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1. UvoD

Rostliny se pro své lé¢ebné ucinky vyuZivaji v tradi¢nim [écitelstvi jiz od davnych dob. Prvni
zminky o vyuzivani lécivych vlastnosti rostlin pochazi jiz z obdobi 5 000 let pf. n. |. a jsou
uchované na sumerské hlinéné desce v Nippuru, ddle pak ve Starém zakoné, v egyptskych
papyrech, v knihach starovékych reckych i fimskych velikdni. U mnoha rostlin, které byly
v minulosti tradi¢né vyuzivany k lé¢bé riznych onemocnéni, byly potvrzeny |écebné ucinky
védeckymi metodami a mnoho z nich vstoupilo do oficidlnich Iékopisi a jsou pouZivany
i v soucasnosti.t

Biologickd aktivita rostlin je spojovdna s pfitomnosti obsahovych latek, které jsou
klasifikovany do dvou zakladnich skupin: primarni metabolity a sekunddrni metabolity.
Zatimco primarni metabolity je moiné nalézt prakticky v kazdém rostlinném druhu,
sekundarni metabolity se vyznacuji specifickym vyskytem. Mezi zakladni typy sekunddrnich
metabolitl patfi alkaloidy, glykosidy, terpeny a fenolické slouéeniny.?34

Mezi nejvyznamnéjsi sekundarni metabolity z pohledu jejich vyskytu, ale i biologické aktivity
patfi bezesporu alkaloidy. Jedna se o pfirodni organické latky obsahujici obvykle dusik
v heterocyklickém kruhu. Biosynteticky  jsou alkaloidy  vétSinou odvozeny
z rlznych aminokyselin. Vyskytuji se predevsim ve vyssich rostlinach, ale byly prokazany také
v kapradorostech a houbach. U Zivocich( jsou alkaloidy vzacné — mohou to byt strukturni
modifikace latek pfijimanych rostlinnou potravou, anebo je Zivocisny organismus syntetizuje
z jednoduchych prekursord jako je tomu napftiklad v sekretech Zlaz mloka.>

Jednim z dlleZitych zdrojl alkaloidd je rostlinnd celed Amaryllidaceae. NejzndméjSim
amarylkovitym alkaloidem (AAs) je galanthamin, plvodné izolovany z rostliny Galanthus
woronowii. Jednd se o inhibitor acetylcholinesterazy, ktery se od roku 2001 klinicky vyuziva
pfi terapii degenerativnich zmén centralniho nervového systému a k Iécbé rGznych typl
demenci, zejména pak k 1é¢bé& Alzheimerovy demence (AD).6 Zminky o vyuZiti rostliny
Galanthus woronowii v lidovém léCitelstvi pochdzi z 50. let 20. stoleti. Odvar z cibuli této
rostliny byl vyuZivan na Kavkaze k lé¢bé détské obrny.” UpIné prvni zminky o vyuZiti rostlin
Celedi Amaryllidaceae k lé¢ebnym ucelim se datuji do doby plsobeni Hippokrata z Kdsu,
ktery jiz ve 4. stoleti pred nasSim letopoctem vyuZil extrakt z Narcissus poeticus na bazi

olejové emulze k |éCbé nadoru v oblasti délohy. V roce 1877 byl izolovan z rostliny Narcissus



pseudonarcissus L. prvni amarylkovity alkaloid lykorin®, jehoZ struktura byla objasnéna v roce
1956 japonskou pracovni skupinou Nagawaka a spol.®

Rostlinnd celed Amaryllidaceae a jeji alkaloidy predstavuji zajimavy zdroj pfirodnich latek
potencidlné vyuZitelnych v terapii onemocnéni rGzného charakteru. Celed si ziskala
pozornost rliznych védeckych skupin po celém svété zejména po roce 2001, kdy byl alkaloid
galanthamin schvdlen pro terapii AD.Jednou z védeckych skupin je i pracovni skupina
ADINACO Katedry farmakognozie a farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, kterd se zabyva zejména studiem a vyhleddvanim latek potencidlné vyuZitelnych
v |écbé AD, ale i malignich a dalSich onemocnéni. Diky vyzkumu poslednich let bylo zjisténo,
Ze i dalsi AAs vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit.1® Vzhledem k neustdlému
technologickému a védeckému pokroku je nyni vyzkum rostlin a jejich obsahovych latek stale
snazsi. Pfirodni latky dokdzeme z rostlin izolovat, urcovat jejich presnou chemickou
strukturu, poukazovat diky tomu na vztah struktury a Gcinku a vyvozovat tak dal$i vhodné
obmény molekul, které by mohly vést napf. k lepsi ucinnosti, ke snizeni toxicity nebo
k prodlouzeni ucinku. Vedle jiz zminénych alkaloidl galanthaminu a lykorinu je vénovdna
mimo jiné pozornost i haemanthaminu, alkaloidu, o kterém pojednava tato diplomova prace.
Pfedmétem této diplomové prace je priprava semisyntetickych derivatl alkaloidu

haemanthaminu, jejich strukturni analyza a screeningové testovani biologickych aktivit.

10



2. CiL PRACE

1. Provedeni reSerSe v odborné literatufe tykajici se alkaloidu haemanthaminu
a jeho biologické aktivity.

Ptiprava semisyntetickych derivatl haemanthaminu.

Strukturni identifikace pfipravenych derivat(.

Ptiprava latek pro screeningové testovani biologickych aktivit.

A

Sepsani a obhajeni diplomové prace.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Celed Amaryllidaceae

Tabulka 1: Taxonomicka klasifikace Amaryllidaceae??

Rise rostliny (Plantae)
Podfrise cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida jednodélozné (Liliopsida)
Rad chrestotvaré (Asparagales)
Celed amarylkovité (Amaryllidaceae)
Podceledi Agapantoideae

Allioideae

Amaryllioideae

Celed Amaryllidaceae &ita pfiblizné 1100 druh( rostlin klasifikovanych do 85 rodd.2? Jednd se
o jednodélozné vytrvalé byliny s podzemnimi cibulemi, oddenky nebo cibulovymi hlizami.
Stonek téchto rostlin je bezlisty a tvofi ho stopka nebo stvol. Listy jsou prizemni, uzké
a vétSinou carkovité, kvéty byvaji jednotlivé, kvétenstvi jsou zpravidla Sroubelovita
nebo hroznovitd, kvéty jsou oboupohlavné se spodnim semenikem, okvéti je tvoreno
z 6 listkd. Plodem rostlin této ¢eledi je tobolka nebo bobule.?

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou typické svym vyskytem v oblasti tropl, subtropl
a nejvice se s nimi setkavame v oblasti Jizni Ameriky a Jizni Afriky. Mohou se vyskytovat
i v oblastech s mirn&j$im podnebim, napfiklad ve stfedni a Jizni Evropé&. Rada zastupcd ¢eledi
je péstovana pro okrasné ucely (Amaryllis, Lycoris, Hippeastrum, Agapanthus, Clivia,
Eucharis, Nerine, Scadoxus a dal$i). V Ceské republice se mGZeme setkat se zastupci rodi

snéZenka (Galanthus), bledule (Leucojum) a narcis (Narcissus)(Obr. 1).813
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Obrazek 1: Zastupci Celedi Amaryllidaceae!®: snézenka podsnéinik (Galanthus nivalis),
bledule jarni (Leucojum vernum), narcis zluty (Narcissus pseudonarcissus)

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou vyznamné diky svym obsahovym latkdm, predevsSim
strukturné specifickym alkaloidim, které byly izolovany z podceledi Amaryllidoidae. Tyto
slou€eniny se vyskytuji v celé &asti rostliny, pfiéemZ nejvy$si mnoZstvi nachazime v cibuli.’®
AAs jsou strukturné jedinecné, vyskytuji se pouze v této rostlinné Celedi, navic vykazuji Siroké

spektrum biologickych aktivit.10:16
3.2. Amaryllidaceae alkaloidy a jejich biosyntéza

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae miZeme zafadit ke skupiné isochinolinovych alkaloid(.®
Vétsina izolovanych alkaloid( ve své struktufe obsahuje jeden atom dusiku a mizeme je
povaZovat za slabé baze.l” AAs jsou vyznaéné svou strukturni rozmanitosti a rozdélujeme je
do nékolika zdkladnich strukturnich typ(!®, které jsou pojmenovany podle svého hlavniho
zastupce — norbelladinovy (norbelladin), galanthaminovy (galanthamin), lykorinovy (lykorin),
homolykorinovy (homolykorin), pankratistatinovy (pankratistatin), haemanthaminovy
(haemanthamin), krininovy (krinin), tazettinovy (tazettin) a montaninovy (montanin).1®
Biosyntéza vsech zminénych strukturnich typd AAs vychazi ze dvou aromatickych
aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu®®, které jsou v pribéhu procesu postupné
modifikovany. L-Fenylalanin poskytuje zaklad benzylové ¢asti molekuly vznikajiciho alkaloidu,
L-tyrosin je odpovédny za vytvoreni kruhu C, dale je prekurzorem dusiku a dvouuhlikatého
postranniho fetézce. L-Fenylalanin je preménén za Ucasti fenylalanin-lyazy (PAL) na kyselinu

trans-skoficovou, nasledné za ztraty dvou uhlikovych atoml vznika
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3,4-dihydroxybenzaldehyd.'* Pfeména L-tyrosinu na tyramin probihd za pFitomnosti
tyrosin-dekarboxylazy (TYDC). Spojenim 3,4-dihydroxybenzaldehydu a tyrosinu vznika
Schiffova bdze. Po nékolika reakénich krocich vznika meziprodukt norbelladin, podle kterého
je celd biosyntetickd cesta pojmenovana.l® Norbelladin je nasledné methylovan pomoci
norbelladin-4’-O-methyltransferdzy (N4OMT) za vzniku 4°-O-methylnorbelladinu, ktery
podléhd intramolekuldrnimu oxidativnimu spojeni.?® Podle zplsobu tohoto spojeni
(ortho-para’, para-ortho’, para-para’) rozliSujeme jiz vySe zminéné zakladni strukturni typy

AAs.2! Na Obr. 2 je zobrazeno schéma biosyntézy zakladnich strukturnich typ( AAs 17:22:23,19,24
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Obrazek 2: Schéma biosyntézy zékladnich strukturnich typd AAs (pfevzato a upraveno)!’19:24
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3.3. Alkaloidy haemanthaminového a krininového strukturniho typu

Alkaloidy haemanthaminového a krininového strukturniho typu vznikaji intramolekularni
oxidativni cyklizaci 4’-O-methylnorbelladinu zplsobem para-para’.?®%* Oba strukturni typy,
které mulZieme souhrnné nazyvat krinanovym strukturnim typem, jsou odvozeny
od 5,10b-ethanofenantridinu.’® Charakteristickym znakem téchto skupin alkaloidd je
ethanovy mustek, ktery premostuje molekulu alkaloidu v polohdach N-5 a C-10b. Podle
absolutni konfigurace ethanového mustku rozliSujeme a-krinany, které odpovidaji
alkaloidim haemanthaminového typu a B-krinany, které odpovidaji alkaloidim krininového

typu (Obr. 3).1319.25

vittatin krinin

Obrazek 3: Porovnani struktur a-krinan( (vittatin) a B-krinand (krinin)

