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1. UVOD

Rostliny jsou clovékem vyuzivany od nepaméti, predevsim jako zdroj potravy, ale také
pro své 1éCivé tcinky. V tradi¢nim IéCitelstvi a medicing byly pouzivany riizné odvary, extrakty,
prasky &i obklady k 16¢bé nejriiznéjsich onemocnéni.l!! P¥ikladem miize byt odvar z makovic
rostliny Papaver somniferum, ktery se pouzival k tiseni bolesti.l*) Postupem ¢asu se diky rozvoji
véd prohlubovaly znalosti o 1é¢ivych rostlinach a jejich ucincich. Na zacatku 19. stoleti byly
poprvé izolovany ¢isté latky piirodniho piivodu, a to alkaloidy morfin, chinin a emetin.!
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze jejich struktura byla objasnéna az dlouho po jejich objeveni se i
dnes pouzivaji ptivodni ndzvy podle rostlin, v nichz byly objeveny nebo podle jejich ucinki,
objevitele a fyzikdlnich vlastnosti. Tyto latky dnes slouzi také jako ptedloha k syntéze novych
sloucenin, které maji pro pouziti vyhodnéjsi vlastnosti.

Sekundarni metabolity jsou organické latky, které jsou pfitomny pfedevSim ve vysSich
rostlinach. Dtive se ptredpokladalo, ze se jedna o odpadni latky, dnes jsou vSak povazovany za
dilezité produkty rostlin, slouzici naptiklad k jejich ochrané. Velkou skupinou sekundarnich
metabolitli jsou alkaloidy, které se nachazi ve vice nez 4000 rostlinnych druzich. Odhaduje se,
ze az 20 % rostlin obsahuje alkaloidy. Vé&tSina rostlin obsahuje vice alkaloidli najednou. Jeden
z nich miZeme oznacit za hlavni alkaloid, ten byva zastoupen ve véts$i mife nez ostatni. Vedlejsi
alkaloidy mivaji Casto stejnou zakladni strukturu jako hlavni alkaloid, pouze s odliSnymi
substituenty. Obsah alkaloidl v jednotlivych druzich neni konstantni, ale kolisa v zavislosti na
mnoha faktorech jako jsou napiiklad sloZeni piidy nebo roéni obdobi.[*I*]

Celed Amaryllidaceae obsahuje mnoho, z farmaceutického hlediska, zajimavych
alkaloidd. Jejich prvni zdokumentované Iékaiské vyuziti se datuje do 4.stoleti pfed Kristem,
kdy Hippokrates z Kou pouzil extrakt z rostliny Narcissus poeticus k 16¢b& nadoru délohy.!°!
V dne$ni dobé je v klinické praxi zaveden pouze jeden Amaryllidaceae alkaloid a to
galantamin, ktery je diky svému ucinku inhibice acetylcholinesteraz (AChE) pouzivan v 1écbé
Alzheimerovy choroby (AD).[”! Na druhé strané patii eled’ k rostlinAm zpiisobujicim otravy,
kde mizeme jmenovat jako zastupce rody Narcissus, Galanthus, Amaryllis nebo Lycoris.[*]

AD je vazné neurodegenerativni onemocnéni, které vyrazné ovlivni Zivot pacienta i celé
jeho rodiny. Klinicky se projevuje jako demence a je to jedna z nejcastéjSich primarnich pficin
smrti.[”]

Amaryllidaceae alkaloidy (AA) jsou intenzivné studovany na mnoha pracovistich. Jednim
z nich je Katedra farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové, kde se jiz n€kolik let zabyvaji vyzkumem potencionalné vyuzitelnych ptirodnich latek



a jejich derivatt v terapii AD. V ramci tohoto vyzkumu vznikla také tato diplomova prace, ktera
se vénuje pripravé polosyntetickych derivati alkaloidu chlidantinu, ktery je polohovym

izomerem zminéného galantaminu.



2. CIL PRACE

Hlavni cile této diplomové prace byly:

1.

A I

zpracovani literatury na téma polosyntetické derivaty galantaminového strukturniho typu a
jejich biologicka aktivita,

piiprava aromatickych derivata (esterti) alkaloidu chlidantinu,

strukturni identifikace pfipravenych derivati (NMR, MS, opticka otacivost),

ptiprava vzorki derivatd pro biologické testovani,

analyza vysledkt a sepsani diplomové prace.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Celed” Amaryllidaceae

Amaryllidaceae (amarylkovité) je ¢eled’ patfici do fadu Asparagales (chiestotvaré).[®]
Jedna se o tiidu jednodéloznych (Liliopsida), krytosemennych (Magnoliophyta) rostlin. Celed’
zahrnuje asi 60 rodu s priblizné 1000 druhy. Vyskytuji se, pfedevSim v oblasti jizni Ameriky,
jizni Afriky a Sttedozemi.!’

Nejvyznamnéj$i a nejrozsahlejsi jsou rody Crinum L., Zephyranthes L., Nerine L.,
Leucojum L. Galathus L., Narcisus L., Amaryllis L. Pro tuto praci je dilezity také rod
Chlidanthus L.

Jedna se o vytrvalé byliny s cibulemi, hlizami nebo oddenky. Stonek je vétSinou bezlisty.
Listy maji uzké, carkovité, vétSinou prizemni. Kvéty jsou oboupohlavné se spodnim
semenikem, jednotlivé nebo ve Sroubelovitych kvétenstvich. Plodem je tobolka nebo
bobule. 101

Pro celed je typicky vyskyt specifické skupiny alkaloidl, které podle nazvu celedi
oznacujeme jako Amaryllidaceae alkaloidy. Tyto alkaloidy se nachézi v celé rostliné, ale jejich
nejvetsi koncentrace je v cibuli. V literatufe je popsano mnoho uc¢inkd od protinadorovych,
inhibice AChE, antifungélnich, antivirovych, antibakterialnich, antimalarickych, az po ucinky
analgetické. %!

Pro své uinky maji tyto rostliny pouZiti také v tradiéni medicing, v Jizni Africe se
naptiklad rostlina Boophone disticha pouziva k 1é€b¢é dusevnich chorob jako jsou deprese,
demence nebo epilepsie. Rostlina Clivia miniata je zase pouZivana k 1é€bé neplodnosti a
k vyvolani a usnadnéni porodu. N¢které rostliny vykazuji také halucinogenni u¢inky, diky nimz
jsou pouzivany pii ritudlech domorodych kultur. K tomu jsou vyuzivany kupftikladu rostliny
Pancratium tenuifolium a Brunsvigia radulosa.® Odvar z rostlin rodu Ammocharis se pouziva
k 1é¢bé otevienych ran, z cibuli rodu Brunsvigia zase k 1€cb¢ kasle a nachlazeni. Rostliny rodu
Crinum jsou vyuzivany jako silnd emetika, v Asii a Americe k 1é¢bé nadort a v Indii jako

rubefaciens pfi 16¢bé revmatismu. 3!

3.2. Amaryllidaceae alkaloidy a jejich biosyntéza

Alkaloidy jsou piirodni organické latky obsahujici dusik v heterocyklickém kruhu. Jejich

nazev alkaloid pochazi od alkalické povahy, a proto maji schopnost s kyselinami tvofit soli. Ve
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formé volnych bazi maji lipofilni povahu, diky které jsou ve vodé malo rozpustné. Biosyntéza
alkaloidli vychdzi u vétSiny z aminokyselin. Alkaloidy tfidime podle struktury do nékolika
skupin na protoalkaloidy (neheterocyklické), vlastni alkaloidy a pseudoalkaloidy, které
muzeme rozdélit jesté na terpenické a steroidni. Vlastni alkaloidy muzeme dale délit podle
obsazené heterocyklické slouceniny na isochinolinové, indolové, chinolinové, imidazolove,
pyridinové, piperidinové, chinolizidinové a tropanové. AA fadime mezi isochinolinové
alkaloidy, diky jedné z vychozich latek, kterou je aminokyselina tyrosin. Na rozdil od ostatnich
alkaloidii ze skupiny nevznikaji ze dvou molekul tyrosinu, ale spojenim tyrosinu s dalsi
aminokyselinou fenylalaninem.”) Syntéza AA probihd specifickou cestou, kterou podle
klicového meziproduktu oznacujeme jako tzv. norbelladinovou cestu. Vychozimi latkami, jak
jiz bylo feceno jsou L-fenylalanin a L-tyrosin. L-Tyrosin je pfeménén na tyramin a L-fenylalanin

na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z nich po nékolika reakcich vznikd 4'-O-methylnorbelladin

(Obr. 1).[6
(@) (0]
OH OH
NH»> HO NH»

L-fenylalanin L-tyrosin

HO o NH,
+ /@/\/
HO HO
3,4- dihydroxybenzaldehyd l tyramin
H
HO OH
4'-O-methylnorbelladin

Obr. 1: Zjednodusené schéma biosyntézy 4'-O-methylnorbelladinu!®
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Na zaklad¢ 3 typu cyklizace, ortho-para‘, para-para‘ a para-ortho* (Obr. 2) vznikaji
rizné strukturni typy AA, které jsou pojmenovany podle svého hlavniho zastupce. Spojenim
ortho-para ‘ vznika lykorinovy (lykorin) a homolykorinovy typ (homolykorin). Spojenim para-
para‘ vznika krinanovy (krinin), haemantaminovy (heamantamin), tazettinovy (tazettin),
narciklasinovy (narciklasin) a montaninovy typ (montanin). Spojenim para-ortho * vznika
galantaminovy typ (galantamin). Norbelladin jako prekurzor je také jednim ze strukturnich
typa.[6!

Na dalsim obrazku (Obr. 3) jsou poté ukazany hlavni zastupci jednotlivych strukturnich

typit AA.

12



H
HO:O/ N \/\©\
HO OH
4'-O-methylnorbelladin
para-ortho' /

para-para’

v\
vittatin
/ krnr/
OH

narciklasin

\irtho-para'

lykorin

(enantiomermer krininu)

montanin

haemantamin

OMe

tazettin
Obr. 2: Schéma biosyntézy Amaryllidaceae alkaloidl (pfevzato a upraveno

[14][15])
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galantamin lykorin

OH =
@) N <
H o N
HO

norbelladin krinin

\OH

tazettin montanin

Obr. 3: Struktura zakladnich typi Amaryllidaceae alkaloidii
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3.3. Galantaminovy strukturni typ

Tento strukturni typ je jedinym, ktery vznika para-ortho ‘ cyklizaci. Mezi alkaloidy tohoto

typu fadime napfiklad galantamin, norgalantamin, chlidantin, sanguinin, lykoramin a

norlykoramin, (161171
R+=OH R2= Me Galantamin
R1=OH R2=H Norgalantamin
R1=OH R2= Me Sanguinin
R1= OMe R2= Me Chlidantin

R3

R1=OH R2= Me Rs= OMe Lykoramin
R1=OH Rz=H Rs= OMe Norlykoramin

Obr. 4: Vzorce vybranych alkaloidd galantaminového typu 617!

Hlavnimi zdroji téchto alkaloidi jsou rody Galanthus, Narcissus, Leucojum,

Zephyranthes 13119

galantamin

Galantamin byl plivodné€ izolovan z rostliny Galanthus nivalis L. ve 40. letech minulého

stoleti.l'*! Je selektivnim reverzibilnim inhibitorem AChE a zaroven zesiluje vlastni G¢inek
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acetylcholinu na nikotinové receptory. Zatim jako jediny zastupce téchto alkaloida se pouziva
se v terapii AD. Diky jeho alosterickému efektu na nikotinové receptory, zasahuje i do jinych
neurotransmiterovych systémi jako jsou monoaminovy, glutamatovy nebo GABA systém.
Tyto ucinky zné¢j délaji potencionalné uzitecnou molekulu v Iécbé nékterych dusevnich
onemocnéni jako je schizofrenie nebo bipolarni porucha. U galantaminu nebyla prokazéana
zadna cytotoxicka aktivita. Mezi jeho dals$i u¢inky mizeme zatadit zzeni zornic a zvySeni tonu

JeI20021) 1 jteratura uvadi jeho efekt na zesileni neuromuskularniho

kosterniho svalstva.l®
pienosu, ovlivnénim iontovych membranovych procest. Uvadi také schopnost potlacit
traumaticky Sok, pozitivni vliv na jet-lag, tnavovy syndrom a muZskou impotenci. V o¢nich
kapkach snizuje nitroo¢ni tlak. Jeho analgetické ucinky jsou srovnatelné s morfinem, vykazuje
slabou antimalarickou aktivitu a hypotenzni u¢inky. Byl také patentovan k 1é¢b¢ zavislosti na
nikotinu a alkoholu.!'¥!

