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1.UvVOD

Rastliny sa uz od davnych dob vyuZivali pre svoje pozitivne liecebné ucinky na organizmus
v tradicnom lieéitelstve ¢&i medicine. Disponuju totiz obsahovymi ldtkami, ktoré vieme
v dnesnej dobe Uspesne izolovat alebo dokonca synteticky pripravit.

Postupom c¢asu sa samozrejme Studovala biologickd aktivita tychto latok. Medzi takéto latky
patria aj sekundarne metabolity rastlin ¢elade Amaryllidaceae, tzv. Amarylkovité alkaloidy
(AA). Su velmi rozmanité vo svojej Strukture, tak i G¢inkami.

Tieto alkaloidy a ich derivaty su zdrojom latok, ktoré maju inhibi¢ny Gcinok na cholinesterazy,
dalej protirakovinovy, antibakterialny, antivirovy, antimykoticky, antimalaricky a analgeticky
ucéinok.! Od izolacie prvého alkaloidu, ktorym bol lykorin v roku 1877, bol v poslednych troch
desatrociach ucineny velky pokrok v izoldcii a priprave tychto latok. Bolo izolovanych vyse 500
alkaloidov. Stdle su objavované nové alkaloidy tejto skupiny a dokonca nové uhlovodikové
zéklady s velkym potencidlom zaradit sa do znamych biologicky aktivnych zlGéenin.?
Najzndmejsim alkaloidom je galantamin, ktory je jednym z 3 hlavnych lieciv, ktoré sa pouzivaju
v terapii Alzheimerovej choroby a do klinickej praxe bol zavedeny v roku 2001.3

Nadorové ochorenia su v rozvinutych $tatoch jednou z hlavnych pric¢in Gmrti.* Dalsi alkaloid,
lykorin, zastavuje buneény cyklus a indukuje apoptézu v rakovinovych bunkach.”

Predmetom tejto diplomovej prace bola priprava polosyntetickych derivatov alkaloidu
haemanthaminu, presnejsie esterifikovanych derivatov, ich struktdrna analyza a screeningové

testovanie biologickych aktivit.



2. CIEL PRACE

Hlavné ciele tejto diplomovej prace boli:

1)

2)

3)
4)

5)

Vypracovanie reSerse k problematike vyuzitia alkaloidov ¢efade Amaryllidaceae a ich
syntetickych derivatov v terapii civilizacnych ochoreni.

Priprava polosyntetickych derivatov alkaloidu haemanthaminu ¢elade Amaryllidaceae
pre biologické testovanie podla literarnej reserse.

Stanovenie zdkladnych fyzikdlne-chemickych charakteristik pripravenych derivatov.
Biologické testovanie pripravenych derivdtov na domdcom pracovisku, alebo aj

v spolupraci s inymi vedeckymi institliciami.

Vyhodnotenie vysledkov a spisanie diplomovej prace.



3.TEORETICKA CAST

3.1. Vseobecna charakteristika rastlin celade
Amaryllidaceae a ich sekundarnych metabolitov

Celad Amaryllidaceae je rozsiahlou a pestrou éelad'ou, do ktorej radime okolo 75 rodov a viac
nez 1100 botanickych druhov rastlin.® Tieto Udaje sa v3ak liSia podla pouZitého zdroja. Tato
¢elad bola pomenovana v roku 1805, kedy Jean Henri Jaume Saunt-Hilaire pouZil termin
Amaryllidae a neskédr John Lindley v roku 1836 pouZil termin Amaryllidaceae.” Jednda sa o
kvitnuce jednokli¢nolistové vytrvalé byliny s oddenkami, hltizami alebo naj¢astejsie cibulami.
Byliny tvori samostatny st6l a samostatné spravidla uzke Ciarkovité hrubé listy.® Kvety su
obojpohlavné so spodnym semennikom a su jednotlivé alebo v Srdbovitych kvetenstvach.
Plodom je tobolka alebo bobula.

Rastliny celade Amaryllidaceae su rozsirené najcastejSie v tropickej a subtropickej Afrike, su
véak zastipené aj v miernej$ich pasmach ako je strednd ajuind Eurdpa. Na tuzemi Ceskej
republiky sa najcastejSie vyskytuju jarné rastliny Galanthus nivalis (snezienka jarna), Leucojum
vernum a aestivum (bledula jarnd a letnd), Narcissus pseudonarcissus a poeticus (narcis zlty
a biely).* Fotky spominanych rastlin st na Obr. 1. Dal$imi zaujimavymi rodmi, ktoré su

Castokrat vyuZivané aj ako okrasné rastliny, s Amaryllis, Clivia a Haemanthus.®

- 4 Pt 2151, ~ s n '...ﬂt

Obr. 1 Galanthus nivalis,’° Leucojum vernum,%) Leucojum aestivum,’%9 Narcissus
pseudonarcissus,’°¥ Narcissus poeticus%



Tato celad sa tesi velkému zaujmu vdaka svojim obsahovym latkam, tzv. Amaryllidaceae
alkaloidom (AA). Chemicky sa jedna o isochinolinové alkaloidy a najdeme ich v celej rastline,
no najviac ich obsahuje cibula. Prvykrat ich pouzil Hippokrates z Késu v 4. storoéi pred nasim
letopoctom, ktory vdaka extraktu z Narcissus poeticus na baze olejovej emulzie lie¢il nador
maternice. Nasledne sa tieto alkaloidy zacali pouzivat v réznych krajinach sveta — v Severnej
Afrike, Cine, v Strednej Amerike a taktie? na Arabskom poloostrove.!!

Vedecka komunita sa Coraz ¢astejSie zameriava na skimanie biologickej aktivity a ucinkov AA.
Prvym Uspesne izolovanym alkaloidom ztejto celade bol vroku 1877 lykorin z rastliny
Narcissus pseudonarcissus L. Biologickd aktivita tychto alkaloidov je velmi bohatd a zahfiia
aktivitu cytotoxicku, antivirovu, antibakterialnu, antiprotozodlnu (antimalarickd) a inhibi¢na
voci acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze. Jednotlivé biologické ucinky su viazané na
konkrétne Strukturne typy alkaloidov. Pozornost je venovand najma priprave ich

polosyntetickych derivatov.!?

3.2. Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidov

Biosyntéza AA je Specifickd a nazyva sa tzv. norbelladinova cesta. Schématicky je biosyntéza
znazornena na Obr. 2. Jej vstupnymi [atkami su L-fenylalanin a L-tyrozin. Fenylalanin tvori C1-
C6 Casti aromatického kruhu A a polohu benzylu na C6. Tyrozin je prekurzorom dusiku na C2-
C6 a prekurzorom kruhu C s dvoma uhlikmi C11, C12 v postrannom retazci.!?

Tieto dve latky cez niekolko medzistupfiov poskytuju vlastny prekurzor AA 4'-O-
metylnorbelladin. Oxidativhym spojenim kruhov O-metylnorbelladinu v polohach orto'-para’
vznikd lykorinovy a homolykorinovy typ, poloha para’-orto' pripadd galantaminu a polohu
para-para’ nachadzame u krininového, haemanthaminového, tazettinového a

pankratistatinového typu.'3
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Obr. 2 Biosyntéza hlavnych struktdrnych typov AA!!
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Podla sp6sobu intramolekulového oxidativneho spojenia vznika 9 zdkladnych Strukturnych
typov. Kazda skupina ma svojho hlavného predstavitela: lykorinovy (lykorin), galantaminovy
(galantamin), haemanthaminovy (haemanthamin), homolykorinovy (homolykorin),
pankratistatinovy (pankratistatin), krininovy (krinin), tazettinovy (tazettin) a montaninovy

(montanin). Jednotlivé Strukturne typy su uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 1).

Tabulka 1 Prehlad zakladnych Struktdrnych typov Amaryllidaceae alkaloidov, ich hlavny
zastupcovia a priklady rodov, z ktorych boli izolované**

Struktdrny typ Hlavny zastupca Rod

OMe

Crinum

MeO
norbelladinovy Dy Galathus
N Chlidanthus
MeO |
Me Nerine

norbelladin

Ammocharis
Brunsvigia
Crinum
Cyrtanthus
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Zephyranthes

lykorinovy

Clivia
Galanthus
Hippeastrum
Leucojum
Lycoris
Narcissus

MeO
homolykorinovy
MeO

homolykorin
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Tabulka 1 (pokracovanie)

galantaminovy

galantamin

Crinum
Cyrtanthus
Galanthus

Leucojum
Lycoris
Narcissus
Zephyranthes

pankratistatinovy

OH
HOL _~_ LOH

0O OH
<

Zin
T

OH O

pankratistatin

Boophane
Heamanthus
Hymenocallis

Narcissus
Pancratinum
Zephyranthes

haemanthaminovy

haemanthamin

krininovy

"OH

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

tazettinovy

@)
Zin
T

OH O

tazettin

Clivia
Eucharis
Galanthus
Hyppeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Zephyranthes

montaninovy

"N H

montanin

Hippeastrum
Lycoris
Pancratinum
Scadoxus
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3.3 Vyskyt, izolacia a biologicka aktivita haemathaminu

Haemanthaminovy typ AA spolocne s lykorinovym typom predstavuju najcastejSie sa
vyskytujuce skupiny alkaloidov.’® Bol izolovany uZ zvelkého mnoistva rodov ako su
Ammocharis?®, Galanthus’, Crinum?, Hippeastrum®®, Narcisus?’, Nerine'®, Zephyranthes?! &i
Lykoris®®. Struktira haemanthaminu bola objasnend W.S. Wildmanom a H. M. Falesom v roku

1958.22

3.3.1 Vlastnosti haemanthaminu a izolacia

Sumarny vzorec haemanthaminu je C17H1904N. Systematicky nazov je (35,55,11bS)-3-metoxy-
4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-12-ol.

Relativna molekulovd hmotnost je 301,342.2% Jedna sa o tercidrny amin a vo svojej $trukture
ma dalej jednu alifatickd hydroxylovu skupinu, jednu metoxyskupinu, 1,3-dioxolanovy kruh,

jeden aromaticky kruh a dvojnu vazbu. Ako Cistd latka tvori bezfarebné krystaly.

Obr. 3 Struktdra haemanthaminu

Heamanthaminovy typ Struktdrne vychadza z5,10b-etanofenantridinu, ktory vznika
z norbelladinu para’-para’ oxidativnou cyklizaciou.?* Takto vznikd aj krininovy typ, ktory sa
odliSuje len konfiguraciou 5,10b-etanového mostika,’® ktora je navzajom opacna (jedna sa
teda o enantioméry)?> Na Obr. 4 st zobrazené $truktiry haemanthaminu a krininu, na ktorych

je mozné vidiet rozdiel v priestorovom usporiadani.
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haemanthamin krinin

Obr. 4 Struktiry haemanthaminu a krininu

K haemanthaminovému typu patria alkaloidy haemanthidin, vittatin, krinamin, hamayn

a bulbispermin.8

haemanthidin vittatin

krinamin

Obr. 5 Vybrané struktury haemanthaminového typu

Zakladna stratégia extrakcie alkaloidov z rastlin prebieha tak, Ze su v kyslom prostredi (napr.
zriedena HCI, H,SO4) prevedené alkaloidné bdzy na sol, ktora je rozpustna vo vodnej faze.
Organicka faza sa odstrani a s nou dalSie organické necistoty. Potom sa k vodnej faze prida
bazickd latka (napr. Na>COs), pomocou ktorej sa zvysi pH prostredia aspon na 9-10, aby
z alkaloidu opét vznikla volna baza a alkaloidy nasledne mozu prejst do organickej fazy. Vodna

faza sa odstrani a s nou i necistoty rozpustné vo vode. Tym ziskame organicku fazu obsahujucu
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len alkaloidy. Ztohto sumdrneho alkaloidného extraktu sa za vyuzitia beZnych
chromatografickych metéd izoluju jednotlivé alkaloidy. Cely proces izolacie je samozrejme

zlozitejsi. Uvedeny zjednoduseny popis je len zakladnou stratégiou pre izolaciu alkaloidov.

3.3.2 Biologicka aktivita alkaloidov haemanthaminového struktirneho typu

3.3.2.1 Protinadorova aktivita

V poslednej dobe sa velka pozornost venuje protinddorovej aktivite haemanthaminu a dalSich
alkaloidov haemanthaminového Struktirneho typu.

