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1. UvoD

Jiz od nepaméti jsou rostliny nedilnou soucasti 1é¢by nemoci. Zatimco zpocéatku bylo
jejich pouzivani kvili nedostate¢nému mnozstvi informaci spisSe instinktivni a zaloZzené na
zkuSenostech, s postupem ¢asu a detailnéjSim poznanim lidského téla i rostlin byly objeveny
davody pro poufZiti specifickych rostlin k 1é¢bé konkrétnich onemocnénil. Mezi dalsi
vyznamna zjisténi patfilo také tvrzeni, Ze nositelem |écivého ucinku nejsou rostliny samotné,
ale latky, které obsahuiji.

Vyznamnou skupinu latek se specifickymi farmakologickymi ucinky predstavuji
alkaloidy. Jednim z nejstarsich pisemnych dikazld o pouziti téchto latek k [écebnym ucelim
je sumerska hlinéna desticka nalezena v oblasti indického mésta Nagpur, jejiz stafi je
odhadovano na 5000 let. Obsahuje seznam 12 receptur pro ptipravu léciv a odkazuje
pfiblizné na 250 lécCivych rostlin vcetné alkaloidnich, jako napfiklad mak, blin nebo
mandragora®. Alkaloidy se vyskytuji hlavné ve vy$3ich rostlindch, oviem byly nalezeny
i v houbach (napft. Claviceps purpurea) a nékterych kapradorostech, konkrétné v preslickach
(Equisetum spp.) a plavunich (Lycopodium spp.). Vyznam alkaloid( pro rostlinu dosud nebyl
jednoznacéné objasnén. Pro nékteré druhy by jejich prudce toxicky ucinek mohl byt
ochrannym mechanismem proti parazitlim ¢i okusu byloZravci, existuje ale mnohem vétsi
mnoZstvi rostlin, jejichZ alkaloidy jim Zadnou ochranu neposkytuji. Toxicita urcitych alkaloidd
byva selektivni, ¢ehoZ se vyuziva v terapii riznych onemocnéni. Pfikladem muze byt chinin,
ktery uz v nizkych davkach plsobi toxicky na protozoa, pro ¢lovéka je ale prakticky netoxicky.
Ve farmakoterapii nachdazi uplatnéni i mnoho dalsSich alkaloidl. Diky jejich rozmanité
chemické strukture se znacné lisi i jejich ucinky, prikladem muize byt analgetické,
antiarytmické, uterotonické, antiparazitické nebo chemoterapeutické ptsobeni?.

Zejména cytotoxické plsobeni je typické pro alkaloidy nachazejici se v rostlinach
Celedi Amaryllidaceae?. Vzhledem k tomu, Ze nddorovd onemocnéni patfi celosvétové mezi
nejcastéjsi pri¢iny umrti a je odhadovano, Ze v roce 2030 pocet novych pripadd vzroste aZz na
23,6 milion(3, je cytotoxické plsobeni Amaryllidaceae alkaloidG v sou¢asné dobé intenzivné
studovano. K dal$im vyznamnym ucinkdm téchto latek se fadi antimalarickd aktivita* nebo
schopnost inhibovat acetylcholinesterasu (AChE) a butyrylcholinesterasu (BuChE), ¢ehoz se
vyuZiva pfi lécbé Alzheimerovy choroby. Mezi inhibitory AChE patfi i galanthamin, ktery ma

na rozdil od ostatnich inhibitord AChE navic schopnost alostericky modulovat presynaptické



i postsynaptické nikotinové receptory, a zvySovat tak jejich citlivost k neuromediatoru
acetylcholinu>®. V soudasnosti je to také jediny Amaryllidaceae alkaloid, ktery se v souvislosti
s |é¢bou Alzheimerovy choroby jiz dostal do klinické praxe.

Hlavni naplni této diplomové prace byla pfiprava polosyntetickych derivat( vittatinu,
Amaryllidaceae alkaloidu haemanthaminového strukturniho typu. Samotny vittatin prozatim
prokazal antibakterialni”®°, antimykotickou’, cytotoxickou® a antimalarickou® aktivitu,
bohuzel inhibi¢ni aktivita vici AChE u néj byla stanovena pouze velmi slaba a vici BUChE je
zcela neaktivni'l. Nicméné, po pfedchozich zkusenostech, kdy derivaty pfipravené z riznych
alkaloidi c¢astokrat vykazovaly mnohondsobné vyssi U&innost ne? vychozi latky'>'3, byla
obménou struktury vittatinu pfipravena analoga, u kterych byla nasledné testovana jejich

biologicka aktivita v€etné inhibi¢niho potencidlu vici cholinesterasam.



2. CiL PRACE

NaplIni této diplomové prace byla pfiprava polosyntetickych derivatli Amaryllidaceae
alkaloidu vittatinu, jejich strukturni identifikace a zhodnoceni biologickych aktivit z hlediska

potencialniho vyuziti v |é¢bé nadorovych onemocnéni nebo Alzheimerovy choroby.

Mezi jednotlivé dilci cile spadaly tyto ukoly:
1. Reserse literatury na téma biologicka aktivita Amaryllidaceae alkaloid(

a pripravy jejich derivat(.

2. Pfiprava rliznych typl derivatl odvozenych od Amaryllidaceae alkaloidu
vittatinu.

3. Ptiprava derivatl pro screening biologickych aktivit.

4. Vyhodnoceni vysledk( a sepsani diplomové prace.
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3. TEORETICKA CAST

3.1.0becna charakteristika celedi Amaryllidaceae

3.1.1. Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae

Celed” Amaryllidaceae predstavuje velmi rozmanitou a pomérné rozsdhlou skupinu
rostlin, které jsou rozsifené po celém svété!4, V soulasnosti zahrnuje okolo 85 rodd,
1100 druh( a patfi mezi 20 nejdaleZitéjsich rostlinnych &eledi obsahujicich alkaloidy®>. Mezi
oblasti s nejvétsim vyskytem patti zejména tropické a subtropické oblasti s teplym klimatem
jako Jizni Amerika a Afrika, odkud tato celed pravdépodobné pochazi, nyni je ale mGzeme
nalézt iv oblastech s mirnéjsim podnebim, naptiklad ve stfedni nebo jizni Evropé kolem
Stfedozemniho more. Z hlediska pfirodnich podminek se Amaryllidaceae rostliny mohou
vyskytovat na rlznych stanovistich. Prikladem mohou byt destné pralesy, reky, ale
i vysychava jezirka a sezonné suchd mistal®t”18,

Mezi zastupce, ktefi se nachazi v Ceské republice, patfi sné’enka podsnéznik
(Galanthus nivalis), bledule letni (Leucojum aestivum), bledule jarni (Leucojum vernum),

narcis bily (Narcissus poeticus) a narcis Zluty (Narcissus pseudonarcissus)*®.

Obrazek 1: Galanthus nivalis®®, Leucojum aestivum?! a Narcissus pseudonarcissus??

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou vytrvalé byliny majici podzemni cibule, oddenky,
pripadné cibulové hlizy. Typické jsou pro né oboupohlavné kvéty, které jsou bud jednotlivé,
nebo usporddané do Sroubelovitych ¢&i hroznovitych kvétenstvi. Listy jsou pfizemni,
vyjimecné i lodyzni, Uzké a zpravidla s ¢arkovitou Cepeli. Nejéastéjsim plodem byva tobolka

nebo bobule!®23,
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3.1.2. Obsahové latky celedi Amaryllidaceae

V soucasnosti jsou rostliny celedi Amaryllidaceae ¢im dal castéjsim predmétem
zkoumadni diky biologické aktivité amarylkovitych alkaloid(i, coZ jsou sekunddrni metabolity
rostlin vyskytujici se témér vyhradné vtéto Celedi. Co se tykd struktury téchto latek,
typickym spole¢nym znakem je pro né tetracyklické usporadani, zpravidla se Sesti¢clennym
nebo péticlennym cyklem obsahujicim atom dusiku. Od roku 1877, kdy byl izolovan prvni
z téchto alkaloidl, lykorin, se podafilo izolovat vice nez 500 rlznych Amaryllidaceae
alkaloid (242>,

Pravdépodobné nejstarSi dikaz o vyuziti Amaryllidaceae alkaloidd k terapeutickym
ucelim pochazi z doby 4. stoleti pf. n. I, kdy byl Hippokratem z Késu pouZzivan olejovy
extrakt z Narcissus poeticus k 1é¢bé nadorl délohy?*?¢. Kromé protinddorového pusobeni
bylo postupem casu prokdzano mnozstvi dalSich rozmanitych biologickych aktivit téchto
sloucenin. Je to zejména antibakterialni, antivirové a antimykotické plisobeni, dale napfiklad
analgetické a antimalarické ucinky a v neposledni fadé inhibi¢ni potencial vUci

cholinesterasam?’.

3.1.3. Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidt

Biosyntéza Amarylidaceae alkaliodd vychdzi z aromatickych aminokyselin, a to
konkrétné z L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Vprvni fadzi dochazi pomoci enzymu
fenylalanin amonium Iydzy k preméné fenylalaninu na kyselinu skoficovou a amoniak,
zatimco tyrosin je tyrosin-dekarboxylazou dekarboxylovan na tyramin. Kyselina skoficova se
ddle rozkladda na aldehyd kyseliny protokatechové (3,4-dihydroxybenzaldehyd) a reaguje
styraminem za vzniku Schiffovy baze. Ta je redukovdna na norbelladin a nasleduje
methylace pomoci enzymu norbelladin 4’-0-methyltrasferasa (N4OMT)
na 4’ -0O-methylnorbelladin, ktery je prekurzorem pro biosyntézu vSech Amaryllidaceae

alkaloidt (Obrazek 2)t0:28.29,

12



L-fenylalanin L-tyrosin
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HO Z HoN

3,4-dihydroxybenzaldehyd tyramin
OH
HO /\/©/
N
]@AH
H3C
3 \O

4'-0-methylnorbelladin

Obrazek 2: Schéma biosyntézy O-methylnorbelladinu, prekurzoru Amaryllidaceae alkaloid(i?®

Nasleduji 3 alternativni cesty oxidativniho intramolekularniho spojeni, ktera jsou podle
poloh jednotlivych spoju ve strukture oznacovana jako ortho-para’, para-ortho” a para-para’.
Vysledkem  ortho-para” spojeni jsou Amaryllidaceae alkaloidy lykorinového
a homolykorinového strukturniho typu, para-ortho’ intramolekuldrni spojeni umoznuje vznik
alkaloidd galanthaminového strukturniho typu a navazanim v polohach para-para’ se tvofri
alkaloidy  haemanthaminového, pankratistatinového, tazettinového, krininového

a montaninového typu (Obrazek 3)10.283031,
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Obrazek 3: Schéma biosyntézy zékladnich struktur Amaryllidaceae alkaloid(*>3°

3.1.4. Strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidQ, jejich biologicka aktivita

Podle struktur fadime jednotlivé Amaryllidaceae alkaloidy celkem do 9 zdkladnich
skupin, které jsou pojmenovany dle konkrétnich strukturnich typd. Mezi zakladni strukturni
typy patti galanthaminovy, haemanthaminovy, pankratistatinovy, tazettinovy, krininovy,
lykorinovy, homolykorinovy, O-methylbelladinovy a montaninovy3°. Mezi méné <asté
strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidli pak patfi napriklad glacilinovy, plikaminovy,
augustaminovy, galanthindolovy, karbolinovy, mesembranovy a dal3i®.

Nasledujici rozdéleni se drzi dfive zminénych deviti strukturnich typ( a jsou v ném
zobrazeny struktury jejich zakladnich zastupcl, priklady dalSich Amaryllidaceae alkaloidd

patficich do stejné skupiny, rody, ve kterych je miZeme nalézt, a jejich vyuZiti z hlediska
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biologické aktivity.

3.1.4.1. Lykorinovy struktrurni typ

Obrazek 4: Struktura lykorinu

Nejstarsim strukturnim typem je typ lykorinovy, a to diky lykorinu, prvnimu
izolovanému Amaryllidaceae alkaloidu, ktery byl ziskan z rostliny Narcissus pseudonarcissus
v roce 187773,

Struktura tohoto typu vychazi z pyrrolo[de]phenanthridinu a mezi dalsi alkaloidy této
skupiny mlZeme zaradit pseudolykorin, galanthin, karanin, inkartin, amarbellisin, pluviin,
norpluviin, O-acetylpluviin, anhydrolykorin, 1,2-epoxylykorin, 1-O-acetyllykorin
a lykorin-2-on30:32:33,

Rody, ve kterych mlzeme nalézt alkaloidy lykorinového strukturniho typu, jsou
Ammocharis, Brunsvigia, Crinum, Cyrtanthus, Galanthus, Hippeastrum, Chlidanthus,
Leucojum, Lycoris, Narcissus a Zephyranthes3*.

Co se tyka biologické aktivity, lykorin ma vyznacny antivirovy Ucinek vi¢i mnoha
virllm, jako jsou poliovirus, vaccinia virus nebo SARS-asociovany koronavirus. Dale ma
antiprotozoalni ucinek (Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei) i antimykoticky uUcinek
(Saccharomyces cerevisiae)?®3>. B&hem studie Van Goietsenoven et al. (2010) bylo
prokazano, ze lykorin mda uz v mikromolarni koncentraci antiproliferativni potencial vici
nékolika bunéénym liniim rezistentnim k apoptdéze a Ze je minimalné 15x Ucinnéjsi vuci
nadorovym bufikdm v porovnani se zdravymi3®. Vyhodou je zde tak selektivni plsobeni na
nadorové bunky a na pomérné rozmanité typy téchto bunék. Alkaloidy lykorinového
strukturniho typu jsou pravdépodobné nejvyznamnéjsi skupinou Amaryllidaceae alkaloid(

s cytotoxickym pusobenim3P,
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3.1.4.2. Homolykorinovy strukturni typ

0]

Obrazek 5: Struktura homolykorinu

Alkaloidy homolykorinového typu se vyskytuji vrodech Clivia, Galanthus,
Hippeastrum, Leucojum, Lycoris a Narcissus3*.

Struktura téchto alkaloid(i je odvozena od 2-benzopyrano(3,4-g]indolu a mezi dalsi
vyznamné latky této skupiny kromé homolykorinu patfi 8-O-dimethylhomolykorin, lykorenin
a hippeastrin,

Vsechny uvedené slouceniny vykazuji cytotoxickou aktivitu, nevyhodou oproti
lykorinovému typu ale je, Ze puUsobi cytotoxicky i na nenadorové buriky. U nékterych
alkaloidu této skupiny bylo pozorovano antivirové plisobeni, homolykorin napfiklad vykazuje
vysokou antiretrovirovou aktivitu a hippeastrin je aktivni vici Herpes simplex typu 1. Dale byl
prokazan antimykoticky ucinek hippeastrinu vicéi Candida albicans a u homolykorinu
a 8-O-dimethylhomolykorinu byl zjistén hypotenzni Gcinek vramci testovani na
normotenznich krysach. Posledni dvé uvedené slouceniny byly také testovany na aktivitu
vuci parazitickym prvok(m Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei rhodesiense, Leishmania

donovani a Plasmodium falciparum, av3ak nebyla prokazana zadnd vyznamna aktivita®30.
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3.1.4.3. Galanthaminovy struktrurni typ

Obrazek 6: Struktura galanthaminu

Kromé rodu Galanthus (konkrétné Galanthus Woronovii), ze kterého byl poprvé
izolovan galanthamin, nejdulezitéjsi galanthaminovy alkaloid, patfi mezi rody obsahujici
alkaloidy této skupiny Crinum, Cyrtanthus, Leucojum, Lycoris, Narcissus nebo Zephyranthes3*.

