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1. UvoD

Snaha o udrzanie alebo znovuziskanie zdravia nutila ludstvo uz od nepamati hladat
prostriedky s lieCivym Gcinkom. Ich zdroje a charakter sa postupne menili. Vyvoj smeroval
od empirického vyuzivania prirodnych surovin k lie¢ivam, ktoré su ziskané cielavedomym
raciondlnym vyberom molekul s presne definovanou $truktirou a Géinkom?. Biologicky
aktivne molekuly mézu byt pripravené chemickou syntézou alebo izolované z prirodnych
zdrojov — rastlin, hub, mikroorganizmov, Zivo¢ichov a morskych organizmov.

Hoci viaceré prirodné latky maju pozadovany farmakologicky ucinok, nedaju sa
vyuZit v terapii. Casto tomu brani zId rozpustnost, nestabilita, nizka absorpcia alebo
toxicita pre ludsky organizmus. Preto sa chemickou obmenou prirodnych latok pripravuju
ich derivaty. Takto vzniknuté lieCiva sa oznacuju ako polosyntetické. Latky prirodného
povodu su  modifikované za  ucelom  optimalizacie  fyzikdlno-chemickych
a farmakokinetickych vlastnosti ale tiez kvoli ziskaniu ucinnejsej latky alebo dosiahnutiu
$pecifickejSieho ucinku. Dalsim ddvodom pripravy polosyntetickych lie¢iv je minimalizacia
vedlajsich ulinkov a zvy$enie bezpelnosti2. Medzi derivaty odvodené od rastlinnych
l[atok, ktoré nasli uplatnenie v klinickej praxi patri napriklad kyselina acetylsalicylova
(analgetikum-antipyretikum),  oxykodén  (analgetikum-anodynum),  empagliflozin
(antidiabetikum), amiodarén (antiarytmikum), arteméter (antimalarikum) a dal3ie3*>.
Vyznamné su tiez derivaty vinca-alkaloidov vindesin, vinorelbin, vinflunin a taxanové
derivaty docetaxel a kabazitaxel, ktoré sa pouZivaju na lie¢bu rakoviny®.

Prirodné latky anajma ich derivaty su vyznamnym zdrojom novych lieciv.
Podla nedavno uverejnenej Studie z 1394 novych lieciv, z kategodrie tzv. malych molekul,
registrovanych od roku 1981 do roku 2019 bolo 6,1 % prirodnych, 27,5 %
polosyntetickych a 35,2 % lieCiv (pripravenych synteticky) bolo inSpirovanych prirodnymi
ldtkami alebo obsahovali prirodny farmakofér’. Pre Struktdru prirodnych molekdl je
typicka stereochemicka rozmanitost. Obsahuju pocetné chirdlne centrd, menej atémov
dusika, siry a halogénov, viac atémov kyslika a vela funkénych skupin schopnych vytvarat
vodikové vazby. Prirodné zlucéeniny sa tieZ vyznacuju vacsim vyskytom kondenzovanych,
premostenych alebo spirdanovych cyklickych systémov a r6znym stupfiom nenasytenosti
molekul. Tieto Strukturalne rysy ich odliSuju od produktov syntetickej a kombinatoridlnej

chémie a robia z nich zaujimavé vychodiskové zlGéeniny?®.
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UZ od roku 1805, kedy Sertiirner izoloval morfin, su alkaloidy intenzivne skimanou
skupinou prirodnych latok®. Su to sekundarne metabolity vyskytujlice sa predovsetkym
vo vysSich rastlinach. Obsahuju dusik, vacSinou viazany v heterocyklickom kruhu.
Vzhladom k znacnej rozmanitosti Struktir maja velmi réznorodé a Specifické Ucinky
na ludsky organizmus®. Vztah medzi $truktirou a aktivitou (SAR) je podrobne $tudovany
pri hfadani novych lieciv.

Rastliny celade Amaryllidaceae (napr. Narcissus, Galanthus, Leucojum) produkuju
unikatne a farmakologicky zaujimavé alkaloidy, ktoré sa vinych ¢eladiach nevyskytuju.
Doposial bolo izolovanych uzZ viac nez 650 Amaryllidaceae alkaloidov (AA)'°. Najhojnejsie
zastipené a najviac skimané su alkaloidy typu lykorinového, galantaminového,
krininového a haemantaminového. AA maju Siroké spektrum biologickych aktivit. Bol
u nich zisteny antivirusovy, antibakteridlny, antimykoticky, antimalaricky protizapalovy
aj antidepresivny ucinok!. Velmi vyznamna je ich protinddorova aktivita, kedZe incidencia
rakoviny na celom svete rychlo rastie. V roku 2020 pribudlo 19,3 milidna novych pripadov
rakoviny a ocakdva sa, Ze v roku 2040 ich pribudne 28,4 milidna, ¢o je narast o 47 %'2.
Cytotoxicku aktivitu wvykazuju napr. alkaloidy lykorin, narciklasin, pankratistatin
a haemantamin aich derivaty. Najznamejsim zastupcom AA je galantamin. Ako
reverzibilny inhibitor acetylcholinesterazy sa vyuZiva v terapii miernej az stredne tazkej
Alzheimerovej choroby (AD)!3, pri ktorej je zhor$enie kognitivnych funkcii spojené
s poklesom hladiny acetylcholinu v mozgu. Inhibitory cholinesteraz spomaluju
odburavanie acetylcholinu a tym oddaluju progresiu priznakov. Alzheimerova choroba je
najéastejSou formou demencie a podla WHO sa v sicasnosti radi do prvej desiatky pricin
umrti na svete.

Skdmanim AA sa dlhodobo zaoberd vyskumna skupina ADINACO na Katedre
farmaceutickej botaniky a na Katedre farmakogndzie Farmaceutickej fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovej. Jednou zo Studovanych latok je aj alkaloid vittatin a jeho
polosyntetické derivaty. Ukdzalo sa, Ze niektoré derivaty vykazuju selektivnu inhibi¢nu
aktivitu voci butyrylcholinesteraze (BuChE) pri mikromoldrnej koncentracii (ICsp < 10 uM),
¢o je potencidlne vyuZitelné v terapii AD. Tato diplomova praca nadvizuje na doterajsie
vysledky vyskumu a na diplomovu pracu Mgr. Ivy Valachovej'® a jej naplfiou je priprava
dalSich derivatov alkaloidu vittatinu a nadsledné stanovenie a zhodnotenie ich biologickej
aktivity.
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2. CIELE PRACE

Hlavné ciele tejto diplomovej prace boli:
1) Vypracovanie literdrnej reSerSe na tému pripravy derivatov alkaloidov Celade
Amaryllidaceae a ich biologickej aktivity.
2) Priprava aspon desiatich derivatov Amaryllidaceae alkaloidu vittatinu.
3) Struktirna analyza pripravenych zliéenin.
4) Priprava derivatov pre skrining ich biologickych aktivit.

5) Vyhodnotenie vysledkov a spisanie diplomovej prace.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Celad Amaryllidaceae

Rastliny ¢elade Amaryllidaceae (amarylkovité) su krytosemenné jednokli¢nolistové
rastliny patriace do radu Asparagales (asparagotvaré)i®l’. Celad Amaryllidaceae zahffia
pribliZne 90 rodov a 1700 - 1800 druhov. SU zaradené do troch
podceladi - Agapanthoideae, Allioideae a Amaryllidoideae. Podéelad” Amaryllidoideae

pozostava asi zo 75 rodov a z viac ako 900 druhov?é,

3.1.1 Rastliny podcelade Amaryllidoideae

Zastupcovia podcelade Amaryllidoideae su trvace byliny s podzemkami, hluzami
alebo cibulami. Listy maju celistvookrajové, ciarkovité, vacsinou pomerne masité,
dvojradové a bud prizemné alebo bylové. Kvety su trojpocetné obojpohlavné so spodnym
semennikom. Maju nerozliSené kvetné obaly (okvetie), ktoré su usporiadané v 2 kruhoch
a byvaju volné alebo aj zrastené'®?0. Niekedy je pritomnd pakorunka, ¢asto sfarbend
odlisne ako okvetie, ¢o mdieme pozorovat udruhov rodu Narcissus?'. Kvety su
usporiadané jednotlivo alebo v objemnych okolikovitych ¢&i skrutcovitych sukvetiach.
Pre ich pestrofarebnost a ndpadny vzhlad (Obrazok 1) sa mnohé rastliny podcelade

Amaryllidoideae pestuju ako okrasné. Plodom je tobolka alebo bobula®®%,

Obr. 1: Rastliny podcelade Amaryllidoideae
(A - Cyrtanthus mackenii??, B - Scadoxus multiflorus subsp. Katherinae®, C - Nerine bowdenii**,
D - Hippeastrum blossfeldiae®, E - Lycoris radiata®®, F - Sternbergia lutea®’)
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Zastupcovia podcéelade Amaryllidoideae sa vyskytuju hlavne v tropickych a subtropickych
oblastiach sveta, ale rastu aj na Uzemi s miernym podnebim (Obrazok 2). Najviac rozsirené
su v Juznej Amerike, v oblasti Stredozemného mora a v juznej Afrike. Typické africké rody
su Amaryllis, Boophone, Brunsvigia, Clivia, Crinum, Cyrtanthus, Haemanthus, Nerine
a Scadoxus. V Juinej Amerike mbéZeme ndjst najma rody Zephyranthes, Hippeastrum,
Habranthus, Rhodophiala, Phaedranassa, Hymenocallis, Clinanthus a dalSie. Rastliny rodu
Leucojum, Galanthus, Narcissus, Lycoris, Pancratium a Sternbergia rastd v strednej

a juznej Eurdpe a tieZ v azijskych oblastiach?®2°,

Obr. 2: Vyskyt rastlin z podéelade Amaryllidoideae?®

V Ceskej republike sa volne v prirode nachadzaju druhy Narcissus poeticus (narcis
biely), Narcissus pseudonarcissus (narcis Zlty), Galanthus nivalis (sneZienka jarna),
Leucojum aestivum (bledula letnd) a Leucojum vernum (bledula jarna) (Obrazok 3).

Posledné tri menované druhy st zdkonom chranené3031.32,

Obr. 3: Rastliny podéelade Amaryllidoideae vyskytujtce sa v Ceskej republike
(A - Narcissus poeticus®, B - Narcissus pseudonarcissus3*, C - Leucojum vernum?, D - Leucojum
aestivum?®, E - Galanthus nivalis®’)
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Okrem okrasnej funkcie maju rastliny podcelade Amaryllidoideae velky vyznam aj
v tradiénom fudovom liecitelstve. Po starocia sa pouZivaju celé rastliny alebo ich casti
spracované do rozlicnej podoby (odvary, maceraty, zapary, obklady,...). Rozsiahle vyuzitie
je zdokumentované napriklad u druhov rodu Crinum. PouZivali sa na lieCcbu nadorov,
bolesti, opuchov, poraneni, hemoroidov, kasla a tieZ ako emetikum alebo jed3®. Crinum
macowanii a Gethyllis spp. sa pouzivali v juznej Afrike pri lie¢be hypertenzie3°. Boophone
spp., Crinum spp. a Pancratium tenuifolium Udajne slazili na vyvolanie halucindcii. Crinum
glaucum a Crinum jagus boli v Nigérii pouzivané pri strate pamati a pri dalSich
ochoreniach CNS spojenych so starnutim?®. Rastlina Boophone disticha sa najviac
vyuZivala na lie€enie ochoreni CNS, poraneni, infekcii a zdpalov*'. Viaceré druhy maju
lie¢ivé acinky proti réznym infekénym ochoreniam®?. Zistilo sa, Ze nositelmi tychto

rozmanitych lie¢ivych ucéinkov su najma AA.

3.2 Amaryllidaceae alkaloidy

Rastliny zaradené do podcelade Amaryllidoideae produkuju Specifické
izochinolinové alkaloidy oznacované ako Amaryllidaceae alkaloidy. V roku 1877 sa
zrastliny Narcissus pseudonarcissus podarilo izolovat prvého zastupcu tejto
skupiny - lykorin®3. V stéasnosti je popisanych uZ viac ako 600 $truktirne rozmanitych AA
izolovanych z 350 rastlinnych druhov. Do pozornosti sa dostali vdaka r6znorodym
biologickym uc¢inkom na lfudsky organizmus a preto mézu byt cennym zdrojom novych
lie€iv. AA su charakteristickym chemotaxonomickym znakom podcelade Amaryllidoideae.
Vynimocne boli tieto alkaloidy najdené aj v inych Celadiach, ale vacsina z nich je jedine¢na

prave pre pod¢elad Amaryllidoideae®.

3.2.1 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidov

Zakladnymi substratmi pre syntézu AA su aminokyseliny L-fenylalanin a L-tyrozin
vytvorené primarnym metabolizmom rastlin (Obrazok 4). Tieto aromatické aminokyseliny
su syntetizované v plastidoch Sikimatovou cestou. Produktom Sikimatovej metabolicke;j
drahy je chorizmat, z ktorého niekolkymi enzymatickymi reakciami vznikaju L-fenylalanin
a L-tyrozin. Aminokyseliny su z plastidov transportované do cytosélu, kde su zapojené
do sekunddrneho metabolizmu* a vstupuji do biosyntézy AA oznacovanej ako

norbelladinova cesta.
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Najskor dochadza k modifikacii aminokyselin. V tyraminovej drahe je L-tyrozin
dekarboxylovany pomocou enzymu tyrozin-dekarboxyldza (TYDC) a vznika z neho tyramin.
L-fenylalanin sa zapaja do fenylpropanoidovej drahy. Prvou reakciou je deamindcia
fenylalaninu katalyzovana fenylalanin-amoniak-lydzou (PAL), pri ktorej vznika kyselina
Skoricova. Nasleduje hydroxylacia benzoového kruhu kyseliny Skoricovej v polohe 4
za pritomnosti cinamat-4-hydroxyldzy (C4H), ¢o vedie k tvorbe kyseliny p-kumarove;.
Niekolkymi enzymatickymi reakciami je kyselina p-kumarovd premenena na kyselinu
kdvovi a skratenim uhlikového retazca dalej na 3,4-dihydroxybenzaldehyd
(3,4-DHBA)045,

Kondenzaciou tyraminu a 3,4-DHBA vznikda norbelladin. Tato reakcia je
katalyzovana norbelladin-syntdzou (NBS) a noroxomaritidin-reduktazou (NR). Vytvéra sa
iminovy medziprodukt (Schiffova baza) a jeho redukcia vedie k tvorbe norbelladinu?®.

Norbelladin je prekurzorom pre vSetky Amaryllidaceae alkaloidy. Jednotlivé
Strukturne typy su pomenované podla hlavného reprezentanta skupiny. Priamo
od norbelladinu st odvodené alkaloidy cheryllinového a norbelladinového typu. Dal$im
krokom v biosyntéze ostatnych Struktur  je metylacia norbelladinu
na 4’-O-metylnorbelladin  za pomoci norbelladin-4’-O-metyltransferdzy (N4OMT).
Nasleduje intramolekuldrne oxidativne spojenie fenolovych kruhov. Vazby C-C sa mé6zu
vytvarat v polohach orto alebo para a cyklizacia 4’-O-metylnorbelladinu méze prebehnat
tromi spOsobmi. Spojenim v polohe para-orto’ vznikd nornarwedin a z neho
galantaminovy Struktdrny typ. Vazbou v polohe orto-para’ vznikd noroxopluviin,
prekurzor pre lykorinovy a homolykorinovy typ. Vytvorenie vazby v para-para’ polohe
za Ucasti enzymu cytochrdmu P450 (CYP96T1) vedie k vzniku 8-O-demetyloxomaritidinu.
Z 8-O-demetyloxomaritidinu sa postupne dalej formuju alkaloidy krininového,
haemantaminového, narciklasinového, tazettinového a montaninového typu'®#>. Okrem
spomenutych zakladnych Struktdrnych typov existuje aj mnoho dalSich s mensim

zastUpenim alkaloidov. Ich biosyntické cesty popisali Jin a Yao v publikovanom ¢&lanku®’.
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Obr. 4: Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidov!%*®
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3.2.2 Strukturne typy Amaryllidaceae alkaloidov a ich vyskyt

Prehlad zakladnych struktdrnych typov Amaryllidaceae alkaloidov je spracovany

v Tabulke 1. Pri kazdom type je uvedeny ndzov zakladného Struktirneho skeletu, ktory

obsahuju alkaloidy, Struktirny vzorec hlavného zastupcu a priklady dalSich alkaloidov

zo skupiny. V poslednom stipci su rastliny, z ktorych boli alkaloidy daného $truktdrneho

typu izolované.

Tabulka 1: Zakladné Struktirne typy Amaryllidaceae alkaloidov1%1148

STRUKTURNY TYP riklad
a zakladna chemicka hlavny zastupca P . K rastlinny rod
y . alkaloidov
Struktura
H3C
0 , Lycoris
. . belladin .
NORBELLADINOVY belladin rystillin Clivia
N-(3,4- , Crinum
. norbelladin )
dihydroxybenzyl)-2-(4- 0 , Nerine
) j - kraugsodin .
hydroxyfenyl)etanamin | HsC CHs ; a0 | Narcissus
| karltonin A—C
HyCo N Zephyranthes
(6]
OH
cheryllin @/
CHERYLLINOVY \ cheryllin .
. Ny gigantellin Crinum
tetrahydroizochinolin - .
gigantellinin
OH Narcissus
Cyrtanthus
galantamin Leucojum
GALANTAMINOVY sanguinin Pancratium
6H-benzofuro[3a,3,2- N\ chlidantin Crinum
e,fl-2-benzazepin 0 N—CH; lykoramin Lycoris
narwedin Zephyranthes
galantamin Phaedranassa
H;CO Galanthus

20




Narcissus

Ammocharis
Brunsvigia
OH Clivia, Crinum
Cyrtanthus
HOy,, hippamin Sternbergia
pseudolykorin Leucojum
LYKORINOVY pluviin Lycoris
pyrolo[d,elfenantridin 1-O-acetyllykorin | Pancratium
N galantin Habranthus
assoanin Galanthus
Zephyranthes
lykorin Eucharis
Hippeastrum
Amaryllis
Phaedranassa
Galanthus
Clivia
Narcissus
hippeastrin Lycoris
HOMOLYKORINOVY masonin Haemanthus
2-benzopyrano-[3,4- odulin Leucojum
glindol lykorenin Crinum
hostasin Pancratium
Zephyranthes
Hippeastrum
Hosta
. Crinum
krinin
. Boophone
. . bufanisin Brunsvigia
KRININOVY bufanidrin Nerine
B-5,10b- ambellin )
etanofenantridin distichamin Lycoris .
undulatin Ammocharis
L, , Zephyranthes
krinin powellin Hippeastrum
Crinum
Boophone
haemantamin Brunsvigia
haemantidin Lycoris
vittatin Ammocharis
HAEMANTAMINOVY 11-hyc%ro.xyvi:ctat|’n Zephyranthes
epi-vittatin Hippeastrum
a-5,10b- . , .
etanofenantridin krinamin NaI’C.IS.SUS
hamayn Clivia
] maritidin Cyrtanthus
haemantamin phaedranamin Pancratium
bulbispermin Galanthus
Phaedranassa
Eucharis
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Brachystola
Hymenocallis
Lycoris
NARCIKLASINOVY pankr:iltlstajtm Zephyranthes
. narciklasin Habranthus
fenantridin L
narciprimin Polytela
Lycoris
Cyrtanthus
Galanthus
Galanthus
Cyrtanthus
jonquailin Crinum
TAZETTINOVY tazettin Hippeastrum
2-benzopyrano [3,4- kriwellin Pancratium
c]indol pretazettin Narcissus
3-epimakronin Eucharis
Lycoris
Habranthus
, Lycoris
montanin Haemanthus
MONTANINOVY mantin )
; Pancratium
5,11- pankracin .
- . Narcissus
metanomorfantridin kokcinin
, Galanthus
nangustin )
Hippeastrum

Ostatné Strukturne typy AA sa v rastlindch vyskytuju zriedkavejsie. Patri medzi ne
gracilinovy, augustaminovy, kripowellinovy, galasinovy typ a dalSie. Prehladny zoznam
vSetkych doposial popisanych typov AA a ich rastlinnych zdrojov je uvedeny v doktorskej
dizertaénej praci PharmDr. Marcely Safratovej, Ph.D5°. Mnohé z minoritnych skupin maju
zaujimavu Strukturu (Obrdzok 5). Alkaloidy buflavinového typu (buflavin, apogalantamin)
nesu jedineény Strukturny skelet — 5,6,7,8-tetrahydrodibenz[c,e]azocin, v ktorom je
zapojeny 8-Clenny heterocyklicky kruh obsahujici dusik®l. Alkaloid hymenolitatin
z rastliny Hymenocallis littorali ma 9-Elenny heterocyklicky kruh a z hladiska biosyntetickej
drahy je to alkaloid 10b,12-seko-tazettinového typu. Galantindolovy typ (galantindol,
lykosinin B) obsahuje nekondenzovany indolovy kruh. Nové galantindolové alkaloidy
papilin a 9-O-demetyllykosinin B boli izolované sdruhov rodu Hippeastrum.
V Amaryllidacaeae rastlinach sa vyskytuju aj alkaloidy, ktoré maju vo svojej Strukture
viazané 2 dusiky. Zaraduju sa do gracilaminového, plikaminového

a 11,12-seko-plikaminového typu. Zefykandidin A je zastupcom dalSej skupiny
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2-dusikatych AA. Jeho zékladnou $truktirou je imidazo[1,2-flfenantridin®’. Zaujimavé su
tieZ alkaloidy tvorené kombinaciou réznych Strukturnych typov. Heterodimérne alkaloidy
zlozené zo skeletu galantaminového a galantindolového typu su zastupcami neddvno
popisaného narcikachninového Struktirneho typu. Patri sem narcimatulin, izolovany
z rastliny Narcissus pseudonarcissus cv. Duch Master>?, narcipavlin a narcikachnin ziskané
z rastliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol®3, narcieliin zo Zephyranthes citrina®* a tiez

narciabduliin z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton>.

0]
CI_I T

apogalantamin

(buflavinovy typ) ©

( narcimatulin
0 O (narcikachninovy typ)

papilin \N O

(galantindolovy typ)

Obr. 5: Amaryllidaceae alkaloidy minoritnych struktiurnych typov

3.2.3 Biologicka aktivita haemantaminovych alkaloidov

Alkaloidy haemantaminového Struktiurneho typu suU spolu s krininovymi
a lykorinovymi  najrozsSirenejSou  skupinou alkaloidov v rastlinach podcelade
Amaryllidoidae. Od krininového typu sa odlisuju a-orientaciou etylénového mostika
v Strukture 5,10b-etanofenantridinu kvéli comu si pomenované aj ako a-krinanové
alkaloidy. Farmakologicky zaujimavé su pre rozne biologické ucinky. Najvyznamnejsia
a najviac preskimana je ich protinddorova aktivita. Miernu ihnibi¢nu aktivitu vykazuju
voCi cholinesterdzam a glykogénsyntaze kinaze 3B (GSK-3B). Niektoré alkaloidy maju
antibakteridlne, antimykotické, antivirusové i antiprotozodlne ucinky. Tato kapitola je
venovana biologickej aktivite najznamejSich zastupcov haemantaminovych alkaloidov.

