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1. UVOD

Uplné prvnim zdrojem lécivych latek byly rostliny. Uz od doby kdy vzniklo lidstvo, se nejprve
pouzivaly jako potrava (med, ¢esnek atd.) a pozdéji byly objeveny jejich Iécebné ucinky. Tato
tzv. etapa pfirodnich 1é¢iv ve vyvoji chemickych lé¢iv trvala aZ do 16. stoleti.! V dnesni dobé
se prirodnim léc¢ivim vénuje véda, kterd se nazyva farmakognozie, zabyva se hlavné, mimo
jiné, obsahovymi latkami téchto rostlin, o kterych se jesté pfed rozvojem chemickych IéCiv a
chemie nevédélo. Jsou to predevsSim tzv. sekunddrni metabolity, které maji vlastni
terapeuticky efekt. Nejednd se tedy jen o odpadni produkty, které vznikaji primarnim
metabolismem, jak se dfive pfedpokladalo. Tyto latky se z rostlin izoluji, nebo se syntetizuji,
a bud' se pouzivaji ptimo v terapii (napt. alkaloidy morfin, kodein a papaverin z Papaver
somniferum L., kardioaktivni glykosid digoxin z rodu Digitalis L., diterpenické alkaloidy taxany
zrodu Taxus, alkaloidy chinin a chinidin z rodu Cinchona, alkaloidy vinblastin a vinkristin
z Catharantus roseus (L.) G. Don.),? nebo jsou jednim ze zdroji novych chemickych [é¢iv,
které vznikaji obménovanim struktur latek pfirodniho ptvodu (napf. kyselina acetylsalicylova
z kyseliny salicylové ziskané oxidaci aglykonu salicinu z rodu Salix L., chlorochin odvozen z
chininu, prokain z kokainu, derivaty odvozené od morfinu napt. oxykodon atd.). | pfes to, jak
dlouhou dobu uz se lidstvo zabyva terapeutickymi ucinky rostlin, byl terapeuticky efekt
prozkoumdn dosud pouze u méné nez 20% znadmych rostlin.? Vzhledem k tomu, Ze podfise
vy$3i rostliny zahrnuje okolo 500 000 druh( rostlin,* je jejich studium stéle aktudlni a maze
prinést zajimavé vysledky i pfes rozvoj novych syntetickych léCivych latek. Diky rozvoiji
novych analyticky a identifikaCnich metod, je mnohem snadnéjsi sekunddarni metabolity
rostlin studovat a objevovat dosud nezndamé ucinky a pfipravovat jejich analoga s jesté
lepSimi farmakoterapeutickymi vlastnostmi. Pfirodni latky slouzi tedy také jako predloha
k ptipravé novych latek, které mohou mit mnohem vyhodnéjsi vlastnosti, nez latka ptvodni.
Mohou mit vyssi biologickou aktivitu, nizsi toxicitu, vyssi biologickou dostupnost atd. Diky
rozvoji organické a farmaceutické chemie mulzeme studovat vztahy mezi strukturou a
aktivitou latek a pripravovat cilené molekuly podle Zadané aktivity.

Tato prace se zabyvd latkou ptirodniho plvodu, lykorinem, a ptipravou jeho derivata.
Lykorin je alkaloid, ktery pochazi z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Je znam hlavné pro svoji

cytotoxickou aktivitu, kterou je mozZné vyuZit v terapii nadorovych onemocnéni. Tato



onemocnéni jsou u nds podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR druhou hlavni
pFi¢inou umrti po kardiovaskularnich nemocich.> V [éébé nadorovych onemocnéni maji
prirodni Iéc¢iva velky vyznam. V roce 1969 v Casopisu Lloydia Hartwell publikoval prvni ze
série ¢lanka, kde bylo uvedeno nad 3000 druh rostlin, které vykazuji protinadorovy ucinek a
tyto rostliny byly takto i tradi¢né vyuZivany.® Mezi nimi i rostliny ¢eledi Amaryllidaceae.
Jednalo se hlavné o oblasti Jizni Ameriky, Jizni Afriky a oblast stfedozemi, to znamend tam,
kde se tyto rostliny pFirozené vyskytuji.” Pfikladem takového vyuf?iti je 1é¢ba nadoru v oblasti
délohy extraktem z narcisu Narcissus poeticus na bazi olejové emulze, kterou pfipravil
Hippokrates u? v 4. stoleti pfed nasim letopoétem.®

Nékteré derivaty lykorinu, které byly pfipraveny vrdmci rlznych studii, vykdzaly také
inhibi¢ni aktivitu vici acetylcholinesteraze (AchE) a butyrylcholinesteraze (BuchE), ktera se
vyuZziva na terapii Alzheimerovy choroby. V roce 2014 byla demence diagnostikovdna u 152,7
tisic obyvatel CR? a je to onemocnéni, které vyznamné snizuje kvalitu Zivota.

Tyto dvé oblasti, jak protinadorova, tak inhibi¢ni aktivita vic¢i AchE a BuchE stoji v popredi
zajmu studia biologické aktivity Amaryllidaceae alkaloidi (AA). Lykorin a jeho derivaty,

vykazuji ale i dalsi biologické aktivity, o kterych se prace také zminuje.



2. CiL PRACE

Hlavni cile této diplomové prace byly:

1. zpracovani literatury na téma derivaty lykorinu a jejich biologicka aktivita,
2. ptiprava alifatickych a aromatickych derivat( alkaloidu lykorinu (estery),

3. strukturni identifikace pripravenych derivatd (MS, NMR, opticka otacivost),
4. pfiprava latek pro biologické studie,

5. analyza vysledkd, sepsani diplomové prace.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy jsou latky, které patfi mezi sekundarni metabolity rostlin. Vznikaji z prekurzoru
primarniho metabolismu a to konkrétné z aminokyselin. Vedle téchto latek existuji i napft.
purinové alkaloidy, jako je kofein, které nevznikaji z aminokyselin ale z purinovych
nukleotid(.'® Alkaloid( bylo dosud z rostlin izolovano a strukturné objasnéno nékolik tisic.
Jedna se o bazické organické slouceniny s alespon jednim heterocyklicky vazanym atomem
dusiku. Alkaloidy maji velmi vysokou fyziologickou aktivitu a ¢asto se jedna o latky toxické.
Diky témto vlastnostem je mozné je vyuZivat v mediciné napfiklad na Ié¢bu nddorovych
onemocnéni. Celed Amaryllidaceae je jednim zvyznamnych zdrojd alkaloid@.'* Vyznam
alkaloidl pro rostliny jesté nebyl Uplné objasnén, ale pravdépodobné se jedna o latky, které
mohou rostlinu chranit pred byloZravci, nebo se mlzZe jednat o tzv. alelopatické latky, které

brzdi rast dalsich rostlin v okoli.1213

3.1.1. Celed Amaryllidaceae

Rostliny celedi Amaryllidaceae (amarylkovité) jsou vytrvalé byliny s oddenky, hlizami nebo
cibulemi, listy maji ¢arkovité, bud’ jen prizemni, nebo také lodyzni. Kvéty maji oboupohlavné.
Plodem téchto rostlin je tobolka nebo bobule.? Podle nasledujici literatury Jahodar (2011),2
kterd vychdzi z prace Takhtajan (2009),'* je deled Fazena do oddéleni Magnoliophyta
(krytosemenné), tridy Liliopsida (jednodélozné), podtridy Lillidae a fdadu Amaryllidales. Podle
skupiny Angiosperm Phylogeny group je Celed nové fazena do Asparagales a délena na
podleledi Amaryllidoideae, Agapanthoideae a Allioideae.’® Alkaloidy, kterymi se tu
zabyvame, jsou strukturdlné jedinecné alkaloidy, charakteristické pro pavodni celed
Amaryllidaceae, tzn. nové pro podceled Amaryllidoideae. Zahrnuje vice nez 850 druh rostlin
klasifikovanych do pfiblizné 60 rodd.'? Tyto udaje se ale lisi podle pouZitého zdroje.

Pojmenovani této celedé vychazi z roku 1805, kdy Jean Henri Jaume Saint-Hilaire pouzil

termin Amaryllidae a poté John Lindley v roce 1836 pouZil termin Amaryllidaceae.®



Celed v sobé zahrnuje rody jako je napf. Leucojum L., bledule, Galanthus L., snézenka,
Narcissus L., narcis, Amaryllis L., amarylka, Crinum L., kfin a dalsi. Tyto rostliny jsou obecné

znamé, rostou volné v pfirodé nebo se péstuji z divodl okrasnych kvéta.

Obr. 1 Amaryllis belladonna L.,*7 Crinum augustum L.,*® Narcissus pseudonarcissus,*’®

Galanthus nivalis,*’® Leucojum aestivum L.17¢)

Vsechny rostliny této Celedi obsahuji alkaloidy, které se vyskytuji v celé rostling, ale nejvice
se nachdazi v podzemnim orgdnu, v cibuli. Bude to pravdépodobné z divodu, Ze podzemni
organ je také zasoba energie v podobé sacharidl a alkaloidy tento organ chrani pravé pred
byloZravci nebo pred mikroorganismy. AA jsou slouceniny s velmi jedineCnou strukturou.
Jednd se o velkou skupinu alkaloid(i a dosud jich bylo izolovéno vice neZ 600.'8 Podle obsahu
AA mohou mit rostliny rGzné ucinky. V literatufe jsou popsany ucinky protinadorové,
analgetické, hypotenzni, inhibujici enzym acetylcholinesterazu, antibakterialni, antifungalni,
antimalaricky, antivirovy a dalsi. V tradi¢ni mediciné se vyuZivaji navic nékteré rostliny této
Celedi pro svij protizanétlivy ucinek na osetreni ran, hemoroidd, a dokonce i na lécbu kasle a

nachlazeni.l3
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3.1.2. Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidu a jejich strukturni typy

Jak jiz bylo uvedeno vyse, AA je velké mnoistvi, izolovano jich bylo vice nez 600 a jsou
strukturné velmi rozdilné. Chemicky se jednd o isochinolinové alkaloidy.

Biosyntéza téchto alkaloidi vychdazi ztzv. norbelladinové cesty.!! Je to komplexni sit
enzymatickych krok(, které jesté nejsou vSechny dostatecné vysvétleny. Tyto enzymatické
kroky se liSi v zavislosti na druhu rostliny, kultivaru a dokonce i mezi tkanémi téze rostliny. Je
to dano pravdépodobné rozdilnosti v substratové specifité enzym( a rozdilnou genovou
expresi. Informace o vsech enzymech ndm chybi. Znalosti na genetické Urovni nemame a
velmi by ndm mohly pomoci pfi Slechténi kultivarl a v metodach genetického inZenyrstvi ke
zvy$eni dostupnosti alkaloid( a jejich vyuZiti v mediciné.'2 Ackoliv doSlo k velkému pokroku
ve studiu téchto alkaloidl, tak rostliny ztéto celedi zUstavaji v oblasti mediciny stale
relativné nevyuzité.

Na pocatku biosyntézy AA jsou dvé aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrozin,
ze kterych nékolika kroky vznikd hlavni prekurzor AA O-methylnorbelladin. Klicovym krokem
je poté oxidativni cyklizace O-metylnorbelladinu tfemi rlznymi zpUsoby. Jednd se o spojeni
orto-para’, para-para‘ a para-orto’. Vznikaji produkty, které jsou prekurzory k dalsim typim
alkaloidl, prostfednictvim reakci jako je hydroxylace, oxidace, redukce, methylace,
demethylace a dal3i.”'%'213 Na obrazku (Obr. 2) je zndzornéné zjednoduené schéma

biosyntézy hlavnich strukturnich typ( alkaloidd.
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Obr. 2 Schéma biosyntézy Amaryllidaceae alkaloidd’
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Na zakladé jejich biosyntézy je mGzeme klasifikovat do celé rady strukturnich typ(. Bastida a

kol.”12 rozdélili amarylkovité alkaloidy do deviti zakladnich typu, toto rozdéleni se dnes

pouziva nejcastéji. Déli se podle zakladniho skeletu a jsou pojmenovany podle hlavniho

alkaloidu, ktery danou skupinu reprezentuje. V nasledujici tabulce (Tabulka 1) jsou shrnuty

zakladni strukturni typy AA spolecné s hlavnim alkaloidem daného strukturniho typu.

Tabulka 1: Rozdéleni alkaloid( podle struktury a jejich hlavni alkaloid podle Bastida’

strukturni typ

norbelladinovy typ

norbelladin

hlavni alkaloid

lykorinovy typ

lykorin

homolykorinovy typ

homolykorin

krinanovy typ

krinin

haemanthaminovy typ

haemanthamin
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narciklasinovy typ

OH
narciklasin m
o OH

tazettinovy typ tazettin
montaninovy typ montanin

OH
galantaminovy typ galantamin o “un\y~CHs

H,CO ‘
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3.2. Vyskyt, izolace a biologicka aktivita lykorinu

Lykorin je nejdostupnéjsi AA a z pohledu biologické aktivity nejvice studovany zastupce AA.
Je také viibec prvnim izolovanym alkaloidem z této celedi. Poprvé byl izolovan v roce 1877
z Narcissus pseudonarcissus.” Jedna se o pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid, jehoz

struktura byla popsana o 80 let pozdéji.

3.2.1. Vlastnosti lykorinu a izolace

Sumarni vzorec lykorinu je CigH1704N, systematicky nazev je (1S,2S5)-2,3a%,4,5,7,12b-
hexahydro-1H-[1,3]dioxolo[4,5-j]pyrrolo[3,2,1-d,e]fenantridin-1,2-diol. Relativni molekulova
hmotnost lykorinu je 287,31.1° Jednd se o tercidrni amin, ktery obsahuje dvé alifatické
hydroxylové skupiny (vyhodné pro pfipravu derivata), 1,3-dioxolanovy kruh, jeden
aromaticky kruh a jednu dvojnou vazbu. Jako dCistd latka tvofi bezbarvé krystaly. Jako

hydrochlorid taje pfi teploté 260-262 °C.1°

Obr. 3 Struktura lykorinu

V rostlinach vznika biosyntetickou cestou tzv. orto-para‘ oxidativni cyklizaci meziproduktu a
je to hlavni alkaloid lykorinového strukturniho typu alkaloid(. Dalsi alkaloidy patfici do
tohoto strukturniho typu jsou karanin, pseudolykorin, 1-O-acetyllykorin, galanthin, pluviin,
norpluviin a dalsi alkaloidy (Obr 4).”* Rody, ze kterych byl lykorin doposud izolovan jsou
Ammocharis, Brunsvigia, Crinum, Cyrtanthus, Galanthus, Hippeastrum, Chlidanthus,

Leucojum, Lycoris, Narcissus, Zephyrantes a dal$i.?°
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karanin

OCH;

galanthin pluviin norpluviin

Obr. 4 Struktury vybranych alkaloidd lykorinového typu.

Zakladni strategie extrakce alkaloidu z rostlin probihd tak, Ze jsou v kyselém prostiedi (napf.
H,S04) prevedeny alkaloidni baze na sll, kterd je rozpustna ve vodné fazi. Organicka faze se
odstrani a s ni dal$i organické nedistoty. Poté se kvodné fazi prida bazickd latka (napf.
Na;CO0s), pomoci které se zvysi pH prostiedi alespon na 9-10, aby z alkaloidu opét vznikla
volna baze a alkaloidy nasledné mohou prejit do organické faze. Vodna faze se odstrani a s ni
i necistoty rozpustné ve vodé. Tim ziskdme organickou fazi obsahujici pouze alkaloidy.
Z tohoto sumarniho alkaloidniho extraktu se za vyuziti béznych chromatografickych metod

izoluji jednotlivé alkaloidy. Cely proces izolace je samoziejmé slozitéjsi. Uvedeny

zjednoduseny popis je pouze zdkladni strategii pro izolaci alkaloidd.

3.2.2. Biologicka aktivita lykorinu

Nejdulezitéjsi vlastnosti lykorinu je jeho protinddorovda aktivita, ktera jiz byla nékolikrat
prokdzdana jak in-vitro, tak in-vivo na riznych typech nddorovych bunék.?1-2*

Zajimavé je, Ze pfi testovani lykorinu na protinadorové vlastnosti bylo prokdzano, Ze je
selektivni k nadorovym burikam, dokaze zpomalit jejich bunécny rist ovlivnénim bunééného
cyklu a vyvolat apoptdzu, zatimco zdravé bunky jsou ovlivnény lykorinem jen velmi

malo.222427 To bylo prokazano v ramci studie z roku 2015, v rdmci které byl lykorin testovan
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na p53 mutované bunécné linie Caco-2 a HT-29 kolorektalniho karcinomu, vici kterym
vykazoval cytotoxické ucinky a zaroven vykazoval nizsi vliv na zdravé lidské bunky epitelu
tenkého stfeva FHs 74 Int.?> Selektivita na nadorové buriky se potvrdila také ve studii ze
stejného roku jako predchozi studie, kdy byl lykorin testovan in-vivo na hormon-dependentni
karcinom prostaty.?*

Dalsi pozitivni vlastnosti lykorinu je, Ze vykazuje protinddorovou aktivitu vici burikdm, které
nereaguji na proapoptotické stimuly. To bylo zjisténo ve studii z roku 2009,?? v rdmci které se
testoval efekt lykorinu na bunécné linie lidského glioblastomu U373, nemalobunééného
plicniho karcinomu A549, rakoviny jicnu OE21 a melanomu SKMEL-28. Tyto bunécné linie
patfi mezi linie, které nereaguji na proapoptotické stimuly a byly porovnavany se dvéma
liniemi anaplastického melanomu Hs683 a mysiho melanomu B16F10, které reaguji na
proapoptotické stimuly. U obou typ( bunék se prokdazala protinddorova aktivita.??
Molekularni mechanismy plsobeni lykorinu nejsou stale zcela objasnény. Lykorin dokaze
navodit apoptdzu tzv. vnitini cestou, ktera zacina uvolnénim cytochromu C z mitochondrii a
také vnéjsi cestou pres tzv. receptory smrti.2%242627 \ terapeutickych koncentracich ma
lykorin na nadorové buriky pouze cytostaticky efekt vyvolany ovlivnénim organizace
aktinovych vldken, které tvofi jednu ze sloZek cytoskeletu.?%?®

Doposud vime, Ze lykorin umi zpUsobit down-regulaci Mcl-1 v lidskych leukemickych
burikdch.?” Mcl-1 je protein, ktery patfi do rodiny proteini Bcl-2. Tyto proteiny inhibuiji
apoptdzu a zvysuji preziti bunék. Lykorin jeho ,,down-regulaci” dokaze preziti bunék zastavit
a nasledné vyvolat apoptézu. Pro bunécné linie HL-60 (buriky akutni promyelocytarni
leukémie) bylo zjisténo, Ze lykorin dokaze zastavit jejich bunécny cyklus v G2/M fazi a
zéroven dokdaZe zvysit aktivitu kaspaz 8, 9 a 3 a sniZit expresi Blc-2 a zvysit expresi Bax.2®
U bunéénych linii K562 a KM3 bylo zjisténo, Ze lykorin dokdZe zablokovat jejich bunécny
cyklus v GO/G1 fazi ,,down-regulaci cyklinu D1, CDK4, inhibici HDAC (histondeacetylazy) a
up-regulaci proteini p53 a p21.2>30 Lykorin déle pusobi jako inhibitor rdstu a metastaz
hormon-dependentniho karcinomu prostaty in-vivo aktivaci EGF-indukované JAK/STAT
signalni drahy. Lykorin inhibuje fosforylaci STAT3, ke které dochdzi stimulaci EGF a timto se
snizuje proliferace a pfeZivani nddorovych buriek.?*

Studie na aktivaci vnéjsi cesty apoptdzy byla provedend na bunécné linii lidskych nddorovych
bunék prsu MCF-7. Se zvysujici se davkou lykorinu se zvySovala aktivita proteint Fas, FaslL,

kaspdazy 8 a Bid. To znamen3, Ze lykorin je schopen indukovat apoptdzu pres cestu receptoru
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smrti.3! V dalSich literdrnich zdrojich byla popsana ,,up-regulace” TNF-a a inhibice tvorby cév
u nadorovych bunék.'® U lidského metastazujiciho melanomu C8161, umi potlacit jak in-vitro
tak in-vivo jeho rist redukci VE-cadherinu. Tim se snizuje bunécny povrch pro interakci mezi

burikami, kterd je nezbytna pro rist nadoru.%:2!

