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1. UVOD

Rostliny byly od davnoveéku vyuzivany pro své uinky na lidské télo v tradi¢nim
lécitelstvi a medicing. Dnes dokdZzeme mnohd tajemstvi u€innosti rostlin odhalit, ziskat
obsahové¢ latky ve vysoké koncentraci nebo je synteticky pfipravit. Rostliny tak
pfedstavuji bohaty zdroj novych latek s vysokym potencidlem pro vyuziti v moderni
medicing.

Velkou skupinou takovych latek jsou isekunddrni metabolity rostlin celedi
Amaryllidaceae, tzv. amarylkovité¢ alkaloidy. Ty jsou pfedevSim znamy diky
galanthaminu, alkaloidu, ktery byl v roce 2001' zaveden do klinické praxe v terapii
Alzheimerovy choroby. Diky strukturnim odliSnostem vychézejicich z jejich
biosyntetické cesty, se amarylkovité alkaloidy déli do nékolika strukturnich typt.
Zajimavou vlastnosti téchto latek je, ze Casto byva urcity strukturni typ spjat s urcitou
biologickou aktivitou. Tak je tomu napiiklad v pfipadé schopnosti inhibice
cholinesteras, ta je spojena s galanthaminovym a ¢aste¢né lykorinovym strukturnim
typem. Z téchto diivodl je amarylkovitym alkaloidiim vénovana zvySena pozornost jako
latkdm potencidlné vyuzitelnych v terapiich rdznych civiliza¢nich onemocnéni.

Jejich biologicka aktivita je velmi Sirokd. Vedle jiz zminéné schopnosti inhibovat
cholinesterasy, se mezi dalsi fadi aktivita antimalarickd, antibakteridlni, antiprotozoalni
a dalsi. Jako nejvyznamnéjsi a nejzajimavéjsi se z nich jevi cytotoxicka aktivita.

Onkologickd onemocnéni predstavuji v rozvinutych zemich jednu z hlavnich pficin
Gmrti.® Podle Svétové zdravotnické organizace vzroste do roku 2030 polet novych
ptipadi o 70%.> Chemoterapie, tedy 1é¢ba pomoci cytotoxicky puisobicich 16&iv oviem
ovliviiuje izdravou tkan aobjevuje se tak celd fada vedlejSich Uc€inkti. Schopnost
selektivné plisobit na nadorové buniky a nepoSkozovat buniky zdravé byla zjisténa u jiz
zminénych alkaloidi rostlin ¢eledi Amarylidaceae.

Predmétem této diplomové prace byla piiprava pilotnich polysyntetickych derivati
alkaloidi haemanthaminu, haemanthidinu a lykorinu, jejich strukturni analyza

a screeningové testovani biologickych aktivit.



2. CIL PRACE

Tato diplomova prace navazuje a vychazi z vysledkii DP Bc. Markéty Dalecké,’
kterd se zabyvala vlivem alkaloidi celedi Amaryllidaceae ambellinu, belladinu,
galanthinu, haemanthaminu, haemanthidinu, chlidanthinu, lykorinu, tazettinu

a undulatinu na apoptozu stfevnich nadorovych bunéénych linii.

Népln diplomové préce:

1) zpracovani reSerSe k problematice vyuziti alkaloidii a jejich syntetickych
derivatl ¢eledi Amaryllidaceae v terapii nddorovych onemocnéni

2) ptiprava pilotnich polosyntetickych analog izolovanych alkaloidi celedi
Amaryllidaceae pro biologické testovani dle literarni reSerse

3) stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych charakteristik pfipravenych
derivati

4) biologické testovani ptipravenych derivati vramci spoluprace s jinymi
univerzitami

5) vyhodnoceni vysledkl a sepsani diplomové prace



3. TEORETICKA CAST

3.1. Alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae

Celed” Amaryllidaceae je rozsahlou &eledi, do které je fazeno kolem 75 rodi a je
popsano asi 1100 druh@i rostlin.* Jedni se o jednod&lozné vytrvalé byliny jak
suchozemské tak pobiezni, rozmnozujici se cibulemi nebo oddenky. Jsou rozsifeny
pfevazné v tropech a subtropech, ale své zastoupeni maji iv mirném pasu. V CR
mizeme nalézt jak druhy ptivodni tak zplanglé.*

Na nasem uzemi jsou nejzndméjSimi zastupci ¢asné jarni rostliny Galanthus nivalis
(snézenka podsnéznik), Leucojum vernum a aestivum (bledule jarni a letni), Narcissus
pseudonarcissus a poeticus (narcis zluty a bily). Mezi dalsi zajimavé rody, které jsou
vyuzivané predev§im jako okrasné rostliny, patti naptiklad Amaryllis, Clivia
a Haemanthus.’

Rostliny pattici do této celedi jsou zdrojem Sirokého mnozstvi strukturné
jedine¢nych sekundarnich metabolitd, tzv. amarylkovitych alkaloidi. Chemicky se
jedna o isochinolinové alkaloidy. Od izolace prvniho alkaloidu jich bylo popsano vice
nez 500 a maji pfevazné vyznamné toxicky ucinek. Vyskytuji se v celé rostlin€, ovSem
nejvétsi podil obsahuji cibule.**

Pro obsah téchto latek byly rostliny ¢eledi Amaryllidaceae vyuzivany v lidovém
lécitelstvi. Prvni zdokumentovana zminka o jejich uziti se objevuje jiz ve 4. stoleti pred
nasim letopoc¢tem v obdobi Hippokrata z Kosu. Hippokrates ptipravil extrakt z rostliny
Narcissus poeticus na bazi olejové emulze a pouzil jej k 16¢bé nadort délohy.” Od této
doby se zminky o rostlinach ¢eledi Amaryllidaceae a jejich alkaloidech objevuji napti¢
historii v nejriizn&jich &astech svéta — v Cing, Severni Africe, Stiedni Americe ina
Arabském poloostrove.’

Amaryllidaceae alkaloidy potvrzuji svlij potencidl v mediciné obrovskym
rozsahem biologického ucinku. Od jiz zminéného protinddorového pulsobeni pies
proapoptické, antibakteridlni, antivirové G€inky az po inhibi¢ni aktivitu vac¢i riznym

enzymum.



3.1.1. Biosyntéza amarylkovitych alkaloidi

Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidi vychazi ze spole¢ného zakladu a nazyva se
tzv. norbelladinové cesta. Jejimi vychozimi latkami jsou L-fenylalanin a L-tyrosin. L-
Fenylalanin jako prekurzor tvoii C1-C6 c¢asti aromatického kruhu A a polohu benzylu
na C6. L-tyrosin je prekurzorem dusiku na C2—C6 a prekurzorem kruhu C se dvéma
uhliky C-11, C-12 v postrannim fetézci.’

L-Fenylalanin se v n€kolika krocich pfeménuje na 3,4-dihydroxybenzaldehyd; L-
tyrosin prochdzi pfeménou na tyramin. Ne¢kolika reakénimi kroky spolu za ucasti
Schiffovy baze vytvaii 4’-O-methylnorbelladin, ktery podléha intramolekularnimu
oxidativnimu spojeni.” Tuto skute¢nost v roce 1957 potvrdili chemici Barton a Cohen.®
Schéma biosyntézy je zndzornéno na obrazku (Obr. 1).

Podle zpiisobu intramolekuldrniho oxidativniho spojeni vznikda 9 zakladnich
strukturnich typt (zapocitan ivychozi norbelladinovy a montaninovy typ, jehoz
biosyntetickd cesta neni dosud zcela objasnéna). Kazda skupina ma svého hlavniho
predstavitele, podle kterého ji byl ud€len nazev. Jedna se o strukturni typy
norbelladinovy (norbelladin), lykorinovy (lykorin), homolykorinovy (homolykorin),
galanthaminovy (galanthamin), haemanthaminovy (haemanthamin), krininovy (krinin),
pankratistatinovy (pankratistatin), tazettinovy (tazettin), montaninovy (motanin).”'* Pro
ptehled jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 1).

Existuje fada dalSich strukturnich typt, které byly doposud nalezeny v jediném
rostlinném rodu ¢i druhu, nebo jsou zastoupeny jedinou strukturou. Jedna se naptiiklad
o strukturni typy: galantindolovy (galanthindol), galasinovy (galasin), cheryllinovy
(cheryllin), buflavinovy (buflavin), plikaminovy (plikamin), gracilinovy (gracilin),
augustaminovy  (augustamin), gracilaminovy  (gracilamin) a mesebranovy

(mesembrin).”'°

10



HOOC
L-fenylalanin ©\/k Y\©\ L-tyrosin
COOH
3,4-dihydroxybenzaldehyd Y tyramin

|

H,CO \©j

O-methylnorbelladin

ortho-para’ para-ortho”
para-para’
~ 1 OH

galanthamin

WOH

haemanthamin

homolykorin / \

OH
HO - OH
H/,I ? J
<O OH <O OH
0 N 0
OH
OH O ( >
O ‘y

pankratistatin tazettin N H

montanin

Obr. 1: Cesta syntézy hlavnich typt Amaryllidaceae alkaloidt’ '
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Tabulka 1: Strukturni typy alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae, hlavni zastupci a piiklady

rodd, ze kterych byly izolovany (pfevzato a zkraceno z literatury)'

Strukturni typ Hlavni zastupce Rod

OCH;

Crinum
_ ’ ) Galanthus
norbelladanVy H3CO:©\/ norbelladin Chlidanthus
N
H,CO I
CHs

Nerine

Ammocharis
Brunsvigia
Crinum
Cyrtanthus
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Zephyranthes

lykorinovy lykorin

Clivia
Galanthus
homolykorin Hipp eas‘trum
Leucojum
Lycoris
Narcissus

homolykorinovy

Crinum
Cyrtanthus
Galanthus
Leucojum

Lycoris
Narcissus
Zephyranthes

galanthaminovy galanthamin

Boophane
Haemanthus
pankratistatin Hy mengcallzs
Narcissus
Pancratinum
Zephyranthes

pankratistatinovy
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Tabulka 1: pokracovani

Strukturni typ Hlavni zastupce Rod

OCH3 Ammocharis
Brunsvigia
haemanthamin Clivia
Crinum
Cyrthanthus

haemanthaminovy

Eucharis
Galanthus
Hippeastrum
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Nerine
Zephyranthes

krininovy krinin

Clivia
Eucharis
Galanthus
tazettin Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Zephyranthes

tazettinovy

Hippeastrum
Lycoris
Pancratinum
Scadoxus

montaninovy montanin

3.1.2.Strukturni typy Amaryllidaceae alkaloida
3.1.2.1. Norbelladinovy typ

Norbelladinovy typ se svym hlavnim zastupcem norbelladinem (Obr.2) piedstavuje
vychozi strukturu pro vznik ostatnich typi alkaloidii celedi Amaryllidaceae. Podle
oxidativniho spojeni rozligujeme 3 typy cyklizace:®

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

e para-ortho (galanthaminovy typ)
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OCH,4 OH

HsCO \§> HsCO
:©\/ N :©\/ N “,
H,CO | HO | ‘OH
CHs CH;s
norbelladin 2(R)-hydroxy-O, N-dimethylnorbelladin

Obr. 2: Struktury alkaloid(i norbelladinového typu

3.1.2.2. Lykorinovy typ

Struktura alkaloidi lykorinového typu vychézi z pyrrolo[de]fenantridinu,'' ktery
vznikd  ortho-para  oxidativnim spojenim  O-methylnorbelladinu.  Zakladnim
predstavitelem je lykorin, ktery byl izolovan jako viibec prvni alkaloid v roce 1877
z Narcissus pseudonarcissus a jehoz strukturu popsal az vroce 1956 Nagakawa.®
DalSimi zastupci jsou 1-O-acetyllykorin, pseudolykorin, pluviin, norpluviin, galanthin.
Z divodu Siroké strukturni rozmanitosti do této skupiny dale patii alkaloidy jako
armabellisin, epi-zephyrantin, hippadin, inkartin, karanin, tortuosin, ungiminorin (Obr.

3)'12,13

HsCO

pseudolykorin

pluviin norpluviin

Obr. 3: Struktury vybranych alkaloidl lykorinového typu
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3.1.2.3. Homolykorinovy typ

Alkaloidy této skupiny jsou odvozené od 2-benzopyrano|3,4-glindolu vznikajiciho
ortho-para cyklizaci norbelladinu.® Hlavnim zastupcem je homolykorin. Z dalsich
alkaloidi patfi do této skupiny hippeastrin, lykorenin, masonin, radiatrin, ungerin,

odulin a lykosinin A a B (Obr. 4)."

radiatrin ungerin

Obr. 4: Struktury vybranych alkaloidti homolykorinového typu

3.1.24. Galanthaminovy typ

Galanthaminovy typ je jedinou skupinou alkaloidi, jejichz struktura vznikd para-
ortho cyklizaci norbelladinu a typické je pro ngj dibenzofuranové jadro.™® Hlavnim
pfedstavitelem je galanthamin, ktery byl poprvé izolovan vroce 1952 zrostliny
Galanthus woronowii.'” Daldimi alkaloidy jsou lykoramin, narwedin, narcisin,

sanguinin a chlidantin (Obr. 5).}
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R;=0OH; R,=CH3 galanthamin narwedin
Ri=0Ac; R;=H O-acetylgalanthamin
R;=OH; R,=H norgalanthamin
R;=0OH; R,=Ac narcisin

Obr. 5: Struktury vybranych alkaloidli galanthaminového typu

3.1.2.5. Haemanthaminovy a krininovy typ

Haemanthaminovy a krininovy typ, v nékteré literatuie oznacované jako a,f-
krininovy typ, strukturné vychdzi z 5,10b-ethanofenantridinu vzniklého z norbelladinu
para-para oxidativni cyklizaci.® Tyto dva typy se li§i pouze v konfiguraci 5,10b-
ethanového mistku (jednd se o enantiomery). Je pro né typické Siroké mnozstvi
zastupcl. Hlavnimi alkaloidy jsou haemanthamin a krinin. Na obrazku (Obr. 6) jsou
zndzornény jejich struktury, na kterych je rozdil v prostorovém uspofadani viditelny.
K haemanthaminovému typu fadime idalSi alkaloidy, naptiklad vittatin, krinamin,
haemanthidin, hamayn, bulbispermin, makoin. Ke krininovému typu se zatazuje kromé
krininu i ambellin, bufanisin, bufanidrin, 6-hydroxykrinamin a undulatin.'® Alkaloidy
téchto typll patii mezi nejCastéji se vyskytujici alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae.

OCH; WOH

\ HO
X 0 ~-
. ( H

haemanthamin krinin

Obr. 6: Struktury haemanthaminu a krininu
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3.1.2.6. Pankratistatinovy typ

Do této skupiny spadaji alkaloidy odvozené od fenantridinu a podobné jako
alkaloidy haemanthaminového typu vznikaji cyklizaci para-para.® Kromé hlavniho
zastupce pankratistatinu sem patii inarciklasin, trisferidin, bikolorin, lykoricidin

a krinasiadin (Obr. 7).

OH O OH O
pankratistatin narciklasin

_C Y
ST AL

trisferidin . 0
bikolorin

OCH5 O
lykoricidin krinasiadin

Obr. 7: Struktury alkaloidii pankratistatinového typu

3.1.2.7. Tazettinovy typ

Strukturné jsou tyto alkaloidy odvozeny od 2-benzopyrano[3,4-c]indolu®
vznikajictho para-para oxidativnim spojenim norbelalladinu, stejné jako se d¢&je
u haemanthaminového a krininového typu. Hlavni latka skupiny, tazettin, byla poprvé
izolovana z Narcissus tazetta a podrobné¢ji zkoumana v roce 1934. Tazettin patii mezi
nejCasteji se vyskytujici Amaryllidaceae alkaloidy, neni ovSem pfirozeny, ale vzniké

druhotné pfes haemanthamin z chemicky nestalého prekurzoru pretazettinu. Kromé jiz
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zminénych alkaloidd, patfi do této skupiny deoxytazettin, squamigerin a kriwellin (Obr.