Zakladem struktury této skupiny alkaloidi je dibenzofuran a kromé galanthaminu
mezi slouceniny tohoto strukturniho typu ddle patfi napfiklad sanguinin, chlidantin,
narwedin, epinorgalanthamin, lykoramin, norlykoramin nebo lykoraminon&30:32:33,

Co se tykd biologické aktivity galanthaminu, prestoZze absolutné postrada
protinddorové plisobeni, je to jediny alkaloid, ktery jiz nasel klinické uplatnéni v Iécbé
Alzheimerovy choroby. Plsobi jako selektivni, kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE, coz
je klicovy enzym v patogenezi tohoto onemocnéni. Zaroven je také schopen modulovat
nikotinovy receptor pro acetylcholin, a tim zpomalit progresi této neurodegenerativni
choroby?®3°,

Sanguinin je dalsi slou¢eninou této skupiny alkaloidd, kterd plsobi jako inhibitor AChE
a kterd je dokonce 10x aktivnéjsi v porovnani s galanthaminem. Pfi¢inou této vyznamné
aktivity je pravdépodobné pfitomnost hydroxyskupiny v poloze C-9 misto methoxyskupiny,
ktera je pfitomna ve strukture galanthaminu. U lykoraminu naopak doslo ke kompletni ztraté
inhibi¢ni aktivity vici AChE, a to kvuli hydrogenaci dvojné vazby v poloze C-4, ktera je jedinou

odli$nosti v porovnani se strukturou galanthaminu?.
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3.1.4.4. Krininovy a haemanthaminovy struktrurni typ

Obrazek 7: Struktura krininu a haemanthaminu

Ammocharis, Brunsvigia, Clivia, Crinum, Cyrtanthus, Eucharis, Galanthus,
Hippeastrum, Leucojum, Lycoris, Narcissus, Nerine a Zephyranthes jsou rody obsahujici
alkaloidy krininového a haemanthaminového strukturniho typu3.

Struktura je odvozena od ethanophenanthridinu. RovnéZz latky krininového
a haemanthaminového strukturniho typu vykazuji protinddorové pusobeni. Nejucinnéjsi
znich jsou haemanthamin, haemanthidin, krinamin a vittatin3. Studie zroku 2017
Havelek et al. dokazuje, Ze haemanthamin a haemanthidin jsou latky schopné inhibovat
proliferaci 16 lidskych nddorovych bunécnych linii uz v mikromolarnich koncentracich.
Na zakladé vysledk( byl haemanthamin nasledné podroben i testovani in vivo na mysich
s Erlichovym tumorem, bohuzel ale nebyl pozorovan zadny vyrazny vliv na progresi tohoto
nadoru, ani na dobu preziti téchto mysi v porovnani s negativnimi kontrolnimi skupinami.
Jednim z moZnych vysvétleni zde mGzZe byt rychld eliminace haemanthaminu z organismu?®’.

Dale tyto latky vykazuji i antimalarickou aktivitu vaci Plasmodium falciparum.
Haemanthamin ma také hypotenzni a antiretrovirovou aktivitu, zatimco pro haemanthidin
jsou typické antiparazitické, analgetické a antiflogistické ucinky, a to dokonce s vys$Sim
potencidlem, neZ ma kyselina acetylsalicylovd®3%3>, Podrobnosti ohledné biologické aktivity

vittatinu jsou uvedeny v dalSich kapitolach této prace.
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3.1.4.5. Pankratistatinovy struktrurni typ

OH

OH (0]

Obrazek 8: Struktura pankratistatinu

Pankratistatin a narciklasin jsou nejvyznamnéjsi alkaloidy této skupiny a vcetné
dalSich alkaloidd pankratistatinového typu jsou zastoupeny vrodech Boophane,
Haemanthus, Hymenocallis, Narcissus, Pancratium a Zephyranthes3*.

Struktura téchto alkaloidd vychazi z molekuly phenanthridinu. Co se tyka biologické
aktivity, pankratistatin i narciklasin maji silnou antimitotickou a protinddorovou aktivitu.
Vyhodou pankratistatinu je indukce apoptdzy selektivné u nddorovych bunék, zatimco efekt
na zdravé bunky je minimalni. DalSi ze zastupcl, trisphaeridin, je vysoce ucinny v{ci

retrovirdm, ma ale bohuZel nizky terapeuticky index®3,

3.1.4.6. Tazettinovy struktrurni typ
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Obrazek 9: Struktura tazettinu

Amaryllidaceae alkaloidy tazettinového typu byly izolovany z rod( Clivia, Eucharis,

Galanthus, Hippeastrum, Chlidanthus, Leucojum a Zephyranthes3*.
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VSechny  slouceniny  této  skupiny  maji  strukturu  odvozenou od
2-benzopyrano(3,4-clindolu. Hlavni zastupce, tazettin, ma bohuZel pouze velmi slabé
cytotoxické pusobeni. Oproti tomu jeho prekurzor, pretazettin, vykazuje mnohem vyssi
aktivitu a zaroven plsobi antiviroticky vici Herpes simplex, flavivirdm i onkovirim.
U pretazettinu byla také testovdna inhibi¢ni aktivita vici AChE, bohuZel ale s nevyznamnym

vysledkem?®3°,

3.1.4.7. Montaninovy struktrurni typ

Obrazek 10: Struktura montaninu

Alkaloidy montaninového strukturniho typu byly prozatim ziskdny pouze z rodu
Hippeastrum, Lycoris, Pancratium a Scadoxus3*.

Vzhledem kSirokému spektru biologickych aktivit predstavuje montaninovy
strukturni typ jednu z nejzajimavéjsich skupin Amaryllidaceae alkaloidd. Nejvyznamnéjsimi
z této skupiny jsou slouéeniny montanin a pankracin, u nichZ byla zaznamenana pomérné
vyznamna cytotoxicka aktivita, stejné jako u méné znamych alkaloidt této skupiny, kokcininu
a manthinu. U montaninu bylo ddle pozorovdano také anxiolytické, antidepresivni
i antikonvulzivni plGsobeni, zatimco pankracin vykazuje antibakterialni Gcinky vi¢i mnoha
bakteriim, jako jsou Staphylococcus aureus nebo Pseudomonas aeruginosa, a v mensi mire
také v0O¢i parazitickym prvokim Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma

cruzi a Plasmodium falciparum?®32.
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3.1.4.8. Belladinovy struktrurni typ

CHj

Obrazek 11: Struktura belladinu

V rodech Crinum, Galanthus, Chlidanthus, Nerine mUzieme nalézt Amaryllidaceae
alkaloidy belladinového strukturniho typu3*.

Jednim ze zajimavych biologickych ucink( belladinovych alkaloidi je potencial inhibovat
HDAC2 (histon deacetylasa 2). Histon deacetylasy jsou enzymy, které hraji dalezitou roli
v inhibici transkripce tumor-supresorovych gen(, ¢imz nasledné dochazi k rozvoji a rlstu
rakovinnych bunék. Tento proces jejich inhibice je tak v soucasnosti podstatou nékolika

strategii v 1é¢bé nadorovych onemocnéni®?.

3.1.5. Terapeutické vyuziti Amaryllidaceae alkaloidu

3.1.5.1. Nadorova onemocnéni

Jak bylo jiz zminéno vySe, nadorovd onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pricin
umrti v populaci, a to zejména ve vyspélych zemich. Podle statistik WHO bylo v roce 2018
zaznamendno témér 18,1 miliont novych pfipadl a bezmdla 9,6 milionl pacientl na toto
onemocnéni ve stejném roce zemfelo*. Podle odhad( se ma vroce 2030 celkovy pocet
postizenych dokonce aZ ztrojnasobit, s velkou pravdépodobnosti tak bude postupem casu
umrtnost na toto onemocnéni cCastéjsi nez na kardiovaskularni choroby, které jsou
v soucasné dobé na prvni pfi¢ce mezi pfi¢inami umrti*!.

Co se tyka rizikovych faktor( spojenych s timto onemocnénim, jednim z nich je zcela
uréité vék a prodluzovani stfedni doby Zivota. Cim je ¢lovék starsi, tim del3i dobu je vystaven
pUsobeni kancerogennich faktor(, starnouci tkdané se stavaji vice nachylné vUdi

kancerogennim podnétiim z okoli a kumuluji se endogenni podnéty, které zpUsobuji
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poskozeni DNA. Pravé kvili témto vlivim tak vice nez 50 % nadorovych onemocnéni pfipada
na populaci ve véku 65 let a vice. DalSim neovlivnitelnym rizikovym faktorem je genetickd
predispozice, kterd byva pricinou vzniku nador(i ze 7-10 %. Mezi ovlivnitelné rizikové faktory
pak mlZeme zaradit nevhodné stravovaci ndvyky, nedostatek fyzické aktivity, obezitu,
dlouhodoby stres, koufeni nebo nadmérny pfijem alkoholu. Diky témto vnéjSim
ovlivnitelnym rizikovym vlivilm se v soucasnosti nadorovd onemocnéni fadi také mezi
civiliza¢ni choroby. Mezi potencialni kancerogeny pak patfi vystavovani se Skodlivému zareni,
chemickym slouc¢enindm nebo onkovirdm#!,

Tyto faktory mohou zpUsobit poskozeni regula¢nich mechanism( bunééného cyklu,
¢imz dochazi k naruseni normdlniho procesu déleni, diferenciace, rlstu a apoptdzy bunék.
Vlivem téchto zmén muizZe nasledné dojit ke vzniku nadoru, coZ je oznacdeni pro skupinu
bunék, kterd se vyznaluje nekontrolovatelnym riistem a délenim*2.

Nadory mlzeme rozdélit na 2 zdkladni typy, benigni (nezhoubné) a maligni
(zhoubné). Benigni nador byva ohrani¢eny, roste pomalu, nesifi se do dalSich ¢asti téla
a netvofi tak metastdze. Naopak maligni nadory se vyznacuji rychlym rlstem, byvaji
neohranicené, mohou se Sifit a prortstat do okolnich tkani, a tim utlacovat nebo nicit jiné
organy. Typickym znakem malignich nador( je také schopnost Sifit se pomoci krevniho nebo
lymfatického systému do jinych &asti téla a zaklddat zde dalsi loZiska, tzv. metastdze%43,

Chirurgické odstranéni nadorl a radioterapie jsou zakladni metody pouZivané pfi
|éCbé casnych a lokalizovanych stadii nddorovych onemocnéni. U mnoha indikaci se vyuzivaji
i soucasné a maji také vyznam v paliativni mediciné. Dal$i metodou je pak farmakologicka
lé¢ba, kterd ma hlavni roli zejména pfi terapii malignich nadord*?.

Mezi chemoterapeutiky pouzivanych k lécbé rGznych typl nadorovych onemocnéni
mulzeme nalézt i pomérné velké mnoiZstvi prirodnich latek a derivati od téchto latek
odvozenych, v konvencni zapadni mediciné v soucasnosti predstavuji zhruba 47 % vsech
schvédlenych chemoterapeutik®’. K tém nejvyznamnéjsim maZeme zcela jisté zaradit alkaloid
paclitaxel a jeho derivat docetaxel, které plsobi jako vieténkové jedy a zastavuji tak bunécné
déleni. Dale Cantharanthus alkaloidy vinkristin a vinblastin, které inhibuji polymeraci
mikrotubull, nebo derivaty alkaloidu kamptotecinu, topotekan a irinotekan, plsobici jako
inhibitory topoizomerazy 143,

Vzhledem k tomu, Ze incidence nddorovych onemocnéni nar(istd, mnoho typl nador(

je vudi pouzivané farmakoterapii rezistentni a léCiva casto nepUsobi selektivhé pouze na
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nadorové bunky, je hleddni vhodnych chemoterapeutik stale aktualnim predmétem
vyzkumu. Jednou ze skupin, kterd je v soucasnosti diky svému cytotoxickému potencidlu
intenzivné zkoumana, je pravé skupina Amaryllidaceae alkaloidd. Témi nejcastéji uvadénymi
Amaryllidaceae alkaloidy vykazujici cytotoxické plsobeni jiz v mikromolarnich koncentracich
jsou jiz zminované alkaloidy Iykorin, narciklasin, pankratistatin a haemanthamin.
V soucasnosti je pozornost vénovana také alkaloidim montaninového strukturniho typu
(pankracin, montanin, kokcinin, manthin), mechanismus jejich cytotoxického ucinku na
molekuldrni Grovni ale stdle nebyl zcela vysvétlen3244,

3.1.5.2. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které
postihuje pfedevsim starsi osoby ve véku nad 65 let, kdy jim trpi zhruba 3-7 % populace®.
U pacienta trpiciho touto chorobou muiZeme pozorovat typické pfiznaky. Nejprve to byva
zmatenost, zapomindni, porucha kratkodobé paméti, uceni, mysleni nebo orientace.
S progresi nemoci se pak mlze objevit i porucha feci, motoriky, ztrata dlouhodobé paméti
a naruseni dalSich nejen kognitivnich funkci, které mohou vést az kinvalidité a uplné
nesobéstacnosti pacienta.

Pfi¢ina tohoto onemocnéni neni pfesné znama a stejné tak dosud nebylo objeveno
vhodné lécivo, které by bylo schopné tuto nemoc vylééit. V soucasné dobé jsou tak
pouzivany latky, které alesponl zpomaluji progresi Alzheimerovy choroby. Mistem jejich
pUsobeni je cholinergni systém, ktery byva pfi této chorobé nejvice zasazen. Mezi typické
patofyziologické procesy patfi zejména snizené uvolnovani neuromedidtoru acetylcholinu
(ACh) z presynaptickych zakonceni, pokles hladiny enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT)
zodpovédného za syntézu ACh a také snizené mnoZstvi nikotinovych receptor(i pro ACh>4,

V klinické praxi jsou nejcastéji vyuzivany inhibitory AChE (rivastigmin, donepeuzil
a galanthamin), pripadné inhibitor NMDA receptord memantin v pozdéjsim stadiu nemoci.
AChE je enzym, ktery ukonCuje prenos nervového vzruchu na synapsi tim, Ze rozklada
uvolnény neuromedidtor ACh na cholin a acetat. Proto se v terapii vyuZivaji pravé inhibitory
tohoto enzymu, které tak prodluzuji uéinek ACh na postsynaptickém receptoru,
a kompenzuji tim pokles mnoZstvi ACh>4,

Pravé galanthamin byl prvnim a v soucasné dobé je stdle jedinym Amaryllidaceae

alkaloidem pouzivanym v klinické praxi pfi terapii Alzheimerovy choroby. Jeho vyhodou
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oproti ostatnim pouZivanym AChE inhibitordim je schopnost alostericky modulovat
nikotinové receptory, bohuzel md ale nizkou ucinnost vic¢i BuChE, kterd se uplatiiuje
zejména v pozdéjsi fazi tohoto onemocnéni. Zrostlin celedi Amaryllidaceae se podafilo
izolovat mnoiZstvi dalSich alkaloid(, které prokazaly potencidl inhibovat AChE, pfipadné
BuChE. Za zminku stoji napfiklad jiz zmifovany sanguinin, derivat galanthaminu, ktery
v in vitro studiich vykazoval mnohokrat vyssi inhibi¢ni aktivitu viac¢i AChE neZ galanthamin,
nebo derivat lykorinu, 1-O-acetyllykorin. Dalsi slou€eninou se zajimavymi ucinky z hlediska
inhibice BUChE je alkaloid narcimatullin (ICso = 5,9 £ 0,2 uM), ktery byl poprvé izolovan v roce
2019 z rostliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master.

V poslednich nékolika letech se vyzkum zabyva také pripravou syntetickych nebo
polosyntetickych derivatli Amaryllidaceae alkaloidd scilem ziskat tak Ilatky s jesté

vyznamné&jsim inhibi¢nim potencidlem>3347,

3.2.Charakteristika alkaloidu vittatinu

3.2.1. Struktura vittatinu, chemické a fyzikalni vliastnosti

Obrazek 12: Struktura vittatinu

Vittatin je tercidrni dusikata baze se sumarnim vzorcem Ci6H17NO3 a molarni
hmotnosti 271,31 g/mol. Teplota tani odpovida 207—208 °C*®*° a specificka opticka otadivost
byla naméFena +30 ° (25 °C, CHCI3)*. Vyskytuje se ve formé naZloutlych krystalkd.