Tabulka 2: Hodnoty ICso lykorinu na nékolika nadorovych linich?2:2>26,30

Bunécna linie 1Cs0 (LM)
Caco-2 0,99 £ 0,08
HT-29 1,02+0,01
U373 7,6+0,2
A549 4,3+0,3
OE21 51+0,4

SKMEL-28 8,5+0,3
Hs683 6,7+0,3
B16F10 6,3+0,4
KM3 1,25
HL-60 1

Caco-2 — nadorova linie bunék tlustého stfeva, HT-29 — nadorova linie bunék tlustého stfeva, U373 — lidsky
glioblastom, A549 — nemalobunécny plicni karcinom, OE21 — rakovina jicnu, SKMel-28 — melanom, Hs683 —
anaplasticky melanom, B16F10 — mysi melanom, KM3 — lidsky mnohocetny myelom, HL-60 — buriky lidské
promyelocytarni leukémie

V literature je uvedeno, Ze pro protinadorovou aktivitu lykorinu je nezbytna konformacni
volnost kruhu C, stereochemie spojeni kruhG C/D a volné diolové skupiny na kruhu C.21 Z AA
neni lykorin jediny, ktery disponuje protinadorovymi ucinky, ty byly popsany i u
pseudolykorinu, dihydrolykorinu, narciklasinu, haemanthaminu a pankratistatinu.3? Naproti
tomu, lykorin-1-O-B-D-glukosid podporuje rlist bunék, kliceni semen a rychlost vyvoje kofenu
ve vyssich rostlinach.33

Kromé protinddorové aktivity byly prokazany dalsi ucinky lykorinu. Je schopny inhibice
biosyntézy kyseliny askorbové v rostlinach, je to silnych inhibitor aktivity L-galaktono-y-
laktondehydrogendazy.3* Brani dychani rezistentni ke kyanidu, coZ je rostlinné specifikum.”?2
Lykorin také umi zastavit syntézu proteinl v eukaryotnich bunkach tim, Ze inhibuje vznik

peptidové vazby,3> mlZe se jednat o interakci s tRNA.” Byla také provedena studie, za vyuZiti
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pocitacového modelu, kde se zjistila moznost, Ze cilovou molekulou lykorinu v bunce je
elongadni faktor 1A (eEF1A), a tim dojde k zabranéni prodluZovani peptidového fetézce.3®

Co se tyce inhibice AchE, tak tato aktivita je spojena s galantaminovym a lykorinovym
strukturnim typem alkaloid(, avSak kromé lykorinu samotného. Lykorinovy typ je méné
aktivni nez galantaminovy. Aktivita lykorinu je v pfipadé této biologické aktivity spojena se
substituci v polohach C1 a C2.%7

Dal3imi biologickymi vlastnostmi je aktivita proti ristu kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
a obecné ma antifungalni vlastnosti.3® Lykorin také indukuje smrt u prvoka Trichomonas
vaginalis, ktery zplGsobuje STD trichomoniazu.3®4° Vykazuje také protimalarickou aktivitu.*!
DalSimi popsanymi vlastnostmi lykorinu jsou vlastnosti protizanétlivé, protiedémové,
hepatoprotektivni (coZ pravdépodobné souvisi s jeho antioxidaéni aktivitou), analgetické,*?
protivirové,!® fytotoxické a antifidantni®:.

V terapii se dosud tyto jeho vlastnosti nevyuZzivaji. AvSsak ma také prokazané broncholytické
ucinky, a je proto terapeuticky vyuzivan jako expektorans k lécbé zanétlivych onemocnéni

plic v Rusku.?”4?
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3.3 Priprava a biologicka aktivita derivatu lykorinu

Vzhledem k Siroké biologické aktivité lykorinu a jeho snadné dostupnosti z rostlinného
materialu, byl tento alkaloid vyuZit pro pfipravu celé fady derivatl za ucelem pfipravy jesté
aktivnéjsich latek, nez je sam lykorin. Tyto snahy by mély vést k usnadnéni rozvoje Gcinného
a selektivniho protinddorového léciva odvozeného od lykorinu na klinicky trh. Cytotoxicky
potencial lykorinu a jeho derivat( si ziskava velkou pozornost a jejich studium se neustale
zvySuje. Dosud ale zadny z této skupiny latek neni klinicky vyuZivdn jako protinddorové
|é¢ivo. Dosud bylo prozkoumdano pres sto rGznych derivatl lykorinu, véetné alkaloid(
odvozenych od lykorinu, a byly testovany na vice nez sto bunéénych linii.** Nejedna se v3ak
pouze o protinddorové vlastnosti, které jsou v popredi zajmu. Velky zdjem vzbuzuje i
inhibi¢ni aktivita derivatd lykorinu vicéi AchE a BuchE, antiplasmodialni, antivirovd a
antitrichomonalni aktivita.

Kromé derivatl, pfipravenych chemickou reakci, je dllezZité hodnoceni biologickych aktivit i
u prirozené se vyskytujicich alkaloidl, které jsou od lykorinu strukturné odvozeny napf.
pseudolykorin, amarbellisin a dalsi. Vysledky jejich aktivity spolu s vysledky derivatl lykorinu

mohou prispét k ujasnéni vztahl mezi strukturou a aktivitou.

3.3.1. Protinadorova aktivita derivata lykorinu

Studie z roku 2009 22 se zabyvala hodnocenim protinddorovych vlastnosti dvaceti dvou latek
odvozenych od lykorinu (1).22 Jednalo se o ¢tyFi pfirozené se vyskytujici alkaloidy (18, 19, 21,
22), které maji strukturu odvozenou od lykorinu, sedmndct derivatl pfipravenych chemickou
modifikaci lykorinu (2-17, 20) a pro porovnani s nimi byla hodnocena i vychozi latka
lykorin (1). Veskeré testované slouceniny jsou uvedeny na nasledujicim obrazku (Obr. 5).
Slouceniny k testovani byly ziskany izolaci (1, 21, 22), chemickou obménou lykorinu (2-12,

14-17, 20) a dodanim z Instituto di Chimica z Milana (13, 18, 19).
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R,O,.
R3
<O
o) N
R4 R5

1 R4=0OH, R,=0H (lykorin) 7 lykorin-2-on 8 R;=R,=R4=Rs=H, R3=aH (a-dihydrolykorin)
2 R4=0Ac, R,=BOH (1-O-acetyllykorin) 9 R;=R,=Ac, R3=aH, R4=Rs=H (1,2-di-O, O"-acetyl-a-dihydrolykorin)
3 Ry=0Ac, R,=BOAc (1,2-di-O,0O"acetyllykorin) 10 R{=R,=R4=Rs=H, R3=BH (B-dihydrolykorin)
4 R1=OH, R,=aOH (2-epi-lykorin) 11 R4=Ry=Ac, R3=BH, R4=Rs=H (1,2-di-O, O"-acetyl-B-dihydrolykorin)
5 R4=0OH, R,=BOAc (2-O-acetyllykorin) 12 R4=Ry=H, R3=aH, R4+R5=0 (a-dihydrolykorin laktam)

6 R4=OH, R,=BCI (lykorin chlorohydrin)

\ —
H CI
13 lykorin N-methyljodid 14 1,2-a-epoxylykorin 15 lykorin hydrochlorid 16 lykoren 17 karanin
o} OMe
g ¥e
)33 )33 SO
+
18 R4=R3=0H, R,=OMe (pseudolykorin) 20 anhydrolykorin 21 ungeremin 22 amarbellisin

19 Ry=H, R,=OH, Rz=OMe (norpluvin)

Obr. 5 Struktury slouéenin testovanych na protinddorovou aktivitu??

Acetylace lykorinu (1) byla provedend za obvyklych podminek reakci s anhydridem kyseliny
octové v pyridinu, kterd vedla k ziskani 1,2-di-O,0%acetyllykorinu (3).*> Ten byl pfeveden na
1-O-acetyllykorin (2) slabou kyselou hydrolyzou.*> Lykorin-2-on (7) byl ziskan oxidaci lykorinu
s DCC v suchém DMSO okyseleny HsPOa. Katalytickou hydrogenaci lykorinu s 5% Pt/C byl
ziskan a-dihydrolykorin (8).#> Tento derivat bez dvojné vazby byl poté preveden na
1,2-0,0"-diacetyl-a-dihydrolykorin (9) stejnou acetylaci uvedenou vyse.** Lykoren (16) byl
ziskan redukci lykorinu (1) reakci se sodikem v pentanolu, tato reakce vedla v mensim
mnoZstvi i ke karaninu.*® Popis pfipravy dalSich derivatl ztéto studie je popsan
v literatufe.*>48

Studium cytotoxické aktivity derivatl bylo provedeno na ¢tyfech bunécnych liniich, které

jsou rezistentni na apoptotické stimuly U373, A549, OE21, SKMEL-28 a na dvou bunécnych

liniich, které jsou citlivé na apoptotické stimuly Hs683, B16F10. Nejvice aktivni slouceniny (1,
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5, 6, 14, 15, 18, 20, 22) byly testovany jesté na tfech zdravych bunécnych liniich WI38, WS1,
NHDF.22

Vysledky byly uvedeny jako hodnoty ICso, které se u lykorinu (1) pfi testovani na nadorové
bunky pohybovaly mezi 4,3 — 8,5 uM. Lykorin chlorohydrin (6), 1,2-a-epoxylykorin (14),
lykorin hydrochlorid (15), pseudolykorin (18), amarbellisin (22) byly silné aktivni s hodnotami
ICso v rozmezi 2 - 10 uM.?? Ostatni vykazovaly nizkou aktivitu s ICso nad 10 pM. Vysledné
hodnoty vSech derivatl jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 3) na konci kapitoly.

V dalsi studii autor Wang a kol.*° bylo pfipraveno $estnact analogu lykorinu (1-3, 14, 23-35),
jejichz schéma pfripravy a jejich struktury jsou zobrazeny na ndsledujicim obrazku (Obr. 6).
Nejprve byl ptipraven 1,2-di-O,0%acetyllykorin (3) acetylaci s acetanhydridem v pyridinu,
ktery byl pouzit jako vychozi latka pro dalsi modifikace. Klicovym krokem tohoto sledu reakci
byla kysela hydrolyza acetylové skupiny v pozici C2 z 1,2-di-O,0"-acetyllykorinu (3) v prostredi
methanolu, kterou doslo ke vzniku 1-O-acetyllykorinu (2), protoZe substituenty v pozici C1
jsou méné reaktivni, z dlvodu nizsi sterické dostupnosti této skupiny. Hydroxylova skupina
1-O-acetyllykorinu (2) byla podrobena reakcim s nékolika acylchloridy pfipadné anhydridy za
vzniku sloucenin 26-30. Dalsi sloucenina 1-O-acetyl-2-chlorolykorin (23) byla pfipravena
s pouzitim chloridu fosforylu jako halogenacni latky, a ta byla podrobena reakci
s methoxidem sodnym za vzniku 1,2-a-epoxylyorinu (14). Latky 31-35 byly ziskany otevienim
epoxidové skupiny za pouziti skupiny amina, které pUsobi jako nukleofilni ¢inidla, a umozni
tak otevieni epoxidové skupiny za vzniku aminu a hydroxylové skupiny. Slouceniny 24 a 25
byly  ziskdny  oxidaci dvojné vazby pomoci silného  oxida¢niho  Cinidla
meta-chloroperoxybenzoové kyseliny.*

Protinadorova aktivita téchto latek byla testovana na sedmi nadorovych liniich A549,
HCT116, SK-OV-3, NCI-H460, K562, MCF-7 a HL-60.*° Vysledky jsou ve studii uvedeny jako
hodnoty ICso (Tabulka 3). Nékteré z testovanych derivatd vykazovaly dobrou aktivitu, opét to
ale byla vychozi latka lykorin (1), ktera méla nejlepsi vysledky od 3 uM (u HCT 116 a SK-OV-3)
do 7,5 uM (u K562). Velice zajimavou aktivitu také vykazal 1,2-a-epoxylykorin (14), jehoz
hodnoty ICso se pohybovaly od 2,7 uM (u NCI-H460 a HL-60) do 6,2 uM (u A549).4°
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1 lykorin

m-CPBA, DCM,
rt., 1h

OAc

24 1,2-di-O,0"-acetyl-3,4-epoxylykorin

RNH; nebo R;NH, teplo

14 1,2-a-epoxylykorin
(2-(piperidin-1-yl)lykorin)

(2-diethylaminolykorin)

'
N

32R= CH;ONa, CHOH,

= ledova laze, 20 min.
33R= @ (2-(pyrrol-1-yl)lykorin)

H
34 R= /N\/\/ (2-butylaminolykorin)
H

/Nj/ (2-isopropylaminolykorin)

35R=

23 1-O-acetyl-2-chlorolykorin

NaCl, POCls, HCI,
30°C, 3h

ACO/,

HCI, MeOH, 55°C, 12h e}
U
o

3 1,2-di-0,0"acetyllykorin 2 1-O-acetyllykorin

m-CPBA, DCM,
rt., 1h
OH RCOCI nebo (RCO),0,
AcO,, Py, 0°C, 3h
(0]
<O
1) N
25 1-O-acetyl-3,4-epoxylykorin

26 R=-(CH,)3CH3 (1-O-acetyl-2-valeryllykorin)

27 R=-(CH;)4CH3; (1-O-acetyl-2-hexanoyllykorin)

28 R=-C(CH3)3 (1-O-acetyl-2-pivaloyllykorin)

29 R=-(CH,),COOH (1-O-acetyl-2-(4-karboxy-propionyl)lykorin)
30 R=-4-N3-Ph (1-O-acetyl-2-(4-azidobenzoyl)lykorin)

Obr. 6 Schéma pfipravy derivatd lykorinu v rdmci studie z roku 2014 #°
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V dal$i préci, kterd se zabyvala protinddorovou aktivitou derivatd lykorinu,?® bylo
syntetizovano tficet dva novych sloucenin (2, 3, 7, 37-65). Pro porovnani byla testovdna i
vychozi latka lykorin (1). Schémata jejich syntézy a jejich struktury jsou popsany na
nasledujicich obrazcich (Obr. 7, 8 2 9).28

Na obrazku (Obr. 7) byl lykorin (1) preveden za obvyklych podminek na diacetyl derivat (3).
Ten byl nasledné preveden za vyuZiti OsO4/NMO systému na diol (36). V této reakci NMO
slouzi na regeneraci OsQOa, ktery je po probéhnuti reakce redukovan na OsOs. Aromatizovany
derivat 37 byl ziskan jako vedlejsi produkt této reakce a byl pfeveden na fenolicky derivat.
Slouc¢enina 3 byla podrobena reakci s (diacetoxyiodo)benzenem za vzniku cyklického amidu -
laktamu 39, ktery byl nasledné hydrolyzovan na laktam-diol derivat 40 a také byl pfeveden
na diacetylthiolaktamovy derivat 41. Derivat 36 byl hydrolyzou pfeveden slouéeninu 42, a

jeho redukci s tetrahydridohlinitanem litnym vznikla slouenina 43.28

8 7 O 421,2,3,4-tetrahydroxylykorin
1 lykorin
LiOH
Ac,0, py‘ TNF/H,0
OAc OAc OAc

ACO/,
OH o ‘
PhI(OAc),, TBAI +< O
- o N
MeCN
3 1,2-di-O, O'-acetyllykorin 37 o
LiAIH,4
THF/H,O