Aktivita vittatinu je rozobrana v samostatnej kapitole.
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3.2.3.1 Protinadorova aktivita

Rakovina patri medzi zavazné civilizacné ochorenia dnesnej doby. Existuje viac ako
sto réznych typov nadorov, ktorych podtypy sa moéZu nachadzat v réznych organoch.
Rakovina prsnika sa dostala na prvé miesto ako najéastejSie diagnostikovany typ nadoru.
V poradi nasleduje rakovina pluc, kolorektalny karcindm, rakovina prostaty a Zaludka.
Hlavnou pri¢inou Umrti na nddorové ochorenia je rakovina pltc®2.

Nadory su charakteristické abnormalnym nekontrolovatelnym bunkovym delenim
v dbsledku narusenia bunkového cyklu a zlyhania kontrolnych mechanizmov delenia.
Pricinou su rbézne nepriaznivé zmeny na bunkovej, genetickej a epigenetickej Urovni.
Poskodené alebo zmutované bunky, ktoré by za normalnych podmienok boli eliminované,
pokracuju v bunkovom cykle, delia sa, ¢im sa akumuluji anomalie v nasledujucich
generdciach a zdravé bunky sa menia na nadorové. Vysledkom je ich zvyseny replikacny
potencidl, necitlivost voci signalom inhibujicim rast, rezistencia k apoptdze
a schopnost metastazovat>®.

Sucasné protinadorové lieciva réznymi mechanizmami ovplyviuju bunkovy cyklus.
Vacésina znich je vSak malo selektivna a preto pomerne toxickd pre organizmus.
Cytostatika poskodzuju aj rychlo sa deliace zdravé bunky tela, ako su napriklad bunky
epitelu a kostnej drene a spdsobuju vela neZiaducich ucinkov®’. KedZe vyskyt nddorovych
ochoreni v populacii md stupajucu tendenciu, rastie aj dopyt po novych ucinnejsSich
bezpeénejSich a menej toxickych lie¢ivdich na rakovinu. Vyznamnym zdrojom
potencialnych lieciv su alkaloidy rastlin ¢elade Amaryllidaceae s protinddorovou aktivitou.
Ich velkou vyhodou je vysoka selektivita voci nddorovym bunkdm a relativne nizka toxicita
pre zdravé bunky®®. Vyraznymi protinddorovymi G&inkami sa vyznaduji okrem
lykorinovych, narciklasinovych a krininovych aj haemantaminové alkaloidy.

Medzi najucinnejSie cytotoxické haemantaminové alkaloidy patria haemantamin
a haemantidin  (Obrdzok 6). Hlavny zastupca, haemantamin, vykazuje silnu
antiproliferativnu a cytotoxickd aktivitu proti Sirokému spektru nddorovych bunkovych
linii réznych histotypov. Alkaloid haemantidin sa lis$i od haemantaminu iba pritomnostou
dalsej hydroxylovej skupiny na uhliku C-6 orientovanej do polohy a alebo B. Vaésinou je
z rastlin izolovany ako zmes oboch epimérov. Pésobi tiez na viacero réznych nadorovych

bunkovych linii. Prehlad doposial testovanej in vitro antiproliferativnej aktivity
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haemantaminu a haemantidinu voci roznym bunkovym linidm je spracovany v ¢lanku
Cahlikova L. et al. (2020)°°. Pri testovani cytotoxicity na dvoch bunkovych liniach rakoviny
gastrointestindlneho traktu s mutaciou proteinu p53 a jednej zdravej bunkovej linii bola
preukdazana vyznamna selektivita haemantaminu. Cytoxicita proti linii buniek zdravého
tenkého c¢reva (FHs 74 Int, ICsp = 19,5 + 8,9 uM) bola az 20-krat nizsia ako proti bunkam
kolorektalneho adenokarcindmu podobnym epitelu (Caco-2, ICso=0,99 £ 0,14 uM)
a epitelovym bunkam kolorektalneho adenokarcindmu (HT-29, I1Cso = 0,59 + 0,01 uM). Ako
Standard bol pri testovani pouzity vinorelbin (FHs 74 Int: ICso = 4,0 £ 0,3 uM;
Caco-2: ICso = 0,03 + 0,00 uM; HT-29: ICso = netestované)®.

haemantamin R; = OCH; , R, =H haemantidin R;=0CH;,R,=H
krinamin Ry=H,R,=0CH; 6-hydroxykrinamin R; =H, R, = OCH;

WOH

hamayn R;=H,R,=0H
11-hydroxyvittatin R; =OH, R, =H

bulbispermin

Obr. 6: Haemantaminové alkaloidy s protinddorovou aktivitou

Mechanizmus ucéinku haemantaminu eSte nie je Uplne objasneny. Zatial bolo
zistené, Ze sa moZe viazat na peptidyltransferazu 60S podjednotky eukaryotického
ribozdmu a tym inhibovat syntézu bielkovin. Pravdepodobne 3$pecificky inhibuje
biogenézu ribozdmov a spusta stresovl reakciu, Co vedie k stabilizacii tumor
supresorového proteinu p53 v rakovinovych bunkach, vdaka ktorému sa spusta
apoptdza®l. V daldej $tudii haemantamin aj haemantidin v zavislosti na davke (5 — 20 uM)

indukovali apoptézu u linie p53-negativnych lfudskych leukemickych buniek Jurkat.
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Alkaloidy zvysili aktivitu kaspaz 3, 7, 8 a 9, zniZili Zivotaschopnost buniek a potencial
mitochondridlnej membrany. Zastavili bunkovy cyklus pravdepodobne v dbésledku
aktivacie regulac¢nych proteinov bunkového cyklu, ako je inhibitor cyklin-dependentnych
kindz p16'N42 v kontrolnom bode G1/S a Ser345-fosforylovana Chkl v kontrolnom bode
G2/M. Haemantidin vykazal lepsi pro-apoptoticky ucinok ako haemantamin voci Jurkat
bunkdam. T4to Studia naznacuje aktivaciu apoptdzy cestou, ktord nie je zavisla na proteine
p53%2. Haemantamin zvySuje aktivitu kaspdz 3 a 7 aj v bunkdch rakoviny vajeénikov
(A2780) a znizuje ich proliferaciu, hoci inhibitor bunkového cyklu p21¢PY/Wafl nepol
pbésobenim haemantaminu aktivovany®3.

Protinadorovou aktivitou sa vyznacuje aj alkaloid krinamin (Obrazok 6). Vykazuje
silnd cytotoxicitu proti viacerym nadorovym bunkovym linidm s hodnotami ICso
vrozmedzi 2 — 22,9 uM, napriklad proti bunkdm rakoviny pluc (LUC-1), ordlneho
epidermoidného karcinomu (KB a KB-V1), karcinomu koZe (A-431), kolorektdlneho
karcindmu (COL-1), rakoviny prsnika (BCA-1 a ZR-75-1), glioblastomu (U-373) a melanému
(MEL-2)%4. Vo&i bunkdm cervikdlneho adenokarcindomu (Hela) bol krinamin
(ICso=5,8+0,4 uM) aktivnejsi ako haemantamin (ICsp = 8,3 + 0,4 uM) a haemantidin
(ICsp=13,9+2,0 uM). Ako SsStandard bol vteste cytotoxicity pouzity staurosporin
(ICs0=0,175% 0,007 pM)®. Studia zroku 2007 ukdzala, ?e krinamin, rovnako ako
haemantamin, ma schopnost selektivhe vyvolat apoptézu u nadorovych buniek
potkanieho hepatocelularneho karcindmu (5123tc) a zarovenn nepdsobit cytotoxicky
na liniu ludskych embryondlnych buniek obli¢iek (HEK-293t) v rovnakych koncentraciach.
Na zaklade tejto Studie bola stanovena ucinna davka kindukcii apoptdézy u 50 %
nadorovych buniek na 12,5 uM pre krinamin a 15 pM pre haemantamin®®.

Mechanizmus protinadorového ucinku krinaminu je podrobnejsie skimany v studii
Khumkhrong P. et al. (2019)®’. Krinamin bol vyznamne cytotoxickej$i pre bunkovd liniu
HPV-pozitivneho karcindmu kré¢ka maternice SiHa (ICso = 23,52 uM) a HPV-negativneho
karcindmu krcka maternice C33a (ICso = 60,89 uM) ako pre liniu primarnych fibroblastov
HDFa (ICsp > 100 uM), ektocervikalnu epitelialnu bunkovu liniu Ect1/E6E7 (ICso > 100 uM)
a keratinocyty HaCaT (ICso = 85,45 uM). Hodnota indexu selektivity (SI > 2) vyjadreného
ako pomer hodndét ICsp normalnych a nadorovych buniek dokazuje, Ze krinamin je
selektivne toxicky proti bunkam rakoviny kréka maternice. Krinamin inhiboval rast

sféroidnych modelov rakoviny krécka maternice efektivnejSie v  porovnani
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s chemoterapeutikami karboplatinou, 5-fluéruracilom alebo inhibitorom CDK9 FIT-039,
a to v bunkach SiHa aj C33a. Okrem toho, na rozdiel od cisplatiny, indukoval apoptézu
bez navodenia dvojvlaknovych zlomov DNA. Potlacil tiez migraciu buniek rakoviny krcka
maternice a vykazal antiangiogénne ucinky inhibiciou sekrécie proteinu VEGF-A v bunkach
rakoviny kr¢ka maternice a pri vyvoji krvnych ciev v embryach zebriciek. Analyza génovej
expresie odhalila, Ze mechanizmus Uuclinku krinaminu moZno Ciasto¢ne pripisat
downreguldcii génov suvisiacich s rakovinou®’.

Prirodny derivat krinaminu, alkaloid 6-hydroxykrinamin (Obrdzok 6), ma taktiez
protinddorové ucinky. Zmes epimérov 6a-hydoxykrinaminu a 6B-hydroxykrinaminu
vpomere 3:1 zniZila Zivotaschopnost buniek [ludského neuroblastomu (SH-SY5Y)
v zavislosti na davke®®. Antiproliferativna aktivita 6-hydroxykrinaminu bola preukazana
aj proti bunkovej linii epitelidlneho karcindmu vajec¢nikov (A2780) a akutnej myeloidne;j
leukémie (MV4-11). Spbsobil zastavenie bunkového cyklu v bunkach A2780 bez indukcie
apoptdzy®. V stadii Arai M. A. et al. (2015)7° vykazovali 6-hydroxykrinamin a krinamin
cytotoxicitu proti bunkovym linidm rakoviny pankreasu (PANC1) a prostaty (DU145),
v ktorych je abnormalne aktivovanad Hedgehog (Hh/GLI) signalna draha. Tato draha je
dolezita pri embryonalnom vyvoji a udrziavani dospelych tkaniv av$ak suvisi aj s vyvojom
niektorych nadorov. Signalizacia Hh/GLI drahy cez transmembranovy protein Smoothened
(SMO) vedie k aktivacii transkripénych faktorov onkogénu spojeného s gliomom (GLI)
a kindukcii cielovych génov Hedgehog. Mnohé ztychto génov sU zapojené
do proliferacie, prezitia a diferenciacie. Na SMO sa viaze protein Patched (PTCH), inhibuje
ho a brani tak aktivacii naslednej signdlnej kaskady. U niektorych typov ludskych nadorov
je Hh/GLI signalizacia neustéle aktivovana z dévodu mutécii v PTCH alebo SMO, ¢o vedie
k tvorbe a progresii nadorov. Medzi inhibitory Hh/GLI drahy patri napriklad registrované
lie¢ivo  vismodegib”!. Alkaloidy  6-hydroxykrinamin a krinamin potlacili
GLI sprostredkovanu expresiu tumor supresora PTCH a anti-apoptdzového proteinu BCL2
v rakovinovych bunkach DU145. Mechanizmus protindadorovej aktivity tychto alkaloidov
voci DU145 a PANC1 bunkdm mdZe byt spojeny s inhibiciou Hh/GLI signdlnej drahy’°.

Cytotoxické ucinky proti uréitym nadorovym linidm preukazali aj dalSie
haemantaminové alkaloidy ako napriklad bulbispermin® a jeho prirodné derivaty’3,
hamayn’47> a 11-hydroxyvittatin’®. Protinddorovad aktivita a-krinanovych alkaloidov je

zhrnutd v tabulke v ¢lanku Nair J. J. et al. (2012)”7.
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3.2.3.2 Biologicka aktivita suvisiaca s Alzheimerovou chorobou

Podla WHO na celom svete trpi demenciou asi 50 miliénov ludi a predpoklada sa,
Ze v roku 2050 bude celkovy pocet fudi s demenciou 152 miliénov. Alzheimerova choroba
je diagnostikovana u 60 — 70 % pripadov demencie.

Je to pomaly progredujice neurodegenerativne ochorenie. Prvym priznakom je
zhorsenie kognitivnych funkcii, najma kratkodobej pamati. Pridruzuju sa reCové problémy,
zmeny spravania, vykyvy nalady a Casopriestorova dezorientdcia. Pacient prestava byt
samostatny, nezvldda vykonavat beiné Ccinnosti. V $tadiu tazkej demencie je
dezorientovany, nespozndva svoj byt, blizke osoby ani sam seba ajeho schopnost
komunikovat je obmedzend. Ostdva na |6zku odkdzany na oSetrovatelsku starostlivost.
Priemerné trvanie ochorenia od diagnostiky je 6 — 12 rokov’®.

Uplna etiopatogenéza AD zatial nie je zndma, povaZuje sa za multifaktoridlne
ochorenie, ktoré ovplyviiuje niekolko rizikovych faktorov ako je vyssi vek, genetické
predispozicie, poranenia hlavy, infekcie a Zivotné prostredie. Pri AD nastdvaju v mozgu
neuropatologické zmeny. Je moZné pozorovat lézie, ktoré vznikaju akumulaciou
neurofibrildrnych klbiek a amyloidovych plakov a |ézie charakteristické atrofiou, Ubytkom

neurdnov a rozsirenim mozgovych komér’® (Obrazok 7).
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Obr. 7: Struktira mozgu a neurénov vo fyziologickom stave (a) a pri AD (b)”®
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Podla amyloidovej tedrie je podstatou patogenézy extraceluldrne ukladanie
amyloidu B (AB) v mozgovom tkanive. AR je maly fragment, ktory vznika pri Stiepeni
transmembranového amyloidového prekurzorového proteinu (APP) prostrednictvom
proteolytickych enzymov — sekretdz. B-sekretdza Stiepi APP na N-konci a Y-sekretdza
na C-konci. Vzniknuty AB fragment je peptid zloZeny zo 40 aZ 42 aminokyselin®. ABa, je
vysoko nachylny na agregdciu. ZvySend produkcia AB, zySeny pomer ABa : APao,
zhlukovanie AB a jeho znizeny klirens vedie ktvorbe amyloidovych plakov, ktoré
sposobuju sterilny zapal, aktivaciu mikroglii, uvolnovanie cytokinov a astrocytézu. Tieto
reakcie maju za nasledok poskodenie a odumieranie neurénov®?,

Neurofibrildarne klbkd tvorené abnormalnym tau-proteinom su tiez typické pri AD.
Tau-protein je za normalnych podmienok pritomny hlavne vaxénoch a podiela sa
na stabilizacii mikrotubulov. Pri AD dochadza k patologickym posttranslacnym Upravam
tohto proteinu. NajdoleZitejSou modifikaciou je hyperfosforylacia, do ktorej su zapojené
viaceré enzymy. Medzi nimi je aj glykogénsyntdza kindza-3p (GSK-3B). Hyperfosforylacia
sposobuje stratu afinity k mikrotubulom a zvysenie cytoplazmatickej hladiny tau-proteinu.
Premiestnenie tau-proteinu do somatodendritickej €asti neurdnu, ndsledna agregacia
a vytvorenie neurofibrilarnych kibiek nardsaju synapticky prenos®2.

Vzhladom na zdsadnu ulohu neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) v kognitivnych
funkcidch bola navrhnuta cholinergna tedria. ACh je v mozgu zapojeny do procesov ako su
pamat, pozornost, zmyslové vnimanie a ucenie. Jeho deficit prispieva ku kognitivhym
porucham, poklesu pozornosti, ovplyviiuje schopnost koncentracie a rychlost spracovania
informacii, podiela sa tiez na zmenach spravania. Syntéza ACh prebieha v nervovych
zakonceniach cholinergnych neurdnov z acetylkoenzymu A a cholinu za pomoci enzymu
cholinacetyltransferdazy (ChAT). Ndsledne sa ACh uvolnuje do synaptickej Strbiny
kde pdsobi na receptory. U¢inok ACh ukonduju enzymatickou hydrolyzou cholinesterazy
acetylcholinesterdza (AChE) a butyrylcholinesterdza (BuChE). V normdlnom mozgu je
AChE hlavnym enzymom zodpovednym za hydrolyzu ACh a BUChE ma iba podpornu
funkciu. Zistilo sa vSak, Ze BuChE je vmozgu rozSirenejSia nez sa povodne
predpokladalo.®3 Degeneracia cholinergnych neurénov pri AD spésobuje naru$enie
cholinergného prenosu, nastava pokles mnozstva ACh a deficit ChAT. Ubuda aj AChE, ale

naopak s rozvojom AD sa v mozgu zvysuje hladina BuChE az o 30 — 60 %%3. Enzym BuChE
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teda kompenzuje nedostatok AChE a prebera funkciu hydrolyzy ACh. Predpoklada sa, ze
BuChE prispieva aj k dozrievaniu amyloidovych plakov®.

Dalsia tedria patofyzioldgie AD sa zaoberd hyperexcitaciou v dosledku nadmernej
aktivdcie  NMDA receptorov excitachym neuromedidtorom glutamatom, c¢o vedie
k excitotoxicite neurénovych buniek a spOsobuje neurodegeneraciu a bunkovl smrt.
Oxidacny stres pravdepodobne tiez vyznamne ovplyviiuje neurodegenerdciu, kedZe
neurdny su ovela nachylnejsie na poskodenie volnymi radikdlmi ako ostatné bunky?®:.

V suvislosti s AD sa spomina aj enzym prolyl-oligopeptidaza (POP). Nachdadza sa
vo vsetkych orgdnoch tela vratane mozgu a zapaja sa do fyziologickych procesov ako su
uéenie a pamat, bunkové delenie a diferenciacia, signalna transdukcia, ale aj
do patofyzioldgie niektorych psychiatrickych pordch. Experimentdlne boli zistené
neuroprotektivne a nootropické ucinky inhibitorov POP®>,

Zatial neexistuje liecba, ktora by vyliecila, zastavila alebo zvratila priebeh AD. Latky
vyuZivané v terapii moézu iba spomalit jej priebeh a zmiernit symptomy. Registrovanymi
lieCivami na miernu aZ stredne tazku formu Alzheimerovej demencie su inhibitory
acetylcholinesterazy (AChEl) donepezil, rivastigmin a Amaryllidaceae alkaloid galantamin.
PouZiva sa tiez nekompetitivny antagonista NMDA receptorov memantin®. Vyskum
novych lieCiv na AD sa okrem iného zameriava na inhibiciu AChE a BuChE, inhibiciu
syntézy AP, inhibiciu B- a Y-sekretdzy, zniZzenie agregacie AB a zvySenie jeho klirensu,
inhibiciu GSK-3B a monoaminooxidazy B (MAO-B)3..

Haemantaminové alkaloidy boli vo viacerych studidch testované na inhibicnu
aktivitu voéi cholinesterdzam. V 3$tudii Kulhdnkovd A. et al. (2013)%” bola skimand
inhibicnd  aktivita  voc¢i  ludskej  acetylcholinesterdaze  (HUAChE) a ludskej
butyrylcholinesterdze (HuBuChE) u alkaloidov izolovanych z rastliny Zephyranthes robusta
Baker (Tabulka 2). U vacsiny alkaloidov haemantaminového typu boli stanovené hodnoty
ICso proti HUAChE velmi vysoké, Cize tieto latky neinhibovali enzym. Vynimkou bol alkaloid
8-0O-demetylmaritidin, ktory bol v porovnani so Standardami proti HUAChE pomerne
aktivny. Proti HuBuChE boli vSetky alkaloidy neaktivne. V studii bola skimana aj

antioxida¢na aktivita izolovanych alkaloidov, u v3etkych viak s negativnym vysledkom?®’.
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Tabul'ka 2: Haemantaminové alkaloidy izolované z druhu Z. robusta a ich inhibicna aktivita proti

fudskym cholinesterazam?®’

alkaloid Sl
HuAChE HuBuChE
haemantamin >500 >500
vittatin >500 >500
11-hydroxyvittatin >500 >500
haemantidin >500 >500
hamayn >500 >500
8-0O-demetylmaritidin 28,000 £ 0,900 >500
huperzin A® 0,033 £ 0,001 >500
eserin® 0,063 £ 0,001 0,130 £ 0,004
galantamin® 1,710 £ 0,065 42,300 + 1,300

avyjadrené ako priemer + Standardna odchylka; n=3; *Standard

Ortiz J. et al. (2018)% testovali AChE a BuChE inhibi¢ny potencial alkaloidov
izolovanych z piatich druhov rodu Hieronymiella rastucich v Argentine. Medzi nimi boli aj
4 alkaloidy haemantaminového typu (haemantamin, krinamin, 11-hydroxyvittatin,
hamayn). Pri testovani bola pouzZitd AChE ziskana z elektrického uUhora Electrophorus
electricus, BUChE z konského séra a galantamin ako Standard. Alkaloidy s hodnotami 1Cso
vysSimi ako 200 uM boli povaZované za neaktivne, Cize Ziadny z alkaloidov nepreukdzal
inhibi¢na aktivitu voci cholinesterdzam (Tabulka 3). Tieto vysledky potvrdzuju zistenia
z predchadzajucej studie Kulhdnkovd A. et al. (2013), hoci boli pri testoch pouzité

.....

haemantaminovych alkaloidov nie je schopna inhibovat cholinesterazy.