Struktura vittatinu (Obrazek 12) je odvozena od 5,10b-ethanophenanthridinu a dale
obsahuje hydroxylovou skupinu v poloze C-3, 1,3-dioxolanovy kruh, aromatické jadro
advojnou vazbu vkruhu C. Jeho synonymem je naptiklad (3B,50,138B,19a)-

1,2-didehydrokrinan-3-ol nebo také (+)-krinin®>>C, Vittatin je tak enantiomerem neboli
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optickym antipodem krininu®®>!, co? znamenad, e maji totozné sumarni i strukturni vzorce,
jsou si ale navzdjem zrcadlovymi obrazy. Jejich absolutni hodnota optické otdcivosti je tedy

stejna, lisi se ale ve sméru staceni roviny polarizovaného svétla.

3.2.2. Biosyntéza vittatinu

Vittatin vznikd ze stejného prekurzoru jako dalsi Amaryllidaceae alkaloidy,
4’-O-methylnorbelladinu. V prvni fazi dochazi kintramolekuldarnimu spojeni v poloze
para-para’ a ktvorbé noroxomaritidinu, ze kterého redukci oxoskupiny na hydroxylovou
v poloze C-3 pomoci enzymu reduktdzy vznikd vittatin. Sdm vittatin je prekurzorem pro
biosyntézu dalSich Amaryllidaceae alkaloid(i. Psobenim hydroxylasy se v poloze C-11 tvofi
hydroxyskupina a vznikd tak 11-hydroxyvittatin, ktery je ddle O-methyltransferasou
konvertovan na haemanthamin (Obrdzek 13). Tato biosyntetickd cesta dale pokracuje az

k tvorbé tazettinu?®°1,
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Obrazek 13: Schéma biosyntetické cesty vittatinu?®

3.2.3. lzolace vittatinu

Amaryllidaceae alkaloid vittatin se poprvé podafilo izolovat z rostliny Hippeastrum

vittatum (Obrazek 14), a to Hansem-G. Boitem z Chemického Institutu Humboldtovy

univerzity v Berliné v roce 1956%8°1,
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Obrazek 14: Hippeastrum vittatum (Hvézdnik prouzkovany)>3

Poté, co byly z cibuli a listh této rostliny Uspésné izolovany Amaryllidaceae alkaloidy
tazettin a lykorin, se Chemickému Institutu podafilo ziskat dal$i mnoZstvi téchto dvouletych
cibuli sklizenych v Holandsku pro izolaci, ktera nasledovala. Smés ziskanych alkaloidd tvofily
23 % a 20 % jiz dfive izolované alkaloidy tazettin a lykorin, dale se podafilo ziskat znacné
mnozstvi haemanthaminu (21 %), homolykorin (1 %) a ze 3 % a 7 % dva dosud neznamé
alkaloidy, které byly nazvany hippeastrin a vittatin. Vittatin byl popsan jako tecidrni baze se
sumarnim vzorcem Ci6H1703N, teplotou tani 207-208 °C a optickou otacivosti [a]}: +38° 8.

DalSimi rostlinami z Celedi Amaryllidaceae, ze kterych byl vittatin izolovan jsou
napfiklad Amaryllis belladonna’, Crinum bulbispermum’>*  Narcissus cantabricus®>,
Hymenocallis rotata®®, Hippeastrum equestre®’, Hippeastrum maritimum>2, Narcissus
pseudonarcissus®®>°, Zephyrantes citrina®®, Pancratium sickenbergi®® nebo Pancratium

maritimum?®8.

Obrazek 15: Priklady druht celedi Amaryllidaceae, v nichZ se vyskytuje alkaloid vittatin; zleva
Amaryllis belladonna®®, Crinum bulbispermum®?, Narcissus cantabricus®, Hymenocallis
rotata®

Vzhledem k pomérné naroénému procesu ziskani rostlinného materidlu a izolace
Amaryllidaceae alkaloidd jsou v soucasné dobé provadény i pokusy o jejich totalni syntézu.
Nejinak je tomu i v pfipadé vittatinu. V roce 2007 byla publikovana prace ohledné prvni

chirdIni syntézy vittatinu, kdy vychozi latkou byla D-glukéza®.
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3.2.4. Biologicka aktivita vittatinu

3.2.4.1. Protinadorova aktivita

Nejvyznamnéjsi aktivita, ktera byla u Amaryllidaceae alkaloidu vittatinu prokdzana je
cytotoxicita?.

Vroce 2009 byla provedena studie®®, jejimZ pfedmétem bylo testovéni indukce
apoptdézy 4 vybranych alkaloiddi u nddorové bunécné linie Jurkat (akutni leukémie
T-lymfocytl). Alkaloidy vittatin a hamayn snovymi derivaty dihydrokrinaminem
a dihydrohamaynem byly do této studie vybrany na zakladé podobnosti strukturnich znakd,
které byly pozorovany u sloucenin (krinamin a haemanthamin) indukujicich apoptézu bunék
hepatocelularniho karcinomu (Obrdzek 16). Mezi tyto strukturni poZadavky patfi predevsim
o-5,10b-ethano mustek, dale pak volna hydroxylova skupina v poloze C-11 a tolerovana byla

o nebo B-methoxy skupina v poloze C-3.

Krinamin: R, = Me Haemanthamin: R, = Me, R, = OH Dihydrokrinamin: R, = Me
Hamayn: R =j Vittatin: R,=H,R,=H Dihydrohamayn: R, = H

Obrazek 16: Struktury Amaryllidaceae alkaloid(l testovanych na cytotoxickou aktivitu3®

Co se tyka vysledkl testovani, po 24 hodinach pusobeni vittatinu byla pozorovana
vyznamna indukce apoptdzy s podobnym potencidlem jako u krinaminu a haemanthaminu.
Pfiblizné u 65 % Jurkat bunék po 24hodinovém pusobeni vittatinu v koncentraci 20 uM
probéhla apoptdza a na nasledujicim obrazku (Obrazek 17) je zobrazena zavislost mnozstvi

usmrcenych Jurkat bunék na urcité koncentraci vittatinu.
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Obrazek 17: Zavislost apoptdzy Jurkat bunék (%) na koncentraci vittatinu3®

Dikazem proapoptotické aktivity vittatinu vtéto studii byla kondenzace jader
nadorovych bunék, premisténi fosfatidylserinu na vnéjsi stranu cytoplazmatické membrany
a také zvySena aktivita kaspasy 3. Za zminku zde také stoji aktivita krininu, coZ je enantiomer
vittatinu a jeho jedinym strukturnim rozdilem je B orientace 5,10b-ethano mustku
(Obrazek 18). Krinin na rozdil od vittatinu vykazuje nulovou indukci apoptézy, coz dokazuje
nutnost vhodného stereochemického uspofddani v molekule pro pfitomnost

protinddorového plisobeni.

WOH

. aw

Obrazek 18: Struktura vittatinu a jeho enantiomeru krininu

Kromé vittatinu byla vrdmci této studie testovana aktivita i u dalSich jiz dfive
zminovanych alkaloidd, kterd byla nasledné hodnocena vzhledem k jejich strukture. Byly tak
potvrzeny stavajici a zjistény dalsi strukturni znaky, které jsou zodpovédné za cytotoxickou
aktivitu téchto sloucenin. Opét byla tedy potvrzena nutna pritomnost a-5,10b-ethano
mustku; pritomnost dvojné vazby mezi C-1 a C-2 neni striktné vyZadovana; aktivni derivaty
maji na C-3 a nebo B-methoxyskupinu, pripadné B-hydroxyskupinu, zatimco

o-hydroxyskupina zpUsobuje mirny pokles aktivity; na C-11 je tolerovan maly substituent (-H,
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-OH)3,

Dalsi prdce se zabyvala testovdanim cytotoxické aktivity extraktu a alkaloid(
izolovanych z cibuli rostliny Hippeastrum vittatum. Cytotoxicita byla vyhodnocena pomoci
testl vyuzivajicich aminoxanthenové barvivo sulforhodamin B s ndslednym stanovenim
absorbance. Za cytotoxicky aktivni se povazuji vzorky, jejichz hodnota absorbance je <25 %
kontrolni hodnoty v ¢ase nula. Hodnoty absorbance alkaloidniho extraktu i izolovanych
alkaloid( vittatinu a montaninu byly <10 % kontrolni hodnoty, a vykdzaly tak v urcité mire
inhibici rdstu bunék u viech testovanych nadorovych linii, jimiz byly HT29 (adenokarcinom
tracniku), H460 (nemalobunécny karcinom plic) a RXF393 (rendlni karcinom). V nasledujici
tabulce (Tabulka 1) jsou zobrazeny zjisténé hodnoty ICso [ug/ml], které dokazuji, Ze vSechny
tyto bunécéné linie jsou vice rezistentni vici plsobeni vittatinu v porovnani s montaninem.
| pfes to vittatin vykazuje mirnou az stfedni cytotoxickou aktivitu. V préci ale bohuzel neni
uvedeno, zda byl pfi testovani vyuzit néjaky standard, a tim padem ani hodnoty, se kterymi

by bylo moZné porovnat vysledky zkouenych |atek®®.

Tabulka 1: Hodnoty ICso [ug/ml] alkaloidniho extraktu a izolovanych alkaloidd z H. vittatum®®

ICs0 [pg/ml]
HT29 H460 RXF393
CHCl; (extrakt) 0,68 0,21 0,62 £ 0,06 0,79 £0,52
Montanin 0,71+0,10 0,57 £+ 0,57 0,65 +0,01
Vittatin 21,91+1,61 15,88 + 3,28 29,57 +12,66

<5 silnd aktivita, 5—20 stfedni aktivita, 20-50 slaba aktivita, >50 neaktivni

BohuZel ne u vsech testovanych typl nador( byla cytotoxickd aktivita vittatinu
prokdzana. V roce 2015 byla provedena studie ohledné cytotoxicity sedmi Amaryllidaceae
alkaloidu, vcéetné vittatinu, a to na ¢tyrech dalSich nadorovych bunécnych liniich, konkrétné
A2780 (ovarialni karcinom), SW1573 (karcinom plic), T-47D (karcinom prsu) a WiDr
(karcinom tracniku). Ani u jedné z téchto bunécnych linii cytotoxické pusobeni vittatinu

potvrzeno nebylo®’.

3.2.4.2. Inhibi¢ni aktivita vaci AChE a BuChE
Schopnost inhibovat AChE a BuChE je dalsi aktivitou, kterd je pro alkaloidy rostlin

z Celedi Amaryllidaceae typicka a ktera byla u vittatinu testovana. Vzhledem ktomu,
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Ze inhibi¢ni aktivita vittatinu vi¢i AChE i BuChE presahovala hodnotu 100 uM, mizZeme
vittatin v obou téchto pfipadech oznadit v podstaté za neaktivnill. Pomoci nasledujici tabulky
(Tabulka 2) Ize porovnat hodnoty ICso jednotlivych alkaloidd izolovanych z rostliny

Zephyranthes robusta s hodnotami standardu galanthaminu.

Tabulka 2: Inhibi¢ni aktivita vittatinu a dalSich alkaloid(i vii¢i AChE a BuChE!

1Cso [UM]

AChE BuChE
Galanthamin 2,5+40,1 53,3+1,9
3-Epimakronin 87,7+3,2 > 100
Hippeastidin 99,7+4,1 > 100
Lykoramin 55,3+2,8 > 100
Galanthin > 100 > 100
Haemanthamin > 100 > 100
Tazettin > 100 >100
Vittatin > 100 >100
Lykorin > 100 > 100
11-Hydroxyvittatin > 100 > 100
Haemanthidin >100 > 100
Hamayn > 100 > 100
8-0-Demethylmaritidin 28,0+0,9 > 100
Huperzin A® 0,033 +0,1x 102 > 100
Eserin? 0,063 +0,1 x 107 0,130+ 0,4 x 102
Galanthamin?® 1,710+ 6,5 x 102 42,300+1,3

@standard

3.2.4.3. Dalsi vyznamné biologické aktivity vittatinu

Kromé cytotoxického pusobeni byla u vittatinu prokazana i antibakteridlni aktivita, a to
vacéi grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus a vUiC¢i gramnegativni bakterii
Escherichia coli’®°.

Vittatin rovnéz vykazoval antimykotické plsobeni viéi Candida albicans (MIC =
31 pg/ml)’.

Pomoci nasledujici tabulky (Tabulka 3) je moiné porovnat antibakterialni
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a antimykotickou aktivitu vittatinu s dalSimi alkaloidy, které byly ziskany izolaci z Amarylis
belladonna. Inhibi¢ni aktivita vQ¢i S. aureus a C. albicans byla pozorovana i u jeho
hydroxyderivatu, 11-hydroxyvittatinu. Jako pozitivni antibakteridlni kontrola byl v této studii
pouZzit ampicilin (10 pg/disk) a jako pozitivni antimykoticka kontrola klotrimazol (10 mg/ml),

vysledné hodnoty téchto kontrol bohuZel nebyly v praci uvedeny’.

Tabulka 3: Vysledky hodnoceni antibakteridlni a antimykotické aktivity alkaloid izolovanych
z A. belladonna L. (uvedené jako inhibi¢ni zéna v mm a MIC [ug/ml])’

Inhibi¢ni z6na v mm MIC [pg/ml]
Bakterie Kvasinky
Grampozitivni Gramnegativni
Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas | Candida | Staphylococcus | Candida
aureus coli aeruginosa albicans aureus albicans
(-)-Lykorin - - - 40 - 39
(-)-Amarbellisin 22 22 - 24 125 63
(-)-Hippeastrin - - - 25 125 125
(-)-Pankracin 22 - 16 15 188 188
(+)-Vittatin 19 22 - 17 63 31
(+)-11-Hydroxyvittatin 17 - - 20 219 156

Prokdzana byla dale antimalaricka aktivita vittatinu. Testovan byl Uc¢inek tohoto
alkaloidu vUci Plasmodium falciparum F32 senzitivniho na chlorochin. Tento nitrobunécény
prvok je puvodcem nejzdvainéjsi formy tropické malérie®®. Principem testovani bylo
vyhodnoceni inhibice parazitémie (proniknuti paraziti do periferni krve hostitele) po
3 dnech. Pro vittatin byla stanovena ICso = 7,3 uM*, pro srovnani je dale uvedena hodnota
ICso pro standard chlorochin, kterd odpovida I1Cso = 0,04 uM*3. Antimalaricky ucinek vittatinu

byl prokdzan i v dal3ich studiich®’.

3.3. Derivaty Amaryllidaceae alkaloidu a jejich biologicka aktivita

Vzhledem ktomu, Ze se tato prdce zabyva pripravou derivatd z Amaryllidaceae
alkaloidu vittatinu a testovanim jejich biologické aktivity, bylo by zajimavé vysledky srovnat
s jinymi jiz popsanymi derivaty a zhodnotit vztah mezi jejich strukturou a uéinkem. Bohuzel
do této doby prozatim nebyla publikovana zadna prace, kterd by pojedndvala o pfipravé

polosyntetickych derivatl pravé zvittatinu, a tim samozifejmé ani o jejich biologickém
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potenciadlu. Proto jsou v nasledujici kapitole alespon uvedeny poznatky tykajici se derivatQ
jinych Amaryllidaceae alkaloidl podobné struktury. Na vétSiné studii, ze kterych je zde
¢erpano, se podilela vyzkumna skupina ADINACO, ktera spadd pod Katedru farmaceutické
botaniky, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.

