10-2.03 (1H, m).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) 8: 166.3, 146.7, 146.5, 140.3, 134.3, 132.0, 131.7, 130.0, 129.5,

129.3,127.8,126.3, 125.7, 106.6, 103.9, 100.9, 80.7, 72.4, 62.8, 61.0, 60.7, 56.5, 49.3, 28.3,
21.6.
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Opticka otacivost:

[0]%5= + 33,0° (c = 0,135; CHCl3)

4.2.6 Priprava 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu (LC-107)

Sumarni vzorec: C;;H,4NO, Sumarni vzorec: C,¢H,,NOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 433,50

Obrazek 26: Schéma syntézy 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu

Ve 2 ml pyridinu se rozpustilo 50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu. Dale k nému
bylo pfidano 60 ul (0,356 mmol) 3,5-dimethylbenzoylchloridu a katalytické mnoZstvi (2 mg)
DMAP. Reakce byla zahtata na olejové lazni pfi 80 °C, michdana 48 hodin a poté byla
odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve smési CHCl;:EtOH (1:1) a nasledné byla
reakce jedenkrdt vyvijena pomoci preparacni TLC. Jako mobilni faze byla pouzita smés
To:cHx:Et,NH (60:40:5). Zéna s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta
smési CHCI5:EtOH (1:1), detekce pomoci Dragendorffova Cinidla a odpafena na vakuové
odparce. Cely proces se pribézné kontroloval pomoci analytickych TLC, diky nim se urcil
spravny pomér Smési pro vyvijeci fazi. Ziskalo se 35,8 mg

11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu. Reakce méla vytézek 50 %.
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Obrazek 27: GC-MS 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCls) &: 7.53 (2H, s), 7.19 (1H, bs), 6.96 (1H, s), 6.50 (1H, s), 6.43 (1H, d,

J=10.0 Hz), 6.12 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 4.9 Hz), 5.92-5.90 (2H, m), 5.19 (1H, dd, J = 6.8 Hz,

J=3.4Hz), 4.40 (1H, d, J = 16.6 Hz), 3.88-3.83 (1H, m), 3.78 (1H, d, J = 16.6 Hz), 3.57-3.41

(3H, m), 3.36 (3H, s), 2.36 (6H, s), 2.18-2.04 (2H, m)

13 NMR (125MHz, CDCl3) 6: 165.8, 146.7, 146.5, 138.0, 134.7, 134.3, 130.0, 129.4, 127.7,

127.0,126.5, 106.6, 103.9, 100.9, 80.8, 72.5, 62.9, 61.2, 60.9, 56.5, 49.3, 28.6, 21.2

Opticka otacivost:

[0]**p = +36,7° (c = 0,120; CHCl3)
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4.2.7 Priprava 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthaminu (LC-109)

Sumarnivzorec: Cy;H,gNO, Sumarni vzorec: CygH,,NO¢
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 433,50

Obrazek 28: Schéma syntézy 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfidano 40 ul (0,237 mmol) 2,6-dimethylbenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla zahtata na 80 °C, michdna 48 hodin, ale dle analytické
TLC bylo vidét, Ze reakce jeSté nezreagovala. Pfidalo se opét 40 ul
2,6-dimethylbenzoylchloridu a katalytické mnozstvi DMAP. Reakce byla postavena na
olejovou lazen tentokrat pfi otackach 100 rpm a zahrata na 90 °C. Za téchto podminek
ponechdna dalSich 48 hodin. Po nékolika provedenych analytickych TLC, kdy bylo stale jasné
viditelné, Ze reakce neprobéhla, se odebral vzorek na GC-MS analyzu. BohuzZel se zjistilo, ze
doslo k nezreagovani a nedochazi tedy k pfipravé derivatu
11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthaminu. Z chemické struktury se dd usoudit, Ze

dlvodem nezreagovani je sterické branéniv poloze 2 a 6.

4.2.8 Priprava 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthaminu (LC-120)

OMe
OMe OMe
0]
¢ OMe
Sumarni vzorec: C;;H,;4NO, Sumarni vzorec: C,5H,9NOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 495,53

Obrazek 29: Schéma syntézy 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthaminu

65 mg (0,216 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.

Dale k nému bylo pfidano 40 pg (0,173 mmol) 3,4,5-trimethoxybenzoylchloridu a katalytické
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mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla zahrata na 50 °C, michana 24 hodin a poté byla
odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve smési CHCl5:EtOH (1:1) a nasledné byla
reakce dvakrat chromatografovdna pomoci preparacni TLC pro lepsi rozliSeni produktu.
PouZiti mobilni faze bylo To:Et,NH (9:1). Na separacni desce byly dvé zény, které by mohly
byt produktem. Muselo dojit k separaci kazdé zény zvlast a na zakladé provedené GC-MS
analyzy se vyhodnotilo, Ze 3,4,5-trimethoxybenzoylhaemanthamin je v prvni zéné. Nasledné
proces probihal stejné jako u predchozich reakci a bylo ziskdno 79,7 mg
11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthaminu ve formé svétle hnédé olejovité latky.