Tabulka 3: AChE a BuChE inhibi¢na aktivita haemantaminovych alkaloidov izolovanych z druhov
rastliny Hieronymiella®®

alkaloid ICso [uMJ”
eeAChE eqBuChE
haemantamin >200 >200
krinamin >200 >200
11-hydroxyvittatin >200 >200
hamayn >200 >200
galantamin® 1+0,05 14 + 0,03

@ priemer + Standardna odchylka z troch merani; ® Standard
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U alkaloidov haemantaminu a hamaynu, ktoré boli izolované z Nerine bowdenii sa
skimala okrem AChE a BuChE inhibi¢nej aktivity aj inhibi¢na aktivita voci POP. Ani jeden
nevykazal inhibi¢ny potencidl (Tabulka 4). Zaujimavé vysledky boli pozorované
u krininovych alkaloidov. NajvyssSiu aktivitu vo¢i POP spomedzi testovanych krininovych

alkaloidov vykazal bufanidrin, ktory bol aktivny aj vo¢i HUAChE®.

Tabul'ka 4: HUAChE, HuBuChE, and POP inhibi¢na aktivita vybranych alkaloidov izolovanych z
Nerine bowdenii®

et HuAChE HuBuChE POP
ICs0 @ [uM] 1C50° [UM] I1Cs50° [MM]

haemantamin >1000 >1000 >100

hamayn 992,7 £220,7 472,0+37,0 >100
bufanidrin 72,6 £8,2 >1000 0,37+0,04

galantamin® 1,7+0,1 42,3+1,3 >100
berberin® — — 0,14 £ 0,02

apriemer hodot + Standardnd odchylka z 3 nezavislych merani; *Standard

Potencial Amaryllidaceae alkaloidov réznych Struktirnych typov inhibovat GSK-33
bol skimany vstudii Hulcovd D. et al. (2018)°°. NajvysSiu aktivitu preukazal
homolykorinovy alkaloid masonin, ktory sp6sobil 66% inhibiciu GSK-3B. Nasledne bola
stanovena aj jeho hodnota ICso (27,81 + 0,05 uM). Ako Standard posluzila latka SB-415286
(ICsp = 70,00 nM). Haemantaminové alkaloidy vykazali nizSiu inhibi¢na aktivitu (Tabulka 5)
a ich hodnoty ICso neboli stanovené®°.

Tabulka 5: GSK-3p inhibi¢ny potencial haemantaminovych alkaloidov a masoninu®®

or T bibr )

alkaloid % ';I:'E':':OG::/I 28
epimaritidin 45,2 +1,1
haemantamin 52,4+0,1
haemantidin 33,0+ 2,2
hamayn 33,9+0,1
seko-izopowellaminon 38,5+0,8
masonin 66,0+ 4,0
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Kwon H et al. (2011)%! vykonali skrining malych molekul z prirodnych zdrojov,
pri ktorom in vitro skimali vplyv Iatok na zniZenie tvorby ABa2 v bunkdch Hela stabilne
exprimujucich Svédsku mutantnud formu APP (APPsw). Medzi testovanymi latkami bol
haemantaminovy alkaloid hamayn a lykorinovy alkaloid lykorin oba izolované z Crinum
macowanii (Obrazok 8). Lykorin vykazal zna¢nu aktivitu najma pri vyssich davkach, pricom
nebol toxicky voci testovanym bunkdam. Hamayn bol menej aktivny a jeho pripadné

toxické ucinky na testované bunky neboli v éldnku uvedené?*.
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Obr. 8: Inhibicia tvorby A v bunkach Hela stabilne exprimujtcich APPsw*!

3.2.3.3 Antimikrobialna aktivita

Kvéli rychlo narastajlcej antibiotickej rezistencii je nutné hladat nové lieciva, ktoré
budu ucinné aj na baktérie odolné proti sic¢asnym antibiotikdm. Zdrojom novych lieciv by
mohli byt rastliny ¢efade Amaryllidaceae. Analyzy extraktov rastlin viacerych druhov tejto
¢elade odhalili ich antibakteridlne, antimykotické, antivirusové ¢i antimalarické Gcinky.

Antimykotickd a antibakteridlna in vitro aktivita AA bola testovana v studii
Lo¢irek M. et al. (2015)°2. Haemantaminové alkaloidy haemantamin, haemantidin
a hamayn inhibovali rast kvasiniek Candida dubliniensis a Lodderomyces elongiosporus.

Haemantamin bol aktivny aj proti druhu Candida albicans. Antibakterialna aktivita bola
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skimana na grampozitivnej baktérii Escherichia coli a gramnegativnej baktérii
Staphylococcus aureus. Haemantaminové alkaloidy neboli voéi baktériam aktivne®2.

Antivirusové uUcinky boli zistené u haemantaminu. Silna aktivitu prejavil in vitro
proti virusu chripky typu A (H5N1). Testovany bol aj 11-hydroxyvittatin, vykazal ale ovela
niz3iu aktivitu proti tomuto virusu®3.

Antiprotozodrna aktivita alkaloidov 11-hydroxyvittatin-N-oxidu, haemantaminu
a 8-O-demetylmaritidinu izolovanych z Galanthus trojanus bola testovand v studii
Kaya G. l. et al. (2011)°* Hodnotila sa uc&innost in vitro proti parazitickym prvokom
Trypanosoma brucei rhodesiense, pévodcovi fudskej africkej trypanozomdzy (tzv. spava
choroba), Trypanosoma cruzi spbsobujucej americkl trypanozomdzu, Leishmania
donovani, pévodcovi ochorenia kala-azar (viscerdlna leishmaniéza) a pévodcovi malarie
Plasmodium falciparum (kmen Ki rezistentny k lie¢ivdm). Bola tiez hodnotend aktivita
proti rekombinantnym enzymom z P. falciparum zapojenych do biosyntézy mastnych
kyselin (PfFabl, PfFabG, PfFabZ), ktoré su potencidlnymi molekularnymi cielmi v profylaxii
malarie. Dalej bola testovana cytotoxicita proti primarnej cicavéej bunkovej linii (L6)
a ludskej bunkovej linii karcindmu (KB) (Tabulky 6 a 7). Haemantamin bol vyrazne aktivny
proti vSetkym testovanym prvokom, ale aj toxicky voci bunkovym liniam, ¢o naznacuje,
Ze jeho antiprotozoarna aktivita mobZie byt spO6sobend vSeobecnou toxicitou.
8-O-demetylmaritidin ~ bol  slabo aktivny iba proti T. b. rhodesiense

a 11-hydroxyvittatin-N-oxid iba proti enzymu PfFabz°*.

Tabulka 6: Antiprotozoarna a cytotoxicka aktivita haemantaminovych alkaloidov z Galanthus
trojanus®*

ICs0 [ug/ml]
alkaloid antiprotozoarna aktivita cytotoxicita
rhodrt.esl;.ense T. eruzi donlc.).vani Lé KB
11-hydroxyvittatin-N-oxid >90 >90 >90 >90 >50
haemantamin 3,4 1,8 22,0 7,41 0,97
8-0O-demetylmaritidin 61,5 >90 >90 >90 >50
Standardy 0,0042 0,36° 0,20¢ 0,005¢ 0,002¢

2 melarsoprol, ® benznidazol, ¢ miltefosin, ¢ podofylotoxin
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Tabulka 7: Antiplazmodialna aktivita haemantaminovych alkaloidov z G. trojanus®*

ICso0 [ng/ml]
alkaloid enzymy
P. falciparum
PfFabl | PfFabG | PfFabZ
11-hydroxyvittatin-N-oxid >20 >100 >100 45,0
haemantamin 2,75 >100 >100 >100
8-0-demetylmaritidin >20 >100 >100 >100
Standardy 0,0652 0,014° 0,5¢ 0,3¢

a chlorochin, P triklosan, © (-)-epigalokatechin galat

V dalsej Studii bola testovand antiprotozoarna a cytotoxickd aktivita alkaloidu
3-0-acetylhamaynu izolovaného z Amaryllis belladonna (Tabulka 8). Bol vyrazne aktivny
proti vSetkym testovanym prvokom, no aj toxicky proti bunkdm L6 (kostné myoblasty

potkanov). Podla tychto vysledkov 3-O-acetylhamayn nie je selektivne antiprotozoikum?®.

Tabulka 8: Antiprotozodarna a cytotoxicka aktivita 3-O-acetylhamaynu®®

ICs0 [ng/ml]

T. b.

arazit ] T. cruzi L. donovani | P. falciparum
P rhodesiense falcip

latka cytotoxicita
Stadium | trypomastigot | amastigot | amastigot | erytrocytarne

Tulahuen | MHOM-ET-

kmen STIB 900 4 Lacz 67/182 NF54 L6
3-0-
1,51 8,25 17,91 1,14 1,72
acetylhamayn
Standard 0,001 1,080° 0,091¢ 0,002¢ 0,007¢

amelarsoprol, Pbenznidazol, ‘miltefosin, 9chlorochin, épodofylotoxin

Zmes epimérov 6a-hydroxymaritidinu a 6B-hydroxymaritidinu bola v stadii
TalliniL. et al. (2017)°® testovand proti rovnakym prvokom a bunkovej linii ako
3-0-acetylhamayn. Aktivna bola proti T. b. rhodesiense (ICso = 30,68 pg/ml), T. cruzi
(ICs0 = 66,11 pg/ml) aP. falciparum (ICso = 32,86 pg/ml) bez cytotoxického ucinku
na bunky L6 (ICso > 100)%®.

Alkaloidy krinamin a hamayn izolované z Brunsvigia radulosa mali miernu aktivitu

proti chlorochin-senzitivnemu kmenu P. falciparum (D 10) a chlorochin-rezistentnému
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kmefu P. falciparum (FACS8). Boli toxické aj proti bunkdm mysieho melanému®’

(Tabulka 9).

Tabulka 9: Antiplazmodidlna a cytotoxicka aktivita krinaminu a hamaynu®’

ICso (ng/ml)
testovana latka Plasmodium falciparum cytotoxicita
D10 FAC8 BL6
krinamin 2,8 3,4 1,8
hamayn 15,6 18,2 9,4
chlorochin? 0,002 0,01 20,9
daunomycin?® - - 0,43

aStandard

In vitro antiplazmodidlna aktivita krinanovych alkaloidov bola skdmana
vo viacerych studidch. Doposial bolo otestovanych uz 72 alkaloidov proti 9 kmeriom
P. falciparum, pricom a-krinanové alkaloidy sa javia ako viac ucinné oproti

B-krinanovym?,

3.2.3.4 Dalsia biologicka aktivita

Haemantaminové alkaloidy yemenin A, krinamin a 6-hydroxykrinamin zniZili
produkciu  oxidu dusnatého (NO) v makrofagoch, ktoré boli aktivované
lipopolysacharidom (LPS). Aktivita alkaloidov (yemenin A: 1Cso = 4,8 uM, krinamin:
ICso = 1,8 UM, 6-hydroxykrinamin: 1Cso = 5,4 uM) bola silnejsia ako aktivita Standardu
guanidinoetyl disulfidu (ICso = 7,4 uM), selektivneho inhibitoru indukovatelnej syntazy
oxidu dusnatého (iNOS). Enzym iNOS sa podiela na nadmernej produkcii NO, ktord moze
nastat pri zdpalovom procese. Preto sa dalej skimali aj ucinky alkaloidov na aktivitu
a indukciu enzymu iNOS. Yemenin A, krinamin a 6-hydroxykrinamin inhibovali iNOS len
velmi slabo, ale potlacili jeho indukciu v LPS-aktivovanych makrofagoch. Vysledky
naznacuju, Ze tieto alkaloidy inhibuju produkciu NO zniZzenim indukcie iNOS®.

Nedadvno bola v 3tudii Naidoo D. et al. (2020)'%° objavena selektivna inhibi¢na
aktivita krinaminu, haemantidinu a haemantaminu proti MAO-B. Aktivita krinaminu
(ICs0 = 14,90 + 0,01 nM) a haemantidinu (ICso = 17,20 + 0,01 nM) bola dokonca vyssia ako
u Standardu deprenylu (synonymum selegilin, 1Csp = 20,00 + 0,00 nM). Haemantamin mal

najslabsi inhibi¢ny ucinok (ICso = 112,00 + 0,20 nM). In silico hodnotenie molekuldrnych
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interakcii krinaminu a haemantidinu s MAO-B potvrdilo vysoky inhibi¢ny potencial
alkaloidov. Preskiumanie ich vlastnosti a hodnotenie toxicity in silico a in vitro odhalilo,
Ze by mohli byt netoxickou a bezpecénejSou alternativou latok inhibujicich MAO-B ako je

$tandardny inhibitor selegilin, o ktorom je zndme, Ze ma kardiotoxické ucinky°°,

3.3 Derivaty haemantaminovych alkaloidov a ich biologicka aktivita

Mnohé haemantaminové alkaloidy maju farmakologicky zaujimavu biologicku
aktivitu, ktord ale u niektorych nie je dostatocne silna alebo selektivna. Z ciefom vylepsit
ich aktivitu a preskimat SAR boli obmenou Struktury alkaloidov pripravené polosyntetické
derivaty. Hladanie a priprava ¢o najaktivnejsej zlu¢eniny s vhodnymi vlastnostami smeruje
k ziskaniu tzv. lead structure - molekuly, ktora je vhodnym kandidatom pre vyvoj nového

lieciva.

3.3.1 Derivaty s protinadorovou aktivitou

Najvyznamnejsou aktivitou haemantaminovych alkaloidov je prave protinddorova.
Pre lepsSie pochopenie SAR boli doposial pripravené polosyntetické derivaty niekolkych
najaktivnejSich alkaloidov. Vtejto kapitole su zhrnuté informacie o priprave
a protinddorovej aktivite derivatov krinaminu, hamaynu, haemantaminu, haemantidinu,
bulbisperminu a 11-hydroxyvittatinu.

Derivaty krinaminu boli pripravené acylaciou hydroxylovej skupiny na uhliku C-11
v 5,10b-etylénovom mostiku anhydridom kyseliny octovej a 4-metoxybenzoylchloridom
za vzniku 11-O-acetoxykrinaminu (1a) a 11-O-(4-metoxybenzoyl)krinaminu (1b)
(Obrazok 9). Vysledky ukazali, Ze tieto dva derivaty, na rozdiel od krinaminu, nie su
schopné vyvolat apoptdzu testovanych buniek pecenového hepatému potkana (5123 tc)
a odhalili vyznam volnej hydroxylovej skupiny na uhliku C-11 pre cytotoxické vlastnosti
alkaloidu®®.
Za ucelom preskimania vplyvu dvojitej vazby v kruhu C medzi uhlikmi C-1 a C-2
na protinddorovu aktivitu boli pripravené dihydroderivaty alkaloidov. Dihydrokrinamin
(2a) a dihydrohamayn (2b) (Obrazok 9) vznikli hydrogenaciou s pouZitim katalyzatora
palddia na aktivhom uhli. Proapoptotickd aktivita derivatov sa testovala na bunkach
[udskej leukémie (Jurkat). Redukcia dvojitej vdazby mala za nasledok vyznamné znizenie

aktivity u dihydrokrinaminu oproti krinaminu, ktory bol silnym induktorom apoptdzy.
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Naopak, mierna aktivita hamaynu sa po prevedeni na dihydroderivat zvysila. Vysledky
dokazuju, Ze dvojitda vazba nie je nevyhnutnd pre cytotoxickd aktivitu, kedZe
hydrogendciou vznikli viac alebo menej aktivne derivaty. Ich aktivita zavisela
od substituentu na C-3. Ukazalo sa, Ze dvojita vazba mierne moduluje aktivitu, ¢o mozno
pripisat jej konformaénym G€inkom%l, Daldie dihydroderivaty boli pripravené
z haemantaminu (3a), haemantidinu (3b) a bulbisperminu (3c) taktiez za katalytického
posobenia palddia na aktivnom uhli (Obrazok 9). Pri hodnoteni cytotoxickych ucinkov

na bunky promyelocytovej leukémie HL-60 vykazali dihydroderivaty nizSiu aktivitu ako

102

povodné alkaloidy

la:R=Ac
1b : R = 4-metoxybenzoyl

Obr. 9: Derivaty krinaminu (1a, 1b, 2a), hamaynu (2b), haemantaminu (3a),
haemantidinu (3b) a bulbisperminu (3c) (¢ervenou je zvyraznené miesto modifikacie pévodnej
Struktury)

Priprava derivatov bulbisperminu (4a — 4i) je zndzornend na Obrazku 10
a Obrazku 11. V&csina derivatov (okrem 4e, 4f, 4h, 4i) bola ziskand obmenou
hydroxylovych skupin v polohe C-3 a C-11. Vznikli acyldciou acetanhydridom (4a)
a propionanhydridom (4b) na oboch hydroxylovych skupinach a selektivnou acylaciou
za pouzitia p-brémbenzoylchloridu na stericky dostupnejSom C-3 hydroxyle (4c). Reakciou
bulbisperminu s trichldracetylizokyanatom bol ziskany medziprodukt (4d), ktory bol

zadsaditou hydrolyzou premeny na dikarbamat (4e). Pokus o selektivnhu dihydroxylaciu
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dvojitej vazby v diacetdte (4a) nebol Uspesny a bol pripraveny tetraacetat ako zmes
diastereomérov (4f). Dal3ie derivaty bulbisperminu boli pripravené selektivnou oxidaciu
za vzniku C3-ketdnu (4g), hydrogenaciou dvojitej vazby (4h) a kvarternizdciou dusika

(4i)103,

af (59%)

p-Br-BzCl, py
DMAP, MeCN

OH
0
< )
\E
o) ad (75%)

K,CO, /(
MeOH/H,0| HaN o

4e (98%)

Obr. 10: Priprava derivatov bulbisperminu (4a - 4f)1%3
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WOH \
H,, Pd/C 0 4h (74%)
—_—
MeOH < O §
o N

bulbispermin (4) /’4@, 4,
@C/V

Obr. 11: Priprava derivatov bulbisperminu (4g — 4i)1%3

Protinddorova aktivita derivatov bulbisperminu bola testovana na 5 nadorovych
bunkovych linidch, z nich 2 boli rezistentné k apoptdze (glioblastémy U373 a T98G), 2
citlivé k apoptéze (anaplasticky oligodendrogliom Hs683 a cervikdlny adenokarcindm
Hela) a bunkova linia glioblastému U87 nemala uréenu senzitivitu k apoptdze. Derivaty 4a
a 4e ako jediné vykazali protinadorovu aktivitu (Tabulka 10), pricom aktivnejsi z nich bol
polarnejsi dikarbamat (4e). V porovnani so samotnym bulbisperminom boli jeho derivaty
menej aktivne. Z vysledkov vyplyva, Ze nahradenie hydroxylov hydrofébnymi skupinami
vedie k strate protinddorovej aktivity. Rovnako ako aj v predchadzajucej studii,
dihydrobulbispermin bol neaktivny. Dal$ie experimenty odhalili schopnost bulbisperminu
a derivatu 4e zvysovat hladinu polymerizovaného aktinu v glidmovych bunkach Hs683
pri inhibiénej koncentracii ICsp, o mdZe byt podstatou ich cytostatického ucinku. V studii
boli zaroven testované aj vybrané alkaloidy krininového (bufanamin, bufanidrin, ambellin)
a haemantaminového typu (haemantamin, haemantidin). Zatial ¢o haemantaminové
alkaloidy boli velmi aktivne, krininové nemali na bunky Ziaden inhibi¢ny ucinok.

Pre protinddorovu aktivitu je teda déleZity etylénovy mostik v a polohe!®,
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Tabulka 10: Cytotoxicka aktivita derivatov bulbisperminu®?

Glso (LM)?
testovani latka rezistenfné k senzitl'v’ne k neznama serlzitivita k
apoptoze apoptoze apoptoze
T98G U373 | Hs683 | Hela us7
bulbispermin (4) 9 38 11 8 9
haemantamin 8 6 3 3 6
haemantidin 14 7 4 ND 6
bufanamin >100 >100 >100 >100 >100
bufanisin >100 >100 >100 >100 >100
ambellin >100 >100 >100 >100 >100
4a 98 ND 63 90 74
4b >100 ND >100 >100 >100
4c >100 ND >100 >100 >100
4ad >100 ND >100 >100 >100
de 91 >100 50 46 15
af >100 ND >100 >100 >100
4g >100 ND >100 >100 >100
4h >100 ND >100 >100 >100
4i >100 ND >100 >100 >100

Glso - koncentracia potrebna pre 50% inhibiciu bunkovej proliferacie
@ priemer hodn6t Glsg z dvoch nezdvislych experimentov; ND — nestanovené

Polosyntetické derivaty 11-hydroxyvittatinu (5) (Obrazok 12), haemantaminu (6)
(Obrazok 14) a haemantidinu (7) (Obrazok 13) boli pripravené v rdmci Studie Cedrdn J. C.
et al. (2015)’® réznymi chemickymi obmenami z ciefom ziskat $truktirne rozmanité
zltceniny. Obmeny prebiehali hlavne na hydroxylovych skupinach alkaloidov v polohe C-3,
C-11 alebo C-6 reakciou s acylhalogenidmi za vzniku mono alebo diesterov (5a — 5c¢, 6a —
6d, 7a — 7d). V haemantamine bola hydroxylovd skupina C-11 oxidovana na ketén (6g)
a nasledne reakciou s hydroxylamin hydrochloridom premenend na oxim (6h). Reakciou
haemantaminu a haemantidinu s BBrs doSlo k otvoreniu dioxolanového kruhu a vznikli
polyhydroxylované derivaty (6e, 7e). Dvojita vazba v haemantamine bola odstranena
adiciou brému (6j) a katalytickou hydrogenaciou za pritomnosti palddia na aktivnom uhli
(6i). Reakciou s N-bromsukcinimidom (NBS) bol haemantamin modifikovany
na 11,12-epoxyhaemantamin (6f) a reakciou s H.0, na haemantamin-N-oxid (6k).
Podrobnejsie informacie o priprave derivatov a reakénych podmienkach mozno ndjst

v ¢lanku Cedrdn J. C. et al. (2012)04,
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11-hydroxyvittatin (5) 5a: R=Ac (100%)
5b: R=COCsH,N (47%)
5c¢: R=p-BrCzH,CO (56%)

Obr. 12: Priprava derivatov 11-hydroxyvittatinu (5a — 5¢)’®

7a: R;=R,=Ac (100%) haemantidin (7)
7b: R;=COCgH,N, Ry=H (81%)

7¢: Ry=R,=p-BrC¢H,CO (40%) 7e (62%)
7d: R,=R,=COCH(CH,), (65%)

Obr. 13: Priprava derivatov haemantidinu (7a — 7¢)’®
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6e (55%)
6a: R=Ac (100%)

6b: R=COC5H,N (48%)
6c: R=p-BrC.H,CO (60%)
6d: R=COCH(CH,), (65%)

RCI

haemantamin (6)

6g (40%)
H,, Pd/C
NH,0HCl/
CH3CO,Na OMe
NOH
<o
0
6i (52%) 6h (26%)

6j (25%)