Chlidantin je polohovym izomerem galantaminu. LiSi se pouze v umisténi hydroxy a
methoxy skupiny (Obr. 4). Proti galantaminu ma chlidantin niz$i schopnost inhibice AChE.
Niz§i schopnost inhibice je ddna pravdépodobné nemoznosti vytvotfeni intramolekuldrni
vodikové vazby mezi hydroxylem na C-3 a kyslikem na dihydrofuranovém kruhu jako je tomu
u galantaminu. Chlidantin byl poprvé izolovan v roce 1956 z rostliny Chlidanthus fragrans,
poté z Haemanthus multilflorus a Hippeastrum aulicum "]

Sanguinin se v testech ukazal az 10krat i¢inngj$i v inhibici AChE neZ galantamin. Podle
studie vztahu struktury a uc¢inku se ukézalo, Ze spravn€ umisténa hydroxy skupina na molekule
galantaminu pfispiva k efektivnéjsi vazbé na AChE. Pravé diky jedné hydroxylové skupiné
navic k interakci s AChE je sanguinin silnym inhibitorem.!'®! Bohuzel ta ho &ini také
hydrofilnéjSim nez galantamin a redukuje jeho schopnost pfejit pies hematoencefalickou
bariéru, diky tomu se v praxi nepouziva.l??! Dalsim divodem, pro¢ se nepouziva, je jeho obtizné
ziskavani, v rostlinach se vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi.?!

Lykoramin a norlykoramin prakticky nedisponuji inhibi¢nim potencialem proti AChE. Je
to pravdépodobné v diisledku neptitomnosti dvojné vazby v kruhu C, diky ¢emuz nemohou
zaujmout prostorovou konfiguraci potfebnou pro inhibici AChE jako jiné alkaloidy z této

skupiny.!®!
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Tabulka 1: Inhibi¢ni aktivita proti AChE alkaloidi galantaminového typu vyjadrené jako ICso

[15] [18][19]
Alkaloid ICso (uM)

Galantamin 1,07 £ 0,18 181

Chlidantin 24,10 + 5,0 [

Sanguinin 0,10 £ 0,01 18
Lykoramin 456 + 57111
Norlykoramin >> 1000 (18]

3.4. Biologicka aktivita dalSich Amaryllidaceae alkaloidi
3.4.1. Lykorin

Lykorin poprvé byl izolovan v roce 1877 zrostliny Narcissus pseudonarcissus, jako
vibec prvni AA. Diky tomuto faktu a jeho castému zastoupeni v rostlindch celedi

(14124 Dal3imi rostlinami,

Amaryllidaceae, ma také nejvice prostudovanou biologickou aktivitu.
ve kterych je hojné zastoupeny lykorin jsou Lycoris radiata, Leucojum aestivum, Hippeastrum
equestre nebo rod Clivia.!*"

NejvyraznéjSim ucinkem je protinddorova aktivita, kterd byla prokézéana jak in vitro, tak
in vivo na ruznych typech nadorovych bunck. V dalSich studiich bylo také zjisténo, ze jeho
ucinky jsou selektivni k nddorovym bunikdm a na zdravé bunky nemaji takovy efekt (15x vyssi

141251 Mechanismus cytotoxického t¢inku

i¢innost na nadorové neZ na normalni buiiky).!
lykorinu nebyl doposud zcela objasnén, ale studie ukazuji, ze hlavni mechanismy jsou spojeny
s inhibici proliferace a indukci apoptézy u nadorovych bunék. Proliferaci u HL-60 buné&k
inhibuje lykorin zastavenim bunééného cyklu v G2/M fazi, down-regulaci Mcl-1 proteinu a up-
regulaci inhibitoru cyklin-dependetni kindzy p21 a TNF-a. Mcl-1 protein patii do rodiny
proteinti Bel-2, které maji rozhodujici vliv na regulaci apopt6zy.[®! Protein Mcl-1 inhibuje
apoptozu interakci s proapoptickymi proteiny. Nadmérnou expresi proteinu Mcl-1 miizeme

pozorovat u myeloidnich progenitorovych bun¢k. Bunéény cyklus mnohocetného myelomu

KM3 zastavuje ve fazi GO/G1 down-regulaci CD1 a CDK4, inhibici aktivity HDAC a up-

17



regulaci p53 a tim p21.%%) Lykorin hydrochlorid je schopny indukovat apoptozu MCF-7
rakoviny prsu pies drahu receptoru smrti (Fas/FasL).?”) U bungk T24 nadoru mocového
méchyie lykorin indukuje apoptozu inhibici exprese fosforylované proteinkinazy B a naslednou
aktivaci kaspazy-3 a Bax (aktivéator apoptdzy) in vitro.”®) Nasledujici tabulka (Tab.2) souhrnné

ukazuje protinadorovou aktivitu lykorinu.

Tabulka 2: Hodnoty ICso lykorinu na nidorovych bunéénych liniich [26/29130131]
Typ nadoru Bunécna linie | I1Cso (uM)
HL-60 1
leukémie K562 1,25
U937 2,42
CEM 1,6 £0,0
nador vajecniku HeylB 1,2
mnohocetny myelom KM3 1,25
adenokarcinom prsu MCEF-7 13,0+ 2.9
adenokarcinom tl.stfeva HT-29 32
karcinom jater HepG2 3,7
G-361 5,0+0,3
melanom C8161 1,2
SKMEL-28 8,4+0,2
B16F10 6,3+0,2
Adenokarcinom  dé¢lozniho
ipku Hela 10,6 £ 0,9
nador plic AS549 42 +04
nador plic LLC 0,5
glioblastom Hs683 6,9+0,5
U373 7,6 +04
nador jicnu OE21 4,5+0,7
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Antivirova aktivita lykorinu byla dokézana nékolika studiemi. Byla zjisténa aktivita proti

polioviru, SARS coronaviru, HIV, flaviviru, ptac¢i chfipce, herpes viru typu 1 ¢i viru

[14][26

nestovic.141261321 Mechanismus G¢inku neni pIné objasnén. Jedna ze studii oznadila za

mechanismus ¢inku inhibici virové RNA replikace a potlaceni virové syntézy proteini 2°,

druh4 inhibici pomnoZeni a inhibici virové DNA polymerazy.!'l

Studie z roku 2014 zkoumala antifungalni aktivitu lykorinu na kolekci 24 patogennich hub
in vitro. NejuCinnéjsi se ukazal lykorin proti houbdm Alternaria oleracea, Fusarium
proti Fusarium oxysporum. Mechanismus ucinku je pravdépodobné poskozeni bunécné
membrany a ovlivnéni metabolismu. Lykorin jako pfirodni 1é€iva chemicka latka by mohl byt

pouzit jako fungicid nebo se stat piedlohou pro vyvoj nového biologického fungicidu.?!

Tabulka 3: Mira inhibice lykorinu proti 24 patogennim houbam in vitro [**]
Inhibice v %

patogenni houba rostlin 500pl/ml | 100pl/ml
Alternaria oleracea M. Ibrath 78,1 61,9
Fusarium graminearum 74,7 63,7
Colletotrichum gloeosporioides Penz et Sacc 73,9 57,2
Alternaria solani (Ell et Mart) Jones et Grout 73,9 48,5
Fusarium graminearum Schw 62,3 21,8
Pleospora lycopersici 61,3 52,6
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 60,3 70,1
Pseudocercospora variicola (Wint.) Guo et Liu 58,8 46,1
Cercospora arachidicola Hori 54,6 45,5
Fusarium oxysporum 53,4 42,9
Exserohilum turcicum 51,4 42,6
Colletotrichum ophiopogonis 51,2 63,2
Cercospora personata Berk et Curt 47,1 28,2
Rhizoctonia cereali 454 51,1
Corynespora cassiicola 44,1 35,1
Alternaria alternata 438 13,2
Gloeosporium loeosporium sp. 42,6 30,9
Bipolaris carbonum Wilson 36,1 36,1
Phytophthora vignae Purss 30,8 15,9
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Tabulka 3: Mira inhibice lykorinu proti 24 patogennim houbam in vitro *¥ (pokracovani)

Cladosporium ladosporium sp 28,2 29,3
Alternaria pluriseptata 23,3 16,9
Fusarium pointed watermelon 9,9 4.8
Trichoderma atrovoride 15,5 12,2
Fusarium oxysporum Schl. f. sp. vasinfectum 3,6 0

Inhibice AChE je spojend s lykorinovym a galantaminovym strukturnim typem, ale

[19

samotny lykorin ji postrada.l'I34 Z aktivnich alkaloidii lykorinového typu miizeme jmenovat

napiiklad assonin, oxoassonin a 1-O-acetyllykorin.[1436]

Lykorin je silnym inhibitorem syntézy kyseliny askorbové. Konkrétné je inhibitorem L-
galaktono-y-laktondehydrogendzy, coz je termindlni enzym syntézy kys.askorbové nachazejici
se v mitochondrialni membrang.[!426]

Antimikrobidlni G¢inky lykorinu ukazuje inhibice riistu né€kolika kment Saccharomyces
cerevisiae a Trichomonas vaginalis. Je také nejucinngj$im alkaloidem proti Plasmodium
falciparum s hodnotou I1Cso 0,13 pM.[2613]

Mezi vlastnosti lykorinu patii také inhibice riistu a déleni bunék vySSich rostlin a fas,
pozorovat i analgetické ucinky, které jsou vyssi nez u aspirinu, pravdépodobné diky jeho
podobnosti se strukturou morfinu a kodeinu. Lykorin déale vykazuje broncholytické a
antiarytmické Gi¢inky stimulaci B-adrenergni receptorti.!'* Rostlina Lycoris radiata, ve které je

lykorin obsaZen, je pouzivana v tradi¢ni ¢inské medicing pro uz vyse popsané ucinky.°!

3.4.2. Haemantamin

Haemantamin je hojné se vyskytujici AA, ktery byl poprvé byl izolovan z rostlin rodu
Haemanthus. Déle ho muzeme nalézt napiiklad v rostlinach rodt Crinum, Narcissus,

Hymenocallis a Zephyranthes.*®

Haemantamin je schopny ptekonat rezistenci nddorovych bunék k apoptoze, diky tomu ho

muzeme povazovat za potencidlné vyuzitelnou protinadorovou latku. Zasahuje velkou
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podjednotku ribozomu preskupenim rRNA a zastavenim elongacni faze translace. Ukazalo se
také, Ze haemantamin a dal$i AA jsou schopni specificky inhibovat ribozomalni biogenezi a
spousti stresovou odpovéd’ jadérka, coz vede ke stabilizaci p53. P53 je transkripéni faktor
zabrafujici vzniku nadort.*”!

Haemantamin vykazuje vyraznou in vitro cytotoxickou aktivitu proti riznym typim
rakovinovych bunécnych linii (MOLT-4, HepG2, HeLa, MCF7, CEM, K562, A549, Caco-2,
HT-29, A2780, SW1573, T47-D, WiDr). Vykazuje také aktivitu proti fibroblastim A549,
OE21, Hs683, U373, SKMEL, B16F10. Prehled cytotoxické aktivity ukazuje nésledujici
tabulka (Tab. 4). Porovnani antiproliferativnich aktivit alkaloidii vittatinu, 11-hydroxyvittatinu,
haemantaminu a haemantidinu ukédzalo dileZitost pfitomnosti methoxy skupiny na C3 a OH

skupiny na C11 pro tuto aktivitu.[*813%]

Tabulka 4: Hodnoty ICso haemantaminu proti vybranym nadorovym bunéénym liniim B8140141]

bunécna linie ICso (nM)
A2780 0,68 +£0,2
SW1573 2.1£20
T47-D 0,87 +0,4
WiDr 12+05
CaCo-2 0,99 £ 0,14
HT-29 0,59 +£0,01
CEM 2,104
K562 34+1,6
MCF-7 8,1+33
HeLa 7.0£22

Nedavné studie ukéazaly enzym glykogen syntazu kinazu 38 (GSK-38) jako potencionalni
terapeuticky cil u AD, bipolarni poruchy, mrtvice, vice nez 15 typl rakoviny a diabetu. GSK-
3B pravdépodobné hraje svoji roli u nddort rezistentnich k chemo-, radio-, nebo cilené terapii.
Na zéklad€ uvedenych skutecnosti by inhibitory GSK-38 mohly byt pouZity v terapii. V ramci
studie v roce 2018 byla studovana aktivita AA vici GSK-3B. Z doposud studovanych AA se
nejucinngj§im ukazal alkaloid masonin (homolykorinovy typ). Z alkaloidii haemantaminového

strukturniho typu byl neju¢inngjsim samotny haemantamin. (Tab.5).1**
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Tabulka 5: Amaryllidaceae alkaloidy haemantaminového typu a jejich vliv na inhibici GSK-
3B v porovnani s alkaloidem masoninem 4?1

alkaloid % inhibice (50pM)
haemantamin 52,4+0,1
epimaritidin 452+ 1,1
haemantidin 33,0+£2,2
hamayn 33,9+0,1
seko-isopowellaminon 38,5+0,8
masonin 66,0 £4,0

Studie zroku 2015 zkoumala antimikrobidlni aktivitu AA. Haemantamin vykazoval
urcitou antimikrobidlni aktivitu proti Candida albicans (MICso = 512 pg/ml), Candida

dubliniensis (MICso = 512 ng/ml) a Lodderoyces elongiosporus (MICsp =256 pug/ml).[*]

Haemantamin a dals$i AA, jako lykorin a homolykorin, jsou schopni inhibovat in vitro
replikaci HIV (human immunodeficiency virus) typu 1 inhibici reverzni transkriptézy.[??1144!