8).12’17

OCHs
N
1,
o y “CH;
<O 0 OH
OH
pretazettin

tazettin

squamigerin kriwellin

Obr. 8: Struktury vybranych alkaloidl tazettinového typu

3.1.2.8. Montaninovy typ

Zakladem montaninového strukturniho typu je 5,11-methanomorfantridin, ktery
vznika para-para cyklizaci norbelladinu.® Zménami jeho konfigurace pouze v poloze C-
2 a C-3 vznikaji hlavni alkaloidy skupiny. Ty byly izolovany v roce 1955. Vzhledem
k jejich nizké dostupnosti, moznosti izolace a obsahu malého mnozstvi téchto alkaloidt
v rostlinach, je pozornost stale vice vénovana syntetické¢ ptipravé ato od alkaloidl
haemanthaminového typu. Typickym zastupcem montaninovych alkaloidl je montanin.

Mezi dalsi zastupce fadime pankracin, brunsvigin a manthin (Obr. 9).'>'®
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manthin brunsvigin

Obr. 9: Struktury vybranych alkaloidli montaninového typu
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3.2. Biologicka aktivita alkaloidu Celedi Amaryllidaceae a jejich
syntetickych derivatii

Alkaloidy délime dle jiz zminénych strukturnich odliSnosti v chemickém vzorci.
Struktura a prostorové uspotfadani jednotlivych alkaloidd jsou dulezité z hlediska jejich
biologické aktivity. Lukrativni a nadéjné se zda byt studium a vyzkum vztahu struktura—
ucinek.

Siroka biologicka aktivita Amaryllidaceae alkaloidti zahrnuje antibakterialni,
antimykotické, antimalarické a protizanétlivé plsobeni. Déle se vyznacuji vyznamnou
schopnosti inhibice acetylcholinesterasy (AChE) a z toho vyplyvajici vyuziti v terapii
Alzheimerovy choroby. Vyraznd je také protinddorova aktivita, jejimz obrovskym
kladem je navic vysoka selektivita k buitkdm naddorovym a pomérné nizk4 toxicita vici

buiikim zdravym a klidovym.’

3.2.1.Protinadorova aktivita
3.2.1.1. Lykorinovy typ

Biologicky ucinek lykorinového strukturniho typu je velice rozsahly, od inhibice
acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy (BuChE) pfes antimalarickou,
antiplasmodidlni a antivirovou aktivitu az po protinddorové pusobeni. Nejzndméjsi
a nejaktivné;jsi latkou tohoto typu je lykorin.

Lykorin se u rostlin projevuje schopnosti inhibice kyseliny askorbové (blokuje
syntézu galaktodehydrogenasy),” ovliviiuje vyvoj prvoka Trypanozoma brucei’’
a ptisobi antimykoticky na Saccharomyces cerevisiae.”’ Dokonce je aktivni i proti fadé
vird, naptiklad polioviru,”® SARS-asociovanému koronaviru,” viru planych nestovic.**

Nejznaméjsi a nejucinnéjsi jsou ovSem jeho ucinky protinadorové jak in vitro tak
predev§im in vivo. Pro GCinnost na nadorové linie je dilezité zachovani struktury
lykorinu: konformaéni volnost v kruhu C, stereochemie na spojeni kruhi C/D, diolové
skupiny na kruhu C.* Diky tomuto upofadani se vaze na 60S jednotku ribozomu
peptidyltranseferasového centra.”

Cytotoxicita lykorinu byla mimo jiné ovéfena na fad¢ nddorovych bunék, jednalo
se in vivo o mysSi melanom BL6 a Lewistv plicni karcinom, in vitro o HeLa buiiky,
CEM, K562, MCF-7, G-361 a BJ3 (Tabulka 2).***"** Obrovskym p¥inosem je vyvolani

apoptozy u rakovinnych bundk jiz v mikromolarnich koncentracich®® s minimalnim
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efektem na buiky zdravé. Jeho aktivita je oproti nddorovym buitkdm dokonce az 15-
krat vetsi”

Vramci testovani lykorinu na p-53 negativni linii lidskych leukemickych
promyelocytti HL-60 byl studovan mechanismus ucinku. Ziskané vysledky ukézaly, ze
dochazi k zastavé bunécného cyklu v G2/M fazi, zvySeni aktivity kaspaz a vyvolani
apoptdzy nezavisle na proapoptickych stimulech.”

Pfi podrobnéjSim testovani byly myS$im s tézkym deficitem SCID implantovany
buniky HL-60. Pro zastavu krvetvorby byly mys$i pfedem vystaveny ionizujicimu zateni.
Lécba lykorinem probihala 18 dnid ve skupinach s davkou 5 a 10 mg/kg/den. V testech
in vivo doslo k inhibici ristu promyelocytii a po opakovaném podéni ke zvyseni doby
preziti v porovnani s kontrolni skupinou.*

Lykorin byl studovan ina mnohocdetném myelomu KM-3. Vtomto piipadé
dochazelo k zastavé bunééného cyklu v GO/G1 fazi a nedosSlo kreparaci poskozené
DNA. V buiikach byla iniciovana apoptdza.”’ Vysledky byly prekvapujici, nebot’ doslo
ke sniZeni poctu zivotaschopnych bunék z 89% na 21% s hodnotou ICsp = 1,25 puM.
Porovname-li tyto vysledky s bézn¢ uzivanou lécbou melfalanem (pii jeho uziti dochazi
k poklesu zivotaschopnych bun¢k z 84% na 10% pfti koncentraci 3,2 pM), zjistime, Ze
lykorin je 2,5-krét vice selektivni. >

Toxicité lykorinu bylo podrobeno ipét dalSich bunéénych linii HL-60, K562,
K562/G01, U937 a 6TCM a ziskany hodnoty 1 uM, 1,7 uM, 7 uM, 1,9 uM a2 uM.
Ukézalo se, Ze lykorin inhibuje pfiblizn¢ stejné rast myelogenni leukemie K562 a jeji
imatinib rezistentni formy K562/G01.*°

Lykorin byl s dal§imi 24 amarylkovitymi alkaloidy riznych strukturnich typa
testovan vici toxicité na bunky MOLT-4, LMTK a HepG2. Na vSechny 3 bunécné linie
byl lykorin nejaktivngjsi (EDso= 0,4; 0,3 a 13 pg/mL).*' Zajimava aktivita byla zjiténa
také u dvou dalSich derivati lykorinu: pseudolykorinu (EDso= 0,5; 0,4 a 10 pg/mL) a 2-
O-acetylpseudolykorinu  (EDsp=0,6; 0,6 a26 pg/ml) a jednoho alkaloidu
homolykorinového strukturniho typu lykoreninu (EDso pepg2 = 1,2 pg/ml). Ostatni latky
byly viici testovanym bunécnym liniim sttedné az velmi malo aktivni (EDsy se pohybuje
vrozmezi 9-50 pg/mL).>' Aktivita lykorinu byla prokazana iu nasledujich tiech
bunéénych linii HL-60-S, HL-60-R a L1210, jejichz Zivotaschopnost se zmenSuje
v zavislosti na davce.”

DalSimi  zajimavymi latkami skupiny jsou karanin, 1-O-acetyllykorin,

pseudolykorin, galanthin a armabellisin. 1-O-Acetyllykorin vyvolava apoptdzu u Jurkat
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leukemické linie bunék, pseudolykorin apoptdzu prostiednictvim inhibice proteosyntézy
ve stadiu tvorby peptidové vazby (na jiném miste nez lykorin). Pseudolykorin se
projevuje 1iaktivitou antivirovou, zejména na RNA a DNA viry, ¢astecné na flavi-
a buynaviry. Mechanismus uéinku spo&iva v blokadé virové DNA polymerasy.™
Testovani bylo uskutecnéno ina lymfatickou leukémii P-388. Vyznamné hodnoty
in vitro poskytly lykorinové varianty chlorid anhydrolykorinu a acetylkaranin s ECs
1,4 20,23 uM/mL.** Navic po 1é¢b& in vivo anhydrolykorinem davkou 10-20 mg/kg
doslo ke zlepSeni Zivotni urovné na 64—69 %.* In vitro toxicitu projevil na tuto
bun&&nou linii i kriasbetain s hodnoutou EDso= 0,82 pg/mL a linii KB 1,2 pg/mL.>
Latky lykorinového typu pattici do této skupiny jsou ddle ungeremin, incartin,
kriasticidin a hipppadin. Z téchto latek se ukazal aktivni pouze ungeremin proti bunééné
linii A549, rakovinnou bunécnou linii jater S-180 redukuje in vitro na 15%. Jeho in
vitro testovani na mysich zjistilo Gbytek ristu z 17x10” bungk na 8,2x10°. Co se tyce

ostatnich latek a linii, byla zjisténa slaba nebo stfedni toxicita.'

Tabulka 2: Piehled ICsy vybranych alkaloidii na n&kolik nadorovych linii*>

. Bunécné linie, ICsy (M)

Alkaloidy CEM K562 MCF7 HeLa G-3610 BJ
lykorin 1,6 £0,0 3,6+1,2 13,0£2,9 10,6 £0,9 5+0,3 1,9+0,1,
haemanthamin 2,1+04 34+ 1,6 8,1+ 3,3 7,0+22 3,7+0,4 2,7+0,2
distichamin 4,5+1,6 4,1+£0,9 2,3+0,8 2,2+0,1 14,7+0,1 10,5+1,9
narcipramin 13,3+£2,5 > 50 > 50 > 50 > 50 7,9+0,2
homolykorin 15,0+£5,3 19,4 +0,8 > 50 > 50 32,9+6,0 20,8+2,3
staurosporin® 0,023 £ 0,002 nt 0,064 £ 0,002 | 0,175+0,007 nt 2,2+0,0
galanthamin® > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50

méfeno po 72 hod, primér ze 3 na sob& nezavislych méreni

nt = nebylo testovano; *= pozitivni kontrola; ® = negativni kontrola

BJ — b. fibroblastomu; CEM — b. lymfoblasticka leukémie; G-3610 — b. melanomu; HeLa — b. rakoviny
délozniho hrdla, K562 —b. myelogenni leukémie; MCF7 — b. rakoviny prsu

3.2.1.2. Haemanthaminovy a krininovy typ

Druhou nejvyznamnéjsi skupinou Amaryllidaceae alkaloidl je pro protinddorovy
ucinek haemanthaminovy a krininovy strukturni typ, v nékteré literatufe oznaCované
jako a,f—krininovy typ. Z nich se jako nejzajimavéjsi jevi haemanthamin, haemanthidin,
hamayn a v posledni dobé i distichamin, ktery byl izolovan z cibuli Boophana flava.™

Jiz pted nékolila lety byl testovan 1,2-epoxyambellin, izolovany z Crinum
latifolium, na lymfocyty mysi sleziny. Jeho aktivita byla primérnd, ovSem pfi testovani

této latky spole¢né s ambellinem v poméru 1 : 1, doslo k synergismu ucinku a aktivaci
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lymfocytt. Pti jedné z praci byly v Crinum latifolum objeveny dva doposud neznamé
alkaloidy krinafolin, epimer ambellinu, a krinafolidin. Krinafolidin se tak stal prvnim
¢lenem strukturniho podtypu alkaloidii se seco-B kruhem. Oba tyto alkaloidy byly
aktivni na bunky sarkomu. Ve srovnani vSak krinafolin projevil vétsi vliv na redukci
bunék. Pro uc¢inek je tedy vyhodnéj$i pIn€¢ cyklizovany systém pifipominajici
pankratistatinové jadro. Ovlivnénim kruhu B kvarternizaci dusiku ziskame
methochlorid krinafolinu, ktery je 2-krat u¢inn&jsi nez krinafolin.’’>*

V roce 2008 byl testovan vittatin, izolovany z rostliny Hippeastrum vittatum, na
ttech bunéénych liniich HT-29, H460 a RXF393. Jeho toxicita byla stfedni. Avsak po
testech sumarnich extrakt dichlormetanu a butanolu bylo dosazeno velice zajimavych
vysledkd, u dichlormetanu dokonce 0,62 pg/ml na linii H460.*

Po zjisténi, ze haemanthidin a krinamin vyvolavaji apoptdézu u potkaniho
hepatoceluldrniho karcinomu 5123c byl v dalSi praci studovan mechanismus uGc¢inku
haeanthaminu a haemanthidinu, které¢ byly izolovany z cibuli Zephyrantes robusta
Baker. Doslo k indukci apoptdézy u p-53 negativni T-lymfoblastové leukémie Jurkat.
Mechanimus ucinku byl objasnén jako zastava bunécného cyklu v Gl a G2 fazi
a zvyseni exprese p-16 a Chk1 Ser345.%

Skupina alkaloidli byla testovdna na vyvolani apoptézy u sensitivnich (Hs683
a BI6F10) a apoptdzu rezistentnich (A549, OE21, U373 a SKMEL) bunéénych kmentl.
Krininové alkaloidy se k zadnému zkmenti neprojevily vyrazné aktivné, zato
haemanthaminovy typ =zastoupeny haemanthaminem a haemanthidinem vykazal
zna¢nou toxicitu na oba buné¢né kmeny. Nejvice pak haemanthidin na sensitivni linii
B16F10.%°

Nedavno provedena studie, zabyvajici se vlivem Amaryllidaceae alkaloidi na
sttevni naddorové burky, zjiStovala hodnoty ICsg 13 téchto alkaloidi patiicich do péti
strukturnich typti: haemanthaminového, krinového, galanthaminového, lykorinového
a tazettinového. Vysledkem byla selektivni toxicita haemanthaminu, haemanthidinu
a lykorinu vic¢i obéma zkoumanym liniim Caco-2 a HT-29 s minimalnim ovlivnénim
bun€k zdravych stfevnich fibroblasti FHS-74-Int. Ostatni testované latky nevykazaly
vyznamnou toxicitu k nadorovym buiikim. Tyto vysledky byly nasledné potvrzeny.’

Velkou vyhodou haemanthaminu je, Ze se jednd o druhy/tieti nejvice se vyskytujici
alkaloid v rostlinném materialu, jeho izolace je snadna a velmi dobfe krystalizuje ze

smési chloroform/ethanol.
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Tabulka 3: Hodnoty ICsy haemanthaminovych alkaloidl na stfevni buiiky Caco-2, HT-

29 a zdravou linii stfevnich fibroblastti FHS-74-Int’

. Bunééné linie, ICso(uM)
Alkaloidy Caco-2 HT-29 FHS-74-int
haemanthamin 0,99 +0,14 0,59 +0,01 19,47 + 8,86
haemanthidin 3,3+0,9 1,72 £ 0,11 11,63 £ 0,86
hamayn 17,23 £0,93 12,36 £ 0,30 53,31 +7,25
lykorin 0,99 + 0,08 1,02 + 0,01 22,68 £ 0,09
vinorelbin 0,03 + 0,00 nt 3,98 + 0,26

nt netestovano
Caco-2 — nadorova linie bunck tlustého stieva; FHS-74-int — bunécnad linie zdravych stfevnich
fibroblastd; HT-29 — nadorova. linie bunék tlustého stfeva

Distichamin byl poprvé izolovan z cibuli Boophane disticha, druhu nachazejiciho
se hojn¢ v Africe od Sudanu pies sever az po zapad ajih. Jednd se o strukturné
jedine¢nou latku se dvéma vinylovymi methoxy skupinami, dvojnou vaznou mezi C-2
a C-3 a obsazenou keto skupinou (a,f nenasyceny kruh C) (Obr. 10). Dnes uz vime, Ze
je tento alkaloid soucasti i rostlinného extraktu z Boophane haemanthoides. Tento druh
patii mezi vzdcné a ohrozené. Vyskytuje se v oblastech se zimnimi deStovymi srazkami,
naptiklad v Jizni Africe a ¢astech jizni Namibie. Distichamin je tedy charakteristickou
obsahovou latkou rodu Boophane, kterou prozatim nenajdeme v zddném jiném druhu.
Rod Boophane je kromé distichaminu vyznamnym zdrojem 1 jinych
haemanthaminovych a krininovych alkaloidii jako buphanidrinu, buphanisinu, krininu.
Dale undulatinu, buphanaminu, nerbowdinu, acetylnerbowdinu, krinamidinu, lykorinu
a buphacetinu.’

