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1. UVOD

Rastliny sa vyuzivali v 'udovom liecitel'stve uz odpradavna. Cudia s postupom casu
pochopili, ze rastliny je mozné vyuzivat nielen ako potravu, ale aj na lieenie. Takisto zistili,
ze niektoré druhy rastlin st pre nich nebezpecné. Empirickou formou st'astnych néhod, ale
zial mnohokrat aj tragickych omylov, sa takto utvorila skupina lieCivych rastlin. Tieto
rastliny sa v prvotnej spolo¢nosti pouzivali nespracované.!

Mnozstvo farmaceuticky vyznamnych latok bolo izolovanych z rastlin, zivo¢ichov,
hub, morskych organizmov a mikroorganizmov. Potreba vyvoja novych biologicky
ucinnych latok je nevyhnutnou sucastou farmaceutického vyskumu. Inovacie st nutné
v dosledku mnozstva neziaducich uc¢inkov, nespecifického mechanizmu ucinku, rezistencie
baktérii na antibiotikd ¢i nadorového tkaniva na cytostatikum. Dnes, aj napriek pokro¢ilym
technoldégiam umoznujucim syntézu novych latok, sa vyskum stdle viac orientuje na
prirodné zdroje, ako napriklad rastliny, ktoré su zdrojom nespocetného mnozstva latok
s roznymi chemickymi Struktirami a Sirokym spektrom biologickych aktivit. Prikladom
takychto latok mozu byt’ sekundarne metabolity rastlin, ktoré sa nazyvaja alkaloidy. Rastliny
vSak obsahuju aj primarne metabolity. Su vysledkom zakladnych fyziologickych procesov
prebiehajicich v rastlinach nazyvanych aj ako primarny metabolizmus. Sekundarne
metabolity na rozdiel od primarnych metabolitov nie su nevyhnutné pre rast a vyvoj rastlin.
Nie st v8ak pritomné vo vSetkych rastlinach. Niektoré zo sekundarnych metabolitov boli
izolované anaSli svoje uplatnenie v terapii bakteridlnych ¢i mykotickych infekcii,
kardiovaskularnych a nadorovych ochoreni.?

Alkaloidy st prirodné organické latky obsahujuce dusik v heterocyklickom kruhu,
ktoré majii vyrazné, spravidla velmi $pecifické G¢inky.> Vyznamnou a biologicky vel'mi
aktivnou skupinou alkaloidov st alkaloidy amarylkovitych rastlin. St produkované
vyhradne rastlinami ¢elade Amaryllidaceae a vyznacuju sa rozmanitost'ou Struktdr a ti¢inku.
Radime ich medzi isochinolinové derivaty z dovodu ich rovnakého prekurzoru, tyrozinu.
Tieto latky st zname hlavne kvoli galanthaminu, ktory sa ako selektivny reverzibilny
inhibitor acetylcholinesterazy vyuziva v liecbe Alzheimerovej choroby (AD).

AD je progresivne neurodegenerativne ochorenie, ktoré je najCastejSou pricinou
demencie a taktiez jedna z primarnych pri¢in umrti. K jej prejavom patri strata pamiiti,

porucha kognitivnych funkcii, zmeny chovania a neschopnost sebakontroly.* V dnesne;

-6-



dobe sa tak stdva velkym socidlnym problémom. Toto ochorenie v roku 2010 postihovalo
36 milidonov l'udi. Narast pacientov trpiacich touto chorobou sa do roku 2050 odhaduje az
na 144 miliénov.’ V sti¢asnosti nevieme kauzalne lie¢it’ AD, pretoZe nie je znama pri¢ina jej
vzniku. St zname vSak niektoré patologické faktory, vel'mi vyznamnym je produkcia
a ukladanie proteinu f-amyloidu. Podavanim farmakoterapie vSak moézeme spomalit’
progresiu choroby a oddialit’ nastup tazkych stadii demencie.

Vznik nového lieciva je mozny viacerymi cestami. Popri izolacii novych latok,
potencialne vyuzite'nych v liecbe roznych ochoreni, tu rozhodujiacu tlohu zohrava chémia.
V laboratéridch je mozné pripravit’ nové latky, ktorych Struktara je len minimalne odlisna
od znamych a pouzivanych lieciv. Uz mald zmena v Strukture latky moze vyrazne zmenit
latky. Ziadna nova latka sa nestane lie¢ivom len tym, Ze bola izolovana alebo syntetizovana.
Tym sa stane az po dlhodobom preklinickom a klinickom testovani. VAicSina
novoobjavenych latok bohuzial' vykazuje zavazné neziaduce ucinky a tak nie je mozné
pokracovat’ v d’alSom testovani.

Predmetom tejto diplomovej prace bola priprava polosyntetickych derivatov
alkaloidu tazettinu, presnejSie halogenovanych derivéatov, ich Struktirna analyza a testovanie
spektra biologickych aktivit. Jedn4d sa o pokracovanie vyskumu katedry farmaceutickej
botaniky Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej. Praca vychadza z Cinnosti pracovnej
skupiny ADINACO, ktora sa zaobera izolaciou obsahovych latok rastlin (sekundarnych
metabolitov) a sledovanim ich biologickej aktivity. Tazettin bol pre tato diplomovu pracu
vybrany prave z tohoto dovodu. Zamerom pripravy tychto latok bolo ich mozné vyuZitie

v terapii AD, pripadne ich vyuzitie v terapii nadorovych ochoreni.



2. CIEL PRACE

Katedra farmaceutickej botaniky sa venuje skimaniu alkaloidov celade
Amaryllidaceae a pripravou polosyntetickych derivatov vybranych alkaloidov. Tieto
derivaty vykazuji priazniva aktivitu v protinddorovej, antimalarickej lieCbe a hlavne

v liecbe AD.
Hlavné ciele diplomovej préce:

1) spracovanie reserSe k problematike vyuzitia alkaloidov ¢el'ade Amaryllidaceae a ich
syntetickych derivatov v terapii Alzheimerovej choroby,

2) priprava polosyntetickych derivatov alkaloidu tazettinu ¢elade Amaryllidaceae pre
biologické testovanie podla literarnej reserse,

3) stanovenie zékladnych fyzikalne-chemickych charakteristik pripravenych derivatov,

4) biologické testovanie pripravenych derivitov ako na domacom pracovisku, tak
v spolupréci s d’al$imi vedeckymi inStiticiami,

5) vyhodnotenie vysledkov a spisanie diplomovej prace.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika ¢ePade Amaryllidaceae

Rastliny celade Amaryllidaceae st zname hlavne kvoli produkcii velkej skupiny
alkaloidov nazyvanych Amaryllidaceae alkaloidy, ktoré sa daji potenciondlne vyuzit
k terapii roznych zdvaznych ochoreni. Jedna sa o vytrvalé rastliny s podzemnymi cibul’ami,
podzemkami alebo cibul'ovymi hl'uzami. Doposial’ pozname zhruba 65 rodov a 850 druhov,
ktoré st rozsirené hlavne v miernych a subtropickych oblastiach.® Rastl vol'ne alebo byvajt
pestované pre okrasu. Plodom je bobula alebo tobolka.®” Vybrani zastupcovia &el'ade

Amaryllidaceae, ktoré sa bezne vyskytuji na naSom tizemi, s zobrazené na Obr. 1.3

Obr.1: Galanthus nivalis,** Narcissus pseudonarcissus, ® Leucojum vernum®

Liecebné vlastnosti tychto rastlin boli zndme uz v 4. storo¢i pred nasim letopocétom.’
Amaryllidaceae alkaloidy delime na 9 hlavnych Strukturnych typov. Na zdklade tejto
klasifikdcie ma kazda skupina svojho zastupcu, ktorymi su: krinin, galanthamin,
haemanthamin, homolykorin, lykorin, montanin, pankratistatin, norbelladin a tazettin.!'”
Prehl'ad Struktarnych typov Amaryllidaceae alkaloidov (AA) spolu sich zakladnymi
zastupcami a rodmi, z ktorych boli izolované uvadzam v tabul’ke 1. Mnohé z nich, ako
napriklad lykorin, narciklasin, pankratistatin a haemanthamin vykazuju sl'ubnu
protinadorovu aktivitu uz v mikromolarnych koncentraciach.!! Faktom nadalej ostava, Ze
vécsina latok s vyznamnou biologickou aktivitou je stale v Stadiu preklinického vyvoja. To

plati aj pre najpreskimanejSie zli€eniny s uplatnenim v lie¢be naddorovych ochoreni ako



napriklad lykorin alebo pankratistatin. Vyhodou tychto latok je selektivita pdsobenia proti
nadorovym bunkdm. Nevyhodou je pomerne nizky obsah niektorych biologicky
zaujimavych alkaloidov v rastlinach. Prave preto v dnesnej dobe pretrvava snaha o pripravu

syntetickych analdgov s terapeuticky lepsimi vlastnost'ami.

3.2 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidov

Specifickou biosyntetickou cestou AA je tzv. norbelladinova cesta, ktora je
schematicky zndzornena na Obr. 2. Pociato¢né latky pre syntézu alkaloidov tvoria dve
aromatické aminokyseliny — L-fenylalanin a L-tyrozin. L-Fenylalanin sa premiena na 3,4-
dihydroxybenzaldehyd a L-tyrozin na tyramin. Spojenim tychto latok po niekolkych
reakcidch vznikd O-methylnorbelladin.'> Néslednym oxidativnym spojenim kruhov
v polohach para-ortho ‘ vzniké galanthaminovy typ, v polohach para-para‘ dochadza ku
vzniku heamanthaminového, krininového, tazettinového a pankrastatinového typu
a v polohéch ortho-para‘ vzniké lykorinovy a homolykorinového typ. Biosynteticka cesta

veduca k vzniku montaninového $truktirneho typu nebola doposial’ spolahlivo vysvetlena.'?
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Obr. 2: Biosyntéza hlavnych struktirnych typov Amaryllidaceae alkaloidov (prevzaté)’
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Tabul’ka 1: Struktiirne typy alkaloidov Amaryllidaceae, hlavni zdstupcovia a priklady
rodov, z ktorych boli izolované (prevzaté a skratené z literatiiry)”

Struktl'lrny typ

Norbelladinovy

Lykorinovy

Homolykorinovy

Krininovy

Haemanthaminovy

Hlavny zastupca Rod

HO Crinum

Norbelladin HOD\/ Galanthus
HO

Nerine
Chlidanthus

ZT

Ammocharis
Brunsvigia
Crinum
Cyrtanthus
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Zephyranthes

Lykorin

Clivia
Galanthus
Hippeastrum
Leucojum
Lycoris
Narcissus

Homolykorin

Ammocharis
Brunsvigia
Clivia
Crinum
Cyrtanthus
Eucharis
Galanthus
Hippeastrum
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Nerine
Zephyranthes

Krinin

Haemanthamin
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OH Boophane
HO_ ~_,OH Haemanthus
Hymenocallis

<O OH Narcissus
o NH Pancratinum
Zephyranthes

Pankratistatinovy = Pankratistatin

Clivia
Eucharis
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Zephyranthes

Tazettinovy Tazettin

Hippeastrum
Lycoris
Pancratinum
Scadoxus

Montaninovy Montanin

Crinum
Cyrtanthus
Galanthus
Leucojum

Lycoris
Narcissus

Zephyranthes

Galanthaminovy  Galanthamin

3.3 Biologicka aktivita alkaloidov ¢el’ade Amaryllidaceae

Ako som uz vuvode tejto prace nacrtol, alkaloidy amarylkovitych rastlin sa
vyznauju naozaj Sirokou biologickou aktivitou, ¢o potvrdzuje aj mnozstvo vykonanych
Studii, ktoré priniesli zaujimavé vysledky. K ich najzndmejSej aktivite patri inhibicna
aktivita vo&i acetylcholinesteraze (AChE) a protinadorova aktivita,!#15-1617

3.3.1 Alkaloidy ¢el'ade Amaryllidaceae ako latky vyuzite'né v terapii
Alzheimerovej choroby

AD je degenerativne ochorenie mozgu a najbeznejSia pri¢ina demencie.'®!

