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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA Amaryllidaceae alkaloid(y)

AD Alzheimerova choroba

AChE acetylcholinesterasa

AlA antigenem indukovana artritida
BuChE butyrylcholinesterasa

CIA kolagenem indukovana artritida
DMARDs nemoc modifikujici antirevmaticka léciva
ECso polovi¢ni efektivni koncentrace
GSK-3p glykogen syntasa kinasa-3f3

HDAC2 histondeacetylasa 2

HEB hematoencefalicka bariéra

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti
CH2Cl dichlormethan

CHCl3 chloroform

ICso poloviéni inhibi¢ni koncentrace

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

NMR nuklearni magneticka rezonance

p53 tumor supresorovy gen

PAL fenylalaninamoniaklyasa

PAMPA paralelni test propustnosti umélé membrany
POP prolyloligopeptidasa

Rh-123 rhodamin-123 (fluorescencni barvivo)
TLC tenkovrstva chromatografie



Tabulka 1: Seznam bunécénych linii uvedenych v textu diplomové prace

Bunécné linie (BL)

Zkratka Nazev

HT29 Adenokarcinom tlustého stfeva

H460 Nemalobunécny karcinom plic

RXF393 Karcinom ledviny

MCF7 Karcinom prsu

OVCAR3 Adenokarcinom vajec¢nikU

L6 BL z potkanich kosternich myoblast(

Jurkat Akutni leukémie T-bunék

MOLT-4 Akutni lymfoblastickd leukémie

A549 EpitelidIni karcinom plic

PANC-1 EpitelidIni karcinom slinivky bfisni

A2780 EpitelidIni karcinom vajecnikd

Hela Karcinom délozniho hrdla

SAOS-2 Osteosarkom

MRC-5 Nenadorova BL — zdravé plicni fibroblasty
BL odvozena z ledvin africké zelené opice

Vero " . .
(ko¢kodan — Cercopithecus aethiops)

HepG2 Hepatocelularni karcinom

P-388 BL mysi lymfocytarni leukémie

BL6 BL mysiho melanomu

Hs578T Karcinom prsniho epitelu

MDA-MB-231 Adenokarcinom prsu

HCT-15 Adenokarcinom tlustého streva

SK-MEL-28 Maligni melanom

L5178 MDR BL mysiho lymfomu

SW1573 Karcinom plic

T47-D Karcinom prsu

WiDr Karcinom tlustého streva




1 UvoD

Lidé se odjakZiva snaZi |éc¢it neduhy pomoci pfirodnich latek. Zpocatku je uZzivali
ve smési v podobé rlznych rostlinnych nebo Zivocisnych drog, bud pfimo nebo ve formé
léCivych pfripravk(. Srozvojem chemie, a predevsim fytochemie, se objasnilo, co stoji
za lé¢ivymi ucinky rostlin. Je to fada primdrnich asekunddrnich metabolitl, které maji
nejrizné;jsi biologické ucinky. Mezi jedny z nejd(ilezitéjSich a biologicky velmi aktivnich latek
patfi alkaloidy.

Alkaloidy jsou ptirodni latky organické povahy ave své strukture obsahuji dusik
nejcastéji vazany v heterocyklu. Jedna se o sekundarni metabolity rostlin, které na rozdil
od primarnich metabolitd nejsou nezbytné pro zakladni Zivotni funkce. Prekurzory syntézy
alkaloidU jsou obvykle aminokyseliny. Vyskyt alkaloidU je typicky ve vyssich rostlindch, avsak
identifikovany byly i u kapradorosttl, napriklad u plavuni a preslicek, a dokonce i u nékterych
hub jako jsou namelové alkaloidy produkované pali¢kovici nachovou, Claviceps purpurea (Fr.)
Tul. (Clavicipitaceae). U zZivocichll se alkaloidy vyskytuji pouze vyjimecné. V ZivociSném
organismu se mohou objevit, kdyz je alkaloid pfijiman potravou nebo ho umi sdm syntetizovat,
jako je tomu v pripadé exkretl koznich ZIaz mloka nebo stonozky, u které plsobi jako repelent.
Uloha alkaloid pro rostlinu dosud neni zcela objasnéna. Jejich pfitomnost mlze plnit
ochrannou funkci rostliny pred parazity, chorobami a okusu byloZravci.

Jak jiz bylo feceno, alkaloidy disponuiji velkou rfadou biologickych ucinkd, které mohou
byt €asto a? toxické, samoziejmé v zavislosti na davce. Uinek alkaloidd méze byt i druhové
selektivni, kdy napfiklad listy ruliku jsou pro ¢lovéka toxické, ale pro kralika nikoli, jelikoz ma
v krvi enzym, ktery dokdazZe L-hyoscyamin rozstépit na kyselinu tropovou a tropin. Jiz zminény
L-hyoscyamin ma spasmolytické a mydriatické ucinky a pouZiva se ve formé racemické smési
jako atropin v oénim lékarstvi. Ze skupiny namelovych alkaloid( se ergometrin uplatriuje jako
uterotonikum k zastaveni délozniho krvaceniv porodnictvi a pro zvladnuti migrendznich stavi
je pouzivan ergotamin. Kurare obsahuje smés alkaloid(, které stoji za ucinkem sSipového jedu,
jenZ vyvolava postupné ochrnuti svalstva véetné dychacich sval(, ¢ehoz je vyuzivano indiany
pfi lovu zvére. PFfi zevnim poufZiti kapsaicin drazdi nervova zakonceni v kdzi a vyvolava pocit
tepla aprokrveni, aproto se pouzivd ve formé naplasti pfi revmatismu, neuralgiich
a neuropatickych bolestech. Dalsim prikladem jsou alkaloidy opia, morfin a kodein. S indikaci

téchto dvou latek se mlzeme béiné setkat v praxi, kdy je morfin pouzivan jako



analgetikum-anodynum a kodein disponuje ucinky analgetickymi a antitusickymi. Tlumi tedy
drazdivy kasSel. V klinické praxi nasel indikaci igalanthamin, Amaryllidaceae alkaloid, ato
v terapii Alzheimerovy nemoci (AD), kdy galanthamin pusobi jako kompetitivni reverzibilni
inhibitor acetylcholinesterasy (AChE). [1] [2]

Amaryllidaceae alkaloidy (AA) jsou specifickou skupinou alkaloidi, které se takrka
vyhradné nachdzeji v ¢eledi Amaryllidaceae, podle které dostaly i svij ndzev. Doposud bylo
izolovdno apopsano vice nez 500 AA rUzné chemické struktury, podle které se radi
do jednotlivych typl. Mezi nejdilezitéjsi a nejprozkoumané;jsi rody této Celedi patfi: Narcissus
L., Galanthus L., Lycoris Herb., Haemanthus L. a Nerine Herb. DalSim zajimavym rodem je rod
Hippeastrum Herb., ktery obsahuje AA jako jsou haemanthamin, lykorin, homolykorin,
montanin, ambellin, galanthamin a vittatin. Nékteré z nich vykazuji vyznamnou cytotoxickou
aktivitu aradu dalSich biologickych ucinkd, jako jsou ucinky antibakteridlni, antivirové
a antiprotozoalni. Diky jejich chemické struktufe je také moZno pfipravit polosyntetické
derivaty, a tak ovlivnit jejich vlastnosti.

Ptiprava chemickych derivat( pfirodnich latek je jedna z cest, jak najit novd a bezpecna
|éCiva. Touto cestou Ize zménit farmakologické a farmakokinetické vlastnosti dané latky. Latka
se mUZe stat aktivnéjsi, muze se ovlivnit jeji prostupnost nebo odstranit ¢i zmirnit jeji negativni
plUsobeni v organismu. JiZz z praxe je znama rada derivatQ alkaloid(i, které se v dnesni dobé
Uspésné pouzivaji v terapii nejriznéjSich onemocnéni. Pfikladem je synteticky derivat
fyzostigminu, rivastigmin, ktery se pouziva vterapii AD. K pfipravé rivastigminu vedly
nevyhodné vlastnosti fyzostigminu, jako je nizky terapeuticky index a kratky biologicky
polocas.

Od cytotoxickych vinka alkaloid( byly odvozeny analogy vinorelbin a vinflunin, jejichz
mechanismus Ucinku spociva ve vazbé na tubulin a nasledné inhibici mitdzy béhem metafaze
bunééného cyklu. V terapii rdznych nadorovych onemocnéni se dale uplatnuje paklitaxel
ziskavany polosyntetickou cestou z 10-deacetylbakatinu lll, ktery je izolovan z jehlic tisu
cerveného, Taxus baccata L. (Taxaceae). Mimo jiné syntéza derivati mlze pomoci objasnit
vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou latek. [3] [4]

Jak jiz bylo uvedeno, iz nékterych AA byly pfipraveny polosyntetické analogy, které
zatim nejsou pouzivany, ale jiz ukazaly zajimavé vysledky. Mezi ty nejdllezitéjsi pati derivaty

haemanthaminu, lykorinu, ambellinu a vittatinu.
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2 CIiL PRACE

Hlavni ndpIni diplomové priace byla pfiprava polosyntetickych derivatd
Amaryllidaceae alkaloidu vittatinu pro studium vztahu struktura ucinek, identifikace jejich

struktur a hodnoceni jejich biologickych aktivit.

Dilci cile diplomové prace zahrnuji ukoly:
1) ZpracovanireSerSe na téma rod Hippeastrum a biologické aktivity alkaloid( a jejich
derivatl existujicich vtomto rodé a shrnout soucasné znalosti na toto téma.
2) Priprava polosyntetickych derivatu vittatinu a jejich identifikaci.
3) Stanoveni biologickych aktivit pfipravenych derivata.

4) Vyhodnoceni vysledk(l a vypracovani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 CELED AMARYLLIDACEAE
3.1.1 Charakteristika celedi

Celed Amaryllidaceae zahrnuje asi 65 rodd a cca 850 druh(, aviak udavané pocty rodd
a druht se mohou lisit podle zdroje informaci. Rostliny této celedi jsou volné rozsifeny
v mirnych, subtropickych itropickych oblastech. Nejvice se vyskytuji v jizni Africe, Jizni
a Stfredni Americe a na evropském kontinentu v oblasti Stfredomofi. Mnozi ze zastupcl se
péstuji i pro okrasné ucely, napftiklad klivie, ktera je ozna¢ovana jako femenatka diky vzhledu
svych listd. Mezi nejrozsifenéjsi a nejznaméjsi rody patti: Leucojum L., Galanthus L., Narcissus
L., Crinum L., Amaryllis L., Clivia L. Haemanthus L., Hippeastrum Herb., Sternbergia
Waldst. & Kit., Agapanthus L'Her. a mnoho dalSich. [5][6][7]

Také na uzemi Ceské republiky se mGZeme setkat s nékterymi zastupci této celedi, jimiz
je napriklad snézenka podsnéznik (Galanthus nivalis L.), bledule jarni (Leucojum vernum L.)

a rlizné druhy rodu Narcissus L. [8], které zkrasluji zahrady a parky kazdy rok na jare.

Obradzek 1 zleva — Galanthus nivalis L., Leucojum vernum L.

Zastupci Celedi Amaryllidaceae jsou vytrvalé byliny. Charakteristickym rysem jsou
pro né podzemni organy ve formé oddenk(, hliz nebo cibuli. Stonek maji zpravidla bezlisty
a listy vyrastaji rovnou z cibuli, hliz ¢i oddenk. Tvar listd byva uzky mecovity a jsou podélné
Carkovité. Kvéty amarylkovitych jsou oboupohlavné, pravidelné a se spodnim semenikem,

ktery je tvoren tfemi plodolisty. Okvéti se skldda nejcastéji ze 6 listkd a tyto listky mohou byt
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srostlé. Kvéty u vétsiny zastupcu této Celedi obsahuiji Sest tycinek a plodem amarylkovitych je
tobolka nebo bobule. [5]

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae produkuji specifické alkaloidy, takzvané Amaryllidaceae
alkaloidy, diky kterym na sebe tato celed upoutala védeckou pozornost. Tyto latky jsou
pritomny v celé rostling, ale jejich nejvyssi koncentrace se nachdzi v podzemni &asti rostlin.
Prvni poutziti alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae je datovano jiz ve 4. stoleti pf. n. I, kdy
Hippokrates s Késu aplikoval extrakt z narcisu bilého (Narscissus poeticus L.) v terapii
déloznich nador(. Zrostlin celedi Amaryllidaceae bylo izolovano jiz vice nez 500 latek
alkaloidni povahy s fadou vyznamnych biologickych ucinkd. Prvnim izolovanym alkaloidem byl
lykorin, ktery vykazuje silny cytotoxicky efekt. Dalsi velice vyznamny alkaloid je galanthamin,
ktery se pouZiva jiz v klinické praxi v terapii AD jako inhibitor acetylcholinesterasy. AA ovliviuji
i fadu dalsich fyziologicky vyznamnych enzymf, jako naptiklad butyrylcholinestrasu (BuChE)
a prolyloligopeptidasu (POP) amimo jiné plsobi také antibakteridalné, antiviroticky,

antimykoticky nebo antimalaricky. [8]

3.2 ROD HIPPEASTRUM
3.2.1 Charakteristika rodu Hippeastrum

Rod Hippeastrum je jednim z mnoha rod( patficich do ¢eledi Amaryllidaceae. Jeho
taxonomické zafazeni znazornuje tabulka 2.

Tabulka 2: Taxonomické zarazeni rodu Hippeastrum [11]

Latinsky Cesky
Trida Liliopsida Jednodélozné rostliny
Rad Asparagales Chrestotvaré
Celed Amaryllidaceae Amarylkovité
Podceled Amaryllidoideae Amarylkové
Rod Hippeastrum Hvézdnik

Zastupci rodu Hippeastrum, &esky hvézdnik, byvaji ¢asto mylné oznacovani jako
amarylis. Amarylis je nazev rostlinného druhu Amaryllis belladona L. [12] Tento druh je taktéz
fazen do Celedi Amaryllidaceae, avsak nepatfi do rodu Hippeastrum. Amaryllis belladona L.
predstavuje jediného zastupce rodu Amaryllis, ¢esky nazyvaného jako zornice. Pro tuto

rostlinu je typicky vyskyt v Kapské oblasti Jizni Afriky. Rozdil mezi rostlinami téchto dvou
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zminovanych rodu spociva ve stavbé stonku. U Hippeastrum je stonek duty kdezto u Amaryllis
nikoli. [13][14][15]

Rod Hippeastrum zahrnuje asi 70 druhd. Uddvany pocet druhd se ale mize se zdrojem
informaci lisit. Druhy rodu Hippeastrum se typicky vyskytuji v tropickém a subtropickém
klimatu na uzemi Jizni Ameriky, konkrétné v Brazilii a Peru. Ve zminénych lokalitach se
hvézdniky péstuji volné v zahradach a péstovany jsou i v kvétinacich. Hvézdniky také Uspésné
zavitaly na Evropsky kontinent, kde se v Holandsku a Dansku péstuji predevsim za ucelem
fezu. Zaroven jsou okrasou parapetu mnoha evropskych domacnosti. [12] [15]

V soucasné dobé prevazuje péstovani hybridnich odrld, které jsou vyslechtény ze dvou
pocatecnich druh, a sice Hippeastrum vittatum Herb. a Hippeastrum leopoldii Dombran. [12]

Rod Hippeastrum zahrnuje vytrvalé rostliny, jejichZ podzemni ¢ast je tvorena cibulemi.
Cibule jsou velké a dorUstaji v priméru az 13 cm. Pro rostlinu cibule predstavuji zasobarnu
vody a Zivin v obdobi sucha. Mecovité listy jsou bezrapikaté a vyrlstaji ptimo z cibule a svoji
délkou dosahuji az 70 cm. Kromé list( z cibule vyr(istd také duty, bezlisty a nevétveny stonek
(stvol). Pocet stonk(l je obvykle 1 az 2 akaidy je zakonéen kvétem nebo kvétenstvim
skladajicim se ze 2-10 kvétlh. Kvétenstvi byva uspofadano do okoliku, ve kterém kvéty
zaujimaji vzpfimenou, vodorovnou nebo visici pozici. Kvéty rostlin rodu Hippeastrum hraji
vSemi barvami. Jsou znamy druhy s ¢ervenymi, bélavymi, Zlutymi i pruhovanymi ¢i Zihanymi
kvéty. Na povrchu okvéti se nachazeji chomacky chlupt. Samci pohlavni organy, tycinky, jsou
pfipojeny k okvétni trubici aje jich obvykle 6. Smérem z kvétu se nejdfive odkloni dolt
a nasvém konci jsou zahnuté smérem nahoru. TyCinky jsou tvoreny nitkou a prasnikem,
ve kterém vznikaji pylova zrna. Sami¢im pohlavnim organem je pestik. Sklada se z blizny,
¢nélky a semeniku, ve kterém vznikaji vajicka. Plodem je kulovita tobolka ¢i tobolky skladajici

se ze 3 lalokd. Semena jsou ¢erna a zplostéla. [9] [10]

3.2.2 Vybrani zastupci rodu Hippeastrum

Zastupci byli vybrani na zakladé provedené reserse ¢lanku tykajicich se fytochemickych
studii a biologickych aktivit rostlin tohoto rodu. Nejzajimavéjsich 9 je zde uvedeno.
3.2.2.1 Hippeastrum argentinum (Pax) Hunz.

Hippeastrum argentinum je také znama pod synonymy jako je Amaryllis argentina
(Pax) Ravenna, Amaryllis candida (Staph) Traub&Uphof, Crinum argentinum Pax, Hippeastrum

tucumanum E. Holmb. Pro tuto rostlinu jsou charakteristické bilé kvéty. [16] [17]

14



Z cibuli tohoto druhu byly izolovany dva nové alkaloidy, 4-O-methylnangustin
a 7-hydroxyklivonin, zastupujici montaninovy a homolykorinovy typ alkaloid(. Spole¢né s nimi
byly izolovany idalsi Ctyfi jiz znamé alkaloidy — lykorin, montanin, pankracin a hamayn.
Uvedené izolované latky byly in vitro testovany na inhibicni efekt proti AChE a BuChE. Pivod
enzymU byl v pfipadé AChE z elektrického Uhote a BUChE byla ziskdna z koriského séra.
Vysledky provedené studie byly vyjadfeny jako ICso v uM. ICso je koncentrace, pfi které je
enzym inhibovan z 50 %. Jako kontrolni vzorek byl pouzit galanthamin. Vychozi chloroformovy
(CHCI3) extrakt mél mirnou aktivitu proti AChE aslabou proti BuChE. 7-hydroxyklivonin
vykazoval slabou inhibici AChE a az stfedni inhibi¢ni aktivitu proti BuChEg, coz znaci vyssi
selektivitu 7-hydroxyklivoninu vici BUChE. Zaroven se jedna o doposud nejvyssi namérenou
inhibi¢ni aktivitu u alkaloidu homolykorinového typu. Hodnoty inhibi¢nich koncentraci jsou
shrnuty v tabulce 3. [18]

Tabulka 3: ICso (UM ) alkaloid( izolovanych z H. argentinum

ICso (uM)
Sloucenina AChE BuChE
4-0-methylnangustin >200 >200
7-hydroxyklivonin 114,07 £ 0,08 97,3 +0,09
CHCls extrakt 50,2 + 0,12 (ug/ml) 115,5 + 0,13 (ug/ml)
Galanthamin 0,48 £ 0,03 22,39 +0,09

Obrdzek 2 Hippeastrum argentinum [16], struktura 7-hydroxyklivoninu [18]
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3.2.2.2 Hippeastrum aulicum (Ker Gawl.) Herb.