Z publikaci vime, Ze byl distichamin podroben cytotoxickému piisobeni hned proti
nékolika bunécnym liniim. Jako ptiklad mizeme uvést linie MCF-7, HelLa, G-361,
K562, CEM a normalni fibroblasty BJ. Ukézalo se, Ze je aktivni jak na nadorové linie
(ICso = 2,2-14,7 uM) tak zdravé bunky. Nejselektivnéji puisobil na HeLa buiiky. Jeho
Gi¢innost byla potvrzena o rok pozdéji na tiech nadorovych a jedné zdravé linii.*'

Mechanismus U¢inku distichaminu je redukce bunécného cyklu v GO/G1 fazi

a S fazi a nasledna zastava G2/M faze v zavisloti na davce a zvyseni aktivity kaspaz.**
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Obr. 10: Struktura distichaminu

3.2.1.3. Pankratistatinovy typ

Z pohledu protinddorové aktivity se jednd o jedny znejaktivnéjSich
Amaryllidaceae alkaloidli. Nejzajimavéjsi se zda byt pankratistatin a narciklasin (Obr.
7). Jejich porovnani bylo uskuteénéno na 60 naddorovych liniich a z vysledkli stanovena
pramérnad hodnota ICsy Nejlépe ucinkoval narcikalsin (0,046 uM), poté 5-krat slabéji
pankratistatin ( 0,26 uM) a 10-krat slab&ji lykoricidin (0,33 pM).*

Pankratistatin byl objeven v roce 1984 Pettitem a poprvé izolovan az v roce 1993
zcibuli havajské lilie Hymenocalis littoralis.** Piasobi toxicky na mnoho typd
rakovinného bujeni, naptiklad leukemii, rakovinu prsu, prostaty, tlustého steva, ledvin,
melanomu, osteosarkomu a dalSich. Projevuje se aktivitou jiz ve velmi nizkych
koncentracich (<1 uM) s minimalnim ovlivnénim zdravych bunéénych linii a rezistenci
k proapoptickym stimultm.*’

Selektivita ucinku pankratistatinu byla zjiSténa a nésledné¢ potvrzena na dvou
typech kolorektalniho karcinomu (p-53mutovany HT-29 a p-53wild-type HCT 116)
s porovnanim se zdravymi stievnimi fibroblasty (CCD-18Co). Informaci povrdily
vysledky ze soubézné probihajicitho testu na bunéénych liniich karcinomu prostaty
LNCaP a DU145. Jako kontrola byly pouZity zdravé fibroblasty HDF.*®

Mechanismus u¢inku pankratistatinu neni prozatim zcela objasnén. MiiZe se jednat
o pfimé zasazeni mitochondrie v nadorové bunce, ktera hraje zasadni roli v aktivaci
apoptdzy, kdy mitochondrie nahle snizi produkci ATP rapidnim zvySenim reaktivnich
forem kysliku v nadorové butice (u buné¢k zdravych nebylo pozorovano). Vysledkem je
specifické toxické zasazeni nadorovych bungk.’’

V jedné z predeslych studii byl pankratistatin podroben spolecnému testovani
s lykorinovymi alkaloidy galantinem a 9-O-demethylgalanthinem proti nddorové linii
HL-60 a HSC-2. Vysledky zjistily potencialni vyuZiti jen u pankratistatinu proti obéma
liniim (ICso (HL-60) = 0,16 uM a ICso (HCS-2) = 1,1 pM).*®
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Narciklasin (lykoricidinol) byl poprvé izolovan roku 1967 zcibuli rodu
Narcissus.> Slibné vyuziti ma jako GTPasa pisobici na rakovinu mozku, jeho é&inek je
cytostaticky s hodnotou ICsp = 30-90 nM. Jako mozny mechanismus U¢inku se jevi
zhordeni cytoskeletalni aktivity pies Rho rodinu GTPas a prodlouzeni faktoru eEF1A.*
Narciklasin piisobi jiz ve velmi nizkych déavkach silng antimitoticky.*’ Vysvétlenim je
vyraznd inhibice proteinové syntézy v eukaryotickych ribozomech zpiisobena interakci
s peptidyltransferasovym centrem (60 — vétsi podjednotka eukaryotickych ribozomt)
a tim vyvoland inhibice peptidyltransferasy, enzymu zodpovédného za vznik peptidové
vazby. Dadle interakci ¢i tvorbou komplexti s DNA zivociSnych bunék, interaguje
s mikrotubuly délictho vieténka a dochézi tak k nespravnému rozchodu chromozomi.*
Vykazuje cytotoxické ptisobeni vic¢i buiikdm adenokarcinomu MCF-7 a buiikdm
karcinomu prostaty PC-3 indukci apoptdzy zprostiedkovanou aktivaci kaspaz.”’ Velkym
pozitivem narciklasinu je fakt, Zze plisobi az 250-krat G€inn¢ji a specifi¢téji na nadorové

buiiky neZ buniky lidskych fibroblasti Ced-25-Lu.>**

3.2.14. Tazettinovy typ

Tazettin plisobi pouze mirné az velmi slabé cytotoxicky. Zajimavéjsi latkou této
skupiny se z pohledu cytotoxicity jevi pretazettin, ktery byl testovan na buiikdch mysiho
a lidského lymfomu. Nejucinngji plisobi na T-lymfoidni buiiky MOLT-4 , ale ina
buniky Rauscher leukemie, spontdnni AKR lymfocytarni leukemii a buiiky Lewisova
karcinomu. Inhibuje aktivitu Pg-P, HeLa buiiky a potencuje ucinek doxorubicinu vici
rezistentnim lymfoidnim buitkdm u my$i.’ V ramci testovani byl prokézan uginek proti
viru Herpes simplex, flavivirim a fad¢ onkogennich virt pies inhibici RNA-depedentni
DNA polymerasy. V nékterych pracich se hovoti o mechanismu inhibice proteosyntézy

, o . 7 3,8
skrz zastavu formovani peptidové vazby.™

3.2.1.5. Homolykorinovy typ

Z hlediska biologické aktivity hraji alkaloidy spadajici do tohoto strukturniho typu
roli v inhibici ristu nékolika nadorovych linii, naptiklad bunck leukemickych MOLT-4,
bunék hepatokarcinomu HepG2 a lidskych bunék prostaty LNCaP. Jejich cytotoxické
pusobeni se ovSem projevuje ina nenddorové buiikky mySich fibroblastt LMTK.

Cytotoxickou aktivitou se tedy fadi k mén& vyznamnym.”*
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3.2.2. Anticholinergni aktivita

Alzheimerova nemoc AD je neurologické degenerativni onemocnéni ve vétSiné
ptipadl postihujici lidi star§i 60-ti let Zijici pfevazné v rozvojovych zemich. Jednd se
o nejcastejsi typ demence, ktery zplisobuje problémy s paméti, myslenim a chovanim,
stuptiujicimi se v pribéhu &asu tak, Ze vyrazné zasahuje do b&zného Zivota.”' V roce
2015 bylo ve svété evidovano 46,8 miliont piipada a predpoklada se, ze kazdych 20 let
se poet pripadil zdvojnasobi. Jen za minuly rok jich p¥ibylo 9,9 milionu.>

Pficinou onemocnéni jsou mikroskopické zmény v mozku a tvorba patologickych
znakil. Jednd se o f-amyloidni plaky, neurofibrildrni shluky a ztratu cholinergni
aktivity. Senilni plaky vznikaji hromadénim proteinu S-amyloidu v prostoru mezi
dystrofickymi neurity a mikrogliemy. Neurofibrilarni klubka jsou shluky tau proteinu,
ktery se hromadi uvnité bun¢k,” tim se naruguje komunikace a pienos informace mezi
nervovymi buitkami. Podle cholinergni hypotézy jsou tyto symptomy zpusobeny
nedostate¢nou aktivitou acetylcholinu (Ach) v mozku zdivodu jeho rozkladu
hydrolytickym enzymem acetylcholinesterasou (AChE). V soucasnosti jsou inhibitory
AChE (IAChE) uzivany v terapii AD.”

Své nové vyuZziti maji iinhibitory butyrylcholinesterasy, které podobné jako

iAChE dokazi zabréanit rozkladu acetylcholinu™, pomahaji pii snizeni f-amyloidu®®’

a zrani neurofibrilarniho plaku.’®

Lécba Alzheimerovy choroby je prozatim lécbou symptomatickou. Typickymi
lé¢ivy jsou galanthamin, donepezil, rivastigmin a takrin. Pfestoze takrin vykazuje
vyrazny inhibi¢ni efekt vici obéma cholinesterasam, je jeho vyuziti z divodu
hepatotoxicity zanedbatelné.”

Schopnost ovliviiovat cholinesterasy je spojovana predevsim se strukturnimi typy

galanthaminovym a lykorinovym.

3.2.2.1. Galanthaminovy typ

Hlavnim alkaloidem je galanthamin, ktery byl poprvé izolovan
z rostliny Galanthus woronowii.'* Galanthamin zptisobuje bradykardii & poruchy
atrioventrikularniho ptenosu, v CNS ina periferii nervového systému selektivné
reverzibilng€ inhibuje cholinesterasy a alostericky moduluje nikotinové receptory, které
zptisobuji cholinergni transmisi.' Jako prvni Amaryllidaceae alkaloid byl zaveden do

klinické praxe v terapii Alzheimerovy choroby pod ndzvem Reminyl. Jedna se terciarni
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alkaloid, pro vyvolani jeho biologického ¢inku a vazbu na enzymy jsou dilezitd Ctyii
mista ato: cyklohexenovy kruh a jeho hydroxylova skupina, terciarni aminoskupina
a methoxyskupina (Obr. 11). Modifikaci téchto hlavnich mist se mize ovliviiovat mira
¢inku, popiipadé prechod u¢inku na jiny.'*

Pro anticholinergni aktivitu byl za dal§i velice zajimavou latku povazovan
polohovy izomer galanthaminu nazvany chlidanthin. V jeho struktufe dochazi k zdméné
hydroxy- a methoxyskupiny. Nésledné studie bohuzel ukazaly, ze inhibi¢ni efekt na
ACHhE je vii¢i galanthaminu vyrazné niz$i.*

Sanguinin, 9-hydroxyderivat galanthaminu, je 10-krat aktivnéj$i nez galanthamin
(Obr. 11). Jeho vyuziti v praxi je ovSem vyrazné limitovano malou schopnosti pronikat
pfes hematoencefalickou bariéru kvili nizkému distribu¢nimu koeficientu a jeho velmi
malému vyskytu v ptirodé vrostling Pancratinum illyricum rostouci v Italii.®' Na
zakladé ziskanych informaci se zrodila mySlenka v dilezitosti pfitomnosti —OH skupiny
nebo chranéni —OH skupiny v allylické poloze. Dal§imi latkami vykazujici az 5-krat
vys$$i inhibici AChE nez galanthamin jsou N-derivaty galanthaminu, ve kterych je
methylskupina na dusiku nahrazena allylem. Jednd se naptiklad o N-
allylnorgalanthamin, N-(14-methylallyl)norgalanthamin (Obr. 11).°* Jejich nevyhodou
je vSak jako niz$i distribu¢ni koeficient a Spatnad dostupnost v biologickém materidlu
(jako u sanguininu).

Dalsi dilezitou casti v molekule galanthaminu je terciarni aminoskupina. Jeji
aktivitou.”” Potencialng vyuzitelnymi litkami se zdaji byt derivaty piirodnich latek
vzniklé N-substituci, jedna se napiiklad o N-butylkarbamat galanthaminu. /n vitro testy
ukdzaly 85% aktivitu na inhibici AChE ve srovnani s galanthaminem a navic pruchod
pres hematoencefalickou bariéru.®*

Jiz zminéna ptitomnost cyklohexanového kruhu je jednou z nejdilezitéjSich casti.
Potvrzenim ndm jsou alkaloidy lykoramin a epinorlykoramin, které postradaji
dvojnou vazbu cyklohexenového kruhu, coz zpisobuje ztratu jejich inhibi¢nich
schopnosti (Obr. 11).%*

Presto, ze BuChE hraje dilezitou roli v pozdnim stupni AD, latky pisobici jeji
inhibici zatim nemtzeme charakterizovat z pohledu vztahu struktura—acinek v disledku
nizkého poctu doposud testovanych Amarylidaceae alkaloidl. Zatim se ani nepodafilo
izolovat alkaloid, ktery by se vyznaCoval silnou aZzadanou aktivitou vac¢i tomuto

enzymu.
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OH

NH
R;=H,R,=OCHj3; galanthamin
R;=H, R,=OH sanguinin
R;=CH; R,=0OH chlidanthin

\
R

epinorgalanthamin

R=CHj3 lykoramin
R=H epinorlykoramin

R=— " N-allylnorgalanthamin

Q f N-(14-methylallyl)norgalanthamin

Obr. 11: Piehled galanthaminovych struktur s anticholinerni aktivitou

Tabulka 4: Pichled AChE inhibi¢ni aktivity riznych Amaryllidaceae alkaloida®¢"*

Alkaloidy AChE ICsy (uM) BuChE ICsy (uM)
galanthamin 1,07 +0,18 433+1,3
chlidanthin 147+ 6 422,00 £ 15
sanquinin 0,1 £0,01 -
N-allylnorgalanthamin 0,18 —
N-(14-methylallyl)norgalanthamin 0,16 —
11-hydroxygalanthamin 1,61 +0,21 —
lykorin > 500 >1000
1-O-acetyllykorin 0,96 + 0,04 —
1,2-diacetyllykorin 211 £10 —
assoanin 3,87 +0,24 -
oxoassoanin 4721 +£1,13 —
hippeastidin 99,7 +4,1 900 + 35
undulatin 23,0+ 1,0 >1000
8-0O-demethylmaritidin 28,0+ 0,9 >1000

3.2.2.2. Lykorinovy typ

Pfi testovani tohoto strukturniho typu na inhibici vii¢i AChE, byla u lykorinu

zjiSténa slaba aktivita. V ptipad¢ acetylderivatu 1-O-acetyllykorinu je vSak G¢innost 2-
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krat vyssi nez u galanthaminu. 2-O-acetylace a 1,2-diacetylace vede ke ztraté aktivity
latek (Obr. 12)."!

Ze ziskanych vysledkli bylo zjisténo anasledné ifadou studii a ptiprav
lykorinovych analog potvrzeno, Ze pro inhibi¢ni aktivitu vici AChE je dulezita

derivatizace na C-1 a C-2, pfedev$im piitomnost acetylskupiny v poloze C-1.'"%°

OCH,

R;=H, R,=H lykorin
Ri=Ac, R,=H 1-O-acetyllykorin
Ri=Ry=Ac 1,2-di-O-acetyllykorin

ungiminorin

O HsCO O
HsCO

N HsCO N
HsCO

assoanin o)

oxoassoanin

Obr. 12: Piehled lykorinovych struktur s anticholinergni aktivitou

Dokonce az 6-10krat ucinngjsi proti AChE je lykorinovy derivat ungiminorin
s hodnotou ICsy 0,35 uM a assoanin s hodnotou 3,87 uM. Aktivitu téchto latek vyvolava
planarita aromatického kruhu C.' Dalsi ptirodni latka, oxoassoanin, vykazuje proti

ACHhE slabsi aktivitu s hodnotu ICsp 47,21 uM (Obr. 12).%

3.2.2.3. Haemanthaminovy a krininovy typ

Prvek, diky kterému se tyto typy Amarylidaceae alkaloidl 1isi, je stereochemie
5,10b-ethanového miistku.® Pro vyvolani inhibi¢ni aktivity vSak stereochemie tohoto
miistkunehraje roli. U téchto dvou strukturnich typl byla az na par vyjimek zjisténa jen
velmi slaba inhibi¢ni aktivita.