Obr. 14: Priprava derivatov haemantaminu (6a — 6k)’®

Cytotoxicita alkaloidov a polosyntetickych derivatov (Tabulka 11) bola testovana
na Styroch nadorovych bunkovych linidch (A2780 - vaje¢nik, SW1573 - pltca, T-47D -
prsnik, WiDr - hrubé ¢revo). Z porovnania aktivity alkaloidov vittatinu, 11-hydroxyvittatinu
(5), haemantaminu (6) a haemantidinu (7) vyplyva, Ze pritomnost metoxy skupiny na C-3
a hydroxy skupiny na C-11 je pre antiproliferativnu aktivitu potrebnd. Tento predpoklad
bol potvrdeny pripravou derivatov 6a — 6f, ktoré boli menej aktivne ako haemantamin.
Neaktivne derivaty 6i a 6] svedCia o dblezitosti dvojitej vazby medzi uhlikmi C-1 a C-2.
Odstranenie metyléndioxy skupiny v derivate 6e viedlo ku znizeniu aktivity, ¢o naznacuje
vyznam tejto skupiny pre antiproliferativne ucinky. Haemantidin, obsahujuci hydroxylovu
skupinu na C-6, moino povaZovat za rovnako aktivny ako haemantamin. Acylacia
hydroxylovych skupin na C-6 a C-11 viedla k strate antiproliferativnej aktivity
haemantidinu (7a, 7c, 7d), ale derivdat 7b s volnou hydroxylovou skupinou na C-11
a nikotinoylovou skupinou na C-6 si aktivitu zachoval. Najvyssiu antiproliferativnu aktivitu
vykazali alkaloidy haemantamin (6) ahaemantidin (7) a polosyntetické derivaty

11-oxohaemantamin (6g) a 6-nikotinoylhaemantidin (7b)7e.
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Tabulka 11: Cytotoxicka aktivita haemantaminovych alkaloidov a ich derivatov’®

testovana Glso (uM)?
latka A2780 SW1573 T47-D WiDr
vittatin 2100 2100 2100 2100
11-hydroxyvittatin (5) 21,0+2,0 16,9 +4,0 12,5+9,0 21,1+6,0
5a 2100 2100 2100 2100
5b 35,9+5,0 34,8+4,0 51,1+£3,0 53,8+£3,0
5¢ 100 100 100 100
haemantamin (6) 0,7+0,2 2,1+2,0 0,87+0,4 1,2+0,5
6a 2100 2100 2100 2100
6b 27,2 +10,0 29,5+12,0 72,3+24,0 63,3 +35,0
6¢ 19,1+1,0 21,9+4,0 46,1 £ 30,0 32,8+22,0
6d 2100 2100 2100 2100
6e 2100 2100 2100 2100
6f >100 >100 >100 2100
6g 1,5+0,1 2,7+0,1 44+1,5 3,5+2,0
6h 33,2+2,0 39,1+20,0 78,6 £ 24,0 67,4 +£34,0
6i 31,4+7,0 29,8 +3,0 2100 58,9+12,0
6j 2100 2100 2100 2100
6k 27,2+5,0 22,0+ 20,0 >100 2100
haemantidin (7) 1,5+0,1 2,0+1,0 1,8+1,0 2,7+2,0
7a 2100 2100 2100 2100
7b 6,9+1,0 4,5%0,7 8,2+1,2 10,1+0,5
7c 2100 2100 2100 2100
7d 2100 2100 2100 2100
7e 2100 2100 2100 2100

Glso - koncentracia potrebna pre 50% inhibiciu bunkovej proliferacie
neaktivne: Glso 2 100 uM; mierna aktivita: Glso = 10 - 100 pM; vysoka aktivita: Glsp < 10 pM
2 hodnoty su priemerom z dvoch aZ troch experimentov

Vramci vyskumu skupiny ADINACO bolo na Katedre farmaceutickej botaniky
Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové pripravenych uz niekolko desiatok alifatickych
a aromatickych derivatov haemantaminu, ktoré vznikli obmenou OH- skupiny na C-11
(Obrazok 18). Boli testované na roznych nadorovych bunkovych linidach. Derivaty
nevyvolali vyznamnejSie cytotoxické a apoptotické ucinky. Vynimkou je latka LC-70
pripravena v ramci diplomovej prace Mgr. Viery Bodorikovej, ktora prejavila velmi silnu
cytotoxicku aktivitu. Jej Struktura zatial nie je zverejnend kvéli pldnovanému podaniu

patentovej prihlasky1%.
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Na zaklade porovnania aktivity haemantaminovych alkaloidov a ich derivatov boli
objavené urcité Strukturne prvky farmkoféru indukujiceho apoptdzu. Pre cytotoxicku
aktivitu je potrebna pritomnost etylénového mostika v a-polohe a dvojitej vazby medzi
C-1 a C-2, ktora mierne moduluje aktivitu vdaka svojim konformaénym ucinkom, ale nie je
striktne nevyhnutnda. Na C-3 je tolerovana a- alebo B-metoxyskupina alebo aj B-hydroxyl,
avsak a-hydroxylova skupina sposobuje mierny pokles aktivity. Podla vysledkov je na C-3
potrebny akceptor H-vazby a jeho umiestnenie moze byt do istej miery flexibilné. Na C-11
je ziaduca pritomnost malého substituentu a tolerovana je hydroxylova skupina alebo aj

vodik>2:101

3.3.2 Derivaty s antimalarickou aktivitou

Maldria je zavainé infekéné ochorenie spb6sobené parazitickymi prvokmi rodu
Plasmodium. NajCastejSie ide o druhy P. falciparum a P. vivax. Tieto prvoky prenasaju
na fudi infikované samicky komarov rodu Anopheles. Rychle Sirenie kmenov rezistentnych
na antimalarika zvySuje dopyt po selektivnejSich a ucinnejsich liecivach na malariu.

Potencidlnym zdrojom novych antimalarik m6zu byt haemantaminové alkaloidy.
Antimalarickd aktivita bola zistend u krinaminu, haemantaminu, haemantidinu,
3-epibulbisperminu, vittatinu, 11-hydroxyvittatinu a dal$ich alkaloidov®®. Za uéelom
odhalenia SAR bolo v $tudii Cedrén J. C. et al. (2012)1% pripravenych 31 polosyntetickych
derivatov haemantaminu, haemantidinu a 11-hydroxyvittatinu. Vaésina z nich bola neskor
testovana aj na cytotoxicku aktivitu v ramci $tadie Cedrdn J. et al. (2015)’6. Priprava
tychto derivatov (Obrazky 12, 13, 14) je uz rozobrand v predchdadzjucej kapitole. V tejto
kapitole je popisana priprava derivatov, ktoré boli testované iba na antimalaricku aktivitu
(Obrazky 15, 16, 17). Modifikované boli najma hydroxylové skupiny alkaloidov.
Esterifikdciou haemantaminu p-vinylbenzoovou kyselinou vznikol
11-(p-vinylbenzoyl)haemantamin  (ém) a acylaciou akryloylchloridom  vznikol
11-akryloylhaemantamin (6n). Z 11-hydroxyvittatinu bol esterifikdciou za pouzitia kyseliny
metoxyfenyloctovej pripraveny 3,11-bis(metoxyfenylacetyl)-11-hydroxyvittatin  (5e)
a acylaciou s butyrylchloridom bol pripraveny 3,11-diizobutyryl-11-hydroxyvittatin (5d).
Hydroxylova skupina na C-11 v haemantidine bola selektivhe oxidovana Jonesovym
¢inidlom za vzniku 11-oxohaemantidinu (7f). S ciefom oxidovat C-6 hydroxylovl skupinu

haemantidinu a ziskat laktdm bol pri reakcii pouZity katalyzator TEMPO
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((2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1-yl)oxyl), ale namiesto vytvorenia laktdmu doslo
k otvoreniu kruhu B (7g). Reakciou s koncentrovanou HCl pod spatnym chladicom bol
pripraveny apohaemantidin (7h) a tieZ apohaemantamin (6l), prirodny alkaloid vyskytujuci
sa v rastlinach. Obmenou dvojitej vazby haemantaminu za pouZitia N-bromoacetamidu
vznikol 2-bromo-1-hydroxyhaemantamin (60) a ked' tato reakcia prebiehala v bezvodom
prostredi, vznikol 1-bromo-2-hydroxyhaemantamin (6p). Na 11-acetylhaemantamine (6a)
bola uskutoCnena Hoffmanova elimindcia. Najskor prebehla reakcia s alkylhalogenidmi
a po posobeni t-butanolu a t-butoxidu draselného sa vytvorili formamidy (6r a 6s)
s bifenylovou Strukturou. Pri reakcii doslo k aromatizacii kruhu C a k otvoreniu kruhu D.

Podrobnejsi popis pripravy derivatov je uvedeny v ¢ldnku Cedrdn J. C. et al. (2012)%4,

6m (73 %)

p-vinylbenzoova

6l (33 %) kyselina
DCC, DCM OCH3 %,
xO We. Vo
wey =OH & 1//%
0014 O”o’
CH;CONHBr,Sncl, haemantamin
H,0, CH,CN, 0°C CH,CONHBr,SnCl,

CH,CN, 0°C OH

OCH,4

=OAC 0 O
0 - < o
< (1) RX,CH,CN (0] 6r: R=Me (33 %)
6s: R=Et (47 %)
0 (2) t-BuOK/t-BuOH N
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Obr. 15: Priprava derivatov haemantaminu (6l — 6s)%*

CrO,, acetén haemantidin HCI, 100 C°
OH

TEMPO, NBu,l

m-CPBA, DCM Q LocH,
0
AP
76(46%) Qn 07(76% CHO 7h (67%) QJn
g (]

m-CPBA: m-chloroperbenzoova kyselina
NBu,l: tetrabutylaménium jodid

Obr. 16: Priprava derivatov haemantidinu (7f — 7g)1%

izobutyrylchlorid
NEt;, DCM

5d (63 %) 5e (74 %)

MPA: (R)-(-)-metoxyfenyloctova kyselina
DCC: 1,3-dicyklohexylkarbodiimid
DCM: dichlorometan

Obr. 17: Priprava derivatov 11-hydroxyvittatinu (5d, 5e)1%*

Antimalarickd aktivita haemantaminovych alkaloidov a 31 derivatov bola
testovand in vitro na chlorochin-senzitivnom kmeni Plasmodium falciparum a ako
Standard bol pouzity chlorochin. Podla vysledkov (Tabulka 12) najlepSie antiplazmodidlne

ucinky vykazal derivat 3,11-dinikotinoyl-11-hydroxyvittatin (5b) a najaktivnejsSimi

47



prirodnymi

alkaloidmi boli

haemantamin a haemantidin.

Podobnu aktivitu ako

haemantamin mal jeho epoxidovy derivat (6f), co vSak mohlo byt zapri¢inené hydrolyzou

oxiranového kruhu. Ostatné obmeny Struktur alkaloidov viedli k zniZeniu alebo az k strate

aktivity%4,

Tabulka 12: Antimalaricka aktivita haemantaminovych alkaloidov a ich derivatov!®*

aktivita proti Plasmodium falciparum F32

testovana latka 1Cso (LM) testovana latka 1Cso (LM)
8-0O-demetylmaritidin 91,5+10,4 | 6j 1,2-dibromohaemantamin 6,5+0,9
6-0-metylmaritidin 75,5+9,0 | 6k haemantamin-N-oxid >100
vittatin 7,3+0,1 | el apohaemantamin 92,9+14,8
11-hydroxyvittatin 13,2+ 1,4 |6m| 11-(p-vinylbenzoyl)haemantamin >100
5a 3,11-d|acgtyl—1'1— >100 6n 11-akryloylhaemantamin 8,4+1,7
hydroxyvittatin
5b 3,11—d|n|kot'|noy!—11— 0,8+0,1 | 60 | 2-bromo-1-hydroxyhaemantamin | 62,6 + 7,5
hydroxyvittatin
3,11-bis(p-bromobenzoyl)- ,
+ - -2- +
5c 11-hydroxyvittatin 3,0+0,6 | 6p | 1-bromo-2-hydroxyhaemantamin | 72,6 £ 5,0
.. N-{[6-(4-hydroxyfenyl)-1,3-
5q | il-diizobutyryl-11 70£12 | 6r| benzodioxolo-5-yllmetyl}-N- | 73,4 10,5
hydrovittatin .
metylformamid
3,11- N-etyl-N-{[6-(4-hydroxyfenyl)-1,3-
5e | bis(metoxyfenylacetyl)-11- | 5,1+0,7 | 6s benzodioxolo-5- >100
hydroxyvittatin yllmetyl}formamid
haemantamin 1,3+0,2 haemantidin 1,2+0,1
6a 11-acetylhaemantamin 75,8+8,7 | 7a 6,11-diacetylhaemantidin 52,3%+7,5
6b | 11-nikotinoylhaemantamin| 51,7+4,9 | 7b 6-nikotinoylhaemantidin 7,1+0,9
6c 11-(p-bromoben,zoyl)- 433441 | 7c 6,11-b|s(p-brom9t3enzoyl)- 29+0,6
haemantamin haemantidin
6d | 11-izobutyrylhaemantamin | 56,6 +8,1 | 7d 6,11-diizobutyrylhaemantidin 52,5+6,6
6e | 8,9-nor-11-hydroxyvittatin | 13,4+ 1,8 | 7e | 8,9-nor-6,11-dihydroxyvittatin |72,1+10,0
6f | 11,12-epoxyhaemantamin | 1,6 0,1 | 7f 11-oxohaemantidin 85,7+9,5
6-(6-metoxy-3-oxo0-3,6,7,7a-
6g 11-oxohaemantamin 73,5+10,0| 7g | tetrahydro-3aH-indol-3a-yl)-1,3- | 76,6 +9,6
benzodioxol-5-karbaldehyd
6h | 11-oxohaemantamin oxim | 95,5+9,5 | 7h apohaemantidin 84,2 +10,5
6i | 1,2-dihydrohaemantamin | 9,9+1,3 chlorochin® 0,04
2 Standard
Na zdklade vysledkov boli pozorované urcité vztahy medzi Struktdrou

a antimalarickou aktivitou. Délezitd je pritomnst dvojitej vazby medzi C-1 a C-2 a tiez
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pritomnost metyléndioxy skupiny. Z porovnania hodn6t acylderivatov vyplyva, Ze volny
hydroxyl na C-11 (donor vodikovej vazby) je nevyhnutny pre zachovanie aktivity v sérii
derivatov haemantaminu (6a - 6d, 6m, 6n). Priderivatoch haemantidinu (7a — 7d)
a 11-hydroxyvittatinu (5a — 5e) stratu antiplazmodidlnej aktivity spojenu s acylaciou
OH- skupiny na C-11 moduluje povaha acylu na C-6 alebo na C-3. Derivat
3,11-diacetyl-11-hydroxyvittatin (5a) bol neaktivny, zavedenie izobutyratov (5d) spésobilo
mierne zvySenie aktivity a najvysSia aktivita bola namerana u derivatu s dvoma
aromatickymi acylmi — nikotinatmi (5b). Derivaty haemantidinu s aromatickym
substituentom na C-6 mali lepSiu antiplazmodialnu aktivitu v porovnani s derivatmi

hameantaminu s rovnakym substituentom umiestnenym na C-11 (6b vs. 7b, 6¢ vs. 7¢)1%.

3.3.3 Derivaty s aktivitou vyuzitelnou v terapii Alzheimerovej choroby

Medzi molekularne ciele potencidlnych lie¢iv vyvijanych proti Alzheimerovej
chorobe patria okrem inych aj enzymy AChE, BuChE, GSK-3 a POP. Vacsina doposial
testovanych alkaloidov haemantaminového typu ma len velmi slabu alebo Ziadnu
inhibi¢nu aktivitu voci cholinesterazam a POP a su slabymi inhibitormi GSK-3B. MozZnostou
zvySenia ich ucinku je priprava polosyntetickych analégov.

Skimanim biologickej aktivity AA a ich derivatov suvisiacej s Alzheimerovou
chorobou sa zaobera vyskumna skupina ADINACO na Farmaceutickej fakulte Karlovej
Univerzity v Hradci Kralové v spolupraci s dalSimi vyskumnymi pracoviskami. V ramci
tohto vyskumu uz bolo pripravenych niekolko desiatok polosyntetickych derivatov AA
roznych Struktdrnych typov, medzi nimi aj derivdty haemantaminu. Priprava
haemantaminovych derivatov bola néaplriou diplomovych prac Mgr. Zuzany Kavkovej!°®,
Mgr. Jany Markovej'®’, Mgr. Ludmily Homolkovej'®® a Mgr. Viery Bodorikovej'®. Vysledky
sU publikované v ¢lankoch Kohelovd E. et al. (2019)1% a Pefinovd R. et al. (2020)1°,
Povodnym cielom bolo pripravit latky svysSou protinddorovou aktivitou. Vacsina
derivdtov ale nevykazovala cytotoxické uUcinky proti testovanym nadorovym
a nenadorovym bunkovym liniam, ¢o nasledne viedlo k preskimaniu ich inhibiéného
potencialu voli cholinesterdzam. Tento pokus bol zaroven inSpirovany Studiami
zaoberajucimi sa derivatmi lykorinu, ktory ma rovnako ako haemantamin velmi nizku
anticholinesterazovu aktivitu, no jeho acylované a éterifikované derivaty vykazali silné

inhibiéné ucinky proti obom cholinesterdzam??°,
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Jednoduché derivaty haemantaminu boli pripravené reakciou alkaloidu
s anhydridmi alebo benzoylchloridmi, pri ktorej prebehla substiticia na OH- skupine
haemantaminu v polohe C-11 (Obrazok 18). Syntetizované boli alifatické (1 - 6) a najma
aromatické (7 - 31) derivaty. Tie alifatické boli pripravené acyldciou haemantaminu
prislusnymi anhydridmi. Jeden alifaticky (3) a vSetky aromatické estery haemantaminu
vznikli acylaciou rdzne substituovanymi benzoylchloridmil®7:108109,110 ~ Regkciou

haemantaminu s HCI bol pripraveny apohaemantamini® (34).

1: R=Ac

2: R=COCH,CH;4
4: R=COCH(CH,),
5

6

"OH rcoocor "OR

5 0
pyridin <
0

: R=CO(CH,);CHj
: R=CO(CH,),CHj

: R=CO(CH,),CH

RCOCI
—_— . R=
pyridin, DMAP + R=COCeHs

R2

RY R3
8-31:R=

R

O R

8:R'=Me R’zH, R*=H, R*=H, R°=H  20: R'=H, R?=H, R¥*=OMe, R*=H, R°=H

9: R'=OMe, R?=H, R3=H, R*=H, R>=H 21: R!=H, R%=H, R3=0CF,, R*=H, R°=H
10: R'=NO,, R*=H, R3=H, R*=H, R°=H 22: R!=H, R%=H, R3=N0O,, R*=H, R°=H
11: R'=Cl, R?=H, R3=H, R*=H, R°=H  23: R1=H, R%=H, R3=Cl, R*=H, R°=H
12: R'=H, R2=Me, R3=H, R*=H, R°=H  24: R!=Me, R?>=Me, R3=H, R*=H, R°=H
13: R!=H, R>=0Me, R3=H, R*=H, R°=H 25: R'=Cl, R?=H, R3=N0O,, R*=H, R°=H
14: R'=H, R?=NO,, R3=H, R*=H, R°=H 26: R'l=OMe,R?=H,R3=H, R*=H, R°=0Me
15: R'=H, R?=F, R3=H, R%=H, R°=H 27: R=H, R?=0Me,R3=0OMe, R*=H, R°>=H
16: R'=H, R2=Cl, R3=H, R*=H, R°=H  28: R!=H, R?>=Me, R3=H, R*=Me, R°=H
17: R'=H, R2=Br, R3=H, R%=H, R>=H  29: R'=H, R2=0OMe,R3=H, R*=OMe, R>=H
18: R'=H, R?=H, R®=Me, R*=H, R°=H 30: R'=H, R2=Br, R3=H, R*=NO,, R®=H
19: R'=H, R?=H, R3=Et, R*=H, R°=H  31:R!=H,R?=OMe,R3=0Me,R*=OMe,R°=H

Obr. 18: Priprava derivatov haemantaminu (1 — 34)106,107,108,109,110
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Polosyntetické derivaty haemantaminu boli testované na inhibi¢na aktivitu proti
[udskym cholinesterdazam (AChE, BuChE) (Tabulka 13). NajvyraznejSia aktivita voci AChE
bola namerand u derivatov (32, 33) pripravenych v ramci diplomovej prace Mgr. Viery
Bodorikovej pod oznadenim LC-70 a LC-73%%, ktorych Struktira zatial nebola zverejnena
kvoli planovanému podaniu patentovej prihlasky. Obe zlU¢eniny su aktivnejSie proti AChE
ako Standard galantamin a vyznacuju sa selektivitou vocli tomuto enzymu. Podla
dostupnych vysledkov alifatické derivaty nepreukazali vyznamnejSie inhibicné ucinky,
zatial' Co viaceré aromatické estery boli znacne aktivne. NajsilnejSim inhibitorom AChE
bol 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemantamin (14), onieCo menej aktivne boli derivaty
11-0-(2-nitrobenzoyl)haemantamin (10), 11-O-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemantamin
(25), 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemantamin (30)
a 11-0O-(4-nitrobenzoyl)haemantamin (22), vSetky bez aktivity voci BuChE. Niektoré
derivaty sa naopak vyznacovali selektivnym a relativne silnym inhibicnym udcinkom
na BuChE v porovnani SO Standardnymi latkami, a to najma
11-0-(2-metoxybenzoyl)haemantamin (9) atiez analdg s nesubstituovanym benzoylom,
11-0O-benzoylhaemantamin (7). Medzi testovanymi latkami boli aj derivaty, ktoré
inhibovali obe cholinesterazy. Najlepsiu dudlnu aktivitu vykazali
11-0-(2-chlorobenzoyl)haemantamin (11) a 11-O-(2-metylbenzoyl)haemantamin (8),
pricom mierne prevazovala inhibicia BuChE.