LiOH
THF/H,0
OH

Obr. 7 Schéma pfipravy derivatud lykorinu (3, 36-43)28
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Na obrazku (Obr. 8) je popsany sled reakci zacinajici slouceninou 36 za vzniku latek 44-46.
Nejprve byla provedena acetylace, poté eliminacni reakce a nakonec hydrolyza. Vychozi latka
lykorin (1) byla pouZita pro pfipravu derivatu 7 s vyuzitim Dess-Martinova Cinidla. Dale byl
lykorin (1) vyuZit pro pfipravu derivatu 2-pivaloyllykorinu (47) z chloridu kyseliny pivalové,
pro pripravu C2-tri-isopropylsilylether derivatu (48) z tri-isopropylsilylchloridu a pro ptipravu
derivatu 2-O-benzoyllykorinu (49) z benzoylchloridu 1:1 v pyridinu. Benzoyl derivaty byly
pfipraveny také svétSim mnoZstvim benzoylchloridu 1:3 za vzniku 1,2-di-O,0*
benzoyllykorinu (50) a tento derivat byl rozdélen fizenou hydrolyzou s hydroxidem lithnym
v methanolu na mono-derivaty (49, 51). Pfiprava C1 derivatQ lykorinu (2, 54-58) byla
provedena nejprve reakci s tri-isopropylsilylchloridem, aby byla ochranéna C2 pozice. Tyto
silylethery byly podrobeny acylaci a alkylaci. Tyto byly poté desilylovany za vzniku palmitatu
(54), acetdtu (2), steardtu (55), oledtu (56), dokosahexaenodtu (57) a benzylether
derivatu (58). Meziprodukty 20 a 21 s neodstranénou silylovou skupinou byly také

podrobeny hodnoceni na protinddorové vlastnosti.?®
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OAc OAc

_\OAC ,\OAC LiOH
I
WOH sock.py g THF/H,0
< —_—
(0]

PivCl, py

i-Pr3SiCl, py

1 lykorin

BzCl, py

8 7
1 lykorin 50 1,2-di-O,0"-benzoyllykorin

2 R;=Ac, R,=OH

52 Ry=-(CO)Cys, Ry=-0Si(i-Pr);

53 Ry=Ac, Ry=-OSi(i-Pr);

54 R,=-(CO)C1s, R,=OH

55 R;=-(CO)C17, R,=OH

56 Ry=-(CO)C7-CH=CH-C,, R,=OH

57 Ry=-(CO)Cy-(CH=CH-CH,)s-CH3, R,=OH
58 R,=-OCH,Ph, R,=OH

1. i-Pr3SiCl, py, DMF
2. DCC, DMAP, RCO,H
nebo BnBr, NaH, DMF

3. TBAF, THF

1 lykorin

Obr. 8 Schéma pfipravy hodnocenych derivatd lykorinu?®
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Na obrazku (Obr. 9) je zobrazena ptiprava derivatu s aromatickym kruhem C, podrobenim
slouceniny 40 reakci s thionylem chloridu v pyridinu za vzniku indolin-laktamového derivatu
(59) a tento byl oxidovan 2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinonem na indol-laktamovy
derivat (60). Stejnd oxidace byla vyuZita pro ptipravu derivatu 61. Pro pfipravu di-terc-butyl
karbonat derivatu (62) byl vyuzit lykorin (1) a di-terc-butyl dikarbonat. Z lykorinu (1) byl
pfipraven také diallylether derivat lykorinu (63) z allyloromidu a z lykorinu byl pfipraven i
dipropionylderivat lykorinu (64). Sloucenina 65 byla ziskana reakci se slouceninou 2, triethyl-

ortho-acetatem a kyselinou p-toluensulfonovou.?®

SOCl,,py O ‘ DDQ,PhH O
— =T — <

0 N o)
o)

59

OAc

O DDQ, PhH o

O
G — ¢«
O O
O
37

Boc,O, BulLi
THF

62

allylBr, NaH,

1 lykorin DMF

CH3CH,CO,H
PhEt

MeC(OEt);, TsOH
Pd(OAc),, PhEt

Obr. 9 Schéma pfipravy hodnocenych derivatd lykorinu?®
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Vsechny vySe zminéné derivaty z této studie byly hodnoceny na protinddorovou aktivitu
pomoci osmi rakovinnych bunécénych linii, zahrnujici linie, které jsou rezistentni na
proapoptotické stimuly (U373, T98G, A549, SKMEL-28) a ty, které jsou citlivé
k proapoptotickym stimulim (Hs683, PC3, B16, MCF-7). Vysledky jsou uvedeny jako Glso
(ktery je zaménitelny s 1Cso). Vychozi latka lykorin byla aktivni u vSech bunécnych linii
s hodnotami Glsp od 0,9 uM do 4 uM. Velmi aktivni latka byla bis-allyl derivat (63)
s hodnotami Glsp od 0,03 uM pro U373 do 6 uM. Veskeré hodnoty pro kazdy derivat jsou
shrnuty v tabulce (Tabulka 3).

Prvni, kdo pouzil vySe uvedenou reakci se sylilchloridem, konkrétné s terc-butyldimethysilyl
chloridem, pro selektivni pfipravu C1 a C2 derivatla lykorinu byl McNulty a kol. v studii
z roku 2009.°° Lykorin (1) tu byl podroben reakci s terc-butyldimethysilyl chloridem
v pyridinu a dichloromethanu za vzniku monosilyletheru v pozici C2 lykorinu. Tento produkt
byl acetylovan za obvyklych podminek, jak je jiz vySe popsdno, a desilylovdn pomoci
tetrabutylamoniumfluoridu v tetrahydrofuranu. Takto byl selektivné ziskan 1-O-acetyllykorin

(2). Schéma selektivni ptipravy vedouci k tomuto derivatu je zobrazeno na obrdzku (Obr. 10).

TBSCI, py,
DCM

_

1 lykorin 66 2-terc-butyldimethylsilyloxylykorin 67

TBAF,
THF

Obr. 10 Schéma selektivni pfipravy 1-O-acetyllykorinu>°
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Hodnocena byla schopnost téchto sloucenin 1-3, 66, 67 a 18 (pseudolykorin) vyvolat
apoptoézu u lidskych leukemickych (Jurkat) bunék v tfech koncentracich (1, 5, a 10 uM).
Vysledky byly vyjadieny jako apoptoticky index tzn. vyjadreny jako % bunék jevici apoptézu.
Statisticky vyznamny meély apoptoticky index vkoncentraci 5 uM Iykorin (1) a
pseudolykorin (18). V koncentraci 10 uM mély statisticky vyznamny apoptoticky index lykorin
(1), pseudolykorin (18) a 1-O-acetyllykorin (2).°° Apoptdza byla sledovdana mikroskopicky za
pomoci Hoechstova barviva, diky kterému bylo umoznéno sledovat kondenzaci bunééného
jadra, ke kterému dochazi u bunécné apoptdzy. Nekrotické burnky byly sledovdany pomoci
tropanové modre, kterd obarvi burfky s narusenou plazmatickou membrdnou, zatimco
zdravé buriky zlstavaji neobarvené.

Na pfedchozi studie navazala studie autord Dasari a kol.”!, ve které se rozhodli z lykorinu
syntetizovat derivaty C1 a C2 ethery. V predchozi studii byla pfiprava zamérena na syntézu
ester(l. Vzhledem ktomu, Ze estery podléhaji v burice hydrolyze za vzniku vychozi latky
lykorinu, neni mozné s jistotou fict, zda estery jsou latky, které se podili pfimo na
protinddorovém ucinku. Ethery jsou latky, které nelze v burice hydrolyzovat, a proto bylo
v této studii pripraveno tricet pét C1 a C2 ether-derivatl lykorinu (68-102) hodnocenych na
protinddorové vlastnosti. Jejich priprava a struktury jsou uvedeny na ndsledujicim
obrazku (Obr. 11).

C1 a C2-alkyl ethery byly syntetizovany pfimo reakci s alkylchloridem a hydridem sodnym,
ktery pusobi jako redukéni Cinidlo. Byla tak ziskdna smés monoderivatl a diderivatd.
Produkt 93 byl ziskan reakci s CHsl za otevreni kruhu D. Klicovym krokem dalSich reakci byla
silylace v pozici C2 za vzniku latky 48, ktera umoznila selektivné pfipravit ether-derivaty
v Zadouci pozici. Nahodné se podafilo pfipravit i 1-tri-isopropylsilyloxylykorin, s chranici
skupinou v poloze C1. Desilylace slouéeniny 94 pomoci tetrabutylamoniumfluoridu
v tetrahydrofuranu vedla k vzniku latky 102, kterd je strukturnim izomerem latky 81.%2
Vsechny tyto latky véetné lykorinu byly testovany na Sesti typech nadorovych bunék majicich
rdzny stupen rezistence k apoptdze (A549, MCF7, T98G, Hs683, SKMEL-28, B16F10).
Vysledna inhibice byla vyjadfena jako hodnota Glso. Nejlepsi hodnoty byly dosazeny v rdmci
testovani linie lidského nemalobunécného plicniho karcinomu A549 s hodnotami Glsp od
0,6 UM do 72 puM. Neni prekvapivé, Ze vychozi latka lykorin (1) vykazuje nejstabilnéjsi

vysledky napfi¢ vdemi $esti bunéénymi liniemi (Tabulka 3).5?
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81 R= Me

1 Worin 68 Ry=R,= Et 82 R= -CH,-CH=CH-Ph
89 Ry=R,= propyl 83 R= -CH,-C=CH
70 Ry=R,= -CH,-CH=CH-Ph

84 R=
71 Ry=R,= -CH,-C=CH /\O

72 Ry=Ry= -CH,-CH=C(CHj), 85 R= -CH,-CH,-OMe

i-PrsSiCl 78RR /v 86 R= -CH,-SMe
py, DMF R1=R2= 87 R= -CH,-OMe
74 R,=R,= _
~> 88R=_/,\y
75 Ry=Ry= -CH,-CH,-OMe gore
76 Ry=R,= -CH,-OMe ~N
. o 90 R= -CH,-CH,-CH=CH,
OSi(i-Pr)3 77 Ry=Ry= J}O 91 R= -CHy-CH,-CH,-C=CH

92 R= -CH,-CH,-CH,-CH,-C=CH
78 R1=R,= \G\] 2 2 2 2
1

79 Ry=R,= -CH,-CH,-CH,-C==CH
80 Ry=R,= -CH,-CH,-CH,-CH,-C==CH

48

RX, NaH
DMF

TIPSO,

0]
+ 4 O +
(0]
94 R=Me 99
95 R=CH,-CH,-CH,-C=CH 100 R=CH,-CH,-CH,-C==CH
96 R=CHy-CHy-CHy-CH,-C =CH 101 R=CH,-CH,-CH,-CH,-C==CH

97 R=CH,-CH=CH,
98 R=CH,-C=CH

Obr. 11 Schéma pfipravy C1 a C2 ether-derivatd lykorinu®?

Hodnoty ICso a Glso, ve kterych jsou uvadény vysledky studii, se testuji za vyuziti tzv. MTT
testu. MTT test je stanoveni, zaloZzené na redukci Zlutého rozpustného barviva
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny
formazan, ktery vytvari modré krystalky. Tato reakce probihd na mitochondrialni membrané
Zivych bunék. Formazan se rozpousti pfidanim silného detergentu a zabarveni se

vyhodnocuje spektrofotometricky pfi vinové délce 540 nm. Hodnota absorbance roztoku pak

odpovidd mnozstvi Zivych bunék.>?

30



Tabulka 3: Protinadorova aktivita derivatd lykorinu vici riznym typlm nadorovych linii

Bunééné linie a hodnoty ICsoa Glsp (JM)22:28:44,49,51
Cislo
4tk SKMEL- HCT- SK-OV- NCI- HL-
atky A549 | OE21 | Hs683 | U373 B16F10 K562 MCF-7 T98G PC3
28 116 3 H460 60
- ——— —— ———————— ———————/——— — ———— ——— ———— |
4,3;
1 6,7, 7,6; | 85;4; 3,9, 4; 3;
65 | 51 63:2 | 3,0 30 | 33 | 75 4,1 4
0,9 3 3,7 10,9 5,2
0,9
2 >10; >10; 19,5;
, [ >0 ] >0 | 77| >10;3 | 510 94 | 182 | 10,6 | 186 . 520 | 2 3
3 | >0 10| 10 | >10 | >10 >10 >20 | 16,4 | >20 | 20 | »20 | >20
4 | 510 | >10 | >10 | >10 | >10 >10
5 | 10| >0 >0 | >10 | >10 >10
6 | 38 |96 | 31 | 23| >0 6,9
7 9,9; >10;
L[0T 45 | >100 16 35 38 92
>10 | >10 | >10 | >10 | >10 >10
9 | >10| >10 | 10 | >10 | >10 >10
10 | 510 | >0 | >10 | >0 | >10 >10
11 | 510 | 510 | >10 | >10 | >10 >10
12 | 510 | >0 | >10 | >0 | >10 >10
13 | 510 | 510 | >10 | >0 | >10 >10
14 | 3%
oo | 85| 33 | 24| 95 4,6 3,9 33 | 27 | 34 | a5 2,7
15| 43 | 46 | 65 | 86 | 83 5,5
16 | 510 | >10 | >10 | >10 | >10 >10
17 | 510 | >10 | >10 | >0 | >10 >10
18 75 | 77 | 79 | 78 | >10 7,5
19 | 510 | 510 | >10 | >10 | >10 >10
20 | 45 | 88 | 71 | 51 | >10 >10
21 | 510 | >10 | >10 | 83 | >10 >10
22 | 72 | 67 | 83 | 73 | 83 6,7
23 | 520 >20 | »20 | »20 | >20 | >20 | >20
24 | >0 98 | 20 | >20 | 20 | >20 | >20
25 | 0,69 520 | 20 | »20 | >20 | >20 | >20
26 | 520 102 | >20 | 17,8 | >20 | 181 | >20
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Pokracovani tabulky 3

. Bunécéné linie a hodnoty ICsoa Glsg (l1M)22:28:44,49,51

Cislo

6ty | asag | oe21 | msess | uszs | o [ maerto | o | OV N L ksea | merr | T | Tese | pe3
28 116 3 H460 60

- """ ————¥—¥—]—/——/—  —— — ————————— ———— ———|

27 | 19,2 136 | 101 | 131 | >20 | 17,8 | >20

28 | 20 135 | 16,7 | 143 | 209 | 191 | >20

29 | 20 >20 | >20 | >20 | 20 | >20 | >20

30 | 187 138 | 17,2 | 197 | 185 | >20 | >20

31 | 14,2 79 | 45 | 99 | >0 | >20 | 83

32 | 152 64 | 168 | 80 | 128 | 52 | >20

33 | s20 >20 | 155 | 81 | 120 | 209 | 91

34 | 163 101 | 126 | 65 | 61 | >20 | 9,7

35 | 520 205 | 13,4 | 198 | 20 | 19,7 | >20

36 | >100 >100 | >100 | >100 86 >100 >100 | >100

37 | 23 20 | 21 | >100 20 50 29 33

38 | 44 40 | 49 | >100 38 9 41 | 48

39 | 36 49 | 39 99 75 >100 32 | >100

40 | 100 >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 | >100

41 | 57 52 | 46 47 30 35 57 | >100

42 | s100 >100 | >100 | >100 | >100 9% >100 | >100

43 | s100 >100 | >100 | >100 83 >100 >100 | >100

44 | s100 >100 | »100 | >100 | >100 >100 >100 | >100

45 | 5100 >100 | >100 | >100 83 >100 >100 | >100

46 | >100 >100 | >100 | >100 16 >100 >100 | >100

47 | 7 15 9 10 5 36 12 12

48 | 15 22 | 13 26 22 24 11 18

49 | 70 6 1 60 21 23 70 | 34

50 | s4 10 1 29 24 20 54 | 11

51| 3 4 | 06 4 8 5 32 5

52 | o 21 | 13 38 38 25 3 20

53 | 1s 36 | 15 34 30 27 6 26

54 | 2 27 | 24 35 28 32 7 29
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Pokracovani tabulky 3

. Bunécné linie a hodnoty ICsoa Glsg (1M)22:28:49,44,51

Cislo

6ty | asag | oea1 | msess | vz | o [ maerzo | o | Y N | wse2 | merr | ™ | Tose | pea

28 116 3 H460 60

- ———¥/#¥/]Z/———— ———¥—¥—/]—/¥—/— ———— ——— ——— ————— ———|

55 | 23 24 8 34 23 38 16 | 26

56 | 14 14 4 30 21 30 08 | 22

57 | 15 20 8 25 18 21 3 19

58 | &7 80 | s0 | >100 57 74 34 | 97

59 | 2 14 4 33 8 16 24 | 38

60 | o 19 | 27 | >100 34 27 96 | >100

61 | 13 14 5 21 5 7 18 | 21

62 | 3 9 4 20 4 5 4 22

63 4 2 0,03 6 4 0,2 4 1

64 | 4 8 3 43 29 22 06 | 41

65 | 5100 >100 | >100 | >100 79 >100 >100 | >100

68 | 4 5,9 35 18 17 8,1

69 | 49 8,1 19 13 19 24

70 | 55 11 8,7 4,2 42 22

71 | 23 27 52 28 32 68

72 | 44 9,7 10 53 9,5 24

73 | 42 23 33 27 28 37

74 | 57 14 22 8 25 18

75 | 29 >100 68 38 44 33

76 | 33 >100 78 31 55 53

77 | 39 44 70 70 77 44

78 | 7 >100 >100 85 88 87

79 | 13 32 25 17 22 7,1

80 | 28 29 16 10 16 6,8

81 | 31 36 92 40 >100 84

82 | 15 8,6 14 42 3,8 10

83 | 48 81 >100 42 >100 >100

84 | 2 50 4 22 37 50
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Pokracovani tabulky 3

. Bunécné linie a hodnoty ICsga Glsg (M) 22:28:49,44,51
Cislo
6ty | asag | oea1 | msess | vz | o [ maerzo | o | Y N | wse2 | merr | ™ | Tose | pea
28 116 3 H460 60
- ———¥/#¥/]Z/———— ———¥—¥—/]—/¥—/— ———— ——— ——— ————— ———|
85 | 2 >100 91 40 74 47
86 | &0 86 >100 51 70 >100
87 | 35 >100 85 55 85 48
88 | 54 >100 >100 51 >100 49
89 | 40 >100 81 66 80 75
90 | 11 67 42 21 7,7 39
91 | o6 69 19 2,6 21 4,2
92 | 13 55 49 34 32 34
93 | 54 >100 59 34 82 89
94 | 19 2 28 8,9 28 19
95 | 19 33 28 7,6 27 21
96 | 21 35 26 6,4 28 24
97 | 45 7,6 2,4 0,8 5 6,6
98 | 36 27 8,2 6,2 8,3 4,9
99 | 15 24 24 9,5 23 20
100 | 59 40 32 9 31 16
101 | 4> 23 25 8,7 19 13
102 | 43 >100 >100 39 >100 64

Zkratky bunécnych linii: A549 (lidsky nemalobunécny plicni karcinom), B16F10 (mysi melanom), HCT-116 (lidsky
karcinom tlustého stfeva), HL-60 (lidska promyelocytarni leukémie), Hs683 (lidsky mozkovy gliom), K562 (lidska
myeloidni leukémie), MCF-7 (liskd rakovina prsu), NCI-H460 (lidsky velkobunécny karcinom plic),
OE21 (karcinom jicnu), PC3 (lidska rakovina prostaty), SKMEL-28 (lidsky melanom klzZe), SK-OV-3 (ovarialni
karcinom), T98G (lidsky glioblastom mozku), U373 (lidsky glioblastom astrocytom).