Haemanthamin a haemanthidin vykazuju znaénu in vitro cytotoxicitu voci niekolkym
nadorovym bunkovym linidm. Protinddorova aktivita bola testovana na bunkovych liniach
A549, OE21, U373, Hs683, SKMEL a B16F10 (tabulka 2). Haemanthidin dokonca vykazoval
vy$Siu cytotoxickd aktivitu neZ lykorin.?® Zistilo sa, Ze déleZitym Struktdrnym znakom pre
protinadorovu aktivitu je pritomnost B usporiadania 5,10b-etanového mostika, ktorym
disponuju prave alkaloidy haemanthaminového struktirného typu. Krininovy Struktdrny typ,

ktory ma a usporiadanie, bol uz neaktivny.?®

Tabulka 2 Protinddorova aktivita lykorinu, haemanthaminu a haemanthidinu voci vybranym
nadorovym liniam?2°

Alkaloid Bunkové linie in vitro ICso (LM) inhibicia rastu
SKMEL A549 OE21 Hs683 U373 B16F10
Lykorin 8,4+0,2 4,3+0,3 5104 6,7 0,3 7,6+0,2 6,3%+0,2
Haemanthamin | 8,5+%0,2 4,5+0,6 6,8+0,7 7,0+0,3 7,7%+0,5 6,810,2
Haemanthidin 4,2+0,2 40+0,4 3,7%£0,2 4,3+0,2 3,8+0,2 3,1+0,2

SKMEL — melandm, A549 — karcindm pluc, OE21 — nador dlazdicobunkového epitelu paZzeraku, Hs683

— glidm, U373 — glioblastdm astrocytov, B16F10 — mysi melaném
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V daldej Sstadii?’ bolo testovanych 13 AA aich cytotoxicita voli p53-negativnym
gastrointestindlnym ndadorovym bunkdm Caco-2 a HT-29. Popri tom boli zdravé ludské
intestinalne bunky FHs 74 Int pouzité ako kontrola celkove] toxicity. Spomedzi vsetkych
testovanych alkaloidov, len haemanthamin, haemanthidin a lykorin vykazali zna¢nu toxicitu
vocCi nadorovym bunkdm a nizku toxicitu voci bunkdm zdravym ako mézeme vidiet v tabulke

3. Z alkaloidov haemanthaminového typu vykazal najlepsie vysledky prave haemanthamin.

Tabulka 3 Protinddorovd aktivita lykorinu, haemanthaminu ahaemanthidinu voci
gastrointestindlnym nadorovym bunkdm a jednej zdravej bunkovej linii v porovnani so
$tandardom vinorelbinom.?’

Alkaloid Bunkové linie in vitro ICso (LM) inhibicia rastu
Caco-2 HT-29 FHs 74 Int
Lykorin 0,99 + 0,08 1,2+0,1 22,7+0,1
Haemanthamin 0,99+0,14 0,59 +0,01 19,5+ 8,9
Haemanthidin 3,3+0,9 1,7+0,1 11,6 £ 0,9
Vinorelbin 0,03+0,1 netestované 40+0,3

Caco-2 — kolorektalny adenokarcindm, HT-29 — ¢revny adenokarcinédm, FHs 74 Int - bunky zdravych
¢revnych fibroblastov

V §tudii, ktord bola publikovand v roku 200728 boli testované alkaloidy krinanového typu a len
haemanthamin a krinamin mali schopnost selektivne iniciovat apoptdézu u nadorovych buniek
potkanieho hepatoceluldrneho karcindmu 5123tc a zaroven nepdsobit cytotoxicky vodi linii
ludskych embryondlnych buniek obli¢iek HEK 293T v rovnakych koncentraciach.?° Na zaklade
tejto Studie bola stanovena ucéinnd davka k indukcii apoptdézy u 50 % nadorovych buniek na
12,5 uM pre krinamin a 15 puM pre haemanthamin.3°

Dalsimi testovanymi liniami boli HL-60 (bunky ludskej promyelocytarnej leukémie), HSC-2
(dlazdicobunkovy karcindm) a leukemickd linia Jurkat, u ktorych haemanthamin a
haemanthidin indukovali apoptézu. Expozicia haemanthaminu vyvolala apoptézu (bunky
Annexin V a propidium jodid dvojito pozitivne) u4 + 1 % po pdsobeni v koncentracii 1 uM,
resp. 22 + 1 % po pdsobeni v koncentracii 25 uM 3!

V neddvnej 3$tudii3? bolo testovanych 22 AA a ich protinddorovy potencidl. PouZilo sa 17
[udskych bunkovych linii rbéznych tkaniv. Medzi alkaloidmi bol aj haemanthamin
a haemanthidin, ktoré spolo¢ne s lykorinom mali najvyssie cytotoxické aktivity voci vSetkym

testovanym linidm ako je moZné vidiet v tabulke 4 a na obrazku 6.
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Tabulka 4 Proliferacia buniek po ovplyvneni alkaloidom v 17 bunkovych
uvedené v percentach.3?

(8= Rk {e Ty

g o o ol e =| o &
P glg|B 2| 53*“25¢9|=53- g243
PEFl |2 E%éizéisgsg@!%ghh
T g 3 5 %’ 5 3 E ES 3-% E] i 3 % = g |5 |5

1 HL60 |111) 99 | 113 110 [ 102 | 107 | 102 | 100|127 | 27 | 100|202 103| 96 | 100 99

2 Jurkat 99 | 94 93 97 1101|113 115 108 1.ln'_ 95 | 100 | 99 103 | 101 | 105 (132

3 MOLT-4 | 93 | 89 | 95 100 | 104 | 109 (117 | 109 | 105 | 89 | 104 | 99 107 | 98 | 110|119

a AS49 | 95 | 94 | 83 96 | 105|105 | 96 | 106 | 96 | 98 | 99 | 111 102| 100112 113
5 'H1299 | 91 [101] 85 85 [86 (95 (97 [ 927676 | 1 77 | 68 | 82 |100

"coLo-

6 1201 97 | 89 | 70 90 |93 | 96 [106| 95 |101 78 | 79 | 77 79 | 80 | 97 | 82

7 HT-29 a3 ] 74 | 57 73 | 98 | 98 (107|105 83 | 58 | 61 | 58 66 | 67 | 82 (107

2 | SW-430 | 92 | 85 | B4 93 96 (107 |101| 93 | 78 | B2 | 90 89 | 78 | 96 (108

g lags |100] B4 | 92 91 109|108 99 | 95 | 82 | 7a | 82 67 | 66 | 79 |113
1w |panc1 |94 [ 8176 102|107 | 102|102 | 85 | 86 | 82 80 | 81 | 98 119
11 |az780 | 96 | 98 |101 85 | 90 | 90 | 92 | 92 | 88 |102 91 | 100/ 91 |141
12 Hela | 92 | 82 | 84 104 (105 93 | 82 | 60 | 66 | 68 74 | 72 | 81 | o8
13 BT-549 | 92 | 92 | 76 96 |97 |95 [ 89 | 7D | 67 | 73 62 | 70 | 79 (107
14 |mcr7 | 98 | 94 | 54 |114 M 76 |27 104 [112] 112 [113 104 ] 101] 87 | 81 | 89 101 88 | 106|131

PADA-

15 ' MB-231 | 92 | 92 92 102 |102 | 94 | 90 85 | 96 | 104 85 | 90 | 93 (123
16 | SADS 96 100 92 98 (100 | 95 | 97 | BD | B3 | 77 85 | B7 [ 95 | 95
17  |mHDF | 99 | 98 | 87 115 (103 [103 | 93 | 81 | 84 | 98 95 | 88 | 99 |119

51-75%

HL-60 — promyelocytarna leukémia, Jurkat — T-bunkova leukémia , MOLT-4 — akitna lymfoblasticka
leukémia, A549 —karcinédm pltc, H1299 — karcindm plic, COLO-201 — adenokarcindm hrubého ¢reva,
HT-29 — kolorektdlny adenokarcinédm , SW-480 — adenokarcindm hrubého ¢reva , AGS — karcindm
zaludka , PANC-1 — karcindm pankreasu , A2780 — ovarialny karcindm , Hela - adenokarcindm krcka
maternice, BT-549 — karciném prsnika , MCF-7 — karcindm prsnika , MDA-MB-231 — karciném prsnika,
SAQS - osteosarkom , NHDF — ludské dermalne fibroblasty
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Obr. 6 Celkovy antiproliferativny efekt alkaloidov v percentach.?

Lykorin uz preukdzal protinadorova aktivitu v mnohych zvieracich modeloch, no
protinadorovy potencidl haemanthaminu este stale nie je dostatoCne preskimany. Kedze
dosiahol velmi dobré vysledky, bol vybrany na hodnotenie in vivo s cieflom posudit jeho
protinadorovy potencidl. Vo vSetkych experimentoch boli pouzité modely s Ehrlichovym
karcindbmom, ktory sa poOvodne objavil ako karcindm prsnika umysi. In vitro testy
protinadorovej aktivity potvrdili, Ze haemanthamin vykazuje dobru aktivitu voéi fudskym
nadorovym bunkdm prsnika. Nepreukdzal vsak Ziadnu aktivitu na mysSich modeloch
s Ehrlichovym tumorom. Tieto in vivo experimenty su v rozpore s predchadzajicimi pokusmi
vedeckej skupiny Furosava a kolektivu a su potrebné dalsie studie. V tomto vyskume s in vivo
modelmi bolo dokadzané, Ze haemanthamin ma antileukemicku aktivitu vo¢i bunkdm NIH/3T3
a predfzil prezitie mysi s Rauscherovou leukémiou.33

Neuspokojivé vysledky u mysi s Ehrlichovym tumorom moéZu mat sudvislost s nedavnou
farmakokinetickou Stddiou osudu haemanthaminu u potkanov. Podanie jediného
intravenézneho bolusu v davke 10 mg/kg viedlo k nadmernej distribucii haemanthaminu

v plazme, po ktorej nasledoval rychly pokles plazmatickej koncentracie alkaloidu a prevladalo



vylucenie do mocu. To nasvedcuje tomu, Ze haemanthamin sa neviaZze v tkanive, ale namiesto
toho je priamo vylGéeny z organizmu.3

V dalSej studii z roku 2017 bol testovany vplyv samotného haemanthaminu alebo v kombindacii
s butyratom sodnym na nadorové ovaridlne bunky A2780, pricom boli ako kontrolna linia
pozité nenadorové bunky ludskych MRC-5 fibroblastov.

Kombinacia haemanthaminu a butyrdtu sodného spoOsobila znacné znizenie proliferacie
buniek A2780 vporovnani so samostatnou liecbou butyrdtom sodnym alebo
haemanthaminom. Stéasna aplikacia nemala vyznamny vplyv na bunky fibroblastov MRC-5.3°
Dalsim $tudovanymi alkaloidom haemanthaminového typu bol vittatin, ktory bol testovany na
bunkovych linidch ¢revného adenokarcindmu HT-29 (ICso = 21,91 uM), plicneho karcinému
H460 (ICso = 15,88 uM) a oblickového karcindmu RFX393 (ICso = 29,57 uM). Bohuzial vsak
nedosahoval také hodnoty ICso ako haemanthamin a haemanthidin.3®

Testované boli aj 3a,6B-diacetylbulbispermin a 3a-hydroxy-6B-acetylbulbispermin (Obr. 7). U
tychto latok bola zistena aktivita na nddorové bunkové linie HL-60 (promyelocytdrna
leukémia) a mierne posobili i na CCF-STTG1 (astrocytdm), CHG-5 (gliom) a U251

(glioblastém).3”

3a-hydroxy-6B-acetylbulbispermin 3a,6B-diacetylbulbispermin
Obr. 7 Dalsie alkaloidy haemanthaminoveho typu $tudované z pohladu cytotoxického ucinku
Nedavno bol izolovany novy Strukturny analég N-methylhaemanthidin (Obr 8.) z rastliny
Zephyranthes candida.3® Zistilo sa, Ze tato latka dokdZe zniZit viabilitu buniek niekolkych

pankreatickych nadorovych linii (AsPC-1, BxPC-3 a Mia PaCa-2) a disponuje cytotoxickym

potencialom va¢sim nez ma gemcitabin a 5-fluoruracil.
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Tento analdg zastavuje bunkovy cyklus vo faze G2/M, indukuje apoptdzu, inhibuje glukdzovy
metabolizmus a inhibuje migraciu buniek v uvedenych nadorovych bunkovych linidch.
Molekularny mechanizmus protinadorového ucinku spociva, aspon Cciastocne, v inhibicii

signalnej drahy protein kinazy B.>°

Obr. 7 Struktura N-methylhaemanthidinu

Poslednym Studovanym alkaloidom haemanthaminového typu bol bulbispermin (Obr. 8.).
V roku 2012 prebehla studia, v ktorej sa zistilo, Ze tento alkaloid inhibuje v koncentracii 10 uM
proliferaciu glyoblastdmovych nadorovych buniek T98G a U373, ktoré su rezistentné na
apoptdzu. Bulbispermin ma taktiez silnu cytotoxicku aktivitu vo¢i nddorovym bunkam ludskej

leukémie HL-60. 40

<O
O
Obr. 8 Struktura bulbisperminu

Mechanizmus protinddorového Ucinku alkaloidov haemanthaminového typu bol
preStudovany len minimalne. Celkovy mechanizmus pravdepodobne spodiva vtom, Ze
haemanthamin inhibuje proteosyntézu blokovanim tvorby peptidovej vazby v kroku, kedy sa
peptidyltransferaza viaZze na ribozomalnu podjednotku 60S.4*

Neskor prebehla studia, v ktorej haemanthamin inhiboval rast buniek mysieho lymfému
L5178, ktoré su rezistentné vodi viacerym lieivdm, prostrednictvom tvorby komplexu s RNA.*?
V dalSej studii z roku 2014 bolo preukdzané, ze haemanthamin a haemanthidin indukuju

apoptézu u buniek T-lymfoblastdmovej leukémie Jurkat. Ziskané Udaje nasvedcuju tomu, Ze
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apoptdza bola sprevadzana aktivaciou kaspdz 3, 7, 8 a 9, dalej znizenim mitochondridlneho
membranového potencidlu a zastavenim bunkového cyklu v G1 a G2/M faze.3!