Demencia sa vyznacuje zniZzenim paméti, jazyka, rieSenia problémov a d’alSimi

kognitivnymi schopnostami, ktoré ovplyviiuji schopnost’ ¢loveka vykonavat’ kazdodenné
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¢innosti. K tomuto poklesu dochddza, pretoze nervové bunky v ¢astiach mozgu zapojenych
do kognitivnych funkcii boli poskodené alebo zni¢ené. Pri AD poSkodenie a znicenie
neuronov nakoniec ovplyvni d’alSie Casti mozgu, vratane tych, ktoré umoznuju osobe
vykonavat’ zakladné telesné funkcie, ako je chddza a prehitanie. udia v koneénych $tadiach
choroby st viazani na 16zko a vyzaduju nepretrzita starostlivost’. Postupna progresia tohto
ochorenia nakoniec vyusti smrtou pacienta.?

AD saprvykrat zistila pred viac ako 100 rokmi, ale uplynulo 70 rokov, kym sa uznala
za najbeznejsiu pri¢inu demencie a za jednu z hlavnych pri¢in smrti.?! AZ potom sa AD stala
vyznamnou oblastou vyskumu. Aj ked’ vyskum ktory nasledoval, odhalil mnoho o AD, este
stale treba objavit’ vela o presnych biologickych zmenach, ktoré sposobuji AD, preco
postupuje rychlejSie u niektorych ako uinych aotom, ako mozno chorobe zabranit,
spomalit’ alebo ju zastavit'.

RozliSujeme dve formy AD, vc€asni aneskoru formu. Samotné ochorenie ma
niekol’ko $tadii podl'a urovne straty pamaiti. Po¢iatocné Stadium je badateI'né, ked’ pacient
zacne hladat’ odloZené predmety a zabtida vykondvat’ bezné Cinnosti. Pacient je vSak stale
samostatny a sebestacny. V d’alSom Stadiu dochédza k zhorSeniu pamdti, pacient zabuda
mena, vybavuje si len hlboko vstepené informacie. Nastupuje dezorientacia, kedy si pacienti
nevybavuju miesto svojho trvalého bydliska. Findlne Stddium sa vyznacuje tplnou stratou
pamiti, neschopnost’ou sa naucit’ Ziadne nové veci, dochadza k tomu, Ze pacient nespoznava
svojich blizkych a stdva sa nesebesta¢ny.?

DetailnejSie preskimanie jednotlivych procesov v patogenéze AD na subcelularnej
urovni poskytuje mnozstvo hypotéz o tom, ¢o je dominantnym pri spusteni kaskddy zmien
veducich k typickym morfologickym zmendm mozgu a v kone¢nom dosledku k vzniku
demencie. V sucasnosti existuje niekol'ko tedrii o vzniku a vyvoji AD: okrem cholinergnej
hypotézy ahypotézy amyloidovej kaskady existuje koncepcia mierneho zhorSenia
kognitivnych funkcii, hypotéza oxidacného stresu a oxidacnej nerovnovahy, tedria oxidu
dusnatého, teoria glutamatovej neurotoxicity / hypotéza vapnika, hypotéza nestability
mikrotubtl, hypotéza nestability mikrotubtl, koncepcia regulacie a interferencie pévodnych
molektl,® teéria kovu,?* hypotéza replikdcie stresu DNA,? tedria noradrenergie®®
a hypotéza bunkového cyklu.?’” Hlavnymi teériami v8ak ostava cholinergna a amyloidova
hypotéza.

Cholinergna tedria uvadza deficit cholinergnej neurotransmisie ako najddlezitejSie
nalezy apredpokladd, Ze kognitivne poruchy suvisia s nedostatkom centralnych

cholinergnych funkcii. Tvorba a vydaj neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) je patologicky
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znizend. Mediator je zapojeny do procesov, ako st ucenie, pamét, pozornost’ a motorické
zrucnosti. Jeho syntéza prebieha v cholinergnych neurdénoch cholinacetyltransferazou
(ChAT). Rozklada sa na cholin a acetat cholinesterazami (ChE). Cholinesteraza je zastiipena
AChE a tiez butyrylcholinesterazou (BuChE) v neurénoch a blizko k synapsiam. Straty ACh
je mozné kompenzovat pomocou inhibitorov  AChE. AChE je uchorych pacientov
zodpovedna za metabolizmus amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktory sa
bezne vyskytuje v neurénoch. U zdravého Cloveka je APP Stiepeny na fragmenty o vel'kosti
40 aminokyselin (AMK) pomocou a-sekretdzy. AvSak za patologickych podmienok
dochadza ku Stiepeniu APP pomocou - a y-sekretdzy za vzniku fragmentov vacsich ako 40
AMK. Tieto fragmenty nasledne koaguluji a dochddza ku vzniku f-amyloidu (AfS) vo
forme fibril, ktoré nazyvame amyloidové plaky. V mieste vzniknutych amyloidovych

28 Schematické zndzornenie ciest mozného

plakov nasledne dochadza k apoptdze.
spracovania APP je uvedené na Obr. 3.
Zakladom amyloidovej tedrie je vysvetlenie, ze dovodom vytvarania amyloidovych
plakov je porucha metabolizmu APP a zéroven dochddza aj k poruche metabolizmu z-
proteinu. Funkciou t-proteinu u zdravych l'udi je spevnenie a stabilizdcia mikrotubulov
a ovplyvnenie axondlneho transportu. U pacienta trpiaceho AD dochadza ku tvorbe
helikalnych filamentov, ktoré sa zhlukuji do neurofibrinalnych klbiek, dosledkom ¢oho

dochadza k zaniku neurénov.?’

a- secretase I PB- secretase/ BACE 1

N 7N\

a-APP B-APPs C99 APP

c-83
/\ <——— y-secretase —)l A 40
P3

APPICD
Ap 42'
AB-oligomers

(nontoxic) I Af- peptide
— Hyperphosphorylated /\\ Microglia and

Tau Loss of Cerebrovascular  astrocyte
Synapse damage activation
NFTs  ——————> Neurotoxicity

Non- Amyloidogenic Pathway
Aemyied diuasopiojAwy

Cognitive

dysfunction

Obr. 3: Schematické zndazornenie ciest mozného spracovania APP (prevzaté)®’
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Vedci sa domnievaji, Ze v€asné odhalenie Alzheimerovej choroby bude kI'i¢om
k prevencii, spomaleniu a zastaveniu choroby. V poslednych desiatich rokoch sa
zaznamenal obrovsky narast vo vyskume véasného odhalenia. 2°

V terapii sa dnes vyuzivaju dva postupy, podavanie inhibitorov AChE a inhibitorov
glutamatovych NMDA receptorov.’! V lahSich az strednych $tddidch su indikované
inhibitory AChE, ktoré reverzibilne inhibuji AChE, ¢im zvySia obsah neuromedidtoru
acetylcholinu v synapsiach. Nasledne dochadza k zlepSeniu prenosov v centralnej nervovej
sustave (CNS). Do tejto skupiny patri donepezil, rivastigmin a vysSie spomenuty

galanthamin. V tazkych §tadiach ochorenia st indikované inhibitory glutamatovych NMDA

receptorov, ktoré zabraiuji nadmernej exciticii neurénov.*

3.3.2 Alkaloidy cel'ade Amaryllidaceae ako latky vyuzitel'né v terapii
nadorovych ochoreni

Podl'a odhadov Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) z roku 2011 onkologické
ochorenia sposobia viac umrti ako kardiovaskularne ochorenia. Celkovo bolo v roku 2012
zaznamenanych 14,1 milibna novych pripadov a 8,2 milidbna Gmrti. NajcastejSie
diagnostikovanou rakovinou bola rakovina pliac (1,82 milidéna), pfs (1,67 milidna)
a kolorektalny karcinom (1,36 milidéna). NajbeznejSou pric¢inou timrtia bola rakovina pluc
(1,6 miliéna umrti), rakovina peéene (745 000 Gimrti) a rakovina zaltidka (723 000 Gimrti). >

Rezistencia na lieciva je jednou z hlavnych pri¢in zlyhania chemoterapie. Mnoho
typov rakovin vykazuje vnuatornu rezistenciu na chemoterapeutika, ktoré st zvycajne
dosledkom ich zlyhania pri zacati apoptozy. Apoptdza je bezny spdsob uCinku vacsiny
protirakovinovych liekov.>* Medzi také druhy rakoviny patria nddory plic, pedene, zaltidka,
pazerdka a pankreasu, ako aj melandmy a gliomy, ktoré st vSetky spédjané s nelichotivymi
prognézami.*> Odolnost’ proti apoptéze, a tym aj proti konvenénej chemoterapii, je tieZ
vnutornou vlastnost'ou nadorovych metastaz, ktora zostava dolezitou klinickou vyzvou,
pretoze 90 % pacientov s rakovinou zomiera na rakovinu metastazami.*® DdleZitym riesenim
rezistencie na chemoterapiu je komplementdcia cytotoxickych terapeutickych reZzimov
s cytostatikami,”” ktoré mozu Casto senzibilizovat’ rakovinové bunky na apoptozu, a tak
prejavit’ synergické u¢inky. Hladanie takychto l4tok sa tak stava dolezitym cielom.*®

Nadory casto nereaguji na chemoterapiu, a nakoniec sa stani odolnymi na
pokracujucu liecbu. Takato rezistencia sa oznacuje ako ,,ziskana“ a zvycCajne zahfiia vyvoj
fenotypu rezistentného voci viacerym liekom (MDR), ktory ovplyviiuje Siroké spektrum

Strukturalne a mechanicky odlisnych protinadorovych latok.>® Fenomén MDR trapil

- 16 -



konvenéné chemoterapie, napriklad Siroko aplikované vinka alkaloidy*’ a taxany.*!
Hrladanie latok schopnych obist’ mechanizmy MDR je preto d’alSou doblezitou oblast'ou
vyskumu zameraného na boj proti rakovinam rezistentnym na lieky.

Izol4cia a hodnotenie novych prirodnych produktov na protirakovinovu aktivitu je
hlavnou metédou objavovania protirakovinovych liekov. Podla analyzy Newmana
a Cragga, bolo 85 zo 175 protinadorovych liekov s malymi molekulami objavenych od 40.
rokov 20. storo¢ia skutoéne prirodnymi produktmi alebo ich priamymi derivatmi.*?
Z rdéznych prirodnych zdrojov, ktoré sa skumali pri hl'adani zloziek s malou molekulou
s protirakovinovou aktivitou, boli obzv1ast uzito¢né rastliny ¢el'ade Amaryllidaceae.'? Tieto
okrasné rastliny s vysokou komerénou hodnotou kvoli svojim krasnym kvetom sa v 'udovej
medicine pouzivaji uz od staroveku. Terapeutické ucinky tychto rastlin uz boli zndme
gréckemu lekarovi Hippokratovi vo Stvrtom storo¢i pred naSim letopoctom, ktory pouzil olej
z Narcissus poeticus L. na lie¢bu nadorov maternice.'”> V neddvnej dobe boli z druhov
Amaryllidaceae izolované stovky Struktirne rozmanitych alkaloidov, ktoré maju Siroké
spektrum biologickych aktivit, vratane mnohych slubnych protirakovinovych aktivit.'?
Niektoré z najsl'ubnejSich produktov celade Amaryllidaceae zahfiiajii alkaloidy, ako je
napriklad lykorin, haemanthamin a narciklasin. Tieto latky pritiahli znaéni pozornost,
najvyraznejSie z dovodu ich cytostatickej, neapoptotickej a antiproliferativnej aktivity proti
rakovinam rezistentnym na lie¢ivéa s progresivnymi prognézami.>’” Okrem inych moznych
ucinkov prispievajucich k cytostaticite, zohrava inhibicia syntézy eukaryotickych proteinov

tymito prirodnymi produktmi zjavne ddleZiti ulohu pri protirakovinovom pdsobeni.!?

3.4  Struktirne typy alkaloidov ¢el’ade Amaryllidaceae — rozdelenie

3.4.1 Alkaloidy galanthaminového Struktarneho typu

Struktarny zaklad alkaloidov galanthaminového typu tvori dibenzofuran, ktory
vznikol z 4-O-methylnorbelladinu po oxidativnej cyklizacii typu para-ortho “.'* Hlavnym
a zéroven najdolezitej$im zastupcom tejto podskupiny je galanthamin, ktory bol po prvykrat
izolovany v roku 1952 zcibule Galanthus woronowii.* Z &elade Amaryllidaceae bola
pritomnost’ galanthaminu potvrdena v rodoch Amaryllis, Chlidanthus, Cooperia, Crinum,
Eucharis, Eustephia, Galanthus, Hippeastrum, Haemanthus, Hymenocallis, Leucojum,
Lycoris, Narcissus, Nerine, Pancratium, Sternbergia, Ungernia, Vallota a Zephyrantes.**

Do tejto Strukturnej podskupiny radime aj d’alSie alkaloidy, ako napriklad narcisin,
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narwedin, norgalanthamin, sanguinin, norlykoramin a chlidantin.'* Na nasledujicom

obrazku (Obr. 4) su zobrazené struktiry vybranych alkaloidov tohto Struktirneho typu.