Vysledky in vitro testovania anticholinesterdzovej aktivity boli doplnené
dokovacimi Studiami in silico, pri ktorych sa analyzovali pravdepodobné vazbové
interakcie derivatov a enzymov, ¢o umoznilo lepsie preskimat vztahy medzi Struktirou
a aktivitou. Zistilo sa, Ze pre anticholinesterazovlu aktivitu je potrebna pritomnost
arylového substituentu na haemantamine v polohe C-11. NajvyraznejSia inhibicia AChE
bola spojend s nitroskupinou na benzoylovom kruhu a jej najvyhodnejSie umiestnenie
bolo v meta polohe. BUChE najviac inhibovali derivaty s benzoylom substituovanym
v polohe 2, pricom najaktivnejsi bol derivat s metoxyskupinou. Porovnatelna aktivitu vodi
BuChE vykazal aj derivat bez substituentov na benzoyle. Derivaty substituované v polohe
2 na benzoyle boli aktivne aj proti AChE. Substituenty v polohe 2 pravdepodobne brania
volnej rotacii benzoylovej skupiny a umoziuju vhodnu orientaciu v aktivnom mieste

cholinesteraz102.110,
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Tabul'ka 13: Inhibi¢na aktivita derivatov haemantaminu proti cholinesterazam

testovana latka 1Co0 (uM) Zdtoj
AChE BuChE dat
1 11-0O-acetylhaemantamin >100 >100 109
2 11-O-propionylhaemantamin > 100 > 100 109
3 11-O-butanoylhaemantamin > 100 > 100 109
4 11-0-izobutanoylhaemantamin >100 >100 109
5 11-0O-pentanoylhaemantamin > 100 > 100 109
6 11-0-hexanoylhaemantamin > 100 > 100 109
7 11-0-benzoylhaemantamin > 100 58+0,3 109
8 11-0-(2-metylbenzoyl)haemantamin 18,2+1,3 6,6+1,2 109
9 11-0-(2-metoxybenzoyl)haemantamin 90,0+6,0 3,3%0,4 110
10 11-0-(2-nitrobenzoyl)haemantamin 9,910,5 >100 110
11 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemantamin 13,0+ 1,0 5,6+0,6 110
12 11-0-(3-metylbenzoyl)haemantamin >100 26,0+ 3,0 110
13 11-0-(3-metoxybenzoyl)haemantamin > 100 75,5+12,5 109
14 11-0-(3-nitrobenzoyl)haemantamin 4,0+0,3 > 100 110
15 11-0-(3-fluorobenzoyl)haemantamin 80,0+8,0 42,0+3,4 110
16 11-0-(3-chlorobenzoyl)haemantamin 85,1+6,4 80,2 £ 10,2 109
17 11-0-(3-bromobenzoyl)haemantamin > 100 >100 109
18 11-0-(4-metylbenzoyl)haemantamin > 100 > 100 110
19 11-0-(4-etylbenzoyl)haemantamin > 100 >100 110
20 11-0O-(4-metoxybenzoyl)haemantamin > 100 > 100 110
21 | 11-O-(4-trifluorometoxybenzoyl)haemantamin > 100 >100 107
22 11-0O-(4-nitrobenzoyl)haemantamin 14,7+ 1,8 > 100 109
23 11-0-(4-chlorobenzoyl)haemantamin >100 >100 110
24 11-0-(2,3-dimetylbenzoyl)haemantamin > 100 > 100 108
25 | 11-0-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemantamin 9,9+0,8 > 100 108
26 11-0-(2,6-dimetoxybenzoyl)haemantamin n. n. 108
27 11-0-(3,4-dimetoxybenzoyl)haemantamin > 100 > 100 110
28 11-0-(3,5-dimetylbenzoyl)haemantamin > 100 > 100 108
29 11-0-(3,5-dimetoxybenzoyl)haemantamin > 100 > 100 110
30 | 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemantamin 12,8+0,5 > 100 108
31| 11-0-(3,4,5-trimetoxybenzoyl)haemantamin > 100 > 100 108
32 LC-70 0,12 + 0,01 > 100 105
33 LC-73 0,17+ 0,01 > 100 105
34 apohaemantamin n. n. 106
, 105,107,

E galantamin 1,7+0,1 42,3+1,3 108,109,110
S huperzin A 0,03 +0,00 > 100 109
& eserin 0,063 +0,005 | 0,13 +0,01 110

n. — netestované

Miestom poOsobenia lieiv proti AD je CNS, preto bola testovana schopnost
aktivnych derivatov (7 - 12, 14, 22) prechadzat hematoencefalickou bariérou (HEB).
Na predikciu permedcie bol pouZity paralelny test priepustnosti umelej membrany
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(PAMPA), ktorym je mozné stanovit pasivnu difuziu latok cez biologické membrany a tiez
vypocet logBB, ¢o je hodnota definovana ako logaritmicky pomer koncentracie latky
v mozgu a v krvi. Ziskané vysledky z oboch testov permeability naznacuju, Zze testované
derivaty maju potencial prechddzat cez HEB pasivnou diftziou9%:110:

Vybrané derivaty (9, 10, 12, 14, 22) boli podrobené skriningu na inhibi¢nd aktivitu
proti  GSK-3B  (Tabulka  14). Najviac inhiboval tento enzym  derivat
11-0-(2-metoxybenzoyl)haemantamin (9). V uZz spominanej prdci Hulcova D. et al.
(2018)%° bolo preukazané, e GSK-3B inhibuje aj samotny haemantamin (Tabulka 5), ale

zatial nebola stanovenad jeho hodnota ICso a tak nie je mozné porovnat ho s derivatmi.

Tabulka 14: Inhibi¢na aktivita derivatov haemantaminu proti GSK-38

testovana latka CELCEl zdroj
ICso (1M) dat
22 11-0O-(4-nitrobenzoyl)haemantamin 34,8+0,0 109
12 11-0-(3-metylbenzoyl)haemantamin 32,9+9,8 105
10 11-0O-(2-nitrobenzoyl)haemantamin 31,5+1,9 105
14 11-0O-(3-nitrobenzoyl)haemantamin 31,0+£0,2 105
9 11-0-(2-metoxybenzoyl)haemantamin 26,2+5,0 105
SB-415286° 70,0 nM 105

@ Standard

Latky schopné inhibovat POP by mohli mat potencidl v podpornej terapii AD
a preto v ramci diplomovej prace Mgr. Zuzany Kavkovej bola snaha testovat 2 pripravené
haemantaminové derivaty na ich inhibi¢nu aktivitu voéi tomuto enzymu. Kvoli zlej
rozpustnosti 11-0-izobutyrylhaemantaminu sa podarilo zmerat iba
11-O-propionylhaemantamin, ktory vykazal zaujimavi hodnotul® (Tabulka 15). Samotny
haemantamin nie je schopny inhibovat POP® a obmena jeho Struktdry aktivitu

dramaticky zvysila. Ostatné haemantaminové derivaty zatial neboli testované.

Tabulka 15: Inhibi¢na aktivita haemantaminu a jeho derivatu proti POP

testovana latka POP (ICso [mM]) zdroj
haemantamin >100 89
11-O-propionylhaemantamin 0,28+0,11 106
baikalin? 0,19+0,01 106
berberin® 0,14 £ 0,02 89

2 Standard
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3.4 Alkaloid vittatin

3.4.1 Charakteristika struktury a fyzikalno-chemickych vlastnosti vittatinu

Alkaloid, trividlne pomenovany ako vittatin, je latka so systematickym nazvom
(3S,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-ol
a sumarnym vzorcom CigH17NOs. Bolo mu pridelené CAS registracné &islo 510-69-011,
Oznacovany je aj synonymami (3B,5a,13B,19a)-1,2-didehydro-krinan-3-ol, (+)-vittatin
a (+)-krinin%112,

Je to Zltkasta krystalickd latka s relativnou molekulovou hmotnostou 271,31
a teplotou topenia 207 — 208 °C. Jeho pKa je 14,03 + 0,20, Nositelom bazickych
vlastnosti je terciarny dusik. Specificka opticka otacavost vittatinu [a]2> (c = 0,1; CHCls)
ma hodnotu +30° 113, Rovnaku absolttnu hodnotu optickej ota¢avosti méa alkaloid krinin

14 3 teda otaca rovinu

(synonymum (-)-krinin), ktory je enantiomérom vittatinu
polarizovaného svetla v opacnom smere. Ich hodnoty Specifickej optickej otacavosti sa
lisia len znamienkom +/-.

Vittatin je pentacyklicky Amaryllidaceae alkaloid, ktory vychddza zo Struktdry
5,10b-etanofenantridinu (Obrazok 19). Etylénovy mostik spajajici atdmy N-5 a C-10b je
orientovany do polohy a, preto sa vittatin zaraduje medzi haemantaminové alkaloidy inak
oznacované aj a-krinanové. K aromatickému kruhu A je prikondenzovany 1,3-dioxolan,

kruhy B a D maju spolocny tercidrny dusik a kruh C obsahuje jednu dvojitd vazbu medzi

uhlikmi C-1 a C-2. B-orientovana hydroxyskupina je viazana na uhliku C-3.

Obr. 19: Struktuara vittatinu
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3.4.2 Biosyntéza vittatinu

Prekurzorom vSetkych Amaryllidaceae alkaloidov je norbelladin ato plati aj
v pripade vittatinu. Jeho biosynteticka draha (Obrazok 20) zadina metylaciou norbelladinu
na 4’-O-metylnorbelladin. Ten ndsledne podlieha cyklizacii za pritomnosti enzymu
CYP96T1. Fenolové kruhy sa spajaju v para-para’ polohe a vznika noroxomaritidin. Potom
dochazda k enzymatickej redukcii oxoskupiny v polohe 3 na hydroxyskupinu a vznika

vittatin, ktory je prekurzorom dalsich alkaloidov.4>4°

OH
HO N@ para para
:@AH cypoeT1  HO 0
H3CO N---u|||

4'-O-metylnorbelladin

OH
A% 0
Y { N e ——
50 N reduktaza
N 0
vittatin

11-hydroxyvittatin o-metyl—,
transferaza

. tazettin
montanin

*prebieha za vzniku viacerych medziproduktov

Obr. 20: Biosyntéza vittatinu a dal$ich odvodenych $truktar!1®

Niekolkymi hydroxylacnymi a redukénymi reakciami sa zvittatinu formuje
narciklasinovy Struktdrny typ. Hydroxylaciou v polohe C-11 wvznikd z Vvittatinu

11-hydroxyvittatin. Modifikaciou 11-hydroxyvittatinu méze vzniknut pankracin a jeho
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O-metylaciou montanin. Daldou moZnostou je metyldcia 11-hydroxyvittatinu katalyzovana
O-metyltransferazou a vytvorenie haemantaminu, z ktorého postupne vznikaju alkaloidy

tazettinového typu®>1%5,

3.4.3 Vyskyt a zdroje vittatinu

Prvykrat bol vittatin izolovany z 2-ro¢nych cibdl rastliny Hippeastrum vittatum
nazbieranych v Holandsku. Izoloval ho v roku 1956 Hans - G. Boit z Chemického institutu
Humboldtovej univerzity v Berline!!4. Nachadza sa aj v dalSich druhoch rodu Hippeastrum,
napriklad v H. aulicum'*’, H. papilio**®, H. puniceum, H. solandriflorum, H. santacatarina
a H. breviflorum'*®. Na katedre farmaceutickej botaniky Farmaceutickej fakulty v Hradci
Kralové bol skimany obsah alkaloidov v ¢erstvych cibuliach Siestich komeréne dostupnych
kultivarov rodu Hippeastrum. Pritomnost vittatinu bola potvrdend v piatich kultivaroch.
Nasledne bolo izolovanych 5 alkaloidov v Cistej forme. Medzi nimi bol aj vittatin ziskany
z alkaloidového extraktu Hippeastrum cv. Double King. Kultivary rodu Hippeastrum
(zornica) su velmi oblibené ako dekorativne izbové rastliny. BeZne si zndme pod nazvom
amaryllis, ¢o vsak méze viest k zamene s druhom Amaryllis belladonna (amarylka krasna).
Obidva rody maju podobny vzhlad, ale amarylka ma plnud stonku a zornica ju ma dutu.
Existuje mnoho vyslachtenych odrod Hippeastrum, ktoré ponukaju velky vyber farieb
a tvarov kvetov. Tieto kultivary su vaésinou hybridy vytvorené krizenim niekolkych druhov
pochddzajucich z Juznej Ameriky a juZnej Afriky??°. Vittatin pouZity v experimentalnej ¢asti
tejto diplomovej prace bol izolovany z Eerstvych cibul Hippeastrum X hybridum cv.

Ferraril* (Obrazok 21).

Obr. 21: Hippeastrum X hybridum cv. Ferraril*
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Alkaloid vittatin produkuju aj iné Amaryllidaceae rastliny. Druhy, v ktorych bol
identifikovany a z niektorych nasledne aj izolovany st napriklad Zephyranthes citrina>*,
Zephyranthes robusta*® Zephyranthes grandiflora®*> Narcissus pseudonarcissus cv.
Carlton®, Narcissus cantabricus'??>, Narcissus hedraeanthus*?3, Lycoris aurea, Lycoris
guangxiensis***, Amaryllis belladonna®, Galanthus nivalis subsp. cilicicus'?®>, Galanthus
fosteri*?®, Hymenocallis rotata*?’, Crinum bulbispermum?®, Crinum yemense® a Crinum
scillifolium?.

Obsah vittatinu v jednotlivych castiach rastliny sa u réznych rodov a druhov Iisi.
Chemicky profil tureckych druhov sneZienok Galanthus gracilis a Galanthus krasnovii
ukdzal, Ze vittatin sa nachddzal v cibuliach tychto rastlin, zatial ¢o v nadzemnych castiach
nebol pritomny*3°. Pri analyze druhu Pancratium canariense bol zisteny najvys$si obsah
vittattinu v alkaloidovom extrakte zlistov aplodov!3l. V rastline Lycoris radiata sa
vyskytuje v cibuliach’? aj v kvetoch!32. V niektorych pripadoch sa podarilo izolovat vittatin
z extraktov z celych rastlin alebo z nadzemnych ¢asti, no vac¢sinou bol ziskany z cibul, kde
byva obsah AA zvycajne najvyssi. Obsah vittatinu v rastlinach sa méze menit aj v zavisloti
na ich vegetacnom obdobi. V rastline Amaryllis belladonna z Egypta bol zisteny najvyssi
obsah vittatinu po¢as obdobia kvitnutia'33. Délezitym faktorom pre syntézu obsahovych
latok su tiez podmienky, v ktorych rastliny rastu.

Kvoli zvysenému dopytu po AA a obmedzenej dostupnosti rastlinnych zdrojov je
potrebné hladat iné alternativy pre ich udrZatelnd produkciu. Jednou z moznosti je
kultivacia rastlinnych explantatov in vitro. Vyskum v tejto oblasti sa zatial zameriava
predovietkym na alkaloid galantamin pouZivany v terapii*®*. Vrdmci vyskumov
zaoberajucich sa kulturami Amaryllidaceae rastlin boli in vitro vypestované aj druhy
obsahujuce alkaloid vittatin, ato napriklad Hippeastrum vittatum**> a Rhodophiala
pratensis'3®. DalSou moznostou ziskania AA je ich chemicka syntéza. Vittatin bol prvykrat
pripraveny stereoselektivnou syntézou v roku 2004 z D-glukézy®’. Dnes je zndmych uZ

viacero spdsobov jeho pripravy!38139.140,

3.4.4 Biologicka aktivita vittatinu

KedZe vittatin patri medzi haemantaminové alkaloidy, z ktorych mnohé sa
vyznacuju vyraznou protinadorovou aktivitou, bol podrobeny testom na cytotoxicitu

vo viacerych Studiach.
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McNulty J. et al. (2009)'°! skimali schopnost a-krinanovych alkaloidov aich
derivatov indukovat apoptézu ulinie buniek ludskej leukémie (Jurkat). Zistilo sa,
Ze vittatin po 24 hod inkubacii vyznamne zvySoval mieru apoptdzy. Po zafarbeni buniek
farbivom Hoechst boli pozorované charakteristické znaky apoptézy, kondenzované jadra
buniek. Dal$im dékazom navodenia apoptdzy bol presun fosfatidylserinu z vnutornej
na vonkajsiu stranu membrany. Vittatin vykdazal ucinok v zavislosti na davke. Po 24
hodinach pri koncentrdcii 20 uM spoOsobil apoptdzu priblizne u 65 % buniek Jurkat.
Pri koncentracii 10 puM po 18 hodindch vyvolal aktivaciu kaspdzy-3, c¢o sveddci
o mechanizme jeho cytotoxického pdsobenia. Vittatin indukuje apoptézu u Jurkat buniek
prostrednictvom aktivacie kaspdz®0?.

V $tadii Al Shamari L. et al. (2020)*?° bola hodnotend protinddorova aktivita
vittatinu, montaninu a hippeastrinu. Testovanie sa uskutoCnilo na liniach [udskych
rakovinovych buniek r6zneho histotypu (Jurkat - akdtna T-bunkova leukémia, MOLT-4 -
akutna lymfoblasticka leukémia, AS549 - karcindm pliuc, HT-29 - kolorektalny
adenokarcindm, PANC-1 - epitelioidny karcindm pankreasu, A2780 - karcindm vajec¢nikov,
Hela - adenokarcindm kréka maternice, MCF-7 - adenokarcindm prsnika, SAQS-2 -
osteosarkdm). Kvoli stanoveniu toxicity proti zdravym bunkam boli alkaloidy testované aj
na linii normalnych plucnych fibroblastov MRC-5. Stanovenie cytotoxickej aktivity bolo
vykonané pomocou testu metabolickej aktivity svyuzitim d&inidla WST-1 (4-[2-(4-
jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)tetrazdél-3-ium-5-yllbenzén-1,3-disulfondt  sodny) a ako
Standard posluzil doxorubicin. Vittatin bol z testovanych alkaloidov najmenej aktivny
(Tabulka 16). Vykazal len velmi slabé antiproliferacné vlastnosti vo¢i nddorovym bunkdm,

ale aj vo¢i zdravym bunkdm?2°,
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Tabulka 16: Cytotoxicka aktivita vittatinu, montaninu a hippeastrinu2°

viabilita buniek po 48 hod (%)
bunkova linia montanin vittatin hippeastrin | doxorubicin
c=10 uM c=1uM
Jurkat 4+1 91+3 401 20
MOLT-4 2+1 92+12 50+ 20 00
A549 2312 804 694 115
HT-29 363 84 +5 665 47+ 4
PANC-1 295 84+4 84+5 783
A2780 267 985 5010 511
Hela 1812 1005 865 11+6
MCF-7 12+2 792 70121 373
SAOS-2 2514 7916 83+2 175
MRC-5 22 +11 8318 6910 293

Podobné vysledky boli pozorované aj v préci Silva A. F. S. et al. (2008)'4!, ktord

hodnotila cytotoxicitu vittatinu a montaninu izolovanych z rastliny Hippeastrum vittatum.

Protindrodova aktivita bola hodnotend proti bunkovym linidm HT29 (nemalobunkovy

adenokarcindm hrubého creva), NCI-H460 (karcindm pluc), RXF393 (karcindém obliciek),

MCF7 (rakovina prsnika) a OVCAR3 (epitelidlny ovaridlny karciném). Standard nebol

uvedeny. Vittatin rovnako aj v tejto $tudii vykdzal ovela nizdiu aktivitu ako montanin!#

(Tabulka 17).

Tabulka 17: Cytotoxicka aktivita alkaloidov izolovanych z Hippeastrum vittatum'*!

aktivita proti bunkovym liniam ICsp [ug/ml]
alkaloid
HT29 H460 RXF393 MCF7 OVCAR3
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 NT NT

aktivita: < 5 silnd, 5 - 20 mierna, 20 - 50 slaba, > 50 neaktivne; NT: nebolo testované

Dalou testovanou biologickou aktivitou vittatinu bola schopnost inhibovat ludské

cholinesterazy a POP. Vysledky merani Al Shammari L. et al. (2020) ukdzali, Ze vittatin

cholinesterdzy neinhibuje (Tabulka 18). Nepreukazal inhibi¢nd aktivitu ani voéi POP4,
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V §tadii Kulhdnkova A. et al. (2013)% vittatin takisto nebol aktivny voéi HUAChE ani

HuBuUChE (Tabulka 2).

Tabulka 18: hAChE, hBuChE a POP inhibi¢na aktivita vybranych alkaloidov izolovanych
z Hippeastrum cv. Ferraril?

alkaloid hAChE hBuChE POP
ICs0 (LM) ICs0 (LM) ICs0 (LM)
montanin >100 > 100 >500
1,2-0,0’-diacetyl-dihydrolykorin >100 68 £ 3 n.m.
vittatin >100 > 100 > 500
11-hydroxyvittatin >100 > 100 > 500
zefyrantin >100 >100 142 + 10
galantamin?® 1,7+0,1 42 +1 > 200
berberin® 0,7+0,1 30,735 142 £ 21
Z-pro-prolinal® n.d. n.d. 2,75x103

@ Standard; n.m- nemerané, kvoli limitovanému mnozstvu; n.d.- nestanovené

Antibakteridlne a antimykotické acinky vittatinu boli objavené pri skriningu
alkaloidov izolovanych z rastliny Amaryllis belladonna. Testovanie prebiehalo difuznou
metddou na agare. Vittatin v koncentracii 3mg/ml inhiboval mnoZenie grampozitivnej
baktérie Staphylococcus aureus (inhibi¢nd zéna =19 mm) a gramnegativnej baktérie
Escherichia coli (inhibi¢nd zéna = 22 mm). Antimykoticky ucinok vittatinu v koncentracii
3 mg/ml bol preukdzany vodi kvasinke Candida albicans (inhibi¢na zéna =17 mm).

Hodnoty $tandardov ampicilinu a klotrimazolu neboli v ¢ldnku uvedené?33,

3.4.5 Derivaty vittatinu

Viaceré aromatické estery haemantaminu pripravené na Katedre farmaceutickej
botaniky Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové preukdazali vyznamnu inhibiéna aktivitu
proti cholinesterazam, apreto bola snaha pripravit derivaty dalSich alkaloidov
haemantaminového Strukturneho typu. Na tento uUcel bol vybrany vittatin, ktory sa
podarilo izolovat z Hippeastrum X hybridum cv. Ferrari v dostatotnom mnoiZstve.
Na rozdiel od haemantaminu ma vittatin v polohe C-3 namiesto CH3O- skupiny viazanu
OH- skupinu a na C-11 nema OH- skupinu, ale iba vodik. Zatial boli publikované udaje

o priprave a biologickej aktivite 17 aromatickych derivatov vittatinu, ato v ¢lanku
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Al Shammari L. et al. (2020)* a v diplomovej praci Mgr. lvy Valachovej®. V dostupnych
odbornych informaénych zdrojoch neboli ndjdené iné publikdcie tykajuce sa syntézy
derivatov alkaloidu vittatinu.