Témito vyjimkami, které se podafilo izolovat v nasi laboratoii ze Zephyrantes
robusta a Chlidanthus fragrans, jsou undulatin, a 8-O-demethylmaritidin, strukturni
analog maritidinu (Obr. 13). Jejich mira inhibovat AChE byla sice 10-krat mensi nez
u galanthaminu, pfesto se ukdzalo, Ze ita skupina alkaloidii je urcité inhibice AChE

66,6
schopna.®®*’
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Ostatni latky tohoto typu izolované ze Zephyratntes robusta a Chlidanthus
fragrans nejsou pro svou zanedbatelnou inhibi¢ni aktivitu atraktivni pro vyuziti v terapii

Alzheimerovy choroby.

o
wOCHs
O \)
< !
O
OCH;, 8-0-demethylmaritidin
undulatinu

Obr. 13: Struktura undulatinu a 8-O-demethylmaritidinu

3.2.24. Inhibice prolyloligopeptidasy

Prolyloligopeptidasa je cytosolickd serinovd peptidasa, ktera hydrolyzuje malé
peptidy obsahujici prolin. Stépeni probiha z C-konce prolinovych zbytki. Neuropeptidy
plnici funkci substrati tohoto enzymu jsou naptiklad vazopresin, substance P
a thyreotropni hormon. Tyto latky jsou dulezité¢ v ovliviiovani kognitivnich funkcich
a procesu starnuti, kdy jejich degradace zapfi¢inénd POP mlze proces starnuti
urychlit.®®

Posledni dobou se stdvd inhibice prolylolipeptidasy nadéjnym cilem v terapii
schizofrenie, bipolarni poruchy a kognitivnich poruch, které se pravé u pacinett s AD
vyskytuji. Prolyloligopeptidasa se i¢astni metabolismu inositol-1,4,5 trifosfatu, ktery
hraje dualezitou roli v transduk¢ni kaskadé. Inhibitory POP tak ukazuji sviij potenciél
v 1é¢b& demenci a mohly by se stat podptrnym nastrojem v 1é¢bé AD.*"

Za zajimavou latku se vramci této aktivity jevi jiz zmifovany undulatin. Jeho
testovani probihalo s dalSimi alkaloidy izolovanymi z cibuli Chlidanthus fragrans.
Undulatin jako jediny z testovanych latek vykazal relativné dobrou toxicitu v porovnani
s pouzitym standardem baikalinem. Galanthamin, ktery se pouZziva v 1écbé AD, tuto
aktivitu zcela postrada.

Nejnovéji testované latky izolované z cibuli Zephyrantes robusta byly galantin a 9-
O-demethylgalanthin (Obr. 14). Obé latky byly sice na cholinesterasy vyhodnoceny
jako zcela neaktivni ( ICsg acheBuche > 500 uM), z pohledu inhibice POP byla jejich

aktivita relativn€ zajimava ICsg galanthin = 1,49 + 0,14 mM; ICs0 9_demethylgalanthin = 0,15 +
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0,02 mM). 9-O-demethylgalanthin pasobil proti POP dokonce 4-krat vice nez baikalin.
Vyhodnoceni urcitého vztahu mezi strukturou a i€inkem je prozatim bezpfedmétné
z diivodu malého poctu otestovanych latek. V soucasnosti se proto testuji dalsi

izolované alkaloidy.®””!

OCH,

HsCO
R=0OCH; galantin
R=OH 9-O-demethylagalanthin

Obr. 14: Piehled vzorct alkaloidii testovanych na POP

3.2.3. Antibakterialni aktivita

Zajimava antibakteridlni aktivita byla zjiSténa uroslin rodu Crinum. Extrakt
z Crinum purpurasces 1jednotlivé alkaloidy izolované z extraktu byly podrobeny
ucinku nékolika bakterii. Jednalo se naptiklad o bakterie Staphyloccocus aureus,
Escherichia coli a Salmonella typhi. Zatimco jednotlivé izolované latky pusobily jen
velmi malo, usumarniho extraktu byly vysledky minimalni inbi¢ni i baktericidni
koncentrace pfiblizné¢ 2-krat vysSi nez u ciprofloxacinu, ktery se pouziva jako
standard.”

Ve snaze ziskat nové latky pfirodni povahy na nejriznéj$i nemoci, byla
testovana aktivita lykorinu na U¢innost proti rybi nemoci zplisobenou gramnegativni
bakterii Flavobacterium columnare.” Tato nemoc je svétové rozsifenym onemocnénim
ryb, ptredev§im u sumci, zpusobujici bakteridlni rozpad ploutvi a zaber s naslednym
thynem udusenim.” Vzniklé $kody se projevuji jak v chovech ryb tak v aquaristice.”
Uginek latek byl sledovan na dvou izolatech ALM-00-173 (genomovar 1) a BioMed
(genomovar 2). Prob¢hla studie potvrdila silnou antibakterialni aktivitu lykorinu a jeho
dvou derivatil, 1-O-acetyllykorinu a 1,2-di-O-acetyllykorinu.” Z toho vyplyva, Ze pro
antibakteridlni u¢inek je nezbytna substituce v polohach CI1-O nebo C2-0.7
Disubstituce v téchto polohach je oproti monosubstituci vyhodngj$i, coz ukazuji

nasledujici tabuky (Tabulka 5 a Tabulka 6).>>"
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Tabulka 5: Antibakterialni aktivita lykorinovych derivati viici genomovaru ALM-00-

173 Flavobacterium columnare™"

. 24-h 1C5, MIC
Alkaloidy 24-hIC5, | MIC RDCF RDCO RDCF | RDCO
lykorin 27 29 49 47 100 108
1,2-di-O-acetyllykorin 2 4 3 3 10 11
1-O-acetyllykorin 7,3+1,1 33+0 10,4 £1,8 9,9+ 1,7 10 10,8
2-O-acetyllykorin 17,7+ 8,8 16,6 £16,3 | 27,8+13,8 | 26,4+13,1 | 50,5+49,5 | 54,3+53,2
ungeremin 0,5 1,0 0,28 0,27 1 1,1

Tabulka 6: Antibakteridlni aktivita lykorinovych derivati viici genomovaru BioMed

) 73
Flavobacterium columnare

Alkaloidy 24-h ICs MIC
24h1Cs MIC RDCF RDCO RDCF RDCO
lykorin - - - - - -
1,2-di-O-acetyllykorin 10 37 11 15 100 108
1-O-acetyllykorin 9,4+ 1,2 33+0 12,1+£1,5 16,9 +£2,1 10,0 10,8
2-0-acetyllykorin 6,1 £0,8 33+£0 7,8+ 1,1 10,9+ 1,5 10,0 10,8
ungeremin - - - _ — _

hodnoty —primér ze 3 na sob¢ nezavislych méteni

24-h IC5050% inhibi¢ni koncentrace v mg/l; MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace v mg/1

RDCF - toxicita vzhledem ke kontrolnimu fluorfenikolu; RDCO — toxicita vzhledem ke kontrolnimu
oxytetracyklinu (stejnou toxicitu jakou mé kontrola vyjadiuje ,,1%, hodnoty blizké ,,1 ukazuji na dobrou
aktivitu); -netestovano

Dalsi studovanou latkou byl ungeremin (Obr. 15), jehoz antibakteridlni aktivita je
oproti lykorinu a jeho analoglim vétSi. Sama substituce ungerminu vSak neptisobi na
aktivitu piiznivé, substituovand analoga maji niz§i u¢inek.” Do budoucnosti by
dilezitou roli proti Flavobacterium columnare mohl hrat aromatizovany kruh C
s oxidovanou azomethylovou skupinou v poloze C-7 za pfitomnosti 1,3-dioxolového

uskupeni piipojeného na kruh A.*

O@
K
<o O N

Obr. 15: Struktura ungereminu
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3.2.4. Antimalaricka aktivita

Malérie je infek¢éni onemocnéni lidi a jinych zvifat zplisobené péti druhy parazitl
patfici do rodu Plasmodium. Prvoci rodu Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae a Plasmodium ovale se $ifi kousnutim samicky koméara rodu
Anopheles z jedné osoby na druhou. K zoonotickému ptenosu z opic na ¢lovéka dochazi
urodu Plasmodium knowlesi.”” Nejvice postizenymi oblastmi jsou tropy a subtropy,
pfedevSim subtropickd Sahara. Podle udaji Svétové zdravotnické organizace se v roce
2015 vyrazné snizil pocet piipadii vyskytu malarie na 214 miliona i pfipadi umrti na
malarii na 438 000.”

Nejrozsiten¢jSim druhem je Plasmodium falciparum odpovédné za vznik
rezistence na stavajici 16¢bu.”® Rezistence na chlorochin a kontrolované uziti analog
artemisininu vede k rastu vyznamu izolace novych sloucenin z rostlin a hledani dalSich
antimalarik.”

Ptirodni produkty hraly jiz po staleti hlavni roli v 1é€bé riznych nemoci. Pivodni
obyvatelstvo Jizni Ameriky vyuzivalo k1é¢bé malédrie kiru ze stromu Cinchona
succirubra. V Ciné byla jako antimalarikum vyuZivana rostlina Artemisia annua. Na
zakladé téchto informaci byly zminéné rostliny a jejich metabolity podrobeny rozboru
s cilem ziskat nové antimalaricka 1é¢iva.™

Vhodnost wuziti ukézaly pfi testech specidlni alkaloidy, alkaloidy celedi
Amaryllidaceae majici vysoky inhibi¢ni potencial proti druhu Plasmodium falciparum,
stejné tak jejich derivaty. Osm znich bylo syntetizovano a testovano proti I¢kove
rezistentnimu kmenu K1 a proti citlivému kmenu FCR3.% Nejuginngjsi se zdaji byt
derivaty lykorinu. Z probéhlych studii 27 derivati vyplyva, ze pro vztah struktura—
ucinek je dulezita ptitomnost volné hydroxylové skupiny v poloze C-1 a C-2, nebo
esterifikace za vzniku acetitd aisobutyrati. Pro ocekavany ucinek je dulezita

ptitomnost dvojné vazby mezi C-2 a C-3.2>%

Pro skupinu latek odvozenych od seko-
lykorinu (otevieny kruh C) dochéazi dle vysledki ke zvySeni aktivity u alkaloidd
s methylendioxy skupinou nahrazenou skupinami hydroxylovymi nebo acetatovymi
a methylsubstituentem na dusiku.®' Z piipravenych latek vykazaly vhodny potencial
derivaty 1-O-(3°S)-hydroxybutanoyllykorin, 1-O-(3 'R)-hydroxybutanoyllykorin, 1,2-di-
O-butanoyllykorin a 1-O-propanoyllykorin.*

Nedavno provedena studie zjistila antimalarickou aktivitu i u haemanthaminového

strukturniho typu. Pro ni je dilezitd opét pfitomnost dvojné vazby mezi C-1 a C-2
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avolna hydroxylova skupina vpoloze C-11.” Dle vysledi se jako aktivni jevil
haemanthamin a 6-deoxyhaemanthamin. Testovana byla uz ifada derivati, kde
nejlepsich vysledkt dosahl 3,11-dinikotyl-11-hyroxyvittatin (ICso= 0,8 = 0,06 uM).>>*?

Mezi dalSi biologické aktivity patfi antiviroticka, antiparazitarni, antidepresivni

a antikonvulzivni, ty ale prozatim nebyly studovany podrobnéji a vysledkt je malo.
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3.3. Derivaty amarylkovitych alkaloida vyvolavajici cytotoxicitu

3.3.1.Lykorinové derivaty

Jak jiz bylo feceno v ptedchozim textu, pro vyvolani cytotoxického uc€inku
alkaloidl typu lykorinu je diilezité strukturni uspofadani. Tyto hlavni body vychéazeji ze
struktury nejzajimavéjsi latky skupiny, lykorinu. Jednd se o konformacni volnost
v kruhu C, stereochemii na spojeni kruhit C/D, diolové skupiny na kruhu C.**

Modifikaci kruhu A ziskame latky s nizSim ucinkem, coz bylo prokazano na
struktufe lykorinu a pseudolykorinu (Obr. 16). Ve vétSiné provadénych testli byl
pseudolykorin méné toxicky na nadorové linie a v nékolika ptipadech plsobil aktivné
na buiiky zdravé.”® Ovlivnime-1i zérovei s kruhem A substituci na kruhu C, ziskdme
op¢t latky s nizsi cytotoxickou aktivitou. Pro zachovani u€inku je tedy nutna pfitomnost

methylendioxyskupiny na kruhu A.*®

HsCO
lykorin pseudolykorin

Obr. 16: Porovnani struktur lykorinu a pseudolykorinu

Oxidaci kruhu B vzniké cyklicky amid — laktam. Takovato zména v molekule neni
pro ucinek zaddouci. Na ptikladu 6-oxolykorinu (Obr. 17) byla zjisténa neaktivita (ICso >
100 uM) vuci nékolika testovanym liniim. Ve stejné studii vykdzal lykorin aktivitu na
butiky pohybujici se v rozmezi 0,9-8,5 uM.* Daldi moznou obménou kruhu B je
kvarternizace dusikového atomu, napt. u N-methyllykorinjodidu (Obr. 17). 1 tato

obména ve srovnani s lykorinem aktivitu snizuje.®**"*

Jestlize vSak podrobime lykorin
derivatizaci na dusiku ziskdme lykorin hydrochlorid (Obr. 17), ktery vykazuje slibnou
toxicitu proti 44 testovanym nddorovym liniim s hodnotami ICso < 5 uM a naopak na

bun&&nou linii normalnich lidskych fibroblasti nepiisobi (ICso> 100 uM).>*™
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Obr. 17: Porovnani struktur lykorinu s obménou kruhu B

Kruh C mizeme opét modifikovat na nékolika mistech C-1,2,3 nebo C-4. Na
pozicich C-1 a C-2 je vhodna oxoskupina (pfedevsim —OH), jestlize dojde k jejimu
odstranéni, vzniklé 1,2-di-deoxy (lycoren) a 2-deoxyderivaty (karanin) jsou ve srovnani
s lykorinem velmi malo aktivni (Obr. 18).%*%* Obecné fe¢eno, latky vzniklé acylaci
a alkylaci na téchto pozicich jsou méné u¢inné.*> Vyjimkami jsou 1-O-benzoyllykorin
a 1,2-bis-allyllykorin (Obr. 18), unichz zlstava cytotoxicky tc¢inek na naddorové linie
lidského glioblastomu U373 zachovan (ICso = 0,6 pM a 0,03 pM).* Prostorové
uspofadani je v biochemii dilezité pro vazbu na substrat a vyvoldni pozadovaného
ucinku. Jinak tomu neni ani v piipad¢ lykorinu. Zachované -OH skupiny s jinou
stereochemii oproti lykorinu najdeme u 2-epi-lykorinu (Obr. 18), jehoZz protinddorovy
¢inek je pouze mirny.”® Zamétime-li pozornost na dvojnou vazbu kruhu C, miZeme ji
hydrogenovat za vzniku dvou izomerd, 4-o a f-dihydrolykorinu (Obr. 18). Jejich
aktivita je mirna.*® PH posunu vazby do pozic 2,3 nebo 4,11 se aktivita také
snizuje, 288384

Ani testovani nckolika latek s aromatizovanym kruhem C nevedlo k pozadované
aktivite.”® Vyjimkou jsou derivaty ungeremin, ungeremin hydrochlorid, kriasbetain
a tortuosin chlorid (Obr. 15, Obr. 18). Na jejich Gc¢inku se podili aromatizovany kruh B
(jako takovy ke zvySeni aktivity nevede) a vznik amoniového kationtu. Ungeremin se
stal v posledni dobé bézné testovanou latkou, ze studovanych linii mé nejlepsi ucinek na
buiiky lidského lymfomu MOLT4 (ICso= 0,7 uM).* Tortuosin chlorid je pozoruhodna
latka, na zéklad¢ jejiho ucinku se fadi k nejvice aktivnim slouceninam lykorinového

typu. Uéinnost zjisténa na lidském glioblastomu SF-268 je Glso = 0,0174 uM."’
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Obr. 18: Obmény struktury lykorinu na kruhu C