V prvni fadé stoji za zminku poznatky z vyzkumu tykajici se dvou Amaryllidaceae
alkaloidd haemanthaminového strukturniho typu, haemanthaminu a haemanthidinu, a jejich
derivatll. Zaklad struktury téchto dvou latek, a stejné tak i Vvittatinu, tvofri
a-5,10b-ethanophenanthridin. Pravé a orientace 5,10b-ethano mUstku je povaZovana za
vyznamny strukturni znak, ktery byl pozorovan u sloucenin s protinddorovym potencidlem
ajinak tomu neni ani v pfipadé haemanthaminu (Obrdzek 19). Jeho silnd cytostaticka
a cytotoxicka aktivita byla prokdzana v mnoha studiich na desitkdch typl nadorovych
bunéénych linii. Diky tomu se haemanthamin dostal do popfedi zajmu a v nékolika studiich

byl vybran jako vychozi latka pro pfipravu analog®.

Obrazek 19: Struktura haemanthaminu

Studie z roku 2019 Kohelova et al. se zabyva syntézou alifatickych a aromatickych
derivatd haemanthaminu. Prvni série derivatl byla pfipravena acylaci hydroxylové skupiny
v poloze C-11 pomoci rliznych anhydrid(, druhd série pak pomoci rizné substituovanych

benzoylchloridd za vzniku odpovidajicich esterti (Obrazek 20)*2.
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1: R=Ac
2: R=COCH2CH3
ROR 3: R=COCH(CH3),
f» 4: R=CO(CH,)3CH3
pyridin 5: R=CO(CH5)4CH;
6: R=CO(CH,),CH3
7: R=COCgHs
R
R4 Rs3
RCI, DMAP R=
——
pyridin
0]

8: R4=H, R2=C|, R3=H

9: R4=H, R,=Br, Rz=H
10: R1=Me, R2=H, R3=H
11: Ry=H, R,=OMe, Ry=H
12: Ry=H, Ry=H, R3=NO,

Obrazek 20: Pfiprava alifatickych a aromatickych esterd haemanthaminu??

Primarnim cilem této studie byla pfiprava derivatli, které by vykazovaly vyssi
cytotoxickou aktivitu vic¢i nadorovym bunécnym liniim a nizkou toxicitu vaci bunkam
zdravym. Bohuzel u zadného z téchto derivatl nebyly pozorovany cytotoxické ucinky vaci
testovanym bunécnym liniim, coz byl pomérné prekvapivy vysledek vzhledem k cytotoxické
a apoptotické aktivité vychozi latky, haemanthaminu. Pfipravena analoga byla nasledné
testovana na inhibi¢ni aktivitu vici lidské AChE a BuChE, coz bylo inspirovano dalSim
Amaryllidaceae alkaloidem, lykorinem, ktery sam sice vykazuje nizkou inhibi¢ni aktivitu vaci
AChE a BuChE, jeho acylovana a etherifikovana analoga ale predstavuji slouéeniny
s inhibi¢nim potencidlem vici obéma cholinesterasam. Zatimco haemanthamin je tedy vici
cholinesterasam inaktivni, néktera jeho analoga prekvapivé vykazala pomérné slibnou
inhibicni aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze u vsech alifatickych ester(i byla tato aktivita nizka
nebo nulovd, predpoklada se, Ze pritomnost aromatickych acyla ve strukture je nezbytna pro
vyvolani inhibice vG¢i  cholinesterasam. Nejaktivnéjsimi inhibitory AChE byly
11-0O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin (ICso = 18,2 + 1,3 uM)
a 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (ICso = 14,7 + 1,8 uM), ktery se ukazal jako
potencialné aktivni i vUci BuChE. U nesubstituovaného derivatu

11-0-(benzoyl)haemanthaminu byl pozorovén vyznamny pokles inhibiéniho potencidlu®?°.

34



Na zakladé vysledkl predchozi studie bylo vramci prace Pefinova et al. (2020)
pfipraveno dalSich 12 aromatickych derivatd haemanthaminu, aby bylo moZné detailnéji
popsat vztah mezi strukturou a uc€inkem. Zde uz byly cilené pfipraveny pouze aromatické

derivaty pomoci rizné substituovanych benzoylchlorid (Obrazek 21)7°.

R,

Ry R3
R=
R4
(0]

13: Ry=H, Ry=Me, Ry=H, Ry=H
14: Ry=H, Ry=H, R3=Me, R,=H

15: Ry=H, Ry=H, Ry=Et, R,=H

16: Ry=H, Ry=H, R3=Cl, R,=H

17: Ry=H, Ry=F, Ry=H, Ry=H

18: Ry=H, Ry=H, R;=OMe, R,=H
19: R;=OMe, Ry=H, R3=H, R,=H
20: Ry=H, R,=OMe, Ry=H, R,;=OMe
21: Ry=H, R,=OMe, R;=OMe, R,=H
22: Ry=H, R,=NO,, Ry=H, R4=H
23: R;=NO,, R,=H, Ry=H, R4=H
24: Ry=H, R,=NO,, Ry=H, R,=NO,
25: Ry=Cl, Ry=H, R3=H, R,=H

Hs
RCl, DMAP
—_—— O
pyridin <
50-100 °C O

Obrazek 21: Pfiprava aromatickych derivat( haemanthaminu”®

Nejsilngjsi  inhibiéni  schopnost  vucéi  lidské  AChE  vykdzaly  derivaty
11-0-(2-nitrobenzoyl)haemanthamin, 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin
a 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthamin, s hodnotami I1Cso 9,9 + 0,5 uM, 4,0 + 0,3 uM
al13+0,8 uM. Prvni dvé slouceniny vykazovaly selektivni plsobeni viéi AChE, zatimco
u 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthaminu pozorujeme inhibi¢ni potencidl také vici BuChE
(hodnota ICsp = 5,6 + 0,6 uM). Tento analog tak mGzeme oznacit jako neselektivni inhibitor
obou cholinesteras, stejné jako 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin z predchozi studie
Kohelovd et al. (2019)%7°,

Kromé 11-O-(2-chlorobenzoyl)haemanthaminu byl vyznamnéjsi inhibi¢ni potencidl
vicéi BUChE zaznamenan také u 11-O-(2-methoxybenzoyl)haemanthaminu s hodnotou ICsp
3,3+0,4 uM”.

Jiz dfive byly na Katedie farmaceutické botaniky pfipraveny dalsi desitky analog
haemanthaminu, zejména v ramci diplomovych praci. Co se tyka zavéra ohledné vztahu mezi
strukturou a aktivitou, ve vsech studiich nejvyssi inhibici vic¢i AChE vykazaly struktury, jejichz
benzoylovy kruh byl substituovan nitroskupinou. Jako nejvyhodnéjsi se po srovnani

inhibi¢nich aktivit ukazala nitroskupina v poloze 3 na benzoylovém kruhu. Z hlediska inhibice
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BUuChE se jako vyznamny strukturni znak zda pfitomnost methoxyskupiny na benzoylovém
kruhu, idedlné v pozici 2. Pfi porovnani aktivit methylbenzoyl derivati haemanthaminu
vykazal nejlepsi vysledky 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin. Substituenty v poloze 2
pravdépodobné brani benzoylové skupiné ve volném otaceni a umoZiuji tak jeji vhodnou
orientaci v aktivnim misté BuChE. Derivaty se substituci v poloze 2 na benzoylovém kruhu
byly tak vice aktivni vi¢i BUChE neZ nesubstituované derivaty v této poloze, a to bez ohledu
na charakter substituentu’%71.72,

V roce 2019 se ve své diplomové praci zabyvala pfipravou derivatl ambellinu, dalSiho
alkaloidu z Celedi Amaryllidaceae, Aneta Ritomska (Obrazek 22). Ze série aromatickych
analog vykazaly vyznamnou aktivitu pouze dvé slouceniny, a to 11-O-(benzoyl)ambellin
a 11-0-(3-methoxybenzoyl)ambellin, s potencidlem selektivné inhibovat BuChE. Mirnou
aktivitu vGc¢i AChE pak vykdzaly 11-O-(3-nitrobenzoyl)ambellin a 11-O-(4-methyl-
3-nitrobenzoyl)ambellin, coZ potvrzuje zdvéry predchozich studii ohledné vztahu mezi
inhibici AChE a pfitomnosti nitroskupiny v poloze 3 na benzoylovém kruhu. Vzhledem
ktomu, Ze struktura ambellinu obsahuje B orientovany 5,10b-ethano mustek, bylo
predpokladano a testovanim na cytotoxicitu nasledné i potvrzeno, Ze zadny z téchto derivata
nevykazuje protinddorové plsobeni. Rovnéz bylo znovu zjisténo, Ze alifatické derivaty nejsou

zajimavé z hlediska jak cytotoxické, tak i inhibiéni aktivity vici cholinesterasam?3.

26: R=Ac
27: R=COCH2CH3
—_— < 28: R=CO(CH,)3CHj;
pyridin 29: R=COCH(CHs),
30: R=COCgHs

Ha Hs

R,
3 3 R1 R3
RCI DMAP R=
pyrldln @]

31: Ry=H, Ry=H, R3=NO,
3 3 32: R4=H, Ry=H, R3=Me
33: R4=H, R2=N02, R3=H
34: R1=C|, R2=H, R3=N02
35: Ry=H, Ry=NO,, Rs=Me
36: Ry=H, R,=OMe, Ry=H

Obrazek 22: Pfiprava derivatl ambellinu’
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.Pouzity material, chemikalie

4.1.1. Rostlinny material

Alkaloid vittatin, ktery byl pouZity jako vychozi latka pro pfipravu polosyntetickych
derivatli, byl ziskan izolaci z cibuli rostliny Hippeastrum ferrari na Katedfe farmaceutické
botaniky. Botanickou identifikaci provedl prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. a dokladovy
vzorek s ¢islem CUFPH-16130/AL-562 je uloZen v herbariu Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy.

Izolace byla provedena pfriblizné z 46,6 kg cerstvych cibuli, které byly nejprve
rozdrobnény na Castice o velikosti mensi nez 5 mm a 3x extrahovany varem
ve dvojndasobném mnoizstvi 95% EtOH. Extrakce probihala 30 minut na vodni lazni
pod zpétnym chladi¢em. VSechny extrakty byly poté spojeny a zahusStény odparenim
rozpoustédla na vakuové odparce za vzniku 420 g surového extraktu, ktery byl ndsledné
okyselen pomoci 2% kyseliny chlorovodikové na pH 1-2 a nafedén na objem 5 I. Po kratké
sonikaci a filtraci byl filtrat odtucnén extrakci do Et;O (3 x 1,5 |) a poté alkalizovan
10% Na>COs na pH 9-10. Nasledovala extrakce chloroformem (6 x 300 ml), po oddéleni byla
organicka faze vysuSena bezvodym siranem sodnym a odpafena na vakuové odparce
za vzniku 29,46 g koncentrovaného alkaloidniho extraktu.

Rozdéleni tohoto alkaloidniho extraktu na jednotlivé frakce bylo provedeno sloupcovou
chromatografii. Jako stacionarni faze bylo pouzito 1200 g Al;03 a jako mobilni faze smési
EtOH a CHCl3 v rGznych pomérech (99:1-0:100). Frakce byly jimany v objemu 500 ml. Celkem
bylo ziskano 360 jednotlivych frakci, které byly spojeny do 21 frakci a nasledné analyzovany
pomoci TLC a GC-MS. Po spojeni frakci se stejnym alkaloidnim profilem byl vysledny pocet
frakci snizen na 15, které byly nakonec zpracovany pomoci preparativni TLC.

Na zdkladé vysledkli GC-MS analyzy byl vittatin izolovan zfrakce ¢. 3 krystalizaci
ze smési CHCI3:EtOH (1:1). Celkem byly ziskdny 2 g Cistého vittatinu. Strukturni identifikace
a Cistota latky byla potvrzena pomoci NMR a HRMS analyzy.

Izolace vittatinu nebyla naplni této diplomové prace, dalsi podrobnosti Ize najit v ¢ldnku

Al Shammari L. et al. (2020)74.
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4.1.2. Rozpoustédla, chemikalie a detek¢ni Cinidla

- cyklohexan, €. (Penta) (cHx)

- diethylamin, p. a. (Penta) (Et2NH)

- ethanol 95 %, ¢. (Penta) (EtOH)

- ethylacetat, p. a. (Penta) (EtOAc)

- chloroform, €. (Penta) (CHCI3)

- pyridin, p. a. (Penta)

- toluen, p. a. (Penta) (To)

- dimethylaminopyridin, p. a. (Penta) (DMAP)
- 2-chlorobenzoylchlorid, = 99% (Acros)

- 4-chloro-3-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
- 2-methoxybenzoylchlorid, 2 99% (Acros)

- 3-methoxybenzoylchlorid, =2 99% (Acros)

- 2-methylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

- 3-methylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

- 4-methylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

- 4-methyl-3-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
- 1-naphthoylchlorid, > 99% (Acros)

- 2-naphthoylchlorid, 2 99% (Acros)

- 3-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

- 4-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

- 1M roztok suchého HCl v Et,0

- Dragendorffovo Cinidlo (podle Muniera)

Zasobni roztok se pfipravi smisenim roztoku A (1,7 g bazického dusi¢nanu
bismutitého, 20 g kyseliny vinné, 80 g destilované vody) a roztoku B (32 g jodidu
draselného, 80 g destilované vody) v poméru 1:1.

Detekéni roztok se pripravi smisenim 5 ml zasobniho roztoku a roztoku 10 g
kyseliny vinné v 50 g destilované vody.

Oba roztoky jsou ndasledné uchovavany v lednici pfi teploté 2—8 °C.
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4.1.3. Stacionarni faze pro analytickou a preparativni TLC

Jako staciondrni faze byly pouzity komeréné vyrdbéné hlinikové desky
TLC Silica gel 60 F54 (Merck, Némecko), rozmér 20 x 20 cm, vrstva silikagelu 0,2 mm
s fluorescencnim indikatorem Fasa.

Pro analytickou TLC byly pouZivany desky o rozmérech 5 x 10 cm, pro preparativni TLC

poté o rozmérech 20 x 10 cm.

4.1.4. Mobilni faze pro analytickou a preparativni TLC

- S3=To:cHx:Et;NH (5:4:1)
- Sy =cHx:To: EtoNH (7:2:1)
- S3=To: EtoNH (9:1)

4.2. Metody
4.2.1. Metody poutzité pri pfipravé derivatu

4.2.1.1. Priprava polosyntetickych derivatt

Navazka vittatinu (40 mg) byla nejprve rozpusténa ve 2 ml suchého pyridinu,
nasledné bylo pfidano vypoditané ekvivalentni mnozstvi pfislusného chloridu v mirném
nadbytku a katalytické mnoZstvi DMAP. Reakéni smés byla s magnetickym michadlem
v uzaviené zkumavce umisténa do parafinové l|azné na elektromagnetické michaéce
s ohfevem. Reakce probihala pfri teploté 70-80 °C asi 16 h (Obrdzek 23), po uplynuti této

doby byla provedena analyticka TLC pro kontrolu ohledné Uplného zreagovani vychozi latky.
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RCI

pyridin, DMAP
70-80°C

R, VIT1: R4=H, R=H, Rz=CH;  VIT11 R=
R, Rs VIT2: R4=CHjs, Rp,=H, R3=H
VIT3: Ry=H, Ry=CHjg, Rg=H
VIT4: R{=OCH3, Ry=H, Rz=H
VIT5: Ry=H, R,=0CHj, Rz=H
le} VIT6: R4=Cl, R,=H, R3=H VIT12 R= O
VIT7: Ry=H, R,=NO,, Rz=H
VIT8: Ri=H, Ry=H, R3=NO,
VIT9: Ry=H, Ry=NO,, R3=ClI
VIT10: R4=H, R,=NO,, R3=CH3

Obrazek 23: Priprava derivata VIT1-VIT12 z alkaloidu vittatinu

4.2.1.2. Analyticka tenkovrstva chromatografie

Tato metoda byla vyuZita pro kontrolu pribéhu reakce. Na start TLC desky byly
kapilarou naneseny vychozi latka (vittatin), DMAP a produkt reakce. Desky byly poté vyvijeny
v nasycené chromatografické komore za pouziti mobilni faze S1 pro VIT1-VIT5 a mobilni faze
S3 pro VIT6-VIT12. Vyvinuté desky byly nasledné vysuseny a jednotlivé zény detekovany
nejprve pomoci UV lampy pfi 254 nm (Obrazek 24) a poté postifikem Dragendorffovym

¢inidlem (Obrazek 25), které barvi alkaloidni zony do tmavé oranzova.