Hippeastrum aulicum predstavuje epifyticky druh. Termin epifyt oznacuje vyssi
rostliny, které nekoreni v pldé a vyrustaji nad jeji uUrovni, typicky na vétvich a kmenech
strom(. [16] [19]

Existuji dvé odrlidy — var. glaucophyllum a var. platypetallum a dvé formy —f. robustum
af. stenopetallum. Hippeastrum aulicum f.robustum je, jak napovida indzev, ndpadna
velkymi robustnimi listy a kvéty. [16]

Rostlina obsahuje alkaloidy lykorinového typu — lykorin, pseudolykorin, galanthin,

norpluviin, narcissidin. Ddle obsahuje alkaloidy montanin, ambellin a chlidanthin. [20]

e U %3

-

Obradzek 3 Hippeastrum aulicum var. robustum [21]

3.2.2.3 Hippeastrum morelianum Lem.

Ze 2 kilogram Cerstvych cibuli této rostliny bylo maceraci v 96% ethanolu pti pokojové
teploté ziskano 100 gram( surového extraktu. Po precisténi tohoto extraktu nasledovala
izolace alkaloidU prostfednictvim preparativni tenkovrstvé chromatografie (TLC) a vakuové
kapalinové chromatografie. Zcibuli H. morelianum byly izolovany tyto alkaloidy:
2a,7-dimethoxyhomolykorin, kandimin, tazettin, pretazettin, 3-epi-makronin, haemanthamin,

hamayn a trispheridin. [22] O jejich aktivitach pojednava dalsi kapitola.
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Obrazek 4 Hippeastrum morelianum [23], struktura kandiminu

3.2.2.4 Hippeastrum vittatum (L'HER.) Herb.

Extrakty zcibuli druhu Hippeastrum vittatum byly podrobeny in vitro studii
na cytotoxickou aktivitu proti péti humdannim nadorovym bunéénym liniim — adenokarcinom
tlustého stfeva HT29, nemalobunéény karcinom plic H460, karcinom ledviny RXF393,
karcinom prsu MCF7 a epitelidlni karcinom vaje¢nikd OVCAR3. U dichlormethanového
(CH2Cl) a n-butanolového extraktu se potvrdila vyrazna antiproliferativni aktivita vici vsem
testovanym bunécénym liniim. Z H. vittatum byly v Cisté formé izolovany dva alkaloidy,
montanin a vittatin, které taktéz byly hodnoceny na protinadorové plsobeni proti zminénym
bunécnym liniim a vyssi cytotoxicitu prokazal montanin, ktery je pravdépodobné i zodpovédny
za aktivitu extraktd. Vysledky jsou vyjadfeny jako hodnoty ICso (mg/ml) a shrnuty v tabulce 4.
[24]

Tabulka 4: Cytotoxicka aktivita extrakt( a alkaloidl izolovanych z H. vittatum [24]

Bunécné linie:

vzorek HT29 H460 RXF 393 MCF7 OVCAR3

CH2Cl; extrakt | 0,68 +0,21 | 0,62 +0,06 0,79+0,52 1,60+0,34 0,84 +0,29

n-butanolovy

4,08+0,61 | 3,34+0,30 2,93 £ 0,60 3,74 +0,29 3,56 +0,25
extrakt

montanin 0,71+0,10 | 0,57+0,57 0,65+0,01 0,74 £ 0,02 0,84+0,11

vittatin 21,91+1,61 | 15,88+3,28 | 29,57 +£12,66 | nestanoveno | nestanoveno

U montaninu ziskaného zrostliny H. vittatum byl proveden psychofarmakologicky

screening, pfi kterém bylo zjisténo, Ze sniZzuje pohybovou aktivitu a ma sedativni, anxiolytické,
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antikonvulzivni a antidepresivni uc¢inky u mysi. Vice informaci o provedeni screeningu
a vyhodnoceni ziskanych dat je dostupnych ve ¢lanku s ndzvem Anxiolytic-, antidepressant-
and anticonvulsant-like effects of the alkaloid montanine isolated from Hippeastrum vittatum,

z roku 2006. [25]

Obrdzek 5 Hippeastrum vittatum [26]

3.2.2.5 Hippeastrum papillio (Ravenna) Van Scheepen

Ze 2 kilogram( Ccerstvych cibuli Hippeastrum papillio, které byly rozemlety
a macerovany v 96% ethanolu po dobu 48 hodin pfi pokojové teploté, bylo po odpareni
za snizeného tlaku ziskano 50 g surového extraktu. Po jeho precisténi pomoci acidobazického
vytrepdani byly ziskdny tfi extrakty oznacené pismeny A, B a C, které se mezi sebou liSily
pouzitym rozpoustédlem pro extrakci. Pro extrakt A byl pouZit n-hexan, pro extrakt B
ethylacetat a pro extrakt C byla pouzita smés ethylacetatu a methanolu v poméru 3:1.
Z extraktu A byl krystalizaci z acetonu ziskan galanthamin. Extrakt B byl rozdélen do tfi frakci,
z nichZz frakce | obsahovala 150 mg galanthaminu a ziskdn byl opét krystalizaci z acetonu.
Nicméné vramci ¢lanku provedené studie neni uvedeno celkové mnoistvi izolovaného
galanthaminu. Dale doslo k izolaci 116-hydroxygalanthaminu, ktery byl hodnocen na inhibi¢ni
aktivitu proti AChE elektrického Uhore a ziskané hodnoty ICsq Cinily 14,50 £ 0,33 uM. Mimo dva
uvedené alkaloidy se v rostliné dale vyskytoval narwedin, haemanthamin, 11-hydroxyvittatin,
8-0O-demethylmaritidin a vittatin. Extrakce alkaloidl byla provedena i z jednoho kilogramu
cerstvych listl H. papillio, ale nedoslo k izolaci Zadnych novych alkaloid(, nez které byly ziskany

doposud. [27]
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Obrdzek 6 Hippeastrum papillio [28]

3.2.2.6 Hippeastrum reticulatum Herb.

Z rostliny Hippeastrum reticulatum bylo celkem izolovano 12 alkaloid(. Osm z nich bylo
jiz popsano, avsak zbyvajici Ctyfi slouceniny byly izolovany poprvé. Jednalo se o isoretikulinin,
retikulinin, 6a-hydroxymaritidin a 68-hydroxymaritidin. 6a-hydroxymaritidin
a 66-hydroxymaritidin byly ve formé smési epimerl testovany proti nékolika pdvodcim
protozoalnich onemocnéni a na inhibici enzym0 AChE a BuChE. Hodnoceno bylo i jejich
cytotoxické pusobeni. Retikulinin a isoretikulinin se nepodafrilo ziskat v dostate¢ném mnozstuvi,
a tak nebyly podrobeny hodnoceni biologické aktivity.

Antiprotozodlni ucinek epimerni smési byl nizky proti vSem testovanym parasitim.
Nejlepsi aktivita byla proti Trypanosoma cruzi s hodnotou ICso = 66,11 pg/ml, ktera ale i tak
byla nizkd ve srovnani s benznidazolem, jehoZ ICso je 1,08 pg/ml. U smési jiz zminénych
epimerld byla stanovena i cytotoxicita proti savéi bunécné linii L6, kterd byla ziskana
z potkanich  kosternich myoblastl. Ve srovnani s cytotoxickym podofylotoxinem
(ICs0= 0,007 pg/ml) je cytotoxické plsobeni testované smési nizké (1Cso >100 pg/ml). In vitro
hodnoceni inhibi¢nich aktivit proti AChE a BUChE ukazalo, Ze smés epimer( inhibuje AChE
pouze slabé, ICso=90,43 + 4,26 uM, a vici BUChE je neaktivni. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
galanthamin. [29]

V ramci jiné studie alkaloidni extrakt Hippeastrum reticulatum ukazal in vitro inhibi¢ni
aktivitu proti AChE s hodnotami ICso = 39,85 + 0,94 ug/ml. Déle byly provedeny in vivo testy

na mysich, kde bylo sledovano jejich chovani po aplikaci extraktu v davce 15 mg/kg. Vysledky
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ukazaly, Ze extrakt ovlivnil kratkodobou pamét, vedl ke zlepSeni deficitu paméti

a rozpoznavani, aviak nemél vliv na pohybovou aktivitu mysi. [30]

Obrdzek 7 Hippeastrum reticulatum [31]

3.2.2.7 Hippeastrum puniceum (Lam.) Voss.

Hippeastrum puniceum je okrasna rostlina, jejiz erstvé cibule se v tradi¢ni mediciné
pouzivaji k hojeni ran, terapii nadord, hemoroidl a pfi |écbé zanétlivych poruch a otokd. [32]

Z druhu H. puniceum byl izolovan alkaloid 3-O-acetylnarcissidin, u kterého byly zjistény
protipozerové a toxické ucinky, kterymi se podoba methyllykakonitinu. Methyllykakonitin
pUsobi jako konkurencni antagonista na nikotincholinergnich receptorech hmyzu
a obratlovcd, z ¢ehozZ lze prepokladat mozné plsobeni studovaného alkaloidu i na ¢lovéka.
Na Spodoptera littoralis, hmyziho $kidce mnoha péstovanych plodin, vsak
3-0-acetylnarcissidin pUsobil sice protipozerové, za to ne toxicky. Soucasné byla studovana
fytotoxicka aktivita, pfi které bylo pozorovano zpomaleni kofenového ristu, vyvoje kofenu

a kliceni nékolika druht plevele a plodin. [33]

Obradzek 8 Hippeastrum puniceum [34]
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3.2.2.8 Hippeastrum psittacinum (Ker Gawl.) Herb

Jedna se o brazilsky endemicky druh, ktery je ohroZzeny vyhynutim. V tradi¢ni mediciné
existuji zaznamy o pouzivani této rostliny ve formé vodného extraktu z koren(, cibuli ¢i list(.
Vodny extrakt z korenu, které vyrlstaji z cibule, vykazuje detoxikacni a afrodiziakaIni ucinky,
které jsou popisovany jako vzrusujici. Jako afrodiziakum pro navozeni erekce pusobi i vodny
extrakt z cibuli H. psittacinum, které je také oznaCovdno a znamo pod nazvem Alho-bravo
nebo Alho-do-campo. Extrakt z list(i nasel uplatnéni v lidovém lécitelstvi, konkrétné v lécbé
kasle.

In vitro studie prokazaly AChE inhibi¢ni aktivitu, kterd byla nejvyraznéjsi u surového
ethanolového extraktu z cibuli tohoto druhu s hodnotami ICso = 11,20 + 0,70 pg/ml. U rostliny
potencial, ktery pravdépodobné zodpovida za schopnost neuroprotekce ethanolového

extraktu H. psittacinum. [35] [36] [37]

Obrdzek 9 Hippeastrum psittacinum [38]

3.2.2.9 Hippeastrum cv. Ferarri

Tento kultivar se vyznacuje velkymi syté cervenymi kvéty, které se vyskytuji v poctu
4 az 5 na jednom stonku a maji tvar hvézdy. Doba kveteni je okolo 15 dni. Hippeastrum
cv. Ferrari je napadny svoji vyskou, ktera dosahuje az 63 cm, pro kterou je vyuzivan jako fezana
kvétina. Také listy vynikaji svoji délkou, ktera se pohybuje okolo 49 cm a obvykle je jejich pocet
v rozmezi 4-5. [39]

Vyhoda péstovani kultivarl rodu Hippeastrum spociva v dobré dostupnosti prirodnich
zdroju pro produkci a ziskavani velkého mnozstvi Amaryllidaceeae alkaloidd. Kultivar Ferrari

byl podroben spolec¢né s dalSimi péti kultivary (Pretty Nymph, Artic Nymph, Daphne, Double
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King a Spartacus) fytochemickeé studii. V extraktu z cibuli bylo identifikovdno dvacet sloucenin
s hmotnostnimi spektry typickymi pro AA. Z toho osmndct alkaloid( bylo popsano na zakladé
hmotnostnich spekter, retenéniho ¢asu aretencniho indexu. Jednalo se predevsim o latky
zastupujici  krininovy, haemanthaminovy, galanthaminovy, homolykorinovy, lykorinovy,
montaninovy a tazettinovy strukturni typ AA.

Za pouziti preparativni TLC bylo ze zminénych kultivart izolovano pét AA v Cisté formé,
které lze najit i v H. cv. Ferrari. U tfech z nich, montaninu, vittatinu a hippeastrinu, bylo
provedeno hodnoceni protinadorové aktivity za pouZiti deviti lidskych nddorovych bunéénych
linii a jedné nenadorové (MRC-5), aby byla zjiSténa pripadna toxicita na nenadorové buriky.
Alkaloidy byly testovany v koncentraci 10 uM. Alkaloid montanin pUsobil nejvice cytotoxicky
ze tfech testovanych alkaloid(l. Nejvyssi aktivitu prokazal montanin proti bunkam Jurkat,
MOLT-4 a A549. Vysledné hodnoty ICsp jsou shrnuty v tabulce 5. [13]

Tabulka 5: Hodnoty ICsp montaninu na rakovinné a nerakovinné buriky

Bunécna linie ICso (LM)

Jurkat 1,04 +0,14
MOLT-4 1,26 £ 0,11

A549 1,09+0,31
HT-29 1,35+0,47
PANC-1 2,30+£0,45
A2780 1,67 +0,29

Hela 1,99+0,22
MCF-7 1,39+0,21
SAOS-2 1,36 £ 0,49
MRC-5 1,79 £ 0,50

Hippeastrum cv. Ferrari bylo nasledné podrobeno vétsi fytochemické studii, pfi které
doslo k izolaci 14 AA. Po identifikaci alkaloid(i pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim
detektorem, vysokoucinné hmotnostni spektrometrie a nuklearni magnetické rezonance, byla
jejich struktura uréena jako montanin, haemanthamin, tazettin,
1,2-0,0 -diacetyl-dihydrolykorin, ismin, 3-epi-makronin, vittatin, lykorin, homolykorin,

11-hydroxyvittatin, pankracin, 9-O-demethylhomolykorin, dihydrolykorin a zephyranthin. [40]
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Obradzek 10 Hippeastrum cv. Ferrari [41]

3.2.3 Amaryllidaceae alkaloidy

Jak jiz bylo rec¢eno, AA jsou rozsahlou skupinou specifickych alkaloid( vyskytujicich se
predevsim v ¢eledi Amaryllidaceae, kam patfti i rod Hippeastrum.

Alkaloidy jsou lokalizovany v celé rostliné. Nachdzet se mohou jak v podzemnich, tak
i v nadzemnich ¢astech rostliny, jako jsou listy, stonky a kvéty. V. mnoha pfipadech je nejvyssi
koncentrace alkaloidl pfitomna v podzemnich orgdnech rostliny, kdy tyto ¢asti jsou hojné
vyuzivany pro izolaci alkaloid(. Vedle alkaloid( se v rostlinach nachazeji i jiné sekundarni
metabolity, jako jsou napftiklad flavonoidy a saponiny.

Zakladem struktury AA je isochinolinovy skelet, ktery je zakladni strukturou i dalSich
alkaloidU jako jsou papaverin, noskapin, berberin, jatrorrhizin, morfin, thebain a emetin. [1]

Prekurzory pro biosyntézu téchto alkaloidl jsou derivaty aromatické aminokyseliny
L-fenylalaninu a tyramin odvozeny od L-tyrosinu. Pfeména vychozich substanci probihd
prostfednictvim enzymU fenylalaninamoniaklyasy (PAL) a tyrosindekarboxylasy, za vzniku
meziproduktl. Tyto  meziprodukty ndslednou kondenzaci  davaji  vzniknout
tetrahydroisochinolinovému jadru norbelladinu, ktery je spoleénym vychozim bodem

biosyntézy rliznych strukturnich typa AA, obrazek 11.
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Obrdzek 11 Syntéza norbelladinu [42]

Predpokladd se, Ze ddale ndsleduje 4°’-O-methylace norbelladinu za vzniku
4’-0-methylnorbelladinu, ktery slouZi jako meziprodukt, ze kterého vychazi vice drah syntézy
k rGznym strukturnim typim AA. DalSim krokem biosyntézy AA je fenolova cyklizace
4’-0-methylnorbelladinu, ke které muze dojit v polohach ortho-para, para-ortho a para-para.
Vznikaji tak tfi zakladni struktury, od kterych se odviji tvorba rlznych strukturnich typl AA,
obrazek 12.
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Obrdzek 12 Fenolovad oxidacni cyklizace [42]

Jednotlivé kroky syntézy jsou fizeny enzymaticky, tudiz to, jaky strukturni typ a jaky
konkrétni alkaloid vznikne, je dano pfitomnostni specifickych enzyma, diky jejichz plisobeni je
produkce AA typickd a ojedinéld jen pro tuto Celed, po které nesou i nazev. [1] [43]

Podle chemické struktury mGzieme AA rozdélit na 9 zakladnich typQ: lykorinovy,
homolykorinovy, haemanthaminovy, krinanovy, tazettinovy, pankratistatinovy,
galanthaminovy, montaninovy a norbelladinovy, tabulka 6. [8] Jednotlivé typy budou popsany

nize.
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Tabulka 6: Pfehled strukturnich typ( AA, jejich zastupcl a druhli rodu Hippeastrum,
ze kterého byly izolovany [18] [20] [44] [29]

Strukturni typ I,-IIavnl Alkaloidy Qruhy rodu
zastupce Hippeastrum
pseudolykorin
galanthin H. vittatum
pluviin H. aulicum
norpluviin H. candidum
hippamin H. equestre
hippadin H. puniceum
lykorinovy typ lykorin hippacin H. solandriflorum
narcissidin H. psittacinum
3-O-narcissidin H. santacatarina
anhydrolykorin H. striatum
11,12-dehydroanhydrolykorin H. breviflorum
urgeremin H. reticulatum
isoretikulinin
hippeastrin
lykorenin
kandimin H. vittatum
odulin H. equestre

homolykorinovy typ

homolykorin

9-0-demethylhomolykorin
8-0-demethylhomolykorin
nerinin
2-hydroxyhomolykorin
2-methoxyhomolykorin
2a,7-dimethoxyhomolykorin
deoxylykorenin
7-hydroxyklivonin

H. glaucescens
H. morelianum
H. psittacinum
H. breviflorum
H. argentinum

haemanthaminovy
typ

haemanthamin

vittatin
8-0-demethylmaritidin
11-hydroxyvittatin

H. vittatum
H. rutilum
H. equestre
H. puniceum
H. solandriflorum

maritidin )
H. morelianum
hamayn )
H. santacatarina
H. papillio
krinidin
ambellin
krininovy t krinin owellin H. brachyandrum
yiyP P . H. aulicum
undulatin
krinamidin
. H. vittatum
. . . panckracin )
montaninovy typ montanin H. aulicum

4-0-methylnangustin

H. argentinum

26




3-0O-demethyltazettin H. vittatum
pretazettin H. equestre
3-epi-makronin H. morelianum
tazettinovy typ tazettin 3-epi-deoxytazettin H. psittacinum
deoxytazettin H. santacatarina
6-methoxypretazettin H. papillio
tazettamid H. breviflorum
H. equestre
H. morelianum
L H. psittacinum
N-methylkrinasiadin )
. , S . H. santacatarina
narciklasinovy typ narciklasin phamin
. . H. glaucescens
trisphaeridin .
H. striatum
H. papillio
H. breviflorum
. . H. vittatum
chlidanthin v . y
) H. aulicum
N-formylnorgalanthamin
. H. equestre
sanguinin
. H. glaucescens
. , . N-demethylgalanthamin ]
galanthaminovy typ galanthamin . . H. morelianum
3-epi-norgalanthamin e
. H. psittacinum
narwedin .
. H. striatum
116-hydroxygalanthamin .
. H. santacatarina
anhydrogalanthamin .
H. papillio
norbelladin Zatim z tohoto
belladinovy t belladin . rodu nebyl
yiyp O-methylbelladin . . Y
izolovan

3.2.3.1 Lykorinovy strukturni typ

Lykorin byl izolovan jako prvni alkaloid z ¢eledi Amaryllidaceae, a to jiz v roce 1877,

zrostliny  Narcissus  psedonarcissus. Z pohledu chemické struktury se jedna

o pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid. [8]

Vrodé Hippeastrum jsou hojné zastoupeny lykorinové alkaloidy, jako je lykorin,
pseudolykorin, galanthin, pluviin, norpluviin, hippamin, hippadin, hippacin, narcissidin,
3-O-acetylnarcissidin, anhydrolykorin a urgeremin. [20] DalSim zastupcem je
11,12-dehydroanhydrolykorin, ktery byl izolovany zH. vittatum addale napftiklad

z rostliny Crinum erubescens Aiton a z rostlin rodu Hymenocallis Salibs. [45] [46] [47]
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Obrdzek 13 Struktura 4,5-dehydroanhydrolykorinu[46]

V literatufe se miZeme setkat i s 4,5-dehydroanhydrolykorinem, kdy se jedna
o molekulu strukturdlné totoznou s 11,12-dehydroanhydrolykorinem. Podle pravidel Cislovani
orthokondenzovanych heterocykll, kdy maximalni pocet kruhl mda byt lokalizovany
na vodorovné ose x a zaroven se ma nejvice cykli nachazet v pravém hornim kvadrantu, je

spravné nazev 4,5-dehydroanhydrolykorin.