Haemantamin neprokazal zadnou aktivitu v inhibici AChE.*#1Mezi jeho dali ti¢inky ale
muzeme zaradit antimalarickou aktivitu. Malarie je parazitarni infekce zptisobena prvoky rodu

Plasmodium, kde nej¢ast&jsi je P. falciparum a P. vivax. Haemantamin vykazuje aktivitu proti

P. falciparum '44]

3.4.3. Pankratistatin

(461 D4le ho mizeme

Pankratistatin byl poprvé izolovan z rostliny Pancratium littorale.
nalézt v rostlinach Pancratium maritimum nebo Hymenocallis kalbreyeri.*”) Pankratistatin
disponuje antineoplastickymi (protinddorovymi) u¢inky. Vysledky nékterych studii ukazuji, ze
mistem u¢inku by mohla byt selektivni indukce apoptdzy v nadorovych buiikach a plisobeni v
mitochondriich. V nadorovych bunkach pankratistatin zplisobuje zvysené hladiny reaktivnich

forem kysliku (ROS), sniZzené hladiny ATP a permeabilitu mitochondrialni membrany, coz
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ukazuje na aktivaci mitochondridlni cesty apoptdzy. V kombinaci s antiestrogenni latkou
Tamoxifenem m4 pankratistatin synergicky u¢inek v indukci apoptézy u bunék nadord prsu.*®!
Piisobi také na nadorové buiiky v kolon a snizuje jejich Zivotaschopnost. (Tab. 6).14°]

Tab. 6: Hodnoty ICso pankratistatinu proti nadorovym bunéénym liniim kolon a nenddorové
bun&ené linii CDD-18Co ]

Buné¢na linie ICso (nM)
HT-29 25
HCT-15 15
SW948 20
DLD-1 25
CDD-18Co >100

3.4.4. Narciklasin

Alkaloid narciklasin byl poprvé izolovan z rostlin rodu Narcissus, ale je také obsaZen v
rostlinach rodti Galanthus, Haemanthus nebo Leucojum.®! Narciklasin ma antimitotické a
proti rakovinové ucinky. Zasahuje bunécné d€leni ve stadiu metafaze a inhibuje proteosyntézu
v ribozomech eukaryotickych bunék tim, Ze interaguje s 60S podjednotkou a inhibuje vznik
peptidové vazby. Plisobi proti celé fadé nddorovych bunék (karcinom hrtanu, délozniho ¢ipku,
Erlichovy nadorové buiiky, lidskd a mysi lymfocytarni leukemie). Pasobi také proti bakterii
Corynebacterium fascians a kvasince Cryptococcus neoformans.'* Narciklasin vykazuje i
antivirovou aktivitu, kde piisobi na flavivirus (zluta zimnice), bunyavirus, alphavirus, lentivirus
a vaccinia virus.’!! Je schopen inhibice riistu a stabilizace HeLa bunék in vivo.l*”) Inhibuje také
kalprotektinem indukovanou cytotoxicitu v 10krat niz§i koncentraci (ICso= 0,001-0,01 pg/m)

nez lykorin, mohl by tak byt pouZivan jako latka snizujici aktivitu zdnétu.[>*]
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3.5. Alzheimerova choroba
3.5.1. Definice a priznaky

Alzheimerova choroba je vazné, chronické, nevratné onemocnéni charakterizované
progresivni degeneraci mozku. Muzeme ji zafadit pod souhrnny pojem demence, jedna se o
jeden z jejich nejcastéjSich typt (az 2/3 piipadt). S prodluzujici se délkou zivota populace
piibyva podet pacienttl trpicich touto chorobou.l*¥ Nej¢ast&ji se projevi kolem 60. roku Zivota.
Béhem pribehu tohoto onemocnéni miizeme pozorovat zmény na trovni organove, bunééné i
biochemické. Z orgédnového pohledu jde o postupny ubytek mozkové tkan€, diky némuz se
rozviji pfiznaky AD. Nervové buiiky neboli neurony produkuji za normélnich okolnosti
neuromediatory jako jsou acetylcholin (ACh), dopamin, serotonin, noradrenalin nebo kyselina
yv-aminomaselnd. Jejich ztrata, a ztoho plynouci nedostatek neuromedidtordi, se projevi
poruchou mozkovych funkci. Dal§i zménou v mozku pacientli je tvorba 1ézi, kterd je
pravdépodobné disledkem patologického pisobeni n€kterych enzymovych systémi. Tyto 1éze
dale poskozuji neurony a zptsobuji jejich smrt. Dochazi k uvolnéni riznych mediatorti zanétu
na jejichz zéklad¢ vznika sterilni zanét, ktery poskodi dalsi neurony. Odumirani nervovych
bunék pozorujeme piedevsim v oblasti mozkové kiiry a hippokampu.['!

AD zac¢ind postupnym zhorSovanim kratkodobé paméti, ktera z pocatku nemusi byt
snadno rozpoznana, pozdé&ji vSak ovlivni bézny Zivot nemocného. Nasledné se ptidavaji
problémy s provadénim béznych dennich c¢innosti, problémy s vyjadfovanim, hledani
spravnych slov, ¢asovéa a mistni dezorientace, ztrata logického mysleni, stfidani nalad a zmény
chovani. V pokrocilych stadiich dochdzi aZz ke zmeéné osobnosti, kdy se cloveék stava

neddvéfivym, zmatenym a nékdy Gtoénym. Koneénym stadiem je deteriorace osobnosti.[>>I%¢]

3.5.2. Hypotézy patogeneze

Presné pfic¢ina vzniku AD neni dodnes pln€ objasnéna, existuje vSak celd fada hypotéz.
Mezi nejznaméjsi patii cholinergni hypotéza, hypotéza amyloidni kaskddy a hypotéza
mikrotubulové nestability. V literatute jsou dale zminovany: teorie glutamatové neurotoxicity,
hypotéza oxidativniho stresu a oxidativni nerovnovahy, teorie oxidu dusnatého, koncepce

regulace a ovlivitovani pivodnich molekul a koncepce mirnych kognitivnich poruch.”!

3.5.2.1. Cholinergni hypotéza
Cholinergni hypotéza byla poprvé vyslovena v roce 1981. Bylo dokazéano, ze pii AD je

snizena hladina acetylcholinu v mozku. ACh pisobi jako neurotransmiter, ktery ovliviiuje
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kognitivni funkce jako jsou pamét nebo uceni. ACh je syntetizovdn enzymem
cholinacetyltransferazou z aminokyseliny cholinu a acetyl-CoA. PoruSenim neuronti dochazi
ke snizeni tohoto enzymu, a naopak ke zvySeni enzymi AChE a BuChE, kter¢ ACh
rozkladaji.l'! Za fyziologickych podminek je ACh vétsinové rozkladan AChE, BuChE ma jen
minoritni zastoupeni. U pacientli s AD je v misté senilnich plakt vice tvofena BuChE a tim
stoupa jeji vyznam pii odbouravani ACh. AChE existuje ve tfech izoformach, které podle poctu
katalytickych podjednotek je oznacujeme G1, G2 a G4. Izoforma G4 se vyskytuje jako volna i
vazana v membrané a u zdravého Cloveka pievlada nad Gl1. Izoforma G1 existuje pouze ve
volné formé. BuChE ma také vice molekularnich izoforem, ve zralém mozku ale ptevlada
izoforma G4. Béhem AD dochazi ke zménam v podilovém zastoupeni jednotlivych izoforem,
podil G4 AChE i BuChE klesa a podil izoformy G1 roste. Tyto zmény jsou pravdépodobné
zptsobeny B-amyloidem. 58157

Na zakladé této hypotézy byly do vyzkumu zatazeny latky, které by mohly zvysit hladiny
ACh v mozku. Patii sem inhibitory AChE, agonisté cholinergnich neuront, latky uvoliujici
ACh a latky stimulujici proliferaci cholinergnich neurond. Prvni latkou zatazenou do terapie
AD byl inhibitor cholinesteraz takrin. Bohuzel diky jeho hepatotoxicit¢ se dnes jiz

nepouziva.l>’]

3.5.2.2. Hypotéza amyloidni kaskady

Histopatologické 1éze, pfedevsim senilni plaky a neurondlni klubka, jsou dalS$im znakem
AD. Dtlezitym patogenetickym faktorem je pfitomnost B-amyloidu. Ten vznika
z amyloidového prekurzorového proteinu (APP) Sté€penim predevs§im a-sekretdzou, dale pak B-
sekretdzou (BACE1) a y-sekretazou. [®Y1 Za normalnich podminek vznika rozpustny B-amyloid,
ktery je fyziologicky a hraje roli naptfiklad pii tvorbé novych synapsi. Za patologickych
podminek AD §tépi vétSinu APP B- a y-sekretazy a postupné vznikaji nerozpustné neurotoxické
oligomery B-amyloidu. Ty poté polymeruji a spolu s dal§imi ¢astmi, jako jsou poSkozené axony
neurond, gliové buiiky a bunécné ¢asti, vytvareji v mezibunéénych prostorech mozkové klry
utvary, tzv. alzheimerovské (senilni) plaky. Okolo plaki dochazi k projeviim zanétu, jsou
vylu¢ovany volné radikaly a interleukiny, a to vede k dal§imu poskozeni mozkovych bunék.

(151611 Abnormalni akumulace B-amyloidu je vysledkem nerovnovéhy mezi jeho produkei,

agregaci a odbouravanim.[6%]

25



3.5.2.3. Hypotéza mikrotubularni nestability

Neuronalni klubka tvofi ubikvitin a hyperfosforylovany protein tau (t-protein). Funkci t-
proteinu je stabilizace bunécnych neurotubull. Za normalnich podminek se vaze na tubulin,
kde je nasledné defosforylovan. Tato hypotéza je zalozena na akumulaci abnormalné
hyperfosforylovaného t-proteinu, ¢imz se narusi jeho transportni funkce a zplsobi jeho
agregaci do neurofibrilarnich uzlicki (NFT‘s). PoSkozené neurony nasledné¢ odumiraji.

vvvvv

dependentni kindaza 5 (CDK 5). Cely proces je pravdépodobné spoustén oligomery B-

amyloiduy.[61163]

3.5.2.4. Genetické faktory

V soucasnosti je studovdna také spojitost mezi genetickymi faktory a vznikem
onemocnéni. U familiarni AD byva zjisténa mutace na dlouhém raménku chromozomu 21, kde
se nachazi gen pro APP. Déle na chromozomu 14, kde se nachazi gen pro presenilin 1 (PS1) a
chromozomu 1, kde je gen pro presenilin 2 (PS2). PS1 a PS2 jsou soucasti y-sekretdz.
Rizikovym faktorem je také pfitomnost apolipoproteinu E izoformy 4 (APOE4) jehoz
pritomnost muze, ale také nemusi vést k AD. V souCasné dobé je vénovana pozornost i
souvislostem mezi metabolickymi onemocnénimi a AD. U pacientli byva zjisténa pritomnost

inzulinové resistence, kterd ma patrné& vliv na produkci 3-amyloidu.[6111621(63]

Zjednodusené schéma mechanismu neurodegenerace ukazuje obrazek (Obr.5), kde
muizeme vidét, jak vadné bunééné procesy mohou vést k akumulaci 3-amyloidu, a tim pfispét

k defekttim neurogeneze a synaptickému poskozeni.[%!
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mitochondrialni dysfunkce
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kognitivni dysfunkce

Obr. 5: Mechanismus neurodegenerace u Alzheimerovy choroby (pievzato a upraveno [°?))