Vytézek reakce byl 75 %.

185.1

28000

26000

24000

22000

20000

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000 269.1

2241
2000 152.1 485 3

: 252.1
44.0 7.0 o

1 n
0 506 960 "1 1350 1731 3001 32293411 3714 401142014373 5212

MiZe=> 40 G0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 S00 520

Obrazek 30: GC-MS 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCl3) 6:7.18 (2H, s), 6.92 (1H, s), 6.49 (1H, s), 6.45 (1H, d, J = 9.8 Hz), 6.15
(1H, dd, J=9.8 Hz, J=4.9 Hz), 5.91-5.87 (2H, m), 5.14 (1H, dd, J=6.8 Hz, J=3.2 Hz), 4.38
(1H, d, J = 16.6 Hz), 3.89 (3H, s), 3.88 (6H, s), 3.86—3.82 (1H, m), 3.76 (1H, d, J = 16.6 Hz), 3.55
(1H, dd, J =14.6 Hz, J = 6.8 Hz), 3.46-3.38 (2H, m), 3.34 (3H, s), 2.16-2.10 (1H, m), 2.06 (1H,
td, J=13.2 Hz, J= 3.9 Hz)

49



13C NMR (125MHz, CDCl3) 6: 164.9, 152.9, 146.6, 146.5, 142.3, 134.2, 129.3, 128.0, 126.6,
125.0, 106.6, 106.5, 103.8, 100.8, 81.0, 72.6, 62.8, 61.2, 60.8, 56.5, 56.1, 49.0, 28.5

Opticka otacivost:

[a]*p = + 55,0° (c = 0,160; CHCl3)

4.2.9 Priprava 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthaminu (LC-122)

> Me
Me
Sumarni vzorec: C;;H;gNO, Sumarni vzorec: C,¢H,;NO;
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 433,50

Obrazek 31: Schéma syntézy 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthaminu

55 mg (0,183 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfiddno 100 pl (0,593 mmol) 2,3-dimethylbenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla zahtfdta na 80 °C, michana 24 hodin a poté byla
odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve smési CHCIs:EtOH (1:1) a nasledné byla
reakce dvakrat chromatografovdana pomoci preparacni TLC pro lepsi rozliSeni produktu.
Jednalo se o mobilni fazi To:cHx:Et,NH (60:40:5). Nasledné proces probihal stejné jako
u predchozich reakci a bylo ziskdno 34,0 mg 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthaminu.

Vytézek reakce byl 43 %.

50



110000 1331

100000

90000

BOO0O

70000/

GO000]

50000|
40000|

30000

20000 1051 2251
4332

10000 ) 181.1 2101 2831
77.0 e 2401 4042
1521 o 3001
1 167.1 281 1
450 g3p 910 1190 - 197 b 314.1327.1 3411 3581 3751 3902 4181 446 645t

miz-> 30 40 50 60 70 B0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 260 290 300 310 320 330 340 350 360 370 360 380 400 410 420 430 440 450

Obrazek 32: GC-MS 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCl3) 6: 7.48 (1H, d, J=7.8 Hz), 7.29 (1H, d, J=7.8 Hz), 7.12 (1H, d,
J=7.8Hz), 6.99 (1H, s), 6.50 (1H, s), 6.49 (1H, d, J=10.0 Hz), 6.16 (1H, dd, J=10.0 Hz,
J=49Hz), 5.91 (2H, s), 5.19 (1H, dd, J=6.9 Hz, J=3.9 Hz), 4.40 (1H, d, J=17.0 Hz), 3.88-
3.83 (1H, m), 3.77 (1H, d, J = 17.0 Hz), 3.53 (1H, dd, J = 14.2 Hz, J = 7.3 Hz), 3.49-3.40 (2H, m),
3.36 (3H, s), 2.43 (3H, s), 2.32 (3H, s), 2.13-2.08 (1H, m), 2.04 (1H, td, J = 13.2 Hz, J = 3.9 Hz)

13 NMR (125MHz, CDCl5) 6: 167.4, 146.7, 146.5, 138.0, 137.8, 134.5, 133.2, 130.7, 129.6,
128.0, 127.2, 126.6, 125.1, 106.6, 104.0, 100.9, 80.9, 72.5, 62.9, 61.2, 60.8, 56.5, 49.3, 28.5,