Na vyse shrnutych vysledcich (Tabulka 3) Ize vidét, Zze lykorin ma vyraznou inhibi¢ni aktivitu
na viabilitu/rlst vSech testovanych ndadorovych bunék. Pro vétsinu pfipadl plati, Ze
substituce v pozicich C1 a C2 snizuji aktivitu lykorinu. V pfipadé 2-epi-lykorinu (4) je patrné,
Ze zména prostorového usporadani v pozicich C1 a C2 vedla k vyraznému snizeni aktivity.??
Na aktivité lykorenu (16), kterd je nizkd, je patrné, ze hydroxyskupiny v pozici C1 a C2 jsou
pro aktivitu nezbytné.?? SniZeni aktivity oproti lykorinu bylo prokazano také u lykorinu

chlorohydrinu (6), kde je kyslikova funkce v pozici C2 zaménéna za chlor. To vede k myslence,
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Ze substituent obsahujici kyslik je pro protinddorovou aktivitu mnohem vyhodnéjsi.?
Vyznamnou aktivitu naproti tomu vykazoval 1,2-a-epoxylykorin (14). Jeho dobra aktivita,
stejné tak aktivita lykorinu chlorohydrinu mze souviset s intracelularni pfeménou na lykorin
(1) nukleofilni substituci vodou.?? Epoxid v pozicich C3 a C4 naproti tomu neni pro
protinddorové vlastnosti dualeZity, jak lze vidét na aktivité derivatd 24, 25.%° Esterové
substituce v pozicich C1 a C2 vedou obecné k méné aktivnim derivatim. U esterl se
predpokladd, Ze mohou byt vburikdch hydrolyzovany na plvodni lykorin, proto
pravdépodobné pIné neztraci svou aktivitu.?® Tento predpoklad miZe byt potvrzen
porovnanim aktivity esteru 1,2-di-O,0*benzoyllykorinu (50) a etheru 1-O-benzyloxylykorinu
(58). Aktivita hydrolyzovatelného esteru je vyssi nez etheru.?® Ztohoto divodu
predpokladame, Ze velké hydrofobni substituenty v této pozici nejsou soucasti farmakoforu
lykorinu, ale hraji pouze roli pfi penetraci deriviatu do buriky.?® Prostup do bunék je nezbytny
(29) nebo tetraol (43) ztraci svoji aktivitu, pravdépodobné z dlvodu nizsi schopnosti
prostupu do bunék.?® Nizka aktivita 1-O-acetyllykorinu (2), 2-O-acetyllykorinu (5) a 1,2-di-
0,0"-acetyllykorinu (3) je pricitana velkému sterickému branéni esterové vazby, ktera vede
k neschopnosti bunék tuto vazbu hydrolyzovat.?? Jako velmi prekvapujici se ukazala aktivita
1,2-di-O,0*allyllykorinu (63), ktera je srovnatelnd s vychozi latkou lykorinem (1) a mda 100 x
vysSi aktivitu neZ lykorin na nadorové bunky U373. ProtoZe je nepravdépodobné, Ze by
allyletherova skupina byla odstranéna intraceluldrni hydrolyzou, predpoklada se, ze je
dualeZitou soudasti farmakoforu lykorinu.?® Navazani amin( do pozice C1 a C2 u derivat( 31-
35 zvysuje aktivitu oproti esteriim 26-30, hodnocenych ve stejné studii.*® Alifatické aminy
vykazovaly vy3$3i aktivitu v porovnani s aromatickymi aminy.*®

Dalsim dulezitym znakem pro aktivitu je pfitomnost dvojné vazby v kruhu C. Derivaty bez
dvojné vazby 8-12 jsou neaktivni.?? Aromaticky kruh C vede ke sniZeni aktivity, jak Ize vidét u
derivdtd 20 a 21. VyssSi aktivita derivatd, které maji dvojnou vazbu, je pravdépodobné
zplUsobena tim, Ze latky bez dvojné vazby jsou hirfe metabolizovany, nez ty, s dvojnou
vazbou.>3

Substituce na kruhu A lykorinu mlZe byt zhodnocena porovnanim aktivity lykorinu (1) a
pseudolykorinu (18). Lykorin (1) se zda byt vice aktivni nez pseudolykorin (18). Rozdil neni

vyrazny, ale 1,3-dioxolanovy kruh pravdépodobné hraje roli v protinddorovém ucinku.??
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Aktivitu ztraci i derivaty s oxidaci v pozici C7 na kruhu B, ktera vede k vytvoreni cyklického
amidu - laktamu. Pfikladem je derivat 7-oxolykorin (40), u kterého nebyla zjisténa
protinddorova aktivita (s ICsp > 100 uM), stejné jako u dalSich derivat(i (napt. 37, 38, 59, 60,
61) nebyla zjisténa aktivita laktamu.?® Bazicky amin je tedy pro protinddorové vlastnosti
nezbytny.>3

Efekt pritomnosti ndboje v latce je tézké urcit, neutrdlni slouceniny totiz mohou byt
transformovény metabolismem na latky s ndbojem.>® Nicméné, lykorin hydrochlorid (15)
vykazal aktivitu srovnatelnou s lykorinem.

Pokud bychom shrnuli dalezité strukturni znaky pro protinddorovou aktivitu, jedna se o
plavodni konfiguraci C1 a C2 substituentll, dvojnou vazbu v kruhu C, bazicky amin, alespon
jednu kyslikatou funkéni skupinu — alkoholicka & fenolickd®® a lipofilitu slouceniny pro

evvs

se predpoklada, Ze je do bunék transportovan facilitovanym transportnim systémem.>?

3.3.2 Inhibicni aktivita derivata lykorinu vici AchE a BuchE

Alzheimerova nemoc (AD) byvd nejcastéjsi pricinou demence. Jeji etiologie neni dosud
znama. Typické pro AD je pfitomnost tzv. senilnich plakl z B-amyloidu, které se ukladaji
extraceluldrné a hyperfosforylovany t-protein, ktery tvofi neurofibrilarni klubka a narusuje
funkci cytoskeletu. Tyto zmény vedou k apoptotickému zdniku neuron(i. U AD je naruSena
produkce acetylcholinu (Ach) v cholinergnich synapsich a zvySuje se aktivita cholinesteraz.
Z tohoto dlvodu se zabyvdme inhibi¢ni aktivitou AchE a BuchE. Jsou to enzymy, které se
podili na cholinergni transmisi a ukoncuji prenos nervového impulzu vyvolany Ach. Do
procesu AD mizZe byt pravdépodobné zahrnuta i zvySend aktivita POP (prolyl-
oligopeptidaza), kterd hydrolyzuje peptidy, které se ucastni na procesech uceni a paméti a
zasahuje do metabolismu IP3. Proto je snaha hledat latky, které tento enzym dokdazou
inhibovat.?”

V soucasné dobé se vlécbé AD pouzivaji inhibitory AchE. Jednim z nich je reverzibilni
inhibitor AchE, ktery patfi mezi AA, galantamin. Je to také prvni AA, ktery se pouZiva
v klinické praxi. Z tohoto divodu je snaha hledat dalsi latky z této skupiny alkaloid(, které
maji inhibi¢ni aktivitu vici AchE a BuchE, véetné aktivnich semi-syntetickych derivata. Ackoliv
lykorin ma velmi slabou schopnost inhibovat AchE a BuchE, byly ptipraveny a studovany jeho
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derivaty. U nékterych z nich byla prokdzana vyraznd inhibiéni aktivita.>*>°> Testované derivaty

lykorinu jsou shrnuty na nasledujicim obrazku (Obr. 12).

1 lykorin

TBAF, THF

_—

7 R=H
109 R= Ac
110 R=cinnamoyl

18 pseudolykorin 2 Ry=Ac, Ry=H (1-O-acetyllykorin)
3  R4=Ac, Ry=Ac (1,2-di-O,O"acetyllykorin)
49 R;=H, R,= benzoyl (2-O-benzoyllykorin)
50 R;=benzoyl, R,= benzoyl (1,2-di-O,0"-benzoyllykorin)
67 Ry =Ac, R,=TBS
105 Ry=cinnamoyl, R,=cinnamoy!
106 R4=H, Ry=cinnamoyl
107 Ry=cinnamoyl, R,=TBS
108 R4=MeSCH,-, R,=TBS

Obr. 12 Derivaty lykorinu, pfipravené v ramci studie jejich inhibi¢ni aktivity vicéi AchE a
BuchE>4>>

Podrobny popis pFipravy jednotlivych derivatd je uveden v literatufe.”*>> Inhibiéni efekt vici
AchE a BuchkE testovanych derivatl je shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 4). Lykorin (1) ma
velmi  slabou inhibiéni  aktivitu  va¢i  AchE. 2-O-terc-butyldimethylsilyl-1-O-
(methylthio)methyllykorin (108) vykazoval dudlni inhibici vic¢i obéma esterdazam a jeho sila
byla étyfnasobna oproti galantaminu u BuchE.> Sloudeniny 50, 105-108 a 110 vykazovaly
dobry efekt na BuchE.>> Obecné jde vidét, Ze acylované nebo etherifikované derivaty maji
vétsi inhibi¢ni aktivitu v0c¢i BuchE neZ AchE. Aktivita 1-O-trans-cinnamoyllykorinu (5)
vykazuje zhruba dvakrat vyssi aktivitu nez 1-O-trans-cinnamoyllykorin-2-on, coZz naznacuje,

e oxidace lykorinu v pozici C2 sniZuje aktivitu.>® Ve studiiz roku 2010 >* vykazoval pfipraveny
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derivat 1-O-acetyl-2-O-terc-butyldimethysilyllykorin  (67) vyznamnou

inhibicni

aktivitu

(Ki=0,34 uM), ale ve studii z roku 2012 > toto tvrzeni vyvratili, a tento derivat urcili jako

neaktivni (ICso = 50 uM) proti obéma esterdzam. 1-O-Acetyllykorin (2) se ukazal jako silny

inhibitor AchE. Toto tvrzeni se nepodafilo potvrdit ve studii z roku 2016. *® Pfedpoklada se,

7e vysledek zaleZi na zdroji AchE, véi které je inhibi¢ni aktivita testovana.’® 1,2-Di-

0,0"acetyllykorin (3) byl neaktivni.>*

Tabulka 4 Inhibi¢ni efekt derivatd lykorinu viéi AchE a BuchE 18°4°5

¢islo ICs0 (LM)
nazev slouceniny Ki (LM)
slouceniny AchE BuchE
W

lykorin 1 na
1-O-acetyllykorin 2 > 1000 176,2 0,43
1,2-di-O,0"-acetyllykorin 3 na
lykorin-2-on 7 > 50 >50
pseudolykorin 18 na
2-0-benzoyllykorin 49 > 50 > 50
1,2-di-0,0"-benzoyllykorin 50 >50 7,72
1-0-benzoyllykorin 51 0,54
2-TBS-lykorin 66 0,86
1-O-acetyl-2-O-TBS-lykorin 67 >50 >50 0,34
1-0-benzoyl-2-0-TBS-lykorin 103 0,39
1-0-benzoyl-2-0-acetyllykorin 104 0,97
1,2-di-O,0*-trans-cinnamoyllykorin 105 46,76 17,45
2-O-trans-cinnamoyllykorin 106 >50 19,74
1-O-trans-cinnamoyllykorin 107 >50 12,13
1-O-(methylthio)methyl-2-O-terc-butyldimethylsilyl-lykorin 108 11,40 4,17
1-O-acetyllykorin-2-on 109 >50 44,46
1-O-trans-cinnamoyllykorin-2-on 110 > 50 20,91

na= bez aktivity; Ki je inhibi¢ni konstanta enzymu vici AchE

Podle vysledku se predpoklada, Zze objemny, lipofilni substituent v poloze C2 lykorinu (TBS) je

nezbytny pro inhibi¢ni aktivitu lidskych cholinesterdz.>*>> Kromé toho, substituce v pozici C1,

predevsim acylace, je velice
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1-O-acetyllykorinu (2).°* Efekt lipofilniho substituentu v C2 pozici a substituentu v pozici C1,
ktery je polarni a schopny vodikové vazby, je aditivni.>® Toto tvrzeni prokazuje inhibi¢ni
aktivita  derivatl, které maji oba tyto  strukturni  znaky, jsou  jimi
1-O-acetyl-2-O-TBS-lykorin (67), a 1-O-benzoyl-2-O-TBS-lykorin (103).>* Inhibi¢ni aktivita
derivatl vici cholinesterazam je podle vysledk( nepfimo iUmérna protinadorové aktivité u 1-

O-benzoyllykorinu (51).>*

3.3.3 Dalsi biologicka aktivita derivatt lykorinu

Mezi dalsi biologické aktivity, na které byly derivaty lykorinu testovany, jsou antimalaricka
aktivita, antitrypanosomalni aktivita, antivirova aktivita a aktivita proti prvokovi Trichomonas
vaginalis.

Malarie je onemocnéni, které zpusobuje prvok rodu Plasmodium. Existuje nékolik typu
maldrie a ten nejvaznéjsi typ zplsobuje prvok Plasmodium falciparum.>® Z diivodu rezistence
tohoto prvoka na pouZivana léciva je potifeba hledat stale nové latky s antimalarickou
aktivitou.”® Lykorin je jednim z alkaloidu, ktery ma tyto vlastnosti,*! a proto byla sledovéna
antimalarickd aktivita nékterych pfipravenych derivit(.°®>” Hodnocené derivaty jsou
uvedeny na nasledujicim obrazku (Obr. 13). Podrobny popis pfipravy je uveden
v literatufe.>®>’

Testovani bylo provedeno na tfech kmenech a to K1 (rezistentni na chlorochin), FCR3 (citlivy
na chlorochin) a F32 (citlivy na chlorochin). Vysledky této studie jsou shrnuty v nésledujici
tabulce (Tabulce 5).

Lykorin byl nejvice aktivni alkaloid z testovanych derivatli. Vysoce aktivni derivaty byly také
1,2-di-0,0"acetyllykorin (3), 1,2-bis(2-methylbutyryl)lykorin (111), 1-O-acetyllykorin (2),
derivaty 124 a 125, které mély I1Cso hodnoty pod 1 uM.>® Dal$i testované derivaty s vysokou
aktivitou byly  1,2-di-0,0*butanoyllykorin (128), 1-0-propanoyllykorin (129),
1-0-(3’R)-hydroxybutanoyllykorin (132) a 1-0-(3’S)-hydroxybutanoyllykorin (131) s ICso 0,67;
0,37; 0,62 a 0,60 pg/ml.>’ Ze ziskanych vysledkd se predpoklada, Ze pro antimalarickou
aktivitu je dulezita hydroxylova skupina lykorinu v pozici C1 nebo C2, protoZe acylaci byla
aktivita sniZzena, ackoliv se stéle jednalo o silné aktivni derivaty.>’ Pokud se porovna derivat 3
a 9, je patrné, Ze pro aktivitu je nezbytna dvojna vazba mezi C3 a C4.°® Oxidace uhliku za
vzniku laktamu v pozici C7 také vyrazné snizuje aktivitu. U sekolykorinovych derivatl je vidét,
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Ze nejlepsi aktivita byla dosazena u derivatu s hydroxylovymi skupinami na aromatickém
kruhu A misto 1,3-dioxolanového kruhu napf. u derivatu 117 vs. 93 a stejné tak zaména za

dvé acetylové skupiny 124 vs. 93 nebo dvé methoxy skupiny 127 vs. 93.°¢

OAc
ACO/,
<O
64 R=COEt
111 R=COCHMeEt
Hy, 10% Pd/C 10% Hel
R20, py THF

KMnOy,

1 lykorin :
BBrj,
Jones. ¢inidlo 1.BBrg, DCK/I
aceton 2. Ac0
93 R=CHj3
114 R=CyHs
115 R=C4Hg
116 R=C1Hy3

BBr, PhIO,NBuyl,
CH3CN/H,0 9:1

N

Ac0,py HO O
HO

124 R=CHj 117 R=CH, 122 R=CH
- 119 R=CH 3
125 R=C4Hq 118 R=Cy4Hg 120 R=szjs 123 R=C,Hq
121 R=C,Hq
O C11H23COCI, O Me;SiCHN, O
C41H30CO NEt; DCM HO DCM/MeOH 1:1  H3CO
i —— 11— T
C11H230C0O \ HO . H5;CO .
Me Me Me
126 17 127

5 Ry=H, Ry=Ac

64 R;=R,=propanoyl
128 R1=R,=butanoyl
129 R=propanoyl, R,=H
130 Ry=butanoyl, Ry=H

131 (3'S)-hydroxybutanoyllykorin
132 (3'R)-hydroxybutanoyllykorin

Obr. 13 Struktury a schéma pfipravy derivatd lykorinu testovanych na

Plasmodium falciparum?®>’
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Tabulka 5 /n vitro aktivita lykorinu a jeho derivatl proti Plasmodium falciparum

56,57

Eislo latky |0 M) (Cso (ug/mi) gislo latky | M) Cso lug/mi)
F32 K1 FCR3 F32 K1 FCR3
chlorochin?® 0,04 115 9,7
artemisinin? 0,0057 0,006 116 7,4
1 0,13 117 1,1
2 0,36 0,3 118 >100
3 0,26 7,6 119 >100
5 8,21 120 >100
7 14,7 121 >100
9 34,8 122 >100
36 > 100 123 7,4
37 9,2 124 0,9
39 > 100 125 0,8
40 netestovan 126 47,0
64 2,7 4,2 127 12,4
93 11,3 128 0,67 0,53
111 0,6 129 0,37 0,3
112 8,4 130 0,41 0,32
113 > 100 131 0,6 0,45
114 86,0 132 0,62 0,49

3 existujici protimalaricka lé&iva — pozitivni kontrola

Nékteré z vySe uvedenych derivatl byly testovany proti prvoku Trypanosoma brucei ktery

zplUsobuje spavou nemoc.>’ Konkrétné byl pro testovani vybran poddruh Trypanosoma

brucei brucei kmen GUTat 3.1, ktery neni pro ¢lovéka nebezpeény.>’ Vysledky hodnoceni jsou

uvedeny v tabulce (Tabulka 6).