3.5.3. Soucasna lécba

Soucasné terapie AD je pouze symptomatickd, zamétena na zlepSeni kognitivniho a
behavioralniho stavu pacienta a zpomaleni progrese nemoci, piedev§im zvySenim hladin ACh
v mozku.[®*'V dnesni dob& pouzivané latky, které maji prokdzanou ti¢innost a vedou k ur¢itému
zlepSeni nebo zastaveni progrese onemocnéni u pacientil s AD, jsou inhibitory AChE a
inhibitory N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorii (Obr.6).[64]

Jak jiz bylo zminéno vySe, uz na za¢atku onemocnéni je porusen cholinergni systém, je
sniZzena tvorba a uvolnéni acetylcholinu z presynaptickych zakonceni a zaroven jeho zvySené
odbouravani, diky vysSim hladindm enzymit cholinesteraz. Zastupci skupiny v souc¢asné dobé
pouzivanych inhibitori AChE jsou galantamin, rivastigmin a donepezil. PouZzivaji se pro mirna
a7 stfedné tézka stadia AD.MOUI Donepezil je synteticky, selektivni, reverzibilni,
nekompetitivni inhibitor AChE. Jeho vyhodou je také schopnost podporovat spravné Stépeni
APP, snizeni koncentrace glutamatu a antioxidacni pisobeni.l'’I?%  Rivastigmin je
polosynteticky derivat alkaloidu fysostigminu. Pasobi jako pseudo-irreversibilni inhibitor

AChHE 1 BuChE, diky tomu ma také delsi biologicky poloc¢as. V praxi u n&j vyuzivame, jako u
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jediného, dvé cesty podani, oralni a transdermalni. Transdermalni forma se vyznacuje lepsi
snasenlivosti a jednoduchou aplikaci.l® Galantamin je selektivnim reverzibilnim inhibitorem
AChE a zaroven zesiluje vlastni ucinek acetylcholinu na nikotinové receptory. Diky jeho
alosterickému efektu na nikotinové receptory, zasahuje 1 do jinych neurotransmiterovych
systémt jako jsou monoaminovy, glutamatovy nebo GABA systém. Po peroralnim podani se
snadno vstiebava.’l2!l Nevyhodou inhibitorit AChE jsou jejich gastrointestinalni (GIT)
nezadouci uginky, které jsou vysledkem jejich plisobeni na periferni nervovy systém.[”]

S progresi AD dochazi k poskozeni glutamatergniho systému, ktery je vyznamny pro
uceni a pamét’. Dochéazi k nadmérnému uvoliiovani glutamatu a jinych excitacnich kyselin, a to
ma za nasledek nadmérnou stimulaci NMDA receptorii. NMDA receptory oteviraji iontové
kanédly pro Ca®’, coZ je, mimo jiné, dileZité pro uceni a pamét. P¥i nadmérném stimulaci
receptorti dochézi ke zvysenému priiniku Ca®" do butiky, dochdzi k aktivaci riiznych enzymi a
procest v buiice, a to ma poté za nasledek jeji apoptézu. V praxi se pro 1é¢bu stiedni az tézké
demence pouziva memantin, ktery fadime mezi nekompetitivni antagonisty NMDA receptor.
Memantin je zaroven agonistou dopaminu, tato vlastnost je vyuzitelnd napt. u Parkinsonovy

nemoci.[7113166]
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Obr. 6: Latky v terapii Alzheimerovy choroby 2!
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Mezi podptirnou 1écbu, kterou vyuzivdme predevsim v prvotnich stadiich onemocnéni,
muzeme zafradit napf. neuroprotektivni strategie zahrnujici pouziti cerebrolysinu, coz je
hydrolyzat veptové mozkové tkané. Sklada se z aminokyselin a kratkych peptidd, které jsou
prekurzory nervovych rastovych faktorii. Vitamin E se pouziva pro svoji schopnost vychytavat
volné kyslikové radikaly, které jsou u neurodegenerativnich chorob nadmérné produkovany a
vedou k poskozeni mozkové tkang."62] Dale se také pouzivaji nootropika, extrakty z rostliny
Ginkgo biloba L. a psychofarmaka, nejcastéji antidepresiva. Antidepresiva jsou Vv terapii
vyuzivany zejména kvuli porucham chovani, depresim, tzkostnym poruchdm, agitovanosti ¢i
apatii. V dneSni dobé se od této strategie jiz upousti, protoze nezadouci U€inky prevysuji jejich
vyhody. Nesmime také zapominat na nefarmakologickd opatfeni, jako je psychoterapie a

fyzické cviceni.[!3I54]

3.6. Galantamin a jeho polosyntetické derivaty jako inhibitory cholinesteraz pouZitelné

v terapii Alzheimerovy choroby

Jak jiz bylo feceno vySe, galantamin je v souc¢asné dob¢ pouzivan jako zlaty standard 1écby
AD. Podle n&kterych zdroji je nejlépe tolerovanym inhibitorem AChE.[”! Prvnim 1é¢ivym
piipravkem na trhu obsahujicim galantamin byl ptipravek s ndzvem Nivalin vyrobeny védcem
Paskovem v bulharské firmé Sopharma.l®8] Pouzival se k 1é¢bé myastenia gravis, myopatie, a
dale senzorickych a motorickych poruch centralniho nervového systému. Diky své schopnosti
pfestupovat pres hematoencefalickou bariéru (blood-brain barrier, BBB) a zasahnout centralni
cholinergni systém byl v roce 1980 zatazen do vyzkumu a v roce 2000 byl schvélen k 1é€bé AD
v Evropg, USA a Asii.l’l V dnesni dobé& je u nds registrovano mnoho 1é¢ivych piipravki
riznych sil sobsahem donepezil-hydrochloridu, memantin-hydrochloridu, galantamin-
hydrobromidu a rivastigmin-hydrogen-tartaratu ve formé& tobolek a rivastigminu ve formé
néplasti.[®”]

Vzhledem k uCinkiim a vyuziti galantaminu byla vénovana pozornost obménam jeho
molekuly, které by poté mohly vykazovat v n¢kterych ohledech lepsi vlastnosti. Na zaklade¢
vztahu struktury a u¢inku byla syntetizovana cela fada derivati. Casti galantaminu, které jsou
nositeli u¢inku inhibice AChE jsou methoxy skupina benzenového jadra, hydroxylova skupina
cyklohexenového kruhu, dvojna vazba cyklohexenového kruhu a atom dusiku (V) tercidrni
aminoskupiny.!’")

V roce 2014 v ramci studie Fang a kolektiv byla totalni syntézou pfipravena série derivatl

galantaminu s otevienym D-kruhem, kterd byla inspirovana vlastni strukturou galantaminu.

Podrobné schéma ptipravy s reak¢nimi podminkami je mozno nalézt v zminéné literatufe.
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Podle struktury jsou to derivaty dibenzofuranu a karbazolu. Strategii bylo zachovat
aromatickou cast a atom N, zachovat nebo vylepSit schopnost inhibice AChE, zjednodusit
syntézu molekuly, a pfedevsim piedstavit NO-donorovou ¢ast, ktera je schopna uvolnit
molekulu oxidu dusnatého (NO) a zvysit tak aktivitu proti AD. NO je signaliza¢ni molekula,
ktera ovliviiuje fadu fyziologickych procesti, mimo jiné i uceni a pamét. Z vysledkt studie
vyplyva (Tab. 7), Ze nejaktivnéjsi latkou této studie je derivat ¢.3 (Obr.7), ktery ma v porovnani
s galantaminem vys§i aktivitu proti AD, kombinujici inhibici AChE, inhibici agregace B-
amyloidu, uvolnéni malého mnozstvi NO in vitro a pravdépodobny neuroprotektivni efekt. /n

vivo bylo také dokazano zlepSeni prostorové paméti.l’!)

galantamin 1 2a, X=0, R4=CH(CH3),, Ro=H, R3=CHj3
2b, X=0, Ry=CH,CHj3, Ry=H, R3=CHj3

2¢, X=0, Ry=CHj, R,=CH,CH3;, R3=CHj,

2d, X=0, R{=CH,CHj3, Ry=CH,CH3;, R3=CH3

2e, X=0, R4=CH,Ph, R,=H, R3=CHj,4

2f, X=0, R4=CH(CHj3),, Ry=H, R3=H

3’ X:O, R1=CH(CH3)2, R2=CO(CH2)20N02, R3=CH3
4a, X=NH, R;=CH(CHj3),, Ry,=H, R;=CH,4

4b, X=NH, R4=CH,CH3, R,=CH,CH3, R3=CHj,

4c, X=NH, R;=CH,Ph, R,=H, R3=CH,4

4d, X=NH, R4=CH(CHj3),, R,=H, R3=H

5, X=NH, R4=CH(CH3),, R,=CO(CH,),0ONO,, R3=CH3

Obr. 7: Ptiprava derivati galantaminu s otevienym D-kruhem inspirovéna vlastni strukturou

galantaminu (pfevzato a upraveno !
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Tabulka 7: Hodnoty ICso proti AChE a BuChE syntetizovanych derivatt galantaminul’!!

slou¢enina ICso AChE (uM) ICs0 BuChE (uM)
2a 11,60 +£3,41 13,5+3,1
2b 18,92 £4,08 22,18 +7,12
2c >>50 netestovano
2d 39,11 + 8,80 27,39 +7,76
2e >>50 18,1 +9.,4
2f 226+74 18,36 + 3,1
3 0,18 +0,04 143+3,2
4a 50,83 +£ 12,13 10,08 + 7,7
4b 37,91 £ 8,44 14,88 +£ 2,08
4c >>50 299+1,79
4d 43,49 £5,02 17,27 £1,16
5 2,21 +£0,51 2,50 +0,90
galantamin 10,53 £ 3,11 39,03 £ 12,11

Studie z roku 2015 se zaméfila na derivaty galantaminu s navazanou ¢asti indolového
skeletu na N-atom galantaminu. Indolovy zbytek byl vybran z divodu optimélni stavby
k navdzani se na aromatické zbytky v periferni anionické strané (PAS) AChE. PAS se
pravdépodobné podili na vzniku amyloidnich depozitti. B-Amyloid se vaze blizko PAS a jeho
blokace brani AChE-indukované agregaci 3-amyloidu. Byly pfipraveny 4 derivaty a vSechny
vykazovaly vySsi inhibici neZ galantamin. I pfesto, Ze derivaty vykézaly podobnou aktivitu
v inhibici AChE (Tab.8), se derivat 1a (Obr.8) ukazuje jako nejslibnéjsi v terapii AD zamétené

na vice cili. M4 vysokou inhibici AChE i schopnost blokovat uklddani B-amyloidu.[®”]
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NH
1b: R= (CH2)6 (0]

o}
1c: R= (CH,)s < =
NH
NH
1d: R= (CHy)s /< N _NH

COzMe

galantamin

Obr.8: Derivaty galantaminu s navazanym indolovym zbytkem (pievzato a upraveno [671)

Tabulka 8: Hodnoty ICsp proti AChE a BuChE syntetizovanych derivatd galantaminu [¢7]

slouc¢enina ICso AChE (nM)
la 0,011 +0,0004
1b 0,012 +0,0021
lc 0,015+ 0,0003
1d 0,094 +0,0118
galantamin 1,070 + 0,1559

Studie z roku 2009 se zamétila na nové derivaty, které jsou schopny interakce s aktivnim
1 perifernim (PAS) mistem AChE. Byly pfipraveny N-substituované derivaty galantaminu,
které mély navdzané benzylamino skupiny a jejich modifikace, jako je naptiklad amidicka
skupina, a riznou délku methylenovych skupin jako spojovaciho mistku. Na zéklad¢ vysledka
byly definovany vztahy mezi strukturou a uc¢inkem. Bylo zjiSté€no, Ze fenylovy kruh mezi
spojovacim mustkem a N koncovou skupinou zvysuje afinitu derivatu, a Ze benzyl piperidinovy
zbytek by mohl byt €inny k zachyceni na perifernim mist€¢ AChE. Jako nejucinnéjsi se ukazal
derivat 10-N-demethyl-10-N-(6-(4-(piperidin-1-ylmethylfenoxy)hexan-1-yl)-galantamin (Obr.
10), jehoz hodnoty miizeme vidét v tabulce (Tab.10).[74]
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Obr. 10: Struktura derivatu 10-N-demethyl-10-N-(6-(4-(piperidin-1-ylmethylfenoxy)hexan-1-
yl)-galantaminu [74]

Tabulka 10: Hodnoty ICso nejuc¢innéjSiho derivatu studie a jeho srovnani s galantaminem v
inhibici AChE a BuChE "4

slou¢enina ICs0o AChE (uM) ICso BuChE (uM)
10-N-demethyl-10-N-(6-(4-(piperidin-1- 0,00562 33,0

ylmethyl)fenoxy)hexan-1-yl)-galantamin

galantamin 1,165 5,90

Dalsi studie zroku 2019 se snazila vytvofit derivaty se snizenou toxicitou oproti
galantaminu a zachovalou schopnosti inhibice AChE a -sektretazy. V ramci obmén molekuly
galantaminu se zamé&fila na polohy 6 a 11, kde se nachdzi methoxy a hydroxy skupina. Na tyto
skupiny byla navdzana ¢ast peptidu s pfedpokladanou inhibici B-sekretazy (inhibitor OM 99-2)
a zbytek kyseliny nikotinové nebo isonikotinové. Oba zbytky byly spojené aspartatovym
mustkem. Bylo dok4zéno, ze molekuly obsahujici zbytek kyseliny nikotinové sndz ptrejdou
BBB. Pozitivnim efektem zbytku kyseliny nikotinové je také vliv na zvySeni hladin HDL a
neuroprotektivni efekt. Pfispivda k angiogenezi a tim zlepSuje stav u pacientd s AD.
Ocekavanym efektem byla inhibice AChE a BuChE, B-sekretdzy, antiagregacni aktivita a
zvySeni hladin HDL. Vysledky akutni toxicity ukazuji, Ze zkoumané derivaty, obsahujici
zbytek kys. nikotinové nebo isonikotinové a peptidovy zbytek v poloze 11 maji nizsi toxicitu
nez galantamin. Vysledky cytotoxicity koreluji s vysledky akutni toxicity, z toho vyplyva, Ze
pouzité peptidové fragmenty snizuji in vivo toxicitu na mySich a sledovanych bunécnych liniich

az 100krat, coz by mohlo mit vyuziti pro aplikaci v medicing.[”

Patent publikovany v roce 2011 byl zamétfeny na derivaty galantaminu, které jsou schopny
inhibice AChE a BuChE diky peptidovému zbytku. Tento patent predstavil derivaty ve forme
esterti a amidil s navazanym di a tripeptidovym fragmentem, jak je vidét na obrazku (Obr.11),

kde R ptedstavuje dipeptid nebo tripeptid obsahujici v postrannim fetézci aminokyseliny,
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piedevsim: -CH(CH3)., -CH2CsHs, -CH2CH(CH3)2 a na N-konci fenyl, alkylfenyl, alkoxyfenyl

nebo halogenfenyl, kde jeden nebo vice halogenovych prvki je chlor, fluor a brom. Mohou také

obsahovat jejich diastereoizomery nebo jejich adi¢ni soli s kyselinami. Ziskané hodnoty 1Cso

75]

jsou shrnuty v tabulce (Tab. 11).!