3.3.2.Haemanthaminové a krininové derivaty

Objasnéni a nasledné zvysSeni cytotoxického ucinku je u haemamthaminovych
a krininovych alkaloidi cilem studie vztahu struktura—ucinek. Ve struktufe existuje
nékolik mist a funkci, které byly pro uéinek shledany jako nezbytné.'® Jedna se
napiiklad o neporuSené fenantridinové jadro, které je zdkladem ucinku u alkaloida
pankratistatinového typu. Dokladem tohoto tvrzeni jsou jiz zminéné alkaloidy krinafolin
a mén¢ ucinny krinafilidin s otevienym kruhem B (seco-B). Kvarternizace dusiku neni
pro u¢inek zadouci. '
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Na kruhu A se jednd o pfitomnost metylendioxy skupiny. 8-O-demethymaritidin,
ktery tuto skupinu postradd, je méné aktivni. Procesem, ktery naopak domnélou
cytotoxicitu zvySuje je oxygenace ato z divodu podobnosti s pankratistatinovym
strukturnim typem. Takovy potenciil miizeme vidét u distichaminu (Obr. 10)."°

Pro ucinek jsou dale vhodné malé substituenty s vnitini (bulbispermin) nebo vnéjsi
(krinamin) schopnosti tvorby vodikové donorakceptorové vazby v poloze C-11
(B k dusikovému atomu). Méné¢ vhodné uz jsou substituce na o uhiku vzhledem
k dusiku na C-6 (6-hydroxykrinamin) nebo C-12 (delagoensin) (Obr. 19).'°

V piisobeni na vétSinu bunéénych linii hraje roli poloha 5,10b-etanového mitistku,
G¢inné latky byly vsak nalezeny jak v haemanthaminovém tak krininovém typu.'°

Zminéné charakteristické rysy jsou cilem vyzkumu vedouciho k ziskani latek

pouzitelnych v klinické praxi.

o~ wOH

O ,
< H | &

@)

bulbispermin
wOCH;
2 T—HO
OH .
6-hydroxykrinamin delagoensin

Obr. 19: Obmény haemanthaminov¢ struktury

3.3.3.Derivaty pankratistatinu a narciklasinu

Pankratistatin (Obr. 7) a jeho derivaty jsou podrobovany testim za Ucelem najit
latky s vySS8i cytotoxickou aktivitou. SAR studie (vztah struktura—Gcinek)
pankratistatinu naznalily, Zze pro protinddorovou aktivitu je dllezitd ptitomnost 7-
hydroxyskupiny a zachovani amino inositolového motivu. Pro jeji zvySeni je vhodny
velky hydrofobni zbytek na C-1. Jestlize odstranime dalsi kyslik z kruhu A (jiny nez

v poloze 7 v OH-skupin¢), snizime tim ucinek v porovnani s pankratistatinem 100-krat,
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s 7-deoxypankratistatinem 10-krat.*® Pro zachovani u¢inku se zda byt dulezité trans
spojeni kruhu B/C, cis uspotadani kruhu vede ke ztraté aktivity. Dulezitost je
pfisuzovéna i C-2, C-3, C-4 hydroxyskupinam, avSak nahradime-li polyhydroxyskupiny
pankratistatinu skupinami methoxylovymi, zvysi se tim afinita ke kaspaze 3 v buikéach

Jurkat.®’

OH
HOA__~~__OH
H,,
<O OH
o NH

Obr. 20: Struktura 7-deoxypankratistatinu

Molekula narciklasinu (Obr. 7) se d4 modifikvat na péti mistech riznymi
substituenty, jak mizeme vidét v tabulce (Tabulka 8). Podle vysledkd, které prehledné
shrnuje, mizeme usuzovat vztahy mezi strukturou aucinkem. Rlzné derivatizace
v polohach R-4 a R-5 vedou ke vzniku latek, které cytotoxicitu postradaji. Pro G¢inek
derivatl narciklasinu jsou tedy dilezité: R-4 volny laktamovy karbonyl, R-5 volna
hydroxylové fenolickd skupina a pfitomnost dvojné vazby mezi uhliky C-1 a C-10. Pfi
monoesterifikaci hydroxyskupiny v poloze R-1 dojde in vitro k zachovani ¢i zvySeni
protinadorové aktivity, zptisobené nejspise hydrolyzou esteru.”” Napiiklad u 7-O-
methylderivatu lykoricindiolu (substituce na R-5) se na rozdil od narciklasinu snizil
G¢inek o dva az t¥i Fady.™

Studie n&kolika spolupracovnikil objevila potencialni prolé&ivo narciklasinu,”
narciklasin 4-O-f-D-glukopyranosid (18 v Tabulka 8), s protinddorovou ucinnosti
podobnou narciklasinu a vysokou oralni biodostupnosti.”’ Jeho vyhodou je mala
degradace < 20 % po pusobeni média s pH = 2 po dobu 1 hodiny a vysoka stabilita
92 % ve fyziologickém pH = 7. Diky tomuto prolécivu dochédzi po peroralnim podani ke
zvySené dostupnosti narciklasinu na 52 %. Pfi testovani na dva modely glioblastomu
GBM dokonce projevil narciklasin 4-O-f-D-glukopyranosid aktivitu pii davce 1mg/kg,
zatimco narciklasin nikoli.*” Svymi vlastnostmi se tak zatadil k vhodnym kandidatim

pro testovani uc¢inku po peroralnim a intravenoznim podani.
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R7
7 R1=R5=R7=H, 9
R2=R3=R4=OH, R6=O
8 R1=OBZ, R2=R3=R4=R7=
OH, Rs=H, R¢=0

4 R1=AC, R2=H
5 R1=H, R2=OH
6 R1=AC, R2=OH

Obr. 21: Analoga pankratistatinu

Tabulka 7: Hodnoty ICsy pankratistatinu a jeho vybranych derivatd na rizné nadorové

linie (Obr. 21)***?

Testovana Buné&&né linie, ICs (uM)

analoga BXPC-3 DU-145 NCI-H460 MCF-7
1 0,061 0,046 0,098 0,071
2 0,05 £0,01 0,05 +0,04 0,04 £ 0,01 0,04 + 0,01
3 0,77 £ 0,01 1,1+£0,2 0,4+0,01 0,86 £ 0,06
4 0,34 £ 0,05 0,72 +0,27 0,53 +0,01 1,81 £1,2
5 0,22 £ 0,01 0,09 +0,01 0,09 +0,01 0,24 + 0,01
6 0,07 £0,01 0,06 +0,01 0,07 £0,01 0,52 + 0,47
7 0,039 0,021 0,03 0,017
8 0,0044 0,00049 0,00023 0,00072
9 14 > 10,2 10,8 10,8

1 pankratistatin, 2 narciklasin, 3 lykoricidin (Obr. 7)

BXP-3 — buné¢na linie adenokarcinomu pankreatu; DU-145 — b. rakoviny prostaty;
NCI-H460 — b. rakoviny plic; MCF-7 b. adenokarcinomu prsu
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Tabulka 8: Hodnoty ICs narciklasinu a jeho vybranych derivatii na riizné nadorové linie*

AL

ORs O

OR

|_~_sOR:

. ORs

NR,

Testovana analoga

Buné&&né linie, ICso (uM)

R R; R; Ry Rs PC-3 | U373 | BxPC3 | LoVo | A549 | MCF-7| Median | Stabilita %
2 H H H H H 0,03 | 003 | 003 | 009 | 003 | 0,06 0,03 100
10| H H H H Et >10 | >10 | >10 | >10 | >10 | >10 > 10 96
1| H H H Et H >10, | >10 | >10 | >10 | >10 | >10 > 10 100
12 | Ac H H H H 0,1 0,1 0,07 0,3 0,1 0,4 0,1 20
13| Bz H H H H 0,03 | 003 | 0,004 | 005 | 0,04 0,2 0,04 82
14 | PrCO H H H H 0,005 | 0,03 | 0,003 | 0,05 | 003 | 0,03 0,03 29
15| Ac H H H Ac 0,3 0,06 0,4 0,3 0,3 0,4 0,3 56
16| H H |SO:Na | H H >10 | >10 | >10 | >10 | >10 | >10 > 10 100
17 | OTBS | C(Me), H H > 10 2 8 3 > 10 4 > 10 nt
18| H H H H o g 0,8 0,7 1 2 2 2 1,5 92

nt netestovano, OTBS o-ferc-butyldimethylsilyl
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material, chemikalie a metody

4.1.1. Amaryllidaceae alkaloidy

Veskeré pouzité¢ alkaloidy byly izolovany v dostateném mnozstvi na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie za ucelem studia vztahu struktura—cinek. Pro
syntetické obmény byly vybrany alkaloidy haemanthamin, haemanthidin a lykorin
izolované zcibuli Zephyrantes robusta.’” Vybér se uskutetnil na zakladé jiz

provedenych studii, které ukazaly jejich potencial pro vyuZiti v chemoterapii. ”'**

4.1.2.Rozpoustédla, chemikalie, detek¢ni ¢inidla

e Etanol, p.a. (Penta)

e Chloroform, p.a. (Penta)

e Pyridin, p.a. (Penta)

e Acetanhydrid, > 99 % (Acros)

e Isobutyrylanhydrid, > 99 % (Acros)

e Propionylanhydrid, > 99 % (Acros)

e Jodid draselny, p.a. (Penta)

e Kyselina chlorovodikova, p.a. (Penta)

¢ Dusi¢nan bismutity zasadity, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.o0.)
e Kyselina vinna, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)
e Metanol, LC-MS chromasolv (Fluka)

e Dragendorffovo ¢inidlo (pfipravovano v laboratoii)’

4.1.3.Material pro analytickou a preparativni tenkovrstvou

chromatografii

e Kieselgel SiO; 60 F254, Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou
silikagelu pro TLC; hloubka vrstvy 0,2 mm.
o Silikagel 60 GF254, Merck; pro ptipravu litych desek.
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4.1.4.Vyvijeci soustavy pro analytickou a preparativni

tenkovrstvou chromatografii

S1: cHx: EtbtNH -9 : 1
S2: cHx : EtbtNH —-95 : 5
S3: To:Et,NH—-95:5

4.1.5.Strukturni analyza pripravenych derivati
4.1.5.1. GC-MS analyza

GC-MS analyza byla pouzita za i€elem urceni molekulové hmotnosti pfipravenych
latek. K analyzdm byl pouzit plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim v EI
rezimu pii  70eV. Kseparaci byla pouzita kolona typu DB-5 MS
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Teplotni rozsah byl od 100-300 °C, pfi¢emz v rozmezi
teplot od 100—180 °C vzrustala teplota o 15 °C/min. Pfi dosazeni 180 °C byla po dobu
jedné minuty tato teplota udrzovana a nasledné stoupala do 300 °C rychlosti 5 °C/min
a poté opét na této hodnoté udrzovana 40 minut.

Teplota nasttiku vzorku na kolonu byla 280 °C s rychlosti priitoku nosného plynu
(hélia) 0,8 ml/min. Detekéni rozmezi m/35-600. Koncentrace nastiikovaného vzorku
v metanolu byla 1 mg/ml.

Ziskané znamé latky byly porovnény s daty v literatufe, strukturn€ nepopsané latky

byly charakterizovany poprvé.

4.1.5.2. ESI-MS analyza

Latky obtizné ionizujici za podminek méteni EI spekter byly analyzovany za
ucelem ziskani hodnot Mr pomoci ESI ionizace na LC/MS Thermo Finningan
LCQDuo, iontovd past, ionizace elektrosprejem v kladném modu (ESI+). MS/MS
spektra byla méfena pii kolizni energii 40 eV. Latky pro provadéné experimenty byly

rozpustény v metanolu (1 mg/ml).
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4.1.5.3. Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

(ESI-HRMS analyza)

Tato metoda byla pouzita za ufelem urceni pfesné¢ hodnoty nové ptipravenych,
v literatufe dosud nepopsanych sloucenin. Hmotnostni spektra byla méfena
spektrometrem s vysokym hmotnostnim rozliSenim UHPLC Waters Acquity I-Class
s ionizaci elektrosprejem v kladném mddu, a kombinovanym analyzatorem — kvadrupdl
s analyzatorem doby letu Waters Synapt G7-Si. Vzorky byly méfeny v roztoku MeCN.

Nasledné doslo k porovnéavani teoretického m/ s experimentalné zjisténym.

4.1.54. NMR analyza

NMR spektra byla métena v roztocich CDCls ptipadné CDs;OD pfi teploté 25 °C
na spektrometru Varian Iniova 500 pracujicim p¥i 499,87 MHz pro 'H jadra a 125,70
MHz pro "C jadra. K ozafovani a detekci signalu byla pouzita OneNMR sonda,
Sirokopasmova dvoukanalové gradientni sonda s regulaci teploty. Chemické posuny
byly zméteny jako hodnoty J pars per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k TMS
jako standardu pomoci zbytkového signdlu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu
pro CDCl; jsou u atomtl 'H ¢ = 7,26 ppm a u atomii °C § = 77,0 ppm, pro CD;0D jsou
vatomit 'H 6=3,30ppm a u “C §=49,0ppm. Mdienimi ziskand data jsou
prezentovéana v nasledujicim potadi: chemicky posun (6), integrovana intenzita '"H NMR
spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletu,

m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integra¢ni konstanta (Hz).

4.1.5.5. Opticka otacivost

Opticka otacivost byla méfena v roztocich alkaloidii pfi 20 °C na automatickém
polarimetru ADP 220 BS v prostiedi metanolu nebo etanolu a specificka otacivost byla

dopoctena dle vzorce:

. 100 x a
lalp = ——~71—
t — teplota méteni

D — linie sodikového svétla = 589,3 nm

o, — namétena otacivost [°C]

¢ — koncentrace naméfeného alkaloidu [g x 100 ml™]
1 - délka kyvety [dm]
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4.1.6. Metody pro screening biologickych aktivit pripravenych

sloucenin

4.1.6.1. Stanoveni inhibi¢ni aktivity pripravenych derivati vici

erytrocytarni AChE a sérové BuChE

Inhibi¢ni aktivita téchto enzymii byla méfena na Katedie farmaceutické botaniky
a ekologie, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Méfeni provadél prof. RNDr.
Lubomir Opletal, CSc. ato ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie,
Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany, pod vedenim plk. doc. PharmDr.
Daniela Juna, Ph.D. Podrobny popis této metody je mozno nalézt v nasledujici literatuie

(Cahlikov4 et al., 2011).%

4.1.6.2. Stanoveni inhibi¢ni aktivity pripravenych derivatua vici POP

Me¢éfeni inhibi¢ni aktivity vii¢i prolyloligopeptidase bylo uskutecnéno ve spolupraci
s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi,
Univerzity obrany Hradec Kralové. Meéfeni provadéla Mgr. Martina Hrabinova.
Podrobny popis metody je mozno nalézt v nasledujici literatufe (Cahlikova et al.,

2015).

4.1.6.3. Stanoveni cytotoxické aktivity pripravenych derivati

Stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych derivati bylo provedeno ve spolupraci
s Katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Fakulty agrobiologie, potravinovych
a ptirodnich zdroji, Ceské zemédélské univerzity v Praze. Testovani provadél Ing. Ivo
Doskocil a podrobny popis provadénych experimentli je mozno nalézt v nésledujici
literatute (Doskoéil et al., 2015).”

Stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych derivati na dalSich liniich bylo dale
provedeno ve spolupraci s Katedrou biologickych a biochemickych véd, Fakulty
chemicko-technologické, Univerzity Pardubice, za vyuziti syst¢ému xCELLigence.