Tabulka 6 /n vitro aktivita derivatu lykorinu proti Trypanosoma brucei brucei >’

Nejvyznamneéjsi antitrypanosomalni aktivitu vykazoval

Cislo latky ICso (pg/ml) Cislo latky ICs0 (pg/ml)
———— —————————————— ————— |
pentamidin? 0,00158 5 0,15
suramin? 1,58 129 1,34
eflornitin® 2,27 130 1,38
3 >12,5 131 1,9
2 5,22 132 2,45

@ existujici antitrypanosomalni lé¢iva — pozitivni kontrola

2-0-acetyllykorin  (5),

zatimco

1-O-propanoyllykorin (129), 1-O-butanoyllykorin (130) a 1-0-(3’S)-hydroxybutanoyllykorin
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(131) vykazovaly mirnou aktivitu. Nizkou aktivitu wvykazovaly 1-O-acetyllykorin (2),
1,2-di-0,0"acetyllykorin (3) a 1-O-(3’R)-hydroxybutanoyllykorin (132).>”

Lykorin méa prokazané protivirové ucinky.'® Jeho poufZiti proti virdm ale neni bezpeéné kvili
jeho cytotoxické aktivité. Z tohoto divodu je snaha vyhledavat derivaty lykorinu s vysokou
protivirovou aktivitou a zaroven s nizkou cytotoxickou aktivitou. Protivirova aktivita derivatu
lykorinu byla hodnocena proti viru, ktery patfi do vird rodu Flavivirus a zplisobuje horecku
dengue (DENV), kterou pfendaseji komari.”® Nejlepsi aktivitu z testovanych derivat(, které
jsou uvedeny v literatufe®® vykazoval derivat 1-O-acetyllykorin (2) sCCso > 300 puM
(koncentrace, ktera zpusobila 50% snizeni prezivani bunék) a s ECsp = 0,4 uM (koncentrace,
kterd inhibuje 50% produkce virovych antigen(). To znamend, Ze ma vysokou aktivitu proti
virlim a nizkou cytotoxickou aktivitu. Derivaty 1-O-acetyl-2-oxolykorin (109) s ECso= 1,8 uM a
2-oxolykorin (7) s ECso = 0,5 uM také vykazovaly vybornou inhibi¢ni aktivitu s nizkou
cytotoxickou aktivitou.”® Z tohoto dlivodu se pfedpoklada, Ze zmény substituce v pozici C1 se
zachovanim ketonu v pozici C2 by mohly vést kinhibitordm s vylepSenymi celkovymi
vlastnostmi.>® Dal3im virem, vaéi kterému byla testovana protivirova aktivita lykorinu a jeho
derivatl je virus, ktery také patfi do virl rodu Flavivirus a zpUsobuje hepatitidu C (HCV).>®
2-oxolykorin (7) a 1,2-0,0"diacetyllykorin-9,10-difenol (133).>° Z vysledk( této studie®® je
patrné, Ze oxoskupina v pozici C2 ma pozitivni efekt a diacetylace v pozici C1 a C2 a naruseni
1,3-dioxolanového kruhu vede ke snizeni cytotoxicity. Struktury derivatl s nejvyssi aktivitou
jsou uvedeny na obrazku (Obr. 14) a vysledné hodnoty v tabulce (Tabulka 7). Ostatni derivaty

a jejich vysledné hodnoty jsou uvedeny v literatufe.>®>?

2 1-O-acetyllykorin 3 1,2-di-O, O'-acetyllykorin 7 2-oxolykorin 109 1-O-acetyl-2-oxolykorin 133 1,2-di-O, 0"-acetyllykorin-9,10-difenol

Obr. 14 Derivéty lykorinu s nejvyssi protivirovou aktivitou®8>°

Inhibi¢ni mechanismus uGc¢inku lykorinu a jeho derivatd proti riznym virllm zlstdva dosud
neobjasnény. V rdmci studie zroku 2016 ®° byl sledovan efekt derivatd lykorinu proti

Enteroviru 71 (EV71). VétsSina latek z této studie nevykazovala proti tomuto viru z celedi

42



Picornaviridae zadny efekt az na 1-O-acetyllykorin (2) a 1,2-di-O,0"-acetyllykorin (3)
s CPEso 2,5 uM (koncentrace latky v uM, ktera zplsobi ochranu 50% ochranu bunék pred
cytopatickym efektem) a CCso > 100 pM.%° N&sledné byl sledovan efekt 1-O-acetyllykorinu
na molekularni drovni. Zjistilo se, Ze v pribéhu pUlsobeni 1-O-acetyllykorinu dochazi ke
snizeni produkce VP1 proteinu v EV71 kapsidé.®® Déale se zjistilo, Ze rezistence virG vuci
1-O-acetyllykorinu je zplUsobena mutaci v RNA, kterd vede kzméné aminokyselin v 2AP™
(protedza viru EV71), jejiz hlavni strukturni ¢asti vykazuji vysokou podobnost s HCV NS3
protedzou.®° Z tohoto divodu se predpoklada stejné plsobeni na tyto dva viry. Tyto vysledky
podporuji potencidlni pouziti kombinaéni terapie 1-O-acetyllykorinu s jinymi inhibitory pro

|é¢bu infekci EV71 a HCV.%0

Tabulka 7 In vitro aktivita derivat( proti DENV a HCV>%>°

. DENV HCV
Cislo latky
CCs0® (LM) ECso® (LM) CCs0® (LM) ECs0® (M)

lykorin 25,1 0,8 6,10 0,316
2 >300 0,4

3 23,55 0,512

7 56,6 0,5 8,69 0,11
109 >300 1,8

133 51,0 0,24

3CCso je koncentrace latky, kterd zpGsobi smrt nejméné 50% bunék. PECso je koncentrace potfebna ke snizeni
produkce virovych antigen( alespor o 50%.

Posledni, ze zminénych aktivit, je aktivita proti Trichomonas vaginalis. Je to prvok, ktery
napada urogenitalni trakt ¢lovéka. Bylo pripraveno a testovano Sest derivatl lykorinu proti
Trichomonas vaginalis, jejichz schéma pfipravy je uvedené na nasledujicim obrazku
(Obr. 15). Aromatické a alifatické estery pfipravené zlykorinu byly ziskdny reakci
s acetanhydridem nebo acylchloridy v pyridinu a za pouZiti katalytického mnoZzstvi DMAP.5!
Testovani bylo provedeno vkoncentracich 125 a 250 puM a vysledky jsou uvedeny
v procentech prezivajicich organisml po 24 hodinach plsobeni derivatu. Vysledky jsou
shrnuty v ndsledujici tabulce (Tabulka 8).%*

Na zakladé ziskanych vysledkl miZeme konstatovat, Ze nezalezi na tom, zda je substituent
aromaticky nebo alifaticky, jak je vidét u latek 3 a 50. Nitroslouceniny vykazuji vyssi aktivitu
nez lykorin. Nitrosubstituce je soucast nitroimidazolovych |éciv, které se pouzivaji v Iécbé

onemocnéni zpUsobenych Trichomonas vaginalis, a pravdépodobné hraje roli v mechanismu
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ucinku. To potvrzuje i porovnani slouceniny 49 a 136, kde je vidét, Ze nitro-derivat je
aktivnéjsi, nez derivat bez nitro- skupiny. Velmi vysokou aktivitu vykazoval 2-O-lauroyllykorin
(134). Predpoklada se tedy, zZe lipofilita hraje dulezitou roli pro ucinek z dlvodu lepsi

penetrace do buriky a —OH skupiny v C1 a C2 pozici nejsou pro aktivitu nezbytné.b?

OCOCgHs

50 1,2-di-O,0-benzoyllykorin 49 2-0O-benzoyllykorin

1 lykorin

p-NO,C¢H,COCI, py

OCOH,C¢NO,
CH3(CH2)10COC|, (9%
DMAP

OCO(CH5)41CH3;
135 1-O-p-nitrobezoyllykorin 136 2-O-p-nitrobenzoylykorin

134 2-O-lauroyllykorin

Obr.15 Schéma ptipravy derivatl lykorinu testovanych proti Trichomonas vaginalis®*

Tabulka 8 Antitrichomonalni aktivita lykorinu a jeho derivat(®!

. Aktivita proti Trichomonas vaginalis (% Zijicich trofozoit()
Cislo latky
125 uM 250 uM
1 70 60
3 77 81
49 51 65
50 68 66
134 16 3
135 80 42
136 40 21
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material, chemikalie a metody

4.1.1. Lykorin
Lykorin byl izolovan na Katedfe farmaceutické botaniky z rostliny Zephyranthes robusta. 2
4.1.2. Rozpoustédla, chemikalie, detekcni Cinidla

e anhydrid kyseliny hexanové, > 99% (Acros)

e anhydrid kyseliny propionové, > 99% (Acros)

e anhydrid kyseliny valerové, > 99% (Acros)

e anhydrid kyseliny izobutanové, > 99% (Acros)
e benzoylchlorid, 2 99% (Acros)

e DMAP, p.a. (Penta)

e ethanol, p.a. (Penta)

e 4-ethylbenzoylchlorid, 299% (Acros)

e 2-chlorobenzoylchlorid, 299% (Acros)

e chloroform, p.a. (Penta)

e 3-methylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

e 4-metyl-3-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
e 2-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

e 3-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

e 4-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

e pyridin, p.a. (Penta)

e Dragendorffovo ¢inidlo (pfipravovano v laboratofi)®3

4.1.3. Material pro analytickou a preparativni tenkovrstvou chromatografii

Kiesel SiO; F254, Merck, 20 cm x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro TLC; vrstva

0,2 mm
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4.1.4 Vyvijeci soustavy pro analytickou a preparativni

tenkovrstvou chromatografii

S1: To:cHx:DEA - 60:40:5
S2: To:cHx:DEA - 50:50:5
S3: To:DEA - 95:5

S4: cHx:DEA - 95:5

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

GC-MS analyza byla pouZita pro uréeni molekulové hmotnosti pfipravenych latek. K méreni
byl pouZit plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent
Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim v El rezimu pti 70 eV. K separaci byla
pouZita kolona typu DB-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Teplotni rozsah se pohyboval od
100-300 °C, pficemZ v rozmezi teplot od 100-180 °C vzristala teplota o 15 °C/min. Pfi
dosazeni 180 °C byla tato teplota udrZzovana po dobu jedné minuty a nasledné stoupala do
300 °C rychlosti 5 °C/min a poté byla na této hodnoté opét udrzovana 40 minut. Teplota
nastfiku vzorku na kolonu byla 280 °C s rychlosti pritoku nosného plynu (hélia) 0,8 ml/min.
Detekéni rozmezi m/ 35-600. Koncentrace nasttikovaného vzorku v methanolu byla 1 mg/ml.
Ziskané znamé latky byly porovnany s daty v literature, strukturné nepopsané latky byly

charakterizovany poprvé.

4.1.5.2. ESI-MS analyza

Latky obtizné ionizujici za podminek méreni El spekter byly analyzovany za ucelem ziskani
hodnot Mr pomoci ESI ionizace na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iontova past, ionizace
elektrosprejem v kladném madu (ESI+). MS/MS spektra byla méfena pfi kolizni energii 40 eV.

Latky pro provadéné experimenty byly rozpustény v methanolu (1 mg/ml).
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4.1.5.3. Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (ESI-HRMS analyza)

Tato metoda byla pouZita pro uréeni pfesné hodnoty nové pripravenych a v literature dosud
neuvedenych sloucenin. Hmotnostni spektra se méfila spektrometrem s vysokym
hmotnostnim rozliSenim UHPLC Waters Acquity I-Class s ionizaci elektrosprejem v kladném
modu a kombinovanym analyzatorem — kvadrupdl s analyzatorem doby letu Waters Synapt
G7-Si. Vzorky byly méreny v roztoku MeCN. Poté doslo k porovnavani teoretického m/s s

experimentalné zjisténym.
4.1.5.4. NMR analyza

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCls ptipadné CD30D pfi teploté 25 °C na
spektrometru Varian Iniova 500 pracujicim pfi 499,87 MHz pro 1H jadra a 125,70 MHz pro
13C jadra. K ozarovani a detekci signdlu byla pouZzita OneNMR sonda, Sirokopdsmova
dvoukandlova gradientni sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly zméfeny jako
hodnoty & pars per milion (ppm) a byly neptfimo vztaZzeny k TMS jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro CDCI3 jsou u atomu 1H 6
=7,26 ppm a u atom( 13C 6 = 77,0 ppm, pro CD30D jsou u atom@ 1H 6 = 3,30 ppmau 13C
= 49,0 ppm. Mérenim ziskana data jsou prezentovana v nasledujicim poradi: chemicky posun
(6), integrovana intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, qg:

kvartet, dd: dublet dublet, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integrac¢ni konstanta (Hz).
4.1.5.5. Opticka otacivost

Optickd otdcivost byla mérena v roztocich alkaloidd pfi 20 °C na automatickém polarimetru
ADP 220 BS v prostiedi chloroformu nebo methanolu a specificka otacivost byla dopoctena

dle vzorce:

¢ 100X «
lal b= —S 1~
t —teplota méreni

D —linie sodikového svétla

o — nameérena otacivost [°C]

c- koncentrace naméfeného alkaloidu [g x 100 ml™]

1 - délka kyvety [dm]
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4.1.6. Metody pro screening biologickych aktivit pripravenych sloucenin

4.1.6.1. Stanoveni inhibicni aktivity pfipravenych derivata vici erytrocytarni AChE a

sérové BuChE

Inhibi¢ni aktivita téchto enzym byla méfena na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Méreni provadél prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Podrobny popis této metody je Ize najit v literatufe.®*

4.1.6.2. Stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych derivata

Stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych derivatd na liniich MOLT-4, MCF-7, Jurkat, Hela,
SAOS-2, A2780, A549, MRC-5, HT-29, PANC-1 bylo provedeno ve spolupraci s Katedrou
lékarské biochemie, Lékarské fakulty v Hradci Krdlové, Univerzity Karlovy, za vyuZiti systému
XCELLigence. Testovani provadél RNDr. Radim Havelek, Ph.D. Popis metody méreni za vyuziti

pFistroje xCELLigence je popsan v literatufe.?”
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4.2. Pripravy syntetickych derivata lykorinu a jejich strukturni identifikace

4.2.1. Priprava 1,2-di-O,0’-propionyllykorinu (LC-37)

Sumarni vzorec: C1gH17NO4 Sumarni vzorec: CyyHosNOg Sumarni vzorec: C1gH»1NO5
Molarni hmostnost: 287,32 Molarni hmostnost: 399,44 Molarni hmotnost: 343,38

Obr. 16 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*propionyllykorinu

50 mg lykorinu (174 umol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfidano 100 ul anhydridu kyseliny propionové (780 umol). Smés byla michdna pfi pokojové
teploté 3 hodiny a odparena do sucha. Odparek byl rozpustén v ethanolu a reakce byla
chromatografovana pomoci preparacni TLC. Pouzitd mobilni faze byla To:DEA 95:5. Byly
separovany dvé zény s produktem. Zéna 1 byla separovana z preparacni desky, promyta
smési chloroform:ethanol 1:1 a odpafena. Bylo ziskdno 25 mg produktu
1,2-di-0,0"propionyllykorinu (LC-37) ve formé nazloutlych krystal(l. VytéZzek reakce byl 36 %.
Zbéna 2 byla také separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a
odparena. Bylo ziskdano 2 mg vedlejsiho produktu reakce ve formé bilych krystald (LC-37/a).

Vytézek nebyl pocitan vzhledem k tomu, Ze se jednalo o vedlejsi produkt reakce.
Strukturni analyza 1,2-di-O,0“propionyllykorinu (LC-37, hlavni produkt reakce)

EI-MS studie:
EIMS m/z (%): 399 ([M*], 7); 325 (13); 268 (11); 252 (100); 226 (19); 194 (5).
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Abundance Average of 27.677 to 27.726 min.: 2824LC.D\data.ms
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Obr. 17 EI-MS analyza 1,2-di-O,0*-propionyllykorinu

ESI-HRMS studie:
ESI-HRMS nebylo méreno, tato latka jiz byla dfive pfipravena, identifikace byla provedena

porovnanim namérenych a publikovanych spekter.

NMR studie:

Obr. 18 Struktura 1,2-di-O,0*propionyllykorinu

1H NMR (500 MHz, 8, CDCls, 25 °C): 56
6.73 (1H, s, H-10), 6.56 (1H, s, H-7), 5.90 (2H, br s, OCH20), 5.73 (1H, s, H-1), 5.52 (1H, s, H-3),

5.24 (1H, s, H-2), 4.15 (1H, d, J = 14.1 Hz, H-6), 3.52 (1H, d, J = 14.1 Hz, H-6), 3.36 (1H, ddd, J =
4.7 Hz, J= 9.0 Hz, J= 9.0 Hz, H-12), 2.88 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-10b), 2.78 (1H, J = 10.4 Hz, H-

50



4a), 2.63 (2H, br s, H-11), 2.41 (1H, m, H-12), 2.33 (2H, q, J = 7.5 Hz, CH,CHs) 2.19 (2H, g, J =
7.5 Hz, CH2CHs), 1.14 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH2CH3) 1.00 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH2CHs).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):°®

173.2 (s, C=0), 172.9 (s, C=0), 146.1 (s, C-8), 146.0 (s. C-9), 145.6 (s, C-4), 129.0 (s, C-6a),
126.4 (s, C-10a), 113.7 (d, C-3), 107.0 (d, C-7), 104.8 (d, C-10), 100.7 (t, OCH,0), 70.5 (d, C-2),
68.8 (d, C-1), 61.0 (d, C-4a), 56.6 (t, C-6), 53.4 (t, C-12), 40.3 (d, C-10b), 28.4 (t, C-11), 27.3 (t,
CH2CH3), 27.2 (t, CH2CH3), 8.7 (g, CH2CHs), 8.7 (g, CH2CHs).