Obr. 11: Derivaty galantaminu ve form¢ esterti a amida

[75]

Tabulka 11: Hodnoty ICso proti AChE a BuChE vybranych derivati vykazujicich inhibi¢ni

aktivitu [
sloucenina ICs0 AChE (uM) | ICso BuChE (uM)
6-O-N-[N-(3,4-dichlorofenyl)-D,L-alanyl]-glycyl 3,981 23,71
galantamin
6-O-N-[N-(3,4-dichlorofenyl)-D,L-alanyl]-L- 3,758 10,0
fenylalanyl-glycyl galantamin
6-O-N-[N-(3,4-dichlorofenyl)-D,L-alanyl]-L-leucyl- 3,35 0,612
glycyl galantamin
6-O-N-[N-(3,4-dichlorofenyl)-D,L-alanyl]-L-valyl- 8,33 0,335
glycyl galantamin
11-N-demethyl-11-N-N-[N-(3,4-dichlorofenyl)-D,L- 12,5 0,447
alanyl]-L-fenylalanylgalantamin
11-N-demethyl-11-N-N-[N-(3,4-dichlorofenyl)-D,L- 31,25 0,603
alanyl]-L-valylgalantamin
galantamin 5,0 59,2

Studie zroku 2008 se vénovala pfirodnim derivatim alkaloidii galantaminového

strukturniho typu izolovanym z mate¢ného louhu, ziskaného pii primyslové produkci

galantaminu z listd rostliny Leucojum aestivum. Bylo izolovéano 6 alkaloidii, z nichZ jeden byl

nové objeven, a to  N-(l4-methylallyl)norgalantamin. Dva
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methylallyl)norgalantamin a N-allylnorgalantamin vykazovaly vyssi schopnost inhibice AChE
nez galantamin (Tab.9). Jak je vidét na obrazku (Obr.9), oba derivaty obsahuji methoxy skupinu
vpoloze 9 a alkyl navdazany na N atom. Diky tomu, maji vyssi lipofilitu v porovnéni
s galantaminem, a tak snaz pfejdou pies hematoencefalickou bariéru. Bohuzel, izolace

piirodnich N-alkyl derivati galantaminu je vzacna, diky jejich extrémné nizké koncentraci

73]

v rostlinach.!

Ha

1: Ry= OH, R,= H, Ry= TS
Me HA
2: Ry= OH, Rp= H, Ry= T Hg

Obr. 9: N-(14-methylallyl)norgalantamin (2) a N-allylnorgalantamin (1) (pfevzato a

upraveno!’?))

Tabulka 9: Hodnoty ICso proti AChE a BuChE nejaktivnéjsich derivati galantaminu [

sloucenina ICs0 AChE (uM)
N-(14-methylallyl)norgalantamin 0,18
N-allylnorgalantamin 0,16
galantamin 1,82
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1.Material
4.1.1. Chlidantin

Cast chlidantinu pro ptipravu derivatd byla ziskana v &isté formé v ramci predchozich
fytochemickych studii na katedie farmaceutické botaniky farmacie v Hradci Kralové z cibuli
rostliny Chlidanthus fragrans Herb.?4! P¥iblizng 50 mg chlidantinu bylo doizolovano v rimci

této prace za pouziti TLC z mate¢ného louhu pochazejiciho ze stejné rostliny.

4.1.2. Rozpoustédla a chemikalie pouzité pro pripravu derivata
* DMAP- 4 -dimethylaminopyridin

* chloroform, p.a. (Penta)

* ethanol, p.a. (Penta)

* pyridin, p.a. (Penta)

» ethylacetat, p.a. (Penta)

¢ diethylamin, p.a. (Penta)

* toluen, p.a. (Penta)

* benzoylchlorid, >99% (Across)

* p-toluylchlorid, >99% (Across)

* 3-nitrobenzoylchlorid, >99% (Across)

* o-toluylchlorid, >99% (Across)
 m-toluylchlorid, >99% (Across)

* 2-methoxybenzoylchlorid, >99% (Across)

* 3-methoxybenzoylchlorid, >99% (Across)

* 3,5-dimethylbenzoylchlorid, >99% (Across)

* 1-naftoylchlorid, >99% (Across)

* 2-naftoylchlorid, >99% (Across)

* Dragendorffovo ¢inidlo (pfipravené v laboratofi)
* kyselina vinn4, p.a. (RNDr.Jan Kulich, s.r.o0.)

* dusi¢nan bismutity zasadity, p.a. (RNDr.Jan Kulich, s.r.0.)
* jodid draselny, p.a. (Penta)

4.1.3. Vyvijeci soustavy TLC

* Toluen: Diethylamin 9:1

* Toluen: Diethylamin 95:5
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4.1.4. Adsorbenty TLC

Kieselgel SiO2 60 F254, Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro TLC;
hloubka vrstvy 0,2 mm. Silikagel 60 GF254, Merck; pro ptipravu litych desek. (izolace
chlidanthinu)
4.1.5. Chemikalie pro pripravu hydrochloridu
* diethylether
* dichlormethan
* kyselina sirova 96%
* chlorid sodny
4.2. Priprava hydrochloridii

Pfesna navazka derivatu se rozpusti v suchém diethyletheru v zabrousené zkumavce, aby
koncentrace vzorku byla 1 M. Pokud se vzorek nerozpusti, odpaii se ¢ast diethyletheru a ptida
se nejmensi mozné mnozstvi suchého dichlormethanu tak, aby se vzorek zcela rozpustil. Po
uplném rozpusténi vzorku se prida nadbytek 1 M etherového roztoku chlorovodiku, kratce se
sonikuje. Pomoci pH papirku se ovéfi, zda bylo pfiddno dostatecné mnozstvi chlorovodiku.
Pokud pH papirek indikuje kyselou reakci, neni potieba piiddvat dal$i etherovy roztok
chlorovodiku, zkumavka se nechd 15 minut stat. V opacném piipad€ je nutné piidat dalsi
mnoZzstvi etherového roztoku chlorovodiku a znovu ovéfit pH pomoci pH papirku. Vznikly
hydrochlorid sedimentuje na dné zkumavky. Nasledné¢ se hydrochlorid v diethyletheru
provétrava na vodni 1dzni (40 °C) proudem vzduchu do uplného odpateni rozpoustédla. Poté se
ptida nekolik mililitr suchého diethyletheru a suspenze se opét odpaii dosucha. Proces je nutné
opakovat jest¢ dvakrat. Nadbyte¢ny plynny chlorovodik se timto zplisobem zcela odstrani.
Vznikly hydrochlorid se susi ve vakuovém exikatoru nad perlami silikagelu pfi tlaku 2-8 mbar
po dobu 12 hodin.

Pfiprava etherového roztoku chlorovodiku

Roztok suchého chlorovodiku v diethyletheru o koncentraci 1 M se pfipravuje v ptislusné
aparatufe. Do reakcni baiiky se nasype 3,1 g chloridu sodného a do pfipoustéciho tubusu se
vlije 15-20 ml 96% kyseliny sirové (nesmi dymat). Napli plynového filtru je tvofena promytou
(nebazickou) skelnou vatou. Do promyvacky, kterd je umisténa za filtrem, se vlije 50 ml
diethyletheru. Po sestaveni aparatury se velmi pomalu ptikapava 96% koncentrovana kyselina
sirova na chlorid sodny. Pokud se reakce nenastartuje, reakéni banka aparatury se kratce
ptihieje fénem. Vyvoj chlorovodiku nesmi byt piekotny, aby se stacil vSechen plyn, vysuSeny

koncentrovanou kyselinou sirovou, absorbovat v diethyletheru. Kyseliny sirové se ptikdpne do
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reak¢éni smési mirny nadbytek. Po ukonceni reakce se diethyletherovy roztok chlorovodiku
vylije z promyvacky do uzaviené banky, z niz se davkuje pro pfipravu chloridi. Takto
pfipraveny roztok ma koncentraci pfiblizné¢ 1 M, je mozné jej pouzivat 2 dny pro piipravu

chloridu alkaloidu.

4.3. Strukturni analyza derivata
4.3.1. NMR spektroskopie

Spektra NMR byla méfena v roztocich deuterovaného chloroformu (CDCL3) nebo
deuterovaného methanolu (CD30D). Teplota méfeni byla 25 °C. Méfeni probéhlo na piistroji
Varian Inova 500 pracujicim pii 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 MHz pro jadra *C.
K ozafovani a detekci byla pouzita One NMR sonda, Sirokopasmova dvoukanalova gradientni
sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly zméteny jako hodnoty 6 pars per milion (ppm)
a byly nepfimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla.
Hodnoty chemického posunu pro CDCl;3 jsou u atomti 'H 8 = 7,26 ppm a u atomi °C § = 77,0
ppm, pro CD;OD jsou u atomii 'H & = 3,30 ppm a u 3C § = 49,0 ppm. Ziskana data jsou
prezentovina v nésledujicim pofadi: chemicky posun (8), integrovana intenzita 'H NMR
spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletd, m: multiplet,

bs: Siroky singlet) a integracni konstanta (Hz).

4.3.2. ESI-MS

Vzorky (0,2 - 0,3 mg) byly rozpustény v 1 ml methanolu €istoty LC-MS a méfeny pomoci
systému Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA). Pfistroj sestava z modula
Waters Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, binarni gradientové pumpy Waters
2545, Waters 2998 detektoru s diodovym polem a Waters Acquity qDa hmotnostniho
spektrometru. Vzorky byly analyzovany pfii laboratorni teploté. Na separaci byla pouzitd kolona
s reverzni tazi XSelect® CSH ™ C18 OBD ™ (100 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Milford, USA).
Jako mobilni faze byly pouzity voda s 0,1% kyselinou mravenci (rozpoustédlo A) a methanol s
0,1% kyselinou mravenci (rozpoustédlo B). Priitok mobilni faze byl 1 ml/ min. Elu¢ni program
s gradientem byl naprogramovan néasledovné (v / v): 0 min 5% B, 5 min 100% B, 8,5 min 5%
B, poté 1,5 minuty v pocatecnich podminkach pro ekvilibraci. Optimalni hodnoty parametrti
ESI-MS byly: kapilarni napéti - 0,8 kV; Teplota proby - 600 ° C; Kuzelové napéti — 15V. LC/
MS hmotnostni spektra byla zaznamenana v rozmezi od 200 - 800 m/z. Pro detekci PDA byl
rozsah detektoru nastaven od 190 do 700 nm. LC ESI-MS analyzy byly provedeny v pozitivnim
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iontovém rezimu. Eluce slouCenin nastavd v poradi od vice polarnich k méné¢ polarnim,
s narustajici elu¢ni silou mobilni faze. V pribéhu chromatografické¢ analyzy zlstava

koncentrace kyseliny mravenci konstantni.

4.3.3. Opticka otacivost
Opticka otacivost byla méfena v roztocich alkaloidid za teploty 26°C. Méfilo se na

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

o e 1 i 100X
dopo¢itana specifické otagivost podle vzorce: [a]h, =

cxl
t-teplota méteni

D-linie sodikového svétla (589,3 nm)

a-otacivost (°C)

c-koncentrace méfené¢ho derivatu (g/100 ml)

1-délka kyvety (dm)

4.4. Biologicka aktivita pripravenych derivati
4.4.1. Stanoveni inhibi¢ni aktivity pripravenych derivati chlidantinu proti AChE a
BuChE
Me¢éfeni inhibi¢ni aktivity derivatl bylo provedeno na Katedie farmaceutické botaniky,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pomoci Ellmanovy metody. Méfeni provedl prof.
RNDr. Lubomir Opletal, CSc. a PharmDr. Daniela Hulcova, PhD. Podrobny popis metody je

v nésledujici literature.!”®)

4.4.2. Stanoveni protinadorové aktivity pripravenych derivati chlidantinu

Stanoveni cytotoxické aktivity derivata bylo provedeno na liniich Jurkat, MOLT, A-549,
HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, SAOS-2, MRC-5. Métfeni probéhlo ve spolupréci
s Katedrou lékafské biochemie, Lékaiské fakulty v Hradci Kréalové. Byl pouzit systém
xCELLigence. Stanoveni provedl RNDr. Radim Havelek, PhD. Podrobny popis metody je

v nasledujici literatute.!*!
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Tabulka 12: Bunécéné linie pouzivané ke stanoveni protinddorové aktivity

A2780 karcinom vajecnikt

A549 adenokarcinom plic

HeLa karcinom délozniho ¢ipku

MCEF-7 adenokarcinom prsu

MOLT akutni lymfoblasticka
leukémie

PANC-1 karcinom slinivky

SAOS-2 osteosarkom

HT-29 kolorektalni adenokarcinom

Jurkat akutni T-bunécna leukémie

MRC-5 nenddorovd bunécnd linie
plicnich fibroblast
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4.5. Syntéza derivata chlidantinu

4.5.1. 3-O-(Benzoyl)chlidantin (LC-145)

Chemical Formula: C47H2¢NO3 Chemical Formula: Cy4H25NO,
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 391,1784
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 391,4670

Obr. 12: Syntéza 3-O-(benzoyl)chlidantinu

30 mg (0,104 mmol) chlidantinu bylo rozpusSténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,43 mmol) benzoylchloridu a 1 mg DMAP jako
katalyzatoru. Reakce probihala pti 100 °C 3 hodiny. Po skonceni reakce byl odpaien pyridin
a reak¢éni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtotNH v poméru 9:1.
Zdbna s piipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta smési EtOH:EtOAc 1:1 a
vysusena. Bylo ziskano 38 mg (0,097 mmol) 3-O-(benzoyl)chlidantinu jako bilé krystalické
latky. Vytézek reakce byl 93 %.