Obrdzek 14 Struktura lykorinu

Lykorin je alkaloid, ktery je hojné zastoupen v rostlindach celedi Amaryllidaceae.
Pfednosti alkaloidl lykorinového typu, diky které jsou intenzivné studovany, je Siroka Skala
biologickych aktivit. Navic benefitem lykorinu je to, Ze jeho terapeuticka davka se projevuje
velmi nizkou toxicitou pro normalni nendadorové bunky. U lykorinu byly prokazany ucinky
a antimalarické. Ddle byla zjisténa jeho schopnost inhibovat topoizomerasu | a hodnocen byl
i jeho inhibi¢ni efekt proti acetylcholinesterase. Bohuzel prokdzal pouze slabou inhibici.
Lykorin dale disponuje schopnosti potlacit biosyntézu kyseliny askorbové a ovlivnit délku
cirkadidlniho rytmu ve smyslu prodlouzeni. [20] [48] Lykorin byl jiz také testovdn na antivirové
pUsobeni proti koronaviru SARS-CoV-2 a vysledky ukazaly, Ze jeho plsobenim doslo k inhibici

vrve

celosvétovou pandemii, ktera propukla v roce 2019 v Ciné. [49] Lykorin prokazal také ucinek
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proti kobylce poustni, Schistrocerca gregaria, kdy doslo ke sniZeni poZeru zeli, které bylo
oSetfeného roztokem lykorinu o koncentraci 0,05 %. [50]

Anhydrolykorin byl ve formé inkluzivnich komplext s cyklodextriny studovdn
na cytotoxicitu in vitro na lidskych bunécnych liniich rakoviny tlustého stfeva a predbéziné
studie uvadéji, ze tyto komplexy predstavuji potencialni latky, které by se mohly uplatnit
v chemoterapii tohoto typu rakoviny. [51]

Dalsimi alkaloidy lykorinového typu, u kterych byla zjisténa zajimava biologicka
aktivita, jsou 3-O-acetylnarcissidin a urgeremin. U slouceniny 3-O-acetylnarcissidinu,
izolované z rostliny Hippeastrum puniceum Lam., bylo zjisténo, Ze puUsobi protipoZerové
na hmyziho sklidce Spodoptera littoralis [33] a u urgereminu byla pozorovana schopnost
inhibovat lidské a bakteridlni topoizomerasy. [52]
3.2.3.2 Homolykorinovy strukturni typ

Z pohledu chemické struktury se jednd o slouceniny odvozené
od 2-benzopyrano-[3,4-glindolu. Mezi nejdulezitéjsi alkaloidy tohoto typu patfi homolykorin,

hippeastrin, lykorenin, 8-O-dimethylhomolykorin, kandimin a odulin. [8] [20]

@)

Obrdzek 15 Struktura homolykorinu

U hlavniho zastupce, homolykorinu, bylo zjiSténo antivirové plsobeni proti retrovirdm,
mezi které patfi virus HIV. Tento virus je plivodcem onemocnéni ozna¢ovaného jako syndrom
ziskaného selhani imunity. [53] U slouceniny 11C-S-homolykorinu byla prokazana slaba
inhibi¢ni aktivita proti lidské AChE (ICso = 63,70 £ 4,30 uM) a BuChE (ICso = 151,00 * 15,20 uM)
v porovnani se silnymi inhibitory lidskych cholinesteras jako je galanthamin a huperizin A. [54]

Homolykorin, 8-O-demethylhomolykorin a lykorenin byly podrobeny in vivo studii

na potkanech, ktera se zabyvala ucinkem Amaryllidaceae alkaloidd na krevni tlak. Alkaloidy
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byly aplikovany intravendzné v davkovém rozmezi od 1 do 5 mg na kilogram. U vsech tfi
zminénych latek byl zaznamendn hypotenzni efekt. Podobna studie probéhla jiz v roce 1980,
kdy byl lykorenin aplikovan potkanim a psim. U potkan( doslo ke snizeni krevniho tlaku
pfi intravendzni davce 7,5 mg/kg lykoreninu, zatimco u pst byl pozorovan hypertenzni efekt
a zvyseni srdecni frekvence pfi lykoreninovych davkach 5 mg/kg a 7,5 mg/kg. [55] [56]

Vedle homolykorinu prokazal antivirovy efekt i alkaloid hippeastrin, ktery byl mysim
infikovanym virem Zika aplikovan subkutanné v divce 100 mg/kg denné. Tato davka
potlacovala rlst Zika viru. [57] U hippeastrinu bylo zaznamendano i protivirové plsobeni
navirus ptaci chfipky H5N1. [58] Vedle antivirového ucinku ma hippeastrin i ucinek
antiprotozoalni proti parazitickému prvoku Trypanosoma cruzi. [59] Dalsi schopnosti tohoto
alkaloidu je inhibice topoizomerasy | in vitro. Tato schopnost byla vysvétlena molekularnim
dokovanim. [60] Dalsim pozorovanym ucinkem hippeastrinu je antimykotické plisobeni proti
kvasince Candida albicans a slaby protipoZerovy efekt na hmyz. [20] [61]

Vyznamnou biologickou aktivitu prokazal i kandimin, ktery byl testovan proti prvoku
Trichomonas vaginalis, kdy bylo zjisténo, Ze ma schopnost inhibovat enzymy charakteristické
pravé pro tohoto prvoka. [62] V rdmci jiné studie byl kandimin izolovan z cibuli H. morelianum
a pfi biologickém hodnoceni byla pozorovana bunécéna smrt T. vaginalis, pfikteré doslo
k vyrazné tvorbé vakuol v cytoplazmé. [44] Kandimin tudiZ predstavuje potencidlni
antiprotozalni [é¢ivo nebo alespon predlohovou strukturu pro syntézu latek s timto ucinkem.
3.2.3.3 Haemanthaminovy strukturni typ

Alkaloidy haemanthaminového typu svoji strukturou vychazeji
z ethanofenanthridinu. [8] Do této skupiny alkaloidd patfi haemanthamin, vittatin,

8-0-demethylmaritidin, 11-hydroxyvittatin a hamayn. [63]

o
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Obrdzek 16 Struktura haemanthaminu

U haemanthaminu byla in vitro zjisténa schopnost inhibovat replikaci retrovir(,
konkrétné retroviru HIV-1. [53] Antivirové plsobeni tohoto alkaloidu bylo pozorovéno také

proti viru ptaci chripky, kdy vysledky byly vyjadreny jako ECso, coZ je efektivni koncentrace,
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ktera je potfeba k dosazeni 50% ucinku testované latky. Zjisténé hodnoty
ECso haemanthaminu byly 1,48 + 0,00 uM. Tyto hodnoty potvrdily silné antivirové pUsobeni,
a proto se studoval i antivirovy mechanismus uc¢inku haemanthaminu, ktery pravdépodobné
spocivd v inhibici komplexu ribonukleoproteinu v jadfe béhem replikace viru. [58]
Haemanthamin ma ddle antikancerézni Ucinky. Tyto Ucinky byly prokazany i u bunék, které
jsou odolné vici vyvolani apoptdzy, atak se predpokladad, Ze mechanismus Uucinku
haemanthaminu je jiny. Ve studii, ktera se zabyvala objasnénim mechanismu
protirakovinného ucinku tohoto alkaloidu bylo zjisténo, Ze haemanthamin pUsobi na velké
ribozomdlni podjednotce, zaroven inhibuje biogenezi ribozomu, plsobi jako spoustéc
nukledrniho stresu a vede ke stabilizaci p53 (tumor supresorovy gen) v rakovinnych burikach.
[64]

DalSimi latkami se zajimavymi biologickymi aktivitami jsou 11-hydroxyvittatin
a vittatin. U slouceniny 11-hydroxyvittatinu byla stanovena slaba inhibi¢ni aktivita na vir ptaci
chfipky s hodnotami ECso 6,70 + 0,04 uM. [58] Dale tento alkaloid prokdazal antibakteridlni
aktivitu proti grampozitivnimu Staphylococcus aureus a slabé antimykotické pUsobeni proti
kvasince Candida albicans. [61] Biologické Ucinky vittatinu jsou probrany v samostatné
kapitole.
3.2.3.4 Krininovy strukturni typ

Zakladni kostrou struktury alkaloid( krininového typu je taktéz ethanofenanthridin,
jako je tomu u alkaloidi haemanthaminového strukturniho typu. Rozdil mezi témito
strukturnimi typy spociva v orientaci ethanolového mustku v polohach 5 a 10b, kdy v pfipadé
krininu je orientovan jako B (nad rovinu) a u haemanthaminu jako a (pod rovinu). [65]

Mezi zastupce alkaloid( krininového typu, kteti byli izolovani z rodu Hippeastrum, patfi
ambellin, krinidin, powellin, undulatin a krinamidin. [20][63]

N \\\\\o H

Obrazek 17 Struktura krininu
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Alkaloid ambellin prokazal slabou antiproliferativni aktivitu na Hela, Vero, MOLT-4
a HepG2 nadorové bunécné linie. Na druhou stranu proti mysi P-388 lymfocytarni leukémii
prokazal silny protinddorovy ucinek. [66] Déale byl testovan i proti bunééné linii BL6 mysiho
melanomu, ale byl zjistén pouze slaby cytotoxicky efekt. Ambellin byl kromé protinddorové
aktivity hodnocen i jako potencidlni antimalarikum, kdy testovani probihalo proti
chlorochin-citlivému a chlorochin-rezistentnimu Plasmodium falciparum. V obou pfipadech
ambellin  plsobil pouze slabé. Vtéze studii byl pfipraven iderivat ambellinu,
11-O-acetylambellin, ale ani touto modifikaci struktury nedoSlo kvyraznému zvySeni
protinddorové ani antimalarické aktivity. Pro porovnani uUcinku byla pouzZita zndma
antimalarika, chlorochin a artemisinin. [67]

U 21 Amaryllidaceae alkaloidi byla testovdna jejich schopnost inhibovat vodikovou
vazbu citalopramu na serotoninovy transportér. Mezi nimi byli i zastupci krininového typu,
krinin a powellin, u kterych byla zjiSténa afinita k transportnimu proteinu zpétného
vychytdvani serotoninu. [68] Jelikoz je pfi¢ina deprese vysvétlovdna pravé nedostatkem
serotoninu a zminéné alkaloidy by mohly ovliviiovat jeho mnozstvi, Ize tedy krinin a powellin
povaZovat za potencidlni |éCiva, kterd by mohla najit uplatnéni v terapii deprese.

Z rostliny H. brachyandrum H. G. Boit a W. Dépke z Chemického ustavu Humboldtovy
univerzity v Berliné vroce 1959 izolovali undulatin. [69] Pozdéji tento alkaloid vykazal
potencial inhibovat lidskou AChE a POP. Dle zjisténych hodnot lze povaZovat inhibi¢ni efekt
undulatinu za selektivni k lidské AChE s hodnotami ICso= 23,00 £ 1,00 uM, jelikoZ proti BuChE
se prokazal jako neaktivni. Vici POP byl stanoven inhibi¢ni efekt undulatinu s hodnotami
IC501,96 + 0,12 uM. Jako referencni latky byly pouzity znamé inhibitory uvedenych enzyma.
Pro porovnani inhibice AChE byl pouzit eserin s hodnotami IC50 0,06 + 0,00 uM. Jako standard
inhibi¢ni aktivity POP slouZil bajkalin s ICso = 0,61 + 0,02 uM. Soucasné byla hodnocena
schopnost undulatinu prochdazet pres biologické bariéry pomoci paralelniho testu umélé
penetrace (PAMPA), ktery prokazal, Ze undulatin je schopen projit pres hematoencefalickou
bariéru pasivnim transportem. [70] [71]
3.2.3.5 Montaninovy strukturni typ

Skelet alkaloidu montaninového typu je odvozen
od 5,11-methanomorfanthridinového jadra. Zastupci, ktefi byli izolovani zrostlin rodu

Hippeastrum, jsou montanin, pankracin a 4-O-methylnangustin. [72]

32



Obrazek 18 Struktura montaninu

Alkaloid montanin byl studovan jako chorobu modifikujici antirevmatické Iécivo,
tzv. DMARDs (disease-modifying antirheumatic drugs). Testovani se uskutecnilo na dvou
modelech artritidy in vivo na mysich. Antigenem indukovana artritida (AIA) predstavovala
prvni model. Druhym modelem byla artritida vyvoland kolagenem (CIA). Montanin byl
aplikovan intraperitonealné dvakrat denné. V pfipadé AIA byla pozorovana nocicepce
a migrace leukocytll do kolenniho kloubu. U CIA byl pozorovan vyvoj a zdvaznost artritidy
klinickymi a histologickymi hodnocenimi a kloubni nocicepci. Dosazené vysledky popisuji
slibné plasobeni montaninu jako antirevmatického léciva. Prokazala se schopnost montaninu
snizovat zdnétlivé markery a pocty leukocytll v koleni u mysi s AIA. Preventivni podavani
montaninu u mysi s CIA zpozdilo nastup onemocnéni témér o sedm dni. Zaroven preventivni
podavani montaninu sniZilo zdvaznost onemocnéni béhem celého sledovaného obdobi. Jako
preventivni davka byla podavana 0,25 a 0,5 mg/kg. | pfi aplikaci montaninu az poté, co
artritida jiz propukla, montanin v davce 0,5 mg/kg sniZzoval zdvaznost onemocnéni. U mysi
s CIA montanin potlacil histologicky nalez zanétu a poskozeni chrupavky. Terapie montaninem
snizila proliferaci lymfocytli in vitro o 54 %. Montanin vyvolal sniZeni in vitro invazivity
u synoviocytll podobnym fibroblastiim, které stoji za klicovym procesem pfi kloubni destrukci.
[73]

Dale byla pro montanin stanovena a ovérena inhibi¢ni aktivita na rlist bunéénych kultur
Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis a Escherichia coli. Byl unéj prokazan iantioxida¢ni ucinek. Ddle byl hodnocen
i na protizanétlivé plsobeni, které bylo testovano jako inhibice migrace leukocytl. Avsak
v testované ddvce montanin neprokazal vyznamné protizanétlivé plisobeni.[74]

Jak je jiz uvedeno vySe v kapitole H. vittatum, montanin disponuje vyraznym
cytostatickym ucinkem. Hodnoty protinddorového plsobeni montaninu jsou shrnuty
v tabulce 4.[24] V rdmci jiné studie se montanin také nechal plsobit proti panelu Sesti lidskych

rakovinnych bunécnych linii. Jednalo se otfi druhy rakoviny prsu (MCF7, Hs578T,
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MDA-MB-231), tlustého stfeva (HCT-15), plic (A549) a melanomu (SK-MEL-28). Po 48 hodinach
plsobeni montaninu bylo pozorovano vyrazné snizeni Zivotaschopnosti testovanych bunék.
Montanin tento efekt vykazoval uz pri velmi nizkych mikromolarnich koncentracich ve viech
testovanych bunécénych liniich s vyjimkou vysoce metastatickych bunék melanomu
SK-MEL-28, tabulka 7. Soucasné doslo k vytvoreni hypotézy o mechanismu cytostatického
Ucinku montaninu, ktera vychazi z dokladd o afinité montaninu k serotoninovému
transportnimu proteinu a tvrzeni, Ze serotonin ovliviiuje rast a preziti lidskych rakovinnych
bunék. V. mnoha rakovinnych burikach se totiz vyskytuji vyssi hladiny serotoninu nebo jeho
prekurzoru, 5-hydroxytryptofanu, a jeho syntetizujici enzym, tryptofanhydroxylasa. Da se tedy
predpokladat, Ze rakovinné bunky obsahuji serotoninovy transportni protein, na ktery se maze
navdzat montanin avyvolat tak inhibici rlstu rakovinnych bunék rozvratem jejich
serotoninového systému. [75]

Tabulka 7: In vitro 1Cso montaninu v uM

Rakovinné bunécné linie ICso montaninu (LM)
A549 1,90+0,40
HCT15 6,80 = 0,50
SK-MEL-28 23,20+1,90
MCF7 4,40+ 0,40
MDA-MB-231 3,40+ 0,90
Hs578T 3,60+1,70

U montaninu, jakozto alkaloidu s vyznamnou biologickou aktivitou, bylo provedeno
i stanoveni inhibi¢ni schopnosti vici AChE. Tento enzym byl ziskan z hippokampu dospélych
potkand a montanin pfi koncentraci 1 mM vyvolal 50% inhibici AChE. [20] [76] V in vivo studii
na mysich byl pozorovan sedativni, anxiolyticky, antikonvulzivni a antidepresivni ucinek
navozeny podavanim montaninu. Jaky je mechanismus téchto Gc¢inkd vSak dosud neni presné
znamo. [25] [72]

Stejné tak u alkaloidu pankracinu probéhl screening na jeho cytotoxické vlastnosti.
Pankracin prokazal snizeni Zivotaschopnosti deviti rakovinnych bunécnych linii asilné
potlaceni rastu lidskych nador( z tkané vajecnikd, plic, prsu a tlustého streva. [72] [77] [78]

Dale byla u pankracinu testovana jeho antibakteridlni a antifungalni aktivita
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proti grampozitivni bakterii S. aureus, gramnegativnim bakteriim E. coli a P. aeruginosa
a kvasince C. albicans prostfednictvim agarové difuzni techniky. Vysledky ukazaly,
Ze pankracin ma antibakterialni Ucinek proti S. aureus a P. aeruginosa, ale pouze mirny
antimykoticky efekt proti C. albicans. [61] [72] [74]

Alkaloidy nangustin a pankracin byly podrobeny testovani na antiprotozoalni aktivitu
in vitro proti prvokim Trypanosoma brucei rhodesiense, T. cruzi, Leishmania donovani
a P. falciparum. Bohuzel nangustin nevykazal Zadnou aktivitu a pankracin pusobil pouze slabé
proti T. brucei rhodesiense, T. cruzi a P. falciparum. [20] [72] [79]

Poslednim zminénym montaninovym alkaloidem je 4-O-methylnangustin, u kterého
bylo provedeno hodnoceni na inhibici AChE, avSak nebyly prokdzany vyznamné vysledky. [18]
[72]
3.2.3.6 Tazettinovy strukturni typ

Struktura vychdzi z 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu. [8] Do tohoto strukturniho typu
alkaloidi patfi napfiklad tazettin, pretazettin, 3-O-demethyltazettin, deoxytazettin,

tazettamid. [63]
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Obrdzek 19 Struktura tazettinu

U pretazettinu bylo pozorovano vyrazné prodlouzZeni Zivota mysi s leukémii. Navic
prokazal antivirovou aktivitu v mysich bunkach 3T3, které byly infikovany Rauscherovych
virem. Soucasné u alkaloidu tazettinu nebyl pozorovén vyrazny Ucinek na Zivotaschopnost
u leukemickych mysi a pro inhibici radstu virl v burikdch byl potfeba ve vyssi koncentraci
neZ pretazettin. [80] Hodnoceno bylo také protinddorové plsobeni pretazettinu
proti intraperitonedlné implantovanému Lewisovu plicnimu karcinomu u alogennich (darce
a prijemce nejsou totozni) a syngennich (darcem je jednovajecné dvojce) mysi. U pretazettinu

byla potvrzena aktivita proti tomuto typu ndadoru. Soucasné u syngennich mysi doslo
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k prodlouzeni Zivota. Béhem studie byla hodnocena i Ucinnost kombinaci pretazettinu se
standardnimi cytotoxickymi |éCivy, jako jsou adriamycin, cis-diamin-dichlorplatina,
5-fluoruracil, methotrexat a vinkristin. Pokud uvedena |éCiva byla aplikovana jednotlivé, jejich
cytotoxicky efekt proti Lewisovu plicnimu karcinomu nebyl dostatecny. Diky adjuvantnimu
pUsobeni pretazettinu zminénd léCiva dosadhla dostatecného protinddorového ucinku. [20][81]
Antikancerdzni efekt pretazettinu-hydrochloridu byl prokazan jako ucinny i proti Erlichové
karcinomu ascitu. Opét byl pozorovan adjuvantni Ucinek pretazettinu ve vztahu
ke standartnim protinadorovym léCiviim jako je adriamycin, karmustin a cyklofosfamid. [20]
(82]

U pretazettinu byla hodnocena i inhibi¢ni schopnost vici AChE, ale nebylo dosaZzeno
zadnych vyznamnych vysledk(. [20] [76]
3.2.3.7 Narciklasinovy strukturni typ

V literature se mlZeme setkat s oznacenim narciklasinovy typ nebo pankratistatinovy
typ. Oba tyto typy zahrnuji obdobné spektrum chemickych sloucenin. [8] [63]

Patfi sem napfiklad alkaloidy N-methylkrinasiadin, famin a trisphaeridin. [20]

Stavebnim zakladem tohoto typu alkaloidl je fenanthridin. [8]
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Obrdzek 20 Struktura pankratistatinu

U trisphaeridinu byl zaznamendn slaby cytostaticky efekt ve srovnani s cisplatinou.
Hodnocena byla ischopnost trisphaeridinu inhibovat eflux Ié¢iv z nadorovych bunék
zprostiedkovany P-glykoproteinem. Testovani probihalo v akumulaénim testu barviva Rh-123
s bunéénou linii mysiho lymfomu L5178 MDR. Jako pozitivni kontrola slouzil verapamil.
PFi koncentraci 400 uM trisphaeridin vyvolal vyznamnou akumulaci Rh-123 uvnitf bunék, coz

svédci o potlaéeni efluxu barviva P-glykoproteinem. Zjisténa téz byla aditivni antiproliferativni
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interakce doxorubicinu s triphaeridinem. Pfi testovani indukce apoptézy Hela buriky osetfené
trisphaeridinem vykazovaly apoptotické morfologické zmény, bunécné smrstovani a granulaci
v jadre. [83] Dale byla u trisphaeridinu zjisténa antivirova aktivita prokdzana jako inhibice
HIV-1 replikace in vitro. [20] [53]

U rostliny Hippeastrum elegans byl detekovan ve vétSim mnozstvi alkaloid narciklasin.
[84] Tento alkaloid ma vyrazny antimitoticky a protinadorovy ucinek. [20]

DalSimi alkaloidy narciklasinového typu jsou N-methylkrinasiadin a famin. Tyto latky
byly izolovany z rostliny H. equestre. U N-methylkrinasiadinu zatim nebyly provedeny zadné

biologické studie. [20] U alkaloidu faminu byla zjisténa zajimava antimitoticka aktivita. [85]

3.2.3.8 Galanthaminovy strukturni typ

Zakladem struktury alkaloid( odvozenych od galanthaminu je dibenzofuran. Alkaloid
galanthamin je nejen prednim zastupcem tohoto strukturniho typu alkaloidd, ale zaroven
predstavuje jednoho z nejdulezitéjSich alkaloidl celé celedi Amaryllidaceae, a to zejména diky
své biologické aktivité, o které je vice informaci v nasledujicim textu.

DalSimi  zastupci galanthaminového strukturniho typu jsou chlidanthin,
N-formylnorgalanthamin,  sanguinin, = N-demethylgalanthamin, 3-epi-norgalanthamin,

narwedin, 118-hydroxygalanthamin a anhydrogalanthamin. [20][63]

OH

Obrdzek 21 Struktura galanthaminu

Galanthamin je prvnim alkaloidem ¢éeledi Amaryllidaceae, ktery je pouZzivan v klinické
praxi. Konkrétné v terapii Alzheimerovy choroby. Toto chronické onemocnéni postihuje
nervovou soustavu, béhem cehoZz dochdzi k degeneraci neurond, coZz se projevuje
charakteristickymi histopatologickymi zménami. Spole¢né s neurondlni degeneraci dochazi

i ke ztraté synaptickych spojeni a je narusena produkce acetylcholinu. Neurotransmiter
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acetylcholin je degradovan enzymem AChE, ¢imZ dochazi ke snizeni hladiny acetylcholinu
a vzniku cholinu a acetdtu. Pokud se zablokuje funkce enzymu AChE, vede to ke zvySeni
hladiny acetylcholinu, coz je pti terapii Alzheimerovy choroby Zadouci. [86]] [87]

U galanthaminu byla zjisténa pravé schopnost inhibovat AChE. In vitro stanovené
hodnoty polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace ICso proti lidské AChE se obvykle pohybuji okolo
1,18 + 0,07 uM. [27] Jeho farmakologicky ucinek spociva ve vratné, kompetitivni, selektivni
a dlouze pusobici inhibici tohoto enzymu. [8] [20] Zaroven galanthamin plisobi jako alostericky
modulator nikotinového receptoru, na ktery acetylcholin plsobi. [20] Neuroprotektivni u¢inek
galanthaminu je ptipisovan i jeho schopnosti vychytavat reaktivni formy kysliku, tedy volné
radikaly, a potlacovat produkci téchto reaktivnich forem, kdy oba tyto pfistupy vedou
ke snizeni oxidacniho stresu neuron(. [88] V odborné literature galanthamin hraje roli
standardu a je ¢asto pouzivan jako referencni latka pro porovnani inhibi¢niho efektu jinych
alkaloidl a nové syntetizovanych latek.