Opticka otdcivost:

[a] 29=+111,2° (c 0.16 MeOH)
Strukturni analyza 2-O-propionyllykorinu (LC-37/a, vedlejsi produkt reakce)
EI-MS studie:

EI/MS m/z (%): 343 ([M*], 19); 268 (90); 250 (100); 240 (15); 226 (44); 192 (12); 147 (12);
96 (12).

Abundance Average of 27.838 to 27.900 min.: 2826LC.D\data.ms (-)
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Obr. 19 EI-MS 2-O-propionyllykorinu
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ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni — 344,1506 (m/z teoreticka — C1oH21NOs [M+H]* 344,1492)

NMR studie:

Obr. 20 Struktura 2-O-propionyllykorinu

1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

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

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25°C):
174.0 (OCOCH,CHs), 146.6 (C-9), 146.4 (C-8), 145.9 (C-4), 130.0 (C-6a), 127.1 (C-10a), 113.8

(C-3), 107.7 (C-7), 104.6 (C-10), 101.0 (OCH.0), 73.5 (C-2), 69.4 (C-1), 60.7 (C-4a), 57.0 (C-6),
53.7 (C-12), 41.8 (C-10b), 29.7 (C-11), 28.7 (OCOCHa), 9.1 (CHs).

Opticka otdcivost:

[a] 29= - 36,4° (c 0.121, CHCl3)
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4.2.2. Priprava 1,2-di-O,0’-isobutanoyllykorinu (LC-38)

Sumarni vzorec: C1gH17NO4 Sumarni vzorec: Co4HgNOs  Sumarni vzorec: CogHysNO5
Molarni hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 427,50 Molarni hmostnost: 357,41

Obr. 21 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*isobutanoyllykorinu

50 mg lykorinu (174 pumol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfidano 100 pl isobutanoylanhydridu (603 umol). Smés byla michana pfi pokojové teploté 3
hodiny a poté byla odparena do sucha. Odparek byl rozpustén v ethanolu a reakce nasledné
byla chromatografovdna pomoci preparacni TLC. Pouzitd mobilni faze byla To:DEA 95:5. Byly
separovany dvé zony s produktem. Zéna 1 byla separovadna z preparacni desky, promyta
smési chloroform:ethanol 1:1 a odpafena. Bylo ziskdno 20 mg produktu
1,2-di-0,0*isobutanoyllykorinu (LC-38) ve formé naZloutlych krystalG. VytéZzek reakce byl
27 %.

Zbéna 2 byla také separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a
odparena. Bylo ziskdano 1 mg vedlejsiho produktu reakce (LC-38/a). Vytézek nebyl poditan

vzhledem k tomu, Ze se jednalo o vedlejsi produkt reakce.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0*isobutanoylchloridu (LC-38, hlavni produkt reakce)

EI-MS studie:
EI/MS m/z (%): 427 (IM*], 3); 339 (7); 268 (9); 252 (100); 226 (12); 194 (6); 96 (7); 43 (15).
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Abundance Average of 27.813 to 27.850 min.: 2895LC.D\data.ms
240000

220000‘
200000
180000
1 SODOD‘

3
140000
120000
100000
80000
50000.

40000 431
2261 I
268.1
20000 9%.6 194.1 | ‘ 339 1

. 7.1 ‘ 1246 ; , A 4272
al. J_se0 ' 838 | M08 e 2, e ol 1 M - Ml 28112081 3104 3261 || 35613689 385039814121 | 4471461
miz-» 3040 50 60 70 8 90 100 110 130 130 140 150 140 170 180 190 200 210 720 250 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 30 570 380 390 400 410 430 430 440 450 460

Obr. 22 EI-MS 1,2-di-O,0*isobutanoyllykorinu

ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni — 428,2074 (m/z teoreticka — C2aH29NOg [M+H]* 428,2068)

NMR studie:

Obr. 23 Struktura 1,2-di-O,0*isobutanoyllykorinu

IH NMR (500 MHz, 6, CDCI3, 25°C):

6.81 (1H, s, H-10), 6.61 (1H, s, H-7), 5.94 (2H, dd, J = 9,3 Hz, J = 1,5 Hz, OCH0), 5.49-5.46
(1H, m, H-1), 5.34-5.31 (1H, m, H-3), 4.49 (1H, s, H-2), 4.16 (1H, d, J = 13,7 Hz, H-6), 3.56 (1H,
d, J = 14,2 Hz, H-6), 3.41-3.35 (1H, m, H-12), 2.85 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-4a), 2.73 (1H, d, J =
10,8 Hz, H-10b), 2.70-2.65 (3H, m, H-11, H-12), 2.60-2.53 (1H, m, OCOCH), 1.19 (3H, d, J =
6.9 Hz, CH3), 1.18 (3H, d, J = 6,9 Hz, CHs).
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13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25°C):

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

Opticka otdcivost:

[a] 29=-41,1"°(c 0.112, CHCl3)

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

EI-MS studie:
EI/MS m/z (%): 357 ([M*], 20); 268 (100); 250 (75); 240 (14); 226 (38); 191 (10); 147 (10);
96 (10); 43 (29).

Abundance Average of 28.073 to 28.148 min.: 2907LC.D\data.ms (-)
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Obr. 24 EI MS 2-O-isobutanoyllykorinu

ESI-HRMS studie:

m/z experimentalni — 358,1653 (m/z teoreticka — C20H23NOs [M+H]* 358,1649)
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NMR studie:

Obr. 25 Struktura 2-O-isobutanoyllykorinu

H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25 °C):

6.73 (1H, s, H-10), 6.57 (1H, s, H-7), 5.90 (2H, dd, J = 3,4 Hz, J = 1,5 Hz, OCH,0), 5.71 (1H, s, H-
1), 5.53-5.50 (1H, m, H-3), 5.23-5.20 (1H, m, H-2), 4.17 (1H, d, J = 14,2 Hz, H-6), 3.53 (1H, d, J
= 14,2 Hz, H-6), 3.41-3.35 (1H, m, H-12), 2.89 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-4a), 2.79 ( 1H, d, J = 10,3
Hz, H-12), 2.69-2.63 (2H, m, H-11), 2.61— 2.51 (2H, m, OCOCH), 2.45-2.36 (1H, m, H-10b),
1.19 (3H, d, J = 6,8 Hz, CHs), 1.16 (3H, d, J = 6,9 Hz, CHs), 1.03 (3H, d, J = 6,8 Hz, CHs), 0.94
(3H, d, J = 6,9 Hz, CH3).

13C NMR (125 MHz, §, CDCI3, 25 °C):

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

Opticka otdcivost:

[a] 29= nezméfeno (nedostate¢né mnozstvi latky)

56



4.2.3. Priprava 1,2-di-O,0’-benzoyllykorinu (LC-50)

Sumarni vzorec: C4gH17NO4 Sumarni vzorec: C3oH,5NOg
Molarni hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 495,53

Obr. 26 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*benzoyllykorinu

50 mg lykorinu (174 umol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pridano 100 pl benzoylchloridu (861 umol) a katalytické mnozstvi DMAP. Smés byla michdna
pfi pokojové teploté 3 hodiny. Reakce byla poté zfiltrovana pres vatu, promyta suchym
pyridinem a odparena do sucha. Odparek byl rozpustén v chloroformu a reakce byla dvakrat
chromatografovana pomoci preparacni TLC. Pouzitd mobilni faze byla To:cHx:DEA 50:50:5.
Zbéna s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol
1:1 a odparena. Bylo ziskano 20 mg latky ve formé nazloutlych krystald. VytéZzek reakce byl

17 %.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0*benzoyllykorinu (LC-50)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méfeni.

ESI-MS studie:
m/z: 496 [M + H]*

ESI-HRMS studie:

Nebylo méreno, tato latka jiz byla dfive pfipravena, identifikace byla provedena porovnanim

namérenych a publikovanych spekter.
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NMR studie:

Obr. 27 Struktura 1,2-di-O,0*benzoyllykorinu

1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

8.10-8.05 (2H, m), 7.93-7.89 (2H, m), 7.60-7.55 (1H, m), 7.55-7.51 (1H, m), 7.47-7.43 (2H, m),
7.42-7.37 (2H, m), 6.87 (1H, s), 6.58 (1H, s), 6.16-6.13 (1H, m), 5.88 (1H, d, J= 16.6 Hz,
overlapped), 5.88 (1H, d, J= 16.6 Hz, overlapped), 5.71-5.68 (2H, m), 4.22 (1H, d, J= 14.0 Hz),
3.62 (1H, d, J= 14.0 Hz), 3.48-3.43 (1H, m), 3.22-3.19 (1H, m), 3.04 (1H, d, J= 10.6 Hz), 2.80-
2.69 (2H, m), 2.52 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, §, CDCI3, 25 °C):

165.4, 165.2, 146.5, 146.4, 146.3, 133.1, 129.9, 129.8, 129.8, 129.7, 129.3, 128.3, 128.3,
126.4, 114.0, 107.3, 105.1, 100.9, 71.1, 69.7, 61.7, 56.9, 53.7, 41.0, 28.8.

Opticka otdcivost:

[a] 29=-119,5 (c 0.077, CHCl5)
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4.2.4. Priprava 1,2- di-O,0’-(3-methyl)benzoyllykorinu (LC-51)

Sumarni vzorec: Cy4Ho3NO5
Molarni hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 523,59 Molarni hmotnost: 405,45

Sumarni vzorec: C1gH17NO, Sumarni vzorec: C35Hy9NOg

Obr. 28 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*(3-methyl)benzoyllykorinu

50 mg lykorinu (174 umol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfiddno 150 pl 3-methylbenzoylchloridu (1135 umol) a katalytické mnoZstvi DMAP. Smés
byla zahfatd na 50°C, michdna 3 hodiny a poté byla odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén v ethanolu a reakce nasledné byla chromatografovana pomoci preparacni TLC.
PouZita mobilni faze byla To:DEA 95:5. Byly separovany tfi zény s produktem oznacené jako
zéna 1, 2 a 3. Zéna 1 byla separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol
1:1 a odparena. Bylo ziskano 40,0 mg 1,2-di-0,0*(3-methyl)benzoyllykorinu ve formé Zlutych
krystal(. VytéZzek reakce byl 44%.

Zbéna 2 byla také separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a
odparena. Bylo ziskdno 7 mg vedlejsiho produktu reakce 2-O-benzoyllykorinu (LC-51/a) ve
formé bilych krystal(l. Vytézek nebyl pocitdn vzhledem k tomu, Ze se jednalo o vedlejsi
produkt reakce.

Zbéna 3 nebyla dale zpracovavana z divodu velmi malého mnozstvi produktu.

Strukturni analyza 1,2-di-0,0(3-methyl)benzoyllykorinu (LC-51, hlavni produkt reakce)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méfeni.

ESI-HRMS studie:

m/z experimentalni 524,2075 ( m/z teoreticka — C32H29NOg [M+H]* 524,2073)
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Obr. 29 ESI-HRMS 1,2- di-0,0"-(3-methyl)benzoyllykorinu

NMR studie:

Obr. 30 Struktura 1,2-di-O,0*(3-methyl)benzoyllykorinu

IH NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):
7.89-7.85 (2H, m), 7.74 (1H, bs), 7.68 (1H, d, J= 7.8 Hz), 7.38 (1H, d, J= 7.4 Hz), 7.35-7.30 (2H,

m), 7.27 (1H, t, J= 7.8 Hz), 6.88 (1H, s), 6.58 (1H, s), 6.15 (1H, bs), 5.87 (1H, d, J= 16.1 Hz,
overlapped), 5.87 (1H, d, J= 16.1 Hz, overlapped), 5.71-5.66 (2H, m), 4.22 (1H, d, J= 14.2 Hz),
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3.63 (1H, d, J= 14.2 Hz), 3.48-3.41 (1H, m), 3.18 (1H, d, J= 10.7 Hz), 3.05 (1H, d, J= 10.7 Hz),
2.79-2.71 (2H, m), 2.53 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz), 2.40 (3H, s), 2.37 (3H, s).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):
165.5, 165.4, 146.5, 146.4, 146.1, 138.1, 138.1, 133.9, 130.4, 130.3, 129.8, 129.6, 129.2,

128.2, 128.2, 127.0, 126.9, 126.5, 114.1, 107.3, 105.2, 100.9, 71.0, 69.5, 61.6, 56.9, 53.7,
41.0, 28.8, 21.2, 21.2.

Optickad otdcivost:

[a] 29= 114,9 (c 0.094, CHCI3)

Strukturni analyza 2-0-(3-methyl)benzoyllykorinu (LC-51/a, vedlejsi produkt reakce)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni — 406, 1646 (m/z teoretickd — C24H23NOs [M+H]* 406, 1654)
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Obr. 31 ESI-HRMS 2-0-(3-methyl)benzoyllykorinu
NMR studie:

Obr. 32 Struktura 2-0-(3-methyl)benzoyllykorinu

1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

7.87-7.83 (2H, m), 7.40-7.36 (1H, m), 7.35-7.30 (1H, m), 6.82 (1H, s), 6.61 (1H, s), 5.92 (1H, d,
J=7.4 Hz, overlapped), 5.92 (1H, d, J= 7.4 Hz, overlapped), 5.63-5.57 (2H, m), 4.68-4.65 (1H,
m), 4.20 (1H, d, J= 14.4 Hz), 3.56 (1H, d, J= 14.4 Hz), 3.45-3.38 (1H, m), 2.94-2.83 (3H, m),
2.74-2.68 (2H, m), 2.43 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz), 2.39 (3H, s).
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13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

166.2, 146.6, 146.4, 146.2, 138.2, 133.9, 130.2, 130.0, 129.9, 128.3, 127.1, 126.9, 113.8,
107.6, 104.7,101.0, 73.8, 69.3, 60.8, 57.0, 53.7, 41.9, 28.8, 21.2.

Opticka otdcivost:

[a] 20= nezméfeno (nedostateéné mnozstvi latky)
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4.2.5. Priprava 1,2-di-O0,0 "-pentanoyllykorinu (LC-65)

py, DMAP
60 °C
_
Sumarni vzorec: C1gH17NQO4 Sumarni vzorec: CygH33NOg
Molami hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 455,55

Obr. 33 Schéma syntézy 1,2-di-O,0"-pentanoyllykorinu

43 mg lykorinu (150 umol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfidano 100 pl anhydridu kyseliny valerové (507 umol) a katalytické mnozstvi DMAP. Reakce
byla zahtata na 60 °C, michdna 24 hodin a poté byla odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén ve smési chloroform:ethanol 1:1 a ndsledné byla reakce dvakrat
chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouZziti mobilni faze cHx:DEA 95:5. Zdéna
s produktem byla separovdna z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a
odparena. Bylo ziskdno 25,4 mg produktu 1,2-di-O,0*pentanoyllykorinu ve formé hnédé

olejovité latky. Vytézek reakce byl 37%.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0 -pentanoyllykorinu (LC-65)

EI-MS studie:
EI/MS m/z (%): 455 ([M*], 2); 353 (7); 268 (9); 252 (100); 226 (11); 194 (5); 96 (5); 73 (4);
60 (7); 41 (5).

64



Abundance Average of 32.038 to 32.100 min.: 3420LC.D\data.ms (-)
4500

4000‘
3500-}
3000

2500.
2000I
15001
1000

2261

500{ | 2680

60.0 | 353.1
410 4y 1y 908 ‘

11071253 147.0 1650 179.9

455.3
210.9 o, 20 ) | 2810 20593006 3239 3309 || _371.33841 9 4014415,142004420 | 4764 491

ey L1 YT -

1} H - :
miz—-> 30 40 50 60 TD BU 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 ZQD 300310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

Obr. 34 EI MS 1,2-di-O,0"pentanoyllykorinu

ESI-HRMS:

m/z experimentalni — 456,2385 (m/z teoreticka — C26H33NOg [M+H]* 456,2386)

456.2386
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Obr. 35 ESI-HRMS 1,2-di-O,0*pentanoyllykorinu
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NMR studie:

Obr. 36 Struktura 1,2-di-O,0"*-pentanoyllykorinu

H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

6.75 (1H, s), 6.57 (1H, s), 5.91 (1H, d, J=5.9 Hz, overlapped), 5.91 (1H, d, J=5.9 Hz,
overlapped), 5.74 (1H, bs), 5.54-5.51 (1H, m), 5.26-5.23 (1H, m), 4.16 (1H, d, J= 14.3 Hz), 3.53
(1H, d, J=14.3 Hz), 3.41-3.35 (1H, m), 2.87 (1H, d, J=10.7 Hz), 2.79 (1H, d, J= 10.7 Hz), 2.69-
2.64 (2H, m), 2.42 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz), 2.39-2.28 (2H, m), 2.19 (2H, t, J= 7.3 Hz), 1.67-
1.60 (2H, m), 1.49-1.41 (2H, m), 1.40-1.32 (2H, m), 1.22-1.10 (2H, m), 0.92 (3H, t, J=7.3 Hz),
0.78 (3H, t, J= 7.3 Hz).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

172.7, 172.5, 146.4, 146.3, 145.8, 129.4, 126.6, 114.0, 107.2, 105.2, 100.9, 70.7, 69.0, 61.4,
56.9, 53.6, 40.6, 34.1, 33.9, 28.7, 27.0, 26.9, 22.2, 21.9, 13.7, 13.6.