ESI-MS m/z (%): 391, 790 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

'TH NMR (500MHz, CDCl3) &: 8.21-8.18 (2H, m), 7.64-7.59 (1H, m), 7.52-7.47 (2H, m), 6.92
(1H, d, J=7.9 Hz), 6.64 (1H, d, J=7.9 Hz), 6.25-6.21 (1H, m), 6.00 (1H, dd, J=10.4 Hz,
J=4.5Hz), 4.61-4.59 (1H, m), 4.22 (1H, d, J=15.2 Hz), 3.86-3.82 (1H, m), 3.73 (1H, d,
J=15.2 Hz), 3.40-3.32 (1H, m, overlapped), 3.34 (3H, s, overlapped), 3.11-3.04 (1H, m),
2.57-2.51 (1H, m), 2.43 (3H, s), 2.18 (1H, td, J=13.2 Hz, J=2.9 Hz), 1.99 (1H, ddd,
J=15.7Hz,J=5.9 Hz,J=3.9 Hz), 1.59-1.52 (1H, m)

13C NMR (125MHz, CDCls) &: 164.3, 149.5, 134.4, 134.0, 133.6, 133.3, 130.3, 129.5, 128.8,
128.4,125.6, 121.9, 121.2, 87.0, 69.4, 60.2, 55.9, 53.7, 48.2, 41.6, 34.4, 27.7

Opticka otadivost: [a]2° =-77,7 (c = 0,263; CHCI;)
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4.5.2. 3-O-(4-Methylbenzoyl)chlidantin (LC-160)

—>
Chemical Formula: C47H54NO3 Chemical Formula: Cy5H,7NO4
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 405,1940
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 405,4940

Obr. 13: Syntéza 3-O-(4-methylbenzoyl)chlidantinu

30 mg (0,104 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pridano do reakéni zkumavky 40 ul (0,304 mmol) p-toluoylchloridu a 1 mg DMAP jako
katalyzatoru. Reakce probihala ptfi 100 °C 3 hodiny. Po skonceni reakce byl odpaten pyridin a
reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtzNH 9:1. Zona
s piipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta smési EtOH:EtOAc 1:1 a vysuSena.
Bylo ziskano 25 mg (0,062 mmol) 3-O-(4-methylbenzoyl)chlidantinu jako bilé krystalické
latky. Vytézek reakce byl 59 %.

ESI-MS m/z (%): 406,105 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

TH NMR (500MHz, CDCl3) 6: 8.10-8.06 (2H, m, AA'BB’), 7.30-7.27 (2H, m, AA'BB’), 6.91
(1H, d, J=8.1 Hz), 6.63 (1H, d, J=8.1 Hz), 6.23 (1H, d, /J=10.3 Hz), 599 (1H, dd,
J=10.3 Hz,J=4.4 Hz), 4.60—4.58 (1H, m), 4.21 (1H, d, /= 15.2 Hz), 3.87-3.82 (1H, m), 3.72
(1H, d, J=15.2 Hz), 3.40-3.31 (1H, m, overlapped), 3.34 (3H, s, overlapped), 3.11-3.03 (1H,
m), 2.57-2.50 (1H, m), 2.44 (3H, s), 2.42 (3H, s), 2.17 (1H, td, /= 13.3 Hz, J=2.9 Hz), 1.99
(1H, ddd, /=159 Hz, J= 5.9 Hz, J= 3.9 Hz), 1.58-1.52 (1H, m)

13C NMR (125MHz, CDCl3) &: 164.4, 149.5, 144.1, 134.4, 134.1, 133.5, 130.3, 129.1, 128.9,
126.7, 125.6, 121.9, 121.2, 86.9, 69.5, 60.2, 55.8, 53.7, 48.2, 41.6, 34.4, 27.7, 21.7

Opticka otadivost: [a]3° = - 83,4 (c = 0,235; CHCls)
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4.5.3. 3-0-(3-Nitrobenzoyl)chlidantin (LC-258)

0]
Chemical Formula: C17H51NO3 Chemical Formula: Co4H24N5Og
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 436,1634
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 436,4640

Obr. 14: Syntéza 3-O-(3-nitrobenzoyl)chlidantinu

31,3 mg (0,109 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
ptidano do reakéni zkumavky 31,4 mg (0,169 mmol) 3-nitrobenzoylchloridu a 1 mg DMAP
jako katalyzatoru. Reakce probihala pii 50 °C 3 hodiny. Po skonéeni reakce byl odpaten pyridin
a reak¢ni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:Et;NH 9:1. Zéna
s piipravenym derivatem byla separovdna z desky, promyta smési EtOH:CHCI3 1:1 a
vysuSena. Bylo ziskdno 43 mg (0,096 mmol) 3-O-(3-nitrobenzoyl)chlidantinu jako bilé
krystalické latky. Vytézek reakce byl 90 %. Po analyze na ESI a NMR bylo zjisténo, Ze latka
neni v Cisté forme. Po 3 cyklech separaci pomoci EtOH: EtOAc bylo zjiSténo, Ze derivat neni
pfi uchovavani stabilni a rozklada se na vychozi latky. Z tohoto diivodu nebyl k dalSimu

testovani pouzit.

A B

 ——

Chlid LC-258 Chlid LC-258

Obr. 15: A-analytickd TLC derivatu LC-258 po uchovavani, B-analytickd TLC derivatu LC-
258 po preparativni TLC
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ESI-MS m/z (%): 436,868 (100%) [M + H]*

4.54. 3-0O-(2-Methylbenzoyl)chlidantin (LC-259)

Chemical Formula: C47H»{NO; Chemical Formula: Co5H27NO4
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 405,1940
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 405,4940

Obr. 16: Syntéza 3-O-(2-methylbenzoyl)chlidantinu

33,7 mg (0,117 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidéno do reakéni zkumavky 50 pl (0,379 mmol) o-toluoylchloridu a 1 mg DMAP jako
katalyzatoru. Reakce probihala pfi pokojové teploté 2 dny, tieti den bylo ptidano jesté 10 pl
(0,076 mmol) a zahtato na 50 °C. Po skonceni reakce byl odpafen pyridin a reakéni smés
rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtzNH 9:1. Zoéna s pfipravenym
derivatem byla separovana z desky, promyta smési EtOH:CHCI; 1:1 a vysuSena. Bylo ziskano
30 mg (0,074 mmol) 3-O-(2-methylbenzoyl)chlidantinu jako bilé krystalické latky. Vytézek
reakce byl 63 %.

ESI-MS m/z (%): 406,193 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

'H NMR (500MHz, CDCL3) §: 8.13 (1H, dd, J= 7.8 Hz, J = 1.5 Hz), 7.45 (1H, td, J = 7.8 Hz,
J=1.5Hz), 7.33-7.27 (2H, m), 6.92 (1H, d, J= 8.1 Hz), 6.63 (1H, d, J= 8.1 Hz), 6.24 (1H, d,
J=103Hz), 6.00 (1H, dd, J=103 Hz, J=4.4Hz), 4.62-4.58 (1H, m), 4.23 (1H, d,
J=15.2 Hz), 3.88-3.84 (1H, m), 3.73 (1H, d, J=15.2 Hz), 3.42-3.33 (1H, m, overlapped),
3.35 (3H, s, overlapped), 3.11-3.05 (1H, m), 2.67 (3H, s), 2.59-2.53 (1H, m), 2.42 (3H, s), 2.18
(1H, td, J=13.2 Hz, J=2.9 Hz), 1.98 (1H, ddd, J= 15.6 Hz, J=5.9 Hz, J=3.9 Hz), 1.58—
1.52 (1H, m)
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13C NMR (125MHz, CDCls) &: 165.1, 149.5, 141.1, 134.4, 134.0, 133.5, 132.4, 131.7, 131.3,
128.9, 128.7, 125.7, 125.6, 121.9, 121.2, 86.9, 69.4, 60.2, 55.8, 53.6, 48.3, 41.4, 34.2, 27.6,
21.8

Opticka otadivost: [a]3® =-78,7 (c = 0,239; CHCls)

4.5.5. 3-0-(3-Methylbenzoyl)chlidantin (LC-255)

—>
Chemical Formula: C47H,¢NO3 Chemical Formula: Cy5H57NO4
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 405,1940
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 405,4940

Obr. 17: Syntéza 3-O-(3-methylbenzoyl)chlidantinu

30,3 mg (0,105 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,379 mmol) m-toluoylchloridu a 1 mg DMAP jako
katalyzatoru. Reakce probihala ptfi pokojové teploté 2 dny. Po skonceni reakce byl odpaten
pyridin a reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtcNH 9:1.
Desky byly vyvinuty dvakrat. Zona s pfipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta
smési EtOH:CHCl; 1:1 a vysuSena. Bylo =ziskdno 35 mg (0,086 mmol)
3-0-(3-methylbenzoyl)chlidantinu jako bilé krystalické latky. Vytézek byl 82 %.

ESI-MS m/z (%): 406,016 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

"H NMR (500MHz, CDCl3) 8: 8.00 (1H, bs), 7.99 (1H, d, /= 7.6 Hz), 7.42 (1H, d, J= 7.6 Hz),
7.37 (1H, t, J=17.6 Hz), 6.90 (1H, d, /= 8.1 Hz), 6.63 (1H, d, /= 8.1 Hz), 6.25-6.21 (1H, m),
599 (1H,dd,J=10.5 Hz,J=4.4 Hz), 4.61-4.58 (1H, m), 4.21 (1H, d, J = 15.1 Hz), 3.86-3.82
(1H, m), 3.72 (1H, d, J=15.1 Hz), 3.39-3.31 (1H, m, overlapped), 3.34 (3H, s, overlapped),
3.10-3.04 (1H, m), 2.57-2.50 (1H, m), 2.44-2.41 (6H, m), 2.18 (1H, td, J=13.2 Hz,
J=2.9Hz), 1.99 (1H, ddd, J=15.9 Hz, J= 5.8 Hz, J= 3.9 Hz), 1.58-1.52 (1H, m)
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13C NMR (125MHz, CDCls) &: 164.5, 149.5, 138.1, 134.5, 134.1, 134.0, 133.5, 130.8, 129.4,
128.9, 128.3, 127.4, 125.6, 121.8, 121.2, 86.9, 69.4, 60.2, 55.8, 53.7, 48.2, 41.7, 34.4, 27.7,
21.2

Opticka otadivost: [a]3® =-68,5 (c = 0,199; CHCl5)

4.5.6. 3-0-(2-Methoxybenzoyl)chlidantin (LC-254)

—_—
Chemical Formula: C47H;4NO3 Chemical Formula: Cy5H,7NOg
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 421,1889
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 421,4930

Obr. 18: Syntéza 3-O-(2-methoxybenzoyl)chlidantinu

29,4 mg (0,102 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,336 mmol) 2-methoxybenzoylchloridu a 1 mg DMAP
jako katalyzatoru. Reakce probihala pii 60 °C jeden den. Po skonceni reakce byl odpaten
pyridin a reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtcNH 9:1.
Desky byly vyvinuty dvakrat. Zona s pfipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta
smési EtOH:EtOAc 1:1 a vysuSena. Bylo ziskdno 28 mg (0,066 mmol) 3-O-(2-
methoxybenzoyl)chlidantinu jako bilé krystalické latky. Vytézek reakce byl 65 %.