20.5,16.5

Opticka otacivost:

[a]*p = + 67,7° (c = 0,130; CHCl5)
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4.2.10 Pfiprava 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu (LC-123)

OMe

OMe
Sumarni vzorec: C;;H;4NO, Sumarni vzorec: C,zH,,NO,
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 465,50

Obrazek 33: Schéma syntézy 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu

50 mg (0,164 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfiddno cca 40 pg (0,199 mmol) 3,4-dimethoxybenzoylchloridu
a katalytické mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla ddna na olejovou lazen a zahtatd na 80 °C,
michana 72 hodin. Ndasledné byla reakce odpatena do sucha a odparek byl rozpustén
ve smési CHCI5:EtOH (1:1). Nasledovala pfiprava mobilni faze To:EtOAc:Et,NH (60:20:10),
kvlli lepsSimu oddéleni vrstev a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC.
Zoéna s produktem byla separovdna z preparacni desky, promyta smési CHCl3:EtOH (1:1)
za pomoci detekce a pouziti Dragendorffova Cinidla. Reakce byla odpafena na vakuové
odparce a prevedena do vialky. Bylo ziskdno 31,8 mg

11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu. VytéZzek reakce byl 42 %.

G000
5000
4000
3000

2000

2691,
1000 2241 283

210 _
770 1220 1370 1524 181.0 2190 2401 4653
450 gip 920 107.0 122 5 - 253 1 3001943 1327.1 4113851 3711 3901 4151 38 as04 e

o } ' 1
miz-> 30 40 S0 60 7O 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 IS0 400 410 420 430 440 450 460 470

Obrazek 34: GC-MS 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu
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NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCl3) 6: 7.54 (1H, dd, J= 8.3 Hz, J = 2.0 Hz), 7.46 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.94
(1H, s), 6.88 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.49 (1H, s), 6.44 (1H, d, J = 10.3 Hz), 6.12 (1H, dd, J = 10.3 Hz,
J =4.9 Hz), 5.90 (1H, d, overlapped, J = 5.3 Hz), 5.90 (1H,d, overlapped, J = 5.3 Hz), 5.29 (1H,
s), 5.16 (1H, dd, J = 6.9 Hz, J = 3.4 Hz), 4.39 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.93 (3H, s), 3.91 (3H, s),
3.87-3.83 (1H, m), 3.76 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.53 (1H, dd, J = 14.2 Hz, J = 6.9 Hz), 3.46-3.40
(1H, m), 3.35 (3H, s), 2.16-2.03 (2H, m)

3C NMR (125MHz, CDCls) &: 165.2, 153.1, 148.6, 146.7, 146.5, 134.4, 129.3, 127.9, 126.6,
123.1, 122.6, 111.8, 110.3, 106.6, 103.9, 100.8, 80.8, 72.6, 62.9, 61.3, 61.2, 56.5, 56.0, 55.9,

49.1, 28.6

Opticka otacivost:

[0]*5= + 78,7°(c = 0,006; CHCl3)

4.2.11 Ptiprava 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu (LC-124)

OMe
Sumarni vzorec: C;;H;4NO, Sumarni vzorec: Cy¢H,;NO;
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 465,50

Obrazek 35: Schéma syntézy 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu

55 mg (0,183 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Dale k nému bylo pfidano 40 ul (0,199 mmol) 2,6-dimethoxybenzoylchloridu a katalytické
mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce byla ddna na olejovou lazen a zahtatd na 80 °C, michana 24
hodin pfi otackach 250rpm. Poté byla odpafena do sucha. Odparek byl rozpustén ve smési
CHCI5:EtOH (1:1). Nejprve byly pfipraveny analytické TLC ve smési cHx:EtOAc:MeOH:Et,NH
(45:45:5:5) a druhé TLC ve smési To:Et,NH (95:5). Po dvou analytickych deskach bylo

zjiSténo, Ze reakce jeSté nezreagovala dostatecné a bylo nutno ji dadle ponechat 48 hodin
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reagovat. Nasledné po dalSim analytickém TLC tentokrdt ve smési To:Et,NH (9:1), bylo
zfejmé, Ze reakce probéhla. Pouzitd mobilni faze byla To:Et;NH (9:1). Zdna s produktem byla
separovdna z preparacni desky, promyta smési CHCl3:EtOH (1:1) a odpafena na vakuové
odparce. Bylo ziskano 25,0 mg 11-0O-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu ve formé

svétle hnédé olejovité latky. Vytézek reakce byl 29 %.
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Obrazek 36: GC-MS 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