Prvné byl galanthamin izolovan z cibule snézenky, pozdéji i z dalSich rostlinnych zdroja
Celedi Amaryllidaceae jako naptiklad z rostlin H. psittacinum a H. vittatum. [8] [76] Z rostliny
H. papillio byla izolovana sloucenina 118-hydroxygalanthamin, ktera oproti galanthaminu
vykazala slabsi inhibi¢ni aktivitu proti AChE s hodnotami ICso = 14,50 + 0,33 uM. [27]

Dale stoji za zminku alkaloid sanguinin, ktery prokazal desetkrat silnéjsi inhibiéni u¢inek
AChE nezZ galanthamin. Silnd inhibi¢ni aktivita sanguininu pravdépodobné tkvi v pfitomnosti
hydroxylové skupiny v poloze 9, kterd je tak k dispozici pro potencialni interakci s AChE. [20]
(89] [90]

Poslednim uvedenym alkaloidem galanthaminového typu je epi-norgalanthamin, ktery
disponuje aZ desetkrat nizsi inhibi¢ni aktivitou vic¢i AChE nez galanthamin. Snizeni inhibi¢niho
efektu lze vysvétlit ztratou methylové skupiny na dusiku. [90]
3.2.3.9 Belladinovy strukturni typ

Syntéza alkaloidl amarylkovitych vychazi ze struktury belladinového typu a zastupci,

ktefi jsou rfazeni do této skupiny latek, jsou norbelladin, belladin a O-methylbelladin. [8]
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Obrdzek 22 Struktura belladinu

Alkaloidy belladinového strukturniho typu vSak doposud nebyly izolovany z rostlin
rodu Hippeastrum. Nicméné jejich izolace a nasledna identifikace probéhla u nékterych rostlin
rodu Nerine, kdy byly ziskdny latky belladin, 4"-O-demethylbelladin, 6-O-demethylbelladin
a N-demethylbelladin. 4°-O-demethylbelladin a 6-O-demethylbelladin  byly testovany
na inhibi¢ni aktivitu proti AChE, BUChE a POP, ale nevykazaly vyznamné inhibi¢ni schopnosti.
[91] Dale byly identifikovany tfi nové slouceniny belladinového typu u Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton a byla u nich zjiSténa selektivni inhibice BUChE. Vice informaci
v ¢lanku Amaryllidaceae alkaloids of belladine-type from Narcissus pseudonarcissus
cv. Carlton as new selective inhibitors of butyrylcholinesterase z roku 2020. [92] Belladinové
alkaloidy také prokazaly, Ze mohou puUsobit jako ligandy pro histondeacetylasu 2 (HDAC2).
Tento enzym hraje roli v procesu deacetylace histonovych proteinovych retézc(, coz vede

k inhibici transkripce tumor supresorovych gen(, a tak zapficinuje rlst rakovinnych bunék.

(93]

3.2.4 Vittatin

Vittatin je hlavni strukturni predlohou derivatt, kterymi se zabyva tato diplomova
prace. Polosyntetickou obménou byly pfipraveny jeho derivaty ve formé esterl a etherq,
u kterych byla stanovena jejich biologicka aktivita.
3.2.4.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti vittatinu

Vittatin je alkaloid, ktery je fazen mezi haemanthaminovy typ AA. Sumarni vzorec
vittatinu je Ci6H17NOs. Synonyma, které téz popisuji strukturu vittatinu jsou (+)-krinin nebo
(36, 5a, 136, 19a)-1,2-didehydro-crinan-3-ol achemicky ndzev vittatinu je
(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-ethano([1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-3-ol.
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Obradzek 23 Struktura vittatinu

Jednd se o pevnou latku nazloutlé barvy. Diky pfitomnému dusiku v poloze 5 je vittatin
tercidlni bazi. Teplota tani vittatinu se pohybuje v rozmezi 207-208 °C. Hodnota specifické
optické otacivosti byla stanovena [OL]E2 - 438° (c=0,3; CHCIl3). Molarni hmotnost vittatinu je
271,31 g/mol. [24] [94] [95] [96]

Diky pritomnosti aktivnich center v molekule vittatinu je tento alkaloid opticky aktivni
a predstavuje enantiomer krininu. [94] [97] Tyto dva alkaloidy maiji stejny sumarni i strukturni
vzorec, avsak jsou si navzajem svymi zrcadlovymi obrazy, cozZ se projevuje opaénym stacenim
roviny polarizovaného svétla.
3.2.4.2 Zdroje vittatinu

Vittatin je jednim z mnoha zastupcl Amaryllidaeae alkaloid(l. Za¢atek jeho biosyntézy
vychazi stejné, jako u ostatnich alkaloidu, z prekurzoru 4’-O-methylnorbelladinu. Prvni krok
predstavuje spojeni v poloze para-para” ato vramci molekuly 4’-O-methylnorbelladinu.
Vznikd meziprodukt noroxomaritidin. Enzymatickym plsobenim reduktasy dochazi k redukci
oxoskupiny na hydroxylovou funkéni skupinu v poloze C-3 a vznikne vittatin. Sam vittatin je
predlohou pro dalsi alkaloidy jako je 11-hydroxyvittatin, ze kterého pUsobenim
O-methyltransferasy vznika haemanthamin. [98]

Vittatin byl poprvé izolovan a identifikovan H. G. Boitem v rostliné Hippeastrum
vittatum (hvézdnik prouzkovany) v roce 1956 na Chemickém institutu Humboldtovy univerzity
v Berliné. [94] [97] Dalsi druhy rodu Hippeastrum obsahuijici vittatin jsou H. puniceum,
H. solandriflorum, H. santacatarina, H. papillio a H. breviflorum. [20]

Vittatin byl také izolovdn zrostlin jinych druhl celedi Amaryllidaecae. Napfiklad
z Lykoris radiata Herb. [97], Amaryllis belladonna L. [61], Narcissus cantabricus DC. [99],
Hymenocallis rotata Herb. [100], Crinum bulbispermum L. [101], Lycoris sanguinea Maxim.,

Narcissus pseudonarcissus L. a Pancratium maritimum L. [102]
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Dostupnost rostlinného materidlu a izolace, ktera predstavuje vcelku narocny proces,
vedly k pokusim o zvladnuti totdlni syntézy Amaryllidaceae alkaloidd véetné vittatinu.
Soucasné k tomu pfispiva i zjisténd a studiemi potvrzend biologickd aktivita Amaryllidaceae
alkaloidu, diky nimz je skupiné téchto latek vénovana velka pozornost.

Prvni Uspésna chemicka syntéza vittatinu je datovana v roce 2006, kdy stereoselektivni
syntéza (+)-vittatinu vychdzela z D-glukézy. [103] Dalsi moZnost syntézy vittatinu byla
zverejnéna ve studii zroku 2013, kdy se jednalo o enantioselektivni katalyticky fizenou
Michaelovu adici alfa-kyanoketond na akrylaty. Dojde tak ke vzniku uhlikatého kvarterniho
stereocentra, které umoZniiuje aje dlleZité pro chemickou syntézu opticky Ccistych
cis-arylhydroindolovych alkaloidd. [104] TotdIni syntézy vittatinu bylo také dosazeno
prostfednictvim enantioselektivni dekarboxylativni allylace allylenolkarbonata
katalyzovanych palladiem. [105]
3.2.4.3 Biologické aktivity vittatinu

Jak je jiz teCeno vysSe, vittatin prokdzal slaby cytotoxicky efekt proti HT29
adenokarcinomu tlustého stfeva, H460 nemalobunéénému karcinomu plic a RXF393
karcinomu ledvinovych bunék. [24] Slabé protinddorové plsobeni bylo zjisténo i proti
humannim nadorovym bunécnym liniim A2780 karcinomu vajec¢nik(, SW1573 karcinomu plic,
T47-D karcinomu prsu a WiDr karcinomu tlustého streva. [78] U tohoto alkaloidu dale bylo
zjisténo antimikrobidlni plsobenim konkrétné antibakterialni Gcinek proti grampozitivnimu
Staphylococcus aureus a i proti gramnegativni Escherichia coli. Vittatin také prokazal
antimykoticky ucinek proti Candida albicans. [61] Dale se u vittatinu prokazala antimalaricka
aktivita, kterd byla hodnocena proti Plasmodium falciparum kmene F-32. Tento kmen vyvolava
nejzavaznéjsi formy malarie a je citlivy na chlorochin, ktery byl pti testovani pouzit jako
pozitivni kontrola s ICso = 0,04 uM. Vysledky byly stanoveny po tfech dnech inkubace
a vyhodnoceny jako inhibice proniknuti parazitd do krve hostitele. Inhibi¢ni aktivita
pro vittatin vyjadiena jako ICso €inila 7,30 £ 0,10 uM. [67]

3.3 Derivaty Amaryllidaceae alkaloidt

Jak jiz bylo receno, Amaryllidaceae alkaloidy maji fadu biologickych ucinkd, ale kolikrat

nedosahuji takovych hodnot jako pouzivané standardy. Proto se v pfipadé, Ze chemicka

struktura alkaloidu obsahuje vhodné funkéni skupiny ¢i seskupeni pro obménu molekuly,

pripravuji polosyntetické derivaty.
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Z cibuli H. cv. Ferrari bylo izolovano velké mnozstvi, 2,1 g, vittatinu. Tato skutecnost
vybizela k syntéze vittatinovych analogl, které vznikly modifikaci hydroxylové skupiny
vpoloze C-3. Vodik z hydroxylové skupiny byl nahrazen r{zné substituovanymi
benzoylchloridy za vzniku tfinacti aromatickych ester vittatinu. Pfipravené latky byly
testovany na jejich inhibi¢ni potenciadl proti enzymim, které hraji roli v patogenezi
Alzheimerovi choroby. Nejdfive byl proveden screening schopnosti inhibice derivata pfi
100 uM. U sloucenin, které prokazaly inhibi¢ni schopnost vyssi nez 50 % proti jedné nebo
obéma cholinesterasam, byly stanoveny hodnoty |1Cso. Pouze dva derivaty,
3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatin a 3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatin, projevily inhibi¢ni aktivitu proti
lidské AChE. Na druhou stranu tfi aromatické derivaty silné inhibovaly lidskou BuChkE a jejich
polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace byla nizsi nez 10 uM, tabulka 8. Pro selektivitu k BUuChE je
zfejmé dulezitd substituce v poloze dva a se zvysujici se vzdalenosti aktivita klesa. U téchto tfi
sloucenin byla in vitro testovana jejich propustnost pres hematoencefalickou bariéru (HEB)
pasivni difuzi a bylo zjisténo, Ze vSechny maji schopnost se dostat k cilovym strukturdm
na Urovni centralni nervové soustavy. Ve srovndni s hodnotami alkaloidu vittatinu je zfejmé,
Ze priprava polosynteticych derivatd vedla k objeveni latek s vy$sim inhibi¢nim potencidlem.
[40]

Tabulka 8: Hodnoty ICs vittatinu a jeho derivatl proti lidskym choliesterasam

Derivaty vittatinu AChE ICsp (M) BUuChE ICsp (M)

vittatin >100 >100

3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatin 60,00 * 2,00 56,00 + 1,00

3-0-(2-nitrobenzoyl)vittatin 12,00 £ 0,00 1,40+0,10

3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin >100 5,40+ 0,10

3-0-(2-methylbenzoyl)vittatin >100 8,00+ 0,10

galanthamin 1,70+0,10 42,00 +1,00

eserin 0,06 £0,01 0,13+0,01

Dalsim alkaloidem, u kterého probéhla pfiprava derivat(, je lykorin. Jelikoz se lykorin
prokazal jako alkaloid s antiprotozoalnim ucéinkem, bylo od néj pripraveno Sest
polosyntetickych derivat(, které byly testovany proti Trichomonas vaginalis. Jejich modifikace

spocivala v polohach 1-OH a 2-OH lykorinu a pfipravené derivaty mély povahu aromatickych
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a alifatickych esterl. Jmenovité se jednalo o 1,2-di-O-acetyllykorin, 2-O-lauryllykorin,

1,2-O-dibenzoyllykorin, 2-0-benzoyllykorin, 2-0O-p-nitrobenzoyllykorin
a 1-0-p-nitrobenzoyllykorin. In vitro hodnoceni antiprotozoalni aktivity téchto derivatQ
probihalo za pouZiti dvou koncentraci testovanych latek, konkrétné pfi 125 uM a 250 pM.
Po 24 hodindach inkubace pfi teploté 37 °C (x0,5) byly odecteny vysledky, které byly vyjadieny
jako procento Zivotaschopnych prvok( a jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 9: Antiprotozodlni aktivita lykorinu a jeho derivatu

Aktivita proti T. vaginalis
(% Zivotaschopnych

trofozoitl)

slouc¢enina R1 R2 125 uM 250 uM
lykorin H H 70 60
1,2-di-O-acetyllykorin acetyl acetyl 77 81
2-O-lauryllykorin H lauroyl 16 3
1,2-O-dibenzoyllykorin benzoyl benzoyl 68 66
2-0O-benzoyllykorin H benzoyl 51 65
2-0-p-
H p-nitrobenzoyl 40 21
nitrobenzoyllykorin
1-0-p-
p-nitrobenzoyl H 80 42
nitrobenzoyllykorin

Aktivita lykorinu pfi obou testovanych koncentracich byla takrka stejnd a nedoslo
k vyvolani vyznamného rozdilu v poctu Zivotaschopnych trofozoitll presto, Zze koncentrace
250 uM je dvojndsobné vyssi nez druha testovana koncentrace. Podobné aktivni jako lykorin
byly i slouceniny 1,2-di-O-acetyllykorin, 1,2-O-dibenzoyllykorin, 2-O-benzoyllykorin pfi obou
koncentracich a 1-O-p-nitrobenzoyllykorin pfi 125 uM. U diesterifikovanych derivatq,

1,2-di-O-acetyllykorinu a 1,2-O-dibenzoyllykorinu, vysledky potvrdily, Ze i slouceniny
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modifikované soucasné na C-1 a C-2 jsou aktivnimi, a to bez ohledu na to, zda je substituent
alifatické nebo aromatické povahy. 1-O-p-nitrobenzoyllykorin pfi 250 uM projevil znacné lepsi
efekt, kdy zlstalo pouze 42 % trofozoitl prezivsich. Derivat 2-O-p-nitrobenzoyllykorin byl
pfi koncentraci 125 uM takrka stejné aktivni jako 1-O-p-nitrobenzoyllykorin pfi 250 uM.
Nejlepsi vysledky jsou jednoznacné evidovany u derivatu 2-O-lauryllykorin, ktery pfi obou
testovanych koncentracich dosahl vybornych hodnot, pfi kterych zlstalo Zivotaschopnych
pouze 16 % (125 uM) a 3 % (250 uM) trofozoitli. [106]

Jinych deset polosyntetickych derivatl lykorinu bylo podrobeno hodnoceni na inhibi¢ni
efekt proti lidskym cholinesterasam. Testované derivaty byly ziskdany obménou opét v poloze
C-1 a C-2 na hydroxylovych skupinach lykorinu a dale obménou hydroxylové skupiny v poloze
C-1 lykorin-2-onu. Jako referencni latky pro porovndani ucinku byly pouZzity zndmé inhibitory
lidskych cholinesteras, takrin a galanthamin. Derivat
2-O-terc-butyldimethylsilyl-1-O-(methylthio)methyllykorin prokdzal inhibi¢ni aktivitu proti
lidské AChE a BUChE s hodnotami AChE I1Cso = 11,40 £ 0,66 UM a BUChE ICso = 4,17 £ 0,29 pM.
Vyznamné  aktivni  byly i dalsi ¢tyfi  derivaty, 1,2-O,0'-dibenzoyllykorin,
1,2-0,0'-di-trans-cinnamoyllykorin, 2-O-trans-cinnamoyllykorin, 1-O-trans-cinnamoyllykorin,
jejichz hodnoty BUChE ICsp byly nizsi nez 20 uM. Z tabulky 10 je patrné, Ze polosynteticka
analoga byla lepSimi inhibitory humanni BuChE nez AChE. Vysledky ddle ukazaly, Ze
1-O-trans-cinnamoyllykorin pusobil silngji nez 1-O-trans-cinnamoyllykorin-2-on, tudiz lze
vyvodit, Ze oxidace v poloze C-2 snizuje inhibi¢ni aktivitu. [107]

Tabulka 10: Inhibi¢ni efekt lykorinovych derivatd proti lidské AChE a BuChE

Polosynteticky derivat ICs0 (LM) AChE ICso (LM) BUChE
1,2-0,0'-dibenzoyllykorin >50 7,72+ 0,26
2-0O-benzoyllykorin >50 >50
1,2-0,0'-di-trans-cinnamoyllykorin 46,76 + 0,95 17,45+ 0,19
2-O-trans-cinnamoyllykorin >50 19,74 + 1,37
1-O-trans-cinnamoyllykorin >50 12,13+ 0,77
1-0O-acetyl-2-O-terc-butyldimethylsilyllykorin >50 >50
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metmyiametiyiykorin 1140£086 | 417029
lykorin-2-on >50 >50

1-O-acetyllykorin-2-on >50 44,46 + 0,88

1-O-trans-cinnamoyllykorin-2-on >50 20,91 +0,13

takrin 0,26 £ 0,015 0,02 £ 0,00

galanthamin 1,6 +£0,14 18,30+0,14

V mediciné se pouzivaji léciva, ktera jsou bud’ ptrimo pfirodniho plivodu, nebo se jedna
o polosyntetické Ci zcela syntetické latky, jejichz predlohou byly ptirodni produkty. Jednim
z mnoha prikladl je i rostlina Artemisia annua, pelynék rocni, ze které byl izolovan artemisinin,
ktery byl s uUspéchem aplikovan proti malarickym parazitim, které byly rezistentni
na chlorochin. PFi hledani novych antimalarik byla zjisténa tato potencialni aktivita i u AA, jako
je lykorin, haemanthamin, haemantidin a krinamin. Vroce 2012 byla provedena studie,
béhem které bylo pfipraveno 31 derivati AA haemanthaminového typu, konkrétné
odvozenych od haemanthaminu, haemanthidinu a 11-hydroxyvittatinu, které byly izolovany
z cibuli Pancratium canariense. Modifikace struktury vySe uvedenych alkaloidd spocivala
predevsim v substituci na hydroxylovych skupindch nebo na dvojné vazbé v kruhu D. Nové
vzniklé derivaty mély naptiklad charakter ester(, keton(, oximu ¢i N-oxid(. Jak Cisté alkaloidy,
haemanthamin a haemanthidin (ICso = 1,30 a 1,20 uM), tak i nékteré derivaty vykdazaly
antimalarickou aktivitu. Nejlepsi z derivatli (ICso= 0,80 + 0,06 uM) byl ziskdn acylaci

11-hydroxyvittatinu kyselinou nikotinovou v polohach C-3 a C-11.
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Obrdzek 24 Struktura derivdatu 11-hydroxyvittatinu s nejvyssi antimalarickou aktivitou

Antimalarické puasobeni samotného 11-hydroxyvittatinu vyjadrené jako 1Cso bylo
13,20 + 1,40 uM, co? je vice jak patnactkrat slabsi efekt, nez jaky prokazal pfipraveny derivat.
[108] V tomto pripadé doslo k potvrzeni, Ze pfiprava polosyntetickych analog ptispéla k objevu
latky s lepSim biologickym ucinkem.

Od haemanthaminu izolovaného z rostliny Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master
na Katedie farmaceutické botaniky FAF UK vrdmci skupiny ADINACO byly pfipraveny
polosyntetické derivaty, které vznikly obménou na volné hydroxylové skupiné v poloze C-11.
Z celkem dvanacti esterovych derivatl bylo pét ziskano acylaci s pfislusSnymi anhydridy
a zbyvajicich sedm esterd bylo pfipraveno acylaci s rGzné substituovanymi benzoylchloridy.
Po jejich pripravé a identifikaci byly derivaty testovany na antiproliferativni aktivitu pti 10 uM.
Vysledky byly prekvapivé, protoze zadny z derivatl nebyl vyznamné toxicky proti testovanym
lidskym bunécnym liniim, prestoze o haemanthaminu je zndmo, Ze pusobi cytotoxicky.
V dalsim kroku se hodnotila schopnost inhibice cholinesteras a glykogen-synthasy-kinasy-3f
(GSK-3B). U alifatickych derivatd byla pozorovana bud pouze slaba nebo Zadna aktivita.
Zatimco u aromatickych esterl se inhibi¢ni Gcinnost prokdzala na oba typy lidskych
cholinesteras. NejsilngjSi inhibice byla zjisténa u 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthaminu
a 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthaminu. O jeden fad nizsi u¢innost, nez u dvou predeslych
derivat(i byla prokazana u analogu 11-O-benzoylhaemanthaminu, ktery je sice aromatickym
derivatem, aviak bez substituce na benzylu. U¢inek 11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthaminu
byl neselektivni, inhiboval jak AChE, tak BuChE. U téchto tfi derivdtu byla hodnocena

i schopnost inhibovat GSK-3B, ale vykazal ji jen 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin
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s 1C50 34,80 + 0,01 uM. Ziskané hodnoty predstavuji témér totozné plsobeni proti GSK-3p pfi
porovndni se znamymi inhibitory tohoto enzymu, mezi které patfi izdastupci
homolykorinového typu AA. Konkrétné se jednd o masonin akaranin ajejich 1Cso je
27,81+ 0,05 a 30,75 + 0,04 uM. Vysledky hodnoceni jsou shrnuty v tabulce 11. [65] [109]
Z hodnot stanovenych pro haemanthamin vyplyva, Ze i zde diky chemické obméné molekuly
se podafilo ziskat mnohem aktivné;jsi slouceniny.