Modifikacia Struktury vittatinu prebiehala na OH- skupine v polohe C-3 reakciou
s rozne substituovanymi benzoylchloridmi alebo nesubstituovanymi naftoylchloridmi

za vzniku prislusnych esterov (Obrdzok 22).

ittati
VIREIN ga: Ry=H, Ry=H, Ry=H

8b: R,=CH,, R,=H, Ry=H
8c: Ry=H, R,=CHj, Ry=H

RZ
Ry R; 8d:R;=H, Ry=H, R;=CH,
R= 8e: R;=OCH,, Ry=H, Ry=H
8f: R,=H, R,=OCH,, Ry=H
0

8g: R;=H, R,=H, R;=OCH,
8h: R,=NO,, R,y=H, Ry=H
8j: Ry=H, R,=NO,, Ry=H
8k: Ry=H, Ry=H, R3=NO,
8m: R,=Cl, R,=H, Ry=H
8n: Ry=H, R,=Cl, Ry=H

80: Ry=H, Ry=H, Ry=Cl

8p: Ry=H, R,=NO,, R,=Cl
8r: R;=H, R,=NO,, Ry=CH,

8t: R=

Obr. 22: Priprava derivatov vittatinu (8a — 8r)1%13

Ich inhibi¢na aktivita proti fudskym cholinesterdazam bola testovand Ellmanovou
metddou (Tabulka 19). Podobne ako uaromatickych derivatov haemantaminu,
najvyznamnejsiu aktivitu voci AChE preukdzal derivat obsahujuci nitroskupinu v polohe 3
na benzoylovej casti Struktury, 3-O-(3-nitrobenzoyl)vittatin (8j), s hodnotou
ICso =12+ 0 uM. Zaroven sa vyznacoval aj miernou aktivitou proti BuChE. Pridanie
dalSieho substituentu do polohy 4 na benzoyle v pripade derivatov 8p a 8r spo6sobilo
pokles ucinku proti AChE a stratu aktivity proti BuChe. Rovnako aj presunutie nitroskupiny
do polohy 2 na benzoyle v derivate 8h vyrazne potlacilo aktivitu voci AChE, ale naopak
dramaticky zvysilo uéinok proti BUChE.

Hodnotenie inhibi¢nej aktivity vo¢i BUChE prinieslo ovela zaujimavejsie vysledky.
Okrem derivatov 8g, 8o, 8p a 8r boli vSetky ostatné viac ¢i menej aktivne. Najvyraznejsi
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(8h)
3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin (8m) (ICso = 5,4 + 0,1 uM) a 3-O-(2-metylbenzoyl)vittatin

ucinok vykazovali 3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatin (ICko = 14 = 0,1 uM),

(8b) (ICso = 8,0 = 0,1 uM). Tieto tri derivaty posobili selektivne voci BuChE. Substitlcia
benzoylu v polohe orto sa zda byt z hladiska inhibicie BuChE najvyhodnejsia, pricom

najlepsi vplyv na ucinok mala nitroskupina. Pritomnost substituentu bud v meta alebo

v para polohe vyrazne znizila aktivitu.

Tabulka 19: Anticholinesterazova aktivita derivatov vittatinul41>
testovans inbiicn| | MACOE | o nhpicia| PEUCPE | g
c=100 uM c=100 pM

vittatin 9+1 > 100 6+1 > 100 n.c

8a 3-0-benzoylvittatin 303 > 100 84+3 173 >5,9
8b | 3-0-(2-metylbenzoyl)vittatin 17+0 > 100 84+1 8,0+0,1 (>125
8c | 3-0-(3-metylbenzoyl)vittatin 280 > 100 65+1 44 +1 >2,3
8d | 3-O-(4-metylbenzoyl)vittatin 8+2 > 100 60+1 57+0 >1,8
8e metoxy;;fz'(()zy'l)vittatm 231 > 100 73+2 22+0 | >456
8f metoxy;;fzg'l)vittatm 35+1 > 100 58+2 670 | >15

8g metoxy;;fz'((;;)vittatm 3742 > 100 46+2 > 100 n.c.
8h | 3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatin 66 + 1 60 + 2 99+1 1,4+0,1 | 42,9

8j | 3-O-(3-nitrobenzoyl)vittatin 75+1 12+0 60 +2 56+1 0,2
8k | 3-O-(4-nitrobenzoyl)vittatin 26+1 > 100 68+1 22+0 >4,6
8m | 3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin 25+1 > 100 93+3 54+0,1 |>18,5
8n | 3-0-(3-chlorobenzoyl)vittatin 43+3 > 100 62+1 36+2 >2,8

80 | 3-0-(4-chlorobenzoyl)vittatin 2316 > 100 42+3 > 100 n.c.

8p mf;oiéiz‘:yl‘;\:f’ttitm 73+0 | 17,0:04 | 30%1 >100 | n.c.

8r niti’;ob'e(:;?yel)t\‘/’i't'iﬁn 57+1 3740 3840 >100 | n.c.
8s 3-0-(1-naftoyl)vittatin 610 > 100 54+1 29,7+0,8 | >3,4
8t 3-0-(2-naftoyl)vittatin 17+1 > 100 63+1 15,4+0,4 | >6,5

galantamin® — 1,7+0,1 — 42 +1 0,1

eserin® — 0,063 + 0,012 — 0,13+0,01| 0,5

2 priemerna hodnota + standardnd odchylka z troch nezavislych merani, kazdé sa uskutocnilo
trojmo; ® index selektivity pre hBuChE = pomer hAChE ICso/hBUChE ICso; € $tandard;
n.c. - nebolo pocitané
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Rovnaké vztahy medzi Struktdrou a aktivitou boli odhalené u derivatov
haemantaminu, kde bola taktiez najsilnejsia inhibicia BUChE spojena so substittciou v orto
polohe, rozdiel bol vSak v povahe substituentu. V sérii haemantaminu bol najaktivnejsi
derivat s metoxyskupinou a v sérii vittatinu derivat s nitroskupinou. Pre podrobnejsie
vysvetlenie SAR je potrebné uskutocnit dokingové studie SirSej skaly derivatov
haemantaminu a vittatinu®4,

U najaktivnejsich derivatov vittatinu 8b, 8h a 8m sa hodnotila metdédou PAMPA
a vypoctom logBB ich schopnost prechadzat cez HEB. Podla vysledkov mézZu byt
distribuované do CNS pasivnou difdziou®*.

V diplomovej praci Mgr. Ivy Valachovej bola u derivatov 8b a 8m stanovena
schopnost inhibovat agregaciu B-amyloidu pri koncentracii 50 uM. V porovnani
so Standardom doxycyklinom, ktorého hodnota pri rovnakej koncentracii dosahovala
okolo 100 %, mali derivaty len mierny inhibi¢ny Ucinok s hodnotami 44,92 + 5,03 % (8b)
a 32,58 +3,62 % (8m)*>.

Protinddorova aktivita bola testovana u 12 derivatov vittatinu (8b — 8f, 8j — 8m,
8p — 8t), a to na 9 nadorovych bunkovych linidch (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1,
A2780, Hela, MCF-7, SAOS-2) a 1 nenadorovej (MRC-5). Vyznamnu aktivitu vykazal
derivat 3-0O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin (8p) proti 4 nadorovym liniam (A549, HT-29,
Hela, MCF-7), ale bol toxicky aj na zdravé bunky. Cytotoxicky potencidl mal tiez derivat
3-0-(2-naftoyl)vittatin (8t) voci bunkovej linii HT-29 bez toxického ucinku na zdravé
bunky, ¢o zneho robi potencidlneho kandiddta pre dalsi vyskum. U ostatnych

vittatinovych derivatov neboli zistené vyznamnejsie cytotoxické ucinky®.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie a material

4.1.1 Rastlinny material

Alkaloid vittatin bol izolovany z Cerstvych cibul rastliny Hippeastrum X hybridum
cv. Ferrari od spolo¢nosti Lukon Glads (Sadska, CR). Botanicku identifikdciu rastliny
vykonal prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. a jej vzorka je uloZend v herbari Farmaceutickej

fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovej pod oznac¢enim CUFPH-16130/AL-562.

4.1.2 Rozpustadla a chemikalie

— 1M roztok suchého HCl v Et,0

— 2,3-difluoro-4-metylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 2-furoylchlorid, > 99% (Acros)

— 3,5-dimetylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 3-bromo-5-nitrobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 3-bromobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 3-furoylchlorid, > 99% (Acros)

— 4-[2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)tetrazél-3-ium-5-yl]benzén-1,3-disulfonat sodny
(Roche) (WST-1)

— 4-fluorobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 4-chlorobenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 4-metoxybenzoylchlorid, > 99% (Acros)

— 6-chloro-2-fluoro-3-metylbenzoylchlorid, > 99% (Acros)
— acetonitril, 2 99% (Sigma-Aldrich) (MeCN)

— acetyltiocholin jodid, p. a. (Sigma Aldrich, Praha)

— benzoylchlorid, 2 99% (Acros)

— butyryltiocholin jodid, p. a. (Sigma Aldrich, Praha)

— deuterovany chloroform, > 99% (Sigma-Aldrich) (CDCls)
— dietylamin, p. a. (Penta) (Et2NH)

— dietyléter, p. a. (Penta) (Et20)

— dichlérmetdn, p. a. (Penta) (CH2Cly)
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— dimetylaminopyridin, p. a. (Penta) (DMAP)

— dimetylsulfoxid, p. a. (Sigma Aldrich, Nemecko) (DMSO)
— etanol 95%, ¢. (Penta) (EtOH)

— chlorid sodny, p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

— chloroform, ¢. (Penta) (CHCls)

— kyselina 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoova), > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
— kyselina chlorovodikovd, 2% roztok (Penta) (HCI)

— kyselina sirova, 96% (Penta) (H2504)

— pyridin, p. a. (Penta)

—siran sodny bezvody, p. a. (Penta) (Na;S0a)

—toluén, p. a. (Penta) (To)

— uhli¢itan sodny, 10% roztok (Penta) (Na2CO3s)

4.1.3 Detekcné cinidlo

— Dragendorffovo ¢inidlo (podla Muniera):

1) Najskor sa pripravi roztok A (zdsadity dusi¢nan bizmutity 1,7 g, kyselina vinna 20,0 g,
destilovand voda 80,0 g) a roztok B (jodid draselny 16,0 g, destilovana voda 40,0 g).

2) ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1:1 vznikne zdsobny roztok.

3) DetekEné Cinidlo sa pripravi zmieSanim 5 ml zasobného roztoku a 10 g kyseliny vinnej
v 50 g destilovanej vody.

4) Zasobné aj detekcéné roztoky sa uchovavaiju pri teplote 2 — 8 °C.

4.1.4 Mobilna faza pre analyticku a preparativnu TLC

S1=To : EtoNH (9:1)

4.1.5 Stacionarna faza pre analyticka a preparativnu TLC

— hlinikové dosky TLC Silica gel 60 Fzs4 (Merck) s rozmerom 10 x 20 cm pokryté vrstvou

silikagélu o hribke 0,2 mm s fluorescenénym indikatorom
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4.2 Metédy

4.2.1 Ilzolacia alkaloidu vittatinu

Alkaloid vittatin bol ziskany izolaciou z cibul Hippeastrum X hybridum cv. Ferrari
na Katedre farmaceutickej botaniky Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové v rdmci
dizertacnej prace Lattifah Al Shammari a podrobnosti k fytochemickej praci mozno najst
v élanku Al Shammari L. et al. (2020)%*.

Na izolaciu bolo pouZitych priblizne 25 kg Cerstvych cibdl pomletych na castice
mensie nez 5 mm. Tento rastlinny material spolu s dvojndsobnym mnozstvom 95% EtOH
bol 3x extrahovany varom pod spatnym chladicom vo vodnom kupeli po dobu 30 min.
Spojenim jednotlivych extraktov a ich zahustenim na vdkuovej odparke vzniklo 420 g
surového extraktu, ktory bol okysleny 1 12% HCl na pH 1 — 2 a nariedeny vodou na objem
5 I. Potom nasledovala kratka sonikacia a filtracia cez vrstvu kremeliny. Filtracnd vrstva
bola premytd malym mnozstvom 2% HCI. Kysly filtrat bol odtu¢neny dietyléterom (3x 1,5
[) a ndsledne alkalizovany na pH 9 — 10 10% roztokom Na>COs. Po alkalizacii nasledovala
extrakcia do chloroformu (6x 300 ml). Chloroformové vrstvy boli vysusené bezvodym
Na S04, spojené a odparené na vakuovej odparke. Vzniklo 29,46 g koncentrovaného
alkaloidného extraktu.

Extrakt bol separovany na frakcie stipcovou chromatografiou za poutzitia oxidu
hlinitého (Al>Os; 1200 g) ako staciondrnej fazy a zmesi CHClz a EtOH (99:1 — 0:100) ako
fazy mobilnej. Ziskané frakcie, ktoré mali na zaklade GC-MS a TLC analyzy rovnaky
alkaloidny profil, boli spojené a vzniklo 15 koneénych frakcii. Jednotlivé frakcie boli
nasledne opakovane delené stipcovou chromatografiou alebo preparativnou
tenkovrstvovou chromatografiou.

Podla vysledkov GC-MS analyzy bola na izolaciu alkaloidu vittatinu vybrana frakcia
Cislo 3 s hmotnostou 3,16 g. Po jej precisteni krystalizaciou zo zmesi CHCl3 : EtOH (1:1)
boli ziskané 2 g Cistého vittatinu. NMR, GC-MS analyzou a zmeranim optickej otacavosti

bola potvrdena Cistota a Strukturna identifikacia tohto alkaloidu.
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4.2.2 Priprava polosyntetickych derivatov vittatinu

V skimavke so zabrusom bolo rozpustenych priblizne 30 mg (0,11 mmol) vittatinu
(VIT 13 — VIT 19) alebo cca 20 mg (0,07 mmol) vittatinu (VIT 20 — VIT 23) v 2 ml suchého
pyridinu. Nasledne bol pridany acylchlorid (RCI) v miernom nadbytku podla vypocitaného

ekvimolarneho mnoZstva na zédklade uvedenej rovnice.

m muyIr) x M
(RCI) = ( Iw) (RCY)
(VIT)

— m(ra) = hmotnost acylchloridu [g]
— mum = hmotnost vittatinu [g]
—  Myra) = moldrna hmotnost acylchloridu [g/mol]

— My = molarna hmotnost vittatinu [g/mol]

Nakoniec bolo pridané katalytické mnozstvo DMAP. Do reakénej zmesi bolo vlozené
magnetické miesadlo, skimavka bola uzavretd sklenenou zdtkou a umiestnend
do olejového kupela na elektromagnetickej mieSacke s ohrevom. Reakcie prebiehali
za stdleho miesania pri teplote 90 °C po dobu 12 h. Priebeh reakcie a zreagovanie
vychodzej latky boli monitorované pomocou analytickej TLC. Reakéna schéma pripravy
derivatov je znazornena na Obrdzku 23. Po ukonceni reakcie bol z produktu odfukany

suchy pyridin.
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VIT23: R,=F, R,=F, Ry=CH,, R,=H, Rg=H

Ry

Obr. 23: Reakénda schéma pripravy derivatov vittatinu

4.2.2.1 Analyticka tenkovrstvova chromatografia

Analytickou TLC bol kontrolovany priebeh reakcii. Na dosku s rozmerom 5 x 10 cm
bola priblizne 1,5 cm od kratSieho okraja vyznacend linia Startu a na nu bol kapilarou
naneseny vittatin, produkt reakcie a katalyzator reakcie DMAP (Obrdazok 24). Vyvijanie
dosiek prebiehalo v nasytenej chromatografickej komore za pouzitia mobilnej fazy Si
a nasledne boli dosky v digestore vysusené pomocou fénu. Zény na chromatograme boli
detegované najskor pod UV lampou Ziarenim s vinovou dizkou 254 nm (Obrazok 25)
a potom postrekom Dragendorffovym ¢inidlom, ktoré farbi alkaloidy do oranZova az

¢ervenooranzova (Obrazok 26).

wiT P DMAP

Obr. 24: Analyticka TLC
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produkt

DMAP

Obr. 25: Detekcia na TLC chromatograme Obr. 26: Detekcia na TLC chromatograme
pod UV Ziarenim postrekom Dragendorffovym cinidlom

4.2.2.2 Preparativna tenkovrstvova chromatografia

Tato metdda bola pouzitd na oddelenie produktu od dalSich zloziek reakcie.
Produkt reakcie zbaveny suchého pyridinu bol rozpusteny v malom mnozstve CHCl3
a postupne nanasany chromatografickym perom na 4 az 5 dosiek o velkosti 10 x 20 cm
vlinii 1,5 cm od spodného (dlhsieho) a asi 1 cm od bocnych (kratSich) okrajov.
Po odpareni rozpustadla boli dosky vloZené do vopred nasytenej chromatografickej
komory a vyvijané v mobilnej faze Si. Vyvijanie v komore prebehlo podla potreby
pri niektorych produktoch viackrat pre lepSie oddelenie jednotlivych zdn. Nasledne boli
dosky vysusené v digestore fénom alebo samovolne do Uplného odparenia mobilnej fazy.
Zény s produktom detegované pod UV Ziarenim boli oznafené separacnou ihlou

a Spachtlickou mechanicky separované z dosky.
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4.2.2.3 Elucia, odparovanie a susenie

Zoény ziskané z preparativnej TLC boli premyvané v koldéne cez vrstvu vaty zmesou
EtOH a CHCl3 v pomere 1:1.

Na odparenie zmesi rozpustadiel bola pouZitd rotacna vakuova odparka Heidolph
Laborota 4000. Odparovanie prebiehalo vo vodnom kupeli pri teplote 60 °C.

Nasledne boli pripravené derivaty dosusené v exsikatore s podtlakom. Funkciu

suSiacej latky plnil silikagél vo forme peral.

4.2.3 Strukturna analyza derivatov vittatinu

Pripravené derivaty boli identifikované pomocou hmotnostnej spektrometrie
s vysokym rozliSenim (ESI-HRMS), nukledrnej magnetickej rezonancie (NMR) a zmeranim

optickej otacavosti.

4.2.3.1 ESI-HRMS analyza

Meranie spektier hmotnostnou spektrometriou s vysokym rozliSenim bolo
realizované na Katedre analytickej chémie, Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové,
Univerzity Karlovej a analyzu vykonala prof. PharmDr. Lucie Novdkova, Ph.D.

Tato metdda bola pouzitd na identifikaciu pripravenych derivatov. Deteguje
molekuly prevedené na idny podla pomeru ich hmotnosti a ndboja (m/z). Spektra boli
namerané hmotnostnym spektrometrom s vysokym rozliSenim Synapt G2-Si Q-TOF
(Waters) s ionizaciou elektrosprejom v kladnom mdde a technolégiou analyzatoru
kvadrupdl Time-of-Flight kombinovanym s UHPLC systémem Acquity I-Class (Waters).
Vzorky boli merané v roztoku MeCN. Namerané hodnoty m/z boli porovnané

s teoretickymi. Tieto hodnoty sa nesmu odliSovat viac neZ radovo v tisicinach.

4.2.3.2 NMR analyza

Struktirna analyza pripravenych derivatov pomocou nukledrnej magnetickej
rezonancie bola vykonana na Katedre organickej a bioorganickej chémie, Farmaceutickej
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovej. NMR spektrd namerali a interpretovali
doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc. a Mgr. Jana Mafikova, Ph.D.

Vzorky boli analyzované pri teplote 25 °C v roztoku CDCl3 spektrometrom VNMR

S500, ktory pracoval pri frekvencii 500 MHz pre 'H jadré a pri frekvencii 125 MHz pro 3C
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jadra. Na oZarovanie a detekciu signdlov bola pouzita Sirokopasmova dvojkanalova
gradientova sonda OneNMR s regulaciou teploty. Chemické posuny & boli merané ako
hodnoty pars per milion (ppm) a boli vztiahnuté k Standardu TMS (tetrametylsilanu)
pomocou zvyskového signalu rozpustadla. Chemicky posun pre CDCls ma u atémov H
hodnotu 6 = 7,26 ppm a u atémov 3C & = 77,0 ppm. Poradie nameranych dat je
nasledovné: chemicky posun & (ppm), integrovana intenzita *H NMR spektier, multiplicita
(s = singlet, d = dublet, t = triplet, dd = dublet dubletu, ddd = dublet dubletu dubletu, td =

triplet dubletu, m = multiplet, bs = Siroky singlet), integra¢na konstanta J (Hz).

4.2.3.3 Meranie optickej otacavosti

Optickd otacavost bola meranda na automatickom polarimetri ADP 220 BS
v roztokoch derivatov pri teplote 24 °C. Ako rozpustadlo bol pouZity chloroform.

Specificka otacavost bola ndsledne vypoéitana podla uvedeného vzorca:

o - namerana opticka otacavost [°]

t - teplota merania =24 °C

D - vinové dizka D-linie sodikového svetla = 589,3 nm
c - koncentracia meraného derivatu alkaloidu [mg/ml]

| - dizka kyvety = 0,5 dm

4.2.4 Meranie biologickej aktivity pripravenych derivatov vittatinu

4.2.4.1 Priprava hydrochloridov derivatov

Za ucelom zvysSenia rozpustnosti boli pripravené derivaty vittatinu prevedené
na hydrochloridy, aby bolo mozné testovanie ich biologickej aktivity.

Na pripravu su potrebné bezvodé rozpustadla CH,Cly, Et20 a 1 M roztok suchého
HCl v Et;0. Tento roztok sa pripravuje pridanim 96% kyseliny sirovej pomaly po kvapkach

k chloridu sodnému, vznikajuci chlorovodik sa absorbuje do dietyléteru. PouZitelnost
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roztoku je 2 dni. Rozpustadld a roztok pripravila Mgr. Eliska Kohelovd na Katedre
farmaceutickej botaniky, Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlove;.
Navazka derivatu bola najskdr rozpustena aspon v desatndsobnom mnoiZstve
bezvodého Et,0. Ak sa nerozpusta, primiesava sa este ¢o najmensie potrebné mnozZstvo
CH»Cl,. Nasledne bol priddvany 1 M roztok HCl v Et,O aZ pokial sa pH zmesi zmenilo
na kyslé aby bola na hydrochlorid prevedena celd navdzka derivatu. Vznik hydrochloridu
signalizovalo vytvorenie bieleho zakalu v skimavke. Zo zmesi sa odparilo rozpustadlo
vo vodnom kupeli pri teplote 40 °C odfukanim pridom vzduchu. Potom bolo nutné znova
pridat bezvody Et,O a odparit ho, kvoli odstraneniu zvysku nadbytocného HCl a tento
postup zopakovat este 2-krat. Hydrochlorid bol nakoniec vysuseny v exsikatore s perlami

silikagélu pripojenom na vakuum.

4.2.4.2 Stanovenie inhibic¢nej aktivity voci AChE a BuChE

Inhibicnd  aktivitu derivatov vittatinu vo¢i AChE a BuChE stanovila
PharmDr. Daniela Hulcovd, Ph.D. na Katedre farmaceutickej botaniky, Farmaceutickej
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlove;j.