Norlykoramin Narcisin Sanguinin

Obr. 4: Struktiry vybranych alkaloidov galanthaminového typu (prevzaté)'’

Vyznamna aktivita galanthaminu bola ndhodne objavena na zaciatku pétdesiatych
rokov minulého storo¢ia skupinou bulharskych farmakolégov.* Neskor zacal byt vyuzivany
hlavne vo vychodnej Europe v terapii detskej obrny, myasthenia gravis, roznych typov
demencie a paralytickej poliomyelitidy.” Galanthamin pdsobi ako reverzibilny kompetitivny
inhibitor AChE, ¢o sa vyuZiva v lietbe AD.*® Okrem toho je aj inhibitorom nikotinovych
receptorov a antagonista dychového Utlmu navodeného opioidmi. Jeho vyhodou je dobra
vstrebatelnost’ a schopnost’ vytvarat depo v tukovom tkanive po peroralnom podani.*
Vykazuje az 53x vacsiu selektivitu k AChE neZ k BuChE. Je preukdzané, Ze podavanie
galanthaminu vedie k spomaleniu a oddialeniu néastupu tazkych §tadii AD. V jednej Studii
bola testovana ucinnost’ galanthaminu u pacientov so slabym a strednym S§tadiom AD. Na
zaklade testu kognitivnych funkcii a metodiky zaloZzenej na ustnych rozhovoroch
s pacientami a oSetrovateImi bolo dokézané, ze v porovnani s placebom galanthamin
signifikantne zlepsil kognitivne funkcie pacientov.*’ Dalsie §tidie rovnako potvrdili
zlepSenie kognitivnych a behavorialnych symptémov. *3

Z hladiska Struktury sa jednd o terciarny alkaloid, ktory je rezistentny voci

hydrolyze. Pre jeho biologicka aktivitu si v molekule dolezité 4 miesta: hydroxylova
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skupina cyklohexénového kruhu, cyklohexénovy kruh, methoxyskupina a tercidrna
aminoskupina. R6znymi modifikdciami jeho Struktury vznikli derivaty, ktoré mali odliSné
vlastnosti. Napriklad pripravou kvartérnych amoniovych soli boli pripravené derivaty, ktoré
boli polarnejsie nez galanthamin a vykazovali vacsiu aktivitu voéi AChE. Zial’, ich vysoké
polarita branila prestupu cez hematoencefalicki bariéru (HEB) a tak vyrazne limituje ich
pouzitie. ST'ubné vysledky vsak pontkaju estery galanthaminu. Acylaciou hydroxy skupiny
v polohe 6 vznikol N-butylkarbamat galanthaminu. Jeho vyhodou je nizsia toxicita a nizsia
polarita, ktord umoziuje lepsi prienik do CNS. Inhibicia AChE dosiahla in vitro 85 %
inhibi¢nej aktivity samotného galanthaminu.*’

Zaujimavé vysledky priniesla aj stadia, kde bolo testovanych 23 AA patriacich do
lykorinového, homolykorinového, heamanthaminového, galanthaminového a tazettinového
Struktirneho typu. Testovany bol ich potencial inhibovat AChE in vitro, kde bol ako
Standard pouzity galanthamin. Vysledky naznacuji, Ze pozorovana inhibi¢na aktivita stvisi
s niektorymi Struktarnymi charakteristikami, pretoze takato aktivitu vykazovali iba
alkaloidy patriace do galanthaminového a lykorinového  Struktirneho typu.
NajvyznamnejSiu aktivitu preukdzal sanguinin (ICso= 0,10 = 0,01 puM), o ktorom sa zistilo
ze je az desatkrat uc¢innejsi ako samotny galanthamin (ICso= 1,07 + 0,18 uM) a 11-

hydroxygalanthamin (ICso= 1,61 + 0,21 pM), ktorého aktivita je podobna galanthaminu.>°

3.4.2 Alkaloidy lykorinového Strukturneho typu

Lykorinovy typ Struktirne vychadza z pyrrolo[de]fenantridinu, ktory vznikol z 4-O-
methylnorbelladinu po oxidativnej cyklizacii typu ortho-para‘.'* Hlavnym zastupcom tejto
skupiny je lykorin, ktory bol izolovany v roku 1877 z Narcissus pseudonarcissus a stal sa
tak prvym izolovanym alkaloidom ¢el'ade Amaryllidaceae.’! Lykorin bol doposial’ izolovany
z tychto rodov: Ammocharis, Brunsvigia, Crinum, Cyrtanthus, Galanthus, Hippeastrum,
Chlidanthus, Leucojum, Lycoris, Narcissus, Zephyranthes, a d’alsie.!> Alkaloidy tohto
Struktarneho typu patria medzi najznamejSie a z pohl'adu cytotoxicity pravdepodobne
k najucinnejs$im.’

Extrakcia alkaloidov z rastlin prebieha v kyslom prostredi prevedenim bazy na sol’,
ktora bude rozpustnd vo vodnej faze. Nasledne sa odstrani organicka faza spolu s d’alSimi
organickymi necistotami. K vodnej faze sa prida zésadita latka, pomocou ktorej sa zvysi pH
prostredia aspon na 9-10, ¢im vznikd z alkaloidu opét’ volné baza a alkaloidy opit’ mozu

prejst’ do organickej fazy. Vodna faza sa spolu s necistotami rozpustenymi vo vode odstrani.
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Takto ziskame organicku fazu, ktora obsahuje len alkaloidy. Nésledne sa z tohto
alkaloidného extraktu za pouzitia chromatografickych metdd izoluju jednotlivé alkaloidy.
Uvedeny popis je viak zjednoduseny a cely proces je samozrejme zlozitejsi.>? Priklady
rastlin, z ktorych boli izolovani niektori zastupcovia lykorinového typu su: Galanthus
nivalis L., Galanthus elwesii L., Leucojum aestivum L., Lycoris guangxiensis L., Pancratium
maritimum L., Crinum giganteum L, a Narcissus tazetta L.>

Struktaru lykorinu prvykrat popisal v roku 1956 Nagakawa a spol.** Lykorin ma
Siroku biologicku aktivitu. U rastlin ma schopnost’ inhibovat’ syntézu kyseliny askorbove;j
potlacenim aktivity termindlneho enzymu galaktodehydrogenazy. Tento enzym premienia L-
galaktono-y-lakton na kyselinu askorbovi.>® Je u€inny proti rade virusov ako je enterovirus,

56

poliovirus,>® vaccinia virus ov¢ich kiahni (pravé nestovice)’’ & SARS asociovany

coronavirus.>®

Vykazuje antimykotickt aktivitu proti Saccharomyces cerevisiae
a antiprotozoalnu aktivitu vo¢i Trypanosoma brucei.

NajdolezitejSou vlastnostou vsak ostdva jeho protinddorova aktivita, ktora bola
preukdzana ako in vitro na HelLa (cervikdlny adenokarcindém) bunkich, CEM (akttna
lymfoblastickd leukémia), K562 (chronicka myeloidna leukémia), MCF-7 (adenokarcindm
prsnika), G-361 (maligny melaném) a BJ (normalny l'udsky fibroblast), tak aj in vivo
u mysieho melandmu BL6 a Lewisovho plicneho karcindmu.>® Jeho vyhodou je selektivne
pdsobenie na rakovinové bunky a minimalny efekt na zdravé bunky.®® Mechanizmus
posobenia lykorinu spociva v indukcii apoptézy vnatornou mitochondridlnou cestou,
dochadza k down reguldcii proteinu Mcl-1 u nadorovych buniek K562, U937, a HL-60.°!
Prave Mcl-1 ul'udi indukuje diferenciaciu nddorovych buniek pri myeloidnej leukémii.
Odolnost’ nddorovych buniek voci apoptéze vyvolanej beznymi chemoterapeutikami je
vyvolana zvysenou expresiou Mcl-1.%% Pdsobenim lykorinu v roznych koncentraciach na
bunecnu liniu HL-60 doslo k davkovo zavislému zvySeniu expresie inhibitoru cyklin-
dependentnej kinadzy p21 a TNF-a. Zaroven doslo k down regulacii molekularnych ciel'ov
p21 regulujucich bunkovy cyklus, komplexu proteinu Cdk1 a cyklinu B, Cdk2 a cyklinu E.
Nésledna bune¢na smrt’ vyvolana lykorinom viedla k masivnemu uvol'neniu cytochrému C,
¢im sa potvrdila programovana bunkové smrt’ mitochondridlnou cestou.®

Do tejto skupiny patria aj d’alSie alkaloidy ako napriklad 1-O-acetyllykorin,
pseudolykorin, norpluviin, pluviin, lykorin-2-on, amarbellisin, 1,2-epoxylykorin a galanthin

(Obr. 5).13
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Galanthin Norpluviin Pluviin

Obr. 5: Vybrané struktury lykorinového typu'’

Tabulka 2: Hodnoty ICsg lykorinu na vybranych nadorovych liniach %%

Bunecna linia ICs0 (uM)
SKMEL-28 8,50+ 0,30
A549 4,30 + 0,30
HT-29 1,02 +0,01
Caco-2 0,99 + 0,08
U373 7,60 + 0,20
HL-60 1,00
KM3 1,25
Hs683 6,70 £ 0,30
OE21 5,10 +0,40
B16F10 6,30 £ 0,40

Caco-2 — nadorova linia buniek hrubého ¢reva, HT-29 — nadorova linia buniek hrubého ¢reva, U373 — ludsky
glioblastom, A549 — adenokarcinom pluc, OE21 — rakovina pazerdku, SKMEL-28 — melanom, Hs683 —
anaplasticky melanom, B16F 10 — myst melanom, KM3 — ludsky mnohopocetny myelom, HL-60 — bunky ludskej
promyelocytarnej leukémie

Lykorin vykazuje vyznamnl antiplazmodialnu aktivitu in vitro proti kmenom
Plasmodium falciparum citlivym na chlérochin a rezistentnym voci chlorochinu s

hodnotami ICso= 0,60 respektive 0,70 pg/m].%*
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3.4.3 Alkaloidy heamanthaminového a krininového Struktarneho typu

Haemanthaminovy a krininovy typ Struktirne vychadza z 5,10b-ethanofenantridinu,
ktory vznikol z 4-O-methylnorbelladinu po oxidativnej cyklizacii typu para-para ‘!> Pre ich
Struktaru je typické premostenie etylovym mostikom z atdému dusika na uhlik C-10b.5
Dochédza k vzniku dvoch stereoizomérov a a 8. Niektoré zdroje ich oznacuju spolocne ako
krinanovy typ alebo byvaji pomenované ako a-krininovy (haemanthaminovy) a B-krininovy
(krininovy) typ.®” Haemanthaminovy typ spolu s lykorinovym typom predstavuju
najdastejsie sa vyskytujuce strukturne typy AA (Obr. 6).°® Medzi zastupcov tejto skupiny
patri haemanthamin, haemathidin, krinamin, maritidin a papyramin. Niektori zastupcovia
tohoto Struktirneho typu boli izolovani napriklad z Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch
Master,’ Zephyranthes robusta & Chlidanthus fragnans.®