Tabulka 11: Plisobeni derivatd haemanthaminu vici lidskym cholinestarasam (UM)

sloucenina AChE ICsg (uLM) BUChE ICso (UM)

haemanthamin >500 >500

11-0-benzoylhaemanthaminu 294,00 + 25,00 5,80+ 0,30

11-0-(2-
+ +

methylbenzoyl)haemanthaminu 18,20£1,30 6,60 1,20

. 11-0-(4- . 14,70 + 1,80 >500
nitrobenzoyl)haemanthaminu

huperizin A 0,03 £ 0,00 >500

galanthamin 1,70+ 0,10 42,30+ 1,30

V ramci studia vztahu struktury a ucinku, ¢lenové skupiny ADINACO pfipravily estery
AA ambellinu v poloze C-11. Rozdil struktury ambellinu a haemanthaminu spociva pouze
v orientaci 5,10b-ethanolového mustku atim, Ze ambellin obsahuje v poloze C-7 dalsi
methoxy (CH30-) skupinu.

Tyto derivaty nasledné byly testovany na schopnost inhibovat lidské cholinesterasy.
Nejprve probéhlo screeningové hodnoceni derivati. U sloucenin, které vykazaly
pfi koncentraci 100 uM inhibici vice neZ 50 %, byla stanovena hodnota ICso. Z dvaceti derivatu
pouze tfi slouceniny prokazaly inhibi¢ni efekt vici lidské AChE. Presto ale zjisténé hodnoty
nebyly pfFilis vyznamné, jelikoZ se pohybovaly v rozmezi ICsp od 46 do 59 UM, cozZ predstavuje
stdle nizkou inhibi¢ni aktivitu v porovnani se zndmym inhibitorem galanthaminem, jehoz
ICs0 je 1,70 £ 0,10 uM. Mnohem zajimavéjsi vysledky byly pozorovany u inhibice lidské BuChE.
u derivatl 11-0-(1-naftoyl)ambellinu, 11-0-(2-methoxybenzoyl)ambellinu,
11-0-(2-methylbenzoyl)ambellinu a 11-0-(3-methylbenzoyl)ambellinu byly totiz stanoveny

hodnoty ICso , které jsou velmi blizké hodnotdam znamého inhibitoru BuChE, eserinu,
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tabulka 12. [110] | v tomto pfipadé doslo k pfipravé latek s lepSimi biologickymi ucinky,
nez které ma predlohova molekula.

Tabulka 12: Inhibi¢ni aktivita derivat ambellinu vyjadiend jako ICso v UM

Derivat ambellinu ICso BUChE (uM)
ambellin >100
11-0-(1-naftoyl)ambellin 0,10+ 0,01

11-0-(2-methoxybenzoyl)ambellin 0,43+0,04

11-0O-(2-methylbenzoyl)ambellin 0,28 £ 0,02

11-0O-(3-methylbenzoyl)ambellin 0,86 £ 0,03

eserin 0,13+0,01

Na ndsledujicim obrazku 25 jsou ¢ervené vyznaceny polohy a funkéni skupiny, které

umoznily pfipravu vySe zminénych analogl AA.

lykorin haemanthamin

CHs

CHs;
vittatin ambellin

Obrdzek 25 Struktura alkaloidd, u kterych probéhla priprava polosyntetickych derivati
s vyznacenim substituovanych hydroxylovych skupin
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Vroce 2015 M. Atanasova et al. uskutecnili studii, ktera se zabyvala derivaty
galanthaminu. Nejprve bylo provedeno molekulové dokovani na dvé série galanthaminovych
derivatli vazajicich se na AChE a byly predpovézeny aktivity navrienych derivat(
galanthaminu, jejichz chemickd modifikace probihala na dusiku, na ktery byl pfipojen
postranni Fetézec zakonceny indolem. Ctyfi nejlepsi derivaty znazornéné na obrazku 26 byly
syntetizovany a nasledné hodnoceny na AChE inhibi¢ni aktivitu. Enzym AChE byl ziskan
z Torpedo californica z fadu rejnokl. VSechny Ctyti pripravené derivaty prokazaly vyraznou
aktivitu, a to v rozsahu 11 az 95krat vyssi nez galanthamin. Ziskané hodnoty ICso jsou shrnuty
v tabulce 13. [111]

OH OH

;
X
: HN—< >/:NH ,
'\ 17\
Q N—(CH2)60~©—/ Q" N—(CHZ)GOACQ\‘H
I . H3CO ‘

OH OH
d O X ‘Y /\ %
177"\ 'e) 7
Q| AN—(cHs < N—(CH,)s (
HN NH HN NH
CO,CHs4
H5CO 1c H3CO 1d

Obradzek 26 Indolové derivaty galanthaminu [111]

H,CO
3 1b

Tabulka 13: Hodnoty ICso derivat(i galanthaminu (uM)

Aktivnéjsi nez galanthamin
Sloucenina ICs0 AChE (uM)
(krat)
la 0,01 £ 0,00 95
1b 0,01 £ 0,00 93
1c 0,01 +£0,00 72
1d 0,09+0,01 11
Galanthamin 1,07 £ 0,16 1
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material a chemikalie

v 7 Ve

4.1.1 Pouzita rozpoustédla, chemikalie a detek¢ni Cinidla
cyklohexan, €. (Penta) (cHx)
diethylamin, p. a. (Penta) (Et2NH)
ethanol 95 %, C. (Penta) (EtOH)
ethylacetat, p. a. (Penta) (EtOAc)
chloroform, €. (Penta) (CHCIs)
pyridin, p. a. (Penta)
toluen, p. a. (Penta) (To)
dimethylaminopyridin, p. a. (Penta) (DMAP)
chemikalie pro pripravu derivatli, > 99% (Acros)
- hexanoylchlorid, > 99% (Acros)
- 2-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
- 3-chlorobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
- anhydrid kyseliny valerové > 99% (Acros)
- acetanhydrid, 2 99% (Acros)
- heptanoylchlorid, > 99% (Acros)
- oktanoylchlorid, > 99% (Acros)
- benzylbromid, > 99% (Acros)
- 2-chlorbenzylbromid, > 99% (Acros)
- tetrahydrofuran (THF)
- hydrid sodny
- argon
1M roztok suchého HCl v Et20

Dragendorffovo Cinidlo (podle Muniera)

Zasobni roztok se pfipravi smisenim roztoku A (1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého,
20 g kyseliny vinné, 80 g destilované vody) aroztoku B (32 g jodidu draselného, 80 g

destilované vody) v poméru 1:1.
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Detekéni roztok se pripravi smisenim 5 ml zasobniho roztoku a roztoku 10 g kyseliny
vinné 50 g destilované vody.

Oba roztoky jsou nasledné uchovavany v lednici pfi teploté 2—8 °C.

4.1.2 Rostlinny material

Jako vychozi latka pro pripravu polosyntetickych derivatl byl pouzit Amarylidaceae
alkaloid vittatin. Tento alkaloid byl ziskdn izolaci z cibuli Hippeastrum cv. Ferrari na Katedre
farmaceutické botaniky vrdmci disertacni prace Lattifah Al Shammari a podrobnosti
k fytochemické praci Ize naji v ¢lanku Al Shammari L. et al. (2020). Botanicka identifikaci byla
provedena prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. adokladovy vzorek s Cislem
CUFPH-16130/AL-562 je uloZen v herbariu Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy.

Asi 25 kg cibuli bylo rozdrobnéno na castice o velikosti pfiblizné 5 mm pomoci
ponorného mixéru. Nasledovala extrakce na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em varem
ve dvojndasobném mnozstvi ethanolu 95% po dobu 30 min. Extrakt byl nasledné prefiltrovan
a zahustén na vakuové odparce za vzniku asi 420 g surového ethanolového extraktu.
Ethanolovy extrakt byl nasledné rozpustén v 2% kyseliné chlorovodikové a nafedén vodou na
objem 51. Suspenze o pH 1-2 byla po kratké sonikaci prefiltrovana a filtrat byl nasledné
extrahovan etherem (3x 1,5 I). Vodnd vrstva byla alkalizovdna 10% uhli¢itanem sodnym na pH
9-10. Nasledovala extrakce do chloroformu (6 x 300 ml). Chloroformova vrstva byla vysusena
bezvodym siranem sodnym a odpafena na vakuové odparce. Bylo ziskdno 29,46 g
koncentrovaného alkaloidniho extraktu. Alkaloidni extrakt byl nasledné rozdélen pomoci
sloupcové chromatografie na celkem 15 frakci. Ty vznikly spojenim jednotlivych najimanych
frakci (360; 500 ml) na zdakladé kontrolnich TLC. Jako stacionarni faze pro sloupcovou
chromatografii bylo pouzito 1200 g oxidu hlinitého a jako mobilni faze smési EtOH a CHCls
v riznych pomeérech (99:1-0:100). Jednotlivé frakce byly nasledné zpracovany preparativni
TLC, kde z frakce Cislo 3 byly ziskany asi 2 g Cistého vittatinu. Struktura byla identifikovana
na zakladé GC/MS, NMR a HRMS analyzy. [13]

4.1.3 Stacionarni faze pro analytickou a preparativni TLC

Jako stacionarni faze byly pouzity komeréné vyrabéné hlinikové desky TLC Silica gel

60 F2s4 (Merck, Némecko), rozmér 20 x 10 cm, vrstva silikagelu 0,2 mm s fluorescenc¢nim

indikatorem F3sa.
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4.1.4 Mobilni faze pro analytickou a preparativni TLC

- S1=To: Et;NH (9:1)

- Sy =Et;NH:To:cHx (1:6:3)
4.2 Pouzité metody
4.2.1 Metody pouzité pfi pripravé derivata
4.2.1.1 Priprava polosyntetickych derivatt

Navazené mnozstvi vittatinu bylo rozpusténo asi ve 2 ml suchého pyridinu a nasledné

bylo pfidano vypocitané ekvivalentni mnozstvi pfislusného chloridu nebo anhydridu v mirném
nadbytku na zakladé uvedené rovnice:

myr) X M(RCl,anhydrid)

M(rcl,anhydrid) = M( )
VIT

M(rci,anhydrid) = hmotnost acylchloridu, anhydridu (g)
myvir) = hmotnost vittatinu (g)
M rcianyhydridg) = molarni hmotnost acylchloridu (g/mol)

Mvir) = molarni hmotnost vittatinu (g/mol)

Nakonec bylo pfimichano katalytické mnozstvi DMAP. Reakéni schéma je na obrazku 27.

OH

chlorid nebo anhydrid

O —_—
W pyridin, DMAP
70 - 80 °C

Obrdzek 27 Reakcni schéma pripravy esterovych derivatu vittatinu

Smés byla v uzavrené zkumavce umisténa do parafinové 1azné na elektromagnetické
michaéce s ohrevem. Reakce probihala za stdlého michani magnetickym michadlem
pfi teploté 70—-80 °C asi 16 h. Pribéh reakce, byl monitorovan pomoci analytické TLC, kdy byly
na start naneseny vittatin, DMAP a vzorek odebrany z reakéni smési. Deska byla nasledné
vyvinuta v mobilni fazi To: EtoNH (9:1) a po vysuSeni probéhla detekce nejprve pomoci
UV lampy pfi 254 nm a poté postfikem Dragendorffovym Cinidlem, které barvi alkaloidni zény
do tmavé oranZova (obrazky 28 a 29) . Podle vysledk( detekce byly pripadné do smési pridany
reakéni slozky (DMAP, chlorid) anebo se reakce ukondila. Po ukonceni reakce byl ze smési

odparen pyridin a nasledovala preparativni TLC.
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Produkt reakce

DMAP

Wychozi latka (vittatin)

Obrdzek 28 Analytickd tenkovrstvd chromatografie pod UV lampou pfi 254 nm

Produkt reakce

DMAP

Vychozi latka (vittatin)

Obrazek 29 Detekce na TLC desce postrikem Dragendorffovym Cinidlem

Pred pfipravou etherovych derivatl se vSechno pouzivané sklo nechalo radné vysusit
v susarné pfi 80 °C po dobu jedné hodiny. NavaZzené mnozstvi vittatinu se rozpustilo ve 2 ml
tetrahydrofuranu (THF). Smés byla umisténa do ledové lazné v uzaviené varné barice, do které
pres septum jehlou probubldval argon, ktery z bariky vyhanél vzduch, a tak i vzdusnou vihkost.
Celd tato aparatura byla umisténa na elektromagnetické michacce a reakce probihala

za stdlého michani magnetickym michadlem. Po 10 minutdch ndsledovalo pfidani
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vypocitaného ekvivalentniho mnozstvi hydridu sodného, ktery slouzil k odstépeni vodiku
z hydroxylové skupiny vittatinu aumozZnil tak tvorbu etheru. Vzorec pro vypocet
ekvivalentniho mnozstvi hydridu sodného:

Mty X Mnam)

M(NaH) = My,

MmgnH) = hmotnost hydridu sodného (g)
mvim) = hmotnost vittatinu (g)
MnaH) = molarni hmotnost hydridu sodného (g/mol)

Mvir) = molarni hmotnost vittatinu (g/mol)

Po 10 minutdch se pfipipetovalo vypocitané ekvivalentni mnoistvi pfislusného
bromidu, které bylo zjisténo dle nasledujici rovnice:

myr) X M(bromid)

Vi id) —
(bromid) Mty X Pbromid)

V(bromid) = objem bromidu (ml)

myvir) = hmotnost vittatinu (g)

M bromid) = molarni hmotnost bromidu (g/mol)
Mvir) = molarni hmotnost vittatinu (g/mol)

P bromid) = hustota bromidu (g/cm?3)

Za dalSich 10 minut, se odpojil argon a barnka se vyndala z ledové lazné. Reakce,
obrazek 30, se nechala pokracovat za stalého michani pfi pokojové teploté v dobfe uzaviené
barice. Prlibéh reakce se hodnotil pomoci analytické TLC obdobné jako u esterovych analog.
Podle vysledkl detekce se reakce nechala probihat dal, anebo byla ukoncéena. Po ukonceni

reakce ndasledovala preparativni TLC.

OH
bromid
>
THF, NaH, Ar <

0]

Obrdzek 30 Reakcni schéma pripravy etherovych derivadtu vittatinu
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Reak¢éni Cinidla pro pripravu polosyntetickych derivatl jsou shrnuta v tabulce 14.

Tabulka 14: Reak¢ni €inidla pro pfipravu polosyntetickych derivat(

Derivat Nazev derivatu Reakéni Cinidlo
cl
VIT 24 3-O-hexanoylvittatin W
o

o O%ﬁ/o-

VIT 25 3-0-(2-nitrobenzoylvittatin) C)‘\@
O, Cl
VIT 26 3-0-(3-chlorobenzoyl)vittatin 5
Cl
(o]

VIT 27 3-0O-pentanoylvittatin /\/\[( W

(o] (o]

o

VIT 28 3-0O-acetylvittatin Y \H/

0 o)

cl
VIT 29 3-0O-heptanoylvittatin W
o)
cl
VIT 30 3-0-oktanoylvittatin W/\/
o
VIT-0-1 3-0-benzylvittatin
Br
cl
VIT-0-2 3-0-(2-chlorbenzyl)vittatin
Br
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4.2.1.2 Preparativni tenkovrstva chromatografie

Reakéni smés byla rozpusSténa ve smési EtOH:EtOAc (1:1) a postupné pomoci
chromatografického pera nanesena na 5 komercnich desek. Nanaseni bylo provedeno
v nékolika vrstvach. Po zaschnuti byly desky vyvijeny v nasycené chromatografické komore.
Jako mobilni faze byla pouzita smés Si1 pro VIT 24 az VIT 28, dale pro VIT-O-1 a VIT-0-2 a S;
pro VIT 29 a 30. Po vyvinuti byly desky vysuSeny a na zakladé detekce pod UV svétlem byly
jednotlivé zony s produktem mechanicky separovany. Produkt byl ze silikagelu vymyt smési
EtOH:CHCIs (1:1) pres vrstvu vaty a jiman do barky. Rozpoustédlo bylo nasledné odpareno.
Po odpareni na vakuové odparce byly derivaty dosuSeny v exsikatoru za snizeného tlaku.

Vysusené derivaty byly nasledné uloZeny v lednici pfi teploté 2—8 °C.

4.2.2 Strukturni analyza derivatu vittatinu
4.2.2.1 ESI-HRMS analyza

ESI-HRMS spektra byla méfena na Katedfe analytické chemie, Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy. Analyzu provedla prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.
Hmotnostni spektrometrie svysokym rozliSenim je metoda pouZivand k identifikaci
a strukturni analyze novych sloucenin, které dosud nebyly popsany v literature,
a to na zakladé identifikace iontd podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Urceni
ESI-HRMS spekter jednotlivych derivatl bylo provedeno pomoci pristroje Synapt G2-Si Q-TOF
(Waters), coz je hmotnostni spektrometr sionizaci elektrosprejem vkladném maddu
a hybridnim analyzdtorem typu kvadrupdl-analyzdtor doby letu, v kombinaci s UHPLC
systémem Acquity I-Class (Waters). Vzorky byly mérené v prostiedi MeCN (acetonitril)
Nakonec byly porovnany m/z teoretické s experimentalné zjisténymi. Tyto dvé hodnoty by se
od sebe nemély vyrazné lisit, idealné by mély byt totozné alespon do druhého desetinného
mista.
4.2.2.2 NMR analyza

NMR spektra byla zméfena na Katedfe organické a bioorganické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Krélové, Univerzity Karlovy. Méfeni i naslednou interpretaci
jednotlivych spekter provedli doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc. a Mgr. Jana Mafrikova Ph.D.

NMR analyza byla provedena na spektrometru VNMR S500 pracujicim pfi frekvenci
500 MHz pro 'H jadra a pfi frekvenci 125 MHz pro 13C jadra. MéFeni probihalo pfi teploté 25°C

v roztocich deuterovaného chloroformu (CDCls). K ozafovani i detekci signdlu byla pouzita
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sonda OneNMR, coz je Sirokopdsmova dvoukanalova gradientni sonda se schopnosti regulace
teploty. Chemické posuny & byly zméreny jako hodnoty pars per milion (ppm) a nepfimo
vztazeny k TMS (tetramethylsilanu) jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédia.
Pro CDCls jsou hodnoty chemického posunu uatomd *H &6 = 7,26 ppm, uatom
13C & = 77,0 ppm. Data ziskand méfenim jsou uvedena vtomto poradi: chemicky posun &
(ppm), integrovana intenzita 'H NMR spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet,
dd = dublet dubletu, ddd = dublet dubletu dubletu, td = triplet dubletu, m = multiplet,
bs = Siroky singlet), integracni konstanta J (Hz).
4.2.2.3 Opticka otacivost

Opticka otacivost derivatl byla mérena, po prevedeni derivatu do chloformového
roztoku, pomoci automatického polarimetru ADP 220 BS. Méfeni probihalo pfi teploté 24 °C,
koncentrace méreného vzorku byla 0,1 g/100 ml a délka kyvety 0,5 dm. Pro kazdy vzorek bylo
méreni provedeno 5x, kdy se jednotlivd méreni liSila polohou kyvety, a z jejich priiméru byla
vypocitana specifickd otacivost pomoci nasledujiciho vzorce:

100 X «
c X1

[a]? =
a = namérend opticka otacivost (°)

t = teplota méreni (°C)

D = vinova délka D-linie sodikového svétla (nm) (= 589,3 nm)

¢ = koncentrace méreného alkaloidu v roztoku (g/100 ml)

| = délka kyvety (dm)

4.2.3 Stanoveni inhibicni aktivity vic¢i humannim cholinesterasam

Méreni inhibi¢ni aktivity pripravenych derivatd vi¢i AChE a BuChE provedla
PharmDr. Daniela Hulcova, Ph.D. na Katedfe farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy. Pro stanoveni byla vyuZita Ellmanova
spektrofotometrickd metoda arekombinantni lidské enzymy, které jsou pfipravovany
na Katedre chemie, Pfirodovédné fakulty, Univerzity Hradec Kralové.
4.2.3.1 Chemikalie
Acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChl)
Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)
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Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Penta, Praha) (NaH,PO4 . 2H,0)
Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (DMSO)

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Penta, Praha) (NaH2POa)
4.2.3.2 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢ci AChE a BuChE

Roztok 5mM DTNB: roztok byl pfipraven pfimym rozpusténim navazeného mnozstvi
DTNB v takovém mnozstvi 100mM fosfatovém pufru pH 7,4, aby vznikl 5mM roztok. Roztok je
slabé nazloutly. Cinidlo bylo uchovavéano v chladniéce pfi 4 °C po dobu maximalné 1 tyden.