Testovani provadél RNDr. Radim Havelek, Ph.D.
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4.2. Pripravy syntetickych derivati Amaryllidaceae alkaloidi

a jejich strukturni identifikace

Alkaloidy pouzité pro ptipravu polosyntetickych analog byly vybrany s ohledem
na jejich biologickou aktivitu ana skuteCnost, zda byly tyto latky izolovany
v mnozstvich dovolujicich ptipravu cilenych analog. Z téchto diivoda byly pro ptipravu
pilotnich derivatt vybrany alkaloidy haemanthidin, haemanthamin a lykorin izolované
z cibuli rostliny Zephyrantes robusta.®’

Struktury syntetizovanych latek byly urceny na zakladé interpretace hmotnostnich
spekter, 'H- a C-NMR spekter, optické otaGivosti a porovnanim ziskanych dat

s literaturou. ' Nové ziskané latky byly strukturné charakterizovany.

4.2.1.Syntéza a strukturni analyza derivati haemanthaminu

4.2.1.1. Priprava 11-0O-acetylhaemanthaminu (LC-6)

OMe

=

o JrorninnHO o pyr, RT
o) X \) —
o N
Sumarni vzorec: C;7H9NOy Sumarni vzorec: C;9H>NOs
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 343,38

Obr. 22: Schéma syntézy 11-O-acetylhaemanthaminu

15 mg (0,05 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo v 2 ml suchého pyridinu.
Nasledné bylo ptidano 100 pl (1,06 mmol) acetanhydridu. Smeés byla michana pfii
pokojové teplot¢ 3 hodiny. Reakéni smés byla poté odpafena do sucha
a chromatografovana pomoci prepara¢ni TLC. Pouzitd mobilni faze byla To : Et,NH
95 : 5. Zoéna s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta a odpafena. Bylo
ziskano 14 mg 11-O-acetylhaemanthaminu ve formé bilych krystali. Vytézek reakce

byl 82 %.
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Strukturni analyza 11-O-acetylhaemanthaminu (LC-6)

EI-MS studie

EIMS m/ (%): 343 (M", 100); 300 (4); 284 (17); 268 (12); 252 (16); 224 (28); 211 (16);
188 (11); 181 (19).

Abundance Average of 23.068 to 23.105 min.: 1824LC.D\data.ms (-}
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Obr. 23: EI-MS studie 11-O-acetylhaemanthaminu

NMR studie

Obr. 24: Struktura 11-0-acetylhaemanthaminu

"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):*

6.89 (1H, s, H-10), 6.46 (1H, s, H-7), 6.32 (1H, d, J=10.0 Hz, H-1), 6.15 (1H, dd,
J=5.1Hz, J=10.0 Hz, H-2), 5.89 (2H, s, OCH;0), 4.97 (1H, t, J= 5.0 Hz, H-11), 4.37
(1H, d, J=16.8 Hz, H-6), 3.84 (1H, br s, H-3), 3.75 (1H, d, J=16.8 Hz, H-6), 3.61
(1H, d, J=16.1 Hz, H-12), 3.39 (2H, m, H-4a, H-12), 3.35 (3H, s, OMe), 2.07 (2H, m,
H-4), 1.96 (3H, s, OCOCH3).
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BC NMR (125 MHz, 8, CDCl; 25 °C):**

169.8 (s, OCOCH3), 146.5 (s, C-9), 146.3 (s, C-8), 133.8 (s, C-10a), 129.3 (d, C-2),
127.2 (d, C-1), 125.8 (s, C-6a), 106.4 (d, C-7), 103.7 (d, C-10), 100.7 (t, OCH,0), 79.9
(d, C-11), 72.2 (d, C-3), 62.7 (d, C-4a), 60.7 (t, C-12), 60.1 (t, C-6), 56.3 (q, OMe), 49.0
(s, C-10b), 27.8 (t, C-4), 21.0 (g, OCOCHs).

Opticka otacivost

[a]p™’ =-5,6 ° (¢ 0.98, EtOH).

4.2.1.2. Priprava 11-O-propionylhaemanthaminu (LC-12)

OMe OMe
nonnmHO pyr, RT ] e YanunmQ
< \\“ O
o N
Sumarni vzorec: C;7H;9NO4 Sumarni vzorec: C,o0H23NOs5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 357,41

Obr. 25: Schéma syntézy 11-O-propionylhaemanthaminu

56 mg (0,186 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Naésledné bylo ptidano 150 ul (1,17 mmol) propionylanhydridu. Smés byla michéna pti
pokojové teploté 12 hodin. Reakéni smés byla poté odpafena do sucha
a chromatografovana pomoci prepara¢ni TLC. Pouzitd mobilni faze byla To : Et,NH
95 : 5. Zoéna s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta a odpafena. Bylo
ziskano 30 mg 11-O-propionylhaemanthaminu ve formé bezbarvého oleje. Vytézek

reakce byl 45 %.
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Strukturni analyza 11-O-propionylhaemanthaminu (LC-12)

EI-MS studie

Abundance Average of 24,344 to 24,406 min.; 2148LC.D\data. ms
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Obr. 26: EI-MS studie 11-O-propionylhaemanthaminu

ESI-HRMS studie

m/z experimentalni — 358,1657 (m/z teoterickd — C2oH3NOs [M+H]" 358,1649)

NMR studie

Obr. 27: Struktura 11-O-propionylhaemanthaminu

"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):

6.89 (1H, s, H-10), 6.45 (1H, s, H-7), 6.33 (1H, d, J=10,3 Hz, H-1), 6.13 (1H, dd,
J=10,3 Hz, J=4,9 Hz, H-2), 5.89-5.87 (2H, m, OCH20), 4.96 (1H, dd, J=7,3 Hz,

J=6,8 Hz, H-11), 433 (1H, d, J = 17,1 Hz, H-6), 3.84-3.79 (1H, m, H-3), 3.70 (1H, d,
J=17,1 Hz, H-6), 3.42-3.32 (2H, m, H-12), 3.34 (3H, s, OCH3), 3.29 (1H, dd,
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J=14,2 Hz, J= 3,9 Hz, H-4a), 2.30-2.16 (2H, m, OCOCH2), 2.06-1.99 (1H, m, H-4),
1.93 (1H, dt, J= 13,7 Hz, J = 3,9 Hz, H-4), 1.08 (3H, t, /= 7,6 Hz, CH3).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl;,25 °C):

173.3 (0CO), 146.6 (C-9), 146.4 (C-8), 134.3 (C-10a), 129.3 (C-1), 127.7 (C-2), 126.5
(C-6a), 106.5 (C-7), 103.9 (C-10), 100.8 (OCH20), 80.0 (C-11), 72.5 (C-3), 62.7 (C-6),
61.2.7 (C-4a), 60.6 (C-12), 56.4 (OCH3), 49.2 (C-10b), 28.3 (C-4), 27.8 (OCOCH2),
9.0 (CH3).

Opticka otacivost

[a]p™ =-8,3 ° (¢ 0.792, CHCL).

4.2.1.3. Priprava 11-O-isobutyrylhaemanthaminu (LC-11)
= OMe
\\\\\ ‘"-|u||||||o
0 \) 77—
< \\\‘ O
o) N
Sumarni vzorec: C;7H;9NO4 Sumarni vzorec: C,;Hy5sNOs
Molarni hmotnost: 371,43 Molarni hmotnost: 371,43

Obr. 28: Schéma syntézy 11-O-isobutyrylhaemanthaminu

64 mg (0,212 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.
Nasledné bylo ptidano 150 ul (0,905 mmol) isobutyrylanhydridu. Smés byla michana
pfi pokojové teploté 12 hodin. Reakéni smés byla poté odpafena do sucha
a chromatografovana pomoci prepara¢ni TLC. Pouzitd mobilni faze byla To : Et,NH
95 : 5. Zoéna s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta a odpatena. Bylo
ziskano 21,5 mg 11-O-isobutyrylhaemanthaminu ve form¢ bezbarvého oleje. Vytézek

reakce byl 27 %.
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Strukturni analyza 11-O-isobutyrylhaemanthaminu (LC-11)

EI-MS studie

EIMS m/ (%): 371 (M", 100); 342 (6); 300 (12); 283 (30); 268 (35); 252 (20); 224 (53);

181 (24).
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Obr. 29: EI-MS studie 11-O-isobutyrylhaemnthaminu

NMR studie

Obr. 30:

268.1

262.1

J

kil

Struktura 11-O-isobutyrylhaemanthaminu

"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):*

300.1
342.2

|3121 3271 ﬂ 3561 |

I ’ 386. 9 393.!

40 250 260 270 280 290 ECIIJ .’MU 320 330 340 350 390 370 38[) SQIJ

6.90 (1H, s, H-10), 6.45 (1H, s, H-7), 6.32 (1H, d, J=10,3 Hz, H-1), 6.13 (1H, dd,
J=10,3 Hz, J=4,9 Hz, H-2), 5.89-5.87 (2H, m, OCH20), 4.93 (1H, dd, J =73 Hz,
J=3,4Hz, H-11), 434 (1H, d, J = 16,6 Hz, H-6), 3.83-3.79 (1H, m, H-3), 3.70 (1H, d,
J=17,1 Hz H-6), 3.42-332 (2H, m, H-12), 3.35 (3H, s, OCH3), 3.28 (1H, dd,
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J =142 Hz, J = 3,4 Hz, H-4a), 2.49-2.38 (1H, m, OCOCH), 2.07-2.00 (2H, m, H-4),
1.10 3H, d, J = 6,9 Hz,CH3), 1.10 (3H, d, J = 6,9 Hz,CH3).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl; 25 °C):**

175.9 (0CO), 146.6 (C-9), 146.4 (C-8), 134.3 (C-10a), 129.3 (C-1), 127.7 (C-2), 126.5
(C-6a), 106.5 (C-7), 103.9 (C-10), 100.8 (OCH20), 79.7 (C-11), 72.6 (C-3), 62.7 (C-6),
61.2 (C-4a), 60.6 (C-12), 56.4 (OCH3), 49.2 (C-10b), 33.8 (C-4), 28.3 (OCOCH), 19.0
(CH3), 18.6 (CH3).

Opticka otacivost

[a]p™ = +3.8 ° (¢ 1.3, EtOH).

4.2.14. Pfiprava apohaemanthaminu (LC-25)

Sumarni vzorec: C;7H;9NO4 Sumarni vzorec: Ci¢H;5sNOs

Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 269,3

Obr. 31: Schéma syntézy 11-O-apohaemanthaminu

80 mg (0,265 mmol) haemanthaminu bylo rozpusténo v 5 ml 6M HCI a zahtéato na
100 °C. Smés byla zahtivana po dobu 4 hodin. Po zchladnuti reakéni smési byl ptidan
10% Na,CO; do pH hodnoty 9-10. Smés byla extrahovana tiikrat 20 ml CHCl;.
Organickd faze byla odpafena do sucha a pieciSténa za vyuziti preparativni TLC
smobilni fazi To:Et;NH 95:5. Bylo =ziskano 19mg bilé pevné latky
apohaemanthaminu ve form¢ bilych krystali. Vytézek reakce byl 27 %.
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Strukturni analyza apohaemanthaminu (LC-25)

ESI-MS studie

ESI-MS m/ [M+H]" 270(100). MS/MS m/ 210,94 (100), 181,00 (70).

LC-25#16 RT: 0.17 AV: 1 NL: 1.38E7
T: + c ESI Full ms [ 150.00-600.00]
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Obr. 32: MS (nahote) a MS2 (dole) studie apohaemanthaminu
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NMR studie
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Obr. 33: Struktura apohaemanthaminu
"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):*

6.91 (1H, s, H-10), 6.80 (1H, dd, J=3.1 Hz, J=8.5 Hz, H-2), 6.71 (1H, d, J=8.5 Hz,
H-1), 6.57 (1H, s, H-7), 5.91 (1H, br s, OCH,0), 5.90 (1H, br s, OCH,0), 4.40 (1H, br
s, H-3), 4.34 (1H, d, J = 16.6 Hz, H-6), 3.81 (1H, d, J= 16.6 Hz, H-6), 3.69 (1H, s, H-
11),3.21 (2H, s, H-12), 3.19 (1H, d, J = 6.1 Hz, H-4a), 1.87 (2H, m, H-4).

BC NMR (125 MHz, 8, MeOD 25 °C):**

147.0 (s, C-9), 146.8 (s, C-8), 137.4 (d, C-2), 130.1 (s, C-10a), 128.5 (d, C-1), 124.9 (s,
C-6a), 106.0 (d, C-7), 105.6 (d, C-10), 100.7 (t, OCH,0), 80.2 (d, C-11), 64.6 (d, C-3),
60.5 (t, C-12), 60.3 (d, C-4a), 58.6 (t, C-6), 49.0 (s, C-10b), 34.1 (t, C-4).

Opticka otacivost

[a]p™’=+91,5 ° (¢ 0.6, MeOH).
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4.2.2.Syntéza a strukturni analyza derivati haemanthidinu

4.2.2.1. Priprava 6,11-di-O-acetylhaemanthidinu (LC-4)

OMe

S w
OH
Sumarni vzorec: C;7H;9NOs Sumarni vzorec: C,;Hy3NO4
Molarni hmotnost: 317,34 Molarni hmotnost: 401,42

Obr. 34: Schéma syntézy 6,11-di-O-acetylhaemanthidinu

20 mg (0,063 mmol) haemanthidinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu.

Nasledné byl pfidan 1 ml (10,6 mmol) acetanhydridu. Reakéni smés byla michéna pfi

pokojové teploté 3 hodiny, poté byla odpafena do sucha a chromatografovana pomoci

preparacni TLC za pouziti mobilni faze cHx : Et,NH 95 : 5. Zéna s produktem byla

separovana z preparacni desky, promyta a odpatena. Bylo ziskdno 15,5 mg 6,11-di-O-

acetylhaemanthidinu ve formé bilych krystalid. Vytézek reakce byl 61 %.
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Strukturni analyza 6,11-di-O-acetylhaemanthidinu (LC-4)

EI-MS studie

EIMS m/(%): 401 (M, 32); 386 (20); 359 (19); 342 (47); 327 (16); 299 (36); 284
(100); 268 (37); 254 (27); 224 (49); 209 (66); 181 (18).

Abundance Average of 25,794 to 25.843 min.: 1921LC.D\data.ms (-}
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Obr. 35: EI-MS studie 6,11-di-O-acetylhaemanthidinu

NMR studie

Obr. 36: Struktura 6,11-di-O-acetylhaemanthidinu
"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):*

6.89 (1H, s, H-7), 6.63 (1H, s, H-10), 6.31 (1H, d, J=10.0 Hz, H-1), 6.18 (1H, dd,
J=48Hz, J=10.2 Hz, H-2), 6.12 (1H, s, H-6), 5.90 (2H, s, OCH,0), 4.90 (1H, t,
J=6.6Hz, H-11), 3.85 (1H, br s, H-3), 3.62 (2H, m, H-12, H-4a), 3.43 (1H, d,
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J=7.2Hz, H-12), 3.35 ( 3H, s, OMe), 2.12 (3H, s, OCOCH3), 1.97 (3H, s, OCOCHj3),
1.92 (2H, m, H-4).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl; 25 °C):**

170.1 (s, OCOCH;), 169.9 (s, OCOCH3), 148.1 (s, C-9), 146.5 (s, C-8), 136.1 (s, C-
10a), 129.6 (d, C-2), 126.6 (d, C-1), 124.6 (s, C-6a), 108.3 (d, C-7), 103.4 (d, C-10),
101.0 (t, OCH,0), 86.3 (d, C-6), 78.5 (d, C-11), 72.0 (d, C-3), 58.2 (d, C-4a), 56.3 (q,
OMe), 55.6 (t, C-12), 48.8 (s, C-10b), 27.6 (t, C-4), 21.2 (q, OCOCH;), 20.9 (q,
OCOCH3).