Produkt reakce

DMAP

Vychozi latka (vittatin)

Obrazek 24: Detekce na TLC desce pomoci UV lampy pfi 254 nm
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&3 L ————— Produkt reakce

————— DMAP

.ol o vychoszi ltka (vittatin)
VIT11 ViT12

Obrazek 25: Detekce na TLC desce postfikem Dragendorffovym Cinidlem

Na obrazku 25 je zobrazen pribéh reakce VIT11 a VIT12 za pokojové teploty. Kromé
z6n s produkty reakci (pfipravenymi derivaty) a zén s DMAP zde muiZeme vidét i zény
s vychozi latkou. Z chromatogramu je tedy patrné, Ze reakce neprobéhla Uplné, a proto bylo

nutné zménit reakéni podminky (teplota 70-80 °C).

4.2.1.3. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Po odpareni pyridinu zreakéni smési byl produkt reakce rozpustén ve
smési EtOH:EtOAc (1:1) a postupné nanesen na 5 komercnich desek. Nandseni bylo
provedeno pomoci chromatografického pera v linii ve vzdalenosti 1 cm od obou bocnich
i spodniho okraje desky. Po odpafeni rozpoustédla byly desky vyvijeny v nasycené
chromatografické komofre. Jako mobilni faze byla pouzita smés S, pro VIT1-VIT5 a smés S3
pro VIT6-VIT12. Po vyjmuti z komory byly desky vysouSeny v digestofi bud' volné na vzduchu
nebo pomoci fénu. Na zakladé detekce pod UV svétlem byly jednotlivé zéony s produkty

vyznacéeny separaéni jehlou a nasledné byly ze vSech desek mechanicky separovany.

4.2.1.4. Eluce a odparovani
Separované zény z TLC byly promyvany smési EtOH:EtOAc (1:1) pfes vrstvu vaty.
Rozpoustédla byla nasledné odpafena na rotacni vakuové odparce Heidolph Laborota 4000

ve vodni |azni pfi teploté 60 °C a snizeném tlaku.
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4.2.1.5. Vysouseni pripravenych derivata a jejich skladovani

Po odpareni rozpoustédel na vakuové odparce byly derivaty dosuSeny v exsikatoru se
susSicimi perlami ze silikagelu. Diky pfipojeni exsikatoru na vakuovou pumpu bylo mozné
pracovat za snizeného tlaku a zvysit tak Uc¢innost suseni.

VysusSené derivaty byly dale uchovavany v lednici pfi teploté 2—8 °C.

4.2.2. Priprava chlorida alkaloidu

Vzhledem k vysoké lipofilité ptipravenych derivatd bylo pro provedeni testli na

biologickou aktivitu nezbytné jejich pfevedeni na hydrochloridy.

4.2.2.1. Priprava bezvodého roztoku HCl v Et,0

Chloridy alkaloidG byly ptipraveny za pouziti 1M roztoku suchého HCl v Et,0. Jeho
pfiprava probihd ve specialni aparature za pouziti 3,1 g chloridu sodného, 15 az 20 ml
96% kyseliny sirové a Et;0. Na chlorid sodny se po sestaveni aparatury po kapkdach pridava
96% kyselina sirova. DUllezZité je postupovat pomalu, aby se chlorovodik vyvijel postupné
a veskery plyn se stacil absorbovat do diethyletheru. Kyselina sirovad je do reakéni smési
pfidana v mirném nadbytku. Na zavér se roztok HCI v Et;0 pfelije do uzaviené zabrousené

bariky, ve které se uchovava, a pro pfipravu chloridl je mozné jej pouzivat po dobu 2 dn.

4.2.2.2. Priprava chloridti

Pfipravené derivaty byly rozpustény v minimalné desetindsobném mnozstvi bezvodého
diethyletheru a nejmensim nutném mnozstvi CH.Cl, a po kratké sonikaci v ultrazvukové lazni
smichany s 1M roztokem HCI v Et;0. Tento roztok byl pfiddvan do zmény pH na kyselé, aby
bylo s urcitosti zajisSténo prevedeni celé navazky na chloridy. Nakonec byl na vodni lazni pfi
teploté 40 °C a po dobu zhruba 10 minut opatrné odpafen nadbytek roztoku HCI. Po
nasledném vysuseni v exsikatoru byly chloridy derivatl opét uchovavany v lednici pfi teploté

2-8 °C.

4.2.3. Strukturni analyza derivati vittatinu

4.2.3.1. ESI-HRMS analyza
ESI-HRMS spektra byla mérfena na Katedre analytické chemie, Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy. Analyzu provedla prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.
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Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim je metoda pouzZivand k identifikaci
a strukturni analyze novych sloucenin, které dosud nebyly popsany v literatufe, a to na
zakladé identifikace iont( podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Uréeni ESI-HRMS
spekter jednotlivych derivatl bylo provedeno pomoci pfistroje Synapt G2-Si Q-TOF (Waters),
coz je hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem v kladném maddu a hybridnim
analyzatorem typu kvadrupdl-analyzator doby letu, v kombinaci s UHPLC systémem Acquity
I-Class (Waters). Vzorky byly mérené v prostiedi MeCN. Nakonec byly porovnany
m/z teoretické s experimentdlné zjisténymi. Tyto dvé hodnoty by se od sebe nemély vyrazné

liit, idealné by mély byt totozné alespon do druhého desetinného mista.

4.2.3.2. NMR analyza

NMR spektra byla zméfena na Katedfe organické a bioorganické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy. Méfeni i naslednou interpretaci
jednotlivych spekter provedli doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc. a Mgr. Jana Mafrikova.

NMR analyza byla provedena na spektrometru VNMR S500 pracujicim pfi frekvenci
500 MHz pro 'H jadra a pfi frekvenci 125 MHz pro 3C jadra. Méfeni probihalo pfi teploté
25 °C v roztocich CDCls. K ozafovani i detekci signdlu byla pouzita sonda OneNMR, coz? je
Sirokopasmova dvoukandlova gradientni sonda se schopnosti regulace teploty. Chemické
posuny & byly zméfeny jako hodnoty pars per milion (ppm) a neptimo vztazeny k TMS
(tetramethylsilanu) jako standardu pomoci zbytkového signdlu rozpoustédla. Pro CDCls jsou
hodnoty chemického posunu u atom@ H & = 7,26 ppm, u atom( 3C & = 77,0 ppm. Data
ziskand mérenim jsou uvedena v tomto poradi: chemicky posun & (ppm), integrovand
intenzita 'H NMR spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet, dd = dublet dubletu,
ddd = dublet dubletu dubletu, td = triplet dubletu, m = multiplet, bs = Siroky singlet),

integracni konstanta J (Hz).

4.2.3.3. Opticka otacivost

Optickd otacivost derivatl byla mérena v roztocich derivatli pomoci automatického
polarimetru ADP 220 BS. Méreni probihalo v prostfedi methanolu pfi teploté 24 °C,
koncentrace méreného vzorku byla 0,1 g/100 ml a délka kyvety 0,5 dm. Pro kazdy vzorek
bylo provedeno celkem 5 méreni a z jejich primérné hodnoty byla vypocitana specificka

otacivost pomoci nasledujiciho vzorce:
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100 X «

[alb = ——
a = namérena opticka otacivost [°]
t = teplota méreni [°C]
D =vlnova délka D-linie sodikového svétla [nm] (= 589,3 nm)
c = koncentrace méreného alkaloidu v roztoku [g/100 ml]
/ = délka kyvety [dm]

4.2.4. Méreni biologickych aktivit derivatt vittatinu

4.2.4.1. Stanoveni inhibicni aktivity vici AChE a BUuChE

Méreni inhibi¢niho potencidlu pripravenych derivati vii¢i AChE a BuChE provedla
PharmDr. Daniela Hulcovd, Ph.D. na Katedre farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.

Toto méreni probihalo Ellmanovou spektrofotometrickou metodou a inhibi¢ni
aktivita byla stanovena s vyuzitim rekombinantnich cholinesteras, které byly zakoupeny od
firmy Sigma Aldrich.

Ellmanova metoda je zaloZzend na méreni absorbance produktd vznikajicich reakci
thiocholinu s DTNB (Ellmanovo ¢inidlo) (Obrazek 26). Nejprve bylo do 6 jamek v mikrotitracni
desti¢ce postupné napipetovano 8,3 ul roztoku enzymu, 283 pul 5mM DTNB a 8,3 pl roztoku
testovaného derivatu dané koncentrace (pfipadné DMSO jako slepy vzorek). Po kratkém
promichani byla desticka 5 minut pfi teploté 37 °C inkubovdna pomoci pfistroje Reader
SynergyTM. Ndasledné bylo pfidano 33,3 ul roztoku substratu, kterym je bud’ acetylthiocholin
jodid nebo butyrylthiocholin jodid (o koncentraci 10 mM), ktery byl hydrolyzovdn na
prislusnou kyselinu a thiocholin. Po 2 minutach byla zméfena absorbance Zlutého produktu,
ktery vznikl reakci thiocholinu a DTNB, a dale byl méfen naruist absorbance béhem 1 minuty.
Z namérenych hodnot lze vypocitat procentudlni inhibici cholinesteras, hodnota ICso byla
poté vypocitdna pomoci programu GraphPad Prism 8 pouze u derivatli svice nez
50% inhibi¢nim potencidlem. Vysledky méfeni byly nakonec porovnany s hodnotami

standardu, kterym je galanthamin.
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CHs, (0] cholinesterasa CH,

" . I,
- H,0 NS + H,C
H;C CI)H3 S CH3; 2 H3;C CIIH3 SH 3~ COoO0H
DTNB
HOOC COOH
O,N S-S NO, \
HOOC Y oh COOH
3
I+
O2N S\S/\/’Tlljch3 * Hs NO,
3

Obrazek 26: Pribéh hydrolytické reakce za poufZiti substratu a Ellmanova ¢inidla (DTNB)”>

Dalsi informace ohledné vyuZiti této metody pfi stanoveni inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE

a BuChE Ize nalézt v publikovanych &lancich”>7677,

4.2.4.2. Zkouska paralelniho pronikani pres umélou membranu (PAMPA)

Schopnost prestupovat pres hematoencefalickou bariéru (HEB) byla stanovena
RNDr. Lenkou Pulkrabkovou a doc. PharmDr. Ondfejem Soukupem, Ph.D. ve spolupraci
s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity
obrany a Centrem biomedicinského vyzkumu, Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

V ramci tohoto méreni byla vyuzita metoda PAMPA, kterd je zalozena na principu
pasivniho prestupu zkousenych latek z donorového do akceptorového roztoku pres umélou
lipidovou bariéru. Testované latky byly nejprve rozpustény v DMSO a zfedény fosfatovym
pufrem o pH 7,4 k dosazeni pozadované koncentrace (75-100 uM). Donorovd mikrotitraéni
desti¢ka byla naplnéna 300 pl tohoto roztoku, akceptorovd mikrotitracni desticka 300 ul
fosfatového pufru o pH 7,4. Donorova desticka byla poté opatrné poloZena na akceptorovou
desti¢ku, aby uméla membrana pokrytd fosfolipidy na dné donorové desticky byla v kontaktu
sdonorovym i akceptorovym roztokem a testovand latka tak mohla difundovat
z donorového do akceptorového roztoku. Po 3, 4, 5 a 6 h inkubace byla mérena koncentrace
testované slouceniny v donorovém i akceptorovém roztoku s vyuzitim UV spektrometru a ze
ziskanych hodnot stanovena schopnost slouceniny pasivné pronikat pres lipidovou bariéru.

Podrobnosti ohledné stanoveni prostupu pres HEB touto metodou lze nalézt v publikovaném
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¢lanku’é.

4.2.4.3. Stanoveni inhibice agregace B-amyloidu

Stupenn  inhibice agregace B-amyloidu méfili  Mgr. Markéta Benkovd
a doc. PharmDr. Ondrej Soukup, Ph.D. ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské
farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany a Centrem biomedicinského

vyzkumu, Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

4.2.4.4. Stanoveni protinadorové aktivity

Protinddorova aktivita derivatl vittatinu byla stanovena ve spolupraci s Ustavem
lékafské biochemie, Lékarské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy. Stanoveni proved|
RNDr. Radim Havelek, Ph.D.

Cytotoxicka aktivita byla testovdna in vitro na 9 nenddorovych bunécénych liniich,
konkrétné Jurkat (akutni leukémie T-lymfocyt(l), MOLT-4 (akutni lymfoblasticka leukémie),
A549 (adenokarcinom plic), HT-29 (kolorektdlni karcinom), PANC-1 (epitelidlni karcinom
pankreatu), A2780 (karcinom vaje¢niku), Hela (cervikalni adenokarcinom), MCF-7
(adenokarcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom), a 1 nenadorové bunééné linii, MRC-5 (zdravé
plicni fibroblasty). Bunécné linie byly inkubovany 24 hodin pfi teploté 37 °C v prostredi
5% CO,. Nasledné byly k bufikdam pfidany testované derivaty (v koncentraci 10 uM) a dale
inkubovany 48 hodin pfti stejné teploté. Jako standard bylo pouzito chemoterapeutikum
doxorubicin (v koncentraci 1 uM). Po této dobé byla vyhodnocena viabilita bunék
v procentech a porovnana se standardem. Podrobnosti ohledné stanoveni cytotoxicity touto

metodou byly publikovény v &lanku®’.

4.2.5. Molekulové dokovani

Molekulové dokovani bylo provedeno ve spoluprici s Katedrou toxikologie a vojenské
farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany.