Roztok 10mM ATChI: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky
ve vodé, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zdstal &iry. Cinidlo bylo uchovévano
v chladnicce pfi 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM BuTChl: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky
ve vodé, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zdstal ¢&iry. Cinidlo bylo uchovévano
v chladnicce pfi 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.
4.2.3.3 Pufry

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml
roztoku B a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 200mM roztokem NaH;POa4 (1 litru roztoku
obsahuje 24,0 g NaH,PQa). Zasobni roztok B je 200mM roztokem Na;HPO4 (1 litru roztoku
obsahuje 28,4 g NaHPO,).
4.2.3.4 Enzymy

Pouziva se médium obsahujici rekombinantni enzymy, které se v ¢as potfeby naredi
100mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak, aby hodnota absorbance byla pro AChE 0,08 — 0,15
a pro BuChE 0,15 — 0,20. Médium je rozpipetovano dle potfeby (dle vypocitaného mnozstvi
potfebného pro nasledné rfedéni k méreni) do mikrozkumavek, zamrazeno a uchovavano
v mrazdaku pfi teploté pfi -22 °C do doby pouziti.
4.2.3.5 Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity

Pro stanoveni byla pouzZita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (A = 412 nm), obrazek 31. Béhem stanoveni je
sledovan narlst absorbance za 1 min. Hodnoty ICsp jsou vypocitany ze ziskanych hodnot
poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinedrni regresi v programu GraphPaD Prism (verze pro

Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany
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s hodnotami ICsp zndmych inhibitor(i cholinesteras galanthaminem, huperzinem A

a berberinem. Procenta inhibice (% I) jsou pocitana podle vzorce:

)

A ABL

% 1=100-(100 x 2=

% | = procento inhibice;
AABL = pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;

AASA = absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Nejprve bylo provedeno screeningové méreni, kdy se vSechny Ilatky méri
pfi koncentraci 100 uM. U latek, které vykazuji pti této koncentraci inhibi¢ni potencial vyssi

nez 50 %, je stanovena ICso.

CH3 cholinesterasa CH3
—b- +
)J\/\ H.O \/\ +
HiC” CH3 2 H,C~ I SH Hac\/\COOH
DTNB
HOOC COOH
Sy SN
HOOC \ cH COOH
3
|+
+
02N S”“S/\\/rrl"‘CH3 HS NO,
CHs

Obrazek 31 Schéma hydrolytické reakce za pouZiti substrdatu a Ellmanova Cinidla (DTNB) [112]

4.2.4 Stanoveni protinadorové aktivity

Derivaty vittatinu byly podrobeny hodnoceni na protinadorovou aktivitu. Stanoveni
provedl RNDr. Radim Havelek, Ph. D. v rdmci spoluprace s Ustavem |ékarské biochemie,
Lékarské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.

Protinddorové pusobeni bylo testovano in vitro u deviti nadorovych bunéénych liniich.
Jednalo se o bunky Jurkat (akutni leukémie T-bunék), MOLT-4 (akutni lymfoblastické
leukémie), A549 (epitelidlni karcinom plic), HT-29 (adenokarcinom tlustého streva), PANC-1
(epitelidlni karcinom slinivky bfisni), A2780 (karcinom vajecnikt), HelLa (karcinom délozniho

hrdla), MCF-7 (karcinom prsu) a SAOS-2 (osteosarkom). Pro stanoveni cytotoxického ucinku
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derivati na zdravé buriky se testovani provedlo i u jedné nenddorové bunécéné linie MRC-5
(zdravé plicni fibroblasty). Inkubace bunécnych linii probéhla pfi teploté 37 °C po dobu
24 hodin v prostiedi 5% oxidu uhli¢itého. Nasledné byly bunééné linie oSetfeny derivaty
vittatinu v koncentraci 10 puM. Jako pozitivni kontrola slouzil doxorubicin v koncentraci 1 uM.
Po uplynuti 48 hodin byla stanovena Zivotaschopnost bunék v procentech a porovnana
s referencni latkou. Vice podrobnosti o stanoveni cytotoxické aktivity je dostupnych v ¢lanku
Alkaloid profiling of Hippeastrum cultivars by GC-MS, isolation of Amaryllidaceae alkaloids

and evaluation of their cytotoxicity, 2020.
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5 VYSLEDKY

5.1 Polosyntetické derivaty vittatinu, strukturni analyza

5.1.1 3-O-hexanoylvittatin (VIT 24)

Sumarni vzorec: C22H29NO3

Molekulova hmotnost: 355,48

Obrdzek 32 Struktura 3-O-hexanoylvittatinu (VIT 24)
Opticka otacivost: [Ot]é4 €= .66,7° (c = 1 mg/ml, CHCl3)
NMR:
1H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 6.85 (1H, s), 6.68 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.52 (1H, s), 5.94 (1H, dd,
J=10.0Hz, J=5.3Hz), 591 (1H, dd, J = 9.6 Hz, overlapped), 5.90 (1H, dd, J = 9.6 Hz,
overlapped), 5.39-5.33 (1H, m), 4.45 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.83 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.45-3.36
(2H, m), 2.94 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J = 9.1 Hz, J = 5.9 Hz), 2.25 (2H, td, J = 7.6 Hz, J = 2.0 Hz,
overlapped), 2.23-2.16 (1H, m, overlapped), 2.05-1.90 (2H, m), 1.81 (1H, dd, J = 13.8 Hz,
J=4.3Hz), 1.65-1.54 (2H, m), 1.34-1.19 (4H, m), 0.87 (3H, t, J = 6.9 Hz)
13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 173.2, 146.3, 145.9, 137.9, 134.0, 125.9, 123.9, 107.0, 102.8,
100.8, 66.1, 63.3,62.2,53.4,44.2,44.0,34.4,31.2,29.7,24.6,22.2,13.8
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 370,2022

m/z teoreticky (pro C22H290NO3 [M+H]*) = 370,2013
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5.1.2 3-0-(2-nitrobenzoy)lvittatin (VIT 25)

o NO,

Sumarni vzorec: C23H20N206
Molekulovd hmotnost: 420,42
Obrdzek 33 Struktura 3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT 25)
Opticka otécivost: [a]2* = -25,1° (c = 1 mg/ml, CHCl3)
NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7.90-7.81 (1H, m), 7.72-7.66 (1H, m), 7.66—7.55 (2H, m), 6.85
(1H, s), 6.77 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.52—6.48 (1H, m), 6.05 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.2 Hz),
5.94-5.81 (2H, m), 5.66-5.60 (1H, m), 4.44 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.82 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.45
(1H, ddd, J = 14.1 Hz, J = 10.6 Hz, J = 4.3 Hz), 3.36 (1H, dd, J = 13.5 Hz, J = 4.3 Hz), 3.00-2.91
(1H, m), 2.28-2.19 (2H, m), 1.99 (1H, ddd, J = 12.2 Hz, J = 10.6 Hz, J = 5.9 Hz), 1.90 (1H, td,
J=13.5Hz, J = 4.3 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 164.8, 148.1, 146.3, 145.9, 137.6, 135.2, 132.8, 131.5, 129.8,
127.8,125.7,123.8, 122.8, 107.0, 102.8, 100.8, 68.8, 63.3, 62.1, 53.4, 44.2, 44.0, 29.3
ESI-HRMS:

m/z experimentalni = 421,1396

m/z teoreticky (pro CazH20N206 [M+H]*) = 421,1394
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5.1.3 3-0-(3-chlorobenzoyl)vittatin (VIT 26)

Cl

Sumarni vzorec: C23H20CINO4
Molekulova hmotnost: 409,87
Obrazek 34 Struktura 3-O-(3-chlorobenzoyl)vittatinu (VIT 26)

Opticka otécivost: [a]2* = -38,6° (c = 1 mg/ml, CHCl3)
NMR:
'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7.95 (1H, dd, J=2.1Hz, J=1.5Hz), 7.88 (1H, ddd, J= 7.8 Hz,
J=1.5Hz, J=1.1Hz), 7.50 (1H, ddd, J = 7.8 Hz, J=2.1 Hz, J=1.1 Hz), 7.34 (1H, t, J = 7.8 Hz),
6.88 (1H, s), 6.76 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.54 (1H, s), 6.05 (1H, ddd, J = 10.0 Hz, J = 5.3 Hz,
J=1.1Hz), 5.91 (1H, d, J=12.3 Hz, overlapped), 5.91 (1H, d, /= 12.3 Hz, overlapped), 5.63—
5.57 (1H, m), 4.49 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.86 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.52-3.42 (2H, m), 3.02-2.93
(1H, m), 2.30-2.16 (2H, m), 2.05—1.88 (2H, m)
13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 164.7, 146.4, 146.0, 137.6, 134.7, 134.4, 132.9, 132.0, 129.62,
129.57, 127.8, 125.8, 123.5, 107.1, 102.9, 100.9, 67.5, 63.4, 62.1, 53.5, 44.2, 44.0, 29.7
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 410,1168

m/z teoreticky (pro C23H20CINO4 [M+H]*) = 410,1154
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5.1.4 3-O-pentanoylvittatin (VIT 27)

Sumarni vzorec: C21H25sNO4

Molekulova hmotnost: 355,43

Obrdzek 35 Struktura 3-O-pentanoylvittatinu (VIT 27)
Opticka otacivost: [Ot]é4 €=595°(c=1 mg/ml, CHCl3)
NMR:
14 NMR (600 MHz, CDCls) & 6.84 (s, 1H), 6.65 (d, J=10.0 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 5.92 (dd,
J=10.0 Hz, J = 5.3 Hz, 1H), 5.89 (d, / = 10.9 Hz, overlap, 1H), 5.89 (d, / = 10.9 Hz, overlap, 1H),
5.37-5.32 (m, 1H), 4.44 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.83 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.45-3.35 (m, 2H), 2.93
(ddd, J = 13.8 Hz, J = 9.0 Hz, J = 6.0 Hz, 1H), 2.29-2.16 (m, 3H), 2.03-1.98 (m, 1H), 1.94 (ddd,
J=12.3 Hz,J=10.4 Hz, J= 6.0 Hz, 1H), 1.79 (td, /= 13.8 Hz, J/ = 4.4 Hz, 1H), 1.60-1.50 (m, 2H),
1.35-1.21 (m, 2H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H)
13C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 173.3, 146.4, 146.0, 137.9, 134.0, 125.8, 124.0, 107.0, 102.9,
100.9, 66.0, 63.4, 62.1,53.4,44.2,44.0,34.1, 29.7, 27.0, 22.2, 13.7.
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 356,1865

m/z teoreticky (pro C21H2sNO4 [M+H]*) = 356,18568
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5.1.5 3-O-acetylvittatin (VIT 28)

Sumarni vzorec: C1gH19NOg4

Molekulova hmotnost: 313,35

Obrdzek 36 Struktura 3-O-acetylvittatinu (VIT 28)

Opticka otécivost: [a]2* = -83,5° (c = 1 mg/ml, CHCl3)
NMR:

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & 6.84 (s, 1H), 6.66 (d, J=10.0 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 5.92 (dd,
J=9.8Hz, J=5.4 Hz, 1H), 5.89 (d, J = 12.3 Hz, overlap, 1H), 5.89 (d, J = 12.3 Hz, overlap, 1H),
5.35-5.31 (m, 1H), 4.43 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 3.81 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 3.41-3.35 (m, 2H), 2.95-
2.87 (m, 1H), 2.23-2.16 (m, 1H), 2.03-1.89 (m, overlap, 2H), 1.99 (s, overlap, 3H), 1.78 (td,
J=13.8 Hz, J = 4.3 Hz, 1H)

13C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 170.5, 146.3, 146.0, 137.9, 134.2, 125.9, 123.8, 107.1, 102.9,
100.9, 66.3, 63.2, 62.0, 53.2, 44.2, 44.0, 29.5, 21.2.

ESI-HRMS:

m/z experimentalni = 314,1395

m/z teoreticky (pro CisH19NO4 [M+H]*) = 314,16868
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5.1.6 3-O-heptanoylvittatin (VIT 29)

Sumarni vzorec: Ca3H29NOg4

Molekulova hmotnost: 383,49

Obrdzek 37 Struktura 3-O-heptanoylvittatinu (VIT 29)
Opticka otécivost: [a]2* = -52,3° (c = 1 mg/ml, CHCl3)
NMR:
4 NMR (600 MHz, CDCl3) & 6.84 (s, 1H), 6.67 (d, J=10.0 Hz, 1H), 6.50 (s, 1H), 5.91 (dd,
J=10.0 Hz, J=5.3 Hz, overlap, 1H), 5.88 (d, J=11.4 Hz, overlap, 1H), 5.88 (d, J=11.4 Hz,
overlap, 1H), 5.37-5.32 (m, 1H), 4.41 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.79 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.39-3.31
(m, 2H), 2.90 (ddd, J = 12.9 Hz, J = 9.1 Hz, J = 5.9 Hz, 1H), 2.23 (td, J = 7.2 Hz, J = 1.5 Hz, 2H),
2.18 (ddd, J=12.9 Hz, J=9.1 Hz, J = 4.3 Hz, 1H), 1.97-1.88 (m, 2H), 1.81-1.75 (m, 1H), 1.60-
1.51 (m, 2H), 1.30-1.18 (m, 6H), 0.84 (t, J = 7.2 Hz, 3H)
13C NMR (151 MHz, CDCl3) & 173.3, 146.2, 145.8, 138.2, 134.3, 126.4, 123.9, 107.0, 102.8,
100.8, 66.2, 63.3,62.4,53.5,44.3,44.1,34.4,31.4,29.9, 28.7, 24.9, 22.5, 14.0.
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 384,2173

m/z teoreticky (pro CasH29NO4 [M+H]*) = 384,21694
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5.1.7 3-0-oktanoylvittatin (VIT 30)

Sumarni vzorec: Ca4H31NO4

Molekulova hmotnost: 397,52

Obrdzek 38 Struktura 3-O-oktanoylvittatinu (VIT 30)
Opticka otacivost: [Ot]é4 €= 63,4°(c=1 mg/ml, CHCl3)
NMR:
14 NMR (600 MHz, CDCls) & 6.84 (s, 1H), 6.67 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.50 (s, 1H), 5.91 (dd,
J=10.1Hz, J=5.2 Hz, overlap, 1H), 5.89 (d, J=11.7 Hz, overlap, 1H), 5.89 (d, J=11.7 Hz,
overlap, 1H), 5.37-5.32 (m, 1H), 4.41 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.79 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.39-3.31
(m, 2H), 2.90 (ddd, J = 13.9 Hz, J = 8.9 Hz, J = 5.9 Hz, 1H), 2.23 (td, J= 7.3 Hz, J = 1.5 Hz, 2H),
2.18 (ddd, J = 12.8 Hz, J = 8.9 Hz, J = 4.3 Hz, 1H), 1.98-1.88 (m, 2H), 1.82-1.74 (m, 1H), 1.60—
1.51 (m, 2H), 1.29-1.19 (m, 8H), 0.83 (t, J = 7.3 Hz, 3H);
13C NMR (151 MHz, CDCl3) & 173.3, 146.3, 145.9, 138.0, 134.1, 126.0, 124.0, 107.0, 102.9,
100.9, 66.1, 63.3, 62.2,53.5,44.2,44.1, 34.4, 31.6, 29.7, 29.0, 28.9, 25.0, 22.6, 14.0.
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 398,2338

m/z teoreticky (pro C24H31NO4 [M+H]*) = 398,23259
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5.1.8 3-O-benzylvittatin (VIT-0-1)

Sumarni vzorec: C23H23NO3
Molekulova hmotnost: 361,44
Obrazek 39 Struktura 3-O-benzylvittatinu (VIT-0O-1)

Optickd otdcivost nebyla mérena, jelikoZz se nepodafil pfipravit derivat v dostate¢ném

mnozstvi a Cistoté.

NMR bylo zméreno pouze vodikové, jelikoz se nepodafilo pfipravit derivat v dostatecném

mnozstvi a Cistoté.

1H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.36-7.32 (m, 3H), 7.31-7.24 (m, 2H), 6.86 (s, 1H), 6.62 (d, J = 10.0
Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 5.97 (dd, J=10.0 Hz, J = 4.8 Hz, 1H), 5.91 (d, / = 7.3 Hz, overlap, 1H), 5.91
(d, J = 7.3 Hz, overlap, 1H), 4.63 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.54 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 16.7
Hz, 1H), 4.06-4.02 (m, 1H), 3.83 (d, /= 16.7 Hz, 1H), 3.53-3.40 (m, 2H), 2.99-2.86 (m, 1H),
2.24-2.16 (m, 2H), 2.00-1.90 (m, 1H), 1.66 (td, J = 13.5 Hz, J = 4.1 Hz, 1H)

ESI-HRMS nebylo méreno, jelikoZz se nepodafil ptipravit derivat v dostate¢ném mnoizstvi a

Cistoté.
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5.1.9 3-0-(2-chlorobenzyl)vittatin (VIT-O-2)

Cl

Sumarni vzorec: C23H22CINO3
Molekulova hmotnost: 395,88
Obrdzek 40 Struktura 3-O-(2-chlorobenzyl)vittatinu (VIT-O-2)

Opticka otécivost: [a]2* = -12° (c=1 mg/ml, CHCl3):
NMR:
'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.48 (dd, J = 7.5 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 7.6 Hz, / = 1.8 Hz,
1H), 7.26-7.18 (m, 2H), 6.86 (s, 1H), 6.66 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.01 (dd, J = 10.0 Hz,
J=5.2 Hz, 1H), 5.90 (d, J = 8.5 Hz, overlap, 1H) 5.90 (d, J = 8.5 Hz, overlap, 1H), 4.71 (d, /= 12.8
Hz, 1H), 4.63 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 4.11-4.07 (m, 1H), 3.80 (d, J = 16.8
Hz, 1H), 3.46 (dd, J = 13.2 Hz, J=4.2 Hz, 1H), 3.43-3.35 (m, 1H), 2.92 (ddd, J = 13.2 Hz,
J=9.1Hz,J=5.9 Hz, 1H), 2.23-2.15 (m, 2H), 1.94 (ddd, J=12.1 Hz, J = 10.4 Hz, J = 5.9 Hz, 1H),
1.68 (td, J=13.2 Hz, J= 4.2 Hz, 1H)
13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 146.0, 145.6, 138.5, 136.3, 133.2, 132.9, 129.2, 129.2, 128.6,
126.7,126.5,125.4,106.9, 102.9, 100.7, 71.3, 67.8, 63.2, 62.5, 53.6, 44.3, 44 .3, 29.4.
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 396,1361

m/z teoreticky (pro C23H22CINO3 [M+H]*) = 396,1361
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5.2 Vytéznost reakci
Pro vsechny pfipravené derivaty byla vypocétena skuteénd vytéinost reakce
v procentech, tabulka 15. Kvypocétu byly zapotfebi hodnoty jako je navazika vittatinu,

vypocitaného teoretického vytézku a skute¢ného vytézku reakce.

Vypocet teoretického vytézku (mg):

Teoreticky vytéZzek = navazika vittatinu x M, derivatu / M vittatinu
P¥iklad (VIT 27) =21,2 x 355,43 / 271, 32
=27,77 mg

Po zjisténi teoretického vytézku nasledovalo stanoveni skute¢né vytéZnosti reakce (%):

Vytéznost = vytéZek/teoreticky vytézek x 100
P¥iklad (VIT 27) =27/27,77x 100
=97,22%

Tabulka 15: Navazky vittatinu (mg) a vytéZnost reakci (mg; %)

Navazka VytéZnost
derivat naze Vytézek (m
W zev vittatinu (mg) ytézek (me) (%)
VIT 24 3-0O-hexanoylvittatin 30,4 40,8 98,56
VIT 25 _ 3-0-(2- L 20 21,8 70,34
nitrobenzoyl)vittatin
3-0-(3-
VIT 26 . . 20,3 30,6 99,78
chlorobenzoyl)vittatin
VIT 27 3-0-pentanoylvittatin 21,2 27 97,22
VIT 28 3-O-acetylvittatin 20,7 18,7 78,22
VIT 29 3-0O-heptanoylvittatin 15,4 12,6 57,89
VIT 30 3-0-oktanoylvittatin 16,2 14,7 61,93
VIT-O-1 3-0O-benzylvittatin 51,6 2,3 3,49
3-0-(2-
VIT-0-2 ( . . 50,7 12,9 18,08
chlorbenzyl)vittatin

5.3 Inhibicni aktivita proti AChE a BuChE

Vsechny polosyntetické derivaty vittatinu, pripravené v dostatecném mnoZstvi
a Cistoté, byly hodnoceny na inhibi¢ni aktivitu proti rekombinantni lidské AChE a BuChE.

U derivatQ, které prokazaly inhibi¢ni potencial vétsi nez 50 % byla stanovena hodnota ICso.
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Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 16. Namérené hodnoty byly porovnany se znamymi

inhibitory cholinesteras, galanthaminem, huperizinem A a berberinem.

Tabulka 16: Inhibi¢ni schopnost vici AChE a BuChE ptipravenych derivat( vittatinu

Derivat Nzev AChE (% ICso AChE BuChE (% ICso BUChE
inhibice) (uM) inhibice) (uM)
VIT 24 | 3-O-hexanoylvittatin | 26,65 + 3,50 >100 84,57+0,81 | 14,61+2,46
3-0-(2-
VIT 25 . . 66,06 +1,30 | 59,96+1,99 | 99,19+1,10 | 1,39+0,08
nitrobenzoyl)vittatin
3-0-(3-
VIT 26 .. .. | 42,73+£3,99 >100 61,64+1,03 | 36,43+1,62
chlorobenzoyl)vittatin
VIT 27 | 3-O-pentanoylvittatin 0 >100 54,40 £0,91 | 94,56 + 5,60
VIT 28 3-O-acetylvittatin 0 >100 22,63+1,84 >100
VIT 29 | 3-O-heptanoylvittatin 0 >100 89,82+0,39 | 9,94 +0,95
VIT 30 3-0-oktanoylvittatin 0 >100 86,20+2,78 | 9,19+0,91
VIT-0-1 3-0O-benzylvittatin nestanoveno
3-0-(2-
VIT-0-2 . 16,71 + 3,67 >100 95,09+0,53 | 2,66+0,14
chlorbenzyl)vittatin
galanthamin 1,70+ 0,10 42,00+ 1,00
huperizin A 0,03 £ 0,00 >500
berberin 0,70+0,10 30,70 £ 3,50
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5.4 Protinadorova aktivita

Jak bylo jiz feCeno, stanoveni protinadorové aktivity ptipravenych derivatli se
provadélo u deviti nddorovych bunécénych linii a jedné nenadorové. Cytotoxické plisobeni bylo
prokazano u VIT 25, 3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatinu. Ostatni pripravené derivaty se pfi stejnych
podminkach testovani prokazaly jako netoxické. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 17 a jsou
vyjadieny jako procento Zivotaschopnych bunék po 48 hodindch plsobeni hodnoceného
derivatu v koncentraci 10 uM. Jako pozitivni kontrola slouZil doxorubicin v koncentraci 1 uM.