Opticka otacivost

[a]p™’=-0,7 ° (¢ 1.19, EtOH).
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4.2.3.Syntéza a strukturni analyza derivati lykorinu

4.2.3.1. Priprava 1,2-di-O-acetyllykorinu (LC-20)

+
LC-20 LC-20a
Sumarni vzorec: C16H17NO4 C20H21NO6 C]gH]gNOs
Molarni hmotnost: 287,32 371,39 329,35

Obr. 37: Schéma syntézy 1,2-di-O-acetyllykorinu

40 mg (0,139 mmol) lykorinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Nasledné
bylo ptfidano 100 ul (1,06 mmol) acetanhydridu. Reakéni smés byla michana pfii
pokojové teploté 4 hodiny, poté byla odpafena do sucha a chromatografovana pomoci
preparacni TLC za pouziti mobilni faze To : EGNH 95 : 5. Zona s produktem byla
separovana z preparacni desky, promyta a odpafena. Bylo ziskdno 47 mg 1,2-di-O-
acetyllykorinu ve formé bilych krystald. Vytézek reakce byl 91 %.

Z preparacni desky byla izolovana i druhd zo6na, ktera byla promyta a bylo ziskéano
12 mg latky ve formé bilych krystald, ktera byla na ziklad€ strukturni analyzy

identifikovéana jako 2-O-acetyllykorin. Jedn4 se o vedlejsi produkt reakce.

< | —— diderivat

S — —— mono derivat

Obr. 38: TLC
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Strukturni analyza 1,2-di-O-acetyllykorinu (LC-20, hlavni produkt reakce)

EI-MS studie

EIMS m/ (%): 371 (IM]+, 17); 311 (16); 268 (13); 252 (100); 238 (4): 226 (31); 222 (9);
192 (4).

AbundanceI Average of 25.756 to 25.794 min.: 2707LC.D\data.ms (-)
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Obr. 39: EI-MS 1,2-di-O-acetyllykorinu

NMR studie

Obr. 40: Struktura 1,2-di-O-acetyllykorinu

"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):*

6.73 (1H, s, H-10), 6.56 (1H, s, H-7), 5.89 (2H, br s, OCH,0), 5.71 (1H, s, H-1), 5.51
(1H, s, H-3), 5.23 (1H, s, H-2), 4.14 (1H, d, J = 14.1 Hz, H-6), 3.51 (1H, d, J= 14.1 Hz,
H-6), 3.35 (1H, dd, J=4.1 Hz, J=8.4 Hz, H-12), 2.86 (1H, d, J=10.1 Hz, H-10b),
2.75 (1H, d, J=10.2 Hz, H-4a), 2.62 (2H, br s, H-11), 2.39 (1H, dd, J= 8.6 Hz,
J=17.4 Hz, H-12), 2.05 (3H, s, OCOCH3), 1.93 (3H, s, OCOCH3) ppm.
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BC NMR (125 MHz, 8, CDCl; 25 °C):*

169.7 (s, OCOCH3), 169.5 (s, OCOCH;), 146.1 (s, C-8), 146.0 (s, C-9), 145.8 (s, C-4),
129.1 (s, C-6a), 126.3 (s, C-10a), 113.5 (d, C-3), 107.0 (d, C-7), 104.8 (d, C-10), 100.7
(t, OCH,0), 70.6 (d, C-2), 68.9 (d, C-1), 60.9 (d, C-4a), 56.6 (t, C-6), 53.3 (t, C-12),
40.2 (d, C-10b), 28.4 (t, C-11), 20.9 (q, OCOCH3), 20.7 (q, OCOCH3).

Opticka otacivost

[a]p™’=+3.9 ° (¢ 0.1, MeOH).

Strukturni analyza 2-0O-acetyllykorinu (LC-20a, vedlejsi produkt reakce)

EI-MS studie
EIMS m/ (%): 329 (M+, 52); 268 (37); 250 (24); 240 (9); 226 (100); 192 (3).

Abundance Average of 24.815 to 24.864 min.: 2858LC D\dz;t;,emf [©]
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Obr. 41: EI-MS 2-O-acetyllykorinu
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NMR studie

Obr. 42: Struktura 2-O-acetyllykorinu
"H NMR (400 MHz, 6, CDCls, 25 °C):*!

6.81 (1H, s, H-11), 6.60 (1H, s, H-8), 5.94 (1H, d, J = 1.6 Hz, OCH,0), 5.92 (1H, d,
J=1.2Hz, OCH,0), 5.47 (1H, m, H-3), 5.32 (1H, m, H-2), 4.52 (1H, s, H-1), 4.14 (1H,
d, J=14.0 Hz, H-7p), 3.53 (1H, d, J=14.0 Hz, H-7a), 3.37 (1H, ddd, J=9.0, 4.5,
4,5 Hz, H-5B), 2.79 (1H, br d, J= 10.4 Hz, H-11c¢), 2.71 (1H, br d, J = 10.4 Hz, H-11b),
2.65 (2H, overlapped, Hy-4), 2.38 (1H, ddd, J=8.9, 8.9, 8,9 Hz, H-5a), 2.09 (3H, s,
COCHL).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl; 25 °C):*!

170.6 (OCOCH3), 146.6 (C-10), 146.4 (C-9), 146.0 (C-3a), 130.2 (C-11a), 127.0 (C-7a),
113.6 (C-3), 107.7 (C-8), 104.6 (C-11), 101.0 (OCH,0), 73.7 (C-2), 69.4 (C-1), 60.7
(C-11c), 58.3 (C-7), 57.0 (C-5), 41.8 (C-11b), 29.4 (C-4), 21.3 (OCOCH3).

Opticka otacivost

[a]p™ = +30,8 ° (¢ 0.052, CHCL).
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4.2.3.2. Priprava 1,2-di-O-propionyllykorinu (LC-37)

LC-37 LC-37a
Sumarni vzorec: C16H17NO4 C22H25NO6 C19H21N05
Molarni hmotnost: 287,32 399,44 343,38

Obr. 43: Schéma syntézy 1,2-di-O-propionyllykorinu

40 mg (0,139 mmol) lykorinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Nasledné
bylo ptidano 100 ul (0,78 mmol) propionylanhydridu. Reakéni smés byla michana pfti
pokojové teploté 4 hodiny, poté byla odpafena do sucha a chromatografovana pomoci
preparacni TLC za pouziti mobilni faze byla To : Et;NH 95 : 5 a nasledné cHx : Et;,NH
95 : 5. Zoéna s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta a odpatena. Bylo
ziskano 32,5 mg 1,2-di-O-propionyllykorinu ve form¢ bilych krystalti. Vytézek reakce
byl 58 %.

Z preparacni desky byla izolovana idruhd zoéna, kterd byla promyta. Ziskalo se
10,5 mg latky ve formé bilych krystali identifikovanych na zékladé strukturni analyzy
jako 2-O-propionyllykorin. Jedn4 se vedlejsi produkt reakce (Obr. 38).
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Strukturni analyza 1,2-di-O-propionyllykorinu (LC-37, hlavni produkt reakce)

EI-MS studie
EIMS m/ (%): 399 (M, 7); 325 (13); 268 (11); 252 (100); 226 (19); 194 (5).
Abundance Average of 27.664 to 27.726 min.: Zszg%ﬁ.D\data.ms )
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Obr. 44: EI-MS studie 1,2-di-O-propionyllykorinu

NMR studie

Obr. 45: Struktura 1,2-di-O-propionyllykorinu
"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):*

6.73 (1H, s, H-10), 6.56 (1H, s, H-7), 5.90 (2H, br s, OCH,0), 5.73 (1H, s, H-1), 5.52
(1H, s, H-3), 5.24 (1H, s, H-2), 4.15 (1H, d, J = 14.1 Hz, H-6), 3.52 (1H, d, J = 14.1 Hz,
H-6), 3.36 (1H, ddd, J = 4.7 Hz, J=9.0 Hz, J = 9.0 Hz, H-12), 2.88 (1H, d, J=10.2 Hz,
H-10b), 2.78 (1H, J = 10.4 Hz, H-4a), 2.63 (2H, br s, H-11), 2.41 (1H, m, H-12), 2.33
(2H, q, J = 7.5 Hz, CH,CH3), 2.19 (2H, q, J = 7.5 Hz, CH,CH3), 1.14 (3H, t, J = 7.5 Hz,
CH,CHs), 1.00 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH,CH).
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BC NMR (125 MHz, 8, CDCl;,25°C):*

173.2 (s, C=0), 172.9 (s, C=0), 146.1 (s, C-8), 146.0 (s, C-9), 145.6 (s, C-4), 129.0 (s,
C-6a), 126.4 (s, C-10a), 113.7 (d, C-3), 107.0 (d, C-7), 104.8 (d, C-10), 100.7 (t,
OCH,0), 70.5 (d, C-2), 68.8 (d, C-1), 61.0 (d, C-4a), 56.6 (t, C-6), 53.4 (t, C-12), 40.3
(d, C-10b), 28.4 (t, C-11), 27.3 (t, CH,CHs), 27.2 (t, CH,CHs), 8.7 (q, CH,CHs), 8.7 (g,
CH,CH).

Opticka otacivost

[a]p™’=+111,2° (¢ 0.16, MeOH).

Strukturni analyza 2-O-propionyllykorinu (LC-37a, vedlejsi produkt reakce)

.
EI-MS studie
Abundance Average of 27.826 to 27.900 min.: 2855LC.D\data.ms (-)
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Obr. 46: EI-MS studie 2-O-propionyllykorinu

ESI-HRMS studie

m/z experimentalni — 344,1506 (m/z teotericka — CoHy NOs [M+H]" 344,1492)
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NMR studie

Obr. 47: Struktura 2-O-propionyllykorinu
"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25°C):

6.82 (1H, s, H-10), 6.61 (1H, s, H-7), 5.94 (2H, dd, J= 11,3 Hz, J = 1,5 Hz, OCH20),
5.50-5.47 (1H, m, H-1), 5.36-5.33 (1H, m, H-3), 4.52 (1H, s, H-2), 4.16 (1H, d,
J=13,7 Hz, H-6), 3.55 (1H, d, J= 13,7 Hz, H-12), 3.41-3.34 (1H, m, H-4a), 2.83 (1H,
d, J=10,5 Hz, H-10b), 2.72 (1H, d, J= 10,3 Hz, H-12), 2.69-2.64 (2H, m, H-11, H-6),
2.37 (2H, q, J = 7,5 Hz, OCOCH2), 1.17 (3H, d, J = 7.5 Hz, CH3).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl;,25°C):

174.0 (OCOCH2CH3), 146.6 (C-9), 146.4 (C-8), 145.9 (C-4), 130.0 (C-6a), 127.1 (C-
10a), 113.8 (C-3), 107.7 (C-7), 104.6 (C-10), 101.0 (OCH20), 73.5 (C-2), 69.4 (C-1),
60.7 (C-4a), 57.0 (C-6), 53.7 (C-12), 41.8 (C-10b), 29.7 (C-11), 28.7 (OCOCH2), 9.1
(CH3).

Opticka otacivost

[a]p™’ =-36,4 ° (¢ 0.121, CHCl).
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4.2.3.3. Priprava 1,2-di-O-isobutyryllykorinu (LC-38)

O

LC-38 LC-38a
Sumarni vzorec: C16H17NO4 C24H29NO6 C20H23N05
Molarni hmotnost: 287,32 427,50 357,41

Obr. 48: Schéma syntézy 1,2-di-O-isobutyryllykorinu

40 mg (0,139 mmol) lykorinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Nasledné
bylo ptiddno 100 pl (0,603 mmol) isobutyrylanhydridu. Reakéni smés byla michéna pfi
pokojové teploté 4 hodiny, poté byla odpafena do sucha a chromatografovana pomoci
preparacni TLC za pouziti mobilni faze cHx : Et;NH 9 : 1. Zona s produktem byla
separovana z preparacni desky, promyta a odpafena. Bylo ziskdno 9,5 mg 1,2-di-O-
isobutyryllykorinu ve formé bilych krystali. Vytézek reakce byl 16 %.

Z preparacni desky byla izolovéana i druhéd zona. Ta byla promyta a ziskaly se 2 mg
latky ve formé bilych krystall, na zaklad€ strukturni analyzy identifikovanych jako 2-
O-isobutyryllykorin. Jedna se vedlejsi produkt reakce (Obr. 38).
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Strukturni analyza 1,2-di-O-isobutyryllykorinu (LC-38, hlavni produkt reakce)

EI-MS studie

Abundance Average of 27.801 to 27.863 min.: 2895LC.D\data.ms (-)
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Obr. 49: EI-MS studie 1,2-di-O-isobutyryllykorinu

ESI-HRMS studie

m/z experimentalni — 428,2074 (m/z teoterickd — Ca4HoNOg [M+H]" 428,2068)

NMR studie

Obr. 50: Struktura 1,2-di-O-isobutyryllykorinu
"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25°C):

6.81 (1H, s, H-10), 6.61 (1H, s, H-7), 5.94 (2H, dd, J=9,3 Hz, J= 1,5 Hz, OCH20),
5.49-5.46 (1H, m, H-1), 5.34-5.31 (1H, m, H-3), 449 (1H, s, H-2), 4.16 (1H, d,
J= 13,7 Hz, H-6), 3.56 (1H, d, J = 14,2 Hz, H-6), 3.41-3.35 (1H, m, H-12), 2.85 (1H,
d, J= 10,8 Hz, H-4a), 2.73 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-10b), 2.70-2.65 (3H, m, H-11, H-12),
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2.60-2.53 (1H, m, OCOCH), 1.19 (3H, d, J= 6.9 Hz, CH3), 1.18 (3H, d, J=6,9 Hz,
CH3).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl;,25°C):

176.6 (OCOCHCH3CH3), 146.6 (C-9), 146.4 (C-8), 145.7 (C-4), 129.9 (C-6a), 127.1
(C-10a), 113.8 (C-3), 107.7 (C-7), 104.6 (C-10), 101.0 (OCH20), 73.2 (C-2), 69.3 (C-
1), 60.6 (C-4a), 56.9 (C-6), 53.7 (C-12), 41.7 (C-10b), 34.0 (C-11), 28.7 (OCOCH),
19.0 (CH3), 18.9 (CH3).

Opticka otacivost

[a]p™’=-41,1° (c 0.112, CHCl).

Strukturni analyza 2-O-isobutyryllykorinu (LC-38a, vedlejsi produkt reakce)

.
EI-MS studie
Abundance Average of 28.086 to 28.135 min.: 2907LC.D\data.ms (-)
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Obr. 51: EI-MS studie 2-O-isobutyryllykorinu

ESI-HRMS studie

m/ experimentalni — 358,1653 (m/z teotericka — C20H»3sNOs [M+H]" 358,1649)
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NMR studie

Obr. 52: Struktura 2-O-isobutyryllykorinu

"H NMR (500 MHz, 5, CDCl;, 25 °C):

6.73 (1H, s, H-10), 6.57 (1H, s, H-7), 5.90 (2H, dd, J= 3,4 Hz, J= 1,5 Hz, OCH20),
5.71 (1H, s, H-1), 5.53-5.50 (1H, m, H-3), 5.23-5.20 (1H, m, H-2), 4.17 (1H, d,
J= 14,2 Hz, H-6), 3.53 (1H, d, J = 14,2 Hz, H-6), 3.41-3.35 (1H, m, H-12), 2.89 (1H,
d, J= 10,3 Hz, H-4a), 2.79 ( 1H, d, J = 10,3 Hz, H-12), 2.69-2.63 (2H, m, H-11), 2.61—
2.51 (2H, m, OCOCH), 2.45-2.36 (1H, m, H-10b), 1.19 (3H, d, J= 6,8 Hz, CH3), 1.16
(3H, d, J= 6,9 Hz, CH3), 1.03 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3), 0.94 (3H, d, J = 6,9 Hz, CH3).

BC NMR (125 MHz, 8, CDCl;,25 °C):

175.9 (0CO), 175.8 (OCO), 146.3 (C-9), 146.2 (C-8), 145.8 (C-4), 129.3 (C-6a), 126.6
(C-10a), 113.9 (C-3), 107.2 (C-7), 105.1 (C-10), 100.9 (OCH20), 70.7 (C-2), 69.0 (C-
1), 61.3 (C-4a), 56.9 (C-6), 53.6 (C-12), 40.7 (C-10b), 33.9 (C-11), 33.8 (OCOCH),
28.6 (OCOCH), 18.9 (CH3), 18.8 (CH3), 18.7 (CH3), 18.6 (CH3).