ESI-MS m/z (%): 421,931 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

'TH NMR (500MHz, CDCI3) 8: 8.04 (1H, dd, /= 7.8 Hz, J = 1.8 Hz), 7.52 (1H, td, J= 7.8 Hz,
J=1.8Hz), 7.02 (1H, t, J= 7.8 Hz, overlapped), 7.01 (1H, d, J= 7.8 Hz, overlapped), 6.93
(1H, d, J=8.1 Hz), 6.61 (1H, d, J=8.1 Hz), 6.23 (1H, d, J=10.5Hz), 598 (1H, dd,
J=10.3 Hz,J=4.4 Hz), 4.61-4.57 (1H, m), 4.20 (1H, d, /= 15.1 Hz), 3.92 (3H, s), 3.87-3.83
(1H, m), 3.71 (1H, d, J=15.1 Hz), 3.39-3.31 (1H, m, overlapped), 3.35 (3H, s, overlapped),
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3.09-3.03 (1H, m), 2.57-2.51 (1H, m), 2.41 (3H, 5), 2.16 (1H, td, J = 13.2 Hz, J = 3.0 Hz), 2.00
(1H, ddd, J = 15.6 Hz, J = 5.8 Hz, J = 3.9 Hz), 1.56-1.50 (1H, m)

13C NMR (125MHz, CDCl3) &: 163.3, 159.9, 149.5, 134.4, 134.1, 133.4, 132.5, 129.1, 125.5,
122.0, 121.1, 120.1, 119.1, 112.2, 86.8, 69.5, 60.3, 56.0, 55.8, 53.7, 48.2, 41.5, 34.4,27.8

Opticka otadivost: [a]3® =-53,6 (c = 0,232; CHCls)

4.5.7. 3-0-(3-Methoxybenzoyl)chlidantin (LC-253)

Chemical Formula: C47H51NO3 Chemical Formula: Cy5H27NO5
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 421,1889
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 421,4930

Obr. 19: Syntéza 3-O-(3-methoxybenzoyl)chlidantinu

29 mg (0,101 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,336 mmol) 3-methoxybenzoylchloridu a 1 mg DMAP
jako katalyzatoru. Reakce probihala pii 60 °C jeden den. Po skonceni reakce byl odpatren
pyridin a reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To: EtoNH 9:1.
Zdbna s piipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta smési EtOH:EtOAc 1:1 a
vysusena. Bylo ziskdno 39 mg (0,093 mmol) 3-O-(3-methoxybenzoyl)chlidantinu jako svétle
zluté krystalicke latky. Vytézek reakce byl 91 %.

ESI-MS m/z (%): 422,019 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

'H NMR (500MHz, CDCls) é: 7.79 (IH, d, J=8.0 Hz), 7.70-7.69 (1H, m), 7.39 (I1H, t,
J=8.0Hz), 7.16 (1H, dd, /J=8.0 Hz, J=2.5Hz), 691 (1H, d, J=7.8 Hz), 6.63 (1H, d,
J=7.8Hz), 6.23 (1H, d, J=10.5 Hz), 5.99 (1H, dd, /= 10.2 Hz, J= 4.4 Hz), 4.61-4.58 (1H,
m), 4.20 (1H, d, J=15.2 Hz), 3.87 (3H, s), 3.86-3.82 (1H, m), 3.72 (1H, d, /= 15.2 Hz), 3.38-
3.31 (1H, m, overlapped), 3.34 (3H, s, overlapped), 3.10-3.03 (1H, m), 2.57-2.51 (1H, m), 2.42

47



(3H, s), 2.17 (1H, td, J=13.1 Hz, J=3.0Hz), 1.98 (1H, ddd, J=15.8 Hz, J=5.9 Hz,
J=3.9Hz), 1.58-1.52 (1H, m)

13C NMR (125MHz, CDCl3) &: 164.2, 159.5, 149.5, 134.6, 134.0, 133.6, 130.7, 129.4, 128.9,
125.5, 122.8, 121.8, 121.2, 120.1, 114.2, 87.0, 69.5, 60.3, 55.9, 55.4, 53.7, 48.2, 41.7, 34.4,
27.6

Opticka otadivost: [a]3° = - 87,8 (¢ = 0,251; CHCls)

4.5.8. 3-0-(3,5-Dimethylbenzoyl)chlidantin (LC-256)

Chemical Formula: C47H,4NO3 Chemical Formula: C,H29NO4
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 419,21
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 419,52

Obr. 20: Syntéza 3-O-(3,5-dimethylbenzoyl)chlidantinu

40 mg (0,139 mmol) chlidantinu bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,338 mmol) 3,5-dimethylbenzoylchloridu a 1 mg DMAP
jako katalyzatoru. Reakce probihala pii 75 °C jeden den. Po skonceni reakce byl odpaten
pyridin a reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtcNH 9:1.
Zona s ptipravenym derivatem byla separovéana z desky, promyta smési EtOH:CHCI3 1:1 a
vysusena. Bylo ziskdno 57 mg (0,136 mmol) 3-O-(3,5-dimethylbenzoyl)chlidantinu jako bilé
krystalické latky. Vytézek reakce byl 97 %.

ESI-MS m/z (%): 420,063 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

H NMR (500MHz, CDCl5) 5: 7.81 (2H, s), 7.23 (1H, s), 6.89 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.62 (1H, d,
J=82Hz), 6.22 (1H, d, J = 10.6 Hz), 5.98 (1H, dd, J = 10.3 Hz, J = 4.3 Hz), 4.60-4.56 (1H,
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m), 4.19 (1H, d, J=15.2 Hz), 3.86-3.81 (1H, m), 3.71 (1H, d, J=15.2 Hz), 3.37-3.30 (1H, m,
overlapped), 3.34 (3H, s, overlapped), 3.09-3.02 (1H, m), 2.56-2.49 (1H, m), 2.42 (3H, s), 2.38
(6H, s), 2.16 (1H, td, J=13.2Hz, J=2.9Hz), 1.98 (1H, ddd, J=15.8 Hz, J=5.8 Hz,
J=4.0 Hz), 1.57-1.51 (1H, m)

13C NMR (125MHz, CDCls) &: 164.6, 149.4, 138.0, 134.9, 134.5, 134.0, 133.5, 129.2, 128.9,
127.9,125.5,121.8, 121.1, 86.9, 69.4, 60.2, 55.8, 53.7, 48.1, 41.7, 34.4, 27.7, 21.0

Opticka otadivost: [a]3® =-83,5 (c = 0,278; CHCls)

0
0
JYTC

4.5.9. 3-0-(1-Naftoyl)chlidantin (LC-214)

/>
N
\
Chemical Formula: C17H,1NO3 Chemical Formula: CygH,7NOy4
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 441,19
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 441,53

Obr. 21: Syntéza 3-O-(1-naftoyl)chlidantinu

30 mg (0,104 mmol) chlidantinu bylo rozpus§téno ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,332 mmol) 1-naftoylchloridu a 1 mg DMAP jako
katalyzatoru. Reakce probihala pii 75 °C jeden den. Po skonceni reakce byl odpaten pyridin a
reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtzNH 95:5. Zoéna
s pfipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta smési EtOH:EtOAc 1:1 a vysuSena.
Bylo ziskdno 27 mg (0,0612 mmol) 3-O-(1-naftoyl)chlidantinu jako bilé krystalicke latky.
Vytézek reakce byl 59 %.

ESI-MS m/z (%): 442,226 (100%) [M + H]*

NMR analyza:

'TH NMR (500MHz, CDCI3) 6: 9.03 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.44 (1H, dd, J= 8.1 Hz, J= 1.5 Hz),
8.09 (1H, d, J=8.3 Hz), 7.92 (1H, d, J= 8.1 Hz), 7.65-7.61 (1H, m), 7.58-7.54 (2H, m), 7.00
(1H, d, J=8.1Hz), 6.67 (1H, d, J=8.1Hz), 6.27 (1H, d, J=10.2 Hz), 6.02 (1H, dd,
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J=10.2 Hz, J=4.4 Hz), 4.65-4.62 (1H, m), 4.25 (1H, d, J = 15.1 Hz), 3.89-3.85 (1H, m), 3.76
(1H, d, J=15.1 Hz), 3.43-3.35 (1H, m, overlapped), 3.37 (3H, s, overlapped), 3.13-3.07 (1H,
m), 2.61-2.54 (1H, m), 2.45 (3H, s), 2.21 (1H, td, J=13.2 Hz, J=2.9 Hz), 1.99 (1H, ddd,
J=15.7Hz,J=5.9 Hz,J=3.9 Hz), 1.60-1.54 (1H, m)

13C NMR (125MHz, CDCls) &: 165.1, 149.6, 134.5, 134.1, 133.9, 133.8, 133.6, 131.7, 131.3,
129.0, 128.5, 127.9, 126.3, 126.2, 126.0, 125.7, 124.5, 122.0, 121.3, 87.1, 69.5, 60.2, 55.9, 53.7,
48.3,41.5,34.3,29.7,27.6

Opticka otadivost: [a]3® =-21,5 (c = 0,130; CHCls)

4.5.10. 3-O-(2-Naftoyl)chlidantin (LC-215)

Chemical Formula: C47H4NO3 Chemical Formula: CogH,7NOy4
Exact Mass: 287,1521 Exact Mass: 441,19
Molecular Weight: 287,3590 Molecular Weight: 441,53

Obr. 22: Syntéza 3-O-(2-naftoyl)chlidantinu

30 mg (0,104 mmol) chlidantinu bylo rozpus§téno ve 2 ml suchého pyridinu. Poté bylo
pfidano do reakéni zkumavky 50 pl (0,332 mmol) 2-naftoylchloridu a 1 mg DMAP jako
katalyzatoru. Reakce probihala pti 75 °C jeden den. Po skonceni reakce byl odpatfen pyridin a
reakéni smés rozdélena pomoci preparativni TLC. Mobilni faze byla To:EtzNH 95:5. Zoéna
s pfipravenym derivatem byla separovana z desky, promyta smési EtOH:EtOAc 1:1 a vysuSena.
Bylo ziskano 28 mg (0,063 mmol) 3-O-(2-naftoyl)chlidantinu jako bilé krystalické latky.
Vytézek reakce byl 61 %.

ESI-MS m/z (%): 442,226 (100%) [M + H]*

NMR analyza:
'TH NMR (500MHz, CDCl3) &: 8.79 (1H, bs), 8.19 (1H, dd, J= 8.3 Hz, J= 1.5 Hz), 7.99 (1H,
d, J=8.3 Hz), 7.92 (2H, t, J=8.3 Hz), 7.65-7.61 (1H, m), 7.59-7.55 (1H, m), 6.97 (1H, d,
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J=28.3 Hz), 6.66 (1H, d, J=8.3 Hz), 6.25 (1H, d, /J=10.3 Hz), 6.01 (1H, dd, J=10.3 Hz,
J=4.4Hz), 4.64-4.61 (1H, m), 4.23 (1H, d, J=15.2 Hz), 3.87-3.83 (1H, m), 3.75 (1H, d,
J=15.2 Hz), 3.41-3.33 (1H, m, overlapped), 3.35 (3H, s, overlapped), 3.12-3.05 (1H, m),
2.58-2.52 (1H, m), 2.44 (3H, s), 2.20 (1H, td, J=13.2 Hz, J=3.0 Hz), 2.00 (1H, ddd,
J=15.7Hz,J=5.6 Hz,J= 3.9 Hz), 1.60-1.54 (1H, m)

I3C NMR (125MHz, CDCls) &: 164.5, 149.6, 135.7, 134.6, 134.1, 133.7, 132.5, 132.1, 129.5,
129.0, 128.5, 128.2, 127.8, 126.71, 126.68, 125.7, 125.6, 121.9, 121.3, 87.1, 69.5, 60.3, 55.9,
53.8,48.3,41.7,34.4,27.7

Opticka otadivost: [a]3® =-92,1 (c = 0,096; CHCl5)
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5. VYSLEDKY
5.1. Priprava polosyntetickych derivata
Ptipravené derivaty chlidantinu jsou i se svymi vytézky uvedeny v nasledujici tabulce (Tab.13).

Tabulka 13: Pfipravené derivaty a jejich procentudlni vytézek

Cislo derivatu Vytézek (%)
LC-145 93
LC-160 59
LC-258 0
LC-259 63
LC-255 82
LC-254 65
LC-253 91
LC-256 97
LC-214 59
LC-215 61

5.2.Screening biologickych aktivit
5.2.1. Inhibi¢ni aktivita derivati proti AChE a BuChE a jejich prestup pies BBB
Katedra farmaceutické botaniky se dlouhodob¢ zabyva testovanim latek rizného ptivodu
na inhibici erytrocytarni AChE a sérové BuChE. V nasledujici tabulce (Tab.14) jsou shrnuty
vysledky inhibi¢ni aktivity pfipravenych derivati chlidantinu. NejzajimavéjSimi se ukazaly
derivaty LC-145, LC-254 a LC-259, které vykdzaly zajimavou inhibi¢ni aktivitu proti BuChE.
Proti AChE Zadné piipravené derivaty nevykazuji zajimavou aktivitu. Dale byla vypoctena
hodnota logBB popisujici permeabilitu pies hematoencefalickou bariéru.
LogBB je definovan jako logaritmicky pomér mezi koncentraci slouceniny v mozku a
krvi. Slouceniny s logBB > 0,3 snadno prochazeji BBB, naopak ty s logBB < -1,0 prochazeji

Spatng.[’”]
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Tabulka 14: Hodnoty ICso testovanych derivati chlidantinu v porovnéani se standardem

galantaminem

AChE  pfi| AChE ICso | BuChE pfi | BuChE ICso | logBB?