Tabulka 17: Cytotoxicky ucinek VIT 25 (vyjadfeny jako % Zivotaschopnych bunék)

Bunécna linie VIT 25 Doxorubicin
Jurkat 92+5 311
MOLT-4 86+ 10 2+1
A549 1017 1142
HT-29 94 £2 60+8
PANC-1 97 +7 88+4
A2780 93+3 21+6
Hela 1037 14+3
MCF-7 82+7 295
SAOS-2 81+15 185
MRC-5 95+3 299
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6 DISKUZE A ZAVER

Vramci této diplomové price bylo pripraveno 9 polosyntetickych analog
Amaryllidaceae alkaloidu vittatinu. Tyto derivaty byly pfipraveny na zdakladé jiz drive
syntetizovanych latek jejichz zdkladem byly AA vittatin, haemanthamin a ambellin. Jednim
zdlvodl pripravy byla snaha objasnit vztah mezi strukturou adcinkem na lidské
cholinesterasy vzniklych analog. Inhibi¢ni aktivita byla testovana za pouziti Ellmanovy metody.
Jak jiz bylo popsano v teoretické casti této prace, uvSech téchto alkaloid(i byly derivaty
pfipraveny substituci hydroxylovych skupin, které se ale nachazeji vraznych polohéch,
obrazek 25. Praveé tato skutecnost byla ndpomocna pfi studiu vztahu struktura-ucinek.

Pfipravou aromatickych esterovych derivatd haemanthaminu bylo dosazeno
vyznamného zesileni inhibi¢ni aktivity proti cholinesterasam. Derivat
11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin prokdzal duadlni inhibi¢ni efekt proti AChE
(ICso 8,20+ 1,30 puM) i BuChE (IGso 6,60 + 1,20 M), zatimco
11-0O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin inhiboval pouze AChE (ICso 14,70 + 1,80 uM). [65]
V pfipadé ambellinu jeho derivaty inhibuji AChE pouze slabé. Avsak u jeho aromatickych
substituovanych ester(l v poloze 2 se zvysil inhibi¢ni G¢inek vic¢i BUChE. Konkrétné se jednalo
0 11-0-(2-methylbenzoyl)ambellin a 11-0-(2-methoxybenzoyl)ambellin s ICsp 0,28 + 0,02 uM
a0,43 + 0,04 uM. [110] Pti srovnani derivatQi vitattinu stémito analogy bylo zjisténo,
Ze inhibice AChE neni pfilis vyraznd, ale vici BuChE se také podafilo pfipravit vyznamné
inhibitory. Mezi nejucéinné;jsi patfily opét derivaty se substituci v poloze 2 aromatického jadra,
a tudiz Ize fici, Ze tato poloha pravdépodobné hraje klicovou roli v inhibici BUChE, ale jiz neni
tak dulezitd poloha plvodni OH skupiny na jednotlivych alkaloidech. Konkrétné se jednalo
o 3-0-(2-nitrobenzoyl)vittatin s hodnotami ICso 1,39 £ 0,08 uM, ktery byl pfipraven v ramci
této diplomové prace a byl dokonce jiz publikovan v ¢lanku s impakt faktorem. K dalSim patti
3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin s ICsp 5,40 + 0,10 a 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin
s1Cs0 6,60 + 1,20 uM, které byly pfipraveny jiz dtive. [40] [113] Zajimavou BuChE inhibi¢ni
aktivitu prokazaly také esterové derivaty VIT 29 (ICso = 9,94 + 0,95 uM), VIT 30
(ICso = 9,19 + 0,91 uM) a VIT 24 (ICso = 14,61 * 2,46 uM). Ze struktury téchto tfi derivatd
vyplyva, Ze s prodluzujicim se postrannim uhlikatym fetézcem se zvySuje inhibi¢ni aktivita,

avsak nedosahuje tak dobrych vysledk( jako jiz zminéné aromatické derivaty.
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Kdyz se ddle podrobnéji podivdame na hodnoty, které vykazovaly jednotlivé derivaty
vittatinu, viz. tabulka 16 a ¢lanek Al Shammari et al. 2020, lze Fici, Ze vyraznou aktivitu maji 3
substituenty (CHs-, NO;- a Cl-), jejichZ spole¢nym rysem byla substituce v poloze 2 arylu. Sila
inhibice klesala v pofadi NO»- > CI- > CHs-. [40] Dale bylo zjisténo, Ze se vzdalujici se substituci
na jadre tato aktivita vic¢i BUChE klesa. Ackoliv proti AChE nebyly aktivity derivat( vittatinu tak
vysoké, také lze nalézt urcity vzorec pro vztah Ucinku a struktury. Aktivitu vykazaly pouze
aromatické derivaty se substituci nitroskupinou. Stejné tak i nejaktivnéjsi derivat
haemanthaminu, o kterém bylo pojednano vySe, obsahuje nitroskupinu. Lze z toho usoudit,
Ze nitroskupina na aromatickém jadre zvySuje ucinnost vici AChE.

Pfiprava esterovych polosyntetickych derivati AA je docela dobfe zdokumentovana
a Uspésné provadéna v praxi. Vytézky ziskanych produktl se ve vétSiné pripadl pohybuji
v uspokojivém rozmezi. Avsak uskalim pripravenych ester( je jejich snadna degradace vlivem
esteras, které jsou v organismu hojné zastoupeny a lokalizovany takika ve vSech tkanich
a tekutinach. Z tohoto divodu by bylo dobré pripravit polosyntetické ethery, jejichz vytézky
by predstavovaly dostatecna mnoiZstvi pro identifikacni metody a hodnoceni biologické
aktivity. Vramci této prace byl tedy pokus o pfipravu nékolika etherld. Podafilo se
v dostate¢ném mnoiZstvi pfipravit pouze jeden, ¢imZz se nam mimo jiné potvrdilo, Ze
prevedenim esteru na ether aktivita neklesa, naopak mirné stoupla, jak tomu bylo v pfipadé
3-0-(2-chlorbenzyl)vittatinu. Volba pripravy prdvé tohoto derivatu vyplynula zjiz
pfipraveného derivatu 3-0O-(2-chlorbenzoyl)vittatinu, ktery jak bylo feceno vykazal aktivitu
vUci BUChE. Priprava etheru je, ale jak se ukazalo, celkem naroc¢na a vytézky jsou malé, a proto
by bylo vhodné najit lepsi zpUsob jejich pfipravy, nez ktery byl pouzit v této praci.

Pripravené derivaty vittatinu byly také podrobeny stanoveni protinddorové aktivity
i toxicity vi¢i nenadorové bunééné linii. Zadny z pripravenych derivatl bohuzel nevykazal
zajimavou cytotoxickou aktivitu vici nadorovym liniim. Avsak nevykazaly ani toxické plsobeni
proti nenddorové linii. To je dobré zjisténi pro dalsi studium latek jako potencidlnich kandidatu
pro terapii AD. Pro porovnani, vdiplomové praci lvy Valachové byl pfipraven derivat
3-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin, ktery vykazoval silnou cytotoxickou aktivitu proti
nadorovym (A549, HT-29, HelLa, MCF-7), ale i nenddorovym burikdm (MRC-5), diky ¢emuz se
stdvd  prakticky nepouzitelny vterapii. Protinddorova aktivita byla  zjiSténa

i u 3-0-(2-naphthoyl)vittatinu, ktery byl Gcinny proti nddorové bunécné linii HT-29. [113]
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| kdyZ byla pfipravena jiz celd fada derivatQ vittatinu, bylo by dobré pfipravit dalsi
pro potvrzeni naSich Usudk(. Na zavér lze tedy fici, Ze byly pfipraveny netoxické latky
s potencidlnim uplatnénim v 1é¢bé AD. Proto by bylo také vhodné, nejaktivné;jsi latky podrobit

studiu na schopnost prostupu pfes HEB, jelikoZ pfi AD je dulezité, aby latky vstupovaly

do mozku.

75



7 POUZITA LITERATURA

[1] Spilkova J. a kolektiv: Farmakognozie, Karolinum, Praha 2016.

[2] Knepper J., Liddecke T., PreiRler K., et al.: Isolation and identification of alkaloids
from poisons of fire salamanders (Salamandra salamandra). Journal of Natural Products, 82,
1319-1324, 20109.

[3] Oktabec Z., Jampilek J.: Struéna historie chemoterapie. Chemické listy, 107, 151-159, 2013.
[4] https://www.novabotanika.eu/Jedovate_rostliny_medicina.html, stazeno 10. 6. 2021

[5] https://apps.faf.cuni.cz/daidalea/PlantFamily.asp?id=2, stazeno 14. 2. 2021

[6] Jahodaf, L.: Farmakobotanika semenné rostliny. Karolinum, Praha 2012.

[7] https://botany.cz/cs/amaryllidaceae/, stazeno 14. 2. 2021

[8] Dalecka, M., Havelek, R., Kralovec, et al.: Amaryllidaceae family alkaloids as potential drugs
for cancer treatment. Chemické Listy, 107, 701-708, 2013.

[9] Cullen J., Knees S. G., Cubey H. S.: The European garden flora, flowering plants: A manual
for the identification of plants cultivated in Europe, both out-of-doors and under glass.
Angiospermae — Monocotyledons. Cambridge University Press, Cambridge 2011.

[10] Votrubové O.: Anatomie rostlin. Karolinum, Praha 2010.

[11] http://www?2.biologie.fu-berlin.de/sysbot/poster/posterl.pdf, stazeno 28. 2. 2021

[12] Novak, J.: Jedovaté rostliny kolem nds. Grada Publishing, Praha 2007.

[13] Al Shammari L., Al Mamun A., Koutova D., et al.: Alkaloid profiling of Hippeastrum cultivars
by GC-MS, isolation of Amaryllidaceae alkaloids and evaluation of their cytotoxicity. Records
of Natural Products, 14, 154-159, 2020

[14] Carter K.: Amaryllis: Amaryllis belladonna (Brunsvigia rosea) and Hippeastrum hybrids.
Center for landscape and urban horticulture, cooperative extension/Botany plant sciences
Department. University of California Riverside, 2007.

[15] Kunte L., Zeleny V.: Okrasné rostliny tropu a subtropt. Grada Publishing, Praha 2009.
[16] https://www.pacificbulbsociety.org/pbswiki/index.php/Hippeastrum, stazeno
28.2.2021

[17]  http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Amaryllidaceae/Hippeastrum/,  stazeno
28.2.2021

76


https://www.novabotanika.eu/Jedovate_rostliny_medicina.html
https://apps.faf.cuni.cz/daidalea/PlantFamily.asp?id=2
https://botany.cz/cs/amaryllidaceae/
http://www2.biologie.fu-berlin.de/sysbot/poster/poster1.pdf
https://www.pacificbulbsociety.org/pbswiki/index.php/Hippeastrum
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Amaryllidaceae/Hippeastrum/

[18] Ortiz J. E., Pingil N. B., Andujar S. A,, et al.: Alkaloids from Hippeastrum argentinum
and their cholinesterase-inhibitory activities: an in vitro and in silico study. Journal of Natural
Products, 79, 1-8, 2016.

[19] Ponert, J.: Zivot rostlin ve vzduchu. ZIVA, 2, 1-4, 2020.

[20] De Andrade J. P., Pigni N. B., Torras-Claveria L., et al.: Alkaloids from the Hippeastrum
genus: chemistry and biological activity. Revista latinoamericana de quimica, 40, 83-98, 2012.
[21] http://www.strangewonderfulthings.com/251.htm, stazeno 28. 2. 2021

[22] Giordani R. B., De Andrade J. P., Verli H., et al.: Alkaloids from Hippeastrum morelianum
Lem.(Amaryllidaceae). Magnetic Resonance in Chemistry, 49, 668-672, 2011.
[23]http://www.plantsystematics.org/imgs/shimizu/r/Amaryllidaceae_Hippeastrum_morelia
num_36422.html, stazeno 9. 3. 2021

[24] Silva A. F. S., De Andrade J. P., Machado K. R. B, et al.: Screening for cytotoxic activity
of extracts and isolated alkaloids from bulbs of Hippeastrum vittatum. Phytomedicine, 15,
882-885, 2008.

[25] Schirmann De Silva A. F., De Andrade J. P., Bevilaqua L. R. M., et al.: Anxiolytic-,
antidepressant- and anticonvulsant-like effects of the alkaloid montanine isolated
from Hippeastrum vittatum. Pharmacology Biochemistry and Behavior, 85, 148-154, 2006.
[26] https://www.biolib.cz/en/taxonimage/id392207/?taxonid=62391, stazeno 9. 3. 2021
[27] De Andrade J. P., Berkov S., Viladomat F., et al.: Alkaloids from Hippeastrum papilio.
Molecules, 16, 7097-7104, 2011.

[28] https://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id207907/?taxonid=983141 , stazeno 10. 3. 2021
[29] Tallini L. R., Osorio E. H., Dos Santos V. D., et al.: Hippeastrum reticulatum
(Amaryllidaceae): Alkaloid profiling, biological activities and molecular docking. Molecules, 22,
1-14, 2017.

[30] Hoang T. H. X., Ho D.V,, Phan K. V., et al.: Effects of Hippeastrum reticulatum on memory,
spatial learning and object recognition in a scopolamine-induced animal model of Alzheimer’s
disease. Pharmaceutical Biology, 58, 1098-1104, 2020.

[31] https://www.pacificbulbsociety.org/pbswiki/index.php/HippeastrumSpeciesTwo,
stazeno 11. 3. 2021

[32] Deepa C. P., Kuriakose B. B.: Pharmacognostic and phytochemical evaluation of the bulbs
of Hippeastrum puniceum (Lam.) Voss. International Journal of Pharmacognosy

and Phytochemical Research, 6, 399-404, 2014.

77


http://www.strangewonderfulthings.com/251.htm

[33] Santana O., Reina M., Anaya A. L., et al.: 3-O-Acetyl-narcissidine, a bioactive alkaloid
from Hippeastrum puniceum Lam. (Amaryllidaceae). Zeitschrift flir Naturforschung, 63,
639-643, 2008.

[34] http://tropical.theferns.info/viewtropical.php?id=Hippeastrum+puniceum, stazeno
14. 3. 2021

[35] Gasca C. A., Moreira N. C. S., De Almeida F. C., et al.: Acetylcholinesterase inhibitory
activity, anti-inflammatory, and neuroprotective potential of Hippeastrum psittacinum (Ker
Gawl.) Herb. (Amaryllidaceae). Food and Chemical Toxicology, 145, 1-13, 2020.

[36] Amaral A. C.: Amaryllidaceae Jaume St.-Hil.: Levantamento das espécies do distrito
federal, Brasil, e estudos de multiplicagdo in vitro. Disertacni prace, 2007.

[37] Da Silva C. V., Borges F. M., Velozo E. S.: Phytochemistry of some Brazilian plants with
aphrodisiac aktivity. Phytochemicals-A Global Perspective of Their Role in Nutrion and Health,
307-326, 2012.

[38] https://thebulbmaven.typepad.com/the_bulb_maven/2017/02/hippeastrum-
glaucescens.html, stazeno 14.3.2021

[39] Azimi M. H., Alavijeh M. K.: Morphological traits and genetic parameters of Hippeastrum
hybridum. Ornamental Horticulture, 26, 579-590, 2020.

[40] Al Shammari L., Hulcova D., Marikova J., et al.: Amaryllidaceae alkaloids from Hippeastrum
X Hybridum CV. Ferrari, and preparation of vittatine derivatives as potential ligands
for Alzheimer’s disease. South African Journal of Botany, 136, 137-146, 2021.

[41] https://www.trianglenursery.co.uk/77647-amaryllis-ferrari, stazeno 14. 3. 2021

[42] Bastida A. J., Berkov S., Torras C. L.,, et al.. Chemical and biological aspects
of Amaryllidaceae alkaloids. Recent Advances in Pharmaceutical Sciences, 3, 65-100, 2011.
[43] Singh A., Desgagné-Penix |.: Biosynthesis of the Amaryllidaceae alkaloids. Plant Science
Today, 1, 114-120, 2014.

[44] Giordani B. R., De Brum V. P., Weizenmann M., et al.: Candimine-induced cell death
of the amitochondriate parasite Trichomonas vaginalis. Journal of natural products, 73,
2019-2023, 2010.

[45] Zayed R., EI-Shamy H., Berkov S., et al.: In vitro micropropagation and alkaloids
of Hippeastrum vittatum. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 47, 695-701, 2011.
[46] Guerrieri C. G., Pigni N. B., De Andrade J. P., et al.: Alkaloids from Crinum erubescens Aiton.

Arabian Journal of Chemistry, 9, 688-693, 2016.

78



[47] Rivero N., Godmez M., Medina J. D.: Search for bioactive alkaloids in Hymenocallis species.
Pharmaceutical biology, 42, 280-285, 2004.

[48] Cao Z., Yang P., Zhou Q.: Multiple biological functions and pharmacological effects
of lycorine. Science China Chemistry, 56, 1382-1391, 2013.

[49] Zhang Y.N., Zhang Q. Y., Li X. D. Xiong J., et al.: Gemcitabine, lycorine and oxysophoridine
inhibit novel coronavirus (SARS-CoV-2) in cell culture. Emerging Microbes & Infect, 9,
1170-1173, 2020.

[50] Singh R. P., Pant N. C.: Lycorine - a resistance factor in the plants of subfamily
Amaryllidoideae (Amaryllidaceae) against desert locust, Schistocerca gregaria F. Experientia,
36, 552-553, 1980.

[51] GuoY., LilJ.LiuY.,MaY., et al.: Inclusion complexes of anhydrolycorine with cyclodextrins:
preparation, characterization, and anticancer aktivity. Canadian Journal of Chemistry, 94,
575-582, 2016.

[52] Casu L., Cottiglia F., Leonti M., et al.: Ungeremine effectively targets mammalian as well
as bacterial type | and type Il topoisomerases. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 21,
7041-7044, 2011.

[53] Szldvik L., Gyuris A., Minarovits J., et al.: Alkaloids from Leucojum vernum
and antiretroviral activity of Amaryllidaceae alkaloids. Planta Medica, 70, 871-873, 2004.

[54] Cahlikova L., Lo¢arek M., BeneSova N., et al.: Isolation and cholinesterase inhibitory
activity of Narcissus extracts and Amaryllidaceae alkaloid. Natural Product Communication, 8,
781-785, 2013.

[55] Schmeda-Hirschmann G., Rodriguez J. A., Loyola J. I., et al.: Activity of Amaryllidaceae
alkaloids on the blood pressure of normotensive rats. Journal of Pharmacy and Pharmacology,
6, 309-312, 2000.

[56] Miyasaka K., Hiramatsu Y.: Pharmacological studies of lycorenine, an alkaloid of Lycoris
radiata Herb.: Il. Effects of blood pressure in rats and dogs and the mechanism
of tachyphylaxis to the vasodepressor action of lycorenine in rats. The Japanese Journal
Pharmacology, 30, 655-664, 1980.

[57] Zhou T., Tan L., Cederquist G. Y., et al.: High-content screening in hPSC-neural progenitors
identifies drug candidates that inhibit Zika virus infection in fetal-like organoids and adult

brain. Cell Stem Cell, 21, 274-283, 2017.

79



[58] He J., Qi W. B., Wang L., et al.: Amaryllidaceae alkaloids inhibit nuclear-to-cytoplasmic
export of ribonucleoprotein (RNP) complex of highly pathogenic avian influenza virus H5N1.
Influenza Other Respir Viruses, 7, 922-931, 2013.

[59] Martinez-Peinado N., Nuria Cortes-Serra N., Torras-Claveria L., et al.: Amaryllidaceae
alkaloids with anti-Trypanosoma cruzi aktivity. Parasites&Vectors, 13, 1-10, 2020.

[60] Chen G. L., TianY. Q., Wul. L., et al.: Antiproliferative activities of Amaryllidaceae alkaloids
from Lycoris radiata targeting DNA topoisomerase |. Scientific Reports, 6, 1-10, 2016.

[61] Evidente A., Andolfi A., Abou-Donia A. H,. et al.: (-)-Amarbellisine, a lycorine-type alkaloid
from Amaryllis belladonna L. growing in Egypt. Phytochemistry, 65, 2113-2118, 2004.

[62] Giordani R. B., Weizenmann M., Rosemberg D. B., et al.: Trichomonas vaginalis nukleoside
triphosphate diphosphohydrolase and esto-5"-nucleotidase activities are inhibited by lycorine
and candimine. Parasitology International, 59, 226-231, 2010.

[63] Ohlschlegelova J.: Alkaloidy celedi Amaryllidaceae: rod Hippeastrum. Diplomova préace,
Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2019.

[64] Pellegrino S., Meyer M., Zorbas C., et |.: The Amaryllidaceae alkaloid haemanthamine
binds the eukaryotic ribozome to repress cancer cell growth. Structure, 26, 416-425, 2018.
[65] Kohelova E., Pefinova R., Maafi N., et al.: Derivatives of the B-crinane Amaryllidaceae
alkaloid haemanthamine as multi-target directed ligands for Alzheimer’s disease. Molecules,
24,1307, 2019.