'H NMR (500MHz, CDCls) 6: 7.28 (1H, t, J=8.4 Hz, overlapped), 6.97 (1H, s), 6.54 (2H, d,
J=8.4Hz), 6.49 (1H, s, overlapped), 6.48 (1H, d, J=10.3 Hz, overlapped), 6.14 (1H, dd,
J=10.3 Hz, J=5.4 Hz), 5.92-5.89 (2H, m), 5.13 (1H, dd, /=6.8 Hz, J=3.4 Hz), 4.38 (1H, d,
J=16.9 Hz), 3.80 (6H, s), 3.75 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.60-3.52 (2H, m), 3.45-3.36 (2H, m) 3.34
(3H, s), 2.02-1.97 (2H, m)

3C NMR (125MHz, CDCls) &: 165.5, 157.5, 146.5, 146.3, 134.8, 131.0, 129.1, 127.7, 126.6,
112.8,106.5, 104.0, 103.9, 100.8, 81.4, 72.8, 63.0, 61.4, 61.2, 56.4, 55.8, 48.6, 28.0

Opticka otacivost:

[a]**p = + 11,9° (c = 0,135; CHCl5)
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4.2.12 Priprava 11-O-(benzoyl)haemanthaminu (LC-118)

Sumarni vzorec: C;;HgNO, Sumarni vzorec: C,,H,3NO;
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 405,45

Obrazek 37: Schéma syntézy 11-0O-(benzoyl)haemanthaminu

Z divodu potreby vétsiho mnoistvi 11-O-(benzoyl)haemanthaminu pro biologické
testy, byla priprava této latky opakovana dle postupu uvedeného ve védecké DP. 50 mg
(0,164 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfiddno 100 pl (0,711 mmol) benzoylchloridu a katalytické mnozstvi (2 mg) DMAP. Reakce
byla zahtata na 60 °C, michana 24 hodin a poté byla odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén ve smési CHCl3:EtOH (1:1) a nasledné byla reakce dvakrat chromatografovdna
pomoci preparacni TLC pro lepsi rozliSeni produktu. Jednalo se o mobilni fazi To:cHx:Et,NH
(60:40:5). Nasledné proces probihal stejné jako u predchozich reakci a bylo ziskdno

64,13 mg 11-0-(benzoyl)haemanthaminu. Vytézek reakce byl 96 %.
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Obrazek 38: GC-MS 11-0-(benzoyl)haemanthaminu

NMR studie:

4051

179, 113884
320 340 360 380 400 420 440 460 480

376.1 4291 4546471 .44089

'H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 8.12-8.07 (1H, m), 7.94-7.90 (2H, m), 7.59-7.54 (1H, m), 7.46-

7.41 (2H, m), 6.96 (1H, s), 6.51 (1H, s), 6.43 (1H, d, J=10.0 Hz), 6.13 (1H, dd, J=10.0 Hz, J=4.9

Hz), 5.91 (1H, d, overlapped, J=4.4 Hz), 5.91 (1H, d, overlapped, J=4.4 Hz), 4.44 (1H, d, J=16.9

Hz), 3.89-3.85 (1H, m), 3.82 (1H, d, J=16.9 Hz), 3.57-3.54 (2H, m), 3.49 (1H, dd, J=13.2 Hz,

J=4.4 Hz), 3.35 (3H, s), 2.23-2.18 (1H, m), 2.13 (1H, td, J=13.2 Hz, J=4.4 Hz).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 165.4, 146.8, 146.6, 134.0, 133.1, 131.9, 130.0, 129.6, 129.3,

128.4,128.0, 127.4, 126.0, 106.7, 103.9, 100.9, 80.6, 72.3, 62.8, 60.9, 60.5, 56.5, 49.3, 28.2.

Opticka otacivost:

[0]*p = + 42,1° (c = 0,133; CHCl3)
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5. Vysledky

5.1 Pfiprava polosyntetickych derivatd

Tabulka 14: Pfipravené slouceniny a jejich procentualni vytézek z reakci

Oznaceni latky Chemicky nazev Vytézek (%)
LC-74 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin 59
LC-91 11-0-(2-chlorobenzoylhaemanthamin 68
LC-97 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthamin 18

LC-102 11-0-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthamin 43
LC-90 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin 63
LC-107 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthamin 50
LC-109 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthamin nezreagovalo
LC-120 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthamin 75
LC-122 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthamin 43
LC-123 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 42
LC-124 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 29
LC-118 11-0O-(benzoyl)haemanthamin 96
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5.2 Screening biologickych aktivit