Hlavnim zastupcem haemanthaminového strukturniho typu je haemanthamin, u krininového
strukturniho typu je to alkaloid krinin. K dalSim zastupcim haemanthaminového
strukturniho typu fradime haemanthidin, vittatin, krinamin, hamayn, bulbispermin,
maritidin, papyramin (Obr. 4). Mezi dalsi zdstupce alkaloid(i krininového strukturniho typu
fadime ambellin, powellin, distichamin, hippeastidin, krinamidin, makowin, bufanisin,
bufanidrin, undulatin (Obr. 5).19:21.24,26,27

Alkaloid haemanthamin je terciarni amin s alifatickou hydroxylovou skupinou v poloze
C-11 a methoxyskupinou v poloze C-3.2% V jeho struktufe najdeme téZ 1,3-dioxolanovy kruh,
aromatické jadro a jednu dvojnou vazbu v poloze C1-C2. Haemanthamin se vyskytuje
v nékolika rodech celedi Amaryllidaceae — Crinum, Haemanthus, Hippeastrum, Narcissus

a Zephyrantes 24?829
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Obrazek 5: Alkaloidy krininového strukturniho typu
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3.4. Biologicka aktivita haemanthaminu a jeho pfirodnich derivatu

3.4.1. Protinadorova aktivita

Vyznamnou vlastnosti nékterych AAs je protinddorova aktivita, ktera byla prokazana
zejména u alkaloidd haemanthaminového, lykorinového a narciklasinového strukturniho
typu, pficemz vyhodou nékterych latek je selektivni plsobeni na nddorové bunky a zaroven
relativné nizké riziko toxického pusobeni na buriky zdravé.'®3° Jiz fadu let je vénovana
pozornost alkaloidu haemanthaminu a jeho cytotoxickému potencidlu, ktery byl prabézné
dokazovan rdznymi védeckymi skupinami po celém svété. Protinddorova aktivita alkaloidu
haemanthaminu byla testovdna na mnoha nddorovych a nenddorovych bunécnych liniich.
Diky intenzivnimu testovani bylo mozZné specifikovat urcité souvislosti mezi strukturou
testovanych latek a jejich U¢inkem.22:31,32

V roce 2009 byla u nékolika AAs riznych strukturnich typ( testovana cytotoxicka aktivita. Pro
testovani byly vybrany alkaloidy patfici jak k haemanthaminovému strukturnimu typu
(haemanthamin, 11-hydroxyvittatin, 8-O-demethylmaritidin), tak ke krininovému
strukturnimu typu (ambellin, buphanamin, buphanisin). U téchto sloucenin byla hodnocena
antiproliferativni aktivita vic¢i bunéénym liniim Hela (cervikalni karcinom) a Vero (karcinom
ledvinového epitelu) a také jejich schopnost indukovat apoptézu bunécnych linii Jurkat
(akutni leukémie T-lymfocyt(i). Pomoci MTT testu bylo prokazano, Ze alkaloid haemanthamin
v koncentraci 25 uM zapficinil vyznamny pokles Zivotaschopnosti nddorovych bunék
pravdépodobné pomoci aktivace bunééné apoptdzy. Naopak, alkaloid 11-hydroxyvittatin,
ktery se od haemanthaminu lisSi pouze demethylaci v poloze C3, nevykazoval Zadnou
antiproliferativni aktivitu a pouze mirnou indukci apoptdzy. Z téchto vysledkl mulzeme
usuzovat, Ze duleZitym farmakoforem pro protindadorové plsobeni u alkaloid(
haemanthaminového strukturniho typu je pravé methoxy uspofadani v poloze C3 molekuly.

Vysledky testovani antiproliferativni aktivity jsou shrnuty v Tab. 2.33
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Tabulka 2: Protinddorova aktivita vybranych alkaloid( krinanového strukturniho typu3?

alkaloid Zivotaschopnost bunék® indukce apoptézy®
[%] [%]
bunécna linie Hela Vero Jurkat
5uM 25 um 5uM 25uM 1M  25uM
haemanthamin 302 212 44+3  32+2 41 221
11-hydroxyvittatin 86+3 72 %5 64+2 646 3x1 4=1
8-0-demethylmaritidin 907 82+7 87+4 82+5 511 4+z+1
ambellin 1009 79+10 958 89+6 4+4 4+1
buphanamin 98+4 96+9 83+2 90+10 3+3 31
buphanisin 100+ 8 99t6 747 7916 3+3 51

@ Zivotaschopnost bunék po 48 hodinach MTT testu vyjadrena jako stfedni hodnota tfech nezavislych
méreni * standartni odchylka

b % apoptotickych bunék po 24 hodinach vyjadfena jako stfedni hodnota dvou nezévislych mé¥eni + standartni
odchylka

V roce 2010 bylo z Crinum ornatum izolovano nékolik alkaloid(, u kterych byla stanovovéna
antioxidacni aktivita. Pomoci DPPH testu bylo zjiSténo, Ze alkaloid haemanthamin v ddvce
1 mg/ml vykazuje vyrazné antioxidacni vlastnosti a je tedy schopen vychytavat volné
radikaly, coz mlze pfrispivat k jeho antiproliferativnimu a cytotoxickému ucinku. Schopnost
vychytavat volné radikaly byla u dalSich testovanych alkaloidd krinaminu a hamaynu nizsi

nez u haemanthaminu (Tab. 3).2234

Tabulka 3: Antioxida¢ni aktivita alkaloidd krinanového strukturniho typu? (%)34

koncentrace haemanthamin krinamin hamayn
1 mg/ml 8,82 1,76 1,18
500 pg/ml 3,53 1,18 0,59
250 pg/ml 1,76 0,59 0,59
125 pg/ml 1,18 0 0

2Pokles absorbance DPPH, méfeno pfi 517 nm po 10 minutach

Ackoliv princip cytotoxického ucinku haemathaminu nebyl doposud zcela objasnén, mnohé
studie poukazuji na moziné principy jeho mechanismu. Kromé antioxida¢niho plsobeni
a indukce apoptdzy se jedna také o schopnost inhibice proteosyntézy vazbou na centrum
peptidyltransferazy 60S ribozomalni podjednotky. Diky tomu je haemanthamin schopen
branit tvorbé peptidovych vazeb, &im? je narudena syntéza proteint.33> Haemanthamin je
také schopen vyvolat nuklearni stres a inhibovat biogenezi ribozom( a aktivovat

cytotoxickou odpovéd zavislou na p-53.31:36
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V roce 2015 byly studovany ucinky haemanthaminu a haemanthidinu na indukci apoptdzy
u lidskych leukemickych bunék Jurkat. Vysledky studie ukazuji, Ze haemanthamin
a haemanthidin pti koncentracich v rozmezi 5 uM az 20 uM snizuji zivotaschopnost bunék
zplUsobem zavislym na ddvce. Schopnost sniZovat viabilitu bunék byla po 48 hodinach
vyraznéjsi u alkaloidu haemanthidinu nez u alkaloidu haemanthaminu. Oba testované
alkaloidy také sniZuji membranovy mitochondridlni potencial, zastavuji bunéény cyklus v G1
a G2/M fézi a indukuji apoptdzu, kterd je doprovazena aktivaci kaspéz 3, 7, 8 a 9.31:32,37

Vramci studie cytotoxické aktivity vic¢i p53-negativnim gastrointestindalnim nadorovym
bunikdm Caco-2 a HT-29 bylo testovano 13 amarylkovitych alkaloid( 5 rliznych strukturnich
typu, které byly predem izolovdny z rlznych rostlin celedi Amaryllidaceae. Z alkaloidd
haemanthaminového strukturniho typu byly pro testovani vybrany alkaloidy haemathamin,
haemanthidin a hamayn. Z rady alkaloidd krininového strukturniho typu byly testovany
alkaloidy ambellin, undulatin, buphanamin a 1-O-acetylbulbisin. Pro kontrolu celkové toxicity
byly vyuZity zdravé lidské intestindlni buniky FHs 74 Int. Hodnoty ICso pro vSechny testované
alkaloidy byly stanoveny na zakladé MTT testu. Nejsilnéjsi cytotoxicky potencial proti obéma
testovanym bunéénym liniim vykazovaly alkaloidy haemanthamin a haemanthidin, tedy
alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu, které ve své struktufe obsahuji
5,10b-ethanofenanthridinovy mustek v a konfiguraci. Alkaloidy krininového strukturniho
typu, jejichz mlstek je v postaveni B, byly v ramci této studie vyhodnoceny jako neucinné.
Snizend cytotoxickd aktivita byla pozorovdna také u o-krinanu hamaynu, ktery se
od ucinného haemanthaminu [isi substituci v poloze C3, kdy hamayn zde misto methoxy
skupiny obsahuje pouze hydroxylovou skupinu. Ostatni testované alkaloidy byly
vyhodnoceny jako neucinné s hodnotami ICso> 10 uM. Vysledky testovani cytotoxické

aktivity nejaktivnéjsich alkaloidd jsou shrnuty v Tab. 4.38

Tabulka 4: Cytotoxicka aktivita haemanthaminu a haemanthidinu v(i¢i nadorovym bunéénym
liniim Caco-2 a HT-29 vyjadFenad jako 1Cso (LM )38

Alkaloid ICso (LM)?
Caco-2 HT-29 FHs 74 Int
haemanthamin 0,99+0,14 0,59+0,01 19,5+8,9
haemanthidin 3,3+0,9 1,7+0,1 11,6 £0,9

2 vysledky jsou vyjadreny jako stifedni hodnoty + standartni odchylka tfi nezavislych méreni
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Na dllezitost a konfigurace 5,10b-ethanofenantridinového mistku pro cytotoxickou
udéinnost poukazal jiz v roce 2007 McNulty.?® Pro svou studii vybral nékolik alkaloidd z obou
fad krinanovych alkaloidl a studoval jejich cytotoxické plsobeni vici nadorovym bunkam
potkaniho hepatocelularniho karcinomu 5123tc. V ramci studie bylo zjisténo, Ze alkaloidy
s a konfiguraci 5,10b-ethanofenanthridinového mdastku haemanthamin a krinamin jsou
schopny iniciovat u téchto nadorovych bunék apoptdézu. Byla tak stanovena ucinna davka pro
indukci apoptdézy u 50 % ndadorovych bunék na davku 12,5 pM u krinaminu a 15 pM
u haemanthaminu, zaroven bylo prokdzano, Ze oba alkaloidy puUsobi selektivné na nddorové
buriky a vyraznéji neovliviiuji bunky zdravé. Alkaloidy krininového typu byly vyhodnoceny
jako neaktivni, coZz opét vypovidd o duleZitosti a konfigurace mustku pro cytotoxickou
aktivitu. Z vysledk( se da také usoudit, Ze stereochemie methoxy skupiny v poloze C3 neni
pro ucinek rozhoduijici. V ramci studie byla také hodnocena dlleZitost volné hydroxylové
skupiny v poloze C11. Z tohoto dlivodu byly pfipraveny dva derivaty krinaminu s acylovanou
hydroxylovou skupinou, které v ndsledujicich testech nevykazovaly Zadny cytotoxicky ucinek.
Zavérem lze fici, Ze z hlediska vztah( struktury a ucinku je pro cytotoxicky ucinek dllezité
a usporadani 5,10b-ethanofenanthridinového mustku a volna hydroxylova skupina v poloze
C11.%