[66] Berkov S., Romani S., Herrera M., et al.: Antiproliferative alkaloids from Crinum
zeylanicum. Phytotherapy Research, 25, 1686-1692, 2011.

[67] Campbell W. E., Nair J. J., Gammon D. W., et al.: Cytotoxic and antimalarial alkaloids
from Brunsvigia littoralis. Planta Medica, 64, 91-93, 1998.

[68] Elgorashi E. E., Stafford G. I., Jager A. K., et al.: Inhibition of [3H] citalopram binding
to the rat brain serotonin transporter by Amaryllidaceae alkaloids. Planta Med, 72, 470-473,
2006.

[69] Boit H. G., Dopke W.: Alkaloide aus Hippeastrum brachyandrum und Hippeastrum rutilum.
Chemische Berichte, 92, 2582-2584, 1959.

[70] Cahlikova L., Hrabinova M., Kulhankova A., et al.: Alkaloids from Chlidanthus rangrans
and their acetylcholinestrase, butyrylcholinesterase and prolyloligopeptidase activities.

Natural Product Communications, 8, 1541-1544, 2013.

80



[71] Cahlikovd L., Pérez D.l, Stépankova S., et al.. In Vitro inhibitory effects
of 8-O-demethylmaritidine and undulatine on acetylcholinesterase and their predictes
penetration across the blood-brain barrier. Journal of natural products, 78, 1189-1192, 2015.
[72] Koutova D., Maafi N., Havelek R., et al.: Chemical and biological aspects of montanine-
type alkaloids isolated from plants of the Amaryllidaceae family. Molecules, 25, 2337, 2020.
[73] Farinon M., Clarimundo V. S., Pedrazza G. P., et al.: Disease modifying anti-rheumatic
aktivity of the alkaloid montanine on experimental arthritis and fibroblast-like synoviocytes.
European Journal of Pharmacology, 799, 180-187, 2017.

[74] Castilhosl T. S., Giordanil R. B., Henriquesl A. T., et al.: In vitro evaluation
of the antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activities of the montanine alkaloid.
Revista Brasileira de Farmacognosia, 17, 209-214, 2007.

[75] Albalawi A. S., Cimmino A., van Otterlo W. A. L., et al: Alkaloids isolated from Haemanthus
humilis Jacq., an indigenous South African Amaryllidaceae: Anticancer activity of coccinine
and montanine. South African Journal of Botany, 126, 277-281, 2019.

[76] Pagliosa L. B., Monteiro S. C., Silva K. B., et al.: Effect of isoquinoline alkaloids from two
Hippeastrum species on in vitro acetylcholinesterase activity. Phytomedicine, 17, 698-701,
2010.

[77] Breiterova K., Koutova D., Mafikova J., et al.: Amaryllidaceae alkaloids of different
structural type from Narcissus L. cv. Professor Einstein and their cytotoxicity activity. Plants,
9, 137, 2020.

[78] Cedrdn J. C.,, Ravelo A. G., Ledn L. G., et al.: Antiproliferative and structure activity
relationships of Amaryllidaceae alkaloids. Molekuly, 20, 13854-13863, 2015.

[79] Labrana J., Machocho A. K., Kricsfalusy V., et al.: Alkaloids from Narcissus angustifolius
subsp. transcarpathicus. Fytochemie, 60, 847-852, 2002.

[80] Furusawa E., Furusawa S., Lee J. Y. B., et al.: Therapeutic activity of pretazettine,
a Narcissus alkaloid on Rauscher leukemia: comparison with tazettine and streptonigrin.
Experimental Biology and Medicine, 152, 186-191, 1976.

[81] Furusawa E., Furusawa S.: Therapeutic potencials of pretazettine, standard anticancer
drugs, and combinations on subcutaneously implnted Lewis lung carcinoma. Chemotherapy,

32,521-529, 1986.

81



[82] Furusawa E., Lum M. K., Furusawa S.: Therapeutic activity of pretazettine on Erlich ascites
carcinoma: adjuvant effect on standard drugs in ABC regimen. Chemotherapy, 27, 277-286,
1981.

[83] Zupkd I, Réthy B., Hohmann J., et al.: Antitumor activity of alkaloids derived
from Amaryllidaceae species. In Vivo, 23, 41-48, 2009.

[84] De Paiva J. R., De Queiroz Souza A. S., Pereira R. D. C. A., et al.: Chemical composition
and anticholinesterase activity of cultivated bulbs from Hippeastrum elegans, a potential
tropical source of bioactive alkaloids. Phytochemistry Letters, 43, 27-34, 2021.

[85] Dopke W., Pham L. H., Griindemann E. et al: Alkaloids from Hippeastrum equestre; Part I:
phamine, a new phenanthridone alkaloid. Planta medica, 61, 564-566, 1995.

[86] https://www.wikiskripta.eu/w/Alzheimerova_choroba, stazeno 14. 5. 2021

[87] https://www.wikiskripta.eu/w/Acetylcholin, stazeno 14. 5. 2021

[88] Tsvetkova D., Obreshkova D., Zheleva-Dimitrova D., et al.: Antioxidant activity
of galantamine and some of its derivatives. Current Medicinal Chemistry, 20, 4595-4608,
2013.

[89] Lépez S., Bastida J., Viladomat F., et al.: Acetylcholinesterase inhibitory activity of some
Amaryllidaceae alkaloids and Narcissus extracts. Life Sciences, 71, 2521-2529, 2002.

[90] Reyes-Chilpa R., Berkov S., Hernandez-Ortega S., et al.: Acetylcholinesterase-inhibiting
alkaloids from Zephyranthes concolor. Molecules, 16, 9520-9533, 2011.

[91] Cahlikova, L., Vanétkova, N., Safratovd, M., et al. The genus Nerine
Herb.(Amaryllidaceae): Ethnobotany, phytochemistry, and biological activity. Molecules, 24,
4238, 2019.

[92] Al Mamun A., Mafikova J., Hulcova D., et al.: Amaryllidaceae alkaloids of belladine-type
from  Narcissus  pseudonarcissus cv. Carlton as new selective inhibitors
of butyrylcholinesterase. Biomolecules, 10, 800, 2020.

[93] Shawky E.: In-silico profiling of the biological activities of Amaryllidaceae alkaloids. Journal
of Pharmacy and Pharmacology, 69, 1592-1605, 2017.

[94] Boit H. G.: Alkaloide von Chlidanthus fragrans, Vallota purpurea, Nerine undulata
und Hippeastrum vittatum (XI. Mitteil. Gber Amaryllidaceen-Alkaloide). Chemische Berichte,

89, 1129-1134, 1956.

82


https://www.wikiskripta.eu/w/Alzheimerova_choroba
https://www.wikiskripta.eu/w/Acetylcholin

[95] Kulhankova A., Cahlikova L., Novak Z., et al.: Alkaloids from Zephyranthes robusta Baker
and their acetylcholinesterase-and butyrylcholinesterase-inhibitory activity.
Chemistry&Biodiversity 10, 1120-1127, 2013.

[96] https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Vittatine, stazeno 2. 4. 2021

[97] Uyeo S., Kotera K., Okada T., et al.:. Occurrence of the alkaloids vittatine
and haemanthamine in Lycoris radiata HERB. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 14,
793-794, 1966.

[98] Kilgore M. B., Kutchan T. M.: The Amaryllidaceae alkaloids: biosynthesis and methods
for enzyme discovery. Phytochemistry reviews, 15, 317-337, 2016.

[99] Bastida J., Contreras J., Codina C., et al.: Alkaloids from Narcissus cantabricus.
Phytochemistry, 40, 1549-1551, 1995.

[100] Kihara M., Koike T., Imakura Y., et al.: Alkaloidal constituents of Hymenocallis rotata
HERB. (Amaryllidaceae). Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 35, 1070-1075, 1987.

[101] Aboul-Ela M. A,, El-Lakany A. M., Hammoda H. M.: Alkaloids from the bulbs of Crinum
bulbispermum. Pharmazie, 59, 894-896, 2004.

[102] Hoshino O.: The Amaryllidaceae alkaloids. The Alkaloids, 51, 323-376, Academic Press
1998.

[103] Bohno M., Sugie K., Imase H., et al.: Total synthesis of Amaryliidaceae alkaloids,
(+)-vittatine and (+)-haemanthamine, starting from D-glucose. Tetrahedron, 63, 6977-6989,
2007.

[104] Wei M. X., Wang C. T., Du J. Y., et al.: Enantioselective synthesis of Amaryllidaceae
alkaloids (+)-vittatine, (+)-epi-vittatine, and (+)-buphanisine. Chemistry—An Asian Journal, 8,
1966-1971, 2013.

[105] Das M .K., Kumar N., Bisai A.: Catalytic asymmetric total syntheses of naturally occurring
Amarylidaceae alkaloids, (-)-crinine, (-)-epi-crinine, (-)-oxocrinine, (+)-epi-elwesine,
(+)-vittatine, and (+)-epi-vittatine. Organic Letters, 20, 4421-4424, 2018.

[106] Giordani R. B., Junior C. O. R., De Andrade J. P., et al.: Lycorine derivatives against
Trichomonas vaginalis. Chemical Biology & Drug Design, 80, 129-133, 2012.

[107] Wang Q. H., Wan Q. L., Gu C. D., et al.: Synthesis and biological evaluation of lycorine
derivatives as dual inhibitors of human acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase.

Chemistry Central Journal, 6, 1-6, 2012.

83



[108] Cedron J. C., Gutiérrez D., Flores N., et al.: Synthesis and antimalarial activity of new
haemanthamine-type derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 20, 5464-5472, 2012.
[109] Hulcova D., Breiterova K., Siatka T., et al.: Amaryllidaceae alkaloids as potential glycogen
synthase kinase-3f inhibitors. Molecules, 23, 719, 2018.

[110] Mafrikova J., Ritomska A., Korabécny J., et al.: Aromatic esters of the crinane
Amaryllidaceae alkaloid ambelline as selective inhibitors of butyrylcholinesterase. Journal
of natural products, 83, 1359-1367, 2020.

[111] Atanasova M., Stavrakov G., Philipova I., et al.: Galantamine derivatives with indole
moiety: docking, design, synthesis and acetylcholinesterase inhibitory aktivity.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 23, 5382-5389, 2015.

[112] Zeman J., Vetchy D., Franc A., et al.: Metody imobilizace enzymu a jejich vyuZiti pro
optickou (kolorimetrickou) detekci inhibitori cholinesteras. Chemické listy, 112, 434-439,
2018.

[113] Valachova I.: Derivaty Amaryllidaceae alkaloid( jako ldtky potencidlné vyuZitelné
v terapii nddorovych onemocnéni. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, 2020.

84



8 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 zleva — Galanthus nivalis L., Leucojum vernum L. ..........cccccceevvveeeiniiieeeesnineeneennenes 12
Obrazek 2 Hippeastrum argentinum, struktura 7-hydroxyklivoninu...........ccceeeceviveeeeiinnnnnns 15
Obrazek 3 Hippeastrum aulicum var. roODUSTUM ...........ccccueeeeiiieeeeiiiieee et sveee e 16
Obrazek 4 Hippeastrum morelianum, struktura kandiminu .........cccccceeeeeiiieeecicieee e, 17
Obrazek 5 HippeasStrum VItEQEUM .............oeeeciieeeeeiiee et e esee e e e e eae e e e sae e e e e saaaee e e enees 18
Obrazek 6 HippeaStrum PAPIllio ............c..eeeeeeuueeeeeiiiee ettt e e e e e e aaa e e e enees 19
Obrazek 7 Hippeastrum retiCUlQtum .............c..oueeecuieeeieiiieeeeciee et e et e e eerae e e e 20
Obrazek 8 HippeasStrum PUNICEUM ...........ccccccuueeeeecieeeeeeieee e seee e e eae e e e ete e e e e sae e e s enasaaeeennees 20
Obrazek 9 Hippeastrum PSItEACINUM...........cccuueiieiiiieei it esiee e et e s e e s sbaee s e naees 21
Obrazek 10 Hippeastrum CV. FEITAI ...ccuuiiieieieeecciiee e cettee e estee e s saae e et e e e s siae e e e snraeeeenanes 23
Obrazek 11 Syntéza Norbelladinu .......c.ueeiieiiiei e e 24
Obrazek 12 Fenolova oxidacni CYKIIZAce ......cuueeeeeiiiiii it 25
Obrazek 13 Struktura 4,5-dehydroanhydrolykorinu..........ceeeveiieiiiciieec e 28
Obrazek 14 Struktura I[YKOTINU .......eeiiiieee e et e e e e e e e an e e e e e 28
Obrazek 15 Struktura homOolYKOIINU.......coiieiiee e e e e 29
Obrazek 16 Struktura haemanthaminU.........ccccoeeeiiiiie e e e 30
Obrazek 17 Struktura KFininU .......c.eoeeoeiiiee et e e e ate e e e srae e e e e b e e e e e e nnes 31
Obrazek 18 Struktura MONTANINU.......cccuiiiieiee e e e e e e ae e e e neeas 33
Obrdzek 19 Struktura tazettinU......cccveeeeee e e e e e e e e e e e e e eanes 35
Obrazek 20 Struktura pankratistatinU.........cccueer e 36
Obrazek 21 Struktura galanthaminU ..........cooeciiiiiieeiec e e e e e eanes 37
Obrazek 22 Struktura Belladinu ........cocciiiiiecee e 39
Obrazek 23 Struktura VittatinU..........uuieieei e e e e e e 40
Obrazek 24 Struktura derivatu 11-hydroxyvittatinu s nejvyssi antimalarickou aktivitou ....... 46
Obrazek 25 Struktura alkaloidd, u kterych probéhla ptiprava polosyntetickych derivata

s vyznacenim substituovanych hydroxylovych skupin..........ccccceerieiiiiiiiee e, 48
Obrazek 26 Indolové derivaty galanthaminU..........coooieiiiiiiieiec e 49
Obrazek 27 Reakéni schéma pripravy esterovych derivatl vittatinu ........cceeeeeveeeeecieeecenneee. 52
Obrazek 28 Analyticka tenkovrstva chromatografie pod UV lampou pfi 254 nm................... 53
Obrazek 29 Detekce na TLC desce postfikem Dragendorffovym Cinidlem.........cccoeveeeeeennnnns 53
Obrazek 30 Reakéni schéma pripravy etherovych derivatl vittatinu........cceoeeeveeeeecneeeeenneee. 54
Obrazek 31 Schéma hydrolytické reakce za pouziti substratu a Ellmanova ¢inidla ................ 59
Obrazek 32 Struktura 3-O-hexanoylvittatinu (VIT 24) ......oooeeoiieeeeee e 61
Obrazek 33 Struktura 3-0O-(2-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT 25) ....cceoeiiiieeieiieee e 62
Obrazek 34 Struktura 3-0O-(3-chlorobenzoyl)vittatinu (VIT 26) ....cccoveeeeeciieeeeieee e 63
Obrazek 35 Struktura 3-O-pentanoylvittatinu (VIT 27).....eeeeeeciieeeeceeee e 64
Obrazek 36 Struktura 3-O-acetylvittatinu (VIT 28) ....ccoeiiieieceee e e 65
Obrazek 37 Struktura 3-O-heptanoylvittatinu (VIT 29)....cccovveeeeeiieiiieeeeee e, 66
Obrazek 38 Struktura 3-O-oktanoylvittatinu (VIT 30) ....ccccovveeieeeerieiireeeeeeeeeeeciirreeeeeeeeeeeanns 67
Obrazek 39 Struktura 3-O-benzylvittatinu (VIT-0-1) ...ccoccviirreeieeeeeieiireeeeee e e 68
Obrazek 40 Struktura 3-0-(2-chlorobenzyl)vittatinu (VIT-0-2) .....ccoovrrreeeeieeieiirreeeeeeeeeeeenns 69

85



9 SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Seznam bunécnych linii uvedenych v textu diplomové prace.......ccccecvvevirciveeennnns 8
Tabulka 2: Taxonomické zafazeni rodu Hippeastrum............cccoecvueeieiiieeeeiiiieeeeecieeeessieeeens 13
Tabulka 3: ICso (LM) alkaloidl izolovanych z H. argentinum..............cccceeeeeeeecieecceeescieeenenn, 15
Tabulka 4: Cytotoxicka aktivita extrakt( a alkaloidl izolovanych z H. vittatum ..................... 17
Tabulka 5: Hodnoty ICso montaninu na rakovinné a nerakovinné buniky ...........ccccceeeeenneennn. 22
Tabulka 6: Pfehled strukturnich typud AA, jejich zastupcl a druh( rodu Hippeastrum, ze

KtErého DYIY iZOIOVANY .coeeeeieee e e e e e e ara e e e e sna e e e e e saneeas 26
Tabulka 7: In vitro [Cso MontaninuU V UM .......eeiiiiiiieee e eerree e e e 34
Tabulka 8: Hodnoty ICs vittatinu a jeho derivat( proti lidskym choliesterasam ................... 42
Tabulka 9: Antiprotozodlni aktivita lykorinu a jeho derivatl ........cccoeevveeeceeeccieeeeeceeee, 43
Tabulka 10: Inhibi¢ni efekt lykorinovych derivata proti lidské AChE a BuChek......................... 44
Tabulka 11: Plisobeni derivatid haemanthaminu vici lidskym cholinestarasam (uM) ........... 47
Tabulka 12: Inhibi¢ni aktivita derivat ambellinu vyjadiend jako ICso V UM .....cceceveeecnreeenneee. 48
Tabulka 13: Hodnoty ICso derivatl galanthaminu (M) ........oeeeiioiiieiecee e, 49
Tabulka 14: Reak¢ni Cinidla pro pripravu polosyntetickych derivatl........ccccveeeeiiiieeeeinnnen.n. 55
Tabulka 15: Navazky vittatinu (mg) a vytéZnost reakci (Mg; %) ...ccvvvevvveeriiieiriieenieerie e 70
Tabulka 16: Inhibi¢ni schopnost vici AChE a BUuChE ptipravenych derivata vittatinu............ 71
Tabulka 17: Cytotoxicky ucinek VIT 25 (vyjadfeny jako % Zivotaschopnych bunék)............... 72

86



10 ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Sona Kndpkova

Skolitel: PharmDr. Daniela Hulcovd, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Amaryllidaceae alkaloidy jako predlohové struktury pro vyvoj novych
potencialnich léciv

Celed Amaryllidaceae zahrnuje velké mnoZstvi rod(l kvetoucich rostlin jako
Hippeastrum, Narcissus nebo Zephyrantes. VSechny obsahuji specifické alkaloidy
Amaryllidaceae, které jsou pro tuto cCeled charakteristické svymi chemickymi strukturami.
Objev a studium téchto alkaloid( upoutalo pozornost mnoha védcu kv(li rozmanité biologické
aktivité téchto sloucenin, jako je napfiklad cytotoxicky, anticholinesterasovy, antibakteridlni
a antivirovy efekt.

Rostliny rodu Hippeastrum se vtradicni mediciné pouzivaji kIécbé nadorl
a zanétlivych poruch. Toto poutZiti Ize vysvétlit alkaloidy, které obsahuje. Je to hlavné lykorin,
haemanthamin a pankristatin. Tyto slou¢eniny maji protinddorovy ucinek. Druh Hippeastrum
cv. Ferrari je dale bohaty na alkaloid vittatin. V nékterych vyzkumech jednoduché
polosyntetické derivaty haemanthaminu vykazovaly slibné inhibi¢ni aktivity proti
cholinesterasam. Ztohoto dlvodu byl jako dalsi hlavni struktura pro pfipravu
semisyntetickych derivatl zvolen vittatin.

Sedm novych derivatli bylo pfipraveno esterifikaci alkaloidu vittatinu a dva byly
vytvoreny ve formé etherll. VSechny byly identifikovany pomoci NMR a HRMS analyzy.
Nasledné byla studovéna schopnost derivatl inhibovat lidskou acetylcholinesterasu (AChE)
a butyrylcholinesterasu (BuChE). Vétsina pripravenych derivatl vykazovala dobry inhibiéni

potencial proti BUChE. Nejlepsi z nich vykazaly aktivitu s hodnotami ICs0 1,39 + 0,08 uM.

Klicova slova: Amaryllidaceae, rod Hippeastrum, polosyntetické derivaty, vittatin
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The family Amaryllidaceae includes alarge number of genus of flowering plants
as Hippeastrum, Narcissus or Zephyrantes. All of them contain specific Amaryllidaceae
alkaloids, which are characteristic of this family due to their chemical structures. The discovery
and study of these alkaloids has attracted the attention of many scientists due to the diverse
biological activity of these compounds, such as cytotoxic, anticholinesterases, antibacterial
and antiviral effects.

Plants of the genus Hippeastrum have been used in traditional medicine to treat
tumors and inflammatory disorders. This use can be explained by the alkaloids, which it
contains. It is mainly lycorine, haemanthamine and pancristatine. These compounds have
an antitumor effect. The species Hippeastrum cv. Ferrariis further rich in the alkaloid vittatine.
In some research, the simple semisynthetic derivatives of haemanthamine displayed
promising inhibitory activities against cholinesterases. For this reason, vittatine was chosen
as next lead-structure, for preparation of semisyntetic derivatives.

Seven new derivatives were prepared by esterification of alkaloid vittatine and two
was created in the form of ethers. All of them were identified by NMR and HRMS analysis.
Subsequently, the ability of the derivatives to inhibit human acetylcholinesterase (AChE)
and butyrylcholinesterase (BuChE) was studied. Most of the prepared derivatives showed
good inhibitory potential against BUChE. The best of them shown activity with 1Cso values
1.39 £ 0,08 uM.

Key words: Amaryllidaceae, genus Hippeastrum, semisynthetic derivatives, vittatine
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