Haemanthamin v kombindcii s butyratom sodnym zadrZiaval bunky v G1 faze a sposobil
akumulaciu buniek v S a G2 faze. Potlacila sa fosforyldcia kindz CHk2 na treonine 68 a Chk1 na
serine 345 v ovaridlnych nadorovych bunkach A2780. Zaroven bola pozorovana down-
regulacia inhibiéného proteinu p21WAF/CirL Citlivost buniek na dvojkombinaénu lie¢bu vyzera

byt doprevadzana zvy$enim histédnovej acetylacie.®®

3.3.2.2 Antimalaricka aktivita

Daldi vyskum*® ukdzal, Ze niektoré alkaloidy haemanthaminového $truktirneho typu maju
antimalarické ucinky. Tieto alkaloidy maju vysoky inhibi¢ny potencial proti druhu Plasmodium
falciparum. Bolo testovanych 5 skupin AA, ato lykorinového, krininového,
haemanthaminového, tazettinového a galantaminového typu. Prebehlo testovanie aj na
rastlinnych vytazkoch zrastlin Pancratinum maritimum, Leucojum aestivum a Narcissus
tazetta ssp. tazetta, ktoré boli in vitro vyhodnotené ako schopné inhibovat Plasmodium
falciparum. Za najucinnejSie alkaloidy boli uréené haemanthidin, haemanthamin a lykorin,
naopak najslabsie boli galantamin a tazettin ako moZeme vidiet v tabulke 5.

Na zaklade tychto zisteni mbéieme povedat, Ze pre antimalaricky uUcinok je dolezZita

metyléndioxobenzénova ¢ast molekuly a tercidrny dusik bez metylu.*3

Tabulka 5 Hodnoty inhibiénych koncetracii 1Cso testovanych alkaloidov a Standardu
chlorochinu voéi P. falciparum T9,96 a K143

Alkaloid bl
P. falciparum (79,96) P. falciparum (K1)

Haemanthamin 0,703 0,433
Haemanthidin 0,348 0,352
Lykorin 1,026 0,379
3-Epihydroxybulbispermin 1,139 0,553
Krinin 2,110 1,650
Galantamin 4,38 15,93
Tazettin 5,420 5,080
Chlorochin - 6,06

21



3.3.2.3 Dalsia biologickd aktivita

Nedavne Studie ukdazali, Ze haemanthamin a jeho polosyntetické derivaty s metoxyskupinou
na uhliku C3 vykazuju silnu in vitro aktivitu proti influenza A virusu N5H1 s hodnotou ECso- 6,7
LM 44,45

O haemanthamine sa dalej zistilo, Ze ma antioxida¢né a antikonvulzivne Gg&inky.*

V roku 2013 boli alkaloidy haemanthaminového typu testované aj na inhibi¢na aktivitu voci
HUAChE a HuBuChE, no vykazali len velmi slabé inhibi¢né aktivity.*’

Haemanthidin ma protizdpalové a analgetické ucinky s aktivitou vy$Sou neZz kyselina
acetylsalicilova.*® TaktieZ pdsobi in vitro proti Trypanosoma brucei rhodesiense a v mensej

miere aj proti T. cruzi.*?

3.4 Priprava a biologicka aktivita polosyntetickych derivatov
haemanthaminu

KedZe haemanthamin disponuje Sirokou Skalou biologickych aktivit ajeho izolacia
z rastlinného materialu je pomerne jednoduch3a, bol tento alkaloid pouZity pre pripravu
dalsich latok, ktoré by boli eSte aktivnejsie nez je samotny haemanthamin.

V prvom rade sa vedie snaha o vyvinutie Uc¢inného a selektivneho protinadorového lieciva
odvodeného od haemanthaminu. Zatial vSak bolo pripravenych len niekolko derivatov a su
potrebné dalsie studie.

Okrem protinddorovej aktivity, zaujem vedeckych skupin vyvolala aj antimalaricka aktivita

a inhibi¢na aktivita voci HUAChE a HuBuChE.

3.4.1 Protinadorova aktivita derivatov haemanthaminu

Ndadorové ochorenia patria celosvetovo medzi hlavné priciny umrti vo vyspelych krajinach
a naviac sa predpoklada, Ze incidencia nddorov v rozvinutych krajindch neustéle porastie.?’

Ukazalo sa, Ze niektoré AA maju protinadorovu aktivitu so schopnostou indukovat apoptdzu.
Medzi tieto alkaloidy patri aj samotny haemanthamin, ktory vykazuje selektivitu k nddorovym

bunkdm, pri¢om jeho toxicita na bunky nenadorové a kfudové je relativne nizka.?”-?° Tieto
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zistenia viedli k priprave niekolkych sérii derivatov haemanthaminu, za ucelom preskimat
vztah medzi Struktirou a ucinkom a pripravit latky s ¢o najlepsimi vlastnostami.

Studia z roku 2015°° sa zaobera hodnotenim protinddorovych aktivit siedmych prirodnych AA
a32 polosyntetickych derivatov, ktoré od nich boli odvodené. Zalkaloidov
haemanthaminového typu boli najaktivnejSie derivaty haemanthaminu (6) a haemanthidinu

(7). Schémy priprav su zobrazené na Obr. 9 a 10.
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j’ OR ’[>(" —~OH

HO., i -
NI T

HO
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6a: R=Ac (100%)
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Obr. 9 Schéma pripravy derivadtov z haemanthaminu (6)°°
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Obr. 10 Schéma pripravy deriviatov z haemanthidinu (7)>°
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Vsetky derivaty boli testované na ich protinadorovu aktivitu vo¢i nddorovym bunkovym liniam

A2780,SW1573, T-47D a WiDr. Vysledky su uvedené v tabulke 6.

Tabulka 6 /n vitro antiproliferativna aktivita derivatov haemanthaminu (6) a haemathidinu

(7)50
. Glso (LJ.M)
Latk

atka A2780 SW1573 T47-D WiDr

6 0,68 +0,2 21+20 0,87 +0,4 12460
6a > 100 > 100 > 100 > 100
6b 27,2+ 10,0 295+ 12,0 72.3+27.0 63,3 + 350
6 191+1,0 21,9+40 46,1 * 30,0 32,8+ 22,0
6d > 100 > 100 > 100 > 100
6e > 100 > 100 > 100 > 100
6f > 100 > 100 > 100 > 100
68 15+01 27+0,1 44+15 35+20
6h 332420 391+200 78.6 + 24.0 674+ 340
6i 31,4470 298+3,0 > 100 589+ 12,0
6j > 100 > 100 > 100 > 100
6k 272450 22,0+ 20,0 > 100 > 100

7 15+01 20+10 18+1,0 27+20
7a > 100 > 100 > 100 > 100
7b 6,9+1,0 45+0,7 82+172 10,1+ 0,5
7c > 100 > 100 > 100 > 100
7d > 100 > 100 > 100 > 100
7e > 100 > 100 > 100 > 100

A2780 — ovarialny karcindm, SW1573 — pltcny karciném, T-47D — karcindm prsnika, WiDr — karcindm

hrubého ¢reva
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Z tychto vysledkov mozeme vyvodit zopar vztahov medzi Strukturou a aktivitou. DoleZita je
metoxyskupina na uhliku C3 spolu s hydroxylovou skupinou na uhliku C11.

Neaktivita derivatov 6i a 6j preukazala doéleZitost dvojitej vazby medzi uhlikmi C1 a C2.
Odstranenie metylendioxyskupiny taktieZ viedlo k menej aktivnej latke (6k), o naznacuje, zZe
tato skupina je taktiez doélezita pre ucinok. Haemanthidin (7), ktory ma hydroxyskupinu na
uhliku C6 sa povaZuje za rovnako aktivny ako haemanthamin (6). Acylacia hydroxylovych
skupin na uhlikoch C6 a C11 vyprodukovala menej aktivne derivaty (7a, 7c, 7d) oproti latke 7b,
ktora ma volnu hydroxylovu skupinu na uhliku C11 a nikotinova skupinu na uhliku C6.

V novej stadii zroku 2018°! bola 3truktira haemanthaminu pozmenend na derivaty
montaninového typu. Mechanizmus reakcie spociva v nukleofilnom ataku casti molekuly
s aktivovanou hydroxylovou skupinou na uhliku C11 a vytvori sa vazba medzi uhlikmi C10a-
C11, ¢o vedie k vzniku aréniového i6onu B. Vazba medzi C10a-C10b zanikne vplyvom nukleofilu
na uhliku C2, ¢o spdsobi translokaciu C1-C2 alkénu do pozicie C1-C10b a vznikd montaninovy

skelet. Cely mechanizmus reakcie je zobrazeny na Obr. 11.
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Obr. 11 Mechanizmus zmeny haemanthaminu na montaninovy $truktdrny typ.>*

Tymto spOsobom boli pripravené C2-substituované derivaty montaninového typu ako
mobzeme vidiet na Obr. 12. Adicia metoxydove] skupiny vedie k priprave alkaloidu mantinu.
Tento alklaoid uZ bol pripraveny®?, no jeho syntéza zahfiiala 24 krokov. Preto je tato
jednokrokova syntéza z haemanthaminu celkom vyznamna.

Medzi dalsie nukleofily, ktoré moézu byt pouzité pri tejto transformacii, patria etanol, allylové
a propargylové alkoholy, ¢o viedlo k latkam 3, 4 a 5. NavysSe do polohy C2 méZu byt velmi fahko
pridany primarny amin, indol a pyrol (6, 7, 8). V pripade indolu bola pozorovana len alkylacia

na uhliku C3, i ked su mozné alkylacie na dusiku N1 aj uhliku C3.
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Obr. 12 Schéma pripravy derivatov montaninového typu z haemanthaminu®!

KedZe chlorid 1 bol l'ahko pripravitelny, bol pouzity pre pripravu dalSich derivatov (9, 10, 11,
12), ako je moZné vidiet na Obr. 13A. Z derivatu 2 mozZeme pripravit bromid (13 - Obr. 13B).
Nakoniec bolo zistené, ze transformacia krininového na montaninovy Struktirny typ moze
prebehnut aj s haemanthidinom, pricom vznika mesylovany produkt na uhliku C6. (14 - Obr.

13C)
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Obr. 13 Modifikacie latky 1 (A), 2 (B) a haemanthidinu (C)>!
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Pripravené derivaty boli testované na 6 nadorovych bunkovych liniach. Bunkové linie A549,
SKMEL-28 a U373 su rezistentné voci apoptdze, zatial co MCF7, Hs683 a B16F10 su senzitivne.

Vysledky su uvedené v tabulke 7.

Tabulka 7 In vitro antiproliferativna aktivita pripravenych derivatov!

Latka Glso (LM)
A549 SKMEL-28 U373 MCF7 Hs683 B16F10

1 6 26 51 17 6 7
2 5 8 31 13 4 8

Mantin 3 4 5 4 3 3
3 59 > 100 > 100 82 > 100 40
4 10 14 20 20 7 7
5 23 28 42 28 24 10
6 59 65 72 44 67 10
7 18 9 9 23 24 4
8 86 67 >100 68 95 11
9 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
10 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
11 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
12 78 > 100 > 100 78 71 39
13 9 18 25 19 5 7
14 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 72

A549 — pltcny karcindm, SKMEL-28 — [udsky melaném, U373 — glioblastém, MCF7 — adenokarcinédm

prsnika, Hs683 — oligodendrogliém, B16F10 — mysi melandm

Z uvedenych vysledkov vidime, Ze niektoré derivaty skutocne inhibovali proliferaciu
nadorovych buniek v mikromolarnych koncentraciach. Medzi najucinnejsie latky patri mantin
a derivaty s hydroxylovou a indolovou skupinou na uhliku C2. Vybrané latky boli taktiez aktivne
proti glyoblastémovym bunkdam exprimujucim markery kmenovych buniek. Tieto vysledky
naznacuju, ze zlu¢eniny montaninového Struktirneho typu by mali byt podrobené dalsim
experimentom.