V roce 2010 byl testovan cytotoxicky potencial 15 AAs vici Sesti ndadorovym bunéénym
liniim. Ze zdstupcl haemanthaminového a krininového strukturniho typu byly pro testovani
vybrany alkaloidy haemanthamin, haemanthidin, ambellin, buphanamin a buphanisin. Studie
prokazala antiproliferativni aktivitu haemanthaminu a haemanthidinu vUic¢i nadorovym
bunéénym liniim odolnym v(c¢i apoptéze A549 (adenokarcinom plic), U373 (glioblastom),
OE21 (esofagealni karcinom), SKMEL-28 (melanom), Hs683 (oligodendrogliom) a B16F10

(mysi melanom). Vysledky studie jsou shrnuty v Tab. 5.4

Tabulka 5: /n vitro cytotoxicka aktivita testovanych krinanovych alkaloidd®’

alkaloid A549 EO21 Hs 683 U373 SKMEL B16F10
ICso (UM)

haemanthamin 4,51 0,6 6,8+0,7 7,0+0,3 7,7+0,5 8,5+0,2 6,8+0,2

haemanthidin 4,0+04 3,7+0,2 43+0,2 3,8+0,2 4,2+0,2 3,1+£0,2

ambellin >10 86+3 >10 >10 >10 >10

buphanamin >10 >10 >10 >10 >10 >10

buphanisin >10 9712 > 10 >10 >10 >10
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V roce 2015 byl vyzkumnou skupinou ADINACO testovan cytotoxicky potencial 22 AAs v{ci
16 nddorovym bunéénym liniim pomoci testu WST-1 za pouZiti nenddorovych lidskych
fibroblastl jako kontrolni bunécéné linie. Alkaloidy haemanthamin a haemanthidin vykazovaly
vyraznou antiproliferativni aktivitu vici vSem testovanym bunéénym liniim. V Tab. 6 jsou

shrnuty vysledky testovéni u¢inného haemanthaminu a haemanthidinu.*!

Tabulka 6: /n vitro cytotoxicita haemanthaminu a haemanthidinu v hodnotach ICso (uM)*?

bunécna linie haemanthidin haemanthamin
HL-60 1,6+0,2 0,9+0,1
Jurkat 9,3+0,2 1,4+0,3
MOLT-4 1,7+0,1 1,2+0,1
A549 9,6+0,0 1,1+£0,2
H1299 9,4+0,3 1,2+0,2
COLO-201 9,3+0,3 1,0+0,1
HT-29 1,3+0,1 0,3+0,1
SW-480 1,4+0,1 0,7+0,1
AGS 1,5+0,3 1,0+0,2
PANC-1 9,7+0,2 9,8+0,4
A2780 2,3+0,4 0,7+0,4
Hela 1,6+0,2 060,1
BT-549 9,6+0,1 1,0+0,2
MCF-7 1,8 +0,2 0,8+0,1
MDA-MB-231 8,5+0,1 9,5+0,2
SAO0S-2 9,7+0,4 1,1+0,4
NHDF 1,4+0,4 0,5+0,1

Vysledky jsou vyjadreny jako stfedni hodnoty * standartni odchylka ze tfi nezavislych méreni.

HL-60 (akutni promyelotickd leukémie), Jurkat (akutni leukémie T-lymfocyt), MOLT-4 (akutni lymfoblasticka
anémie), A549 (karcinom plic), H1299 (karcinom plic), COLO-201 (karcinom stfev), HT-29 (kolorektalni
karcinom), SW-480 (kolorektalni karcinom), AGS (adenokarcinom Zaludku), PANC-1 (karcinom slinivky bfisni),
A2780 (ovarialni karcinom), Hela (cervikaIni karcinom), BT-549 (karcinom prsu), MCF-7 (karcinom prsu),
MDA-MB-231 (adenokarcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom), NHDF (normaini lidské dermaini fibroblasty).

Studie z roku 2017 sledovala pomoci WST testu cytotoxicky ucinek alkaloidu haemanthaminu
a butyratu sodného (NaB), ktery patfi k tzv. inhibitorim histondeacetyldzy*2. Tyto latky jsou
potencialné vyuZitelné v 1écbé nadorovych onemocnéni. NaB je schopen v nadorovych
burikdch inhibovat proliferaci, indukovat jejich diferenciaci nebo apoptdzu. Cilem této studie
bylo urcit cytotoxicky potencidl haemanthaminu, NaB a jejich rliznych kombinaci. Pro
testovani aktivity byl vybran kmen nadorovych ovarialnich bunék A2780 a zdravych lidskych
MRC-5 fibroblastl jako kontrolni bunécné linie. Bylo zjiSténo, Ze haemanthamin
v koncentraci 10 uM inhibuje rlst testovanych nddorovych A2780 i nenddorovych bunék

MRC-5. Kombinace haemanthaminu (10 uM) a NaB (5 mM) se projevila nizSim
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antiproliferativnim Gcinkem na nenddorové bunky MRC-5. Dale bylo zjisténo, Ze zminéna
kombinace latek zplisobuje zvySenou cytotoxicitu v nddorovych bunkach A2780, zaroven ale
takovy ucinek nevyvoldava u bunék zdravych. Vysledky studie naznacuji, Ze alkaloid
haemanthamin by mohl byt vyuZivan v kombinované |écbé s dalSimi terapeutiky vcetné
NaB.*?

Mnoho dalSich studii prokazalo, Ze alkaloid haemanthamin vykazuje silny antiproliferacni
a cytotoxicky potencial na Siroké spektrum rlznych nddorovych bunécnych linii.
Nejvyraznéjsi cytotoxicky ucinek haemanthaminu byl prokazan zejména u téchto nddorovych
bunéénych linii: cervikalni karcinom (Hela), akutni lymfoblasticka anémii (MOLT-4),
hepatocelularni karcinom (HepG2), karcinom prsu (MCF-7), chronickd myeloidni leukémie
(K562), akutni lymfoblasticka anémie (CEM), karcinom stfev (Caco2), kolorektalni karcinom
(HT-29), ovaridlni karcinom (A2780), karcinom prsu (T47-D) akutni leukémie T-lymfocyt(
(Jurkat). Hodnoty cytotoxické aktivity vici témto nadorovym bunéénym liniim jsou shrnuty
v Tab. 7.222231

Tabulka 7: Cytotoxickd aktivita haemanthaminu in vitro proti bunéénym liniim vyjadifena
jako ICso (uM)?%31

Bunécna linie Zkratka 1Cso Metoda
cervikalni karcinom Hela 7,2%2,2 MTT test (72 h)
akutni lymfoblasticka anémie MOLT-4 1,2+0,1 WST-1 test (48 h)
hepatocelularni karcinom HepG2 4,8 MTT test (48 h)
karcinom prsu MCEF-7 0,8+0,1 WST-1 test (48 h)
chronicka myeloidni leukémie K562 2,5 MTT test (48 h)
kolorektdlni karcinom HT-29 2,1 MTT test (48 h)
ovarialni karcinom A2780 0,7+0,4 WST-1 test (48 h)
akutni leukémie T-lymfocyt Jurkat 1,4+0,3 WST-1 test (48 h)

3.4.2. Dalsi biologicka aktivita

V ramci studie z roku 2003 bylo zjisténo, Ze alkaloid haemanthamin a jeho pfirodni derivaty
vykazuji antimalarickou aktivitu. Maldrie je Zivot ohroZujici parazitdrni onemocnéni
zplUsobené prvoky rodu Plasmodium, priemZ nejvice zastoupenymi a zaroven nejvice
nebezpeénymi druhy schopnymi infikovat ¢lovéka jsou druhy Plasmodium falciparum
a Plasmodium vivax*?. Toto onemocnéni je rozsifené zejména v socidlné slabych tropickych
oblastech. Vyznamnym problémem je rostouci resistence rodu Plasmodium falciparum

na dostupna antimalarika, proto je vhodné aktivné vyhleddvat nové potencialni prostredky
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léCby. Antimalarickd aktivita haemanthaminu, krininu, 6-hydroxyhaemanthaminu vucdi
dvéma kmendm druhu Plasmodium falciparum (citlivy na chlorochin — T9.96 a resistentni
na chlorochin Ki) byla testovana v nékolika riznych koncentracich. Nejvyraznéjsi aktivitu
proti obéma kmenim Plasmodium falciparum vykazovaly alkaloidy haemanthamin
a 6-hydroxyhaemanthamin. Vysledky antimalarické aktivity testovanych alkaloid(i jsou
shrnuty v Tab. 8. Bylo zjisténo, Ze vysSi antimalarickd aktivita se da predpokladat u AAs
s methylendioxybenzenovym uspofadanim a tercidrnim dusikem bez methylu.3043-45

Alkaloid haemanthamin vykazuje také aktivitu proti prvokim Entamoeba hystolityca,
Leischmania donovanii, Trypanosoma brucei rhodesiense a Trypanosoma cruzi.
Nejzajimavéjsi  antiprotozodlni  aktivita  haemanthaminu  byla  zjiSténa  proti
prvoku Trypanosoma brucei rhodesiense (ICso=0,49 ug/ml) a Entamoeba hystolytica
(ICs0 = 0,75 pg/ml). Alkaloid haemanthaminového typu haemanthidin vykazoval aktivitu vici
Trypanosoma brucei rhodesiense (1Cs0 = 1,1 pg/ml) a Trypanosoma cruzi

(ICs0 = 1,4 pg/ml).2245-47

Tabulka 8: Antimalarickd aktivita alkaloidd vici Plasmodium falciparum a jejich 1Cso*

Plasmodium falciparum Plasmodium falciparum
T9.96 K1
alkaloid pug/ml  inhibice % inhibice %
haemanthamin 5 94,63 96,99
1Cs0 (LM) 1 65,77 68,07
T9.96 K1 0,2 46,31 51,81
0,703 0,433 0,04 30,87 31,93
krinin 5 73,75 74,28
ICs0 (LM) 1 44,63 63,81
T9.96 K1 0,2 36,56 41,90
2,110 1,650 0,04 26,49 17,14
6-hydroxyhaemanthamin 5 91,89 95,24
ICs0 (LM) 1 67,60 80,95
T9.96 K1 0,2 46,54 64,76
0,348 0,352 0,04 39,86 11,43

U nékolika AAs byla testovdana schopnost in vitro inhibice replikace viru lidské
imunodeficience 1 (HIV-1) na burfikdch MT4.8 Cytotoxicita latek (TCso) v neinfikovanych
burikdch byla hodnocena pomoci testu MTT a testu inkorporace [3H] thymidinu. Antivirova
aktivita byla stanovena pomoci testu antigenu p24 (IDso?) a testem reverzni transkriptazy

na pevné fazi (IDsoP). Vysoké antiretrovirové U¢inky a zaroveri nizké terapeutické indexy
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vykazaly alkaloidy trisfaeridin, lykorin, homolykorin a haemanthamin. V Tab. 9 jsou shrnuty
antivirové ucinky haemanthaminu a haemanthidinu. VSechny uvedené hodnoty jsou
pramérem péti nezdvislych méreni. Hodnota terapeutické indexu Tl je vysledkem poméru

hodnot 1Dso/TCs0.%8

Tabulka 9: Cytotoxicka a antiretrovirova aktivita haemanthaminu a haemanthidinu®

Alkaloid TCso (p.g/ml) IDso? (p.g/ml) |Dsob (ug/ml) Tlso
haemanthamin 1,00 0,8 - 1,3
haemanthidin 1,00 zadny efekt - -