5.2.1 Inhibicni aktivita derivata proti AChE a BuChE a jejich prestup pres BBB

Tabulka 15: Hodnoty ICs testovanych derivatl haemanthaminu v porovnani se standardem
galanthaminem

AChE (uM) | BUChE (uM) | logBB®

haemanthamin > 100 > 100 - 0,309
LC-74 3,99+0,25 > 100 0,039
LC-91 13,70+0,76 | 5,61+0,62 | 0,256
LC-97 12,79 £ 0,53 > 100 0,234
LC-102 9,88+0,78 > 100 0,220
LC-90 18,18 +1,30 | 6,59+1,19 | 0,175
LC-107 > 100 > 100 0,197
LC-120 > 100 > 100 0,015
LC-122 > 100 > 100 0,030
LC-123 > 100 > 100 0,023
LC-124 n. n. 0,023
LC-118 > 100 585+0,31 | 0,285
galanthamin 1,07+0,18 | 42,30+1,30 | 0,047

n. = prozatim neméreno, bude se testovat
® vypocteno pfes http://www.way2drug.com/geb/

LogBB je nejbéingjsi ¢Ciselnd hodnota popisujici permeabilitu  pres
hematoencefalickou bariéru (HEB). Je definovan jako logaritmicky pomér mezi koncentraci
slou¢eniny v mozku a krvi. Hodnoty logBB vypoctenych sloucenin se pohybuji od 0,007
do 0,285 aZ na haemanthamin samotny. Slou¢eniny s logBB > 0,3 snadno prochazeji HEB,
zatimco ty s logBB < -1,0 jsou pouze Spatné distribuovany do mozku®.

Dale byly nejaktivnéjsi derivaty testovany pro pasivni transport PAMPA (Tabulka 16).

Tabulka 16: Ziskané hodnoty pro pasivni transport prostupnosti pres HEB>®

PAMPA —HEB propustnost (10°cm.s™)?
LC-74 19,9 £ 0,9 (CNS+)
LC-90 5,8 + 0,9 (CNS+)
LC-91 14,8 + 0,4 (CNS+)
LC-118 8,4+ 0,2 (CNS+)
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® CNS(+): vysoka HEB propustnost se pfedpoklada u hodnot > 4,0; CNS(-): nizka HEB propustnost se
predpoklada u hodnot < 2,0; CNS(+/-): nejista propustnost skrz HEB se predpoklada u hodnot od 4,0
do 2,0
5.2.2 Protinadorova aktivita derivati

Vybrané nadorové bunécné linie a nenadorové bunécné linie jako Jurkat (akutni
leukémie T-lymfocytl), MOLT-4 (akutni lymfoblastickd leukémie), A549 (karcinom plic),
HT-29 (kolorektalni adenokarcinom), PANC-1 (karcinom pankreatického epitelu),
A2780 (karcinom vajecniku), Hela (cervikadlni adenokarcinom), MCF-7 (adenokarcinom
prsu), SAOS-2 (osteosarkom) and MRC-5 (normalni plicni fibroblasty) byly zakoupeny bud' od
ATCC (Manassas, USA) nebo od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) a kultivované podle
doporucenych postupll. VSechny bunécné linie byly udriovany na teploté 37 °C a ve
zvlhéeném 5% oxidu uhlic¢itém a z 95 % ve vzduSném inkubatoru. Jako standard se uvadi

protinddorové chemoterapeutikum doxorubicin?’ (Tabulka 17, Tabulka 18).

Tabulka 17: Testované derivaty na vybrané bunécné linie a jejich hodnoty viability v %
(proliferace bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM)

LC-74 LC-91 | LC-97 | LC-102 | LC-90 LC-107 | Doxorubicin

Jurkat | 87+5 | 119+3 [ 87+7|101+7| 95+11 94 +4 1+0
MOLT-4 | 78+7 | 1049 |58+4|92+13| 913 90+8 1+2
A549 78+2 | 104+12 | 65+4 | 97+3 96 +8 95+1 17+6
HT-29 | 84+7 | 1055 |[69+6 |95+13| 98+6 | 98+10 57+4
PANC-1 | 7716 |107+14|79+4 |96+14 | 95+6 114+ 8 677
A2780 | 101+9|142+17 | 92+5|102+2|129+11 | 148+17 11+2
Hela 85+8 99+4 |89+2 | 99+6 | 104+4 | 106%6 25+11
MCF-7 | 61+9 | 105+11 |45+3| 88+9 | 112+3 | 56+10 36+3
SAOS-2 | 71+5 |104+10|70+7 | 88+6 | 97+17 |111+24 27 +5
MRC-5 | 73+3 | 101+6 |65%4 | 89+5 | 112+9 87+8 52+7
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Tabulka 18: Testované derivaty na vybrané bunécné linie a jejich hodnoty viability v %
(proliferace bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM)