Opticka otdcivost:

[a] 29= 84,7 (c 0.085, CHCl5)
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4.2.6. Priprava 1,2-di-O0,0’-hexanoyllykorinu (LC-66)

py, DMAP
60 °C

Sumarni vzorec: C1gH17NOy4 Sumarni vzorec: CygH37NOg
Molarni hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 483,61

Obr. 37 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*-hexanoyllykorinu

43 mg lykorinu (150 pumol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfiddno 100 ul anhydridu kyseliny hexanové (433 umol) a katalytické mnoZstvi DMAP.
Reakce byla zahtatd na 60 °C, michana 24 hodin a poté byla odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén ve smési chloroform:ethanol 1:1 a ndsledné byla reakce dvakrat
chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouZiti mobilni faze cHx:DEA 95:5. Zéna
s produktem byla separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a
odparena. Bylo ziskdno 43 mg produktu ve formé nazZloutlych krystalll. Vytézek reakce

byl 59 %.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0*hexanoyllykorinu (LC-66)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni 484,2692 (m/z teoretickd — C2sH37NOg [M+H]* 484,2699)
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484.2699
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Obr. 38 ESI-HRMS 1,2-di-O,0"-hexanoyllykorinu

NMR studie:

Obr. 39 Struktura 1,2-di-O,0*-hexanoyllykorinu

1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

6.75 (1H, s), 6.56 (1H, s), 5.90 (1H, d, J=5.9 Hz, overlapped), 5.90 (1H, d, J=5.9 Hz,
overlapped), 5.74 (1H, bs), 5.54-5.51 (1H, m), 5.26-5.23 (1H, m), 4.16 (1H, d, J= 14.2 Hz), 3.52
(1H, d, J= 14.2 Hz), 3.40-3.35 (1H, m), 2.88 (1H, d, J= 10.3 Hz), 2.78 (1H, d, J= 10.3 Hz), 2.68-
2.62 (2H, m), 2.40 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz), 2.37-2.26 (2H, m), 2.18 (2H, t, J= 7.4 Hz), 1.68-
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1.60 (2H, m), 1.50-1.42 (2H, m), 1.34-1.29 (4H, m), 1.21-1.13 (2H, m), 1.13-1.05 (2H, m), 0.89
(3H, t, J= 7.4 Hz), 0.79 (3H, t, J= 7.4 Hz).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):

172.6, 172.5, 146.4, 146.3, 145.8, 129.3, 126.6, 114.0, 107.2, 105.2, 100.9, 70.7, 69.0, 61.4,
56.9, 53.6, 40.6, 34.3, 34.1, 31.2, 30.9, 28.7, 24.5, 22.2, 22.2, 13.9, 13.7.

Opticka otdcivost:

[a] 20=- 11,0 (c 0.073, CHCl5)
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4.2.7. Priprava 1,2-di-0,0’-(2-nitro)benzoyllykorinu (LC-69)

0
NO,

Sumarni vzorec: C1gH{7NOy4 Sumarni vzorec: C39H,3N304g
Molarni hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 585,53

Obr. 40 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*(2-nitro)benzoyllykorinu

40 mg lykorinu (139 umol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfiddno 100 pl 2-nitrobenzoylchloridu (757 pumol) a katalytické mnoZstvi DMAP. Reakce byla
zahratd na 80 °C, michdna 24 hodin a poté odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve
smési chloroform:ethanol 1:1 a nasledné byla reakce dvakrat chromatografovdana pomoci
preparacni TLC za pouziti mobilni faze To:DEA 95:5. Zéna s produktem byla separovana
z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a odpafena. Bylo ziskdno 80 mg

produktu ve formé Zlutych krystald. Vytézek reakce byl 98%.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0*(2-nitro)benzoyllykorinu (LC-69)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méfeni.

ESI-MS studie:
ESI-MS m/z (%) 586 [M+H] *
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Obr. 41 ESI-MS 1,2-di-O,0"(2-nitro)benzoyllykorinu

ESI-HRMS:

m/z experimentalni — 586,1460 (m/z teoreticka C3oH23N3010 [M+H]*586,1462)
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586.1462
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Obr. 42 ESI-HRMS 1,2-di-O,0*(2-nitro)benzoyllykorinu

NMR studie:

Obr. 43 Struktura 1,2-di-O,0*(2-nitro)benzoyllykorinu

IH NMR (500 MHz, 6, CDCI3, 25°C):

7.91 (1H, d, J= 7.8 Hz), 7.82 (1H, dd, J=7.3 Hz, J= 1.2 Hz), 7.80-7.75 (1H, m), 7.70 (1H, td,
J=7.3Hz, J=1.2 Hz), 7.64 (1H, td, J= 7.8 Hz, J= 1.2 Hz), 7.61-7.56 (3H, m), 6.91 (1H, s), 6.55
(1H, s), 6.13 (1H, bs), 5.92-5.88 (2H, m), 5.79-5.76 (1H, m), 5.68-5.65 (1H, m), 4.13 (1H, d,
J=14.2 Hz), 3.52 (1H, d, J= 14.2 Hz), 3.40-3.35 (1H, m), 2.96 (1H, d, J= 10.3 Hz), 2.73 (1H, d,
J=10.3 Hz, overlapped), 2.70-2.65 (2H, m, overlapped), 2.40 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz).
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13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

164.1, 164.0, 148.3, 148.1, 147.4, 146.4, 146.4, 132.9, 132.6, 132.0, 131.9, 130.3, 130.1,
129.5, 127.2, 126.5, 125.9, 123.9, 123.6, 112.5, 107.2, 105.1, 100.9, 71.9, 70.8, 61.1, 56.8,
53.5, 40.6, 28.7.

Opticka otdcivost:

[a] 29= nezméfeno (nedostate¢né mnozstvi latky)
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4.2.8. Priprava 1,2-di-0,0’-(4-ethyl)benzoyllykorinu (LC-71)

py, DMAP
60 °C

Sumarni vzorec: C1gH17NO4 Sumarni vzorec: C34H33NOg
Molami hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 551,64

Obr. 44 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*-(4-ethyl)benzoyllykorinu

43 mg lykorinu (150 pumol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfiddano 100 pl 4-ethylbenzoylchloridu (680 umol) a katalytické mnoZstvi DMAP. Reakce byla
zahratd na 60 °C, michdna 24 hodin a poté odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve
smési chloroform:ethanol 1:1 a ndsledné byla reakce dvakrat chromatografovdana pomoci
preparacni TLC za pouZiti mobilni faze cHx:DEA 95:5. Zéna s produktem byla separovana
z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a odparena. Bylo ziskano 37,1 mg

produktu ve formé Zlutych krystald. Vytézek reakce byl 45%.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0*(4-ethyl)benzoyllykorinu (LC-71)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:

m/z experimentalni — 552,2386 ( m/z teoreticka — C34H33NOg [M+H]* 552,2386)
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552.2386
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Obr. 45 ESI-HRMS 1,2-di-O,0*(4-ethyl)benzoyllykorinu

NMR studie:

Obr. 46 Struktura 1,2-di-O,0*(4-ethyl)benzoyllykorinu

1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

8.00-7.97 (2H, m, AA’'BB’), 7.84-7.81 (2H, m, AA'BB’), 7.28-7.25 (2H, m, AA'BB’), 7.22-7.19
(2H, m, AA'BB’), 6.87 (1H, s), 6.57 (1H, s), 6.13 (1H, bs), 5.86 (1H, d, J= 18.6 Hz, overlapped),
5.86 (1H, d, J= 18.6 Hz, overlapped), 5.71-5.65 (2H, m), 4.22 (1H, d, J=14.2 Hz), 3.61 (1H, d,
J=14.2 Hz), 3.47-3.41 (1H, m), 3.17 (1H, d, J= 10.6 Hz), 3.04 (1H, d, J= 10.6 Hz), 2.76-2.64 (2H,

75



m, overlapped), 2.71 (2H, g, J= 7.5 Hz, overlapped), 2.67 (2H, g, J= 7.5 Hz, overlapped), 2.51
(1H, dt, /= 8.8 Hz, J=8.8 Hz), 1.26 (3H, t, J= 7.5 Hz), 1.22 (3H, t, J= 7.5 Hz).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):
165.3, 165.2, 150.0, 146.4, 146.3, 146.1, 129.9, 129.9, 129.2, 127.8, 127.8, 127.4, 127.2,

126.5, 114.1, 107.2, 105.1, 100.9, 70.8, 69.4, 61.6, 56.9, 53.7, 41.0, 28.9, 28.9, 28.7, 15.2,
15.2.

Opticka otdcivost:

[a] 29=119,5 (c 0.077, CHCl3)
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4.2.9. Priprava 1,2-di-0,0’-(3-nitro)benzoyllykorinu (LC-75)

Sumarni vzorec: C1gH{7NOy4 Sumarni vzorec: C3oH,3N30¢g
Molarni hmotnost: 587,32 Molarni hmotnost: 585,53

Obr. 47 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*(3-nitro)benzoyllykorinu

43 mg lykorinu (150 pumol) bylo rozpusténo v 2 ml suchého pyridinu. Ddle k nému bylo
pfidano 45 mg (243 pmol) 3-nitrobenzoylchloridu a katalytické mnozstvi DMAP. Reakce byla
zahtata na 80 °C, michana 24 hodin a poté odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve
smési chloroform:ethanol 1:1 a ndsledné byla reakce dvakrat chromatografovana pomoci
preparacni TLC za pouziti mobilni faze To:DEA 95:5. Zéna s produktem byla separovana
z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a odparena. Bylo ziskdno 64 mg

produktu ve formé nazloutlych krystal(. Vytézek reakce byl 73%

Strukturni analyza 1,2-di-0,0*(3-nitro)benzoyllykorinu (LC-75)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:

m/z experimentalni — 586,1462 (m/z teoreticka — C3oH23N3010 [M+H]*586,1462)
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Obr. 48 ESI-HRMS Stuktura 1,2-di-O,0*(3-nitro)benzoyllykorinu

NMR studie:

Obr. 49 Stuktura 1,2-di-0,0*(3-nitro)benzoyllykorinu

1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):

8.87 (1H, t, J=2.1 Hz), 8.67 (1H, t, J= 2.1 Hz), 8.43 (1H, ddd, J= 8.3 Hz, J= 2.1 Hz, J= 0.9 Hz),
8.42-8.39 (1H, m), 8.38 (1H, ddd, J=8.3 Hz, J= 2.1 Hz, /= 0.9 Hz), 8.25-8.22 (1H, m), 7.67 (1H,
t, J= 8.3 Hz), 7.61 (1H, t, J= 8.3 Hz), 6.82 (1H, s), 6.58 (1H, s), 6.19 (1H, bs), 5.86 (1H, d,
J=14.7 Hz, overlapped), 5.86 (1H, d, J= 14.7 Hz, overlapped), 5.76-5.72 (1H, m), 5.70-5.67
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(1H, m), 4.23 (1H, d, J= 14.1 Hz), 3.63 (1H, d, J= 14.1 Hz), 3.49-3.45 (1H, m), 3.19 (1H, d,
J=10.2 Hz), 3.06-2.99 (1H, m), 2.82-2.74 (2H, m), 2.55 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):

163.5, 163.2, 148.3, 148.2, 147.3, 146.5, 135.5, 131.5, 131.2, 129.7, 129.6, 129.4, 127.7,
125.6,124.7,124.7,113.2, 107.5, 104.8, 101.0, 71.9, 70.5, 61.4, 56.7, 53.5, 40.9, 28.8.

Opticka otdcivost:

[a] 29= - 260,5 (c 0.086, CHCls)
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4.2.10. Priprava 1,2-di-O,0’-(4-metyl-3-nitro)benzoyllykorinu (LC-76)

py, DMAP,
80 °C
é
Sumarni vzorec: C1gH47NO4 Sumarni vzorec: C35H57N304g
Molarni hmostnost: 287,32 Molarni hmostnost: 613,58

Obr. 50 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*(4-metyl-3-nitro)benzoyllykorinu

43 mg lykorinu (150 pumol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfidano 100 pl 4-metyl-3-nitrobenzoylchloridu (686 umolu) a katalytické mnozstvi DMAP.
Reakce byla zahratd na 80°C, michana 24 hodin a poté odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén ve smési chloroform:ethanol 1:1 a nasledné byla reakce chromatografovana
pomoci preparacni TLC za pouZiti mobilni faze To:DEA 95:5. Zéna s produktem byla
separovana z preparacni desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a odpafena. Bylo

ziskano 57 mg produktu ve formé Zlutych krystalQ. Vytézek reakce byl 62%.

Strukturni analyza 1,2-di-O,0*(4-metyl-3-nitro)benzoyllykorinu (LC-76)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni — 614,1774 (m/z teoreticka — C32H27N3010 [M+H]*614,1775)
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Obr. 51 ESI-HRMS 1,2-di-O,0*(4-methyl-3-nitro)benzoyllykorinu
NMR studie:

Obr. 52 Struktura 1,2-di-O,0*(4-methyl-3-nitro)benzoyllykorinu

IH NMR (500 MHz, 6, CDCI3, 25°C):

8.60 (1H, d, J= 1.9 Hz), 8.39 (1H, d, J= 1.9 Hz), 8.17 (1H, dd, J= 8.3 Hz, J= 1.9 Hz), 8.02 (1H, dd,
J=8.3 Hz, J= 1.9 Hz), 7.45 (1H, d, J= 8.3 Hz), 7.39 (1H, d, J= 8.3 Hz), 6.82 (1H, s), 6.58 (1H, s),
6.15 (1H, bs), 5.87 (1H, d, J= 13.2 Hz, overlapped), 5.87 (1H, d, J= 13.2 Hz, overlapped), 5.72-
5.68 (1H, m), 5.68-5.65 (1H, m), 4.22 (1H, d, J= 14.1 Hz), 3.63 (1H, d, J= 14.1 Hz), 3.48-3.44
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(1H, m), 3.16 (1H, d, J= 10.5 Hz), 3.00 (1H, d, J= 10.5 Hz), 2.80-2.74 (2H, m), 2.67 (3H, s), 2.62
(3H, s), 2.55 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):
163.5, 163.3, 149.2, 149.2, 147.1, 146.5, 138.7, 138.7, 133.6, 133.6, 133.1, 133.0, 129.4,

129.1, 128.7, 125.9, 125.8, 125.8, 113.4, 107.4, 104.9, 101.0, 71.7, 70.3, 61.4, 56.7, 53.5,
40.9, 28.8, 20.6, 20.5.

Opticka otdcivost:

[a] 29= 338,3 (c 0.088, CHCl3)
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4.2.11. Priprava 1,2-di-O,0’-(4-nitro)benzoyllykorinu (LC-79)

py, DMAP Dj\@

80 °C

Sumarni vzorec: C4gH417NOy4

Sumarni vzorec: C3gH53N30
Molarni hmotnost: 287,32 307723 310

Molarni hmotnost: 585,53

Obr. 53 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*(4-nitro)benzoyllykornu

46 mg lykorinu (160 pmol) bylo rozpusténou 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfiddno 45 mg 4-nitrobenzoylchloridu (243 umol) a katalytické mnoZstvi DMAP. Reakce byla
zahratd na 80 °C, michdna 24 hodin a poté odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve
smési chloroform:ethanol 1:1 a ndsledné byla reakce chromatografovana pomoci preparacni
TLC za pouZiti mobilni faze To:DEA 95:5. Zéna s produktem byla separovdna z preparacni
desky, promyta smési chloroform:ethanol 1:1 a odpafena do sucha. Bylo ziskdno 24 mg

produktu ve formé Zlutych krystall. VytéZzek reakce byl 26 %.
Strukturni analyza 1,2-di-O,0*(4-nitro)benzoyllykorinu (LC-79)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni — 586,1457 (m/z teoreticka — C3oH23N3010 [M+H]* 586,1462)
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Obr. 54 ESI-HRMS 1,2-di-O,0*(4-nitro)benzoyllykorinu
NMR studie:

Obr. 55 Struktura 1,2-di-O,0*(4-nitro)benzoyllykorinu
H NMR (500 MHz, 8, CDCI3, 25°C):
8.32-8.29 (2H, m, AA'BB’), 8.27-8.22 (4H, m, AA’'BB’), 8.08-8.04 (2H, m, AA'BB’), 6.81 (1H, s),
6.60 (1H, s), 6.16 (1H, bs), 5.88 (2H, d, J= 13.9 Hz), 5.75-5.72 (1H, m), 5.71-5.67 (1H, m), 4.25

(1H, d, J= 14.2 Hz), 3.64 (1H, d, J= 14.2 Hz), 3.49-3.46 (1H, m), 3.19 (1H, d, J= 10.4 Hz), 3.02
(1H, d, J= 10.4 Hz), 2.82-2.78 (2H, m), 2.55 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz).
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13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

163.7, 163.4, 150.7, 150.7, 147.3, 146.6, 135.1, 134.7, 131.0, 130.9, 129.4, 125.6, 123.6,
123.5, 113.2,107.5, 104.7, 101.1, 71.8, 70.5, 61.5, 56.8, 53.6, 40.9, 29.7, 28.8.

Opticka otdcivost:

[a] 20= nezmé&feno (nedostateéné mnozstvi latky)
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4.2.12. Priprava 1,2-di-0,0’-(2-chloro)benzoyllykorinu (LC-82)

Sumarni vzorec: C1gH{7NOy4 Sumarni vzorec: C3yH,3CI,NOg
Molarni hmotnost: 287,32 Molarni hmotnost: 564,42

Obr. 56 Schéma syntézy 1,2-di-O,0*(2-chloro)benzoyllykorinu

50 mg lykorinu (174 umol) bylo rozpusténo ve 2 ml suchého pyridinu. Dale k nému bylo
pfidano 200 pl 2-chlorobenzoylchloridu (1579 umol) a katalytické mnoZzstvi DMAP. Reakce
byla zahfatd na 80°C, michdna 24 hodin a poté odparena do sucha. Odparek byl rozpustén ve
smési ethyl-acetat:ethanol 1:1 a ndsledné byla reakce chromatografovana pomoci
preparacni TLC za pouziti mobilni faze To:DEA 95:5. Zdéna s produktem byla separovana
z preparacéni desky, promyta smési ethyl-acetat:ethanol 1:1 a odparena do sucha. Bylo

ziskdano 22 mg produktu ve formé hnédé olejovité latky. Vytézek reakce byl 22%.