Virus ptaci chfipky (AIV) je jednovldknovy RNA virus nalezici do celedi
Orthomyxoviridae. AIV zplsobuje infekci lidi i hospodarskych zvitat, nejcastéji drlbeze,
prasat a divoké zvére. Vysoce patogennim kmenem AIV je H5N1. Pro testovani antivirové
aktivity AAs bylo izolovano 15 alkaloidd z cibuli Lycoris radiata, u kterych se testovala jejich
in vitro ucinnost proti viru influenza A (H5N1). Z testovanych alkaloid( pouze 4 vykazovaly
antivirovou aktivitu (lykorin, hippeastrin, haemanthamin a 11-hydroxyvittatin) a inhibovaly
replikaci viru. Alkaloid haemanthamin navic pravdépodobné muze ovlivnit export
ribonukleoproteinu z jadra do cytoplasmy. V Tab. 10 jsou shrnuty vysledky antivirové aktivity
haemanthaminu a 11-hydroxyvittatinu v jednotkdch cytotoxické koncentrace (CCso),

efektivni koncentrace (ECso, ECs0) a index selektivity (SI) jako pomér CCso/ECs0.%°

Tabulka 10: Antivirova aktivita haemanthaminu a 11-hydroxyvittatinu proti viru H5SN14°

Alkaloid CCso (M) ECso (LM) ECgo (M) Sl
haemanthamin 50+0,12 1,48 + 0,003 4,15 + 0,052 34
11-hydroxyvittatin > 278 6,7 £ 0,038 13,45+ 0,57 > 41

Vroce 2015 byla védeckou skupinou ADINACO testovana in vitro antibakterialni
a antifungdlni aktivita alkaloidnich extraktd Sesti vybranych druhl Amaryllidaceae.
Pro testovani byli vybrani zastupci rlznych typl mikroorganisml — grampozitivni
a gramnegativni bakterie (Staphylococcus aureus (S.a.) ATCC 25923 a Escherichia coli (E.c.)
ATCC 25922) a lidské patogenni kvasinky Candida albicans (C.a.) ATCC 10321. Déle bylo
vyuzito 5 kvasinkovych klinickych izolatd, které byly ziskany z Katedry |ékarské mikrobiologie
2. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a z FN Motol. 1zolaty byly odebrany z rlznych zdroji:
Candida albicans 1 (C.a.1 - Gstni dutina), Candida albicans 2 (C.a.2 —dolni dychaci cesty),

Candida  dubliniensis1 ~ (C.d.1-sputum), Candida glabratal (C.g.1 - sputum),
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Lodderomyces elongiosporus 1 (L.e.1- endotrachedlni aspirat).>° Testované alkaloidy, patfici
k5 rlznym strukturnim typdm AAs, byly jiz dfive izolovany na pracovisti védecké skupiny
ADINACO ze Ctyr rostlinnych druhl Zephyrante robusta, Chlidanthus fragrans, Nerine
bowdenii a Narcissus poeticus cv. Pink Parasol. Slibna antibakterialni aktivita byla zjisténa
u lykorinu, ktery inhiboval Candida dubliniensis (MICgo=32 pug/ml), Candida albicans
a Lodderomyces elongiosporus (MICgo= 64 pug/ml). Dalsi slibnou aktivitu vykazal zastupce
lykorinového strukturniho typu alkaloid karanin. Alkaloid haemanthamin vykazoval slabou
antimikrobialni aktivitu proti Candida albicans a Candida dubliniensis (MICgo =512 ug/ml)
a proti Lodderomyces elongiosporus (MICgo =256 pg/ml). Invitro antimikrobidlni aktivita
proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim a vybranym kvasinkdm je shrnuta

v Tab. 11.59

Tabulka 11: Antimikrobidlni aktivita in vitro vybranych alkaloid>°

MICso/ MFC (pg/ml)

Alkaloid C.a. C.a.l C.a.2 Cd.1 Cg.l Le.l E.c. S.a
haemanthamin -/- 512/- -/- 512/- -/- 256/- - -
haemanthidin -/- -/- -/- 512/- -/- 512/- - -
hamayn -/- -/- -/- 512/- -/- 512/- - -
ambellin -/- 512/- 512/- 512/- -/- 512/- - -
krinin -/- 512/- 512/- 512/- 512/- 256/512 - -
lykorin 64/512  128/512 256/  32/256 512/512  64/256 - -
512
karanin 512/- 512/- 512/- 128/512 512/512 256/512 2048 -

MICgo minimalni inhibi¢ni koncentrace, MFC minimalni fungicidni koncentrace
Neaktivni: kvasinky > 512 ug/ml, bakterie > 2048 pg/ml

Vroce 2021 se vyzkumna skupina ADINACO vénovala také testovani antimykobakterialni
aktivity.®* Tuberkul6za je infekéni onemocnéni zplsobené bakteriemi Mycobacterium
tuberculosis a patti stale mezi 10 nejéastéjsich pric¢in umrti na infekéni agens. Testovana byla
in vitro antimykobakteridlni aktivita proti Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Ra,
Mycolicibacterium aurum a Mycolicibacterium smegmatis za pouziti isoniazidu, rifampicinu
a ciprofloxacinu jako standardd. Bylo testovdano 9 AAs rlznych strukturnich typl vcetné
haemanthaminu. Ani jeden 1z testovanych AAs nevykazoval antimykobakteridlni

aktivitu (Tab. 12)32.
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Tabulka 12: /n vitro antimykobakterialni aktivita proti Mtb H37Ra, Mycolicibacterium aurum
a Mycolicibacterium smegmatis®?

Alkaloid Mtb H37Ra Mtb H37Ra M. smegmatis M. aurum
(ng/ml) (1M) (ng/ml) (ng/ml)
haemanthamin > 500 > 1659,3 > 500 > 500
3-0-methylpankracin > 500 >1659,3 > 500 > 500
vittatin > 500 >1842,9 > 500 250
maritidin > 500 >1740,0 > 500 > 500

U haemanthaminu a jeho dalSich pfirodnich derivatl byla také testovana schopnost inhibice
acetylcholinesterdzy, butyrylcholinesterdzy, prolyloligopeptidazy a GSK-3B, tedy enzymd
ovliviiujicich pribéh Alzheimerovy choroby.>?->¢ Podle provedenych studii, inhibi¢ni aktivita
haemanthaminu je vic¢i témto testovanym enzymidm velmi nizka (1Cso > 100 uM). Vyzkum
tak sméruje k pripravé a testovdni semisyntetickych derivatli haemanthaminu, které by

vykazovaly vyznamnéjsi inhibi¢ni efekt.32-5537-60

3.5. Biologicka aktivita derivati haemanthaminu

Siroka biologicka aktivita AAs a v nékterych pfipadech i snadnd dostupnost téchto alkaloid(i
z rostliného materialu inspiruje védce k pripravé a testovani jejich semisyntetickych derivatu.
Z pohledu alkaloidu haemanthaminu se jedna zejména o aktivni vyhledavani derivat(
s vyvhodnéjsi protinddorovou aktivitou, vyraznéjsi schopnosti inhibice acetylcholinesterazy

a butyrylcholinesterdzy, ale i s antiprotozoalni a antibakteridlni aktivitou.
3.5.1. Protinadorova aktivita

Vroce 2015 byla testovana protinddorova aktivita 7 prirodnich AAs (tazettin, pankracin,
hippeastrin, vittatin, 11-hydroxyvittatin, haemanthamin a haemanthidin) izolovanych
z Pancratium canariense a 32 semisyntetickych derivat( proti ¢tyfem nadorovym bunécnym
liniim A2780 (ovarialni karcinom), SW1573 (karcinom plic), T47-D (karcinom prsu), WiDr
(karcinom tracniku). Z pripravenych semisyntetickych derivat( byla nejlepsi protinadorova
aktivita prokazana u derivatl pankracinové a haemanthaminové rady. Diky ziskanym
vysledkim byly popsany souvislosti mezi strukturou a ucinkem pro kazdou fadu

semisyntetickych derivatl. Princip pripravy derivatd haemanthaminu zobrazuje Obr. 6.
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Porovnani protinddorové aktivity uvedené v hodnotach rlstové inhibicni koncentrace
derivat( haemanthaminu (1-11) a dalSich testovanych alkaloidd je shrnuto v Tab. 13.62

Nejlepsi vysledky protinadorové aktivity byly prokdazany u pfirodnich alkaloidd
haemanthaminu a haemanthidinu a derivdtu 7. Po porovnani struktur plvodnich
testovanych alkaloidli haemanthaminu, haemanthidinu, vittatinu a 11-hydroxyvittatinu
(Obr. 4,5) ajejich vysledkl protinddorové aktivity mlZeme uvaZovat, Ze pro ucinek je
dllezitd methoxy skupina v poloze C3 a hydroxy skupina v poloze C11. Bylo zjiSténo,
Ze dalsSim dulezitym strukturnim prvkem pro protinddorovou aktivitu je dvojnd vazba
v poloze C1-C2, jelikoZ derivaty 9 a 10, které ve své struktufe tuto vazbu neobsahuji, byly
neaktivni. Pro haemanthaminovou fadu derivat( je také dllezité methylendioxy uskupeni,
jelikoz aktivita derivatu 5 byla oproti dalSim [atkdm snizend. Haemanthidin s hydroxylovou
skupinou v poloze C6 lze povaZovat za stejné aktivni jako alkaloid haemanthamin, pficemz
acylaci hydroxylovych skupin v polohach C6 a Cl11 haemanthidinu vznikaji neaktivni

derivaty.52

Tabulka 13: /n vitro protinddorova aktivita alkaloidd a derivatd haemanthaminu®?

Glso (LM)

Latka A2780 SW1573 T47-D WiDr
haemanthamin 0,68 +0,2 2,1+2,0 0,87+0,4 1,2+0,5
haemanthidin 1,5+0,1 2,0+£1,0 1,8+1,0 2,7+2,0
vittatin >100 > 100 > 100 > 100
11-hydroxyvittatin 21,0+2,0 16,9+4,0 12,5+9,0 21,1+6,0
1 >100 > 100 > 100 > 100
2 27,2+10,0 29,5+12,0 72,3+24,0 63,3+35,0
3 19,1+ 1,0 21,9+ 4,0 46,1 +30,0 32,8 +22,0
4 2100 2100 2100 2100
5 >100 >100 >100 >100
6 >100 >100 >100 >100
7 1,5+0,1 2,7+0,1 4,4 +1,5 3,5+2,0
8 33,2+2,0 39,1+20,0 78,6 £ 24,0 67,4 £ 34,0
9 31470 29,8+3,0 >100 58,9+12,0
10 2100 2100 2100 2100
11 27,2+5,0 22,0 + 20,0 > 100 > 100

A2780 (ovarialni karcinom), SW1573 (karcinom plic), T47-D (karcinom prsu), WiDr (karcinom tracniku)
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Ac (100 %)
COC5H,N (48 %)

p-BrCgH,CO (60 %)
COCH(CH3); (65 %) RCI BBrs NBS

haemanthamin 7 (40 %)

Br, H,, Pd/C | NH3OHCI/CH3CO,Na

OCH, OCH,

10 (25 %)

Obrazek 6: Priprava derivatid haemanthaminu pro testovani protinadorové aktivity (prevzato
a upraveno)®?