LC-120 | LC-122 | LC-123 | LC-124 | LC-118 | Doxorubicin

Jurkat 95+7 | 121+11| 99+9 | 108+2 | 104+3 1+0
MOLT-4 | 86+7 |115+11| 85+4 | 113+6 |100+11 1+2
A549 | 100+11 | 118+6 |101+6|114+12 | 105%9 17+6
HT-29 | 112+12 | 122+5 | 98+1 | 109+7 | 111+12 57+4
PANC-1 | 99+10 |102+10|100+2 | 113+3 | 100£5 677
A2780 | 103+1 | 147+10|102+1| 122+9 | 131+7 11+2

Hela 97+9 109+7 | 844 94+8 877 25+11
MCF-7 | 76 £10 | 103+5 | 89+4 | 113+2 94 +8 363
SAOS-2 | 95+£12 | 108+7 |97+14 | 100+6 | 105%9 275
MRC-5 92+6 |106+13 | 966 | 118+7 9% =7 52+7

5.3 Opticka otacivost

Tabulka 19: Prehled optické otdcivosti u pripravenych derivat(

Spec. otacivost (°)

haemanthamin 59,1
LC-74 17,5
LC-91 70,8
LC-97 100,0
LC-102 41,7

LC-90 33,0
LC-107 36,7
LC-120 55,0
LC-122 67,7
LC-123 78,7
LC-124 11,9
LC-118 42,1
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6. Diskuse a zavér

Tato diplomova prace navazuje na predchozi diplomové prace, které byly vypracovany
na Katedfe farmaceutické botaniky. Diplomové prace Mgr. Jany Markové a Mgr. Zuzany
Kavkové se také zabyvaly pfipravou derivatQ alkaloidu haemanthaminu. V rdmci téchto praci

667  ptedmétem

byly pfipraveny predevsim alifatické a pilotni aromatické derivaty
diplomové prace Viery Bodorikové byla rovnéz priprava aromatickych ester(
haemanthaminu, pfipravovala ale odlisné derivaty vétSinou disubstituované. Zaroven je na
katedre studovan alkaloid ambellin, ktery se lisi od haemanthaminu pouze orientaci 5,10b-
ethanového mustku a navic methoxy skupinou v poloze C-7. Pfipravou derivatd a studiem
jejich biologické aktivity se zabyva Aneta Ritomska>?.

Vramci predlozené studie bylo syntetizovdano jedenact aromatickych derivatd
alkaloidu haemanthaminu. Pfipravovano bylo celkem dvanact, bohuZel jeden derivat
11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthamin (LC-109) se nepodafilo pfipravit. Pfi¢inou bylo
nejspiSe sterické branéni methylovych skupin v polohdch 2 a 6. VSechny syntézy probihaly
v prostiedi bezvodého pyridinu za pritomnosti katalyzatoru DMAP. Pro pfipravu ester( byly
pouzity rGzné substituované benzoylchloridy. Pro ziskani a precisténi prislusnych derivata
byla pouzita preparaéni TLC. Pfipravené slouceniny byly identifikovany pomoci MS, NMR
a optické otacivosti. Nékteré derivaty byly ziskany ve formé bilych az Zlutych krystal(
a nékteré mély konzistenci oleje hnédé barvy.

Ctyfi derivaty (LC-74, LC-90, LC-123, LC-118) byly jiz dFive pfipraveny na Katedfe
farmaceutické botaniky, ale zdlvodu nedostatecného mnozstvi a za ucelem dalSich
biologickych studii byly syntetizovany znovu. Reakce ostatnich derivatd byly provedeny na
Katedre farmaceutické botaniky poprvé.

Vramci studii byly derivaty, které se podafilo pripravit v dostate¢ném mnozstvi,
studovany na jejich inhibiéni potencial v(¢&i lidskym cholinesterazam. U¢&inna inhibice
cholinesterdz je spojena s moznou terapii AD°. Viechny latky byly nejprve podrobeny
screeningové studii pfi koncentraci 100 uM. Derivaty vykazujici inhibice minimalné ve vysi
45% vaci AChE a 50% vuci BUCht byly dale vybrany pro stanoveni hodnoty ICso. Jako
standard byl pouzit galanthamin, ktery se jiz v terapii AD vyuZiva ve formé hydrobromidu®.
V ramci hAChE studie nejzajimavéjsi inhibi¢ni potencidl vykdzal derivat oznaéeny jako LC-74