Opticka otacivost

nezméieno (nedostatecné mnozstvi latky)
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5. VYSLEDKY

5.1. Priprava polosyntetickych derivati

V ramci této diplomové prace se podafilo pfipravit pilotni derivaty od alkaloid
haemanthaminu, haemanthidinu a lykorinu. Od haemanthaminu byly pfipraveny 11-O-
acetylhaementhamin ~ (LC-6),  11-O-propionylhaemanthamin  (LC-12), 11-O-
isobutyrylhaemanthamin (LC-11) a apohaemanthamin (LC-25). VSechny latky byly
ziskany v mnozstvich, kterd umoziovala kompletni strukturni analyzy 1 vybrané
biologické testy. Latky LC-6, LC-11 aLC-25 byly ptipraveny podle literatury.®
Vytézky reakci se pohybovaly vrozmezi 27-82 %, coz az na vytézek 11-O-
isobutyrylhaeamanthaminu odpovidd vychozim informacim. Latka LC-12 byla
ptipravena vibec poprvé. V ramci této prace byla kompletné popsana NMR a MS data.

Vzhledem k omezenému mnozstvi haemanthidinu byl od tohoto alkaloidu
pfipraven pouze jeden derivat ato 6,11-di-O-acetylhaemanthidin (LC-4), ktery byl jiz
diive syntetizovan a testovan. Jeho vyt&zek neodpovida literatuie.®

Vzhledem k Siroké biologické aktivité lykorinu a jeho dobré dostupnosti, byla
vramci této diplomové prace zapocata piiprava rozsahlej$i série jeho derivati za
GiGelem testovani vybranych biologickych aktivit. Dle literatury™ byly piipraveny latky
1,2-di-O-acetyllykorin (LC-20), 2-O-acetyllykorin (LC-20a) a 1,2-di-O-
propionyllykorin (LC-37). Vytézky jednotlivych reakci byly v dobré shod¢ s literaturou.
Latky 2-O-propionyllykorin (LC-37a), 1,2-di-O-isobutyryllykorin (LC-38) a 2-O-
isobutyryllykorin (LC-38a) byly pfipraveny vibec poprvé. Z diivodu malého vytézku
(pouze 2 mg) 2-O-isobutyryllykorinu (LC-38a) bude nutné pro zmeéfeni optické
otacCivosti a biologickych testli reakci zopakovat. Zbytek téchto latek byl kompletné
popsan (NMR, MS).

5.2. Screening biologickych aktivit

5.2.1.Inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE, BuChE a POP

Na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie se dlouhodobé testuji latky
ptirodnitho a nové i polysyntetického plivodu na jejich inhibici vici erytrocytarni

acetylcholinesterase, sérové butyrylcholinesterase a prolyloligopeptidase.
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V ramci testll inhibicni aktivity pfipravenych latek vic¢i AchE a BuChE byly
prozatim studovany latky LC-11, LC-12, LC-37 a LC-38. Ostatni budou testovany
v blizké budoucnosti.

Latky testované v prvni sérii vi€¢i AChE a BuChE nevykazaly zajimavou inhibici
téchto enzymli pro vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby az na 1,2-di-O-
isobutyryllykorin, jehoz hodnota ICsg gyche = 36,21 + 3,77 uM a poskytuje tak moznost
dalsiho testovani. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 9).

Tabulka 9: Hodnoty ICs, testovanych derivati viici AChE a BuChE

y v e IC50 (],IM)
Testované slouceniny AChE BuChE
11-O-propionylhaemanthamin LC-12 2768,75 £ 604,58 437,73 £ 38,28
11-0O-isobutyrylhaemanthamin LC-11 876,63 £ 101,01 120,53 + 14,59
1,2-di-O-propionyllykorin LC-37 935,28 + 227,83 511,05 + 70,68
1,2-di-O-isobutyryllykorin LC-38 301,38 £22,78 36,21 + 3,77

Vzhledem k roli POP jako podplrné terapie v 1écbé AD, byla snaha testovat
pfipravené derivaty i na jejich inhibi¢ni aktivitu vic¢i POP. VétSina testovanych latek
bohuzel neSla zméfit z divodu Spatné rozpustnosti a vypadavani latek zroztoku
v priabéhu testu. Jednalo se o isobutyrylhaemanthamin (LC-11), 1,2-di-O-acetyllykorin
(LC-20), 2-O-acetyllykorin (LC-20a), 1,2-di-O-propionyllykorin (LC-37) a 1,2-di-O-
isobutyryllykorin (LC-38). Jedinou latkou, kterou bylo mozné otestovat, byl pouze 11-
O-propionylhaemanthamin. Vysledky studie ukazaly viici POP zajimavé hodnoty a jeho
potencial pro dalsi testovani. V tabulce (Tabulka 10) mizeme vidét srovnani 11-O-

propionylhaemanthaminu se standardem baikalinem.

Tabulka 10: Srovnani propionylhaemanthaminu vii¢i POP se standardem

Testované slouceniny POP ICsp (mM)
11-O-propionylhaemanthamin LC-12 0,284 +,011
baikalin 0,194 +£0,014

5.2.2.Protinadorova aktivita

Studované latky jsou v ramci spoluprace s Fakultou agrobiologie, potravinovych
a pfirodnich zdroji, Ceské zemédélské univerzity v Praze, dlouhodobé testovany na
jejich toxicitu vuci stfevnim nadorovym liniim Caco-2 a HT-29 a jedné zdravé linii
sttevnich fibroblastd FHS-74-int. Vzhledem k ndro€nosti biologickych testti byly
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prozatim testovany dva piipravené derivaty lykorinu ato 1,2-di-O-acetyllykorin (LC-
20) a 1,2-di-O-propionyllykorin (LC-37) za pouziti standardu vinorelbinu. Jak je vidét
z nasledujici tabulky (Tabulka 11), ani jedna latka nevykazala pozadovanou toxicitu

vici nekteré z testovanych bunéénych linii.

Tabulka 11: Hodnoty ICs, testovanych derivatli na vybrané stfevni bunécéné linie

y v e IC50 (],IM)
Testované slouceniny Caco2 HT-29 FHS-74int
1,2-di-O-acetyllykorin LC-20 > 10 > 10 >10
1,2-di-O-propionyllykorin | LC-37 > 10 > 10 >10
vinorelbin — 0,04 £ 0,01 nt 0,4+0,1

nt netestovano

5.2.3.Stanoveni cytotoxicity za vyuziti metody xCELLigence

Ptipravené derivaty byly déle studovany ve spolupraci s Fakultou chemicko-
technologickou, Univerzity Pardubice, za vyuziti metody RTCA SP na pfistroji
xCELLigence na buiikdch adenokarcinomu prsu SK-BR-3. Tato metoda umoZziuje
sledovani bun¢k v redlném case. Bunkky byly po 24 hodinach ovliviiovany vybranymi
koncentracemi zvolenych alkaloidi a DMSO. Tento vliv byl sledovan po dobu delsi nez
72 hodin v zavislosti na konkrétnim experimentu.

Kftivky na obrazku (Obr. 53) zaznamenavaji proliferaci bunék SK-BR-3 v ¢ase po
pusobeni jednotlivych koncentraci pfipravenych alkaloidii. Pro negativni kontrolu byl
pouzit 0,1% DMSO, na obrazku znazornéno zelenou kiivkou. Pozitivni kontrola, ke
které byl pouzit 5% DMSO, je znazornéna Cerné. Pti této koncentraci nastava bunécna
smrt a jiz nedochazi k obnove bunééné proliferace. Zmeéna v proliferaci bunék SK-BR-3
je vyjadfena zménou tzv. normalizovaného bunééného indexu a zméfend piistrojem
xCELLigence. Ziskana data jsou primérem hodnot ze i opakovanych méfeni. Sipka na
obrazku znazorfuje ¢as piidani derivatu, negativni a pozitivni kontroly.

Vsechny testované latky se pohybuji kolem zelené kiivky bez rozdilu koncentraci,

coz znamena, ze nepusobi cytotoxicky.
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Obr. 53: Analyza buné¢né proliferace v realném Case
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6. DISKUZE A ZAVER

Celed Amaryllidacac je zajimavou skupinou rostlin, ktera obsahuje fadu
vyznamnych latek. Po chemické strance se jedna o isochinolinové alkaloidy, které tvofi
samostatnou skupinu latek. Tyto sekunddrni metabolity jsou pro ¢eled” Amaryllidaceae
charakteristické a v zadné jiné Celedi je nenajdeme. Amarylkovité alkaloidy se projevuji
fadou biologickych aktivit. Jako potencidlni 1é¢iva se vyuzivaji v 1é€bé nddorovych
onemocnéni jako induktory apoptdézy a inhibitory riznych fazi bunécného cyklu.
Vyzkum se v dne$ni dobé soustfedi na hledani latek, které by plsobily toxicky na
nadorové bunky a neplsobily na buniky zdravé, tzv. selektivnich latek. Haemanthamin,
haemathidin a lykorin , vybrané na zéklad¢ piedchozich studii, tuto aktivitu vykazuji.

Predmétem této diplomové prace bylo nasyntetizovat sérii derivatli od zminénych
alkaloidl (jednalo se o acetyl-, propionyl- a isobutyrylderivaty). Latky vznikaly reakci
s ptislusSnym anhydridem v prostfedi pyridinu a pro jejich ziskdni a pfecisténi byla
vyuzita preparacni TLC. Ptipravené latky byly identifikovany pfedevS§im pomoci GC-
MS a NMR. VétSina derivatt od haemanthaminu vznikala ve formé bezbarvého oleje,
zbytek derivati krystalizoval ve formé bilych amorfnich latek.

Pii ptipravé derivatl lykorinu vznikal jednak 1,2-di-O-derivat jako hlavni produkt
reakce tak vedlejsi produkt 2-O-derivat. Pro studium vztahu struktura—acinek byl do
biologickych testli zatfazen i 1-O-acetyllykorin, ktery byl izolovan na nasem pracovisti
z cibuli Nerine bowdenii.”® Az na 2-O-isobutyryllykorin byly viechny latky ptipraveny
v dostate€ném mnozstvi umoziujici jak strukturni analyzu tak provedeni biologickych
testdl.

Ziskané latky byly podrobeny biologickym testiim na nadorové buiiky stiev Caco-
2, HT-29 a linii zdravych fibroblasi FHS-74-int i urceni jejich inhibi¢ni schopnosti vici
erytrocytarni AChE, sérové BuChE a POP.

Ve spolupraci s Fakultou agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji, Ceské
zemedélské univerzity v Praze, probéhlo testovani cytotoxicity za vyuziti MTT testu.
Z divodu casové narocnosti prozatim jen u 1,2-di-O-acetyllykorinu a 1,2-di-O-
propionyllykorinu. V porovnani s pouzitym standardem vinorelbinem neptisobi latky
toxicky na nadorové ani zdravé buiky.

Latky byly navic vradmeci cytotoxicity podrobeny testu RTCA na Fakulté

chemicko-technologické, Univerzity Pardubice. BohuZel ani jedna z testovanych latek

75



nevykazala zajimavou aktivitu proti bunééné linii SK-BR-3. Opét byla testovana pouze
cast pripravenych derivati, zbyvajici latky budou studovdny v nejblizSim mozném
terminu.

V klinické praxi se amarylkovité akaloidy vyuzivaji jako inhibitory AChE v 1écbé
AD.' Nyni se ukazuje, e v pozdnich stadiich ma na AD vliv dal§i enzym, BuChE.>°
Pti hleddni novych latek se tak vyzkum zaméfil na latky s vyhodnou dudlni aktivitou,
tzv. dudlni inhibitory. Z tohoto dliivodu se pfipravené latky testuji na AChE i BuChE a
nyni navic i POP. Hladina prolyloligopeptidasay se jevi jako dulezitd v rozvoji
kognitivnich funkci a neurodegenerativnich poruch, proto se jeji inhibice ukazuje jako
vyhodna.”’

Ze Ctyf otestovanych latek na inhibici AChE a BuChE se Zadnd neprojevila
zajimavou aktivitou. Vyjimkou je 1,2-di-O-isobutyryllykorin, jehoz hodnota vuci
BuChE je ICso = 36,21 + 3,77 uM. V ramci spoluprace s Katedrou toxikologie
a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany, byla méfena
aktivita viici POP. Ze Sesti testovanych latek neSla vétSina zmétit z divodu Spatné
rozpustnosti a vypadavani latek z roztoku. Jedinym vysledkem je tak inhibi¢ni aktivita

11-O-propionylhaemanthaminu, ICso= 0,284 + ,011 pM.
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Nézev diplomové prace: Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae a jejich analoga jako

potencialni 1é¢iva

Predmétem této diplomové prace bylo piipravit derivaty alkaloidd celedi
Amaryllidaceae a zabyvat se jejich biologickymi ucinky. Tyto alkaloidy jsou znamé jak
svou antibakteridlni, antivirotickou, antifungalni, antimalarickou a inhibi¢ni aktivitou
vici AChE, BuChE a POP tak cytotoxickym ptisobenim proti nddorovym buikam.

Dosavadni studie, zabyvajici se protinadorovou aktivitou dosly k zavéru, ze
nejvice  aktivni  Amaryllidaceae  alkaloidy  jsou  typu  lykorinového,
heaemanthaminového, krininového a pankratistatinového. Jejich biologicka aktivita
uzce souvisi se strukturou. Obmeénou riznych ¢asti struktury dochazi k objasnéni vztahu
struktura—ucinek a poznani dilezitosti uspoiadani, které je nezbytné pro vyvolani
ucinku.

Podle téchto informaci byly pro praci vybrany alkaloidy haemanthamin,
haemanthidin a lykorin. Bylo pfipraveno 11 derivatl identifikovanych pievazné pomoci
GC-MS a NMR. Tyto derivaty byly testovany na Sirokou Skalu nadorovych linii.
Bohuzel se neprokdzalo, ze by néjaka ze syntetizovanych latek vykazovala dostate¢nou
toxicitu vic¢i nadorovym bunikam a zaroveil neovliviiovala buniky zdravé a klidové. Zda
se tedy, ze ptfipravené latky nebudou, co se tyka toxicity k nddorovym liniim, vyuzity k
dal$im experimentim. Nad&jny se pro dalsi testy vici BuChE zda byt 1,2-di-O-
isobutyryllykorin (IC50 = 36,21 + 3,77 uM) a vici POP 11-O-propionyhaemanthamin
(IC50=0,284 £ 0,011 puM).

Kli¢ova slova: Amaryllidaceae, protinadorova aktivita, POP, alkaloidy, haemanthamin,

haemanthidin, lykorin
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The object of this diploma thesis was to prepare derivatives of alkaloids of
Amaryllidaceae family and to deal with their biological activity. These alkaloids are
famous for their antibacterial, antiinfectives, antifungal, antimalarial and inhibitory
activity against AChE, BuChE and POP and also for cytotoxic effect against cell lines.

In the current studies about anticancer activity it was found that the most active
alkaloids are Amaryllidaceae alkaloids of these types: lycorine, crinane and
pancratistatine. Their biological activity relates closely with their structure. The changes
of different parts of the structure can explain the relationship between structure and
activity, and also the importance of their organization which is necessary for starting the
activity.

Based on this finding were for the experiments chosen alkaloids like
haemanthamine, haemanthidine and lycorine. An eleven derivatives were prepared and
identified mostly by GC-MS and NMR. These derivatives were tested on a wide
spectrum of tumor lines. Unfortunately, none of the synthetized substances had shown
sufficient cytotoxicity against tumor lines and without affecting healthy and quiescent
cells. Therefore it seems that the prepared substances will not be used for future
experiments in case of toxicity to tumor lines. For the future experiments seems
promising 1,2-di-O-isobutyryllycorine (ICso = 36,21 + 3,77 uM) towards BuChE and
11-O-propionyhaemanthamine (ICso= 0,284 + 0,011 uM) towards POP.
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