Struktury enzyma lidské AChE a BUChE byly ziskany z databaze PDB — PDB ID 4EY6
(lidskd rekombinantni AChE v komplexu s -(-)galanthaminem, rozliseni 2,3983 A, 7adné
mimoleZné aminokyseliny dle Ramachandrana’®) a PDB ID 4BDS (lidskd BuChE v komplexu
s takrinem, rozliSeni 2,1 A, dvé mimoleiné aminokyseliny dle Ramachandrana’ mimo

vazebnou kavitu). Receptory pro flexibilni molekulové dokovani byly ptipraveny funkci
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DockPrep softwaru Chimera (verze 1.4)% a softwarem Autodock Tools (verze 1.5.6)%,
flexibilni zbytky byly zvoleny dle publikované literatury®2. Ligandy byly pfipraveny pomoci
softwaru ChemSketch (verze 12.01)% a pro dokovéni dale upraveny softwary OpenBabel
(verze 2.3.1)%%, Avogadro (verze 1.1.0)% a AutoDock Tools (verze 1.5.6)%'. Molekulové
dokovani probéhlo pomoci nastroje AutoDockVina (verze 1.1.2)% snastavenim Uplnosti
(exhaustiveness) na 8. Vypocet kazdé kombinace ligand-receptor byl proveden dvacetkrat
pro zvySeni Sance nalezeni optimalniho vysledku. K vizualizaci byl vyuzit softwarovy balik

MacPyMOL (verze 1.7.4)%.
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5. VYSLEDKY

5.1.Pripravené derivaty vittatinu, jejich strukturni analyza
5.1.1. 3-0-(4-Methylbenzoyl)vittatin (VIT1)

CHs

Sumarni vzorec: C,,H,5NO,
Molekulova hmotnost: 389,45

Obrazek 27: Struktura 3-O-(4-methylbenzoyl)vittatinu (VIT1)

Opticka otacivost:

[a]3*°¢ = —108,0°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.91-7.86 (2H, m, AA’BB’), 7.21-7.16 (2H, m, AA’BB’), 6.88 (1H,
s), 6.75 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.54 (1H, s), 6.05 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.8 Hz), 5.92 (1H, s),
5.90 (1H, s), 5.62-5.58 (1H, m), 4.45 (1H, d, J = 16.7 Hz), 3.82 (1H, d, J = 16.7 Hz), 3.50-3.37
(2H, m), 2.94 (1H, ddd, J=13.4Hz, J=9.3Hz, J=5.8Hz), 2.38 (3H, s), 2.23 (1H, ddd,
J=12.2Hz, J=9.3Hz, J=4.4Hz), 2.16-2.10 (1H, m), 2.02-1.95 (1H, m), 1.91 (1H, td,
J=13.4 Hz, J = 4.4 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 166.0, 146.2, 145.8, 143.5, 138.2, 134.5, 129.7, 128.9, 127.6,
126.5,123.8, 107.0, 102.8, 100.8, 66.9, 63.4, 62.4, 53.6, 44.3,44.2, 30.1, 21.6

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 390,1707
m/z teoreticky (pro C24H23NO4 [M+H]*) = 390,1700
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5.1.2. 3-0-(2-Methylbenzoyl)vittatin (VIT2)

Sumarni vzorec: C,,H,3NO,
Molekulovd hmotnost: 389,45

Obrazek 28: Struktura 3-O-(2-methylbenzoyl)vittatinu (VIT2)

Opticka otacivost:

[a]3*°¢ = —100,0°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.84-7.81 (1H, m), 7.38-7.34 (1H, m), 7.23-7.17 (2H, m), 6.87
(1H, s), 6.75 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.52 (1H, s), 6.07 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.6 Hz), 5.93-5.88
(2H, m), 5.62-5.57 (1H, m), 4.44 (1H, d, J = 16.6 Hz), 3.81 (1H, d, J = 16.6 Hz), 3.48-3.37 (2H,
m), 2.94 (1H, ddd, J = 13.2 Hz, J = 9.3 Hz, J = 5.6 Hz), 2.56 (3H, s), 2.23 (1H, ddd, J = 12.2 Hz,
J=9.3Hz, J=4.4Hz), 2.17-2.10 (1H, m), 2.03-1.95 (1H, m), 1.92 (1H, td, J=13.2 Hz,
J=4.4Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) é: 167.0, 146.2, 145.8, 139.9, 138.1, 134.6, 131.8, 131.5, 130.5,
129.8,126.4, 125.6, 123.8, 107.0, 102.8, 100.8, 67.0, 63.5, 62.4, 53.6, 44.4, 44.2, 30.0, 21.7

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 390,1709
m/z teoreticky (pro C24H23NO4 [M+H]*) = 390,1700
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5.1.3. 3-0-(3-Methylbenzoyl)vittatin (VIT3)

CHj;

Sumarnivzorec: C,,H,3NO,
Molekulovd hmotnost: 389,45

Obrazek 29: Struktura 3-0-(3-methylbenzoyl)vittatinu (VIT3)

Opticka otacivost:

[a]3* ¢ = —60,0°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.80 (1H, s, overlapped), 7.79 (1H, d, J = 7.8 Hz, overlapped),
7.34 (1H, d, ) = 7.8 Hz), 7.28 (1H, t, ) = 7.8 Hz), 6.89 (1H, s), 6.73 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.55 (1H,
s), 6.08 (1H, dd, J = 10.0, J = 5.2 Hz), 5.94-5.90 (2H, m), 5.62-5.58 (1H, m), 4.51 (1H, d, J =
16.7 Hz), 3.89 (1H, d, J = 16.7 Hz), 3.57-3.47 (2H, m), 3.04-2.95 (1H, m), 2.38 (3H, s), 2.30—
2.21 (2H, m), 2.06-1.99 (1H, m), 1.94 (1H, td, J = 13.8 Hz, J = 4.4 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 166.1, 146.5, 146.1, 138.0, 137.6, 133.9, 133.7, 130.13, 130.11,
128.1,126.8,125.3, 124.1, 107.0, 102.9, 100.9, 66.7, 63.5, 61.9, 53.3, 44.3, 43.9, 29.6, 21.2

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 390,1707
m/z teoreticky (pro C24H23NO4 [M+H]*) = 390,1700
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5.1.4. 3-0-(2-Methoxybenzoyl)vittatin (VIT4)

Sumarni vzorec: Cy4H,3NO;
Molekulovda hmotnost: 405,45

Obrazek 30: Struktura 3-0-(2-methoxybenzoyl)vittatinu (VIT4)

Opticka otacivost:

[a]3*°¢ = —120,0°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.71 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.43 (1H, t, J = 7.5 Hz), 6.97-6.89 (2H,
m), 6.87 (1H, s), 6.74 (1H, d, J = 9.9 Hz), 6.52 (1H, s), 6.12-6.05 (1H, m), 5.91 (1H, s), 5.89 (1H,
s), 5.63-5.57 (1H, m), 4.44 (1H, d, J = 17.0 Hz), 3.85-3.79 (4H, m), 3.53-3.46 (1H, m), 3.45—
3.36 (1H, m), 2.99-2.90 (1H, m), 2.27-2.18 (1H, m), 2.17-2.09 (1H, m), 2.03-1.94 (1H, m),
1.89 (1H, td, J = 13.8 Hz, J = 3.9 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 165.5, 159.1, 146.1, 145.8, 138.3, 134.5, 133.3, 131.5, 126.4,
123.9,120.3,120.0, 111.9, 106.9, 102.9, 100.8, 66.9, 63.5, 62.4, 55.8, 53.6, 44.3, 44.2, 30.0

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 406,1656
m/z teoreticky (pro C24H23NOs [M+H]*) = 406,1649
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5.1.5. 3-0-(3-Methoxybenzoyl)vittatin (VIT5)

CH3

Sumarni vzorec: C,,H,3NO;
Molekulovda hmotnost: 405,45

Obrazek 31: Struktura 3-0-(3-methoxybenzoyl)vittatinu (VIT5)

Opticka otacivost:

[a]3* ¢ = —36,0°

NMR:

14 NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.59 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.52 (1H, s), 7.30 (1H, t, J = 7.8 Hz), 7.07
(1H, dd, J=7.8 Hz, /= 2.0 Hz), 6.88 (1H, s), 6.76 (1H, d, J=9.8 Hz), 6.53 (1H, s), 6.06 (1H, dd,
J=9.8Hz, J=4.9 Hz), 5.92 (1H, s), 5.90 (1H, s), 5.62-5.57 (1H, m), 4.45 (1H, d, J = 17.0 Hz),
3.83 (3H, s, overlapped), 3.82 (1H, d, J=17.0 Hz, overlapped), 3.52—-3.36 (2H, m), 3.00-2.90
(1H, m), 2.28-2.19 (1H, m), 2.18-2.10 (1H, m), 2.04-1.95 (1H, m), 1.92 (1H, td, J = 13.6 Hz,
J=4.5Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 165.9, 159.4, 146.2, 145.8, 138.1, 134.7, 131.7, 129.3, 126.4,
123.7,122.1,119.1, 114.4, 107.0, 102.8, 100.8, 67.3, 63.4, 62.4, 55.4, 53.6, 44.3, 44.2, 30.0

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 406,1658
m/z teoreticky (pro C24H23NOs [M+H]*) = 406,1649
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5.1.6. 3-0-(2-Chlorobenzoyl)vittatin (VIT6)

Cl

Sumarni vzorec: C53H,,CINO,
Molekulovda hmotnost: 409,87

Obrazek 32: Struktura 3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatinu (VIT6)

Opticka otacivost:

[a]3* ¢ = —84,0°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.74 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.43=7.35 (2H, m), 7.30-7.24 (1H, m),
6.86 (1H, s), 6.77 (1H, d, J = 9.8 Hz), 6.52 (1H, s), 6.08 (1H, dd, J = 9.8 Hz, J = 5.6 Hz), 5.91 (1H,
s), 5.89 (1H, s), 5.65-5.61 (1H, m), 4.44 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3.82 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3.48 (1H,
dd, J=13.2Hz, J=3.9Hz), 3.45-3.37 (1H, m), 2.95 (1H, ddd, J=12.7Hz, J=8.8 Hz,
J=5.6 Hz), 2.27-2.14 (2H, m), 2.03-1.95 (1H, m), 1.92 (1H, td, J = 13.2 Hz, J = 3.9 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 165.2, 146.2, 145.9, 138.0, 135.1, 133.6, 132.4, 131.3, 130.9,
130.4, 126.5, 126.4, 123.4, 107.0, 102.8, 100.8, 68.0, 63.4, 62.4, 53.6, 44.3, 44.2, 29.9

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 410,1161
m/z teoreticky (pro Ca3H20CINO4 [M+H]*) = 410,1154
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5.1.7. 3-0-(3-Nitrobenzoyl)vittatin (VIT7)

NO,

Sumarni vzorec: C,y3H,oN,0,
Molekulova hmotnot: 420,42

Obrazek 33: Struktura 3-O-(3-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT7)

Opticka otacivost:

[a]3* "¢ = —60,0°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 8.80 (1H, s), 8.39 (1H, d, J = 7.7 Hz), 8.33 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.62
(1H, t, J = 7.7 Hz), 6.88 (1H, s), 6.81 (1H, d, J = 9.8 Hz), 6.54 (1H, s), 6.10-6.03 (1H, m), 5.93
(1H, s), 5.90 (1H, s), 5.68-5.61 (1H, m), 4.47 (1H, d, J=17.0 Hz), 3.84 (1H, d, J=17.0 Hz),
3.52-3.36 (2H, m), 3.03-2.91 (1H, m), 2.31-1.90 (4H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 164.0, 148.2, 146.3, 146.0, 137.8, 135.5, 135.4, 132.1, 129.5,
127.3,126.3,124.6, 123.0, 107.1, 102.8, 100.8, 68.5, 63.3, 62.3, 53.6, 44.3, 44.2, 29.9

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 421,1402
m/z teoreticky (pro CazH20N206 [M+H]*) = 421,1394
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5.1.8. 3-0-(4-Nitrobenzoyl)vittatin (VIT8)

Sumarni vzorec: Cy3H,,N,0¢
Molekulova hmotnost: 420,42

Obrazek 34: Struktura 3-O-(4-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT8)

Opticka otacivost:

[a]3*°¢ = —195,2°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 8.27-8.23 (2H, m, AA’BB’), 8.18-8.15 (2H, m, AA’BB’), 6.88 (1H,
s), 6.81 (1H, d, J = 10.1 Hz), 6.55 (1H, s), 6.06 (1H, dd, J = 10.1 Hz, J = 5.6 Hz), 5.94-5.92 (1H,
m), 5.91-5.90 (1H, m), 5.66-5.62 (1H, m), 4.46 (1H, d, J = 17.0 Hz), 3.84 (1H, d, J = 17.0 Hz),
3.48-3.38 (2H, m), 2.96 (1H, ddd, J = 12.6 Hz, J = 9.0 Hz, J = 5.0 Hz), 2.25 (1H, ddd, J = 12.6 Hz,
J=9.0 Hz, J = 5.0 Hz), 2.18-2.12 (1H, m), 2.03-1.91 (2H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 164.1, 150.5, 146.3, 145.9, 137.9, 135.7, 135.6, 130.8, 126.4,
123.4,123.0, 107.1, 102.8, 100.9, 68.5, 63.4, 62.4, 53.6, 44.3, 44.2, 30.0

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 421,1399
m/z teoreticky (pro CazHz0N206 [M+H]*) = 421,1394
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5.1.9. 3-0-(4-Chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin (VIT9)

Cl

NO,

Sumarni vzorec: Cy3H;4CIN,O;
Molekulovda hmotnost: 454,86

Obrazek 35: Struktura 3-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT9)

Opticka otacivost:

[a]3'™¢ = —93,9°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 8.43 (1H, d, J=1.9 Hz), 8.12 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 1.9 Hz), 7.60
(1H, d, J=8.3 Hz), 6.87 (1H, s), 6.81 (1H, d, J=9.8 Hz), 6.54 (1H, s), 6.03 (1H, dd, /= 9.8 Hz,
J=5.6Hz), 592 (1H, d, J= 13.2 Hz, overlapped), 5.91 (1H, d, J= 13.2 Hz, overlapped),
5.64-5.61 (1H, m), 4.46 (1H, d, J=17.1 Hz), 3.83 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3.45-3.37 (2H, m), 2.96
(1H, ddd, J=12.7 Hz, J = 8.8 Hz, J = 5.0 Hz), 2.25 (1H, ddd, J = 12.7 Hz, J = 8.8 Hz, J = 5.0 Hz),
2.17-2.11 (1H, m), 2.02-1.90 (2H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 163.2, 148.0, 146.3, 146.0, 137.8, 135.8, 133.6, 132.0, 131.5,
130.3, 126.5, 126.4, 122.8, 107.1, 102.8, 100.9, 68.8, 63.3, 62.4, 53.6, 44.3, 44.2, 29.9

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 455,1016
m/z teoreticky (pro C23H19CIN2O6 [M+H]*) = 455,1004
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5.1.10. 3-0-(4-Methyl-3-nitrobenzoyl)vittatin (VIT10)

CH3

NO,

Sumarni vzorec: C,4H,,N,04
Molekulova hmotnost: 434,45

Obrazek 36: Struktura 3-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT10)

Opticka otacivost:

[a]3'™¢ = —100°

NMR:

14 NMR (500 MHz, CDCl3) &: 8.52 (1H, d, J = 2.0 Hz), 8.10 (1H, dd, J = 7.8 Hz, J = 2.0 Hz), 7.40
(1H, d, J = 7.8 Hz), 6.88 (1H, s), 6.80 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.54 (1H, s), 6.04 (1H, dd, J = 10.0 Hz,
J=5.6Hz), 5.91 (1H, d, J= 13.6 Hz, overlapped), 5.90 (1H, d, J= 13.6 Hz, overlapped),
5.64-5.60 (1H, m), 4.46 (1H, d, J=17.1 Hz), 3.83 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3.47-3.37 (2H, m), 2.96
(1H, ddd, J=12.5Hz, J=9.3 Hz, J=5.6 Hz), 2.64 (3H, s), 2.24 (1H, ddd, J=12.5 Hz, /= 9.3 Hz,
J=4.4Hz),2.17-2.11 (1H, m), 2.02-1.89 (2H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 164.0, 149.2, 146.3, 145.9, 138.2, 137.9, 135.4, 133.5, 132.9,
129.7,126.4,125.8,123.1, 107.1, 102.8, 100.8, 68.2, 63.3, 62.4, 53.6, 44.3, 44.2, 29.9, 20.5

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 435,1558
m/z teoreticky (pro C24H22N206 [M+H]*) = 435,1551

57



5.1.11.3-0-(1-Naphthoyl)vittatin (VIT11)

Sumarni vzorec: C,;H,3NO,
Molekulovd hmotnost: 425,48

Obrazek 37: Struktura 3-O-(1-naphthoyl)vittatinu (VIT11)

Opticka otacivost:

[a]3* ¢ = —115,2°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 8.86 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.09 (1H, dd, J = 8.1 Hz, J = 1.0 Hz), 7.99
(1H,d,J=8.1 Hz), 7.86 (1H, d, /= 8.1 Hz), 7.58-7.50 (2H, m), 7.45 (1H, t, J = 8.1 Hz), 6.89 (1H,
s), 6.80 (1H, d, J=9.8 Hz), 6.52 (1H, s), 6.16 (1H, dd, J=9.8 Hz, J=5.5Hz), 591 (1H, d, J=
11.7 Hz, overlapped), 5.90 (1H, d, J= 11.7 Hz, overlapped), 5.75-5.71 (1H, m), 4.45 (1H, d,
J=16.9 Hz), 3.82 (1H, d, J=16.9 Hz), 3.51 (1H, dd, J=13.0Hz, J=4.4 Hz), 3.43 (1H, ddd,
J=13.0Hz, J=9.8 Hz, J=5.0 Hz), 2.96 (1H, ddd, J=13.0 Hz, J=9.8 Hz, J = 5.0 Hz), 2.29-2.20
(2H, m), 2.06-1.94 (2H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 167.0, 146.2, 145.8, 138.2, 134.9, 133.8, 133.2, 131.3, 130.1,
128.5, 127.6, 127.4, 126.5, 126.1, 125.8, 124.4, 123.8, 107.0, 102.8, 100.8, 67.3, 63.5, 62.4,
53.6,44.4,44.2,30.1

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 426,1700
m/z teoreticky (pro C27H23NO4 [M+H]*) = 426,1700
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5.1.12.3-0-(2-Naphthoyl)vittatin (VIT12)

Sumarni vzorec: C,;H,3NO,
Molekulovda hmotnost: 425,48

Obrazek 38: Struktura 3-O-(2-naphthoyl)vittatinu (VIT12)

Opticka otacivost:

a3t = —75°

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 8.56 (1H, bs), 8.02 (1H, dd, J = 8.4 Hz, J = 1.5 Hz), 7.94 (1H, d,
J=8.4Hz), 7.86 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.84 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.58 (1H, t, J = 8.0 Hz), 7.52 (1H, t,
J=8.0Hz), 6.91 (1H, s), 6.80 (1H, d, J=9.8 Hz), 6.56 (1H, s), 6.11 (1H, dd, J=9.8 Hz,
J=5.6 Hz), 5.94-5.92 (1H, m), 5.91-5.90 (1H, m), 5.70-5.67 (1H, m), 4.49 (1H, d, J = 17.1 Hz),
3.85 (1H, d, J=17.1Hz), 3.54 (1H, dd, J=12.7 Hz, J=5.0 Hz), 3.44 (1H, ddd, J=12.7 Hz,
J=9.3Hz, J=5.0Hz), 2.97 (1H, ddd, J=12.7Hz, J=9.3 Hz, J=5.0Hz), 2.56 (1H, ddd,
J=12.7Hz, J=9.3Hz, J=5.0Hz), 2.23-2.17 (1H, m), 2.05-2.00 (1H, m), 1.96 (1H, td,
J=12.7 Hz, J = 5.0 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 166.2, 146.2, 145.9, 138.1, 135.5, 134.7, 132.4, 131.1, 129.3,
128.2, 128.0, 127.7, 127.6, 126.53, 126.50, 125.3, 123.8, 107.0, 102.9, 100.8, 67.3, 63.5,
62.4,53.6,44.4,44.2,30.1

ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 426,1702
m/z teoreticky (pro C27H23NO4 [M+H]*) = 426,1700

59



5.2.Vytéznost reakci

Z navazky vittatinu, vypocitaného teoretického vytézku a skutecného vytézku byla
vypoctena skutecnd vytéznost reakce v % pro vsech 12 derivatd (Tabulka 4). V ndsledujicim
schématu je zobrazen postup véetné prikladu pro vypocet teoretického vytézku (mg)

a nasledné i pro skute¢nou vytéznost reakce (%).

Teoreticky vytézek (mg) = navazka vittatinu x M, derivatu / M; vittatinu

= 40,1 x 389,45 (VIT1) /271,32
=57,56 mg

Skutecna vytéznost reakce (%) = vytéZzek / teoreticky vytézek x 100

=40,9/57,56 x 100
=71,06 %

Tabulka 4: Vytézky pfipravenych derivatl (mg; %) a hmotnosti hydrochloridl derivatl (mg)

derivat nazev \rl‘i:::tzilr(\z V\;/tnt;ez;ek \j\'['(tug::::t hydr(();l;l)o ridy
(mg) (%)
VIT1 3-0-(4-methylbenzoyl)vittatin 40,10 40,90 71,06 41,10
VIT2 3-0-(2-methylbenzoyl)vittatin 40,20 42,10 72,96 44,10
VIT3 3-0-(3-methylbenzoyl)vittatin 39,90 46,40 81,02 50,40
VIT4 3-0-(2-methoxybenzoyl)vittatin 39,80 45,20 76,00 48,70
VITS 3-0-(3-methoxybenzoyl)vittatin 40,20 48,90 81,40 50,30
VIT6 3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin 39,70 40,30 67,20 43,20
VIT7 3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatin 40,60 46,30 73,60 50,20
VIT8 3-0-(4-nitrobenzoyl)vittatin 40,60 35,80 56,91 37,50
VIT9 3-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin 40,70 34,10 49,98 35,20
VIT10 | 3-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)vittatin 41,10 57,80 87,83 62,40
VIT11 3-0-(1-naphthoyl)vittatin 40,80 52,40 81,90 56,50
VIT12 3-0-(2-naphthoyl)vittatin 40,60 57,20 89,84 60,80
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5.3.Biologicka aktivita derivatt vittatinu

5.3.1.

Inhibiéni aktivita vaci AChE a BuChE

U vSech pfipravenych derivatd byla testovdna inhibice AChE a BuChE, hodnota ICso

byla poté vypocitdna pouze u derivatd s vice nez 50% inhibicnim potencidlem. Vysledky

méreni jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 5), pro srovndni jsou uvedeny hodnoty

ICso standardu galanthaminu (GAL).

Tabulka 5: Procentudlni inhibice a hodnoty ICsg pfipravenych derivat( vici AChE a BuChE

kéd nézev AChE ICs0 AChE BuChE ICs0 BUuChE
(% inhibice) (nM) (% inhibice) (nM)
VIT1 3-0-(4-methylbenzoyl)vittatin 7,55+2,24 > 100 60,17+1,03 | 57,18+0,25
VIT2 3-0-(2-methylbenzoyl)vittatin 16,60 + 0,44 > 100 84,41 +1,39 7,97 £0,02
VIT3 3-0-(3-methylbenzoyl)vittatin 27,56 £0,38 > 100 65,07 +1,40 | 44,22 +0,55
VIT4 3-0-(2-methoxybenzoyl)vittatin 23,27 +1,35 > 100 72,68 +1,50 21,87 £0,12
VIT5 3-0-(3-methoxybenzoyl)vittatin 35,20+0,78 > 100 58,40 + 1,80 67,32 +0,43
VIT6 3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin 24,74 + 1,30 > 100 93,00+ 3,10 5,44 £ 0,06
VIT7 3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatin 74,64+146 | 12,44+0,08 | 60,25+1,67 | 56,49 £0,83
VIT8 3-0-(4-nitrobenzoyl)vittatin 25,90+0,70 > 100 68,02 +0,71 22,26 £ 0,30
VIT9 3-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin | 72,54 + 0,49 17,01 +0,39 29,67 £ 0,94 > 100
VIT10 | 3-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)vittatin | 56,73 + 0,65 36,98 + 0,37 37,92 +0,36 > 100
VIT11 3-0-(1-naphthoyl)vittatin 6,02 +£0,48 > 100 53,64 +1,43 29,72 £0,83
VIT12 3-0-(2-naphthoyl)vittatin 17,40+ 0,97 > 100 62,53+0,69 | 15,39+0,35
GAL galanthamin - 1,71 0,07 - 42,30+1,3
5.3.2. Schopnost prostupu pres HEB

Schopnost prestupovat pres HEB byla testovdna pomoci metody PAMPA u dvou

derivatl (VIT2 a VIT6), které vykazovaly nejvétsi inhibi¢ni potencial vaci BuChE. Pro

porovnani jsou uvedeny vysledky dvou lécCiv pouzivanych v Iécbé Alzheimerovy choroby,

rivastigminu a donepezilu (Tabulka 6).
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Tabulka 6: Schopnost VIT2 a VIT6 pasivné prestupovat pres HEB

Sloucenina Prostupnost pfes HEB (x 10°° cm.s) CNS (+/-)?
VIT2 9,28 +2,21 CNS +
VIT6 8,71+0,11 CNS +

rivastigmin 20,00 £ 2,07 CNS +

donepezil 21,93 £ 2,06 CNS +

3CNS (+) = pfedpokladé se vysokd HEB prostupnost, hodnoty >4,0 x 10 cm.s™'; CNS (-) = pFedpokldda se nizka
HEB prostupnost, hodnoty <2,0 x 10°® cm.s%; CNS (+/-) = nejistd HEB prostupnost, hodnoty 2,0 - 4,0 x 10% cm.s™?

5.3.3. Inhibice agregace B-amyloidu

U derivatd VIT2 i VIT6 byla také testovana schopnost inhibovat agregaci B-amyloidu.
V tabulce 7 jsou uvedeny vysledky méfeni v %, jako referencni inhibitor byl pouZzit doxycyklin
o stejné koncentraci jako testované latky (50 uM).

Tabulka 7: Schopnost VIT2 a VIT6 inhibovat agregaci B-amyloidu (vyjadfena v %, koncentrace
50 UM)

Sloucenina Inhibice agregace B-amyloidu (%)
VIT2 44,92 +5,03
VIT6 32,58 + 3,62
doxycyklin ~ 100,00

5.3.4. Protinadorova aktivita

Cytotoxicka aktivita byla testovana u vSech pfipravenych derivatl na 9 nadorovych
bunécénych liniich a 1 nenddorové bunécné linii (MRC-5). Vysledky jsou zobrazeny
v nasledujicich dvou tabulkach (Tabulka 8, Tabulka 9), kde jsou uvedeny hodnoty viability
téchto bunék v % po 48 hodinach plsobeni testovaného derivatu v koncentraci 10 puM,

a porovnany se standardem doxorubicinem (DOX) v koncentraci 1 uM.
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Tabulka 8: Cytotoxickd aktivita VIT1-VIT6 testovand na 10 bunécénych liniich (vyjadfend
v % viability téchto bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM)

VIT1 VIT2 VIT3 VIT4 VIT5 VIT6 DOX

Jurkat 89180 102+15 84190 90490 97+11
MOLT-4 81+20 92+70 74+13 7715 7615

A549 97+13 105+£15 | 104+14 86114 98+12

HT-29 73150 66120 5360 79490 60160 71180 34130
PANC-1 89120 95120 99+22 84120 85+20 99+27 71%70
A2780 86120 78120 87+14 83110 86+21 75%14

Hela 101+17 | 108+60 | 104+12 99+14 10612 | 11640

MCF-7 80+70 90+70 81+90 76%13 80+14 83+12

SAOS-2 93+27 104+32 | 117+39 | 100+34 95+18 99+15

MRC-5 100+£13 | 108+18 | 102+20 98+16 100+£13 | 104+10

Tabulka 9: Cytotoxickd aktivita VIT7-VIT12 testovand na 10 bunéénych liniich (vyjadfena

v % viability téchto bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM)

VIT7 VIT8 VIT9 VIT10 VIT11 VIT12
Jurkat 99+30 96160 84180 94+20 120+30 | 99+%12
MOLT-4 77+70 78120 61+11 80+70 94+40 94+10
A549 98+17 82180 123+20 | 129+25
HT-29 79+40 79+60 61+80
PANC-1 98+15 91+11 116£20 | 104+20 | 145%15 | 13618 71+70
A2780 80+22 87+29 93+23 80+17 96+19 95+18
Hela 102+17 | 105%20 94+20 129+18 | 134+20
MCF-7 84150 83170 83140 94130 59+12
SAOS-2 93+10 85+14 60+12 95+20 107+21 94+20
MRC-5 102+80 | 103%50 102+90 | 123430 | 125+18 | 33+12

Vysvétlivka k heatmap udavajici % viability bunék po 48 hod plsobeni derivatl v koncentraci 10 pM

BN 2650
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5.4. Molekulové dokovani

V této casti prace jsou popsany nejlepsi dokovaci pézy molekul derivatl, které pri
testovani inhibi¢ni aktivity va¢i AChE a BuChE Ellmanovou metodou vykazaly nejvétsi
inhibi¢ni potencial.

Nejlepsi dokovaci pdzy ligandl s lidskou AChE a BuChE jsou zobrazeny na obrazcich
39 a 40. Zelené jsou zobrazeny struktury ligandd, Zluté prerusované linie zndzornuji
specifické intermolekuldrni interakce (iontové vazby, vodikové vazby, m-minterakce nebo
ni-kation interakce), struktury enzym jsou pak znazornény Sedou barvou.

Na obrdzku 39 je zobrazena nejlépe hodnocend dokovaci pdéza molekuly VIT7

s lidskou AChE.

Obrazek 39: Nejlépe hodnocena dokovaci péza VIT7 a lidské AChE

Tato dokovaci pdza vykazuje iontovou vazbu mezi Asp74 a protonovanym dusikem,
ktery je soucasti tetrahydroisochinolinové ¢asti VIT7. Dale se zde nachazi dvé vodikové
vazby, prvni mezi hydroxylovovu skupinou Tyrl24 a karbonylem esterové skupiny, druhd
mezi hydroxylovou skupinou Tyr133 a kyslikem, ktery je soucasti dioxolanového kruhu. Také
mulzZeme pozorovat m-mt interakce, a to mezi Trp86 a benzendioxolanovym motivem, mezi
Tyr341 a 3-nitrobenzoyl strukturou, a m-m interakci tvaru T mezi Phe297 a 3-nitrobenzoyl
strukturou.

Na obrazku 40 je dale zobrazena nejlépe hodnocend dokovaci péza molekuly VIT6

s lidskou BuChE.
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Obrazek 40: Nejlépe hodnocend dokovaci p6éza VIT6 a lidské BuChE

Nejlépe hodnocend dokovaci pdza této slouceniny vykazuje také iontovou vazbu, a to
mezi Asp70 aprotonovanym dusikem z tetrahydroisochinolinové ¢&asti VIT6. Vodikovou
vazbu pozorujeme mezi Asp70 a kyslikem, ktery je soucasti dioxalanového kruhu, dale mezi
hydroxylovou skupinou Ser198 a karbonylem esterové skupiny a mezi His438 atymi
karbonylem. Dale se zde nachazi kation-it interakce mezi Tyr332 a protonovanym dusikem
tetrahydroisochinolinové ¢asti VIT6 a -1t interakce T tvaru mezi Phe329 a 2-chlorobenzoyl

strukturou.
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6. DISKUZE A ZAVER

V ramci této diplomové préce bylo pfripraveno celkem 12 polosyntetickych derivatd
Amaryllidaceae alkaloidu vittatinu, a to obménou jeho struktury na hydroxylové skupiné
v poloze C-3. Podstatou téchto syntéz byla reakce alkaloidu vittatinu s rzné substituovanymi
benzoylchloridy za vzniku pfislusnych aromatickych esterl. VSechny reakce probihaly
v prostfedi bezvodého pyridinu a s katalytickym mnoZstvim DMAP. VytéZek u vsech
pfipravenych sloucenin presahoval 49,98 %, jejich strukturni identifikace byla provedena
pomoci NMR, ESI-HRMS a zmérenim optické otacivosti. Derivaty byly ndsledné prevedeny na
hydrochloridy a testovany na biologickou aktivitu.