(11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin; 1Csq=3,99 + 0,25 uM). Tato latka navic vykazovala
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selektivitu vac¢i AChE. Hodnota ICsy neni pfrilis vzdalena od hodnoty ICso galanthaminu
(ICso=1,07 £ 0,18 uM). Ostatni derivaty vykazovaly spiSe slab$i hAChE inhibi¢ni potencial.
Oproti tomu v ramci hBuChE studie se podafilo pfipravit dvé latky s aktivitou vyznamné vyssi
nez pro galanthamin (ICs0=42,30+1,30 uM). Jednalo se o derivaty LC-90
(11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin; 1Cs = 659 + 1,19 uM) a LC-118
(11-O-(benzoyl)haemanthamin; 1Cso = 5,85 + 0,31 uM). V pfipadé derivatu LC-90 se jednalo
o latku vykazujici inhibicni potencial vuci obéma cholinesterazam
(ICsoache = 18,18 £ 1,30 uM). Latka LC-118 disponuje selektivni inhibici hBuChE. Selektivni
inhibice vi¢i BuChE by mohla byt zajimavym terapeutickym cilem pro lé¢bu pokrocilych
stadii AD®®, kdy aktivita a koncentrace BUChE vyrazné narUsta. Inhibi¢ni potencial BuChE
LC-118 je srovnatelny s potencidlem latek izolovanych z Buxus hyrcana®. Jednalo se
o triterpenoidni alkaloidy hyrkatrieninu a Np-dimethylcykloxobuxoviricinu, které selektivné
inhibovaly BUChE s hodnotami ICsg kolem 1 uMGg.

Derivaty byly dale studovany z pohledu jejich inhibi¢niho potencidlu vici enzymu
GSK-3B. Tento enzym se uplatiiuje predevsim v tvorbé neurofibrilarnich klubek, coz je jeden
z nejvyraznéjéich patofyziologickych projevi AD*'. Prozatim byly studovany pouze tfi
derivaty, z nichZz nejzajimavéjsi aktivitu vykazal jiz zminény derivat LC-74 (c = 50 uM;
70 + 6 %; ICso = 31 £ 0 uM). Ostatni latky budou studovany v rdmci spoluprace s univerzitou
v Bologni v nejblizsi dobé.

U latek, které by mély zasahovat do CNS, je jiz na zacatku studie nutné védét, zda
latky budou prestupovat pres HEB a zda budou schopny dosahnout cilového mista. Z téchto
dlvodd byl studovan i potencidl latek prechazet pres HEB pasivnim transportem (Tabulka
16) a dale byla pocitdana hodnota logBB (Tabulka 15). Na zakladé ziskanych vysledkl je
mozné konstatovat, Zze vSechny aktivni latky 11-O-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin (LC-74),
11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (LC-90), 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthamin
(LC-91) a 11-0-(benzoyl)haemanthamin (LC-118) jsou schopné prestupovat pres HEB do CNS.
Dle studii Ize konstatovat, Ze prozatim je nejlepsi substituce na aromatickém jadre do polohy
dva a to pravé methylovou skupinousg.

VsSechny pripravené derivaty byly studovany také z pohledu jejich cytotoxického
pusobeni. Pro tuto studii byl pouzit panel deviti nddorovych bunéénych linii (Jurkat, MOLT-4,
A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAQS-2) a jedna linie zdravych bunék (MRC-5).

BohuZel Zadny z derivatli nevykazal vyznamnou cytotoxickou aktivitu. Nejzajimavéjsi aktivitu
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v testu viability Ize nalézt u derivatu 11-O-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthamin (LC-97),
ato zejména proti nadorové bunécné linii MCF-7 (45 + 3 %), obecné ale lze fici, ze latky
nejsou z pohledu toxicity vic¢i nadorovym bunkam zajimavé. D3 se tedy usuzovat, Ze ve
spektru pripravenych derivatli v ramci této studie substituce v pozici C-11 cytotoxickou
aktivitu rusi. Pro objasnéni podrobnéjSich vztahll mezi aktivitou a strukturou je treba se
v budoucnu pokusit o pfipravu dalSich esterovych derivatl. Bylo by vhodné zkusit téz

pfipravu etherovych derivatd, které v burice nepodléhaji hydrolyze a tudiz jsou stabilnéjsi.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AA
ACh
AChE
AD
BuChE
CHXx
Cox
cv.
DCC
DCM
DMAP
EtOAc
EtOH
GC
GSK-3B
hAChE
hBuChE
HEB
ICso
MeOH
NBS
p-53
PAL
Pd/C
POP
rRNA
THF
To
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Amaryllidaceae