Protinddorovej aktivite derivatov haemanthaminu sa venovali aj 2 diplomové prace>3>, Zatial
bolo pripravenych 10 derivatov reakciou haemanthaminu s prisluSnym acylaénym ¢inidlom
(acylchloridom, popripade anhydridom) v prostredi pyridinu alebo tetrahydrofuranu za

pridania katalyzatoru dimetylaminopyridinu. VSetky pripravené derivaty su na Obr. 14.
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Obr. 14 Schéma pripravy derivatov haemanthaminu

Derivaty boli testované na ¢revnych nadorovych bunkovych liniach Caco-2, HT-29 a linii

zdravych buniek FHS-74 Int. Ziaden z derivatov viak nevykazal vyznamnu aktivitu.

3.4.2 Antimalaricka aktivita derivatov haemanthaminu

Malaria je jedno z najzavainejsSich parazitarnych ochoreni na svete. Je sp6sobend prvokmi
rodu Plasmodium, medzi najznamejsie patri P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale.>®
NajrozSirenejSim druhom je P. falciparum, ktory byva zaroven rezistentny na lieCbu
chlorochinom.5¢ Prvymi priznakmi maldrie st horuéka, triaska, bolest kibov, bolesti brucha,
zvracanie. MZe sa objavit aj pocit mravencenia v pokozke.>’

Vyskum ukazal, Ze alkaloidy haemanthamin a haemanthidin maju vysoky inhibi¢ny potencial
proti druhu P. falciparum.*® Po&as $tudie z roku 20128 boli tieto dve alkaloidy podrobené
dalSiemu vyskumu. Pripravenych bolo 31 derivdtov haemanthaminu (1), haemanthidinu (2),
ale aj 11-hydroxyvittatinu (3), ktory taktiez patri medzi alkaloidy haemanthaminového
truktdrneho typu. Dalej boli spoloéne s tymito alkaloidmi izolované a testované alkaloidy
vittatin (4), 8-O-demetylmaritidin (5) a 6-O-metylmaritidin (6). VSetky alkaloidy boli izolované

z rastliny Pancratinum canariense a ich Struktury su uvedené na Obr. 15.
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2For
K haemanthamin (1); Ri+Rz=-CHz, Ra=Me, R4=0H, Rs=H
R10.3_—% ’n: haemanthidin (2): Ry+R;=CH;-, Ry=Me, Ry=R:=0H
2|\ |-| 2la > 11-hydroxyvittatin  (3): Ry+Ry= CHE- Fll—RE_—H R4=0H
R,0° ~Fas N~ vittatin  (4): Rq+Ry=CHox-, Ry=Ry: R
R. 8-O-demethylmaritidin  {5): R4=Me, R9=FE3=R4=FE5=H

6-O-methylmaritidin  (6): Ry+Ry=CHy-, Ry=Me, R,;=0H, R;=OMe

Obr. 15 Struktury alkaloidov haemanthaminového typu testovanych na antimalarickd
aktivitu®

V prvej faze experimentu boli vykonané modifikacie derivatu haemanthaminu na hydroxylove;j
skupine, ktora sa nachadza na uhliku C11. Schémy takto pripravenych derivatov su na Obr. 16.
11-Acetylhaemanthamin (7) boli pripraveny acetyldciou acetanhydridom. Esterifikacia s p-
vinylbenzoovou kyselinou poskytla derivat 8, ktory ma termindlnu vinylovd skupinu.
Hydroxylova skupina bola taktiez acylovana niekolkymi chloridmi rozliénych vlastnosti, ¢o
viedlo k priprave esterov (9 az 12). Reakciou haemanthaminu (1) s N-bromsukcinimidom
vznikol epoxid (13). Oxidacia hydroxylovej skupiny Johnsonovym cinidlom viedla k vzniku
keténu (14) a ked bol tento derivat (14) vystaveny hydroxylamin hydrochloridu, vznikol
derivat 15. Reakciou 1 s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou vznikol derivat 16, ktory
bol identifikovany ako prirodny alkaloid apohaemanthamin. Polyhydroxylovany derivat 17 bol

ziskany reakciou s bromidom boritym. Reakciou 1 s peroxidom vodika vznikol N-oxid (18).
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Obr. 16 Schémy pripravy derivatov haemanthaminu modifikaciou hydroxylovej skupiny na
uhliku C1158

Dvojitd vazba haemanthaminu medzi uhlikmi C1-C2 bola modifikovana podla schém na Obr.
17. Hydrogenacia a bromdacia viedla k derivatom 19 a 20. Reakciou s N-bromoacetamidom
vznikla latka 21. AvSak ak tato reakcia prebiehala za bezvodnych podmienok, vznikol derivat
22. Hoffmanovou elimindciou 11-acetylhaemanthaminu (7) s dvoma alkylhalogenidmi vznikli
bifenylové derivaty 23 a 24. Pri tychto reakciach dosSlo k aromatizacii kruhu C a otvoreniu

kruhu D.
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Obr. 17 Schémy pripravy derivatov haemanthaminu modifikaciou dvojitej vazby medzi uhlikmi
C1-C2°8

Struktura alkaloidu haemanthidinu (2) bola taktiez modifikovana ako je vidiet na Obr. 18.
Acetylaciou acetahydridom a acylaciou niekolkymi odliSnymi acylchloridmi vznikli derivaty 25
az 28. Ked 2 reagoval s Johnsonovym cinidlom, bola oxidovanda len hydroxylova skupina na
uhliku C11 avznikol derivat 29. S ciefom oxidovat hydroxylovu skupinu na uhliku C6 bola
pouzita latka 2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1-yl)oxyl, ale namiesto laktamu vznikol derivat 30.

Latky 31 a 32 vznikli reakciou s bromidom boritym a kyselinou chlorovodikovou.

QA oM OH !
A OMe o OMe i sOMe _
o R s\ b N 26: Ry=H, Ry=Nic (81%)
-Ii\f H N) {0'1”“*"}[ P — {0]"“\ e 27: Ry=Ry=p-BrBz (40¥%)
o~y N o~ N 28: Ry=R;=COCH(CHj) (63%)
0*‘“ OH OR,
25 (100%) 3 :

/ d / \ \
9
) OMe } OMe OH oy
.» */)
e oo LI
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CHO HU

29 fiﬁ %) 30 (T6%) .}1 llrJ_-"".:r:l 32 (67%)

Obr. 18 Schéma pripravy derivatov haemanthidinu®®
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Boli u¢inené aj modifikacie hydroxylovej skupiny na uhliku C11 alkaloidu 11-hydroxyvittatinu
(3) ako je mozné vidiet na Obr. 19. Acetylacia 3 viedla k priprave latky 33. Derivat 34 bol
ziskany esterifikdciou za poutzitia (R)-(-)-metoxyfenyloctovej kyseliny (MPA). Acylaciou 3

niekolkymi odliSnymi acylchloridmi vznikli prislusné derivaty 35 az 37.

OH {}-‘:\.L
OH OAc
J) ,“:r
| i TS .“Jr’i}
- LHE-
O o {}_,
3 33 (100%)
c
b \
(HIF‘A
{}‘&{PA
- -F.}
<{}--]|\f/*-f,',ﬂ‘ Ji/
34 (74%) 35: R=Nic (47%)

36: R=p-BrBz (56%)
37: R=COCH(CHjy), (63%)

Obr. 19 Schéma pripravy derivatov 11-hydroxyvittatinu>8

Vsetky izolované alkaloidy a pripravené derivaty boli testované na in vitro antiplasmodialnu
aktivitu voci P. falciparum F32. Vysledky su uvedené ako inhibi¢né koncentracie ICsp v tabulke
7. Najlepsie vysledky dosiahli alkaloidy haemanthamin (1) a haemanthidin (2) s hodnotami ICso
1,3 uM a 1,2 uM. Avsak, derivat 35 sa prezentoval s najlepSou antiplasmodidlnou aktivitou

s ICso hodnotou pod 1 uM.
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Tabulka 7 In vitro aktivita proti P. falciparum F32 v porovnani so $tandardom chlorochinom.>®

Latka ICs0 (LM)
1 1,3+0,2
2 1,2+0,09
3 13,2+1,4
4 7,3+0,1
5 91,5+10,4
6 75,5+9,0
7 75,8 +8,7
8 > 100
9 51,7 +4,9
10 43,3+4,1
11 56,6 £ 8,1
12 8,4+1,7
13 1,6+0,1
14 73,5+10,0
15 95,5+9,5
16 92,9+14,8
17 13,4+1,8
18 > 100
19 99+1,3
20 6,5+0,9
21 62,6 +7,5
22 72,6 +5,0
23 73,4 +10,5
24 > 100
25 52,3+7,5
26 7,1+0,9
27 2,9+0,6
28 52,5+6,6
29 85,7+9,5
30 76,6 £9,6
31 72,1+10,0
32 84,2 +10,5
33 > 100
34 5,1+0,7
35 0,8 +£0,06
36 3,0+£0,6
37 7,0+1,2

Chlorochin 0,04
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Z vysledkov moZeme predpokladat niektoré vztahy medzi Strukturou a aktivitou pre
latky haemanthaminového typu. Pritomnost dvojitej vazby medzi uhlikmi C1-C2 v kruhu D
a metylendioxyskupiny na kruhu A hraju délezitu ulohu v antiplasmodialnej aktivite, kedZe su
pritomné v najviac aktivnych zlt¢eninach. Z vysledkov acylovanych derivatov haemanthaminu
(7-12), haemanthidinu (25-28) a 11-hydroxyvittatinu (33-37), mdézeme usudit, Ze volnd
hydroxylovd skupina na uhliku C11 je esencidlna u derivatov haemanthaminu s len jednou
hydroxylovou skupinou na uhliku C11. U derivatov 11-hydroxyvittatinu s hydroxylovymi
skupinami na uhlikoch C3 a C11, povaha acylskupin na uhlikoch C6 a C3 moduluje stratu
antiplasmodialnej aktivity, ktord je spojend s acylaciou hydroxylovej skupiny na uhliku C11.
Pritomnost dvoch aromatickych esterovych skupin na uhlikoch C3 a C11 ma za nasledok dobru
inhibi¢nu aktivitu.

Vysledky tejto Studie nasvedCuju tomu, Ze niektoré derivaty haemanthaminu su dobré

inhibitory P. falciparum a priprava dalsich derivatov ma zaujimavd buducnost.

3.4.3. Anticholinergna aktivita derivatov haemanthaminu

Alzheimerova choroba (AD) je atroficko degenerativne ochorenie $edej kdry mozgovej*? zatial
neobjasnenej etioldgie. Hlavnym znakom je rozvijajlca sa demencia. Jedna sa o najcastejsi typ
demencie, ktory spdsobuje problémy s pamatou, myslenim a chovanim, ktoré sa stupriuju
s vekom a? tak, Ze vyrazne zasahuju do bezného Zivota.®®

Pri¢iny AD su zatial nezndme. Na vzniku sa podielaju vnutorné a vonkajsie pric¢iny. Medzi
faktory, ktoré sa zucastnfiuju neurodegenerdcie patri tvorba amyloidu B, degeneracia t-
proteinu a kyslikové radikdly. Podla cholinergnej hypotézy su tieto symptémy sposobené
nedostato¢nou aktivitou acetylcholinu (ACh) v mozgu z dovodu jeho rozkladu enzymom
acetylcholinesterdzou (HUAChE).%!

Sucasna lie¢ba nedokaZe zastavit demenciu, ale dokaze docasne spomalit zhorSovanie
symptémov AD.®? V siéasnosti su v terapii vyuzivané inhibitory HUAChE a svoje vyuZitie maju
aj inhibitory butyrylcholinesterdzy (HuBuChE), ktoré taktiez dokazu zabranit rozkladu Ach®?,
pomahaju pri znizeni amyloidu B®3® a rastu neurofibrildrneho plaku.%>

Anticholinergna aktivita haemanthaminu bola testovana, no tento alkaloid bol neaktivny.

KedZe sa na Katedre farmaceutickej botaniky pravidelne testuju latky na anticholinergnu
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aktivitu, otestované boli aj pripravené derivaty haemanthaminu>3>4, ktoré boli zobrazené na

Obr. 14 a zistilo sa, Ze tieto latky su aktivne. Hodnoty ICso su uvedené v tabulke 8.