Haemanthamin sa vyskytuje v niekol’kych rodoch Haemanthus, Crinum,
Zephyranthes, ¢ Narcissus.’ Vykazuje vyznamni aktivitu vo¢i roznym rakovinovym linidm
buniek ako napriklad MOLT-4, HepG2, HeLa, MCF7, CEM, K562, G-361, SKMEL.% Za
zmienku urdite stoji aj antivirovd a antimalarickd aktivita.®” O protinadorovej aktivite
haemanthidinu je zndme menej. Prvé Studie opisujlice jeho biologické vlastnosti odhalili, ze
haemanthidin mé sl'ubné cytotoxické vlastnosti proti bunkam A549, OE21, Hs683, U373,
SKMEL, B16F10 arezistentnym mySim lymfémovym bunkdam L5178.7° Samotny
haemanthidin nesie nespocetné mnozstvo biologickych vlastnosti ako napriklad
antiparazitické, protizapalové a analgetické ucinky s vysSou aktivitou neZ kyselina
acetylsalicylova.”! Bolo dok4zané, Ze premena haemanthaminu na haemanthidin prebieha
v rastlinich nezvratne.”” Mechanizmus veduci k indukcii apoptézy u haemanthidinu a
haemanthaminu bol vSak preStudovany len minimalne. Pravdepodobny mechanizmus
ucinku haemanthaminu spociva v inhibicii proteosyntézy tym, Ze blokuje vznik peptidove;j

vizby, ked’ sa peptidyltransferaza viaze na 60S podjednotku ribozému.”
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Obr. 6: Vybrané Struktiry heamanthaminového a krininového typu’

V stadii zroku 2014 sa preukazalo, Ze pri koncentraciach od 5 uM do 20 uM
haemanthamin a haemanthidin zniZili zivotaschopnost’ Jurkatovych buniek do 24 hodin po
liecbe. Navyse, znizenie zivotaschopnosti buniek bolo vyraznejSie 48 hodin po aplikacii
haemanthidinu na rozdiel od haemanthaminu. Haemanthidin v davkach 15 uM a 20 uM
sposobil nizsiu zivotaschopnost” buniek 48 hodin po oSetreni (77 % a 50 %), zatial' ¢o
zivotaschopnost’ buniek po expozicii haemanthaminu bola vySSia pri rovnakych
koncentracidch (82 % a 67 %).”* Zavery tejto $tidie st v stilade s vysledkami publikovanymi
Evidente a spolupracovnikmi, ktori Studovali cytotoxicku aktivitu haemanthaminu na
bunkovych liniach HeLa a Vero pomocou testu MTT.”

V roku 2015 bola na vybranych zastupcoch AA testovana protinadorova aktivita na

gastrointestinalnych rakovinovych linidch buniek. Spomedzi trindstich testovanych AA
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preukazali haemanthamin, haemanthidin a taktiez lykorin najsilnejsi cytotoxicky potencial
proti obidvom testovanym linidm. Zaujimavost'ou je, Ze haemanthamin spolu s lykorinom
vykazovali dvadsat’krat nizsiu toxicitu proti normalnym bunkam tenkého ¢reva FHs 74 Int.
Hodnoty ICso stanovené pomocou testu MTT st uvedené v tabul’ke 3. Ako Standard sa pouzil

polosynteticky vinka alkaloid vinorelbin.®®

Tabul’ka 3: Cytotoxicita haemanthaminu a haemanthidinu proti dvom rakovinovym
bunkovym liniam a jednej nekanceréznej gastrointestinalnej bunkovej linii. %

Rakovinové bunky Normalne bunky

Bunecna linia Caco-2 ICso (M) HT-29 ICs (uM) FHs 74 Int ICso (uM)

Haemanthamin 0,99 £0,14 0,59 +0,01 19,5 £ 8,90
Haemanthidin 3,30+ 0,90 1,70+ 0,10 11,60 + 0,90
Vinorelbin 0,03 £0,00 netestované 4,00 £ 0,30

Caco-2 — nadorova linia buniek hrubého creva, HT-29 — nadorova linia buniek hrubého creva, FHs 74 Int —
zdrava linia buniek tenkého creva

3.4.4 Alkaloidy pankratistatinového Struktarneho typu

Hlavnym zastupcom pankratistatinového Struktarneho typu je pankratistatin, d’al§imi
vyznamnymi zastupcami st narciklasin, bikolorin a lykoricidin. Ich molekula je odvodena
od fenantridinu. Tieto alkaloidy vznikaju oxidativnou cyklizaciou typu para-para‘ z 4-O-
methylnorbelladinu (Obr. 7). Vyskytujii sa najmi v rodoch Narcissus, Pancratinum,
Zephyranthes, Haemanthus a Hymenocallis.'?

Pankratistatin bol prvykrét izolovany z cibule Hymenocallis littoralis.”® Vykazuje
silni apoptoticku aktivitu proti velkému mnozstvu rakovinovych bunkovych linii a mé
zanedbatel'ny ucinok na nerakovinové bunkové linie. Mnoho sucasnych chemoterapeutik
indukuje apoptézu prostrednictvom genotoxickych mechanizmov, a preto maji nizku
selektivitu. Selektivita pankratistatinu na rakovinové bunky podporila hypotézu, ze tento
alkaloid sa zameriava skor na mitochondrie rakovinovych buniek nez na DNA alebo jej
replikaéné mechanizmy. Stiidia ukazala, Ze pankratistatin (ICso priblizne 100 nmol/L) zniZil
mitochondrialny membrdnovy potencidl avyvolal apopticki jadrovii morfologiu
v bunkovych linidch kolorektdlneho karcindému p53 (HT-29) adivokého typu p53
(HCT116), ale nie v nekancer6znych fibroblastoch hrubého ¢reva (CCD-18Co) buniek.
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Intratumorové podavanie pankratistatinu (3 mg / kg) sposobilo signifikantné zniZenie rastu

subkutdnnych nadorov HT-29 u mysi. !

OH OH
HO._~_,OH . OH
<O OH <O OH <O O ‘
o NH o NH o NH
OH O OH O
Pankratistatin Narciklasin Trisferidin
OH OH
~_OH ~_OH
oo ool e
0 NH 0 NH o NH
O OCH; O 0
Bikolorin Lykoricidin Krinasiadin

Obr. 7: Vybrané Struktury pankratistatinového typu '3

Vyznamnym alkaloidom tejto skupiny je aj narciklasin, ktory bol prvykrat izolovany
v roku 1967 z cibuli rodu Narcissus.”” Mechanizmus u¢inku narciklasinu spo¢iva v jeho
viazbe na ribozomalnu podjednotku 60S a naslednej inhibicii peptidyltransferazy, ¢im
zabrani vzniku peptidovej vizby vnovo vznikajucom proteine.”® Predpokladd sa, Ze
narciklasin, podobne ako niektoré bezne pouzivané cytostatika, tvori komplexy s molekulou
DNA zivo¢isnych buniek.” Narciklasin a pankratistatin sa tiez objavili ako zaujimavé
protinddorové lieky v databaze National Cancer Institute s presved¢ivymi in vivo udajmi
ziskanymi z niekol’kych bune¢nych modelov mysi. *

Stadia zroku 2007 potvrdzuje, Ze rakovinové bunky su vyrazne citlivejsie na
cytotoxické ucinky narciklasinu ako normdalne bunky. Celkové cytotoxické uUCinky
narciklasinu na Siestich [l'udskych rakovinovych atroch normalnych T'udskych
fibroblastovych bunkovych linidch sa hodnotili kolorimetrickym testom MTT. Priemerna
hodnota ICso (koncentrécia, ktora znizuje pocet zivotaschopnych buniek po 3 dioch liecby
0 50 %) vypocitana pre Sest’ linii 'udskych rakovinovych buniek bola 30 nM. Zodpovedajuca
priemerna hodnota ICso pre tri bunkové linie fibroblastov bola 7,5 mM, ¢o naznacuje ich
vyrazne niz8iu citlivost’ na cytotoxické U€¢inky narciklasinu ako l'udské rakovinové bunky.

Normalne l'udské fibroblasty sa javia priblizne 250-krat menej citlivé na narciklasin, ktory
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nevyvoldva apoptozu v tychto bunkach pravdepodobne v dosledku nepritomnosti aktivacie
drdhy receptora smrti.'* Cytotoxickd aktivita narciklasinu bola podobnd v Siestich
skiimanych rakovinovych bunkovych liniach, ¢o sa zhoduje s idajmi National Cancer

Institute.

3.4.5 Alkaloidy tazettinového Struktirneho typu

Hlavnym zéastupcom je tazettin ktory je jeden z najhojnejSich alkaloidov tejto
podskupiny. Struktarne je odvodeny od 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu a jeho $truktira bola
popisana roku 1943.>* Tazettin je rovnako ako haemanthamin a krinin, odvodeny od 4-O-
methylnorbelladinu oxidativnou cyklizaciou para-para‘. Do tejto podskupiny d’alej patri
pretazettin, plicamin, secoplicamin, jonquailin, makronin ¢&i kriwellin (Obr.8)."3 Alkaloidy

tejto podskupiny sa taktiez vyznacujui zaujimavou biologickou aktivitou.

Pretazettin

OCHj

CHs
N

<O
0 O
OCHj
Kriwellin Jonquailin

Obr. 8: Vybrané Struktiiry tazettinového typu 3

V roku 2003 sa uskutocnila Stidia s cielom preskimat’ antimalaricky potencial
Amaryllidaceae  alkaloidov, menovite lykorinu, krininu, haemanthaminu, 6-
hydroxyhaemanthaminu, 3-epihydroxybulbisperminu, galanthaminu a tazettinu proti dvom
kmetiom Plasmodium falciparum, chlorochin senzitivnemu (T9.96) a chlérochin
rezistentnému (K1). Vyssie uvedené alkaloidy boli testované v styroch davkach (0,04; 0,2;
1 a5 pg/ml) avykazovali antimalaricki aktivitu spdsobom zavislym od davky.
NajaktivnejSie boli vdavkach 1 a5 pg/ml. Spomedzi Styroch testovanych skupin

Amaryllidaceae alkaloidov boli 6-hydroxyhaemanthamin, haemanthamin a lykorin
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stanovené ako najucinnejSie proti kmeiniu T9.96 podl'a ich hodnot ICso, zatial' o tazettin
a galanthamin boli najmenej u¢inné alkaloidy.®! Rozdiely v u¢innosti antimalarickej aktivity
tychto alkaloidov mézu suvisiet’ s rozdielom v ich chemickych Strukturach.

Zaujimavou sa javi schopnost’ tazettinu inhibovat’ rekombinantni formu aldo-keto
reduktazy 1C3 (AKR1C3). AKR1C3 je dolezity 'udsky enzym, ktory sa podiela na redukcii
steroidov a prostaglandinov. Prave tento enzym je ¢asto upregulovany pri roznych typoch
rakovin, a tak bol navrhnuty ako terapeuticky ciel’ na lieCenie tychto patologickych stavov.
Testovanych bolo dvadsatosem AA, ktoré patria do siedmich Struktarnych typov. Z
testovanych alkaloidov vykazoval iba tazettin miernu inhibi¢nt u¢innost’ (ICso = 15,80 +
1,20 uM) v porovnani so znamym inhibitorom AKR1C3, indometacinom (ICso = 3,70 pM).
Jedenast’ testovanych alkaloidov vykazovalo slabu inhibi¢nii uCinnost a ostatné sa
(napr. indometacin a jeho analogy), méze sa pouzit’ ako hlavna Struktara pri vyvoji d’alSich
derivatov s lepSou inhibi¢nou ucinnost'ou, pretoze ako som uz vyssie spomenul, je jednym
z najhojnejsie sa vyskytujicich alkaloidov ¢el'ade Amaryllidaceae.®?

Tazettin vykazuje len zanedbatel'nii cytotoxicku aktivitu. ZaujimavejSou latkou
ztohto pohladu sa javi jeho biosynteticky prekurzor pretazettin, ktory patri medzi
aktivnejSie alkaloidy. Bol testovany na bunkach mysSieho aj l'udského lymfomu so
zaujimavymi vysledkami. Najvacsi Gi€inok bol preukdzany na T-lymfoidné bunky MOLT-
4, bunky Rauscherovej leukémie abunky Lewisovho karcindmu. Pretazettin inhibuje
aktivitu P-glykoproteinu (Pg-P), HelLa buniek a potencuje aktivitu doxorubicinu voci

mySacim lymfoidnym bunkam.®?

Mechanizmom uc¢inku pretazettinu je inhibicia
proteosyntézy vo faze formovania peptidovej viizby.’