Strukturni analyza 1,2-di-0,0(2-chloro)benzoyllykorinu (LC-82)

EI-MS studie:

Latka neionizovala za podminek méreni.

ESI-HRMS studie:
m/z experimentalni 564,0983 (m/z teoretickd — C3oH23Cl.NOg [M+H]* 564,0981)
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564.0981
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Obr. 57 ESI-HRMS 1,2-di-O,0*(2-chloro)benzoyllykorinu

NMR studie:

Obr. 58 Struktura 1,2-di-O,0"(2-chloro)benzoyllykorinu
1H NMR (500 MHz, &, CDCI3, 25°C):
7.88 (1H, dd, J= 7.8, J= 1.5 Hz), 7.65-7.61 (1H, m), 7.48-7.41 (2H, m), 7.39-7.36 (2H, m), 7.35-

7.30 (1H, m), 7.27-7.23 (1H, m), 6.88 (1H, s), 6.58 (1H, s), 6.19 (1H, bs), 5.90 (1H, d, J= 8.3 Hz,
overlapped), 5.90 (1H, d, J= 8.3 Hz, overlapped), 5.76-5.73 (1H, m), 5.73-5.69 (1H, m), 4.20
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(1H, d, J= 14.1 Hz), 3.59 (1H, d, J= 14.1 Hz), 3.44-3.39 (1H, m), 3.17 (1H, d, J= 10.2 Hz), 3.04
(1H, d, J= 10.2 Hz), 2.76-2.68 (2H, m), 2.49 (1H, dt, J= 8.8 Hz, J= 8.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):
164.9, 164.4, 146.6, 146.6, 146.4, 134.0, 133.7, 132.8, 132.7, 131.7, 131.6, 131.1, 131.0,

129.8, 129.7, 129.2, 126.6, 126.5, 126.4, 113.6, 107.3, 105.1, 101.0, 71.8, 70.5, 61.5, 56.8,
53.6, 40.7, 28.8.

Opticka otdcivost:

[a] 29= 70,6 (c 0.085, CHCl5)
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5. VYSLEDKY

5.1. Pfiprava polosyntetickych derivatt
Pfipravené derivaty lykorinu i se svymi vytézky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce

(Tabulka 9).

Tabulka 9 Pfipravené slouceniny a jejich vytézek

Cislo latky Nazev slouceniny Vytézek (%)

LC-37 1,2-di-O,0"propionyllykorin 36 %

LC-37/a 2-O-propionyllykorin np
LC-38 1,2-di-0,0*isobutanoyllykorin 27 %

LC-38/a 2-O-isobutanoyllykorin np
LC-50 1,2-di-O,0*benzoyllykorin 17 %
LC-51 1,2-di-0,0"(3-methyl)benzoyllykorin 44 %

LC-51/a 2-0-(3-methyl)benzoyllykorin np
LC-65 1,2-di-O,0"-pentanoyllykorin 37 %
LC-66 1,2-di-O,0*-hexanoyllykorin 59 %
LC-69 1,2-di-0,0"(2-nitro)benzoyllykorin 98 %
LC-71 1,2-di-0,0"(4-ethyl)benzoyllykorin 45 %
LC-75 1,2-di-O,0*(3-nitro)benzoyllykorin 73 %
LC-76 1,2-di-0,0"~(4-methyl-3-nitro)benzoyllykorin 62 %
LC-79 1,2-di-O,0"(4-nitro)benzoyllykorin 26 %
LC-82 1,2-di-O,0*(2-chloro)benzoyllykorin 22 %

Np = nepocitano, vedlejsi produkt reakce

5.2. Screening biologickych aktivit

5.2.1 Cytotoxicka aktivita

V nasledujici tabulce (Tabulka 10) jsou shrnuty vysledky protinddorové aktivity pripravenych
derivatl lykorinu vaci bunéénym nadorovym liniim MOLT-4 (lidsky T-lymfom), MCF-7 (lidské
bunky rakoviny prsu), Jurkat (lidsky T-lymfoblast), Hela (lidsky cervikalni adenokarcinom),
SAOS-2 (lidsky osteosarkom), A2780 (lidsky ovarialni karcinom), A549 (lidsky plicni

karcinom), HT-29 (lidsky adenokarcinom tlustého stfeva), PANC-1 (buriky rakoviny slinivky) a
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vici zdravym burnikam MRC-5 (fetdlni lidsky fibroblast). Prozatim bylo testovano pouze deset
derivatl lykorinu. BohuZel ze ziskanych vysledk( je viditelné, Ze ani jeden prozatim

studovany derivat lykorinu nevykazuje vyznamnou toxicitu vici nadorovym burikam.

Tabulka 10 Hodnoty viability v % testovanych derivat na vybrané bunécné linie.

itk Viabilitav % (10uM)
MOLT-4 | MCF-7 | Jurkat | HeLa | SAOS-2 | A2780 | A549 | MRC-5 | HT-29 | PANC
LC-37 69 108 108 101 | 104 133 104 | 85 92 95
LC-37/a | nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt
LC-38 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt
LC-38/a | nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt
LC-50 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt
LC-51 87 130 150 113 114 150 114 81 101 126
LC-51/a | nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt
LC-65 82 106 110 111 | 107 131 98 87 98 108
LC-66 80 86 118 123 | 107 113 99 93 95 102
LC-69 91 145 140 109 120 140 128 94 118 125
LC-71 79 126 146 121 121 141 119 106 120 128
LC-75 93 161 161 108 125 146 136 103 119 134
LC-76 100 140 154 120 | 125 141 130 | 97 120 137
LC-79 111 150 172 95 119 149 130 | 90 121 139
LC-82 93 149 175 108 | 118 155 132 97 124 139

nt = netestovano

5.2.2. Inhibicni aktivita vici acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze

Na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie se jiz dlouhodobé testuji latky jak pfirodniho,
tak polosyntetického plivodu na svou inhibici vici erytrocytarni acetylcholinesteraze, sérové
butyrylcholinesteraze. V nasledujici tabulce (Tabulka 11) jsou shrnuty vysledky inhibi¢ni
aktivity vaci AchE a BuchE pfripravenych derivatd lykorinu. Prozatim bylo testovano osm
derivatll. Dosud provedené méreni nevykdzalo zajimavou inhibi¢ni aktivitu Zadného
z derivatd vaci AchE. Zajimavou inhibi¢ni aktivitu vaci lidské butyrylcholinesteraze vykazuje

pouze 1,2-di-0,0"-benzoyllykorin (LC-50).
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Tabulka 11 Hodnoty ICso testovanych derivatQ viaci HuAchE, HuBuchE

1Cso |.1|V|
latka
HuAchE HuBuchE
lykorin > 1000 > 1000
LC-37 935 + 227 511+71
LC-37/a nt nt
LC-38 301 +22 36,2+3,8
LC-38/a nt nt
LC-50 171+ 16 29,6 £ 6,8
LC-51 150+ 21 >1000
LC-51/a nt nt
LC-65 nt nt
LC-66 nt nt
LC-69 146 £ 6 117 +7
LC-71 nt nt
LC-75 149+ 8 116 £ 6,58
LC-76 191 +16 264 + 32
LC-79 357110 466 t 82
LC-82 nt nt

nt = prozatim netestovano (bude méfeno)

5.2.3 Antimalaricka aktivita

V soucasné dobé probiha testovani antimalarické aktivity pfipravenych sloucenin v ramci
dlouhodobé spoluprace s Univerzitou v Lisabonu.
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6. DISKUZE A ZAVER

V rdmci této diplomové prdace bylo pfipraveno celkem patnact derivatl lykorinu. Z toho bylo
pfipraveno Sest alifatickych a devét aromatickych esterl lykorinu. Latky byly pfipraveny
reakci lykorinu s anhydridem pftislusné kyseliny v pfipadé alifatickych derivati a s chloridem
pfislusné kyseliny v pfipadé aromatickych derivatl. VSechny reakce probihaly v prostredi
bezvodého pyridinu a kromé reakce LC-37 a LC-38 za pfidani katalyzatoru
dimethylaminopyridinu. Pro ziskani a precisténi pripravenych derivatd byla pouzita
preparacni TLC. Pfipravené latky byly identifikovany prevainé pomoci MS, NMR a optické
otacivosti. Vétsina derivatQ byla ziskdana ve formé naZloutlych az Zlutych krystall, zbytek
latek byl ziskan ve formé hnédych oleji. Vytézky jednotlivych reakci byly v dobré shodé
s literaturou. Latky LC-37, LC-37a, LC-38 a LC 38a byly pfipraveny znovu ©° za i¢elem dal3ich
biologickych studii. Zbyvajici derivaty byly na Katedfe farmaceutické botaniky pfipraveny
poprvé. Z téchto latek byl pouze 1,2-di-O,0-benzoyllykorin pfipraven v ramci predchozich
studii.?®>>

U vsech latek se podafilo ziskat dostatecné mnozstvi di-derivati, umoznujici strukturni
identifikaci a testovani na protinadorovou a inhibi¢ni aktivitu vic¢i AchE a BuchE. Pouze u
latek LC-69 a LC-79 bude potreba syntézu zopakovat z divodu nedostacujictho mnozstvi
latky pro zméreni optické otacivosti. V nékterych pfipadech béhem reakce vznikly dva az tfi
produkty reakce. V nejvyssi koncentraci vzdy vznikal hlavni produkt reakce (di-derivat) a
vedle néj i jeden nebo dva vedlejsi produkty (C2 pripadné i C1 ester). Veskeré monoderivaty
byly pfipraveny vtak malém mnoistvi, Ze nékteré byly pouze izolovany a podrobeny
strukturni analyze, ale nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi pro biologické studie. Separovany
a identifikovany byly nasledujici tfi monoderivaty: LC37/a, LC38/a a LC51/a. Pro objasnéni
vztah(ll mezi strukturou a aktivitou bude trfeba se v budoucnu pokusit o selektivni pfipravu
monoderivatl a pFipravu etherovych derivatd, které v burice nepodléhaji hydrolyze. 284950
Vétsina ziskanych latek byla podrobena biologickym testim na protinadorovou aktivitu u
bunéénych linii MOLT-4, MCF-7, Jurkat, HelLa, SAOS-2, A2780, A549, MRC-5, HT-29 a PANC-1.
BohuzZel 7adnd z testovanych latek nevykdzala vyraznou protinadorovou aktivitu. Zbyvajici
l[atky budou studovany v nejblizS§im moiném terminu. Tyto vysledky jsou ve shodé
s pfedchozimi studiemi, kde lykorin byl vidy z pohledu cytotoxicity nejaktivnéjsi latkou

v porovndni s pfipravenymi derivaty.22284449,51
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Inhibice enzym0 AchE a BuchE je duleZitd v lécbé Alzheimerovy nemoci. Osm derivatud
lykorinu bylo testovano na Katedre farmaceutické botaniky na inhibi¢ni aktivitu vici AchE a
BuchE. Ostatni derivaty budou opét studovany v nejblizsi mozné dobé. Zajimavou inhibi¢ni
aktivitu vykazoval pouze 1,2-di-O,0*benzoyllykorin (ICso = 29,6 * 6,8; LC-50), jehoZ aktivita
vici AchE je srovnatelnd s daty uvedenymi v literature. Inhibi¢ni potencial 1,2-di-O,0*
benzoyllykorinu v{ci BuchE (ICso = 29,6 + 6,8 ) je nizsi, nez inhibi¢ni potencial stejné latky,

evvys

ktery byl ziskan v pfedchozi studii (ICso = 7,72 + 0,26).>° Zde je nutné zminit, Ze nizsi inhibiéni
odlidného plvodu. V ramci studie zroku 2012 > byl v BuchE studii pouZit komeréné
dostupny enzym (BuchkE) izolovany z koriského séra. V nasi studii byl pouzit enzym izolovany
z lidské plazmy. Na zakladé vysledkd mGze byt 1,2-di-O,0"-benzoyllykorin vychozi latkou pro
dalsi strukturni modifikace za ucelem pfipravy aktivnéjSich inhibitord v(ici AchE a BuchE.
Ostatni derivaty vykdazaly pouze nizkou biologickou aktivitu.

V soucasné dobé také probihd vrdmci spolupriace studium protimalarické aktivity u

pfipravenych derivatl lykorinu a je také planovano studium antimikrobidlni aktivity.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA

AD
Ach
AchE
Bax
Bcl-2
Bid
BnBr
BoC;0
BuchE
BzCl
CDK4
m-CPBA
DCC
DCM
cHx
DDQ
DEA
DMAP
DMF
DMP
DMSO
EGF
Fas
FasL
HDAC
HMDSO
ICs0
IP3
JAK/STAT
Mcl-1

Amaryllidaceae alkaloidy

Alzheimerova choroba

acetylcholin

acetylcholinesteraza
BCL2-associated X protein

B-cell lymphoma 2

protein, aktivujici apoptoticky signal
benzylbromid

di-terc-butyl dikarbonat
butyrylcholinesteraza
benzoylchlorid

cyklin-dependentni kindza 4
meta-chlorperoxybenzoova kyselina
N,N'-dicyklohexylcarbodiimid
dichlormethan

cyklohexan
2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinon
diethylamin

dimethylaminopyridin
dimethylformamid

Dess-Martinovo ¢inidlo
dimethylsulfoxid

epidermalni ristovy faktor

receptor smrti

Fas ligand

histondeacetylaza
hexametyldisiloxan

inhibi¢ni koncentrace
inositol-tri-fosfat

bunécna signalizacni cesta

myeloid cell leukemia 1
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MeCN
MeOH
NMO
PivCl
Ph
PhCHs
POP
i-Pr3SiCl
Pt/C
Py
p-21
p-53
STAT3
STD
TBAF
TBAI
TBS
TBSCI
THF
TIPS
To
TNF-a
TsOH
tRNA

acetonitril

methanol
N-methylmorfolin-N-oxide
pivaloylchlorid

fenyl

benzyl

prolyl-oligopeptidaza
tri-isopropylsilylchlorid

katalyzator platina na aktivnim uhli
pyridin

faktor, branici vstupu bunék do dalSiho bunécného cyklu
transkrip¢ni faktor v burice

signal transducer and activator of transcription
sexualné pfenosné onemocnéni
tetra-N-butylammonium fluoride
tetra-N-butylammonium jodid
terc-butyldimethysilyl
terc-butyldimethylsilyl chlorid
tetrahydrofuran

terc-isopropylsilyl

toluen

tumor nekrotizujici faktor a
Kyselina p-toluensulfonova

transferova ribonukleova kyselina
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Nazev diplomové prace: Priprava derivatud lykorinu a jejich biologicka aktivita

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou jednim z nejdllezitéjSich zdroju biologicky aktivnich
alkaloid(. Lykorin je fenantridinovy alkaloid izolovany z rdznych druhl celedi Amaryllidaceae,
kterému je vénovdna znacnd pozornost z didvodu jeho vyznamné biologické aktivity.
Nejvyznamnéjsi jsou jeho protinadorové vlastnosti, které byly dosud testovany in vitro a in
vivo na rGznych typech nadorovych bunék. Lykorin vykazuje i dalsi biologické aktivity, mezi
které patfi antivirovd, antibakteridlni, antifungdlni, antiplasmodialni, antioxidacni,
protizdnétliva, antifidantni, inhibi¢ni aktivita vici biosyntéze kyseliny askorbové a inhibicni
aktivita vici RNA. Dosud byl lykorin pouZit pro pfipravu velkého mnozstvi derivatd modifikaci
raznych funkénich skupin vjeho molekule a hodnocen na protinddorovou aktivitu, na
inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterdzam, antiplasmodialni, antitrypanosomalni, antivirovou,
antitrichomonalni aktivitu. Tato prace se zabyva pfipravou lykorinovych derivatQi a jejich
biologickou aktivitou v souvislosti s Iéébou Alzheimerovy choroby a nadorovych onemocnéni.
Bylo pfipraveno patnact esterovych derivat Iykorinu. Pripravené derivaty byly
identifikovany pomoci MS, NMR a optické otacivosti. Nékteré z derivatll byly testovany na
cytotoxickou aktivitu na vybranych nadorovych a nenddorovych bunécnych liniich. Bohuzel,
zadna z pripravenych latek nevykazala zajimavou cytotoxicitu. V ramci studie inhibi¢niho
potencidlu AchE/BuchE, byla zjisténa zajimava BuchE inhibi¢ni aktivita pouze u derivatu

1,2-0,0"-dibenzoyllykorinu (ICso = 29.65 + 6.81 uM).

Klicova slova: alkaloid, lykorin, derivaty, biologicka aktivita
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The plants of the Amaryllidaceae family are one of the most important sources of
biologically active alkaloids. Lycorine, a phenanthridine alkaloid, isolated from various
species of the Amaryllidaceae plant family, has attracted considerable attention due to its
promising biological activities. Specifically, its anticancer properties have been evaluated in
vitro and in vivo in various preclinical models of human cancers. Further biological effects
manifested by lycorine are: antiviral, antibacterial, antifungal, antiplasmodial, anti-oxidant,
anti-inflammatory and insect antifeedant effects, as well as ascorbic acid biosynthesis and
RNA inhibitory activity. So far, lycorine was used for preparation of many derivatives by
modification of different functional groups in its molecule, and screened for a various
biological activities such as anticancer activity, inhibition of cholinesterases, antiplasmodial,
antitrypanosomal, antiviral and anti-Trichomonas vaginalis activity. The present work deals
with the preparation of lycorine derivatives and their biological activity connected to the
treatment of Alzheimer’s disease and anticancer activity. Fifteen ester lycorine derivatives
were prepared. The chemical structures were elucidated by MS, NMR experiments and
optical rotation. Some of the prepared compounds were screened for their cytotoxic activity
on a panel of selected cancerous and noncancerous cell lines. Unfortunately, none of the
tested substances has shown required toxicity. In the AchE/BuchE inhibition potential study,
interesting  BuchE inhibitory  activity has been demonstrated only by

1,2-di-0,0-benzoyllycorine (ICsp = 29.65 + 6.81 uM).

Key words: alkaloid, lycorine, derivatives, biological activity
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