Tabulka 8 Hodnoty ICso testovanych derivatov vo¢i HUAChE a HuBuChE v porovnani so

$tandardom galantaminom®3°4
. ICso (LM)
Latka HUAChE HuBUChE
Haemanthamin > 1000 > 1000
LC-12 > 1000 > 1000
LC-11 876,63 £101,01 120,53 + 14,59
IM-1 835+ 129 203+8
IM-4A 289 + 30 298 £ 42
JM-5B 538 + 67 > 1000
IM-2A 632 + 46 140 £ 21
Galantamin 1,7+0,1 42,3+1,3

Z pohladu inhibicie HUAChE nevykdzala Ziadna z latok zaujimavui aktivitu. Medzi inhibi¢nymi

aktivitami voCi HuBUChE sa najlepSou aktivitou prezentoval derivat LC-11, vdaka ktorému sa

naskyta moznost dalSieho testovania.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Material, chemikalie a metody

4.1.1 Amaryllidaceae alkaloidy

Alkaloid haemanthamin bol izolovany z cibuli Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master na
katedre Farmaceutickej botaniky (spracovala PharmDr. Daniela Hulcova, Ph.D.) vramci
fytochemickych prac. Vyber alkaloidu sa uskutoc¢nil na zadklade prebiehajucich studii AA,

v ktorych boli pripravené derivaty za u¢elom $tudia vztahu medzi $truktirov a aktivitou.>3°*

4.1.2. Rozpustadla, chemikalie, detekéné Einidlo

Etanol, p.a. (Penta)

Chloroform, p.a. (Penta)

Pyridin, p.a. (Penta)

Etylacetat, p.a. (Penta)
Dimetylaminopyridin (DMAP), p.a. (Penta)
Pentanoylanhydrid, > 99% (Acros)
Hexanoylanhydrid, > 99% (Acros)
m-Toluoylchlorid, 2 99% (Acros)
p-Toluoylchlorid, > 99% (Acros)
3-Brombenzoylchlorid, > 99% (Acros)
3,5-Dimetoxybenzoylchlorid, > 99% (Acros)
3-Fluorbenzoylchlorid, > 99% (Acros)
2-Nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
3-Nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
2-Metoxybenzoylchlorid, > 99% (Acros)

Dragendorffovo Cinidlo (pripravované v laboratériu)
Material pre analyticku a preparativnu tenkovrstva chromatografiu

Kiesel SiO; F254, Merck, 20 x 20 cm, hlinikovd doska s vrstvou silikagelu pre TLC; vrstva 0,2

mm

36



4.1.3. Vyvijacie sustavy pre analyticku a preparativnu tenkovrstvu
chromatografiu

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

4.1.4. Strukturna analyza pripravenych derivatov

4.1.4.1 GC-MS analyza

GC-MS analyza bola pouzitd pre uréenie molekulovej hmotnosti pripravenych Ilatok.
K analyzam bol pouzZity plynovy chromatograf v spojeni s hmotnostnym spektrometrom
Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujucim v El rezime pri 70 EV. K separdcii
bola pouzita kolona typu DB-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Teplotny rozsah bol od 100-
300 °C, pri¢om v rozmedzi teplot od 100-180 °C vzrastala teplota o 15 °C/min. Pri dosiahnuti
180 °C bola tato teplota udrziavand po dobu jednej minaty a ndsledne stupala do 300 °C
rychlostou 5 °C/min a potom bola na tejto hodnote opat udrziavana 40 minut. Teplota
nastreku vzorku na kolonu bola 280 °C s rychlostou prietoku nosného plynu (hélia) 0,8 ml/min.
Detekéné rozmedzie m/z 40-600. Koncentracia nastrekovaného vzorku v metanole bola 1
mg/ml. Ziskané zname latky boli porovnané s datami v literature, Struktdrne nepopisané latky

boli charakterizované po prvykrat.

4.1.4.2 ESI-MS analyza

Latky, ktoré obtiazne ionizovali za podmienok El spektier, boli analyzované za ucelom ziskania
hodn6t Mr pomocou ESI ionizacie na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, idnova pasca,
ionizacia elektrosprejom v kladnom méde (ESI+). MS/MS spektra sa merali pri koliznej energii

40 eV. Latky boli pre experimenty rozpustené v metanole (1 mg/ml).
4.1.4.3 Hmotnostnd spektrometria s vysokym rozliSenim (ESI-HMRMS analyza)

Tato metdda bola pouzitd pre urcenie presnej hodnoty novo pripravenych av literature
doposial neuvedenych zlicenin. Hmotnostné spektra sa merali spektrometrom s vysokym
hmotnostnym rozliSenim UHPLC Waters Acquity I-Class s ionizaciou elektrosprejom v kladnom

mode a kombinovanym analyzatorom — kvadrupdl s analyzatorom doby letu Waters Synapt
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G7-Si. Vzorky boli merané v roztoku MeCN. Potom doslo k porovnavaniu teoretického m/s

s experimentdlne zistenym.

4.1.4.4 NMR analyza

NMR spektrd boli merané vroztokoch CDCls pripadne CD3OD pri teplote 25 °C na
spektrometre Varian Innova 500 pracujucom pri 499,87 MHz pre 'H jadra a 125,70 MHz pre
13C jadra. K oZarovaniu a detekcii signadlu bola pouZitd OneNMR sonda, 3irokopdsmova
dvojkanalova gradientovd sonda s regulaciou teploty. Chemické posuny boli zmerané ako
hodnoty & pars per milion (ppm) a boli nepriamo vztiahnuté k TMS ako Standardu pomocou
zbytkového signalu rozpustadla. Hodnoty chemického posunu pre CDCls st u atémov H 6 =
7,26 ppm auatéomov 3C § = 49,0 ppm. Meranim ziskané data su prezentované
v nasledujucom poradi: chemicky posun (6), integrovand intenzita 'H NMR spektier,
multiplicita (S: singlet, d: dublet, t:triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletov, m: multiplet, bs:

Siroky singlet) a integracna konstanta (Hz).
4.1.4.5 Optickd otdéavost

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

podla vzorca:

t —teplota merania =20 °C

D - linia sodikového svetla = 589,3 nm

o — namerana opticka otacavost [°C]

¢ — koncentracia nameraného alkaloidu [g x 100 mI?]

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

4.1.5.1 Stanovenie inhibi¢nej aktivity pripravenych derivdtov voci erytrocytarnej HUAChE
a sérovej HuBuChE

Inhibi¢na aktivita tychto enzymov bola merana na Katedre farmaceutickej botaniky,
Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové. Merali ich prof. RNDr. Lubomir Opletal a PharmDr.

Daniela Hulcovd, Ph.D. Podrobny popis tejto metédy je mozné najst v literatdre.%®

4.1.5.2 Stanovenie inhibi¢nej aktivity pripravenych derivdatov voci POP

Meranie inhibiénej aktivity vocli prolyloligopeptidaze prebehlo v spolupraci s Katedrou
toxikolodgie a vojenskej farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictva, Univerzity obrany Hradec
Kralové. Merala ich Mgr. Martina Hrabinova. Podrobny popis metddy je moziné najst

v literature.®’

4.1.5.3 Stanovenie cytotoxickej aktivity pripravenych derivdtov

Stanovenie cytotoxickej aktivity pripravenych derivatov prebehlo v spolupraci s Katedrou
lekdrskej biochémie, Lekdarskej fakulty v Hradci Krdlové, Univerzity Karlovej, za vyuZitia
systému xCELLigence. Testoval ich RNDr. Radim Havelek, Ph.D. Popis metddy merania za

vyuZitia pristroja xCELLigence je popisany v literature.?’

4.1.5.4. Stanovenie inhibicnej aktivity pripravenych derivatov voci GSK-36

Stanovenie inhibi¢nej aktivity vo¢i tomuto enzymu prebehlo vramci zahrani¢ného pobytu
v Taliansku. Merala ich Mgr. Daniela Hulcova. Podrobny popis metddy merania je mozné najst

v literature. %8
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4.2 Priprava polosyntetickych derivatov alkaloidu
haemanthaminu a ich Strukturna identifikacia

4.2.1 Priprava 11-0O-hexanoylhaemanthaminu (LC-52)
o)
\/\/\[(])/ \[O]/\/\/ e

DMAP, pyridin
=

Sumarny vzorec: C17H19NO4 Sumarny vzorec: C23H29NOs
Molekulovd hmotnost: 301,34 Molekulovda hmotnost: 399.4870

Obr. 20 Schéma syntézy 11-0O-hexanoylhaemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Nasledne bolo
pridanych 100 ul hexanoylanhydridu a katalytické mnoZstvo DMAP (2 mg). Reakénd zmes bola
mieSand pri laboratérnej teplote 3 hodiny. Potom sme pridali dalSich 100 pl
hexanoylanhydridu a miesali pri teplote 80 °C 2 hodiny. Reakéna zmes bola odparena do sucha
a chromatografovand pomocou preparacnej TLC. PouZitd mobilnd faza bola To:cHx:DEA
60:40:5. Zéna s produktom bola separovand z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo
sa 59 mg 11-0-hexanoylheamanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol 90

%.
Strukturna analyza 11-O-hexanoylhaemanthaminu

Systematicky nazov:

(3S,5S,11bS)-3-methoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-ethano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl hexanoat

EI-MS $tudia:
EI/MS m/z (%) 399 (100), 370 (10), 300 (10), 284 (37), 269 (51), 252 (34), 240 (35), 224 (74),
209 (57), 181 (50).
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Obr. 21 EI-MS studia 11-O-hexanoylhaemanthaminu
ESI-HRMS studia: m/z calcd for Caz3H29NOs [M+H]* 400.2124 found 400.2126

NMR studia:

Obr. 22 Struktura 11-O-hexanoylhaemanthaminu

IH NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

6.91 (1H, s), 6,46 (1H, s), 6,35 (1H, d, J = 10,0 Hz), 6,14 (1H, ddd, J = 10,0 Hz, J = 4,7 Hz, J= 1,0
Hz), 5,90 - 5,88 (2H, m), 4,97 (1H, ddd, J = 7,4 Hz, J = 3,4 Hz, J = 1,0 Hz), 4,35 (1H, d, J = 16,8
Hz), 3,85 - 3,81 (1H, m), 3,71 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3,44 — 3,26 (3H, m), 3,36 (3H, s), 2,24 — 2,18
(2H, m), 2,07 — 2,01 (1H, m), 1,94 (1H, td, J = 13,7 Hz, J = 4,7 Hz), 1,60 — 1,53 (2H, m), 1,36 -
1,23 (4H, m), 0,90 (3H, t, J = 6,8 Hz).
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13C NMR (126 MHz, 6§ CDCls, 25°C):
172,7; 146,6; 146,4; 134,4; 129,4; 127,8; 126,6; 106,5; 103,9; 100,8; 80,1; 72,6, 62,8; 61,2;
60,7; 56,5; 49,2; 34,4; 31,2; 28,4, 24,5; 22,2; 13,8.