Acetylcholin

Acetylcholinesteraza
Alzheimerova choroba
Butyrylcholinesteraza

Cyklohexan

Cyklooxygenaza

Kultivar (péstovana odrlda)
Dicyklohexylkarboimid
Dichloromethan
Dimethylaminopyridin

Ethylacetat

Ethanol

Plynova chromatografie

Glykogen syntaza kinaza - 38
Lidskda sérova acetylcholinesteraza
Lidska sérova butyrylcholinesteraza
Hematoencefalicka bariéra
Inhibi¢ni koncentrace

Methanol

N-bromsukcimid

Transkrip¢ni faktor v bunce
Fenylalanin-lyaza

Katalyzator palladia na aktivnim uhli
Prolyl-oligopeptidaza

Ribozomadlni ribonukleova kyselina
Tetrahydrofuran

Toluen
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[éCiva

Moderni vyzkum ukazal, Ze alkaloidy Amaryllidaceae predstavuji bohatou zasobu
potencialnich malych molekul vykazujicich nékolik lécivych vlastnosti prostfednictvim
rdznych mechanismu. Mezi mnoha alkaloidy Amaryllidaceae byla vénovdna velkd pozornost
galanthaminu vzhledem k tomu, Ze ma silnou inhibi¢ni aktivitu vlci acetylcholinesteraze a je
celosvétové distribuovan pro |écbu Alzheimerovy choroby.

Jedna ze zajimavych sloucenin je haemanthamin, alkaloid B-krininového typu, ktery
vykazuje vyznamnou cytotoxickou aktivitu vici nékolika nddorovym bunéénym liniim.

Pfedmétem této diplomové prace byla pfiprava derivatl alkaloidu haemanthaminu
a studium jeho biologické aktivity v souvislosti s potencidlni |é¢bou nddorovych onemocnéni
a Alzheimerovy choroby. Bylo syntetizovano jedenact aromatickych esterovych derivatu
haemanthaminu. Pfipravené derivaty byly identifikovdny pomoci MS, NMR a optické
otacivosti. VSechny derivaty byly testovdany na cytotoxickou aktivitu u vybranych
nadorovych a nenddorovych bunéénych liniich. Bohuzel vSechny latky byly z pohledu toxicity
nezajimavé.

Latky byly také testovany v ramci studie na inhibi¢ni aktivitu vic¢i hAChE a hBuChE.
Tentokrat se podafilo pfipravit z neaktivniho alkaloidu haemanthaminu aktivni derivaty.
Nejvyznamnéjsi hodnotu vuci obéma enzymlim vykazal derivat
11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (LC-90): hAChE: ICsq = 18,18 + 1,30 uM; hBuChE: 1Cs5q
= 6,59 + 1,19 uM. Selektivni inhibice vic¢i hBuChE, ktera je lepsi nez u galanthaminu, byla
zjisténa u 11-0-(benzoyl)haemanthaminu (LC-118) ICso = 5,85 + 0,31 uM.

Klicova slova: haemanthamin, derivaty, Amaryllidaceae, alkaloidy, protinadorova aktivita
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Modern research has shown that Amaryllidaceae alkaloids represent a rich reservoir
of potential small molecules exhibiting several medicinal properties through various
mechanisms. Among the many Amaryllidaceae alkaloids, galanthamine has been given
a great amount of attention due the fact that it possesses potent acetylcholinesterase
inhibition activity, and is distributed worldwide for the treatment of Alzheimer’s disease.

One of the interesting compounds is haemanthamine, [-crinine-type
of Amaryllidaceae alkaloids, which displays significant in vitro cytotoxic activity against
several different types of cancer cell lines.

The object of this diploma thesis was to prepare several derivatives of alkaloid
haemanthamine, and try to find relationship between structure and biological effect. The
present work deals with the preparation of haemanthamine derivatives, and their biological
activity connected to the treatment of cancer and Alzheimer’s disease. Twelve aromatic
ester of haemanthamine derivatives were prepared. The chemical structures were
elucidated by MS, NMR experiments and optical rotation. Each all, prepared compounds
were screened for their cytotoxic activity on a panel of selected cancerous and
noncancerous cell lines. Unfortunately for their potential to inhibit, none of the derivatives
showed interesting cytotoxic activity.

Substances were also tested to inhibition of hAChE and hBuChE. The most significant
value for both enzymes was demonstrated by 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamine
(LC-90): hAChE: ICsp = 18.18 + 1.30 uM; hBUChE: ICsp = 6.59 + 1.19 uM. Selective inhibition of
hBuChE, was showed by 11-0O-(benzoyl)haemanthamine (LC-118) ICso = 5.85 + 0.31 uM.

Keywords: haemanthamine, derivatives, Amaryllidaceae family, alkaloids, antitumor activity
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