Vroce 2022 byla publikovana studie vyzkumné skupiny ADINACO, v rdmci které byla
syntetizovana nova fada alifatickych, aromatickych a heterocyklickych derivat
haemanthaminu (Obr. 7) s cilem zvysit jeho antiproliferativni a cytotoxicky U¢inek.®® Derivéty
byly pfipraveny modifikaci hydroxylové skupiny v poloze C11 a hydrogenaci vazby v poloze
C1-C2. Priprava derivatli (3-9) a (12-15), u kterych byla jiz dfive testovana anticholinergni
aktivita, je uvedena v nasledujici kapitole Inhibice AChE, BuChE a GSK-3pB. Antiproliferativni
ucinek byl zjistovan proliferativnim testem WST a pomoci stanoveni procenta rdstu u 9
nadorovych bunécnych linii (Jurkat — akutni leukémie T-lymfocytl, MOLT-4 — akutni
lymfobastickd leukémie, A549 — karcinom plic, HT-29 — kolorektdlni karcinom, PANC-1 —
karcinom pankreatu, A2780 — ovarialni karcinom, Hela — cervikalni adenokarcinom, MCF-7 —
karcinom prsu, SAOS-2 — osteosarkom) a jedné linie nenadorové (MRC-5 — plicni fibroblast).

Z testovanych sloucenin byl nejlepsi ucinek prokazan u derivatu
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11-0O-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu (21), ktery wvykazoval vyznamnou aktivitu
zejména proti inhibici ristu nddorové bunééné linie HeLa (ICso=0,2 + 0,1 uM)®3, Derivat (21)
vykazoval aktivitu i vici bunéénym liniim rezistentnich na doxorubicin (HT-29, A549,
PANC-1). Dobrych vysledk(i dosahl také derivat 11-O-(3,5-dinitrobenzoyl)haemanthamin
(7). Obé tyto latky (7, 12) jsou nitroderivaty, které se vzdjemné lisi v substituci benzoylové
skupiny. U derivatu 1,2-dihydrohaemanthaminu (2), ktery ve své struktufe neobsahuje
dvojnou vazbu v poloze C1-C2, by sledovan vyrazny pokles aktivity, z toho se da uvazZovat, Ze
dvojnd vazba ve strukture latky je pro Ucinek zdsadni. V Tab. 14 jsou shrnuty vysledky
antiproliferativni aktivity haemanthaminu (1), 11-O-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu
(21), 1,2-dihydrohaemanthaminu  (2), 11-0-(3,5-dinitrobenzoyl)haemanthaminu (7)
a doxorubicinu jako referencni latky, v Tab. 15 jsou shrnuty hodnoty ICso pro nadorové
a nenadorové bunécné linie haemanthaminu (1)

a 11-0-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu.®3

Rs
10: R;=H,R,=Me,R4=H,R,=Me Rs=H
11: R,=Me,R,=Me,Rs=H,R,=H,Rs=H

Hap, 10 % Pd/C o) ‘ 16:
THF / dihydrohaemanthamin (2) R;=H,R,=OEt,R;3=H,R,=OEt,Rs=H

18: R1=H,R2=C|,R3=C|,R4=H,R5=H

o)

OCHj, OCHj; 19: R4=I,R,=H,R3=H,R,=H,Rs=H

—OH —0OCOR 20: R4=H,R,=H,R3=I,R,=H,Rs=H
<O RCOCI, DMAP_ < 21: Ry=H,R,=N0,,R4=CI,R;=H,R5=H
22: R4=H,R,=N0,,R3=Me,R,=H,Rs=H

0]
haemanthamin (1)

r|d|n 50-10 °C
Py 23: Ry=H,R,=Br,R3=H,R,=NO,,Rs=H

24: Ry=CI,R,=H,R3=NO,,R4=H,Rs=H
25: R1=H,R2=Me,R3=F,R4=H,R5=H
26: R;=F,R ,=Me,R;=H,R,=H,R5=Cl

17:R= (CH,),CH,=CH, 27: R— 28:R = 29:R = 30:R =

SER GO VRSV

Obr. 7: Priprava derivatl haemanthaminu pro testovani protinadorové aktivity (prevzato a
upraveno)®3
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Tabulka 14: Procenta rlGstu GP? haemanthaminu, 1,2-dihydrohaemanthaminu,
11-0-(3,5-dinitrobenzoyl)haemanthaminu a 11-0-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu®

Bunecna linie haemanthamin (1) 2 7 21 doxorubicin
Jurkat 133 104 £ 22 35+3 00 2+1
MOLT-4 1+1 85+6 8+1 2+0 02
A549 306 96 + 17 39+5 6+8 96 +1
HT-29 37+6 89+6 48+ 6 02 109+7
PANC-1 42 +3 88+7 39+6 31+10 812
A2780 305 93+7 42 +3 1+1 14+7
Hela 232 99+6 39+3 00 13+1
MCF-7 111 92+0 11+1 21 33+1
SAOS-2 28+3 93+3 30+4 8+14 26+4
MRC-5 32+2 112+ 4 375 0+3 34+4

2 méFené pfi koncentraci 10 UM pro testované bunééné linie v % proliferace po 48 hodinach®?
Hodnoty jsou vyjadifené jako stfedni hodnoty alespon 3 nezavislych méreni,
Doxorubicin — referencni latka, koncentrace 1uM

Tabulka 15: Hodnoty ICso haemanthaminu a 11-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu
(21) vyjadiené v um®3

Bunécna linie haemanthamin (1) 11-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamin
Jurkat 2,4+0,3 5310,1
MOLT-4 1,2+0,2 50+0,2
A549 1,4+0,5 1,7+0,1
HT-29 2,4+0,5 2,210,1
PANC-1 2,5%+0,6 10,1+0,6
A2780 2,2%0,2 7,210,3
Hela 2,1+0,3 0,2+0,1
MCF-7 1,31+0,2 2,6+0,3
SAOS-2 2,3+0,5 8,304
MRC-5 2,5+0,6 2,310,2

Hodnoty jsou vyjadifené jako stfedni hodnoty * standartni odchylky minimalné tfi nezavislych méreni

3.5.2. Inhibice AChE, BuChE a GSK-3p

V roce 2019 védecka skupina ADINACO pfipravila 12 derivatli haemanthaminu a podrobila je
testdm na jejich inhibiéni potencidl proti acetylcholinesterdze a butyrylcholinesterdze.®
Pro testovani byla pouZita acetylcholinesteraza lidského plvodu (hAChE) a lidska sérova
butyrylcholinsterdza (hBuChE). U aktivnich derivatl byla testovana jejich ucinnost
proti GSK-3B. Testovana byla také schopnost latek prostupovat hematoencefalickou bariérou
a tedy dostupnost do centralniho nervového systému (CNS). Nejzajimavéjsiho potencidlu
dosahly zejména dva pripravené derivaty 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin

a 11-0-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin. Obé slouceniny vykazuji dobry inhibi¢ni potencial
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vuci obéma cholinesterdazam i GSK-3B a zaroven se u nich predpokladd dobrda permeace
do CNS.50

Pfiprava derivati haemanthaminu byla inspirovdna lykorinem, amarylkovitym alkaloidem,
jehoZz schopnost inhibice cholinesterdz je nizkd, avSak jeho acylované a etherifikované
derivaty vykazuji silnou inhibiéni aktivitu.®® Derivatizaci volné hydroxylové skupiny
haemanthaminu v poloze Cl1 bylo pfipraveno 6 alifatickych (1-6) a 6 aromatickych
(7-12) derivata. Slouceniny 1-5 byly pfipraveny acylaci pomoci anhydridl, derivaty 6-12 byly
pfipraveny acylaci rGzné substituovanymi acylchloridy za vzniku odpovidajicich estert

(Obr. 8).60

"R=Ac

'R = COCH20H3

- R = COCH(CHs3),
'R = CO(CH2)3CH3
- R = CO(CH,)4CHs
'R = CO(CH2)20H3
: R = COCgHs

OCH;

RCOOCOR
pyridin

haemanthamin derivat 1-7

NOoOGhA WON-=S

OCH;

RCOCI, DMAP

pyridin =H,R,=Cl,Rs = H

haemanthamin derivat 8-12 9 Ri=H,R;=Br,R3=H
10: R; = CH3, Ry=H,Rz; = H
11: Ry =H, R, =OCH3, Rz =H
12: Ry =H,Ry;=H, R3 =NO,

Obrazek 8: Pfiprava derivatd haemanthaminu 1-12 (pfevzato a upraveno)®

V ramci hAChE/hBuUChE screeningu alifatické estery haemanthaminu 1-6 vykazovaly velmi
nizkou (ICs502200 uM) nebo Zadnou inhibiéni aktivitu v0¢i  cholinesterdzam
(ICso > 1000 uM).%% DuleZitym znakem pro schopnost inhibice cholinesterdz se tak jevi
pfitomnost aromatického acylu, ktery nachazime v molekule derivatli 7-12. Nejucinnéjsi
derivaty 11-0O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (10) a 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin
(12) vykazovaly inhibi¢ni aktivitu v dvoumistnych mikromolarnich hodnotach ICso. Derivat
(10) navic vykazoval neselektivni aktivitu v mikromolarnich hodnotach vici obéma

cholinesterazam. Vysledky screeningu jsou shrnuty v Tab.16. U vybranych

32



haemanthaminovych derivatl 7,10,12 byl testovan inhibicni potencial vi¢i GSK-3B
pfi koncentraci 10 uM. Nejvyssi inhibicni Ucinnost byla prokdzana u derivatu 12, u kterého
byla ndsledovné stanovena i hodnota ICso, ¢imZz byla prokazana nizsi ucinnost tohoto

derivatu proti dal$im nativnim AAs masoninu, karaninu a narcimatulinu.®

Tabulka 16: Biologicka aktivita derivatd haemanthaminu spojend s AD%°

Sloucenina hAChE hBuChE SI AChE® GSK-3B GSK-3B
ICso (LM)? ICso (UM)? % inhibice®  1Cso® (UM)

haemanthamin > 500 > 500 - - -

1 > 500 > 500 - - -

2 > 500 437 +38 <0,9 - -

3 > 500 2038 <04 - -

4 > 500 > 500 - - -

5 > 500 273 +18 <0,5 - -

6 > 500 140 + 21 <0,3 - -

7 294 + 25 58+0,3 0,02 11+2 -

8 85,1+6,4 80,2 +10,2 0,9 - -

9 112+ 21 129+ 25 1,1 - -

10 18,2+1,3 6,6 1,2 0,4 15+6 -

11 180+ 17 75,5+12,5 0,4 - -

12 14,7 +1,8 > 500 34,0 27+9 34,8 £ 0,01
galanthamin 1,7+0,1 42,3+1,3 24,9 - -

@ koncentrace latky potfebnd ke snizeni aktivity enzymu o 50 %, hodnota udava priimér £ SEM tii nezavislych
méreni, kazdé provedeno tfikrat

b Selektivni index AChE stanoven jako pomér hBuChE ICso/hAChE ICso

¢ testovano pfi koncentraci 10 uM

Vroce 2020 stejna védecka skupina navazala na svlj predchozi vyzkum a navrhla,
syntetizovala a nasledné testovala dal$i fadu haemanthaminovych derivatl na in vitro

aktivitu spojenou s Alzheimerovou chorobou.5?