Jeho cytotoxicku aktivitu potvrdzuje aj dalSia Stidia, v ktorej boli testované
antiproliferativne Uc¢inky alkaloidov 2-O-acetyllykorinu, homolykorinu, pretazettinu,
trisphaeridinu a isminu. Ukdzalo sa Ze pretazettin bol najicinnejs$i na I'udské rakovinové
bunky, jeho ¢inok bol porovnatel'ny s u¢inkom cisplatiny (Tabulka 4).'®

Zatial' ¢o pretazettin je stabilny v kyslom pH, je nestabilny v zdsaditom pH
a postupne sa premiefia na tazettin.** Vytvorenim hydrochloridu pretazettinu ziskame vo
vode stabilni formu. Pretoze je pravdepodobné, Ze pretazettin sa v tele zmeni na tazettin,
overovalo sa, ¢1 ma tazettin biologicku u€innost. Ako som uz vyssie uviedol, zistilo sa, ze
tazettin nebol vyznamne uc¢inny proti Rauscherovej leukémii u mysi a Ze bola potrebna 50

az 100-krat vyssia davka ako v pripade pri pretazettinu, aby sa inhiboval rast virusu in vitro.%
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Dal§im vyznamnym zastupcom tejto podskupiny sa javi jonquailin. Jonquailin bol
v jednej $tadii hodnoteny proti dvom bunkovym liniam rakoviny plaic H1993 a H2073.
Tieto dve bunkové linie boli ziskané od toho ist¢ho pacienta, ktory podstupil chemoterapiu,
ale relapsoval s opdtovnym rastom nadoru v primarnom mieste. Linia H1993 bola odvodena
z metastazy lymfatickych uzlin izolovanej pred chemoterapiou, zatial’ ¢o linia H2073 bola
odvodena z opitovného rastu pl'icneho tumoru mesiace po chemoterapii.®® Bunkova linia
H2073 bola vyznamne rezistentnejsia na lieivo. Aj ked’ i€innost’ jonquailinu taktiez klesala
proti bunkam H2073, pokles je vyrazne menej vyrazny ako v pripade paklitaxelu.
Zaujimavostou vSak ostdva, Zze jonquailin synergizuje s paklitaxelom pri jeho
antiproliferativnom pdsobeni proti obidvom tymto bunkovym linidm, ¢o naznacuje
potencidlne pouzitie jonquailinu ako adjuvans konvencnej chemoterapie pri rakovinich

rezistentnych na lie¢iva.’’

Tabulka 4: Hodnoty ICsy testovanych zlicenin

Bune¢né linie
Zlucenina
HeLa ICso (uM) MCEF7 ICso (uM) A431 ICso (LM)
pretazettin 8,85 7,87 5,37
2-O-acetyllykorin 10,31 19,83 14,05
homolykorin >30,00 nestanovené nestanovené
trisphaeridin 24,09 21,13 >30,00
ismin >30,00 >30,00 nestanovené
cisplatina 12,43 9,63 2,84
doxorubicin 0,15 0,28 0,15
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material, chemikalie a metody

4.1.1 Amaryllidaceae alkaloidy

Pociato¢na latka pouzitd pre syntézu derivatov (tazettin) bola izolovana z cibuli
Zephyrantes robusta Baker na katedre Farmaceutickej botaniky a ekoldgie za ucelom

$tudovania vzt'ahu §truktara-ucinok.’®
4.1.2 Rozpustadla, chemikalie

Etanol, p.a. (Penta)

Chloroform, p.a. (Penta)

Pyridin, p.a. (Penta)

Etylacetat, p.a. (Penta)

Dimethylaminopyridin, p.a. (Penta)
2-Fluorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
3-Bromobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
2-Chlorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
2,4-Difluorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
4-Chlorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
4-Fluorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
3,4-Dichlorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
3-Chlorobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
4-Methyl-3-nitrobenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
4-Fluoro-3-methylbenzoylchlorid, > 99 % (Acros)

Dragendorffovo ¢inidlo (pripravované v laboratéoriu)®
Materidl pre analyticku a preparativnu tenkovrstvi chromatografiu

Kiesel Si02 F254, Merck, 20 x 20 cm, hlinikova doska s vrstvou silikagélu pre TLC;

vrstva 0,2 mm
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4.1.3 Vyvijacie sustavy pre analyticku a preparativnu tenkovrstv

chromatografiu

S1: cHx : EtOAc : DEA 70:20:10
S2: cHx: DEA 95 : 5

4.1.4 Strukturna analyza pripravenych derivatov

4.1.4.1 ESI-MS analyza

Latky obtiazne ionizujuce za podmienok merania EI spektier boli analyzované za
ucelom ziskania hodndt Mr pomocou ESI ionizacie. Vzorky (0,2 — 0,3 mg) boli rozpustené
v 1 ml metanolu ¢istoty LC-MS a merané pomocou systému Waters Autopurification ™
HPLC-MS (Milford, USA). Pristroj pozostdva z modulov Waters Sample Manager 2767,
System Fluidics Organizer, binarnej gradientovej pumpy Waters 2545, Waters 2998
detektoru s diddovym polom a Waters Acquity qDa hmotnostného spektrometra. Vzorky
boli analyzované pri laboratérnej teplote. Na separaciu bola pouzita kolona s reverznou
fazou Xselect® CSH ™ C18 OBD ™ (100 mm x 4,6 mm i.d., 5 pm) (Milford, USA). Ako
mobilné fazy boli pouzité voda s 0,1 % kyselinou mravcou (rozpustadlo A) a metanol s 0,1
% kyselinou mravcéou (rozpustadlo B). Prietok mobilnej fazy bol 1 ml/ min. Elu¢ny program
s gradientom bol naprogramovany nasledovne (v/v): 0 min 5 % B, 5 min 100 % B, 8,5 min
5 % B, potom 1,5 minuty v po¢iato¢nych podmienkach pre ekvilibraciu. Optimalne hodnoty
parametrov ESI-MS boli: kapilarne napétie — 0,8 kV; Teplota proby — 600 ° C; Kuzelové
napitie — 15V. LC / MS hmotnostné spektra boli zaznamenané v rozmedzi od 200 — 800
m/z. Pre detekciu PDA bol rozsah detektoru nastaveny od 190 do 700 nm. LC ESI-MS
analyzy boli prevedené v pozitivhom i6novom reZime. Elucia zli€enin nastava v poradi od
viac polarnych k menej polarnym, s narastajiicou elu¢nou silou mobilnej fdzy. V priebehu

chromatografickej analyzy zostava koncentracia kyseliny mravcej konstantna.
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4.1.4.2 NMR analyza

NMR spektra boli merané v roztokoch CDCl3, pripadne CD3OD pri teplote 25 °C na
spektrometre Varian Iniova 500 pracujiicom pri 499,87 MHz pre 'H jadra a 125,70 MHz pre
13C jadra. K ozarovaniu a detekcii signalu bola pouzitd OneNMR sonda, $irokopasmova
dvojkanalova gradientnd sonda s reguldciou teploty. Chemické posuny boli zmerané ako
hodnoty 6 pars per milion (ppm) a boli nepriamo vztiahnuté k TMS ako Standardu pomocou
zvyskového signalu rozpustadla. Hodnoty chemického posunu pre CDCls st u atomov 'H
8= 7,26 ppm a u atémov *C 8= 77,0 ppm, pre CD30D st u atébmov 'H 6= 3,30 ppm a u 1°C
0= 49,0 ppm. Meranim ziskané déata su prezentované v nasledujicom poradi: chemicky
posun (8), integrovan4 intenzita 'H NMR spektier, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet,
q: kvartet, dd: dublet dubletov, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integracné konstanta (Hz).

4.1.4.3 Opticka otacavost’

Opticka otacavost’ bola merana v roztokoch alkaloidov pri 20 °C na automatickom
polarimetri ADP 220 BS v prostredi chloroformu alebo metanolu a Specifickd otacavost’

bola dopocitana podla vzorca:

100 X «
c X1

t — teplota merania = 20 °C

D — linie sodikového svetla = 589,3 nm

o — namerand optickd otacavost’ [°C]

¢ — koncentracia nameraného alkaloidu [g x 100 ml-1]

1 - dizka kyvety = 1 dm
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4.1.5 Metddy pre screening biologickych aktivit pripravenych zlicenin

4.1.5.1 Stanovenie inhibi¢nej aktivity pripravenych derivatov voéi erytrocytarnej

AChE a sérovej BuChE

Inhibicna aktivita tychto enzymov bola merana na Katedre farmaceutickej botaniky
a ekologie, Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové. Meranie vykonal prof. RNDr.

Lubomir Opletal, CSc. Podrobny popis tejto metody mdzeme najst’ v literatiire.”

4.1.5.2 Stanovenie cytotoxickej aktivity pripravenych derivatov

Stanovenie cytotoxickej aktivity pripravenych derivatov na d’al§ich linidch bolo
vykonané v spolupraci s Katedrou lekarskej biochémie, Lekarskej fakulty v Hradci Kralové,
Univerzity Karlovy, za vyuzitia syst¢ému xCELLigence. Testovanie vykonal RNDr. Radim

Havelek, PhD. Podrobny popis tejto metddy mdzeme ndjst’ v literatire.®

4.1.6 Priprava hydrochloridov

Pripravené derivaty boli zdovodu zvySenia ich rozpustnosti prevedené na
hydrochloridy. Presnd navaZzka alkaloidu (popripade derivatu alkaloidu) sa rozpusti
v suchom dietyléteri v zabrusenej skimavke, aby koncentracia vzorky bola 1 M. Pokial’ sa
vzorka nerozpusti, odpari sa Cast’ dietyléteru a pridé sa najmensie mozné mnozstvo suchého
dichlérmetanu tak, aby sa vzorka tplne rozpustila. Po Uiplnom rozpusteni vzorky sa prida
nadbytok 1 M éterového roztoku chlorovodiku, kratko sa sonikuje. Pomocou pH papieriku
sa overi, €1 bolo pridané dostatocné mnozstvo chlorovodiku. Pokial’ pH papierik indikuje
kyslu reakciu, nie je potrebné pridavat’ d’alsi éterovy roztok chlorovodiku, skimavka sa
necha 15 minut stat’. V opacnom pripade je nutné pridat’ d’alSie mnozstvo éterového roztoku
chlorovodiku a znovu overit pH pomoci pH papieriku. Vzniknuty hydrochlorid sedimentuje
na dne skiimavky. Nasledne sa hydrochlorid v dietyléteri prevetrava na vodnej 1azni (40 °C)
pradom vzduchu do uplného odparenia rozpustadla. Potom sa prida niekol'ko mililitrov
suchého dietyléteru a suspenzia sa opét’ odpari dosucha. Proces je nutné opakovat este
dvakrat. Nadbytocny plynny chlorovodik sa tymto spdsobom uplne odstrani. Vzniknuty
hydrochlorid sa susi vo vakuovom exikatore nad perlami silikagélu pri tlaku 2-8 mbar po

dobu 12 hodin.
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4.2  Priprava polosyntetickych derivatov tazettinu a ich Struktirna

identifikacia

4.2.1 Priprava 6-O-(2-flurobenzoyl)tazettinu (LC-173)

F
(@)
Cl
DMAP, pyridin
—_—
70°C, 16h
Sumérny vzorec: CigH21NOs Sumarny vzorec: C25sH24FNOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™: 453,16

Obr. 9: Schéma syntézy 6-O-(2-fluorobenzoyl)tazettinu

30 mg (0,09 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 20 ul (0,168 mmol) 2-fluorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016 mmol)
DMAP. Zmes bola mieSand pri teplote 70°C po dobu 16 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouZitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢&na zmes bola odparend do sucha a odparok bol rozpusteny v 2 ml zmesi EtOH : EtOAc
1:1. Latka bola nésledne chromatografovana pomocou prepara¢nej TLC. PouZita mobilna
faza bola cHx: DEA 95 : 5. Z6na s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta
a odparena. Bolo ziskanych 17,2 mg 6-O-(2-fluorobenzoyl)tazettinu vo forme zltych

krystalov. Vytazok reakcie bol 42,2 %.
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Struktirna analyza 6-O-(2-flurobenzoyl)tazettinu (LC-173)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 454,054