100 pM (%) | (M) 100 pM (%) | (nM)
galantamin 1,7+ 0,101 42,3 +£1,3151 10,047
chlidantin 147 + 6 B4 422 + 15834 | 0,087
LC-145 14,92+ 1,94 | >100 63,4+1,76 | 40,70 £ 0,44 | 0,045
LC-160 19,91+ 1,27 |>100 8,36+0,73 | >100 0,054
LC-259 19,32 +5,14 | >100 83,45+1,91 |[1328+0,36 | 0,090
LC-255 38,90+ 0,65 |>100 35,56+ 0,42 | >100 0,054
LC-254 23,67+0,70 | >100 58,87 0,52 |56,75+2,03 | 0,163
LC-253 42,18+ 0,65 |>100 12,83+ 0,49 | >100 0,171
LC-256 45,75+0,30 |>100 19,85+ 0,60 | >100 0,054
LC-214 30,37+0,97 | >100 53,14+1,36 |n. 0,186
LC-215 27,84+2,93 | >100 18,07+0,78 | >100 0,102

2vypocteno pies http:// www.way2drug.com/geb/., n.=zatim netestovano

5.2.2. Protinadorova aktivita derivatu

V nasledujicich tabulkach (Tab.15 a Tab.16) jsou shrnuty vysledky cytotoxické aktivity

pfipravenych derivati chlidantinu vii¢i nddorovym bunéénym liniim Jurkat, MOLT, A-549,

HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, SAOS-2 a nenadorové linit MRC-5. Derivaty LC-259

a LC-214 budou testovany v nejblizsi dobé.

Tabulka 15: Testované derivaty na vybrané bunécéné linie a jejich hodnoty viability v %
(proliferace bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM, koncentrace doxorubicinu 1pM)

LC-145 LC-160 LC-255 LC-254 doxorubicin

Jurkat 103 £3 97+ 1 92+4 89+3 1+0

Molt-4 96 +7 96 + 12 91 +17 93+ 14 1+2

A549 103 £2 105£5 83+5 84 +2 17+£6
HT-29 98 + 4 93 +3 89 +3 88+ 6 57+4
PANC-1 102 £2 98 + 4 87+9 90 + 10 67+7
A2780 100 £ 1 102 £2 107+13 [ 109 £8 11+£2
HeLa 106 £ 5 107 £ 4 93+2 92+3 25+11
MCF-7 111+6 108 +£2 109 + 4 106 +3 36 £3
SAOS-2 102+5 96 +7 94+ 1 94+ 3 27+5
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Tabulka 15: Testované derivaty na vybrané bunécné linie a jejich hodnoty viability v %
(proliferace bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM, koncentrace doxorubicinu 1puM)
(pokraCovani)

LC-145
1075

LC-160
101 +3

LC-255
102 + 8

LC-254
1035

doxorubicin

52+7

MRC-5

Tabulka 16: Testované derivaty na vybrané bunééné linie a jejich hodnoty viability v %
(proliferace bunék po 48 hod, koncentrace 10 uM, koncentrace doxorubicinu 1pM)

LC-253 LC-256 LC-215 doxorubicin

Jurkat 93+4 91+6 96+ 6 1£0

Molt-4 97 +21 94+ 16 92+ 10 1+£2

A549 92 +7 94 +£7 102+9 17+£6
HT-29 90 +4 89+3 92+2 57+4
PANC-1 89+9 90+9 104 £3 67+7
A2780 109+ 6 109 +7 102 £3 11+£2
HeLa 104+ 10 100 £ 1 107 +8 25+ 11
MCF-7 1114 108 +3 105+2 36 £3
SAOS-2 96 + 2 103 £11 95+6 27+5
MRC-5 100+ 5 102+6 102 +2 52+7
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6. DISKUZE A ZAVER

Katedra farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové se dlouhodobé¢
vénuje vyzkumu AA a jejich polosyntetickych derivati jako latek pouzitelnych v terapii
neurodegenerativnich, nadorovych a dal§ich onemocnéni. [C1SI2HB4IB6IBINA0NA2IA3IT6ITT] Tatg
diplomova prace navazuje na ptedchozi prace vypracované na katedfe, které se zabyvaly
piipravou derivati alkaloidii haemantaminu, ambellinu a lykorinu. Pfedmétem této prace byl
alkaloid chlidantin, ktery je polohovym izomerem galantaminu, ktery se vyuziva v terapii AD
a pusobi jako selektivni reversibilni inhibitor AChE a zaroven zesiluje vlastni ucinek
acetylcholinu na nikotinové receptory. % Tento alkaloid byl na pracovisti izolovan v ramci

piedchozich fytochemickych studii z Chlidanthus fragrans.¥

V ramci ptedlozené diplomové prace bylo syntetizovano deset aromatickych derivata
alkaloidu chlidantinu. Vybér substitu¢nich c¢inidel byl proveden na zakladé vysledka
ptedchozich studii, kdy byly pfipravovany estery vySe zminénych alkaloidii. Z téchto studii
vyplynul poznatek, ze alifatické estery nevykazuji inhibi¢ni G€inek vii€i cholinesterazam, zatim
co aromatické ano.’”) Vsechny syntézy probihaly v prostfedi bezvodého pyridinu za
ptitomnosti dimethylaminopyridinu jako katalyzatoru. Pro ptipravu derivati byly pouzity rizné
substituované benzoylchloridy, toluoylchloridy a naftoylchloridy. Pro ziskani a piecisténi
pfipravenych derivati byla pouZzita metoda preparacni TLC. Pfipravené latky byly
identifikovany pomoci NMR, MS a optické otacivosti. Derivaty byly ziskany ve formé bilych
a svétle Zlutych krystalickych latek. Pro screening biologickych aktivit byly pfipraveny
hydrochloridy derivatl za Gcelem zlepSeni rozpustnosti v pribéhu biologickych studii. VSechny
ptipravené derivaty byly na katedfe syntetizovany poprvé.

U vsech latek bylo ziskdno dostatecné mnozstvi derivatl, umoziujici testovani na
protinadorovou a inhibi¢ni aktivitu proti AChE a BuChE. Bohuzel nitroderivat LC-258 byl pfi
uchovévani nestabilni, kdy dochézelo k rozkladu na vychozi latky, a proto ho nebylo mozné
zatadit do studii biologickych aktivit.

Jak jiz bylo fe€eno vySe, latky schopné inhibice cholinesteraz jsou potencidlné vyuZzitelné
v terapii AD. VS8echny pfipravené derivaty byly nejprve testovany v rdmci screeningové studie
pii koncentraci 100 uM, a u latek, které vykazovaly inhibici minimalné ve vysi 45% proti AChE
a 50% proti BuChE, byla dale stanovena hodnota ICso. Jako standard byl pouzit galantamin,
ktery je soucasti jiz zavedené terapie AD. Bohuzel Zadny z ptipravenych derivati nedisponoval
vyraznou inhibi¢ni aktivitou vi€i AChE (Tab. 14), na druhou stranu ¢tyfi derivaty inhibovaly

BuChE pii koncentraci 100 pm vice jak z 50%. Jedna se o derivaty 3-O-(benzoyl)chlidantin
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(LC-145), 3-O-(1-naftoyl)chlidantin (LC-214), 3-O-(2-methoxybenzoyl)chlidantin (LC-254) a
3-0-(2-methylbenzoyl)chlidantin (LC-259). Tfi z nich byly vybrany pro stanoveni hodnoty
ICso. (Tab. 14) Nejzajimavéjsi aktivitu proti BuChE vykazala latka 3-O-2-
methylbenzoylchlidantin (LC-259) s hodnotou ICso = 13,28 + 0,36. Zaroveni tato latka vykazala
selektivni inhibici vi¢i BuChE s indexem selektivity >8,3. Jak jiz bylo vySe uvedeno selektivni
inhibice BuChE by mohla byt potencidlnim cilem v terapii pokro¢ilé AD, vzhledem k faktu, Ze
u pacientit s AD je v misté senilnich plakl vice tvofena BuChE, a tim stoupa jeji vyznam pfi
odbouravani ACh.8I59)

Dilezitou soucasti uc¢inku je 1 schopnost dosazeni cilového mista, coz v ptipad¢ inhibitorti

771U vsech ptipravenych derivati byla vypoétena

cholinesteraz je prestup latky do mozku.
hodnota logBB, ktera popisuje permeabilitu pfes hematoencefalickou bariéru. Na zakladé¢
ziskanych hodnot logBB (logBB= 0,045-0,186) je mozné konstatovat, ze vSechny pfipravené
derivaty jsou schopny ptestupu pies BBB.

Ziskané latky byly také podrobeny biologickému testovani ke stanoveni cytotoxického
pusobeni vi¢i nddorovym bunéénym liniim Jurkat, MOLT-4, A-549, HT-29, PANC-1, A2780,
HeLa, MCF-7, SAOS-2 a nenadorové bun&tné linie MRC-5. Bohuzel Zadny z ptipravenych a
testovanych derivati nevykazal zajimavou aktivitu, kdy viability vSech bunéénych linii po 48
hodinach ovlivnéni derivaty v koncentraci 10 pM byly nad 80% (Tab. 15, Tab. 16). Jako
standard byl pouzit doxorubicin. Derivaty LC-259 a LC-214 budou testovany v nejblizsi dob¢.

Zavérem lze fici, Ze se podafilo pfipravit pouze jeden derivat s vyraznou inhibi¢ni
aktivitou (BuChE). Tato latka by mohla byt pouzita jako tzv. ,,lead-structure®, ale vzhledem
k nizké dostupnosti chlidantinu z biologického materidlu a ziskanym hodnotam ICsp je tato
piedstava spiSe neredlna. V porovnani se stejnymi derivaty piipravenymi od haemantaminu,
ambellinu a vittatinu v ramci pfechozich studii, derivat chlidantinu vykazal nejniZsi inhibi¢ni
potencial. Nejaktivnéjsi latkou ze zminénych derivati byl 11-O-(2-methylbenzoylambellin),
ktery disponuje silnym, navic selektivnim inhibiénim potencidlem vii¢i BuChE s hodnotou

1C50 0,28 + 0,02 uM."®!
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Nazev diplomové prace: Derivaty Amaryllidaceae alkaloidi a jejich biologicka aktivita

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou zdrojem velkého mnozZstvi biologicky aktivnich latek
oznatovanych jako Amaryllidaceae alkaloidy. Jejich ucinky zahrnuji cytotoxickou,
antifungalni, antivirovou, antibakterialni nebo antimalarickou aktivitu, a v neposledni fadé¢ také
inhibici cholinesteraz. Mezi Amaryllidaceae alkaloidy galantaminového typu mizeme zaradit
také alkaloid chlidantin, ktery je polohovym izomerem v klinické praxi pouZzivaného
galantaminu. Zdrojem chlidantinu jsou rostliny Chlidanthus fragrans, Haemanthus multilflorus

a Hippeastrum aulicum.

Pfedmétem této diplomoveé prace byla ptiprava derivati alkaloidu chlidantinu a studium
jejich biologické aktivity v souvislosti s terapii Alzheimerovy choroby a nadorovych
onemocnéni. Bylo pfipraveno deset aromatickych esterovych derivati chlidantinu. Pfipravené
latky byly identifikovany pomoci NMR, MS a optické otacivosti. VétSina derivati byla
screeningoveé testovdna na jejich inhibi¢ni potencidl vi¢i AChE a BuChE a na jejich

cytotoxicky potencial vic¢i panelu nddorovych a nenadorovych bunéénych linii.

Nejzajimavéjsi aktivita byla zjisténa u derivatu 3-O-(2-methylbenzoyl)chlidantinu (LC-
259), ktery vykazoval selektivni inhibici vii¢i BuChe a byl schopny pfestupu pies BBB.
Toxicita bude testovana v nejbliz$i dob¢. Latka by mohla byt pouzita jako ,,lead structure* pro

dalsi vyvoj.

Kli¢ova slova: chlidantin, Amaryllidaceae, alkaloidy, Alzheimerova choroba, protinadorova

aktivita
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Title of diploma thesis: Derivatives of Amaryllidaceae alkaloids and their biological activity

The plants of Amaryllidaceae family are source of a large amount of biologically active
substances called Amaryllidaceae alkaloids. Their effects include cytotoxic, antifungal,
antiviral, antibacterial or antimalaric activity and, last but not least, the inhibition of
cholinesterases. The Amaryllidaceae alkaloids, galanthamine type also includes alkaloid
chlidanthine, which is a positional isomer of the clinically practice used alkaloid galanthamine.
The sources of chidanthine are Chlidanthus fragrans, Haemanthus multilflorus and

Hippeastrum aulicum.

The object of this thesis was the preparation of chlidanthine derivatives, and the study of
their biological activity connected to the therapy of Alzheimer’s disease and cancer. Ten
aromatic ester derivatives of chlidanthine were prepared. The chemical structures were
elucidated by NMR, MS experiments and optical rotation. Most derivatives were screened for
their AChE and BuChE inhibitory potential and their cytotoxic potential against a panel of

tumor and non-tumor cell lines.

The most interesting activity was found with the 3-O-(2-methylbenzoyl)chlidanthine
derivative, which showed selective inhibition against BuChE and was able to cross the BBB.
Toxicity will be tested shortly. The substance could be used as a lead structure for further

development.

Keywords: chlidanthine, Amaryllidaceae family, alkaloids, Alzheimer's disease, antitumor

activity
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