Stanovenie inhibi¢nej aktivity prebiehalo Ellmanovou metédou'®? s vyuZitim
rekombinantnych ludskych enzymov AChE a BuChE pripravenych na Katedre chémie,
Prirodovedeckej fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Tato metdda je spektrofotometricka.
Hodnoty absorbancie boli namerané pomocou spektrofotometra
Synergy™ HT Multi Detection Microplate Reader.

Pre kazdu meranu latku bolo do 6 jamiek mikrotitracnej dosticky napipetovanych
8,3 ul roztoku enzymu, 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 ul roztoku testovaného derivatu v DMSO
v r0znych koncentracidch. Do poslednej jamky bol napipetovany ¢gisty DMSO ako slepa
vzorka. Po premiesani a 5 minutach inkubdacie pri teplote 37 °C bolo pridanych 33,3 ul
roztoku substratu cholinesterazy (acetyltiocholin jodid alebo butyryltiocholin jodid)
v koncentracii 10 mM, ¢im bola odstartovana enzymatickd hydrolyza. Jej podstatou je
rozklad substratu na tiocholin a kyselinu (Obrazok 27). Nasledne prebiehala reakcia
tiocholinu s DTNB, pri ktorej vznika farebny produkt TNB™ (5-merkapto-2-nitrobenzoatovy

anion).143 Narast absorbancie vznikajiceho TNB™ (AA) bol merany pri vinovej dizke 412 nm
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pri 37 °C po dobu 1 minuty. Nasledne bola vypoclitana percentudlna inhibicia

cholinesterdaz podla vzorca:

AABI)
AAg,

%I =100 — (100 X
kde AAg znamend narast absorbancie slepej vzorky a AAs, je ndrast absorbancie vzorky
sdanou koncentrdciou. Najskér bolo vykonané screeningové meranie latok
pri koncentracii 100 puM. U derivatov s inhibi¢nou aktivitou vy$Sou nez 50 % bola
stanovend hodnota ICso (stredna inhibicnd koncentrdcia). Pre meranie ICso latky boli
zvolené vhodné koncentrdcie podla screeningu. Nasledne boli hodnoty ICso vypocitané
pomocou programu GraphPad Prism (verzia pre Windows; vyrobca GraphPaD Software,
San Diego, CA, USA). Namerané hodnoty boli porovnané s hodnotami Standardu. Ako
$tandard bol zvoleny alkaloid galantamin. DalSie informéacie o tejto metdde su uvedené

v publikovanej literature.1#4

(|JH3 0] (|ZH3
N )J\ l l ®
N cholinesteraza N
—_— \/\ +
H3C/ | \/\S R H,0 H3C/ | SH RCOOH
CHy CH .
acetyl/butyryltiocholin tiocholin kyselina
(R=CHs / C3H,)
HOOC COOH
O,N S—SGNOZ \
DTNB
HOOC Y COOH
CH,
O,N S l\|l® @
2 + S NO
CH4

TNB™ (chromofor)

Obr. 27: Enzymaticka hydrolyza substratu v pritomnosti Ellmanovho ¢inidla (DTNB)%°
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4.2.4.3 Stanovenie cytotoxickej aktivity

Testovanie cytotoxickej aktivity pripravenych derivatov sa uskutocnilo v spolupraci
s Ustavom lekdrskej biochémie, Lekdrskej fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovej.
Testy vykonal RNDr. Radim Havelek, Ph.D.

Cytotoxicita derivatov vittatinu bola stanovend in vitro na deviatich nddorovych
bunkovych linidch — Jurkat (akdtna leukémia T-lymfocytov), MOLT-4 (akutna
lymfoblastovd leukémia), A549 (karcindm pluc), HT-29 (kolorektdlny adenokarcindm),
PANC-1 (epitelidlny karcindm pankreasu), A2780 (karcindm vajecnikov), Hela (cervikalny
adenokarcinom), MCF-7 (adenokarcinédm prsnika), SAOS-2 (osteosarkdm) a na jednej
nenadorovej bunkovej linii — MRC-5 (normalne plucne fibroblasty). Bunkové linie v médiu
boli kultivované a udrziavané v inkubatore pri teplote 37 °C vo zvlhéenom prostredi
s 5% CO2 a 95 % vzduchu. K bunkdam v médiu boli pridané derivaty vittatinu (rozpustené
v DMSO) v takom mnoiZstve, aby vysledna koncentracia bola 10 uM. Ako referencna latka
bol pouzity doxorubicin (v prostredi DMSO), ktory bol testovany v koncentracii 1 uM.
Po 48 hodinach inkubdcie v 5 % CO2 pri 37 °C bolo pridané Cinidlo WST-1. Toto ¢inidlo
umoznuje spektrofotometrické stanovenie bunkovej proliferacie, rastu a viability.
Tetrazéliova sol WST-1 je Stiepend na rozpustny formazdn (Obrazok 28) bunkovymi
reduktazami najma extraceluldrne na plazmatickej membrane.4¢ Tato redukcia je zavisla
od Zivotaschopnosti buniek. Nasledne bola zmerand absorbancia vzniknutého formazanu
pri vinovej dizke 440 nm. Na zéklade nameranych hodnét bola vypoéitana viabilita buniek
v percentdch. Vysledky boli porovnané so Standardom. Podrobnejsie informacie

o0 popisovanej metdde je mozné najst v publikovanej literatire.'#
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+ HN
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N—/ NAD < NADH N—/
SO;Na SO;Na
3 ECH  EC 3
T
WST-1 SO;Na Formazan SO;Na
(slightly red) (dark red)

Obr. 28: Redukcia tetrazéliovej soli WST-1 na formazan4®

EC = akceptor elektréonov
RS = reduktazovy systém
NADH = nikotinamidadenindinukleotid
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5. VYSLEDKY

5.1 Pripravené derivaty vittatinu a ich Struktirna analyza

5.1.1 3-O-benzoylvittatin (VIT13)

(3S,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-jlfenantridin-3-yl benzoat

Sumarny vzorec: C,3H,;NO,
Molekulovd hmotnost: 375,42

Obr. 29: Struktura 3-O-benzoylvittatinu (VIT13)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 376,1546
m/z teoreticky (pro C23H21NO4 [M+H]*) = 376,1543

Opticka otacavost:

[a]3*C = -112,8° (c = 0,114 mg/ml, CHCl3)

NMR:

4 NMR (500 MHz, CDCl3) &: 8.02-7.98 (2H, m), 7.55-7.50 (1H, m), 7.42-7.37 (2H, m),
6.88 (1H, s), 6.76 (1H, d, J=10.0 Hz), 6.53 (1H, s), 6.06 (1H, dd, J=10.0 Hz, J=5.3 Hz),
5.91 (1H, d, J=11.5, overlapped), 5.90 (1H, d, J=11.5, overlapped), 5.63-5.58 (1H, m),
4.46 (1H, d, J=16.9 Hz), 3.82 (1H, d, J=16.9 Hz), 3.47 (1H, dd, J = 13.2 Hz, J = 4.3 Hz),
3.45-3.38 (1H, m), 2.99-2.89 (1H, m), 2.27-2.20 (1H, m), 2.17-2.10 (1H, m), 2.02-1.95
(1H, m), 1.92 (1H, td, J = 13.8 Hz, J = 4.4 Hz)
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13C NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 166.0, 146.2, 145.8, 138.1, 134.7, 132.8, 130.3, 129.6, 128.2,
126.5,123.7,107.0, 102.8, 100.8, 67.2, 63.5, 62.4, 53.6, 44.3, 44.2, 30.0, 29.7

5.1.2 3-0-(2-furoyl)vittatin (VIT14)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-jlfenantridin-3-yl furan-2-karboxylat

Sumarny vzorec: C,,H;gNOg
Molekulova hmotnost: 365,39

Obr. 30: Struktura 3-0-(2-furoyl)vittatinu (VIT14)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 366,1348
m/z teoreticky (pre C21H19NOs [M+H]*) = 366,1336

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -93,7° (c = 0,111 mg/ml, CHCl3)

NMR:
1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.53 (1H, dd, J = 1.8 Hz, J = 0.9 Hz), 7.12 (1H, dd, J = 3.5 Hz,
J=0.9Hz), 6.86 (1H, s), 6.75 (1H, d, J=10.0 Hz), 6.52 (1H, s), 6.45 (1H, dd, J = 3.5 Hz,
J=1.8 Hz), 6.02 (1H, ddd, J= 10.0 Hz, J=5.2 Hz, J= 1.4 Hz), 5.90 (2H, dd, J = 10.0 Hz,
J = 1.4 Hz), 5.60-5.55 (1H, m), 4.44 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.81 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.47-3.35
(2H, m), 2.93 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J = 9.1 Hz, J = 5.9 Hz), 2.22 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J =
9.1Hz, J = 4.3 Hz), 2.14-2.08 (1H, m), 2.00-1.92 (1H, m), 1.88 (1H, td, J=13.8 Hz,
J= 4.4 Hz)
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13C NMR (125 MHz, CDCl3) é6: 158.2, 146.21, 146.17, 145.8, 144.6, 137.9, 135.0, 126.3,
123.4,118.0,111.7, 107.0, 102.8, 100.8, 67.2, 63.2, 62.3,53.5,44.2,44.1, 29.9

5.1.3 3-0-(3-furoyl)vittatin (VIT15)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl furan-3-
karboxylat

Sumarny vzorec: C,,H;gNOg
Molekulova hmotnost: 365,39

Obr. 31: Struktura 3-0-(3-furoyl)vittatinu (VIT15)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 366,1346
m/z teoreticky (pre C21H19NOs [M+H]*) = 366,1336

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -79,0° (c = 0,117 mg/ml, CHCl3)

NMR:

'H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.96 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.38 (1H, t, J = 1.8 Hz), 6.86 (1H, s),
6.73 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.70 (1H, d, J = 1.8 Hz), 6.52 (1H, s), 6.01 (1H, dd, J=10.0 Hz,
J=5.2 Hz), 5.90 (1H, d, J = 11.4 Hz, overlapped), 5.90 (1H, d, J = 11.4 Hz, overlapped),
5.55-5.51 (1H, m), 4.44 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.82 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.36-3.33 (2H, m),
2.93 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J = 9.1 Hz, J = 5.9 Hz), 2.22 (1H, ddd, J =13.0Hz, J=9.1 Hz, J =
4.3 Hz), 2.13 -2.05 (1H, m), 2.00 - 1.92 (1H, m), 1.87 (1H, td, J = 13.8 Hz, J = 4.4 Hz)
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13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 162.5, 147.8, 146.2, 145.8, 143.5, 138.0, 134.6, 126.2, 123.7,
119.3, 109.8, 107.0, 102.8, 100.8, 66.6, 63.3, 62.3, 53.5,44.2,44.1, 29.9

5.1.4 3-0-(3-bromobenzoyl)vittatin (VIT16)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-jlfenantridin-3-yl
3-bromobenzoat

Sumarny vzorec: C,3H,,BrNO,
Molekulovd hmotnost: 454,32

Obr. 32: Struktura 3-0-(3-bromobenzoyl)vittatinu (VIT16)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 454,0653
m/z teoreticky (pre Ca3H20BrNO4 [M+H]*) = 454,0649

Opticka otacavost:

[a]3*C = -84,4° (c = 0,109 mg/ml, CHCl3)

NMR:

14 NMR (500 MHz, CDCls) 6: 8.15-8.07 (1H, m), 7.92 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.64 (1H, d, J = 7.8
Hz), 7.27 (1H, t, J = 7.8 Hz), 6.87 (1H, s), 6.77 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.53 (1H, s), 6.04 (1H, dd,
J=10.0Hz, J=5.2 Hz), 5.90 (1H, d, J = 12.9 Hz, overlapped), 5.90 (1H, d, J = 12.9 Hz,
overlapped), 5.62-5.56 (1H, m), 4.46 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.82 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.50-
3.34 (2H, m), 3.00-2.88 (1H, m), 2.23 (1H, ddd, J = 13.1, /= 9.1, J = 4.3 Hz), 2.17-2.08 (1H,
m), 2.04—1.85 (2H, m)
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13C NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 164.7, 146.3, 145.9, 137.9, 135.8, 135.1, 132.6, 132.3, 129.9,
128.3,126.4,123.4,122.4, 107.1, 102.9, 100.9, 67.8, 63.4, 62.4, 53.6, 44.3, 44.2, 29.9

5.1.5 3-0-(4-fluorobenzoyl)vittatin (VIT17)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl
4-fluorobenzoat

Sumarny vzorec: C,3H,,FNO,
Molekulova hmotnost: 393,41

Obr. 33: Struktura 3-0-(4-fluorobenzoyl)vittatinu (VIT17)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 394,1452
m/z teoreticky (pre CasH20FNO4 [M+H]*) = 394,1449

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -87° (c = 0,115 mg/ml, CHCl3)

NMR:

14 NMR (500 MHz, CDCl3) &: 8.06 — 7.96 (2H, m), 7.12 — 7.02 (2H, m), 6.87 (1H, s), 6.76
(1H, d, J = 10.0 Hz), 6.53 (1H, s), 6.04 (1H, ddd, J = 10.0 Hz, J = 5.3 Hz, J = 1.1 Hz), 5.90 (1H,
d, overlap, J=11.0 Hz), 5.90 (1H, d, overlap, J = 11.0 Hz), 5.62 — 5.56 (1H, m), 4.45 (1H, d, J
= 16.9 Hz), 3.82 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.48 — 3.36 (2H, m), 2.94 (1H, ddd, J = 15.1 Hz, J =
9.1 Hz, J =5.9 Hz), 2.23 (1H, ddd, J = 12.2 Hz, J = 9.1 Hz, J = 4.3 Hz), 2.16 — 2.08 (1H, m),
2.02-1.95(1H, m), 1.91 (1H, ddd, J = 14.4 Hz, J = 13.2 Hz, J = 4.4 Hz)
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13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 165.7 (d, J = 253.3 Hz), 165.0, 146.2, 145.8, 138.0, 134.8,
132.2 (d, J = 9.3 Hz), 126.5 (d, J = 3.0 Hz), 126.3, 123.5, 115.3 (d, J = 21.9 Hz), 107.0, 102.8,
100.8, 67.3, 63.4, 62.3, 53.5, 44.24, 44.16, 29.9

5.1.6 3-0O-(4-chlorobenzoyl)vittatin (VIT18)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl
4-chlorobenzoat

Suméarny vzorec: C,5H,,CINO,
Molekulova hmotnost: 409,87
Obr. 34: Struktura 3-0-(4-chlorobenzoyl)vittatinu (VIT18)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 410,1162
m/z teoreticky (pre C23H20CINO4 [M+H]*) = 410,1154

Opticka otacavost:

[a]3*C = -74,1° (c = 0,103 mg/ml, CHCl3)

NMR:
1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.98-7.82 (2H, m, AA'BB’), 7.41-7.30 (2H, m, AA'BB’), 6.87
(1H, s), 6.76 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.53 (1H, s), 6.04 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.2 Hz), 5.91 (1H,
s), 5.89 (1H, s), 5.64-5.53 (1H, m), 4.45 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.82 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.50—
3.33 (2H, m), 3.01-2.87 (1H, m), 2.23 (1H, ddd, J=13.0 Hz, J= 9.2 Hz, J = 4.3 Hz), 2.13
(1H, dd, J = 14.6 Hz, J = 4.3 Hz), 2.06-1.83 (2H, m)
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13C NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 165.1, 146.2, 145.9, 139.2, 137.9, 134.8, 131.0, 128.7, 128.5,
126.3,123.5, 107.0, 102.8, 100.8, 67.4, 63.4, 62.3,53.5,44.2,44.2,29.9

5.1.7 3-0-(4-metoxybenzoyl)vittatin (VIT19)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl
4-metoxybenzoat

Sumarny vzorec: C,,H,3NO;
Molekulova hmotnost: 405,45

Obr. 35: Struktura 3-O-(4-metoxybenzoyl)vittatinu (VIT19)

ESI-HRMS:
m/z experimentdlny = 406,1654
m/z teoreticky (pre C2aH23NOs [M+H]*) = 406,1649

Opticka otacavost:

[a]2D4°C =-100,9° (c = 0,111 mg/ml, CHCl3)

NMR:

14 NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.99-7.91 (2H, m, AA'BB’), 6.93-6.83 (3H, m), 6.73 (1H, d,
J=10.0 Hz), 6.53 (1H, s), 6.05 (1H, dd, J=10.0 Hz, J=5.3 Hz), 5.90 (1H, d, J = 10.8 Hz,
overlapped), 5.90 (1H, d, /= 10.8 Hz, overlapped), 5.60-5.55 (1H, m), 4.45 (1H, d, /= 16.9
Hz), 3.83 (3H, s), 3.82 (1H, d, J = 16.9 Hz, overlapped), 3.46 (1H, dd, J = 13.2, 4.4 Hz), 3.44-
3.37 (1H, m), 2.94 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J=9.2 Hz, J = 5.9 Hz), 2.22 (1H, ddd, J = 13.0 Hz,
J=9.2Hz,J=4.4 Hz), 2.16-2.09 (1H, m), 2.02-1.94 (1H, m), 1.90 (1H, td, J = 13.8, 4.4 Hz)
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13C NMR (125 MHz, CDCl3) é: 165.7, 163.3, 146.2, 145.8, 138.1, 134.4, 131.6, 126.3, 123.9,
122.7,113.4,107.0, 102.8, 100.8, 66.7, 63.4, 62.3, 55.3, 53.5, 44.23, 44.15, 30.0

5.1.8 3-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)vittatin (VIT20)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl 3-bromo-5-
nitrobenzoat

Sumarny vzorec: C,3H;9BrN,O;
Molekulovda hmotnost: 499,32

Obr. 36: Struktura 3-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)vittatinu (VIT20)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 499,0505
m/z teoreticky (pre Ca3H19BrN2Og [M+H]*) = 499,0499

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -67° (c = 0,108 mg/ml, CHCI3)

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 8.74-8.70 (1H, m), 8.54-8.50 (1H, m), 8.44-8.40 (1H, m),
6.88 (1H, s), 6.82 (1H, d, J=10.0 Hz), 6.54 (1H, s), 6.05 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.3 Hz),
5.95-5.88 (2H, m), 5.66-5.60 (1H, m), 4.48 (1H, d, J = 16.9 Hz), 3.84 (1H, d, J = 16.9 Hz),
3.48-3.38 (2H, m), 2.97 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J=9.1 Hz, J=5.9 Hz), 2.26 (1H, ddd, J =
13.0 Hz, J = 9.1 Hz, J = 4.3 Hz), 2.21-2.13 (1H, m), 2.06-1.91 (2H, m)
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13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 162.8, 148.7, 146.3, 146.0, 138.2, 137.6, 135.8, 133.5, 130.4,
126.3,123.2,123.0, 122.7, 107.2, 102.8, 100.9, 69.1, 63.2, 62.3, 53.6, 44.2, 44.2, 29.8

5.1.9 3-0-(3,5-dimetylbenzoyl)vittatin (VIT21)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl 3,5-
dimetylbenzoat

Sumarny vzorec: C,5H,cNO,
Molekulova hmotnost: 403,48

Obr. 37: Struktura 3-0-(3,5-dimetylbenzoyl)vittatinu (VIT21)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 404,1858
m/z teoreticky (pre CasHasNOa4 [M+H]*) = 404,1856

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -93,5° (c = 0,107 mg/ml, CHCl3)

NMR:

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7.60 (2H, s), 7.15 (1H, s), 6.90 (1H, s), 6.75 (1H, d, J=10.0
Hz), 6.54 (1H, s), 6.05 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.2 Hz), 5.92 (1H, d, J = 10.7 Hz, overlapped),
5.91 (1H, d, J = 10.7 Hz, overlapped), 5.62-5.56 (1H, m), 4.47 (1H, d, /= 16.9 Hz), 3.83 (1H,
d, J=16.9 Hz), 3.51-3.38 (2H, m), 2.95 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J=9.1 Hz, J=5.9 Hz), 2.33
(6H, s), 2.23 (1H, ddd, J = 13.0 Hz, J = 9.1 Hz, J = 4.4 Hz), 2.19-2.11 (1H, m), 1.99 (1H, ddd,
J=12.3 Hz,J=10.4 Hz, J=5.9 Hz), 1.91 (1H, dd, /= 13.8, 4.4 Hz)
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13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 166.4, 146.3, 145.9, 138.1, 137.9, 134.5, 134.4, 130.2, 127.3,
126.4,123.9, 107.0, 102.9, 100.8, 67.0, 63.4, 62.3, 53.5, 44.3,44.2, 30.0, 21.1

5.1.10 3-0O-(6-chloro-2-fluoro-3-metylbenzoyl)vittatin (VIT22)

(35,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl 6-chloro-2-fluoro-
3-metylbenzoat
Sumarny vzorec: C,,H,,CIFNO,
Molekulova hmotnost: 441,88

Obr. 38: Struktura 3-0-(6-chloro-2-fluoro-3-metylbenzoyl)vittatinu (VIT22)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 442,1226
m/z teoreticky (pre C2aH21CIFNO4 [M+H]*) = 442,1216

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -37,9° (c = 0,106 mg/ml, CHCl3)

NMR:

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.16 — 7.10 (1H, m), 7.05 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.85 (1H, s), 6.78
(1H, d, J = 10.0 Hz), 6.49 (1H, s), 6.05 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 5.3 Hz), 5.91 — 5.87 (2H, m),
5.73 —5.67 (1H, m), 4.41 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.80 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.48 — 3.36 (2H, m),
2.94 (1H, ddd, J = 13.2 Hz, J = 9.2 Hz, J = 5.9 Hz), 2.27 — 2.18 (5H, m), 1.98 (1H, ddd, J =
12.3 Hz,J = 10.4 Hz, J = 5.9 Hz), 1.90 (1H, td, J = 13.2 Hz, J = 4.2 Hz)
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13C NMR (125.7 MHz, CDCls) 6: 163.0, 157.8 (d, J = 252.0 Hz), 146.2, 145.8, 137.9, 135.4,
132.8 (d, J =6.1 Hz), 129.2, 126.3, 124.8 (d, J = 3.9 Hz), 124.2 (d, /= 17.3 Hz), 122.9, 122.0
(d, J=21.5 Hz), 107.0, 102.8, 100.8, 68.6, 63.2, 62.3, 53.5, 44.3,44.2,29.7,14.2 (d, J=3.4
Hz).