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

6: 7.86 (1H, td, J=7.8 Hz, J= 1.9 Hz), 7.54-7.48 (1H, m), 7.18 (1H, t, J= 7.8 Hz), 7.11-
7.06 (1H, m), 6.93 (1H, s), 6.48 (1H, s), 6.20-6.16 (1H, m), 5.93 (1H, d, J=5.9 Hz,
overlapped), 5.93 (1H, d, J= 5.9 Hz, overlapped), 5.77 (1H, dt, J=10.5 Hz, J= 1.7 Hz),
4.79 (2H, s), 4.21-4.15 (1H, m), 3.68 (1H, d, J=12.2 Hz), 3.50 (1H, d, J=12.2 Hz,
overlapped), 3.49 (3H, s, overlapped), 2.92-2.89 (1H, m), 2.49 (3H, s), 2.31-2.25 (1H, m),
1.71-1.63 (1H, m)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):

o: 162.3 (d, J=3.8 Hz), 162.0 (d, J=260.2 Hz), 146.65, 146.59, 134.8 (d, J= 8.6 Hz),
132.2, 131.4, 127.6, 126.7, 124.3, 124.0 (d, J=3.8 Hz), 118.3 (d, /J=9.5 Hz), 117.1 (d,
J=219 Hz), 109.4, 106.1, 103.7, 101.0, 73.0, 68.1, 63.4, 63.1, 56.2, 50.6, 42.3, 26.0
Opticka otacavost’

[a]p?* = 0,0 ° (c 0,221; CHCl3)
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4.2.2 Priprava 6-O-(3-bromobenzoyl)tazettinu (LC-209)

Cl
DMAP, pyridin
S
75°C
20 h
0 Br
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C2sH24BrNOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™ 513,08

Obr. 10: Schéma syntézy 6-O-(3-bromobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 50 pl (0,379 mmol) 3-bromobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016 mmol)
DMAP. Zmes bola mieSand pri teplote 75°C po dobu 20 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouzitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovand pomocou preparacnej
TLC. Pouzitd mobilna faza bola cHx: DEA 95 : 5. Zdna s produktom bola separovana
z preparacne] dosky, premytd aodparena. Bolo ziskanych 32,8 mg 6-0O-(3-
bromobenzoyl)tazettinu vo forme ZItych krystalov. Vytazok reakcie bol 53,3 %.
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Struktirna analyza 6-0-(3-bromobenzoyl)tazettinu (L.C-209)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 513,976

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

o: 8.06-8.04 (1H, m), 7.86—7.83 (1H, m), 7.70-7.66 (1H, m), 7.28 (1H, t, J= 8.0 Hz), 6.95
(1H, s), 6.48 (1H, s), 6.20 (1H, d, J = 10.5 Hz), 5.95 (1H, d, J = 9.8, overlapped), 5.95 (1H,
d, J=9.8, overlapped), 5.75-5.70 (1H, m), 4.77 (1H, d, J=15.2 Hz), 4.73 (1H, d,
J=15.2 Hz), 4.21-4.14 (1H, m), 3.63 (1H, d, J=11.8 Hz), 3.51-3.47 (1H, m, overlapped),
3.49 (3H, s, overlapped), 2.92-2.89 (1H, m), 2.49 (3H, s), 2.32-2.24 (1H, m), 1.71-1.64
(1H, m)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):
162.9, 146.7, 136.3, 132.5, 131.8, 131.7, 130.0, 128.2, 127.3, 126.5, 124.2, 122.57, 109.4,
105.9, 103.8, 101.1, 73.0, 68.1, 63.3, 63.0, 56.2, 50.7, 42.2, 26.0

Opticka otacavost’

[0]p?® =-15,5 ° (¢ 0,258; CHCl5)
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4.2.3 Priprava 6-O-(2-chlorobenzoyl)tazettinu (LC-213)

Cl
DMAP, pyridin
—_—
100°C
20 h
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C25H24CINOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™: 469,13

Obr. 11: Schéma syntézy 6-O-(2-chlorobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 50 pl (0,395 mmol) 2-chlorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016 mmol)
DMAP. Zmes bola mieSana pri teplote 100°C po dobu 20 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouzitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovand pomocou preparacnej
TLC. Pouzitd mobilna faza bola cHx: DEA 95 : 5. Zona s produktom bola separovana
z preparacne] dosky, premytd a odparend. Vysledny produkt bol dvakrat precisteny
zdovodu obsahu necistot. Po precisteni bolo ziskanych 33,2 mg 6-0-(2-
chlorobenzoyl)tazettinu vo forme Zzltych krystalov. Vytazok reakcie bol 59,0 %.
Predpokladany vytazok vSak bude urcite niz$i, vzhl'adom k tomu Ze derivat LC-213 bude

potrebné este raz precistit’.
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Struktirna analyza 6-0-(2-chlorobenzoyl)tazettinu (LC-213)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 470,136

NMR studia

Derivat LC-213 sa nepodarilo ani po dvoch separaciach tuplne vy¢istit’ preto bude potrebné
separaciu zopakovat’ a nasledne znova vykonat’ meranie NMR.

Opticka otacavost’

Meranie optickej otac¢avosti sa nepodarilo vykonat’ nakol’ko uvedena latka nebola ¢ista. Po

precisteni bude potrebné meranie vykonat'.
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4.2.4 Priprava 6-0-(2,4-difluorobenzoyl)tazettinu (LC-200)

oL

F Cl
DMAP, pyridin
_—
75°C
15h
F
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C2sH23F2NOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™: 471,15

Obr. 12: Schéma syntézy 6-O-(2,4-difluorobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nésledne
bolo pridanych 50 ul (0,407 mmol) 2,4-difluorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016
mmol) DMAP. Zmes bola mieSana pri teplote 75°C po dobu 15 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouzitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovana pomocou preparacnej
TLC. Pouzitd mobilna faza bola cHx: DEA 95 : 5. Zona s produktom bola separovana
z preparaCnej dosky, premyta aodparend. Bolo ziskanych 39,4 mg 6-0O-(2,4-
fluorobenzoyl)tazettinu vo forme Zltych krystalov. Vytazok reakcie bol 69,7 %.
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Struktirna analyza 6-0-(2,4-difluorobenzoyl)tazettinu (L.C-200)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 472,058

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

o: 7.90 (1H, td, J=8.5 Hz, J=6.4 Hz), 6.94-6.89 (1H, m, overlapped), 6.92 (1H, m,
overlapped), 6.82 (1H, ddd, J=11.2 Hz, J=8.5 Hz, J=2.5 Hz), 6.48 (1H, s), 6.20-6.16
(1H, m), 5.93 (1H, d, J= 6.9 Hz, overlapped), 5.93 (1H, d, J= 6.9 Hz, overlapped), 5.74
(1H, dt, J=10.5Hz, J=1.7Hz), 4.77 (2H, bs), 4.20-4.15 (1H, m), 3.66 (1H, d,
J=12.0 Hz), 3.48 (1H, d, J=12.0 Hz, overlapped), 3.48 (3H, s, overlapped), 2.91-2.88
(1H, m), 2.49 (3H, s), 2.31-2.24 (1H, m), 1.66 (1H, ddd, J=13.3 Hz, J=10.0 Hz,
J=1.9 Hz)

13C NMR (125 MHz, §, CDCls, 25°C):

0: 165.9 (dd, J=256.9 Hz, J=12.4 Hz), 162.9 (dd, J=264.1 Hz, J=12.4 Hz), 161.4 (d,
J=43Hz), 146.7, 146.6, 134.1 (dd, /=10.5Hz, J=1.9 Hz), 131.5, 127.5, 126.6, 124.2,
114.7 (dd, J=10.5 Hz, J = 3.5 Hz), 111.7 (dd, J = 21.5 Hz, J = 3.5 Hz), 109.4, 106.2, 105.3
(t,J=25.7Hz), 103.7, 101.0, 73.0, 68.1, 63.4, 63.1, 56.2, 50.5, 42.2, 26.0

Opticka otacavost’

[o]p?® = 7,1 ° (¢ 0,280; CHCl3)
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4.2.5 Priprava 6-O-(4-chlorobenzoyl)tazettinu (LC-199)

Cl
DMAP, pyridin
—_—
70°C
16 h
Cl
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C25H24CINOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™: 469,13

Obr. 13: Schéma syntézy 6-O-(4-chlorobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 50 pl (0,395 mmol) 4-chlorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016 mmol)
DMAP. Zmes bola mieSana pri teplote 70°C po dobu 16 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouZitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovana pomocou preparacnej
TLC. PouZzita mobilnd fadza bola cHx: DEA 95 : 5. Zoéna s produktom bola separovana
z preparanej dosky, premyta aodparend. Bolo ziskanych 38,1 mg 6-0-(4-
chlorobenzoyl)tazettinu vo forme Zltych krysStalov. Vytazok reakcie bol 67,7 %.
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Struktirna analyza 6-0-(4-chlorobenzoyl)tazettinu (LC-199)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 470,058

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

0: 7.88-7.84 (2H, m, AA’BB*), 7.39-7.35 (2H, m, AA’BB*), 6.94 (1H, s), 6.47 (1H, s), 6.19
(1H, d,J=10.3 Hz), 5.96-5.93 (2H, m), 5.72 (1H, dt,J=10.5 Hz, J= 1.7 Hz), 4.77 (1H, d,
J=15.2Hz),4.72 (1H, d, J=15.2 Hz), 4.20-4.15 (1H, m), 3.64 (1H, d, /= 12.1 Hz), 3.49
(1H, d, J=12.1 Hz, overlapped), 3.48 (3H, s, overlapped), 2.91-2.88 (1H, m), 2.49 (3H, s),
2.31-2.24 (1H, m), 1.70-1.64 (1H, m)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):

163.4, 146.7, 139.9, 131.8, 131.0, 128.8, 128.1, 127.3, 126.6, 124.3, 109.4, 105.6, 103.7,
101.1, 73.0, 68.0, 63.3, 63.0, 56.2, 50.7, 42.2

Opticka otacavost’

[o]p?® = -28,7 ° (¢ 0,279; CHCl5)
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4.2.6 Priprava 6-O-(4-fluorobenzoyl)tazettinu (LC-198)

=y

Cl
DMAP, pyridin
_—
100°C
20 h
F
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C2sH24FNOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™: 453,16

Obr. 14: Schéma syntézy 6-O-(4-fluorobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 50 pl (0,423 mmol)4-fluorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016 mmol)
DMAP. Zmes bola mieSanéd pri teplote 100°C po dobu 20 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouZitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovana pomocou preparacnej
TLC. Pouzitda mobilnad fdza bola cHx: DEA 95 : 5. Zdna s produktom bola separovana
z preparanej dosky, premyta aodparend. Bolo ziskanych 37,7 mg 6-0-(4-
fluorobenzoyl)tazettinu vo forme zltych krystalov. Vytazok reakcie bol 69,3 %.
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Struktirna analyza 6-0-(4-fluorobenzoyl)tazettinu (LC-198)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 454,030

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

0:7.97-7.92 (2H, m, AA'BB’), 7.10-7.04 (2H, m, AA'BB’), 6.95 (1H, s), 6.48 (1H, 5), 6.21—
6.17 (1H, m), 5.97-5.92 (2H, m), 5.75-5.71 (1H, m), 4.77 (1H, d, J= 15.2 Hz), 4.73 (1H, d,
J=15.2 Hz), 420-4.14 (1H, m), 3.65 (1H, d, J=12.2 Hz), 3.49 (1H, d, J=12.2 Hz,
overlapped), 3.49 (3H, s, overlapped), 2.92-2.87 (1H, m), 2.49 (3H, s), 2.32-2.24 (1H, m),
1.71-1.63 (1H, m)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):

8:166.0 (d, J=254.6 Hz), 163.3, 146.72, 146.65, 132.3 (d,J=9.3 Hz), 131.7, 127.4, 126.6,
126.0 (d, J=2.9 Hz), 124.3, 115.7 (d, J=22.0 Hz), 109.4, 105.6, 103.8, 101.1, 73.0, 68.0,
63.3,63.0, 56.2, 50.7,42.2, 26.0

Opticka otacavost’

[0]p?® = 9,0 ° (¢ 0,266; CHCl3)
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4.2.7 Priprava 6-0-(3,4-dichlorobenzoyl)tazettinu (LC-201)

Cl
(0]
DOV

Cl
DMAP, pyridin
S
70°C
16 h
Cl
Cl
Sumérny vzorec: CigH21NOs Sumarny vzorec: C25H23C1NOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost’: 503,09