Acylaci volné hydroxylové skupiny
haemanthaminu v poloze C11 za pouziti riznych benzoylchloridd bylo pfipraveno dalSich
12 aromatickych esterl (Obr. 9). Inhibi¢ni vlastnosti slouc¢enin byly zjistovany Ellmanovou
metodou s pouzitim galanthaminu a eserinu jako referenénich sloucenin. Dale byla testovana
schopnost latek pronikat hematoencefalickou bariérou a schopnost plsobit v CNS.
Vyznamnd inhibice hAChE byla prokdzana stejné jako v predchozi studii u derivatu
s nitroskupinou u derivdtu 1j 11-O-(3-nitrobenzoyl)haemanthaminu (ICso0=4,0+ 0,3 puM).6!
Nejsilnéjsi inhibice hBuChE byla prokdzana u derivatu 1g
11-0-(2-methoxybenzoyl)haemanthaminu (ICso=3,3 +0,4 uM). Pro inhibici hBuChE je
pravdépodobné rozhodujici pfitomnost methoxy skupiny v poloze ortho na aromatickém

jadre. Derivaty substituované methylem v poloze ortho na aromatickém jadre vykazovaly
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neselektivni schopnost inhibice obou enzymu. Substituce methylem v polohach 3- a 4-
na aromatickém jadre vedla k Uplné ztraté nebo vyraznému sniZeni schopnosti inhibovat
AChE i BUChE. Substituce v poloze ortho na aromatickém jadfe zabranuje pravdépodobné
volné rotaci benzoylové skupiny a umoznuje tak vhodnou orientaci do aktivniho mista

cholinesterazy (Tab. 17).5?

OCH;, OCHj

RCOCI, DMAP

pyridin
. R1=H, R2=CH3,R3=H, R4=H

. R1=H, R2=H3, R3=CH3, R4=H

. R1=H, R2=H,R3=Et, R4=H

. R1=H, R2=H,R3=C|, R4=H

. R1=H, R2=F, R3=H, R4=H

. R1=H, R2=H,R3=OCH3, R4=H

. R1=OCH3, R2=CH3,R3=H, R4=H

. R1=H, R2=OCH3,R3=H, R4=OCH3
i: R1=H, R2=OCH3,R3=OCH3, R4=H
j: R1=H, R2=N02,R3=H, R4=H

. R1=N02, R2=H,R3=H, R4=H

11: Ry=H, R,=NO,,R3=H, R4=NO,
1m: R1=C|, R2=CH3,R3=H, R4=H

haemanthamin (1)

Obrazek 9: Pfiprava derivatd haemanthaminu 1a-1m (pfevzato a upraveno)®!

Tabulka 17: In vitro aktivita derivatd haemanthaminu 1a-1m vi¢i hAChE a hBuChE®?

Sloucenina hAChE + SEM? S| hAChE® hBuChE + SEM? S| hBuChE®
|C50 (|.I.|V|) |C50 (|J.|V|)

haemanthamin > 100 - > 100 -

1a > 100 <0,26 263 >3,8

1b > 100 - > 100 -

1c >100 - > 100 -

1d > 100 - > 100 -

le 808 0,52 42 +3,4 1,9

1f > 100 - > 100 -

1g 90+6 0,04 3,3+04 26

1h > 100 - > 100 -

1i > 100 - > 100 -

1j 4,0+0,3 > 25 > 100 <0,04

1k 9,9+0,5 > 10 > 100 <0,09

im 13+1 0,43 5,6+0,6 2,3

galanthamin 1,7+0,1 24,9 42+1,3 0,04

@ koncentrace latky potfebnd ke sniZeni aktivity enzymu o 50 %, hodnota udava primér £ SEM tFi nezavislych
méreni, kazdé provedeno trikrat

b Selektivni index hAChE stanoven jako pomér hBuChE ICso/hAChE ICso

¢Selektivni index hBuChE stanoven jako pomér hAChE 1Cso/hBuChE ICso
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3.5.3. Antimalaricka aktivita

Pro testovani in vitro antimalarické aktivity proti kmenUm Plasmodium falciparum F32
citivych na chlorochin byla v roce 2012 pfipravena fada derivatd alkaloidd
haemanthaminu (1) a haemanthidinu (2). Tyto pfirodni alkaloidy byly pfedem izolovany
z Pancratium canariense.®* Strukturni obmény alkaloid( byly provedeny na hydroxylové
skupiné v poloze C11 nebo na dvojné vazbé v kruhu D. Esterové derivaty 3-6 byly pfipraveny
acylaci pomoci raznych acylchloridd (nikotyl, p-brombenzoyl, isobutyryl a akryloylchlorid).
Derivat 7 byl ziskdn acetylaci anhydridem kyseliny octové. Esterovy derivat 8, ktery ve své
strukture obsahuje terminalni vinylovou skupinu, vznikl za pouZiti kyseliny p-vinylbenzoové.
Derivat 9 vznikl oxidaci hydroxylové skupiny za vzniku ketonu pomoci Jonesova cinidla.
Naslednou reakci derivatu 9 a hydroxylaminhydrochloridu vznikl derivat 10, ktery ve své
struktufe obsahuje oximové usporadani. Reakci haemanthaminu s NBS vznikl epoxidovy
derivat 11. Apohaemanthamin (12) vznikl za pouziti koncentrované kyseliny chlorovodikové.
Reakci haemanthaminu s H,0; vznikl odpovidajici N-oxidovy derivat 13. Polyhydroxylovany
derivat 14 vznikl reakci s BBrs. Hydrogenaci a bromaci dvojné vazby v kruhu D vznikly
derivaty 15 a 16. Reakci haemanthaminu s N-bromacetamidem by pfipraven derivat 17.
Derivat 18 vznikl za bezvodych podminek. Reakci 7 srlznymi alkylhalogenidy byly
pripraveny bifenylové derivaty 19 a 20. Pfiprava derivatd haemanthaminu je shrnuta
na Obr. 10 a Obr.11. Derivaty haemanthidinu byly pfipraveny za wvyuziti podobnych

mechanismd. Princip pFipravy derivatd haemanthidinu je shrnut na Obr. 12,2264
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OCHj3 3: R = Nic
—OR 4:R=p-BzBr
5:R=

COCH(Me),
6:R =
COCH=CH,

Obrazek 10: Strukturni modifikace haemanthaminu (1-14)pro testovani in vitro antimalarické
aktivity. Reakéni Cinidla a podminky: (a) Ac0, pyridin, (b) p-vinylbenzoova kyselina, DCC,
DCN, (c) RCl, Nets, DCM, (d) Jonesovo cCinidlo, aceton, (e) NH3OHCI, NaOAc, EtOH, reflux,
15 h, (f) NBS, DCM, (g) 6M HCl 100°C, 4 h (h) 30% H,0,, MeOH, 24 h, (j) BBrs, DCM, 0°C.
(pfevzato a upraveno)??
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Obrazek 11: Strukturni modifikace haemanthaminu (15-20) pro testovani in vitro
antimalarické aktivity. Reakéni ¢inidla a podminky: (a) Hz, 10% Pd/C, THF, (b) Br,, DCM, 24 h,
(c) CH3CONHBEr, SnCls, H20, CH3CN, 0 °C, (d) CH3, CONHBr, SnCls, H,0, CH3CN, O °C, (e) RX,
CH3CN, 24 h, t-BuOK/t-BuOH, reflux, 4 h. (pfevzato a upraveno)??

37



22: R4=H, R,=Nic
23: Ry= Ry=p-BzBr
24: Ry=
R,=COCH(Me),

Obrazek 12: Strukturni modifikace haemanthidinu (21-28) pro testovani in vitro
antimalarické aktivity. Reakéni Cinidla a podminky: (a) Ac;O, pyridin, (b) RCl, Nets, DCM,
(c) Jonesovo cinidlo, aceton, (d) TEMPO, NBusl, m-CPBA, 24 h, (e) BBrs, DCM, O °C, (f) 6 M
HCI 100 °C, 4 h (pfevzato a upraveno)??

Z vysledkl méreni antimalarické aktivity (Tab. 18) muzZeme vyvodit nékolik vztahG mezi
strukturou a aktivitou. U esterovych derivatl haemanthaminu 3-8 byla pozorovéna vyrazné
snizend aktivita. Méné aktivni byla také sloucenina 9 s oxidovanou hydroxylovou skupinou.
Pro antimalarickou aktivitu je pravdépodobné dileZita dvojnd vazba v poloze C1 a C2, jelikoz
derivaty s modifikaci této vazby 15-18 byly méné aktivni nez prirodni haemanthamin.
U derivatQ 19 a 20, u kterych byla struktura zjednodusena, doslo ke dramatickému snizeni
aktivity. Epoxidovy derivat 11 (ICso0=1,6 * 0,1 uM) prokazal podobnou antimalarickou
aktivitu jako haemanthamin (ICs0=1,3+0,2 uM). VSechny pfipravené derivaty
haemanthidinu 21-28 vykazovaly nizsi aktivitu nez haemanthamin. Diacetylovany derivat 23
vykazoval z derivat( haemanthidinu nejlepsi antimalarickou ucinnost
(1Cs0=2,9+0,6 uM).226% 7 vysledkd studie je moiné vyvodit, Ze nékteré AAs
haemanthaminového strukturniho typu jsou dobrymi inhibitory Plasmodium falciparum
amohou tak byt vhodnymi kandiddty pro vyvoj dalSich semisyntetickych derivatd
s vylepSenym antimalarickym Géinkem.2%64
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Tabulka 18: /n vitro antimalaricka aktivita proti Plasmodium falciparum F32 haemanthaminu,
haemanthidinu a jejich semisyntetickych derivat(??

Sloucenina 1Cs0 (ULM) Sloucenina 1Cso (LM)
haemanthamin 1,3+0,2 15 99+1,3
haemanthidin 1,2+0,1 16 6,5%0,9

3 51,7+4,9 17 62,6+7,5
4 43,3+4,1 18 72,6 5,0
5 56,6 + 8,1 19 73,4+10,5
6 8,4+1,7 20 > 100

7 75,8 £ 8,7 21 52,3+7,5
8 > 100 22 7,1+0,9

9 73,5+10,0 23 2,9+0,6
10 95,5+9,5 24 52,5+6,6
11 1,6+0,1 25 85,7+9,5
12 92,9+14,8 26 76,6 £ 9,6
13 > 100 27 72,1+10,0
14 134+1,8 28 84,2 +10,5
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7 v 7

4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Chemikalie, material a metody

4.1.1. lzolace haemanthaminu

Vychozi latka haemanthamin byla izolovana z cibuli Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch
Master na Katedfe Farmakognozie a farmaceutické botaniky (zpracovala PharmDr. Daniela

Hulcovd, Ph.D.) za Géelem studovani vztah( struktury a G&inku.%3
4.1.2. Rozpoustédla, chemikalie, detek¢ni Cinidla

4-butylbenzoyl chlorid, 2 99%, Acros
4-decylbenzoyl chlorid, 2 99%, Acros
3,5-diethoxybenzoyl chlorid, 2 99%, Acros
diethylamin, p. a. (Et2NH), Penta
3,5-dimethoxybenzoyl chlorid, = 99%, Acros
dimethylaminopyridin, p. a. (DMAP), Penta
3,5-dimethylbenzoyl chlorid, > 99%, Acros
N,N-dimethylformamid, p. a. (DMF), Penta
Dragendorffovo ¢inidlo (pfipraveno v laboratofi)
ethanol 95%, p. a. (EtOH), Penta
ethylacetdt, p. a. (EtOAc), Penta
4-isopropylbenzoyl bromid, > 99%, Acros
4-heptylbenzoyl chlorid, 2 99%, Acros
4-hexylbenzoyl chlorid, > 99%, Acros
hydrid sodny, p. a. (NaH), Penta
chloroform, p. a. (CHCIs), Penta

methanol, p. a. (MeOH), Penta

1-naftoyl chlorid, =2 99%, Acros

2-naftoyl chlorid, 2 99%, Acros
4-pentylbenzoyl chlorid, > 99%, Acros
pyridin, p. a. (Py), Penta
4-tercbutylbenzoyl chlorid, 2 99%, Acros