Optickd otdcavost:
[a]p2° = +9,8° (c 0,449 CHCl3)

4.2.2 Priprava 11-0O-pentanoylhaemanthaminu (LC-53)

O O
DMAP, pyridin
»
Sumarny vzorec: C17H1sNO4 Sumarny vzorec: C22H27NOs
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulovy hmotnost: 385,4600

Obr. 23 Schéma syntézy 11-O-pentanoylhaemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Ndsledne bolo
pridanych 100 pl pentanoylanhydridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakéna zmes
bola miesana pri laboratérnej teplote 3 hodiny. Reakénd zmes bola odparena do sucha
a chromatografovanda pomocou preparacnej TLC. PouZita mobilna faza bola To:cHx:DEA
50:50:5. Zéna s produktom bola separovanad z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo
sa 54 mg 11-O-pentanoylheamanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol

58 %.
Strukturna analyza 11-O-pentanoylhaemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl pentanoat

EI-MS $tudia:
EI/MS m/z (%) 385 (100), 356 (10), 300 (12), 284 (28), 283 (28), 268 (45), 252 (30), 240 (29),
224 (70)210 (48), 181 (46).
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Obr. 24 EI-MS studia 11-0O-pentanoylhaemanthaminu

ESI-HRMS studia: m/z calcd for C22H27NOs [M+H]* 386.1967 found 386.1968

NMR studia:

Obr. 25 Struktura 11-O-pentanoylhaemanthaminu

1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

6,91 (1H, s), 6,47 (1H, s), 6,35 (1H, d, J = 10,3 Hz), 6,15 (1H, dd, J = 10,3 Hz, J = 4,9 Hz), 5,91 —
5,88 (2H, m), 4,98 (1H, dd, J = 7,3 Hz, J = 2,9 Hz), 4,36 (1H, d, J = 16,6 Hz), 3,86 — 3,81 (1H, m),
3,73 (1H, d, J = 16,6 Hz), 3,43 — 3,29 (3H, m), 3,36 (3H, s), 2,22 (2H, td, J = 7.3 Hz, J = 3,9 Hz),
2,08-2,03 (1H, m), 1,98 — 1,91(1H, m), 1,59 — 1,50 (2H, m), 1,38 — 1,28 (2H, m),

13C NMR (125 MHz, 6§ CDCls, 25°C):
172,7; 146,7; 146,4; 134,3; 129,5; 127,7; 126,4; 106,6; 103,9; 100,9; 80,0; 72,6, 62,8; 61,1;
60,6; 56,5; 49,2; 34,2; 28,3; 26,9; 22,2; 13,7.
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Optickd otdcavost:
[a]p?® = + 15,7° (c 0,508 CHCl3)

4.2.3 Priprava 11-0-(3-metylbenzoyl)-haemanthaminu (LC-55)

Sumadrny vzorec: C17H19NOs Sumarny vzorec: C25H25NOs
Molekulovd hmotnost: 301,34 Molekulovd hmotnost: 419,4770

Obr. 26 Schéma syntézy 11-0O-(3-metylbenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Nasledne bolo
pridanych 100 ul m-toluoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakénd zmes bola
mieSana pri laboratérnej teplote 3 hodiny. Na zaklade analytickej TLC bolo pridanych dalsich
100 pul m-toluoylchloridu a miesali pri teplote 80 °C 2 hodiny. Reakéna zmes bola odparena do
sucha a chromatografovana pomocou preparaénej TLC. Pouzitd mobilna faza bola To:DEA
95:5. Zéna s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo sa
56 mg 11-0-(3-metylbenzoyl)-haemanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie

bol 81 %.
Strukturna analyza 11-0-(3-metylbenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 3-metylbenzoat

EI-MS $tudia:
EI/MS m/z (%) 419 (49), 390 (5), 283 (43), 268 (35), 252 (20), 225 (47), 224 (50), 225 (47), 181
(20), 119 (100).
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Obr. 27 EI-MS studia 11-0-(3-metylbenzoyl)-haemanthaminu

ESI-HRMS studia: m/z calcd for CasH26NOs [M+H]* 420.1811 found 420.1806

NMR studia:

Obr. 28 Struktura 11-O-(3-metylbenzoyl)-haemanthaminu

1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

7,75 (1H, bs), 7,71 (1H, d, J = 7,4 Hz), 7,37 (1H, d, J = 7,4 Hz), 7,31 (1H, t, J = 7,4 Hz), 6,96 (1H,
s), 6,50 (1H, s), 6,43 (1H, d, J = 10,0 Hz), 6,12 (1H, dd, J = 10,0 Hz, J = 4,9 Hz), 5,92 — 5,89 (2H,
m), 5,20 (1H, dd, J = 6,8 Hz, J = 3,9 Hz), 4,40 (1H, d, J = 16,7 Hz), 3,88 — 3,84 (1H, m), 3,77 (1H,
d, J= 16,7 Hz), 3,56 — 3,41 (3H, m), 3,36 (3H, s), 2,40 (3H, s), 2,17 — 2,04 (2H, m).
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13C NMR (125 MHz, § CDCls, 25°C):
165,6; 146,7; 146,5; 138,2; 134,3; 133,8; 130,0; 129,9; 129,5; 128,3; 127,7; 126,5; 126,3;
106,6; 103,9; 100,8; 80,8; 72,5; 62,9; 61,2; 60,9; 56,5; 49,2; 28,5; 21,3.

Optickad otdéavost:
[a]p?° = +32° (c 0,1 CHCl3)
4.2.4. Priprava 11-0-(4-metylbenzoyl)-haemanthaminu (LC-57)
cl
o

DMAP, pyridin

>
t (80 °C)
Sumarny vzorec: C17H19NO4 Sumarny vzorec: C2sHasNOs
Molekulovd hmotnost: 301,34 Molekulovd hmotnost: 419,4770

Obr. 29 Schéma syntézy 11-0O-(4-metylbenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Ndsledne bolo
pridanych 100 ul p-toluoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakéna zmes bola
mieSana pri zvySenej teplote 80 °C 3 hodiny. Zmes bola odparenda do sucha
a chromatografovana pomocou preparacnej TLC. Pouzitd mobilnd faza bola To:DEA 95:5. Zéna
s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo sa 61 mg 11-

O-(4-metylbenzoyl)-haemanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol 87 %.
Strukturna analyza 11-0-(4-metylbenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 4-metylbenzoat

EI-MS studia:
EI/MS m/z (%) 419 (20), 390 (3), 283 (23), 268 (20), 224 (30), 225 (26), 181 (14), 119 (100), 91
(36).
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Obr. 30 EI-MS studia 11-0-(3-methylbenzoyl)-haemanthaminu
ESI-HRMS studia: m/z calcd for Ca6H26NOs [M+H]* 420.1811 found 420.1802

NMR studia:

Obr. 31 Strukttra 11-0-(3-methylbenzoyl)-haemanthaminu

IH NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

7,83 — 7,80 (2H, m, AA'BB’), 7,25 — 7,22 (2H, m, AA’BB’), 6.95 (1H, s), 6,50 (1H, s), 6,43 (1H, d,
J=10,1Hz), 6,11 (1H, dd, J = 10,1 Hz, J = 4.9 Hz), 5,92 — 5,87 (2H, m), 5,20 (1H, dd, J = 7,3 Hz,
J=3,6 Hz), 4,40 (1H, d, J = 17,1 Hz), 3,88 — 3,84 (1H, m), 3,78 (1H, d, J=17,1 Hz), 3,53 (1H, dd,
J=14,2 Hz, J = 6,8 Hz), 3,49 — 3,41 (2H, m), 3,36 (3H, s), 2,42 (3H, s), 2,17 — 2,06 (2H, m).

13C NMR (125 MHz, 6§ CDCls, 25°C):
165,5; 146,7; 146,5; 134,3; 129,5; 129,4; 129,1; 127,7; 127,4; 126,5; 106,6; 104,0; 100,9; 80,7,
72,5;62,9;61,2; 61,0; 56,5; 49,3; 28,5; 21,6.
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Optickd otdcavost:
[a]p?® =+ 18° (¢ 0,25 CHCls)
4.2.5. Priprava 11-0-(3-brombenzoyl)-haemanthaminu (LC-58)
o
Br\©/§o

DMAP, pyridin

= <
t (80 °C) o
Sumarny vzorec: C17H19NO4 Sumarny vzorec: C2aH22BrNOs

Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 484,3460

Obr. 32 Schéma syntézy 11-0O-(3-brombenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Nasledne bolo
pridanych 100 ul 3-brombenzoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakéna zmes
bola mieSana pri teplote 80 °C 3 hodiny. Na zaklade analytickej TLC bolo pridanych dalSich 100
ul 3-brombenzoylchloridu a zmes sa mieSala dalSie 3 hodiny. Zmes bola odparend do sucha
a chromatografovana pomocou preparacnej TLC. Pouzitd mobilnd faza bola To:DEA 95:5. Zdna
s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo sa 75 mg 11-

O-(3-brombenzoyl)-haemanthaminu vo forme bieleho oleja. Vytazok reakcie bol 93 %.
Struktdrna analyza 11-0-(3-brémbenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky nazov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 3-brombenzoat

EI-MS studia: v merani

ESI-HRMS studia: m/z calcd for C24H22BrNOs [M+H]* 484.0760 found 484.0763
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NMR Studia:

Br

Obr. 33 Struktura 11-O-(3-brémbenzoyl)-haemanthaminu

1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

8,04 — 8,01 (1H, m), 7,84 — 7,81 (1H, m), 7,68 — 7,65 (1H, m), 7,30 (1H, t, J = 7,8 Hz), 6,93 (1H,
s), 6,48 (1H, s), 6,40 (1H, d, J = 9,8 Hz), 6,12 (1H, dd, J = 9,8 Hz, J = 4,9 Hz), 5,90 — 5,88 (2H, m),
5,17 (1H, dd, J = 6,8 Hz, J = 3,4 Hz), 4,38 (1H, d, J = 16,6 Hz), 3,87 — 3,83 (1H, m), 3,75 (1H, d, J
= 16,6 Hz), 3,55 — 3,48 (1H, m), 3,46 — 3,40 (2H, m), 3,35 (3H, s), 2,13 (1H, dd, J = 13,5 Hz, J =
4,4 Hz), 2,02 (1H, td, J = 13,5 Hz, J = 4,4 Hz).

13C NMR (125 MHz, & CDCls, 25°C):
164,0; 146,6; 146,5; 134,9; 134,0; 132,3; 132,0; 129,9; 129,6; 127,7; 127,5; 126,5; 122,4;
106,6; 103,8; 100,8; 81,2; 72,3; 62,8; 61,1; 60,8; 56,5; 49,2; 28,5.

Optickd otdcavost:

[a]o? = + 66,9° (c 0,202 CHCl3)
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4.2.6. Priprava 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthaminu (LC-59)

Cl
MeO o
OMe
OMe
. OH OMe
J
<O \ DMAP, pyridin <O
0 N > 0
t (80 °C) OMe
Sumarny vzorec: C17H19NO4 Sumarny vzorec: C26H27NO7
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 465,5020

Obr. 34 Schéma syntézy 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Ndsledne bolo
pridanych 50 mg 3,5-dimetoxybenzoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakéna
zmes bola mieSand pri teplote 80 °C 6 hodin. Zmes bola odparend do sucha
a chromatografovand pomocou preparacnej TLC. Pouzitd mobilnd faza bola To:DEA 95:5. Zéna
s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo sa 52 mg 11-
0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol

68 %.
Strukturna analyza 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 3,5-dimetoxybenzoat

EI-MS $tidia:
EI/MS m/z (%) 466 (100), 284 (25), 252 (20)
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Obr. 35 EI-MS studia 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthaminu
ESI-HRMS studia: m/z calcd for CasH2sNO7 [M+H]* 466.1866 found 466.1862

NMR studia:

OMe

OMe

Obr. 36 Struktura 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthaminu
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1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

7.07 (2H, d, J = 2.3 Hz), 6,95 (1H, s), 6,64 (1H, t, J = 2.3 Hz), 6,50 (1H, s), 6,43 (1H, d, J = 9,8 Hz),
6,15 (1H, dd, J = 9,8 Hz, J = 4,9 Hz), 5,93 — 5,88 (2H, m), 5,17 (1H, dd, J = 6,9 Hz, J = 3,4 Hz),
4,40 (1H, d, J = 16,8 Hz), 3,88 — 3,85 (1H, m), 3,82 (6H, s), 3,77 (1H, d, J = 16,8 Hz), 3,54 (1H,
dd, J=14,2 Hz, J = 7,3 Hz), 3,48 — 3,41 (2H, m), 3,36 (3H, s), 2,16 — 2,11 (1H, m), 2.07 (1H, td,
J=13.1Hz, J=3.9Hz).

13C NMR (125 MHz, 6 CDCls, 25°C):
165,2; 160,6; 146,7; 146,5; 134,2; 132,0; 129,5; 127,7; 126,6; 107,0; 106,6; 105,4; 103,9;
100,9; 81,0; 72,5; 62,9; 61,2, 61,0; 56,5; 55,5; 49,2; 28,5.

Optickd otdcavost:
[a]p?® = v merani

4.2.7. Priprava 11-0-(3-fluorbenzoyl)-haemanthaminu (LC-60)

Cl
@]
F

DMAP, pyridin 0

> <
t (80 °C) 0

Sumarny vzorec: C17H19NO4 Sumarny vzorec: CaaH22FNOs
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 423,4404

Obr. 37 Schéma syntézy 11-0-(3-fluorbenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v 3 ml suchého pyridinu. Nésledne bolo
pridanych 100 pl 3-fluorbenzoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakénd zmes
bola mieSana pri laboratdrnej teplote 3 hodiny. Na zaklade analytickej TLC bolo pridanych
dalsich 100 ul 3-fluorchloridu a miesanych pri teplote 80 °C 2 hodiny. Reakénd zmes bola
odparend do sucha a chromatografovana pomocou preparacnej TLC. PouZitd mobilnd faza

bola To:DEA 95:5. Zdéna s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta
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a odparena. Ziskalo sa 32 mg 11-0-(3-fluorbenzoyl)-haemanthaminu vo forme bezfarebného

oleja. VytaZok reakcie bol 44 %.