Obr. 15: Schéma syntézy 6-O-(3,4-dichlorobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 40 mg (0.191 mmol) 3,4-dichlorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016
mmol) DMAP. Zmes bola mieSana pri teplote 70°C po dobu 16 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouzitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovand pomocou preparacne;j
TLC. Pouzitd mobilna faza bola cHx: DEA 95 : 5. Zdna s produktom bola separovana
z preparacne] dosky, premytd aodparena. Bolo ziskanych 20,2 mg 6-0-(3,4-
dichlorobenzoyl)tazettinu vo forme Zltych kryStalov. Vytazok reakcie bol 33,5 %.
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Struktirna analyza 6-0-(3,4-dichlorobenzoyl)tazettinu (LC-201)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 503,966

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

6: 8.00 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.74 (1H, dd, /= 8.3 Hz, J= 2.0 Hz), 7.49 (1H, d, /= 8.3 Hz),
6.94 (1H, s), 6.48 (1H, s), 6.21 (1H, d, /= 10.6 Hz), 5.98-5.94 (2H, m), 5.72-5.68 (1H, m),
4.78 (1H, d, J=15.1 Hz), 4.71 (1H, d, J=15.1 Hz), 4.21-4.15 (1H, m), 3.64 (1H, d,
J=12.2 Hz), 3.49 (3H, s, overlapped), 3.49 (1H, d, J=12.2 Hz, overlapped), 2.92-2.90
(1H, m), 2.49 (3H, s), 2.32-2.25 (1H, m), 1.71-1.64 (1H, m)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):
162.5, 146.9, 146.8, 138.1, 133.1, 132.0, 131.5, 130.7, 129.6, 128.7, 127.1, 126.4, 124.1,
109.4, 106.1, 103.8, 101.1, 72.9, 68.1, 63.3, 63.0, 56.3, 50.7, 42.2

Opticka otacavost’

[a]p?’ =-26,3 ° (¢ 0,198; CHCl5)
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4.2.8 Priprava 6-O-(3-chlorobenzoyl)tazettinu (DZ1)

Cl
DMAP, pyridin
—_—
100 °C
7h
Cl
Sumérny vzorec: CigH21NOs Suméarny vzorec: C25H24CINOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost’: 469,13

Obr. 16: Schéma syntézy 6-O-(3-chlorobenzoyl)tazettinu

20 mg (0,06 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 20 pl (0,156 mmol) 3-chlorobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016 mmol)
DMAP. Zmes bola mieSana pri teplote 100°C po dobu 7 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouZitia mobilnej fazy cHx : DEA 95:5. Reak&na zmes bola
potom odparend do sucha a chromatografovana pomocou prepara¢nej TLC. PouZitd mobilna
faza bola cHx: DEA 95 : 5. Z6na s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta
a odparena. Vysledny produkt bol dvakrat precisteny z dovodu obsahu necistét. Po
precisteni bolo ziskanych 16 mg 6-O-(3-chlorobenzoyl)tazettinu vo forme ZItych krystalov.
Vytazok reakcie bol 56,8 %. Predpokladany vytazok vSak bude urcite nizsi, vzhl'adom

k tomu Ze derivat DZ1 bude potrebné este raz precistit’.
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Struktirna analyza 6-0-(3-chlorobenzoyl)tazettinu (DZ1)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 470,236

NMR S$tudia

Derivat DZ1 sa nepodarilo ani po dvoch separaciach uplne vycistit’, preto bude potrebné
separaciu zopakovat’ a nasledne znova vykonat’ meranie NMR.

Opticka otacavost’

Meranie optickej otac¢avosti sa nepodarilo vykonat’ nakol’ko uvedend latka nebola cistd. Po

precisteni bude potrebné meranie vykonat'.
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4.2.9 Priprava 6-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)tazettinu (LC-203)

Cl
DMAP, pyridin
—_—
70°C
16 h
NO,
CHj
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C2sH26N20s
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost’: 494,17

Obr. 17: Schéma syntézy 6-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 50 pl (0,343 mmol) 4-methyl-3-nitrobenzoylchloridu a nakoniec 2 mg (0,016
mmol) DMAP. Zmes bola mieSana pri teplote 70°C po dobu 16 hodin. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC za pouZitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA 70:20:10.
Reak¢nd zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovand pomocou preparacnej
TLC. PouZita mobilnd fadza bola cHx: DEA 95 : 5. Zoéna s produktom bola separovana
z preparacne] dosky, premytd a odparend. Bolo ziskanych 30,7 mg 6-O-(4-methyl-3-

nitrobenzoyl)tazettinu vo forme zltych krystalov. Vytazok reakcie bol 51,8 %.
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Struktirna analyza 6-0-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)tazettinu (LC-203)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 495,264

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

o: 8.45 (1H, d, J= 1.8 Hz), 8.02 (1H, dd, /= 8.0 Hz, J= 1.8 Hz), 7.40 (1H, d, /= 8.0 Hz),
6.94 (1H, s), 6.48 (1H, s), 6.21 (1H, d, J=10.2 Hz), 5.96 (1H, d, J = 8.4 Hz, overlapped),
5.95(1H, d, J = 8.4 Hz, overlapped), 5.74-5.70 (1H, m), 4.78 (1H, d,J = 15.2 Hz), 4.72 (1H,
d, J=15.2 Hz), 4.21-4.16 (1H, m), 3.66 (1H, d, J=12.0 Hz), 3.49 (1H, d, /J=12.0 Hz,
overlapped), 3.49 (3H, s, overlapped), 2.93-2.90 (1H, m), 2.64 (3H, s), 2.50 (3H, s), 2.32—
2.26 (1H, m), 1.67 (1H, ddd, J=13.4 Hz, J=10.1 Hz, J= 2.1 Hz)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):

162.4, 149.3, 146.9, 146.8, 138.8, 133.3, 133.1, 131.9, 129.1, 127.1, 126.4, 125.7, 124.0,
109.4, 106.2, 103.8, 101.1, 72.9, 68.1, 63.3, 63.1, 56.2, 50.7, 42.2, 26.0, 20.5

Opticka otacavost’

[0]p?’ =-9,9 ° (¢ 0,243; CHCl5)
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4.2.10Priprava 6-O-(4-fluoro-3-methylbenzoyl)tazettinu (LC-205)

Cl
DMAP, pyridin
_—
100°C
20 h
CHj
F
Sumarny vzorec: C1sH21NOs Sumarny vzorec: C26H26FNOg
Molekulova hmotnost’ : 331,14 Molekulova hmotnost™: 467,17

Obr. 18: Schéma syntézy 6-O-(4-fluoro-3-methylbenzoyl)tazettinu

40 mg (0,12 mmol) tazettinu bolo rozpustenych v 2 ml suchého pyridinu. Nasledne
bolo pridanych 50 ul (0,352 mmol) 4-fluoro-3-methylbenzoylchloridu a nakoniec 2 mg
(0,016 mmol) DMAP. Zmes bola miesana pri teplote 100°C po dobu 20 hodin. Priebeh
reakcie bol monitorovany pomocou TLC za pouZitia mobilnej fazy cHx : EtOAc : DEA
70:20:10. Reakéna zmes bola potom odparend do sucha a chromatografovana pomocou
preparacnej TLC. PouZitd mobilnd faza bola cHx: DEA 95 : 5. Zoéna s produktom bola
separovana z preparacnej dosky, premyta a odparena. Bolo ziskanych 37,2 mg 6-O-(4-

methyl-3-nitrobenzoyl)tazettinu vo forme Zltych krystalov. VytaZzok reakcie bol 66,4 %.
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Struktirna analyza 6-0-(4-fluoro-3-methylbenzoyl)tazettinu (L.C-205)

MS Studia

ESI-MS m/z [M+H]" 468,158

NMR $tudia

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25°C):

o: 7.81-7.78 (1H, m), 7.76-7.71 (1H, m), 7.00 (1H, t, J=8.9 Hz), 6.95 (1H, s), 6.48 (1H,
s), 6.20 (1H, d, /= 10.4 Hz), 5.97-5.93 (2H, m), 5.76-5.72 (1H, m), 4.75 (2H, s), 4.20-4.15
(1H, m), 3.63 (1H, d, J=12.2 Hz), 3.49 (1H, d, J=12.2 Hz, overlapped), 3.49 (3H, s,
overlapped), 2.92-2.88 (1H, m), 2.48 (3H, s), 2.31-2.24 (1H, m, overlapped), 2.28 (3H, s,
overlapped), 1.71-1.64 (1H, m)

13C NMR (125 MHz, §, CDCl3, 25°C):

8: 164.5 (d, J=253.0 Hz), 163.6, 146.7, 146.6, 133.3 (d, J=6.7 Hz), 131.7, 129.5 (d,
J=9.5Hz), 127.4, 126.7, 125.5 (d, J=8.6 Hz), 125.4 (d, J=23.6 Hz), 124.4, 115.2 (d,
J=23.6 Hz), 109.4, 105.5, 103.8, 101.0, 73.0, 68.0, 63.4, 62.9, 56.2, 50.7, 42.2, 26.0, 14.4
(d,J=3.4 Hz)

Opticka otacavost’

[0]p? =-12,3 ° (¢ 0,260; CHCl5)
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5.Vysledky

5.1. Priprava polosyntetickych derivatov

Tabul’ka 5: Pripravené zIluceniny a ich percentudlny vytazok z reakcii

Oznacenie latky Chemicky nazov Vytazok (%)
LC-173 6-0-(2-flurobenzoyl)tazettin 42,2
LC-209 6-0-(3-bromobenzoyl)tazettin 53,3
LC-213 6-0-(2-chlorobenzoyl)tazettin 59,0*
LC-200 6-0-(2,4-difluorobenzoyl)tazettin 69,7
LC-199 6-0-(4-chlorobenzoyl)tazettin 67,7
LC-198 6-0-(4-fluorobenzoyl)tazettin 69,3
LC-201 6-0-(3,4-dichlorobenzoyl)tazettin 33,5

DZz1 6-0-(3-chlorobenzoyl)tazettin 56,8%
LC-203 6-0-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)tazettin 51,8
LC-205 6-0-(4-fluoro-3-methylbenzoyl)tazettin 66,4

*uvedeny vytazok nie je konecny vzhl'adom k tomu ze uvedené derivaty je potrebné este

raz precistit’
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5.2. Screening biologickych aktivit

5.2.1. Inhibi¢na aktivita derivatov proti AChE a BuChE a ich prestup cez
HEB

Tabulka 6: Hodnoty percentudlnej inhibicie AChE a BuChE, hodnoty logBB

% inhibicia AChE (100 pM) % inhibicia BuChE (100 uM) logBB*
LC-173 37,46 £ 0,45 30,76 + 1,31 0,277
LC-209 3,06 £ 0,85 11,42 £ 0,99 0,277
LC-200 13,17 + 0,36 16,60 + 0,41 0,277
LC-199 8,76 £ 0,48 4,38 + 0,44 0,420
LC-198 421+ 1,02 54,49 + 1,47 0,277
LC-201 5,45+ 0,26 10,38 £ 0,72 0,239
LC-203 17,67 +0,74 523+0,13 0,030
LC-205 12,37 £ 0,86 11,08 £ 0,75 0,277

*vypocitané cez http://www.way2drug.com/geb/

LogBB je hodnota vyjadrujica prestup cez hematoencefalicku bariéru (HEB). Je
definovand ako logaritmicky pomer medzi koncentraciou zluceniny v mozgu akrvi.
Vypocitané hodnoty logBB pripravenych zlucenin sa pohybuju od 0,277 do 0,420.
Zluceniny s logBB > 0,3 T'ahko prestupuju HEB, zatial' ¢o tie ¢o maju < - 1,0 su zle

distribuované do mozgu.’
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5.2.2. Protinadorova aktivita derivatov

V tabul'ke 7 a 8 su zhrnuté vysledky protinadorovej aktivity pripravenych derivatov
tazettinu. Vybrané nadorové bunecné linie a nenddorové bunecné linie ako Jurkat (akttna
leukémia T-lymfocytov), MOLT-4 (akutna lymfoblasticka leukémia), A549 (karciném
plac), HT-29 (kolorektalny adenokarcindm), PANC-1 (karcindm pankreatického epitelu),
A2780( karcindm vajecniku), HeLa (cervikalny adenokarcinom), MCF-7 (adenokarcinom
pfs), SAOS-2 (osteosarkom) and MRC-5 (normélne plicne fibroblasty) boli zaktipené bud’
od ATCC (Manassas, USA) alebo od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) a kultivované podla
doporucenych postupov. Vsetky bunecné linie boli udrZzované na teplote 37 °C avo
zvlhéenom 5 % oxide uhli¢itom a z 95 % vo vzduSnom inkubatore. Ako Standard sa uvadza
protinadorové chemoterapeutikum doxorubicin.!® Testovanie Zial' neprinieslo uspokojivé
vysledky, nakol’ko je z tabul’ky 7 a 8 viditeI'né, Ze ziadny z pripravenych derivatov tazettinu

nevykazuje vyznamnu toxicitu vo¢i nddorovym bunkam.