4-tercbutylbenzoyl bromid, > 99%, Acros
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tetrahydrofuran, p. a. (THF), Penta
toluen, p. a. (To), Penta

trimethylbenzoyl chlorid, 2 99%, Acros

4.1.3. Material pro preparativni a analytickou tenkovrstvou
chromatografii

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

0,2 mm

4.1.4. Mobilni faze pro preparativni a analytickou tenkovrstvou
chromatografii

S:1 —To:EtoNH 9:1
S2> — EtAOc:MeOH:H,0 100:13:10

4.2, Strukturni analyza ptipravenych derivatu

4.2.1. GC-MS analyza

Za UcCelem stanoveni molekulové hmotnosti pfipravovanych latek byla pouzita
GC-MS analyza. Na méreni byl pouZit plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim v El reZzimu
pfi 70 eV. K separaci byla pouZzita kolona typu DB-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Teplotni
rozsah byl v rozpéti teplot 100-300 °C, pfi¢emz v rozmezi 100-180 °C vzrastala teplota
0 15 °C/min. Pfi dosaZeni 180 °C byla teplota udrzovana po dobu jedné minuty a nasledné
stoupala do 300 °C rychlosti 5 °C/min a poté opét na této hodnoté udrzovana 40 minut.
Teplota nastfiku vzorku na kolonu byla 280 °C s rychlosti pritoku nosného plynu (hélia)
0,8 ml/min. Detekéni rozmezi m/ 35—-600. Koncentrace nastfikovaného vzorku v methanolu
byla vétsSinou 1 mg/ml. V nékterém pripadé bylo nutno pouZit nastfik s nizsi koncentraci
3ug/ml, aby se dany derivat zobrazil ve spektru. Ziskané znamé latky byly porovnany s daty

v literature, strukturné nepopsané latky byly charakterizovany poprvé.
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4.2.2. ESI-HRMS analyza

ESI — HRMS analyza (hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim) byla pouzita za ucelem
uréeni presné hodnoty nové pfipravenych, v literatufe dosud nepopsanych sloucenin.
Hmotnostni spektra byla mérena spektrometrem s vysokym hmotnostnim rozliSenim UHPLC
Waters Acquity I-Class s ionizaci elektrosprejem v kladném mdédu a kombinovanym
analyzatorem — kvadrupdl s analyzatorem doby letu Waters Synapt G7-Si. V roztoku MeCN
byly méfeny vzorky. Nasledné dosSlo k porovnavani teoretického m/s s experimentdlné

zjisténym.
4.2.3. NMR analyza

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCl; pfipadné CDsOD pfi teploté 25 °C
na spektrometru VNMR S500 (Varian) pracujicim pfi 500 MHz pro 'H jadra a 125,70 MHz
pro13C jadra a na spektometru JNM-ECZ600R (Jeol), pracujicim pfi 600 MHz
proH a 151 MHz pro 3C. K ozafovani a detekci signalu byla pouZita OneNMR sonda,
Sirokopasmova dvoukandlova gradientni sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly
zméreny jako hodnoty & parts per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu
(TMS) jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického
posunu pro CDCl; jsou u atom0 *H 8 = 7,26 ppm a u atomt 13C & = 77,0 ppm, pro CD30D
jsou u atomd H 6=3,30ppm aul3C &§=49,0ppm. Méfenimi ziskand data jsou
prezentovdna v nasledujicim pofadi: chemicky posun (8), integrovana intenzita *H NMR
spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletd,

m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integrac¢ni konstanta (Hz).
4.2.4. Opticka otacivost

Opticka otacivost byla mérena v roztocich alkaloid( pfi 24 °C na automatickém polarimetru
P3000 (Kriiss Optronic) v prostfedi chloroformu, methanolu nebo ethanolu. Poté byla

dopoctena specificka otacivost dle vzorce:

[ ]t_100><a

a =
D cxl

t —teplota méreni =24 °C
D — linie sodikového svétla = 589,3 nm
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o —namérena opticka otacivost [°C]
¢ — koncentrace naméreného alkaloidu [g x 100 ml?]

| — délka kyvety =1 dm

4.3. Metody pro screening biologickych aktivit pfipravenych derivatu

4.3.1. Stanoveni in vitro inhibicni aktivity derivatl viici hAAChE a hBuChE

In vitro inhibi¢ni aktivita téchto enzym( byla mérena na Katedfe farmakognozie
a farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Jednalo se o Ellmanovu
metodu a méreni provadéla PharmDr. Daniela Hulcova, Ph.D. Podrobny popis této metody

Ize nalézt v literatufe.®°
4.3.2. Stanoveni in vitro antimykobakterialni aktivity

Antimykobakteridlni aktivita pfipravenych derivatd byla testovana ve spolupraci s Katedrou
biologickych a l|ékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. K méreni, které
provadél PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D., bylo vybrano nékolik kmen( rychle rostoucich
mykobakterii Mycolicibacterium smegmatis (ATCC 607), Mycolicibacterium aurum (ATCC
23366) a nékolik kmen( netuberkuldznich mykobakteriich — Mycobacterium avium (ATCC
25291), Mycobacterium kansasii (ATCC 12478) a avirulentni kmen Mycobacterium

tuberculosis H37Ra (ATCC 9431). Podrobny popis metody je popsan v literatufe.?!
4.3.3. Stanoveni in vitro antifungalni a antibakterialni aktivity

In vitro antifungalni a antibakteridlni aktivita byla testovdna ve spolupraci s Katedrou
biologickych a lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Krdlové. Méreni provadéla
RNDr. Klara Konecna, Ph.D., Ida Dufkovd a Ing. Jana Vackovda. Pro testovani in vitro
antifungalni aktivity byly vybrany 4 kmeny kvasinek — Candida albicans (ATCC 24443),
Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC
750) a 4 kmeny hub — Aspergillus fumigatus (ATCC 204305), Aspergillus flavus (CCM 8363),
Lichteimia corymbifera (CCM 8077), Trichophyton interdigitale (ATCC 9533).

Pro stanoveni antibakteriadlni aktivity bylo vybrano 8 bakteridlnich kmenl — na meticilin
citlivy Staphylococcus aureus subsp. aureus (MSSA, ATCC 29213), meticilin-rezistentni

Staphylococcus aureus subsp. aureus (MRSA, ATCC 4330), Staphylococcus epidermidis
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(ATCC 12228), Enterococcus faecalis (ATCC 2921), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853). Pfesny popis metody lze nalézt v literatufe.5?

4.4. Pfiprava semisyntetickych derivatli haemanthaminu a jejich
strukturni identifikace

4.4.1. Priprava 11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthaminu (DP-1)

OCH, CH(CH3)3CHg
“o LI

> <o
0}
0]
Sumarni vzorec: C47HgNOy4 Sumarni vzorec: CogH33NO5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 475.59

Obrazek 13: Schéma pfipravy 11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho ¢inidla 4-pentylbenzoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP. Smés
byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovdna jedna zdéna, kterd byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibézné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova CcCinidla. Bylo ziskdano 18 mg
produktu 11-O-(4-pentylbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. Vytézek

reakce byl 60 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota Ca9H3aNOs* [M+H]* 475,59, v méreni

NMR analyza

'H NMR (600 MHz, CDCls)

6: 7.84-7.79 (m, 2H, AA’BB’), 7.24-7.20 (m, 2H, AA'BB’), 6.94 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.41 (d,
J=10.1 Hz, 1H), 6.14-6.08 (m, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 5.18 (dd, J = 7.1 Hz, J=3.5 Hz, 1H),
4.39 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.88-3.83 (m, 1H), 3.77 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.53 (dd, J=14.4 Hz,
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J=7.1Hz, 1H), 3.48-3.40 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 2.67-2.61 (m, 2H), 2.16-2.05 (m, 2H), 1.66—
1.58 (m, 2H), 1.38-1.26 (m, 4H), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls)

6: 165.5, 148.8, 146.8, 146.6, 134.4, 129.5, 129.4, 128.5, 127.7, 127.5, 126.5, 106.7, 104.0,
100.9, 80.7, 72.5, 63.0, 61.3, 61.1, 56.5, 49.2, 36.0, 31.4, 30.8, 28.6, 22.5, 14.0.

Opticka otacivost

[a]f, = +53,3°(c = 0,125; CHCl3)

4.4.2. Priprava 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthaminu (DP-2)

OCHjs CH,(CH2)4CH3
“o LT

> )
< 0
0]
Sumarni vzorec: C47HgNO4 Sumarni vzorec: C3gH35NO5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 489,61

Obrazek 14: Schéma pfipravy 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho cinidla 4-hexylbenzoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP. Smés
byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovdna pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovana jedna zdéna, ktera byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibézné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova ¢inidla. Bylo ziskdano 22 mg
produktu 11-O-(4-hexylbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. Vytézek

reakce byl 75 %.

ESI-HRMS m/z teoretickda hodnota C3oH3sNOs* [M+H]* 489,61, v méfeni
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NMR analyza

14 NMR (600 MHz, CDCls)

&: 7.84-7.79 (m, 2H, AA'BB’), 7.24-7.20 (m, 2H, AA'BB’), 6.94 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.41 (d,
J=10.1 Hz, 1H), 6.14-6.08 (m, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 5.18 (dd, J = 7.0 Hz, J = 3.5 Hz, 1H),
4.40 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.88-3.83 (m, 1H), 3.77 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.53 (dd, J = 14.4 Hz,
J=7.1Hz, 1H), 3.48-3.40 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 2.67-2.61 (m, 2H), 2.16-2.05 (m, 2H), 1.65—
1.57 (m, 2H), 1.35-1.26 (m, 6H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls)

6: 165.6, 148.8, 146.8, 146.6, 134.4, 129.6, 129.4, 128.5, 127.7 (2xC), 127.5, 106.7, 104.0,
100.9, 80.7, 72.5, 63.0, 61.2, 61.1, 56.5, 49.2, 36.0, 31.6, 31.1, 28.9, 28.5, 22.6, 14.1.