Struktdrna analyza 11-0-(3-fluérbenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky nazov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-

12-yl 3-fludrlbenzoat

EI-MS studia:

EI/MS m/z (%) 423 (90), 283 (36), 268 (30), 252 (33), 224 (77), 181 (30), 123 (100), 95 (61).

Abundance
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Obr. 38 EI-MS studia 11-0-(3-fluérbenzoyl)-haemanthaminu

ESI-HRMS studia: m/z calcd for C24H23FNOs [M+H]* 424.1560 found 424.1561

NMR studia:

Obr. 39 Strukttra 11-0-(3-fluérbenzoyl)-haemanthaminu
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1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

7,72 (1H, dt, J = 7,8 Hz, J = 1,1Hz), 7,61 — 7,57 (1H, m), 7,42 (1H, td, J = 7,8Hz, J = 5,4 Hz), 7.27
(1H, ddd, J = 16,6 Hz, J = 2,5 Hz, J = 1,1 Hz) 6,95 (1H, s), 6,51 (1H, s), 6,42 (1H, d, J = 10.0 Hz),
6,14 (1H, dd, J = 10,0 Hz, J = 4,9 Hz), 5,93 — 5,91 (2H, m), 5,20 (1H, dd, J = 6,7 Hz, J = 3,4 Hz),
4,40 (1H, d, J = 17,1Hz), 3,89 — 3,85 (1H, m), 3,78 (1H, d, J = 17,1Hz), 3,57 — 3,52 (1H, m), 3,49
—3,42 (2H, m), 3,37 (3H, s), 2,18 — 2,12 (1H, m), 2,05 (1H, td, J = 13,2 Hz, J = 4,4 Hz).

13C NMR (125 MHz, & CDCls, 25°C):

162,5 (d, J = 247.1 Hz); 146,7; 146,6; 134,1; 132,3 (d, J = 77.0 Hz); 130;1 (d, J = 77,0 Hz); 129,7;
127,6; 126,5; 125,0 (d, J = 2.9 Hz); 120,1 (d, J = 17,6 Hz); 116,2 (d, J = 23.9 Hz); 106,7; 103,9;
100,9; 81,2; 72,4; 62,9; 61,2; 60,9; 56,5; 49,2; 28,5.

Optickd otdcavost:

[a]p?® = v merani

4.2.8 Priprava 11-0-(2-nitrobenzoyl)-haemanthaminu (LC-68)

NO, Cl

t (80 °C)
Sumarny vzorec: C17H19NOa4 Sumarny vzorec: C24H22N;07
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 450,45

Obr. 40 Schéma syntézy 11-0-(2-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Ndsledne bolo
pridanych 200 pl 2-nitrobenzoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakénd zmes
bola miesana pri teplote 80 °C 10 hodin. Zmes bola odparend do sucha a chromatografovana
pomocou preparacnej TLC. PouZita mobilna faza bola To:DEA 95:5. Zdéna s produktom bola
separovana z preparacnej dosky, premytd a odparenad. Ziskalo sa 47 mg 11-0O-(2-nitrobenzoyl)-

haemanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol 79 %.
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Struktdrna analyza 11-0-(2-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,55,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 2-nitrobenzoat

EI-MS stidia:

EI/MS m/z (%) 450 (100), 284 (47), 281 (39), 268 (18), 253 (20), 252 (25), 224 (23), 223 (29),
207 (7), 150 (25).

EI-MS studia:
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Obr. 41 EI-MS studia 11-0-(2-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

ESI-HRMS studia: m/z calcd for C24H23N207 [M+H]* 451.1505 found 451.1500

55



NMR Studia:

Obr. 42 Struktura 11-O-(2-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

7,82 (1H, dd, J = 7,6 Hz, J = 1,6 Hz), 7,71 — 7,60 (3H, m), 6,93 (1H, s), 6,48 (1H, s), 6,42 (1H, d, J
= 10,3 Hz), 6,17 (1H, dd, J = 10,3 Hz, J = 4,9 Hz), 5,91 — 5,88 (2H, m), 5,13 (1H, dd, J = 6,9 Hz, J
=3,9 Hz), 4,36 (1H, d, J = 17,1 Hz), 3,81 — 3,77 (1H, m), 3,75 (1H, d, J = 17,1 Hz), 3,52 (1H, dd, J
= 14,5 Hz, J = 6,9 Hz), 3,42 — 3,36 (2H, m), 3,33 (3H, s), 2,06 — 2,00 (1H, m), 1,79 (1H, td, J =
13,7 Hz, J = 4.4 Hz).

13C NMR (125 MHz, 6 CDCls, 25°C):

164,1; 148,5; 146,7; 146,5; 134,1; 132,6; 132,0; 130,0; 129,9; 127,2; 126,7; 126,5; 123,8;
106,6; 103,8; 100,9; 82,2; 72,4; 62,8; 61,0; 60,5; 56,5; 48,9; 28,1.

Optickd otdcavost:

[a]p?® = + 24,5° (c 0,101 CHCl3)
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4.2.9. Priprava 11-0-(3-nitrobenzoyl)-haemanthaminu (LC-74)

Cl
O

NO,

t (80 °C)
Sumarny vzorec: C17H19NO4 Sumarny vzorec: C2aH22N207
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 450,44

Obr. 43 Schéma syntézy 11-0O-(3-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Ndsledne bolo
pridanych 50 mg 3-nitrobenzoylchloridu a katalytické mnozstvo DMAP (2 mg). Reakénd zmes
bola mieSana pri teplote 80 °C 10 hodin. Zmes bola odparena do sucha a chromatografovana
pomocou preparacnej TLC. PouZitda mobilna faza bola To:DEA 95:5. Zéna s produktom bola
separovana z preparacnej dosky, premytd a odparena. Ziskalo sa 47 mg 11-O-(3-nitrobenzoyl)-

haemanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol 62 %.
Struktdrna analyza 11-0-(3-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 3-nitrobenzoat
El-MS Studia: v merani

ESI-HRMS studia: m/z calcd for C24H23N207 [M+H]* 451.1505 found 451.1506
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NMR Studia:

NO,

Obr. 44 Struktura 11-0-(3-nitrobenzoyl)-haemanthaminu

1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

8,72 (1H, bs), 8,41 (1H, dd, J = 7,7 Hz, J = 1,4 Hz), 8,24 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,65 (1H, t,J = 7,7 Hz),
6,93 (1H, s), 6,50 (1H, s), 6,42 (1H, d, J = 10,1 Hz), 6,16 (1H, dd, J = 10,1 Hz, J = 4,9 Hz), 5,93 -
5,89 (2H, m), 5,22 (1H, dd, J = 6,7 Hz, J = 3,0 Hz), 4,40 (1H, d, J = 16,8 Hz), 3,93 — 3,88 (1H, m),
3,77 (1H, d, J = 16,8 Hz), 3,60 — 3,42 (3H, m), 3,37 (3H, s), 2,17 (1H, dd, J = 13,6 Hz, J = 4,2 Hz),
2,04 (1H, td, J = 13,6 Hz, J = 4,2 Hz).

13C NMR (125 MHz, & CDCls, 25°C):

163,3; 148,2; 146,7; 146,6; 134,9; 133,9; 131,9; 130,0; 129,7; 127,5; 127,4; 126,6; 124,3;
106,7; 103,8; 100,9; 81,6; 72,3; 62,9, 61,2; 60,9; 56,6; 49,2; 28,6.

Optickd otdcavost:

[a]o2 = + 21,8° (c 0,27 CHCl3)
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4.2.10. Priprava 11-0-(2-metoxybenzoyl)-haemanthaminu (LC-78)

Cl
@]
OMe OMe
DMAP, pyridin
g OMe
t (80 °C)
Sumarny vzorec: C17H1sNO4 Sumarny vzorec: C2sH2sNOg
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 435,47

Obr. 45 Schéma syntézy 11-0O-(2-metoxybenzoyl)-haemanthaminu

50 mg haemathaminu (0,16 mmol) sa rozpustilo v3 ml suchého pyridinu. Ndsledne bolo
pridanych 100 pl 2-metoxybenzoylchloridu a katalytické mnoZzstvo DMAP (2 mg). Reakéna
zmes bola mieSand pri teplote 80 °C 10 hodin. Zmes bola odparend do sucha
a chromatografovand pomocou preparacnej TLC. Pouzitd mobilnd faza bola To:DEA 95:5. Zéna
s produktom bola separovana z preparacnej dosky, premyta a odparena. Ziskalo sa 59 mg 11-
O-(2-metoxybenzoyl)-haemanthaminu vo forme bezfarebného oleja. Vytazok reakcie bol 82

%.
Struktdrna analyza 11-0-(2-metoxybenzoyl)-haemanthaminu

Systematicky ndzov:

(3S,5S,11bS)-3-metoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-
12-yl 2-metoxybenzoat
EI-MS Studia: v merani

ESI-HRMS studia: m/z calcd for CasH26NOg [M+H]* 436.1760 found 436.1758
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NMR studia:

OMe

Obr. 46 Struktura 11-O-(2-metoxybenzoyl)-haemanthaminu

1H NMR (500 MHz, & CDCls, 25°C):

7,69 (1H, d, J = 2,0 Hz), 7,48 — 7,44 (1H, m), 6,97 — 6,94 (3H, m), 6,48 (1H, s), 6,45 (1H, d, J =
10,3 Hz), 6,12 (1H, dd, J = 10,3 Hz, J = 4,9 Hz), 5,90 — 5,87 (2H, m), 5,18 (1H, dd, J = 6.8 Hz, J =
3,4 Hz), 4,38 (1H, d, J = 17,1 Hz), 3,87 (3H, s), 3,85 — 3,82 (1H, m), 3,75 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3,52
—3,39 (3H, m), 3,35 (3H, s), 2,17 — 2,05 (2H, m).

13C NMR (125 MHz, § CDCls, 25°C):
164,9; 159,4; 146,6; 146,4; 134,4; 133,7; 131,4; 129,3; 127,9; 126,4; 120,0; 119,4; 111,9;
106,5; 104,0; 100,8; 80,7; 72,6; 62,8; 61,1; 60,8; 56,4; 55,7; 49,2; 28,2.

Optickd otdcavost:

[a]p® = +41,5° (c 0,265 CHCl3)

Boli pripravené este dalSie latky (LC-70, LC-73 a LC-80). Niektoré z tychto derivatov vykazali
zaujimavu biologicku aktivitu, ¢i uz iSlo o Studiu potencionalnej aktivity voci Alzheimerovej
chorobe alebo cytotoxicku aktivitu. V sucasnej dobe sa uvazuje o podani patentovej prihlasky,
ktorej obsahom by boli tieto latky, preto v tejto diplomovej praci nemézu byt uvedené ich
Struktury. Podrobny popis priprav zmienenych latok bude sucastou patentovej prihlasky alebo

vedeckého ¢lanku.

60



5. VYSLEDKY

5.1 Priprava derivatov haemanthaminu

V nasledujucej tabulke (Tabulka 9) st uvedené pripravené derivaty haemanthaminu so svojimi

vytazkami.