5.1.11 3-0-(2,3-difluoro-4-metylbenzoyl)vittatin (VIT23)

8 7 6

(3S5,4aS,5R,11bR)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-etano[1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-3-yl 2,3-difluoro-4-
metylbenzodat

Sumarny vzorec: C,,H,;F,NO,
Molekulovd hmotnost: 425,43

Obr. 39: Struktura 3-0-(2,3-difluoro-4-metylbenzoyl)vittatinu (VIT23)

ESI-HRMS:
m/z experimentalny = 426,1516
m/z teoreticky (pre CaaH21F2NO4 [M+H]*) = 426,1511

Opticka otacavost:

[a]3*°C = -76,4° (c = 0,110 mg/ml, CHCl3)

NMR:

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6:7.53 (1H, ddd, J = 8.3 Hz, J = 6.4 Hz, J = 2.2 Hz), 6.98 — 6.91
(1H, m), 6.86 (1H, s), 6.76 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.52 (1H, s), 6.06 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J= 5.3
Hz), 5.90 (1H, d, overlap, J = 11.2 Hz), 5.90 (1H, d, overlap, J = 11.2 Hz), 5.63 — 5.57 (1H,
m), 4.45 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.81 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.50 — 3.36 (2H, m), 2.94 (1H, ddd, J
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=12.5Hz, J = 9.1 Hz, J = 5.9 Hz), 2.32 (3H, d, J = 2.2 Hz), 2.23 (1H, ddd, / = 13.1 Hz, J =

9.1 Hz, J = 4.3 Hz), 2.17 — 2.09 (1H, m), 1.98 (1H, ddd, J = 12.5 Hz, J = 10.5 Hz, J = 5.9 Hz),

1.91 (1H, ddd, J = 14.1, 13.1, 4.3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 163.0, 150.6 (dd, J = 262.4 Hz, J = 14.4 Hz), 149.6 (dd, J =

247.3 Hz, J = 13.0 Hz), 146.2, 145.9, 137.9, 134.9, 132.3 (d, / = 14.4 Hz), 126.2, 125.7 (d, J =

4.2 Hz), 125.64, 125.1 (dd, J = 4.2 Hz, J = 3.7 Hz), 123.4, 118.1 (d, J = 6.9 Hz), 107.0, 102.8,

100.8, 67.7,63.4,62.3,53.5,44.2, 29.8, 14.7 (dd, J = 3.7 Hz, J = 2.0 Hz)

5.2 Vytainost reakcii

Pre zistenie vytaZnosti reakcii boli najskér vypocitané teoretické vytazky vsetkych

pripravenych derivatov podla uvedeného vzorca:

teoreticky vytazok (mg) =

navazka vittatinu x M, derivatu

M, vittatinu

Nasledne bola vypocditana skutoéna percentudlna vytaznost derivatov z reakcii

(Tabulka 20) podla vzorca:

skuto¢nd vytaznost reakcie (%) =

vytazok

X
teoreticky vytazok

Tabulka 20: Percentudlna vytaznost pripravenych derivatov vittatinu

100

oznadenie . . n'avéi'ka vytazok SI,“,"VO Ené’
derivatu nazov derivatu vittatinu i vytaznost
(mg) (%)

VIT13 3-0-benzoylvittatin 15,80 21,30 97,50
VIT14 3-0-(2-furoyl)vittatin 31,00 41,00 98,21
VIT15 3-0-(3-furoyl)vittatin 31,90 38,90 90,55
VIT16 3-0-(3-bromobenzoyl)vittatin 30,40 47,60 93,51
VIT17 3-0-(4-fluorobenzoyl)vittatin 31,70 42,20 91,81
VIT18 3-0-(4-chlorobenzoyl)vittatin 30,60 46,20 99,94
VIT19 3-0-(4-metoxybenzoyl)vittatin 31,40 46,00 98,03
VIT20 3-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)vittatin 21,10 25,40 65,41
VIT21 3-0-(3,5-dimetylbenzoyl)vittatin 21,00 21,70 69,49
VIT22 |3-0-(6-chloro-2-fluoro-3-metylbenzoyl)vittatin| 20,70 22,40 66,44
VIT23 3-0-(2,3-difluoro-4-metylbenzoyl)vittatin 21,80 29,60 86,59
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5.3 Biologicka aktivita derivatov vittatinu

5.3.1 Inhibiéna aktivita voéi cholinesterazam a schopnost transportu cez HEB

Na vsetkych jedenastich pripravenych derivatoch vittatinu (VIT13 — VIT23) boli
vykonané testy inhibic¢nej aktivity vo¢i AChE a BuChE. Najskor sa vSetky latky testovali
pri koncentracii 100 uM. Pre derivaty, ktoré pri screeningu vykazali inhibi¢na aktivitu
vysSiu ako 50%, bola zmerand a vypocitana hodnota ICso. Je to hodnota udavajuca
koncentraciu derivatu, ktord je potrebna pre 50% inhibiciu enzymu. Vysledky testov su
zhrnuté v tabulke (Tabulka 21) a porovnané s hodnotami ICsp galantaminu (vo forme
hydrobromidu), ktory bol pouzity ako Standard a s hodnotami alkaloidu vittatinu.

U derivatov so stanovenou hodnotou ICso bol vypocitany distribucny koeficient
logBB, ¢o je logaritmicky pomer koncentracie latky v mozgu a v krvi. Hodnota logBB
vyjadruje schopnost latok pasivne prechadzat cez HEB. Derivaty s logBB > 0,3 mo6zZu lahko

preniknut cez HEB, derivaty s hodnotou 0,3 > logBB > -1 su tieZ schopné prieniku, zatial ¢o

zltéeniny s logBB < -1 maju len velmi obmedzenu schopnost distriblcie do CNS*4,

Tabulka 21: Anticholinesterazova aktivita derivatov vittatinu VIT13 - VIT23 aich logBB

testovana latka § ':Z'hbéc'a | C:)c(I:IEVI) * :Bnuh(!:IECIa I Ci::::lfll) logBB?
(c=100 pM) (c=100 pM)
vittatin® 9+1 >100 6+1 >100 -
VIT13 30,28 +2,90 >100 |83,91+2,84| 17,32+ 2,57 0,289
VIT14 27,92 +3,18 >100  |54,58+2,01| 20,39+3,09 | 0,251
VIT15 19,57 + 3,52 >100 | 64,18 +1,09| 65,19 + 7,69 0,372
VIT16 31,86 + 2,47 >100  |53,32+1,55| 66,96 2,29 0,289
VIT17 35,42 + 2,99 >100  |61,92+3,15|61,29+11,00| 0,434
VIT18 21,57 + 5,60 >100  |41,92+3,18 >100 -
VIT19 36,87 + 1,97 >100 | 45,94 +2,05 >100 .
VIT20 10,69 +11,22 | >100  116,61+2,27 >100 -
VIT21 29,23 +2,22 >100 130,04 +4,21 >100 -
VIT22 25,22 2,20 >100  |92,64+2,63| 0,29+0,03 0,535
VIT23 30,32 + 4,44 >100 |59,08 +4,60| 70,20+1,87 | 0,372
galantamin® 94,88 +0,43 |2,01+0,14|68,23 +1,24 | 33,69 + 2,66 -

s Standard; @ vypocitané na http://www.way2drug.com/geb/
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5.3.2 Cytotoxicka aktivita

Cytotoxicita bola stanovena u derivatov VIT14 — VIT22 na 9 nadorovych bunkovych
linidch a na jednej zdravej bunkovej linii (MRC-5). Vysledky (Tabulka 22 a 23) su uvedené
v % viability buniek a s porovnané so Standardom doxorubicinom (DOX) a alkaloidom

vittatinom (VIT).

Tabulka 22: Cytotoxicka aktivita derivatov vittatinu VIT14 — VIT18

viabilita buniek po 48 hod posobenia testovanej latky (%)
bunkova
linia c=10 uMm c=1uM
VIT20 VIT 14 VIT 15 VIT 16 VIT 17 VIT 18 DOX
Jurkat 91+3 |101+11| 102+7 | 113+8 | 100+9 | 104 +13
MOLT-4 92+12 | 85+5 80+3 |101+10| 90+7 92+4
A549 80+4 0+6 85+2 97 +4 86 +2 89+3
HT-29 84+5 98+4 82+12 | 68+14 | 71+13 | 76+13 | 37%11
PANC-1 84+4 95+3 94+3 1005 89+7 905 805
A2780 98 +5 102+6 | 100+£6 | 1008 98+9 98 +4
Hela 100+5 |112+12|103+12|111+14 |104+18 | 109+ 17
MCF-7 79+2 9% +3 93+6 98 +5 92+7 88+5
SAOS-2 796 94+5 89+8 | 105+4 | 91+4 89+2
MRC-5 83+8 94+12 | 100+9 | 115+2 | 109+0 | 108+4

DOX: standard doxorubicin, VIT: alkaloid vittatin

Tabulka 23: Cytotoxicka aktivita derivatov vittatinu VIT19 - VIT22

viabilita buniek po 48 hod pdsobenia testovanej latky (%)
bunkova linia c=10 uM c=1puM
VIT20 VIT 19 VIT 20 VIT 21 VIT 22 DOX
Jurkat 91+3 |102+10|105+11|108+18| 97+10
MOLT-4 92+12 91+4 99+8 1008 81+2
A549 80*4 90+16 | 89+18 | 98+14 | 1106
HT-29 84+5 74+15 | 71+14 | 4912 80+8 37 +11
PANC-1 8414 94+13 | 86+16 [109+16| 111+8 805
A2780 98+5 97 %5 907 94 +4 96 + 10
Hela 100+5 |107+17 |103+23|118+29 | 1065
MCF-7 792 84 +10 89+9 91+8 81+8
SAOS-2 796 96 5 100+£4 | 1065 | 97125
MRC-5 83+8 117+2 | 110+7 | 127+15| 95+11

DOX: standard doxorubicin, VIT: alkaloid vittatin

ISR 26 - 50 % [51-75% | >75%

farebné rozlisenie hodnot v tabulkach
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6. DISKUSIA A ZAVER

Amaryllidaceae alkaloidy haemantaminového Struktirneho typu aich derivaty sa

vyznaduju pestrou biologickou aktivitou. Do tejto skupiny patri aj alkaloid vittatin,

133 133

u ktorého boli zistené protinddorové!?010L141  gntibakterialne!33, antimykotické a
antimalarické®®1%4 (¢inky. Na Katedre farmaceutickej botaniky Farmaceutickej fakulty v
Hradci Kralové boli po prvykrat pripravené polosyntetické derivaty alkaloidu vittatinu. Ich
priprava bola realizovana v rdmci vyskumu skupiny ADINACO, ktord sa dlhodobo venuje
Stadiu ucinkov prirodnych latok na patofyziologické procesy ovplyviiujice vyvoj
Alzheimerovej choroby. Zistilo sa, Ze hoci samotny vittatin neinhibuje cholinesterazy4¢’,
jeho polosyntetické derivaty vykazali sfubnd inhibi¢nu aktivitu, a to najméa proti BuChE®.
Tato diplomova praca nadvazuje na ziskané vysledky a jej cielom bolo pripravit dalSiu
sériu derivatov vittatinu a otestovat ich biologicku aktivitu.

Podarilo sa pripravit 11 aromatickych esterov (VIT13 — VIT23) modifikaciou
hydroxylovej skupiny vittatinu v polohe C-3. Derivaty VIT13, VIT18 a VIT19 uZ boli
publikované v ¢lanku Al Shammari L. et al. (2020)%*. Na pripravu vittatinovych derivatov
boli pouZité rbézne substituované benzoylchloridy a nesubstituované furoylchloridy.
Reakcie prebiehali v prostredi suchého pyridinu s katalyzatorom DMAP za zvySenej
teploty a priebeh bol kontrolovany analytickou TLC. Vzniknuté derivaty boli z reakénej
zmesi oddelené pomocou preparativnej TLC a identifikacia bola vykonand pomocou
ESI-HRMS, NMR azmeranim optickej otacavosti. Vytainost reakcii sa pohybovala
v rozmedzi 65,41 - 99,94 %. Aby mohla byt testovana biologicka aktivita derivatov, bolo
potrebné zvysit ich rozpustnost prevedenim na hydrochloridy.

Na zdklade zaujimavych vysledkov biologickej aktivity prvej série vittatinovych
derivatov bola aj u derivatov VIT13 - VIT23 skdmana inhibi¢na aktivita proti
cholinesterdazam. Anticholinesterdzova aktivita sa testovala Ellmanovou metddou
s vyuzitim rekombinantnych ludskych enzymov AChE a BuChE a ako Standard bol zvoleny
galantamin. U derivatov s inhibi¢nou aktivitou presahujicou 50 % bola stanovena
hodnota ICso.

Ani jeden zderivatov nepreukdzal vyznamnejSiu inhibi¢nu aktivitu voci AChE.

Podla poznatkov z predchdadzajucich studii, ktoré sa venovali derivitom haemantaminu

a vitatinu, je inhibicia AChE spojena s pritomnostou nitroskupiny na aromatickom jadre.
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Najvyhodnejsie umiestnenie je vpolohe 3 na benzoyle*'1°, Medzi pripravenymi
derivatmi bol iba jeden obsahujici nitroskupinu, 3-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)vittatin
(VIT20), no jeho aktivita bola velmi nizka.

Zaujimavé vysledky ukdzali testy na inhibi¢nu aktivitu voc¢i BUuChE. Vsetky derivaty
okrem Styroch (VIT18 — VIT21) boli schopné inhibovat BuChE. Mierne aktivne boli
3-0-benzoylvittatin (VIT13) a 3-0-(2-furoyl)vittatin (VIT14) s hodnotami
ICs5017,32+£2,57uM a 20,39 +3,09 uM. NajvyznamnejSiu aktivitu vykdzal derivat
3-0-(6-chloro-2-fluoro-3-metylbenzoyl)vittatin ~ (VIT22), ktory bol uéinny uz
pri submikromolarnej koncentracii s hodnotou ICso 0,29 + 0,03 uM. Ostatné zluceniny boli
slabo aktivne. Aj v pripade tejto série derivatov vittatinu plati, Ze najvyhodnejsia je pre
BuChE inhibi¢nu aktivitu substiticia na benzoyle v polohe orto a substituenty v meta
alebo para polohe ovplyviiuju aktivitu negativne#. V derivate VIT22 je vSak metylova
skupina v polohe meta tolerovand. Momentalne prebieha dokingovd Studia
pre vysvetlenie vazby molekuly na enzym a objasnenie SAR.

Latka VIT22 patri medzi derivaty AA s najvysSou aktivitou voci BUChE, ktoré boli zatial
na Katedre farmaceutickej botaniky pripravené (Tabulka 24). Derivaty lykorinu®,
chlidantinu'®’, tazettinu®%%! 3 haemantaminul0>106107,108109,110 hKgli menej aktivne.
Porovnatelne silnd aktivitu vykazali iba derivaty krininového alkaloidu ambellinu.
Najaktivnejsi je 11-O-(1-naftoyl)ambellin (ICso = 0,10 + 0,01 puM)*>2. Vittatin a ambellin
maju rovnaky zakladny Strukturny skelet (5,10b-etanofenantridin), ale odlisuju sa v a/p
orientdcii etylénového mostika. Na aktivitu derivatov krinanovych alkaloidov proti BuChE
teda pravdepodobne nema vplyv orientacia etylénového mostika.

Tabulka 24: Derivaty AA inhibujice BUChE s hodnotou ICsp < 5 uM

derivat inhibicia BuChE zdroj
ICso (LM) dat
11-0-(1-naftoyl)ambellin 0,10+ 0,01 152
11-0-(2-metylbenzoyl)ambellin 0,28 +0,02 152
3-0-(6-chloro-2-fluoro-3-metylbenzoyl)vittatin 0,29 +0,03
11-0-(2-metoxybenzoyl)ambellin 0,43 +0,04 152
11-0-(3-metylbenzoyl)ambellin 0,86 + 0,03 152
3-0-(2-nitrobenzoyl)vittatin 1,4+0,1 15
11-0-(2-nitrobenzoyl)ambellin 2,3+0,2 152
11-0-(2-metoxybenzoyl)haemantamin 3,30+0,4 110
11-0-benzoylambellin 3,8+0,1 152
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KedZe lieciva na AD pOsobia v mozgu, musia byt schopné prechodu cez HEB. Preto
bola u aktivnych derivatov vypocitand hodnota logBB, ktord udava logaritmicky pomer
koncentracie latky v mozgu a vkrvi a vyjadruje schopnost latok pasivne prechadzat
cez HEB. Vypocitané hodnoty boli v rozsahu od 0,251 do 0,535, ¢o znamen3, Ze tieto
derivaty mozu prenikat cez HEB a maju potencial pdsobit v CNS. Najaktivnejsi derivat
VIT22 bude v najblizSom ¢ase testovany aj metédou PAMPA.

V liecbe AD dominuju v sucasnosti inhibitory AChE. S progresiou ochorenia vsak
klesa v mozgu hladina AChE a jej nedostatok kompenzuje BuChE, ktorej hladina sa naopak
zvySuje. Jej aktivita pravdepodobne suvisi aj s agregdciou AB v senilnych plakoch. Tieto
zistenia robia z BuChe zaujimavy ciel vo vyvoji novych lieciv proti AD. Bolo pripravenych
uz viacero BuChE-selektivnych inhibitorov®>'>3 a predloZenych niekolko patentov
na inhibitory BuChE™*. V rdmci tejto diplomovej price sa podarilo pripravit derivat
vittatinu VIT22 s velmi slubnou selektivnou aktivitou proti BuChE, ktory je vhodnym
kandidatom pre dalsi vyskum.

Dalej sa skimali protinddorové Gcinky pripravenych derivatov. Cytotoxicita bola
stanovena in vitro testom viability s Cinidlom WST-1 na 9 nddorovych bunkovych linidch
(Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, Hela, MCF-7, SAOS-2) a na jednej zdravej
bunkovej linii (MRC-5). Testované boli derivaty VIT14 — VIT22 v koncentracii 10 uM. Ako
Standard bol pouzity doxorubicin v koncentrdcii 1 uM. Miernu aktivitu vykazal derivat
3-0-(3,5-dimetylbenzoyl)vittatin (VIT21), ktory znizil viabilitu nddorovych buniek HT-29
na49 = 12 % bez toxického ucéinku na zdravé bunky (MRC-5). Tato latka by mohla byt
predmetom dalSich studii. Derivaty VIT16, VIT17, VIT19 a VIT20 boli len slabo cytotoxické
takisto na bunky linie HT-29. Ostatné latky nemali vyraznejSie protinadorové ucinky.
Ziadny z testovanych derivatov nepdsobil negativne na viabilitu zdravych plicnych
fibroblastov (MRC-5). Nizka toxicita voci zdravym bunkdm je vyhodou pre dalsi vyskum
suvisiaci s ich potencialnym vyuZitim v terapii AD. Cytotoxicita latok VIT13 a VIT23 bude
stanovena v najblizsej dobe.

Pri porovnani hodnot cytotoxicity vittatinu a jeho doposial pripravenych derivatov
mozZno pozorovat, Ze vo vacSine pripadov obmena hydroxylovej skupiny v polohe 3
cytotoxicki aktivitu proti bunkovym linidm nezvysila. Vynimkou bola linia HT-29
(kolorektalny adenokarciném), proti ktorej boli viaceré derivaty aktivnejSie ako samotny

vittatin, pricom nepdsobili toxicky na zdravé bunky2%:%5,
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Nazov diplomovej prace: Derivaty Amaryllidaceae alkaloidu vittatinu ako potencidlne

lieciva

Amaryllidaceae alkaloidy haemantaminového typu sa vyznacuju zaujimvaou
biologickou aktivitou. Do tejto skupiny patri aj alkaloid vittatin s protinddorovymi,
antibakteridlnymi, antimykotickymi a antimalarickymi Gc¢inkami. Hoci vittatin neinhibuje
cholinesterazy, jeho derivaty vykazali slubnu aktivitu proti butyrylcholinesteraze, ktora je
jednym z cielov potencialnych lie€iv v terapii Alzheimerovej choroby.

Vramci tejto diplomovej prace bola pripravend dalSia séria polosyntetickych
derivatov vittatinu z cielom preskimat ich biologickd aktivitu. Reakciou s acylchloridmi
vzniklo 11 aromatickych esterov. Identifikacia pripravenych latok bola vykonana pomocou
ESI-HRMS, NMR a zmeranim optickej otacavosti.

Derivaty boli testované na inhibiénd aktivitu vocéi ludskym cholinesterazam.
Vysledky ukazali, Ze latky neboli aktivne voci acetylcholinesteraze, ale takmer vsetky boli
schopné inhibovat butyrylcholinesterdzu. Najaktivnejsi bol 3-O-(6-chloro-2-fluoro-3-
metylbenzoyl)vittatin s hodnotou ICso 0,29 + 0,03 uM. Podla vypocitanej hodnoty logBB
moze lahko prenikat cez HEB a ma potencial pésobit v CNS.

Stanovena bola tieZ cytotoxicita pripravenych latok. Testovala sa in vitro na 9
nadorovych a na jednej nenadorovej bunkovej linii. Miernu cytotoxicku aktivitu vykazal
iba 3-0-(3,5-dimetylbenzoyl)vittatin proti bunkdm kolorektdlneho adenokarcinému

HT-29. Ziadny z testovanych derivatov neznizoval viabilitu zdravych buniek (MRC-5).

Klicové slova: Amaryllidaceae alkaloidy, vittatin, derivaty, Alzheimerova choroba,

butyrylcholinesteraza, cytotoxicita

93



8. ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy

Candidate: Michaela Teplanska
Supervisor: PharmDr. Daniela Hulcova, Ph.D.
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Haemanthamine type Amaryllidaceae alkaloids are characterized by interesting
biological activity. This group also includes alkaloid vittatine with antitumor, antibacterial,
antifungal and antimalarial effects. Although vittatine does not inhibit cholinesterases, its
derivatives have shown promising activity against butyrylcholinesterase, which is one
of the targets of potential drugs in the treatment of Alzheimer's disease.

Another series of semisynthetic vittatine derivatives was prepared in order to
examine their biological activity. Reactions with acyl chlorides gave 11 aromatic esters.
Identification of the prepared substances was performed by ESI HRMS, NMR and optical
rotation measurements.

The derivatives were tested for inhibitory activity against human cholinesterases.
The results show that the substances were not active against acetylcholinesterase, but
almost all of them inhibited butyrylcholinesterase. The most active was 3-0O-(6-chloro-2-
fluoro-3-methylbenzoyl)vittatine with an ICso value 0.29 + 0.03 uM. According to the
calculated value of logBB this derivative can be easily transmitted through HEB and has
the potential to act in the CNS.

The cytotoxicity of the prepared substances was also determined. It was tested in
vitro on 9 tumor and one non-tumor cell line. Only the 3-0-(3,5-dimethylbenzoyl)vittatine
showed moderate cytotoxic activity against HT 29 colorectal adenocarcinoma cells. None

of the tested derivatives reduced the viability of healthy cells (MRC-5).

Keywords: Amaryllidaceae alkaloids, vittatine, derivatives, Alzheimer’s disease,

butyrylcholinesterase, cytotoxicity
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