U vSech 12 derivati byl Ellmanovou metodou na rekombinantnich enzymech
testovan potencidl inhibovat AChE a BuChE. Vyznamnéjsi inhibi¢ni aktivitou vic¢i AChE se
vyznacovaly VIT7 (ICso = 12,44 + 0,08 uM), ktery se prokdzal jako mirné aktivni i vic¢i BuChE,
a VIT9 (ICso = 17,01 + 0,39 uM), mirnou inhibi&ni aktivitou pak VIT10 (ICso = 36,98 + 0,37 uM).
Stejné jako u jiz zminénych studii, jejichZ naplni byla pfiprava derivatd haemanthaminu’%72,
i v této praci vykazala nejvétsi inhibi¢ni aktivitu vici AChE sloucenina obsahujici nitroskupinu
na benzoylové ¢asti struktury v poloze 3.

Naopak u BUChk se kromé VIT9 a VIT10 alespon mirné potencidlné aktivni jevily
vSechny ostatni derivaty, predevSim pak VIT6 (ICsp = 5,44 + 0,06 puM) a VIT2
(ICs0=7,97 £ 0,02 uM). To, ze VIT7 vykazuje inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE i BUChE, je zejména
pfi lé¢bé Alzheimerovy choroby velice vyhodna vlastnost, jelikoZ Iatky schopné inhibovat oba
tyto enzymy se v terapii ukazuji jako nejucinné&jsi°.

V nasledujicich dvou tabulkach (Tabulka 10, Tabulka 11) jsou porovnany hodnoty ICsg
pfipravenych derivatl vittatinu viaci AChE a BuChE sderivaty 3 dalSich Amaryllidaceae
alkaloidd (haemanthamin, ambellin, lykorin). U téchto alkaloidd byly provedeny substituce
pomoci stejnych benzoylchlorid( jako u vittatinu, pouze v odlisSnych polohach hydroxylové
skupiny, a to v poloze C-11 v pfipadé haemanthaminu a ambellinu a v polohach C-1 a C-2
u lykorinu (Obrazek 41). Derivaty lykorinu maji z téchto 4 sérii nejhorsi vysledky, kdy ani
jeden pfipraveny analog neprokazal inhibi¢ni aktivitu ani vlci jedné z cholinesteras. Derivaty
ambellinu také nevykazuji vyznamné hodnoty ICsp, miUZeme zde ale pozorovat jeden
zajimavy vysledek, a to u 11-0-(3-methoxybenzoyl)ambellinu vic¢i BUChE (ICso= 6,2 £ 0,4 uM).

NejlepSich  vysledk(l z hlediska inhibice cholinesteras dosahuji derivaty vittatinu
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a haemanthaminu, v pfipadé inhibice AChE jsou na tom o néco Ilépe derivaty
haemanthaminu. Dukazem mUlzZe byt hodnota ICso vUc¢i AChE, kterda byla v pfipadé
3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatinu 12,44 + 0,08 um a Y pripadé
11-0-(3-nitrobenzoyl)haemanthaminu 4,0 + 0,3 uM12°270.73,

Tabulka 10: Srovnani hodnot ICso derivat( vittatinu, haemanthaminu, ambellinu a lykorinu
vi&i AChE1252,70,73

substituce na ICso (LM) — AChE

hydroxylové skupiné vittatin haemanthamin ambellin lykorin
4-methylbenzoyl > 100 > 100 > 100 nt
2-methylbenzoyl >100 18,2+ 1,30 nt nt
3-methylbenzoyl > 100 > 100 nt > 100
2-methoxybenzoyl > 100 > 100 nt nt
3-methoxybenzoyl > 100 > 100 > 100 nt
2-chlorobenzoyl > 100 13+0,80 nt > 100
3-nitrobenzoyl 12,44 £ 0,08 4,0+0,30 48 £ 20,00 > 100
4-nitrobenzoyl > 100 14,7 +1,80 > 100 > 100
4-chloro-3-nitrobenzoyl 17,01 +0,39 nt nt nt
4-methyl-3-nitrobenzoyl 36,98 £ 0,37 nt 53,67 £4,37 > 100
1-naphthoyl > 100 nt nt nt
2-naphthoyl > 100 nt nt nt

nt = netestovano

Tabulka 11: Srovnani hodnot ICso derivat( vittatinu, haemanthaminu, ambellinu a lykorinu

v{i&i BUChE12527073

substituce na ICso (LM) — BuChE

hydroxylové skupiné vittatin haemanthamin ambellin lykorin
4-methylbenzoyl 57,18 £ 0,25 > 100 28 £1,00 nt
2-methylbenzoyl 7,97 £0,02 6,6 +1,20 nt nt
3-methylbenzoyl 44,22 + 0,55 26+2,60 nt > 100
2-methoxybenzoyl 21,87 +0,12 3,3+0,40 nt nt
3-methoxybenzoyl 67,32 +0,43 75,5+ 12,50 6,2 +0,40 nt
2-chlorobenzoyl 5,44 + 0,06 5,6 +0,60 nt > 100
3-nitrobenzoyl 56,49 + 0,83 > 100 81+2,00 > 100
4-nitrobenzoyl 22,26+ 0,30 > 100 > 100 > 100
4-chloro-3-nitrobenzoyl > 100 nt nt nt
4-methyl-3-nitrobenzoyl > 100 nt > 100 >100
1-naphthoyl 29,72 £0,83 nt nt nt
2-naphthoyl 15,39+ 0,35 nt nt nt

nt = netestovano
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ambellin lykorin

Obrazek 41: Struktury alkaloid( s vyznacenim hydroxylovych skupin, na nichZ byly provedeny
substituCe12,52,7O,73

VSechny slouceniny vyuzivané klécbé Alzheimerovy choroby musi byt schopné
distribuce do centralniho nervového systému, proto byla u dvou nejaktivnéjsich derivat(
(VIT2 a VIT6) testovana schopnost prostupovat pfes HEB za vyuziti metody PAMPA. Dle
ziskanych vysledk( se u obou derivatl predpokladd potencial pasivné prestupovat pres HEB.

VIT2 a VIT6 byly dale podrobeny testovani na inhibici agregace B-amyloidu.
Hromadénim a agregaci této latky v extracelularnim prostoru v mozku vznikaji senilni plaky,
coZ je jeden ze symptom0, ktery se objevuje u pacientl s Alzheimerovou chorobou®®.
Vysledné hodnoty testovani byly 44,92 + 5,03 % pro VIT2 a 32,58 + 3,62 % pro VIT6.
V porovnani s referenénim inhibitorem doxycyklinem, jehoZz inhibi¢ni aktivita byla kolem
100 %, jsou tyto derivaty pouze mirnymi inhibitory agregace B-amyloidu.

Poznatky ohledné inhibice cholinesteras ziskané in vitro byly nasledné doplnény
dokovacimi studiemi, diky kterym tak muUZeme predpokladat urcitou orientaci ligandu
v aktivnim misté lidské AChE a BuChE a u jednotlivych derivat( identifikovat ¢asti struktur,
které jsou vyhodné pro navazani do aktivhiho mista téchto enzymU souvisejicich
s Alzheimerovou chorobou. Co se tyka vysledkd tohoto molekulového dokovani, pfi interakci
protonovaného dusiku VIT7 s Asp74 lidské AChE predpokldddme silnéjsi iontovou vazbu, jejiz
délka byla 3,3 A, zatimco pfi interakci protonovaného dusiku VIT6 s Asp70 BuChe byla délka
iontové vazby 4,3 A. V pfipadé AChE dochézi kvazbé ligandu pouze do periferniho

anionického mista, pricemz aktivni misto neni vyplnéno. Naopak u BuChE se ligand vaze
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pfimo do aktivniho mista. Tyto rozdily lze vysvétlit odliSnou strukturou enzym( AChE
a BuChE, kdy kavita BuChE je Sirsi a nenachazi se zde zuZzené hrdlo, které by branilo vstupu
ligandu do aktivniho mista, jako je tomu v pfipadé AChE. Rozdilem ve velikosti kavit mezi
AChE a BuChE lze také vysvétlit odliSnou orientaci ligandu v receptoru. V pfipadé AChE byl
pozorovan vstup ligandu dioxolanovym kruhem napfed smérem do kavity enzymu
a orientace benzoylové ¢asti ven. U BuChE naopak ligand vstupoval do kavity enzymu
nejprve benzoylovou ¢asti. Vtomto srovnani hraje roli i lipofilita substituentd testovanych
derivatli, kdy hydrofilni nitroskupina v pfipadé VIT7 se prednostné orientuje smérem ven
z enzymu, zatimco lipofilni 2-chlorobenzoyl substituent v pfipadé VIT6 prednostné smérem
dovnitf. Celkové Ize hodnotit velmi dobré vyplnéni kavity BuChE molekulou VIT6, naopak
u AChE nedoslo ke kompletnimu vyplnéni aktivniho mista, coz mize byt predmétem pro
dalsi modifikace struktury.

U vSech pfipravenych derivat(l vittatinu byla rovnéz testovana cytotoxicka aktivita,
a to na 9 nadorovych bunécénych liniich (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, Hela,
MCF-7, SAOS-2) a 1 nenadorové (MRC-5). Po 48 h puUsobeni VIT9 v koncentraci 10 uM byla
pozorovana nizka hodnota viability hned u 4 nadorovych bunécnych linii, konkrétné A549
(9+3 %), HT-29 (7 £ 4 %), Hela (3 £ 3 %) a MCF-7 (13 + 4 %). BohuZel ale nepUsobi selektivné
pouze na nadorové bunky. Hodnota viability u nenaddorové bunécéné linie MRC-5 je pouze
3+2 %, a kvlli silnému cytotoxickému Gcinku na zdravé burky se tato sloucenina stdva
prakticky nepouzitelnou pro terapii nddorovych onemocnéni. Kromé VIT9 byl cytotoxicky
potencidl pozorovan také u VIT12. Ten vykazal vyznamnéjsi cytotoxické ucinky pouze v(ci
jedné nadorové bunécné linii (HT-29) s hodnotou viability 32 + 3 %. Velkou vyhodou je
vtomto pripadé pravé selektivni plsobeni vici nadorovym burnkam. Hodnota viability
u MRC-5 je zde 125 + 18 % a tato latka by tak potencidlné mohla byt predmétem dalSich
studii ohledné cytotoxickych ucinkl a moznosti vyuziti v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Co se tyka srovnani s polosyntetickymi derivaty dalSich Amaryllidaceae alkaloid(, ani
jeden z derivatl lykorinu a ambellinu pfipravenych v rdmci diplomovych praci nevykazoval
vyznamnou cytotoxickou aktivitu. U derivatd ambellinu, které ve struktufe obsahuji
B-5,10b-ethano mustek, se nejednd o prekvapivy vysledek vzhledem ktomu, Ze jiz
v dfivéjsich studiich byla pro cytotoxické ucinky potvrzena nutnost a orientace 5,10b-ethano
mustku u alkaloidd krinanového typu. Na Katedre farmaceutické botaniky jiz bylo pfipraveno

nékolik desitek analog haemanthaminu, bohuZel ale ani u téchto sloucenin nebyla
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zaznamendna vyznamna cytotoxickd aktivita. Jedinou zajimavou latkou je derivat LC-70
pfipraveny v ramci diplomové prace Viery Bodorikové, avsak jeho struktura dosud nebyla
zverejnéna kvali planovanému podani patentové prihlasky. Negativni cytotoxicka aktivita
sloucenin na nadorové a zejména na nenadorové buriky mlzZe byt naopak vyhodna pfi vyuZiti

téchto latek k |écbé Alzheimerovy choroby, kterd tak md méné nezadoucich

udin k612,52,71,72,73.
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Nazev diplomové prace: Derivaty Amaryllidaceae alkaloidU jako latky potencidlné vyuzitelné

v terapii nddorovych onemocnéni

V ramci této diplomové prace bylo acylaci hydroxylové skupiny vittatinu v poloze C-3
rizné substituovanymi benzoylchloridy pfipraveno 12 odpovidajicich ester(. Strukturni
identifikace byla provedena pomoci NMR, ESI-HRMS a zmérenim optické otacivosti. Vytézek
vSech reakci byl vice nez 60 %. Po prevedeni téchto derivatd na hydrochloridy byla testovdna
jejich biologicka aktivita.

Vzhledem k cytotoxickym Gcinkim vittatinu byla u téchto derivatd testovana
cytotoxicita na 9 nadorovych a 1 nenddorové bunécné linii. Nejvétsi cytotoxickou aktivitu
vykazoval 3-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin, ktery ale bohuZel neplsobi selektivné pouze
na nadorové bunky. U 3-O-(2-naphthoyl)vittatinu bylo naopak pozorovano selektivni
pusobeni vic¢i nadorové bunécné linii HT-29 (kolorektalni karcinom) s hodnotou viability
32 £ 3 %, tato sloucenina by tak potencialné mohla byt predmétem dalSich studii ohledné
cytotoxicity a mozného vyuziti v 1é¢bé nddorovych onemocnéni. Nicméné, negativni vysledky
cytotoxické aktivity na nadorové a zejména na nenadorové bunky mohou byt vyhodné pfi
|écbé Alzheimerovy choroby, ktera tak ma méné nezadoucich ucinka.

U vSech téchto sloucenin byla Ellmanovou metodou za pouziti rekombinantnich
enzym( stanovena také inhibi¢ni aktivita v(¢i  acetylcholinesterase  (AChE)
a butyrylcholinesterase  (BuChE).  Nejvyznamnéjsi  aktivitu  vi¢i  AChE  vykazaly
3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatin a 3-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin s hodnotami ICsp 12,44 +
0,08 uM a 17,01 + 0,39 uM. VUici BUChE se kromé 3-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatinu
a 3-0-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)vittatinu jako potencidalné ucinné jevily vSechny ostatni
derivaty, predevSim pak 3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin (ICso = 5,44 + 0,06 M)

a 3-0-(2-methylbenzoyl)vittatin (ICso = 7,97 + 0,02 uM). Tyto poznatky ziskané in vitro byly
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nasledné doplnény i o dokovaci studie nejaktivnéjsich derivata.

Klicova slova: Amaryllidaceae, vittatin, polosyntetické derivaty, cytotoxicita, Alzheimerova

choroba
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Twelve aromatic derivatives were prepared. The substitutions were performed on
the hydroxyl group at C-3. This was acylated with differently substituted benzoyl chlorides
affording the corresponding esters. Structural identification was performed by 1D- and 2D-
NMR, ESI-HRMS spectroscopic techniques and optical rotation measurement. The yield of all
reactions was more than 60 %. After converting these derivatives to hydrochlorides, their
biological activity was tested.

The Amaryllidaceae alkaloid vittaine itself exhibits cytotoxic activity and therefore its
derivatives have been investigated in this respect. It has been tested against 9 cancerous and
1 non-cancerous cell lines. 3-0-(4-Chloro-3-nitrobenzoyl)vittatine showed the highest
cytotoxic activity, unfortunatelly, it does not selectively affect only cancerous cells.
Conversely, 3-0O-(2-naphthoyl)vittatine has a selective effect on the HT-29 cancerous cell line
(colorectal carcinoma) with a viability value of 32 + 3 %, potentially being the subject
of further studies of cytotoxicity and possible use in cancer treatment. Negative results of
cytotoxic activity of cancer and mainly noncancer cells can be of benefit in the treatment of
Alzheimer’s disease, they can reduce the side effects.

All of these compounds were tested for acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BuCheE) inhibitory activity by the Ellman method using recombinant
enzymes. 3-0-(3-Nitrobenzoyl)vittatine and 3-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatine showed
the most significant inhibitory activity against AChE with ICso values 12,44 + 0,08 uM and
17,01 + 0,39 uM, respectively. Except 3-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatine
and 3-0-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)vittatine, all other derivatives, especially

3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatine (ICso = 5,44 + 0,06 uM) and 3-O-(2-methylbenzoyl)vittatine
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(ICso = 7,97 + 0,02 uM), appeared to be potentially active against BUChE. These in vitro

findings were subsequently complemented by docking studies of the most active derivatives.

Keywords: Amaryllidaceae, vittatine, semisynthetic derivatives, cytotoxicity, Alzheimer’s

disease
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