Tabulka 9 Pripravené zlGéeniny a ich vytaZzok

Kéd zltceniny Nazov zluceniny Vytazok
LC-52 11-0-hexanoylhaemanthamin 90 %
LC-53 11-0O-pentanoylhaemanthamin 58 %
LC-55 11-0-(3-metylbenzoyl)-haemanthamin 81 %
LC-57 11-0-(4-metylbenzoyl)-haemanthamin 87 %
LC-58 11-0-(3-brombenzoyl)-haemanthamin 93%
LC-59 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)-haemanthamin 68 %
LC-60 11-0-(3-fluorbenzoyl)-haemanthamin 44 %
LC-68 11-0-(2-nitrobenzoyl)-haemanthamin 79 %
LC-70 - 60 %
LC-73 - 94 %
LC-74 11-0-(3-nitrobenzoyl)-haemanthamin 62 %
LC-78 11-0-(2-metoxybenzoyl)-haemanthamin 82 %
LC-80 - 58 %
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5.2. Screening biologickych aktivit pripravovanych zlucenin

5.2.1. Inhibi¢né aktivity voc¢i HUAChE, HuBuChE a POP

Tabulka 10 Hodnoty ICso testovanych derivatov vo¢i HUAChE, HuBuUChE a POP

2 (4 ICso (LM)
Testovana latka
HUAChE HuBuChE POP
LC-52 > 500 > 100 t
LC-53 > 1000 > 500 t
LC-55 > 100 25,90+ 2,60 t
LC-57 > 100 > 100 t
LC-58 > 100 > 100 t
LC-59 79,00 £8,00 | 42,00+ 3,00 t
LC-60 80,00 +8,00 |41,90+3,40 t
LC-68 9,92 +0,45 > 100 t
LC-70 0,12 +£0,01 > 500 t
LC-73 0,17+£0,01 > 500 t
LC-74 3,99+0,25 > 500 t
LC-78 86,00 + 6,00 3,34+0,44 t
LC-80 t t t
Galantamin? 2,00+0,10 42,00 +1,30 t

a = referenc¢nd latka

t = v merani
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5.2.2. Cytotoxicka aktivita voc€i panelu vybranych bunkovych linii

Tabulka 11 Hodnoty ICso testovanych derivatov na vybrané nadorové bunkové linie

ICso (UM

K6d so (MM)

latky | Jurk HT- | PANC- | A- MCF | SAO | MRC
- | MoLT-4 | Asa9 | D AR IR TR ol Il
2,4 13

+ + + + + + +

MAEM | 4 | 12500 | DA% [24%| 25% | 223 21| 77 |23%| 254

03 05 | 05 | 06 | 02 | 03 | 5, | 05|06

LC-52 | > 10 > 10 >10 | >10 > 10 >10 | >10 | >10| >10 | >10
LC-53 | > 10 >10 >10 | >10 >10 >10 | >10 | >10| >10 | >10
LC-55 | > 10 >10 >10 | >10 >10 >10 | >10 | >10| >10 | >10
LC-57 | > 10 >10 >10 | >10 >10 >10 | >10 | >10| >10 | >10
LC-58 | > 10 >10 >10 | >10 >10 >10 | >10 | >10| >10 | >10
LC-59 - - - - - - - - - -

LC-60 | > 10 >10 >10 | >10 >10 >10 | >10 | >10| >10 | >10
LC-68 | > 10 > 10 >10 | >10 >10 >10 | >10 | >10| >10 | >10

5,3 2,6
’ 1,7+ | 2,2+ 7,2+ | 0,2 ’ 83+|23¢
- + + +
LC-70 0_1 50+0,2 0.1 01 >10 03 0,1 0_3 0,4 0,2

LC-73 | > 10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 | >10 | >10 | > 10
LC-74 | > 10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 | >10 | >10 | > 10

LC-78 | > 10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 | >10 | >10 | > 10
LC-80 - - - - - - - - - -

0,05 0,43 | 0,77 < 0,55 (0,44 | 0,10 | 0,72
DOX? * <0,01 * * - + * + *
’ 1
0,02 0,06 | 0,24 0.0 0,05 | 0,10 | 0,17 | 0,23

HAEM = haemanthamin

DOX? = doxorubicin (referencna latka)

Jurkat - T-bunkovd leukémia, MOLT-4 - akatna lymfoblastickd leukémia, A549 - karciném pluc, HT-29
- kolorektalny adenokarcindm, PANC-1 - karcinédm pankreasu, A-2780 - ovaridlny karcindm, Hela -
adenokarcindm krcka maternice, MCF-7 - karcindm prsnika, SAOS-2 - osteosarkém, MRC-5 - ludské
fibroblasty
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5.2.3. Inhibi¢na aktivita voci GSK-3p

Tabulka 12 Hodnoty ICso doteraz testovanych derivatov voci GSK-33

Nazov latky ICso (LM)
11-0-(3-metylbenzoyl)-haemanthamin 32,9+9,78
11-0-(2-nitrobenzoyl)-haemanthamin 31,5+1,9
11-0-(3-nitrobenzoyl)-haemanthamin 31,0+£0,2
11-0-(2-metoxybenzoyl)-haemanthamin 26,2+5,0
SB-415286° 70,0 nM

a = referencnd latka
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6. DISKUSIA A ZAVER

Rastliny ¢elade Amaryllidaceae su zname tym, Ze obsahuju Specificky druh Iatok, ktoré sa
nazyvaju Amaryllidaceae alkaloidy. Jednym z nich je aj haemanthamin, izochinolinovy alkaloid,
ktory disponuje Sirokym a doleZitym spektrom biologickych aktivit ako je protinadorova?e,
antivirovd***, antioxidacna?®, antimalarickd*® a antikonvulzivna aktivita*®.

Nedavne $tudie ukazali, Ze haemanthamin ma taktieZ apoptopicky Uc¢inok na bunky leukémie3!
a silny cytotoxicky potencidl proti rakovinovym gastrointestindlnym bunkdm.?” TaktieZ bola
testovand inhibicna aktivita voci acetylcholinesterdze a butyrylcholinesteraze (ICso HUAChE,
HuBUChE > 1000 uM).%7

KedZe je haemanthamin z pohladu biologickej aktivity velmi zaujimavou molekulou a podarilo
sa hoizolovat v pomerne velkom mnoiZstve (viac nez 10 g), bol poufZity pre pripravu derivatov,
aby sa mohol prestudovat vztah medzi Struktirou a biologickou aktivitou. Syntéze derivatov
haemanthaminu sa doteraz venovalo len zopar stadii, v ktorych boli pripravené latky
testované na protinddorovu aktivitu®®>%3354 antimalaricku aktivitu®® a inhibié¢nu aktivitu vogi
acetylcholinesterdzam>3°4,

Predlozend diplomova praca navazuje na predoslé diplomové prace vypracované na Katedre
farmaceutickej botaniky (Mgr. Zuzana Kavkova®3, Mgr. Jana Markova®*), ktoré sa taktie?
sustredili na pripravu derivatov roznych Amarillidaceae alkaloidov.

Primarnym cielom tejto diplomovej prace bolo pripravit latky s vy$Sou cytotoxickou aktivitou
vocCi nadorovym bunkam so zachovanim nizkej toxicity na bunky zdravé. Vsetky latky boli
pripravené na Katedre farmaceutickej botaniky po prvykrat.

V prvom kroku boli pripravené alifatické estery haemanthaminu. Modifikdcia prebehla na
volnej hydroxylovej skupine na uhliku C11. Latky boli pripravené reakciou haemanthaminu
s anhydridom prislusnej kyseliny za katalyzy DMAP. V minulosti uz bolo pripravenych niekolko
alifatickych esterov haemanthaminu®3>*, ktoré boli testované na cytotoxickd aktivitu, no
Ziaden z derivdtov nevykazal zaujimavé vysledky. Vramci tejto diplomovej prace boli
pripravené 2 alifatické derivaty, ktoré boli testované na nadorovych liniach Jurkat, MOLT-4,
A549, HT-29, PANC-1, A-2780, HeLa, MCF-7, SAOS-2 a MRC-5. Bohutzial, ani v tomto pripade

nebola pozorovana zaujimava aktivita.
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V druhom kroku boli pripravené aromatické estery. Latky boli pripravené reakciou
haemanthaminu s chloridom prislusnej kyseliny. Aromatické estery pripravené vramci
predoslej 3tudie®* nevykazali zaujimavu cytotoxicitu. Preto sa vtejto diplomovej praci
pokracovalo v syntéze dalSich 11 aromatickych derivatov s rozliénymi substituentmi v roznych
polohach na aromatickom jadre. Z doteraz otestovanych derivatov, vykazal zaujimavu
cytotoxickd aktivitu voci vSetkym testovanym bunkovym liniam derivat LC-70, ktorého
Struktura nie je uvedena v tejto praci z dévodu planovaného podania patentovej prihlasky.
Inhibicia enzymov HUAChE a HuBuChe je déleZita v liecbe AD. Takmer vSetky derivaty boli
testované na Katedre farmaceutickej botaniky na inhibicnd aktivitu voci obom
cholinesterdzam. Ostatné derivaty budu Studované v najblizsej dobe. V minulosti uz prebehlo
testovanie niekolkych derivatov haemanthaminu®3>4,

Z pohladu inhibicie HUAChE boli najaktivnejsie derivaty LC-70 (ICsp= 0,12 + 0,01 uM) a LC-73
(ICso = 0,17 + 0,01 pM). Struktury tychto latok nemozu byt popisané v tejto praci kvoli
patentove] prihlaske. Avsak, z Udajov, ktoré mozu byt zverejnené, sa daju vyvodit niektoré
vztahy medzi Struktirou ainhibi¢nou aktivitou voci HUAChE. Aktivita bola zvysenda pri
nitrobenzoylderivatoch. NajaktivnejSia pozicia nitroskupiny bola poloha 3 na benzénovom
jadre.

V testoch inhibicie voli HuBuChE bol najaktivnejsi derivat 11-O-(2-metoxybenzoyl)-
haemanthamin (ICso = 3,34 + 0,44 uM). Z vysledkov mézeme usudit, Ze najlepsie aktivity mali
derivaty s metoxyskupinou na benzénovom jadre, pricom najaktivnejsia bola poloha 2.
Prvykrat boli derivaty otestované aj na inhibi¢nu aktivitu voci GSK-3B. Testované boli zatial 4
latky. Najlepsiu aktivitu vykazal 11-O-(2-metoxybenzoyl)-haemanthamin (1Cso = 26,2 £ 5,0 uM).
Ostatné derivaty budu este testované v najblizsej dobe.

Vzhladom krole POP ako podpornej terapie liecby AD, bude snaha testovat pripravené
derivaty aj na inhibi¢nu aktivitu voci POP.

Aromatické derivaty heamanthaminu su z pohladu potenciondlneho vyuzitia v terapii AD
zaujimavé a priprave dalSich typov derivatov (étery, aminy) bude v buducnosti venovana

pozornost.
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Kandidat: Viera Bodorikova

Skolitel: doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Syntéza derivatov haemanthaminu a ich biologicka aktivita

Haementhamin, izochinolinovy alkaloid ¢efade Amaryllidaceae, disponuje Sirokym a dolezitym
spektrom biologickych aktivit ako je protinddorovd, antivirovd, antioxidacna, antimalarickd
a antikonvulzivna aktivita.

Biologicka aktivita heamanthaminu Uzko suvisi s jeho Struktirou. Modifikovanim rozli¢nych
Casti jeho molekuly m6Zzeme identifikovat vztahy medzi Struktdrou a aktivitou. S tymto ciefom
bolo pripravenych 13 derivatov alkaloidu haemanthaminu za pouZitia analytickej
a preparativnej TLC. Ziskané latky boli podrobené strukturnej analyze pouzitim MS, HRMS, 1D
a 2D NMR spektroskopickych technik.

Pripravené latky boli testované na ich inhibiénd aktivitu vocli fudskej erytrocytickej
acetylcholinesteraze (HUAChE) a ludskej sérovej butyrylcholinesterazee (HuBuChE).

Najlepsiu aktivitu vykazali aromatické estery LC-70 (ICso Huache = 0,12 £ 0,01 uM) a LC-73

(ICs0 Huache =0,17 + 0,01 pM).

Cytotoxicka aktivita bola testovand na liniach zdravych a nadorovych buniek. Zaujimavu
aktivitu vykdzal analég LC-70. Styri derivaty boli otestované aj na GSK-3pB inhibi¢nu aktivitu.
Najlepsie vysledky mal 11-0-(2-metoxybenzoyl)-haemanthamin (ICso = 26,2 £ 5,0 uM).
Vysledky nasved¢uju tomu, Ze niektoré derivaty haemanthaminu mézu sluzit ako ,lead

structures” pri vyvoji potenciondlnych lieciv.

Kld¢ové slova: alkaloid, haemanthamin, derivaty, Alzheimerova choroba, cytotoxicita
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Haemanthamine, an isoquinoline Amarillidaceae alkaloid, exhibits a wide and important range
of biological activities, including antitumor, antiviral, antioxidant, antimalarial and
anticonvulsant.

Biological activity of haemanthamine relatives closely with its structure. By modifying the
different parts of the molecule, we can identify some structure-activity relationships. With this
aim, the thirteen semisynthetic analogues of alkaloid haemathamine were prepared and
purified using analytic and preparative TLC methods. The obtained substances were then
subjected to structural analysis, specifically, there were used MS, HRMS, 1D and 2D NMR
spectroscopic techniques.

Prepared compounds were tested on its possibility to inhibit human erythrocytic
acetylcholinesterase (HUAChE) and human serum butyrylcholinesterase (HuBuChE).

The most promising biological activities have been shown by aromatic esters labelled as LC-
70 (ICso Huache = 0,12 £ 0,01 pM) and LC-73 (ICso Huache =0,17 £ 0,01 uM).

The cytotoxic activity of prepared compounds has been studied on panel of cancerous and
noncancerous cells. Interesting activity have been shown by analogue LC-70.
Four derivatives have been tested for its GSK-3B inhibitory activity. The best activity had 11-
O-(2-methoxybenzoyl)-haemanthamine (ICso = 26,2 + 5,0 uM). The results suggest that some

haemanthamine analogues can be used as a “lead structures” for potentional drugs.

Key words: alkaloid, haemanthamine, derivatives, Alzheimer desease, cytotoxicity
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