Tabul’ka 7: Testované derivaty v koncentracii 10 uM na vybranych bunecnych liniach
a ich hodnoty viability v % (proliferacia buniek po 48 hod)

LC-173 LC-199 LC-200 LC-201 Doxorubicin*
Jurkat 100+4 102+2 101+£9 101+13 1+0
MOLT-4 99+14 98+13 98+16 97+17 1+£2
A549 100+4 100+8 125+25 123+24 17+6
HT-29 10442 104+5 103+£2 107+7 57+4
PANC-1 97+2 111£5 10449 109+10 67+7
A2780 10242 100+3 92+8 93+8 112
HeLa 108+4 10610 100+£9 98+5 25+11
MCF-7 11744 118+11 10449 93+6 36 £3
SAOS-2 98+5 105+6 102+10 10246 27+5
MRC-5 108 £ 103 116 £ 96 117 +£98 120+ 102 52+7

*testovand koncentracia 1 uM
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Tabulka 8: Testované derivaty v koncentracii 10 uM na vybranych bunecnych liniach
a ich hodnoty viability v % (proliferacia buniek po 48 hod)

LC-203 LC-205 LC-209 Doxorubicin*
Jurkat 99+11 100+13 100+£15 1+0
MOLT-4 10618 111£15 112£17 1+2
A549 118+26 119+£32 115+30 17+6
HT-29 101+£2 100+4 97+5 57+4
PANC-1 10614 100£20 92+18 67+7
A2780 94+7 102+11 99+10 114£2
HeLa 97+10 94+7 90<+11 25+11
MCEF-7 100£8 94+9 86+13 363
SAOS-2 99+13 101+£5 99+7 27+5
MRC-5 118+ 105 104 + 102 93 +102 52+7

*testovand koncentracia 1 uM
Derivat LC-198 je v merani, vysledky budu k dispozicii po dokonceni testu. Derivaty DZ1
a LC-213 budi dodato¢ne domerané po ich precisteni.
5.3. Opticka otacavost’

Tabul’ka 9: Prehlad optickej otacavosti u pripravenych derivatov

Spec. Otacavost’ (°)
LC-173 0
LC-209 -15,5
LC-200 7,1
LC-199 -28,7
LC-198 9
LC-201 -26,3
LC-203 -9,9
LC-205 -12,3

Vysledky optickej otaCavosti derivatov LC-213 a DZ1 budi dostupné po opitovnom

precisteni a zmerani latok
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6. Diskusia a zaver

Rastliny z ¢elade Amaryllidaceae su zname predovsetkym kvoli Sirokému spektru
biologickych aktivit, medzi ktoré patri inhibicna aktivita vo¢i AChE, ¢i protinddorové
posobenie. >*4 Studiom a izolaciou sekundarnych metabolitov tychto rastlin, nazyvanych
AA sa dlhodobo zaobera Katedra farmaceutickej botaniky. Na zaklade stadii, uskuto¢nenych
pracovnou skupinou ADINACO, bol pre tito diplomova pracu vybrany alkaloid tazettin,
ktory bol na katedre izolovany z cibuli Zephyranthes robusta Baker.*

Hlavnym ciel'om predloZenej diplomovej prace bola modifikacia Struktary tazettinu,
vytvorenim esterov v polohe C-6a, ich Struktirna analyza a testovanie spektra biologickych
aktivit. Priprava tychto derivatov bola inSpirovana predoslymi stidiami, ktoré boli vykonané
na katedre farmaceutickej botaniky, kde sa esterifikiciou iného AA haemanthaminu
podarilo pripravit latky so zaujimavou inhibi¢nou aktivitou vo&i AChE/BuChE.® Struktara
tychto pilotnych derivatov haemanthaminu je d’alej optimalizovand. Tazettin bol vybrany
pre pripravu derivatov aj z dovodu, ze sa jedna o jeden z hlavnych AA, ktory sa vyskytuje
v celej rade rodov &elade Amaryllidaceae.’>"*% V ramci tejto diplomovej prace bolo
pripravenych desat’ aromatickych esterov tazettinu (Tabulka 5). Syntéza derivatov
prebiehala reakciou tazettinu s prislusnym acylchloridom v prostredi bezvodého pyridinu za
zvysSene] teploty av pritomnosti katalyzaitoru DMAP. Vyuzivali sa predovSetkym
benzoylchloridy, ktoré boli substituované halogénmi v réznych polohach benzénového jadra
s vynimkou  6-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)tazettinu (LC-203), ktory bol pripraveny
reakciou s nitro-substituovanym chloridom. Po prebehnuti reakcie bola na ziskanie
produktu pouzitd preparacnd TLC. Po néslednom spracovani produktu boli vysledkom
reakcie ZIté krystaly. Produkty reakcie boli identifikované pomocou MS, NMR a opticke;j
otaCavosti. VSetky pripravené derivaty tazettinu su originalnej Struktury a neboli doposial’
syntetizované. Pre Ucely Stadie biologickej aktivity boli pripravené derivaty prevedené na
hydrochloridy z dovodu zvySenia ich rozpustnosti.

Pripravené latky boli vramci Studii podrobené testovaniu, kde sa sktimal ich
inhibi¢ny potencidl voci I'udskym cholinesterdzam (AChE a BuChE) (tabul’ka 6). Vsetky
pripravené derivaty boli podrobené screeningove;j stidii pri koncentracii 100 pM. Vysledky
v8ak ukazali, Ze inhibicia AChE a BuChE nedosahuje poZadované hodnoty. Nevyznamné
hodnoty inhibicie voci l'udskym cholinesterdizam dosahoval aj samotny tazettin

v publikovanej $tadii.”! V ramci testovanych latok, dosiahol najvysSiu aktivitu 6-O-(2-
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flurobenzoyl)tazettin (LC-173), vykazujici inhibiciu 37,46 % vo¢i AChE. Najvyssiu
aktivitu vo¢i BuChE dosiahol 6-O-(4-fluorobenzoyl)tazettin (LC-198) s hodnotou a 54,49
%. Z toho dovodu latky d’alej neboli vybrané pre stanovenie hodnoty ICso. Inhibitory AChE
nasli svoje uplatnenie v terapii AD.?

Derivaty DZ1 a LC-213 sa zial’ ani po dvoch separédciach nepodarilo Uplne vy¢istit
a preto bude potrebné uvedené derivaty znova precistit’ a otestovat’ ich biologicku aktivitu.

Testoval sa aj potencial derivatov inhibovat BuChE, pretoZe sa ukazuje jej vyznamna
uloha pri maturacii patologického AS. Inhibicia BuChE signifikantne koreluje so zlepSenim
verbalnej 1 priestorovej pamiti, reakcnych ¢asov uloh, ktoré mapuju frontalne, temporalne
a limbické mozgové regiény. Vo vyvoji st dnes selektivne inhibitory BuChE.>?

Pri vSetkych pripravenych derivatoch bola stanovend hodnota logBB. Vypocitané
hodnoty st zhrnuté v tabulke 6. Tato hodnota bola vypocitand na zdklade Struktiry
jednotlivych latok. Vyjadruje schopnost’ latok prestupovat’ HEB. Schopnost’ prestupovat’
HEB je klacova vlastnost’ lie¢iv ktori je potrebné poznat uz na zaciatku Studie a je
nevyhnutnd pre pdsobenie ich posobenie v centralnej nervovej sustave (CNS). Na zaklade
vysledkov vSak spomedzi desiatich syntetizovanych latok, 'ahko prestupuju HEB do CNS
len 6-O-(2-chlorobenzoyl)tazettin (LC-213), 6-O-(4-chlorobenzoyl)tazettin (LC-199) a 6-
O-(3-chlorobenzoyl)tazettin (DZ1).

Testovala sa aj protinddorova aktivita derivatov na paneli vybranych bune¢nych linii
(Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, SAOS-2 a MRC-5).
Ziadna z testovanych latok vsak nevykazala pozadovanu toxicitu pri danej koncentracii
(Tabulka 7 a8). Vysledky ztestovania protinddorovej  aktivity  6-O-(4-
fluorobenzoyl)tazettinu (LC-198) buda dostupné po dokoncenti testu.

Uvedené vysledky cytotoxickej aktivity derivatov podporujii zavery vykonanych
Stadii, pri ktorych tazettin nevykazoval vyznamnu cytotoxickd aktivitu. Vyznamny rozdiel
v cytotoxicite medzi Struktirne pribuznymi zluceninami, tazettinom a pretazettinom
naznacuje niektoré vztahy medzi Strukturou a u€inkom. Premenou pretazettinu na tazettin
dochadza k vyznamnému poklesu cytotoxickej aktivity.®®

Zaroven je mozné konStatovat, Ze pripravené pilotné polosyntetické derivaty
tazettinu nie st perspektivne z pohl'adu vyvoja latok pouzitelnych v terapii AD. Od pripravy

stabilnejSich typov derivatov ako st estery a aminy bude teda upustené.
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Dusan Zelina
Skolitel: doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.
Nazov diplomovej prace: Derivaty Amaryllidaceae alkaloidov a ich biologicka aktivita:

Derivaty tazettinu II

Rastliny ¢el'ade Amaryllidaceae st bohatym zdrojom alkaloidov ktoré sa vyznacuju
Sirokou biologickou aktivitou. Azda celosvetovo najzndmejSim zastupcom tejto celade sa
stal galanthamin, ktory si pre svoj silny inhibi¢ny potencidl nasiel miesto v terapii
Alzheimerovej choroby.

Na zdklade uskuto¢nenych stadii bol pre tuto pracu zvoleny alkaloid tazettin.
Hlavnym cielom bola priprava aktivnejSich derivatov tazettinu a testovanie biologickej
aktivity v stivislosti s potencidlnym vyuzitim v lieCbe nadorovych ochoreni a Alzheimerove;j
choroby. Bolo pripravenych desat’” aromatickych esterov tazettinu. Vytazky reakcii boli
v rozmedzi 33,5-69,3 % Derivaty boli identifikované pomocou MS, NMR a optickej
otaCavosti.

Pripravené latky boli podrobené testovaniu, kde sa skimal ich inhibi¢ny potencial
vodi Iudskym cholinesterazam — AChE a BuChE. Zial’, nepodarilo sa pripravit’ derivaty
ktoré by vykazovali vyznamnu aktivitu v inhibicii AChE alebo BuChE.

Na paneli vybranych bune¢nych linii sa testovala protinadorova aktivita derivatov.

Avsak ani v tomto pripade sa nepodarilo pripravit’ derivaty s poZzadovanou toxicitou.

KIacové slova: Amaryllidaceae alkaloidy, Alzheimerova choroba, tazettin, biologicka

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

Derivates of tazettine 11

Plants of family Amaryllidaceae are a rich source of alkaloids that are characterized
by a broad biological activity. Perhaps the world's best-known member of this family has
become galanthamine, which, because of its potent inhibitory potential, has found a place in
the treatment of Alzheimer's disease.

Based on the conducted studies, the alkaloid tazettine has been chosen for this thesis.
The main purpose was to prepare more active derivatives of tazettine and to test the
biological activity for potential use in the treatment of cancer and Alzheimer's disease. Ten
aromatic esters of tazettine were prepared. Reaction yields ranged from 33,5-69,3 %.
Derivatives were identified by MS, NMR and optical rotation.

Prepared compounds were tested for their inhibitory potential against human
cholinesterases - AChE and BuChE. Unfortunately, it has not been possible to prepare
derivatives, which exhibit significant activity in inhibiting AChE or BuChE.

Anti-tumor activity of the derivates has been tested on the panel of selected cell lines.

However, we did not manage to prepare derivates with the desired toxicity even in this case.

Keywords: Amaryllidaceae alkaloids, Alzheimer’s disease, tazettine, biological activity
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