Opticka otacivost

[a]%) = +58,2°(c = 0,125; CHCls)

4.4.3. Priprava 11-0-(4-heptylbenzoyl)haemanthaminu (DP-3)

OCHg CH3(CH3)sCHs
"o LT

> <o
0]
0]
Sumarni vzorec: C17H1gNO,4 Sumarni vzorec: C31H37NOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 503,64

Obrazek 15: Schéma pfipravy 11-0-(4-heptylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, dale bylo pfidano
100 pl reakéniho ¢inidla 4-heptylbenzoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP. Smés
byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacéni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovana jedna zéna, kterd byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl prlibézné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova cinidla. Bylo ziskdno 18 mg
produktu 11-O-(4-heptylbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. Vytézek

reakce byl 58 %.
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ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C31H3gNOs* [M+H]* 503,64, v méreni

NMR analyza

1H NMR (600 MHz, CDCls)

&: 7.83-7.78 (m, 2H, AA'BB’), 7.24—7.20 (m, 2H, AA'BB’), 6.94 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.40 (d,
J=10.1 Hz, 1H), 6.11 (dd, J = 10.0 Hz, J = 5.0 Hz, 1H), 5.92-5.87 (m, 2H), 5.18 (dd, J = 7.0 Hz,
J=3.5Hz, 1H), 4.41 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.88-3.83 (m, 1H), 3.78 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.53 (dd,
J=14.4 Hz, J = 7.0 Hz, 1H), 3.50-3.42 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 2.66-2.61 (m, 2H), 2.19-2.13 (m,
1H), 2.09 (td, J = 13.5 Hz, J=4.3 Hz, 1H), 1.62-1.59 (m, 2H), 1.34-1.20 (m, 8H), 0.86 (t,
J=6.9 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls)

6: 165.5, 148.8, 146.8, 146.6, 134.2, 129.6, 129.4, 128.5, 127.5, 127.5, 126.1, 106.7, 104.0,
100.9, 80.5, 72.4, 63.0, 61.1, 60.9, 56.5, 49.3, 36.0, 31.7, 31.1, 29.2, 29.1, 28.4, 22.6, 14.0.
Opticka otacivost

[a]}) = +61,0°(c = 0,125; CHCl3)

4.4.4. Priprava 11-0-(4-decylbenzoyl)haemanthaminu (DP-4)

OCH,4 CHa(CH,)gCH3
“o LT

> <o
0]
0]
Sumarni vzorec: C17HgNOy4 Sumarni vzorec: C34H43NOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 545,72

Obrazek 16: Schéma pripravy 11-0-(4-decylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho Cinidla 4-decylbenzoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP. Smés
byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odpafena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouZziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovana jedna zéna, kterd byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibézné

monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova Ccinidla. Bylo ziskdano 14 mg
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produktu 11-O-(4-decylbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. VytéZek

reakce byl 50 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C3sHaaNOs* [M+H]* 545,72, v méfeni

NMR analyza

1H NMR (600 MHz, CDCls)

&: 7.83-7.78 (m, 2H, AA'BB’), 7.24—7.20 (m, 2H, AA'BB’), 6.94 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.40 (d,
J=10.1 Hz, 1H), 6.11 (dd, J = 10.1 Hz, J = 5.0 Hz, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 5.19 (dd, J = 7.0 Hz,
J=3.6 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.89-3.83 (m, 1H), 3.79 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.54 (dd,
J = 14.4 Hz, J=7.0 Hz, 1H), 3.51-3.43 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 2.66-2.61 (m, 2H), 2.17 (dd,
J=13.7 Hz, J=4.5 Hz, 1H), 2.10 (td, J = 13.7 Hz, J = 4.5 Hz, 1H), 1.64-1.57 (m, 2H), 1.34-1.23
(m, 14H), 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3)

6: 165.5, 148.9, 146.9, 146.6, 134.2, 129.6, 129.4, 128.5, 127.5, 127.4, 126.0, 106.7, 104.0,
101.0, 80.4, 72.4, 63.1, 61.1, 60.9, 56.5, 49.3, 36.0, 31.9, 31.1, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2,
28.4,22.6, 14.1.

Opticka otacivost

[a] = +32,0°(c = 0,125; CHCl3)

4.4.5. Priprava 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthaminu (RP-1)

OCH,CHj
OCH;
—0

Y
O

OCH,CHj
0

Sumarni vzorec: C17H4gNOy4 Sumarni vzorec: CogH31NO>
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 493,56

Obrazek 17: Schéma pfipravy 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano

100 pl reakéniho cinidla 3,5-diethoxybenzoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP.

Smés byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odpafena do sucha. Odparek byl
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rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze S1. Z preparacni desky byla separovana jedna zéna, ktera byla nadsledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibézné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova Cinidla. Bylo ziskdano 19 mg
produktu 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthaminu ve formé bilého amorfniho prasku.

Vytéiek reakce byl 63 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota CagH32NO7* [M+H]* 494,21, nalezend 494,2181

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, CDCls)

8:7.04 (2H,d, ) = 2.4 Hz), 6.96 (1H, s), 6.64 (1H, t,J = 2.4 Hz), 6.51 (1H, s), 6.43 (1H, d, ) = 10.2
Hz), 6.14 (1H, dd, J = 10.2 Hz, J = 4.8 Hz), 5.94-5.91 (2H, m), 5.18 (1H, dd, J = 6.8 Hz,
J=3.7Hz), 4.42 (1H, d, J = 16.8 Hz), 4.05 (4H, g, J = 6.9 Hz), 3.88-3.85 (1H, m), 3.80 (1H, d,
J =16.8 Hz), 3.57-3.43 (3H, m), 3.36 (3H, s), 2.20-2.14 (1H, m), 2.08 (1H, td, J = 4.2 Hz), 1.43
(6H, t, ) = 6.9 Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCls)

6: 165.3, 160.0, 146.8, 146.6, 134.2, 131.8, 129.6, 127.6, 107.5, 106.7, 106.5, 104.0, 101.0,
80.8,72.4,63.8,63.0,61.1, 60.8, 56.5, 49.3, 28.4, 14.7.

Opticka otacivost

[a]%) = +38.4°(c = 0,125; CHCl3)

4.4.6. Priprava 11-0-(4-tercbutylbenzoyl)haemanthaminu (RP-18)

OCHj CH,CH(CHj3),
—0

0
C o
@]
Sumarni vzorec: C47HgNOy, Sumarni vzorec: CogH34NO5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 461,56

Obrazek 18: Schéma pripravy 11-0-(4-tercbutylbenzoyl)haemanthaminu
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50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho Cinidla 4-tercbutylbenzoyl chloridu a katalytické mnozZstvi 2 mg DMAP.
Smés byla michdna pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovana jedna zéna, kterd byla ndsledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl prlbéiné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova cinidla. Bylo ziskano 20 mg
produktu 11-O-(4-tercbutyllbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. VytéZzek

reakce byl 60 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota CagH32NOs* [M+H]* 461,56, v méreni

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, CDCls)

&: 7.89-7.83 (m, 2H, AA'BB’), 7.49-7.43 (m, 2H, AA’BB’), 6.96 (s, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.44
(d,J=10.1 Hz, 1H), 6.14 (dd, J = 10.1 Hz, J = 5.0 Hz, 1H), 5.94-5.90 (m, 2H), 5.20
(dd,/=7.5Hz, J = 3.5 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.91-3.88 (m, 1H), 3.78
(d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.58-3.51 (m, 1H), 3.49-3.41 (m, 2H), 3.37 (s, 3H), 2.17-2.09 (m, 2H),
1.35 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCls)

6: 165.5, 156.8, 146.7, 146.5, 134.4, 129.5, 129.2, 127.8, 127.3, 126.6, 125.4, 106.6, 104.0,
100.9, 80.7, 72.5, 63.0, 61.3, 61.2, 56.5, 49.2, 35.1, 31.1, 28.6.

Opticka otacivost

[a]%, = +45,6°(c = 0,125; CHCl3)
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4.4.7. Priprava 11-0-(2,4,6-trimethylbenzoyl)haemanthaminu (RP-23)

CH3

Sumarni vzorec: C17H41gNOy4 Sumarni vzorec: Co7HogNOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 447,53

Obrazek 19: Schéma pfipravy 11-0-(2,4,6-trimethylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho Cinidla 2,4,6-trimethylbenzoyl chloridu a katalytické mnoZstvi 2 mg DMAP.
Smés byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovdna pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovdna jedna zéna, kterd byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl prlibéiné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova C¢inidla. Bylo ziskdno 20 mg
produktu 11-O-(trimethylbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. Vytézek

reakce byl 65 %.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota Ca7H30NOs* [M+H]* 447,53, v méfeni

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls)

8: 7.01 (s, 1H), 6.85 (s, 2H), 6.53 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.17 (dd, J = 10.1 Hz,
J=5.1Hz, 1H), 5.93 (s, 2H), 5.20 (dd, J = 7.2 Hz, J = 3.7 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 16.8 Hz, 1H),
3.81-3.70 (m, 2H), 3.55 (dd, J = 14.3 Hz, J = 7.2 Hz, 1H), 3.48-3.38 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 2.29
(s, 3H), 2.28 (s, 6H), 2.05-1.99 (m, 1H), 1.88 (td, J = 13.6 Hz, J = 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) v méFeni

Opticka otacivost

[a]%) = +82,3°(c = 0,125; CHCl3)

51



4.4.8. Priprava 11-0-(1-naftoyl)haemanthaminu (LC-149)

Sumarni vzorec: C17H1gNOy, Sumarni vzorec: CogHo5NO5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 455,51

Obrazek 20: Schéma pfipravy 11-0-(1-naftoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, dale bylo pfiddano
100 pl reakéniho cinidla 1-naftoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP. Smés byla
michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a ndsledné odparena do sucha. Odparek byl rozpustén
v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouZiti mobilni
faze S1. Z preparacni desky byla separovana jedna zéna, kterd byla nasledné promyta smési
chloroform:ethanol (CHCls:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibéziné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova cCinidla. Bylo ziskdno 22 mg
produktu 11-O-(1-naftoyl)haemanthaminu ve formé bilého amorfniho prasku. Vytézek

reakce byl 73 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C.gH26NOs* [M+H]* 456,18, nalezend 456,1810

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls)

&: 8.90 (1H, d, J = 7.9 Hz), 8.03 (2H, d, J = 7.9 Hz), 7.90 (1H, d, J = 7.9 Hz), 7.62 (1H, t,
J=7.9Hz),7.55 (1H, t, ) = 7.9 Hz), 7.49 (1H, t, ) = 7.9 Hz), 7.03 (1H, s), 6.55 (1H, d, J=10.0 Hz),
6.53 (1H, s), 6.16 (1H, dd, J = 10.0 HzJ = 5.4 Hz), 5.95-5.92 (2H, m), 5.33 (1H, dd, J = 7.0 Hz,
J=3.7 Hz), 4.43 (1H, d, J = 16.7 Hz), 3.90-3.84 (1H, m), 3.81 (1H, d, J = 16.7 Hz), 3.58 (1H, dd,
overlap, ] = 14.3 Hz, ) = 7.0 Hz), 3.55 (1H, dd, overlap, J = 14.3 Hz, J = 3.4 Hz), 3.48 (1H, dd,
J=11.8 Hz, ) = 5.9 Hz), 3.36 (3H, s), 2.18-2.07 (2H, m).

13C NMR (125 MHz, CDCls)

6: 166.3, 146.7, 146.5, 134.4, 133.8, 133.5, 131.3, 129.6, 129.6, 128.5, 127.9, 127.8, 126.9,
126.6, 126.3, 125.6, 124.4, 106.6, 104.0, 100.9, 81.1, 72.5, 62.9, 61.2, 60.9, 56.5, 49.4, 28.6.
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Opticka otacivost

[a]f, =+71,4° (c = 0.185, CHCl5)

4.4.9. Priprava 11-0-(2-naftoyl)haemanthaminu (LC-148)

Sumarni vzorec: C47HgNOy4 Sumarni vzorec: CogHo5NO5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 455,51

Obrazek 21: Schéma pfipravy 11-0-(2-naftoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho cCinidla 2-naftoyl chloridu a katalytické mnoZstvi 2 mg DMAP. Smés byla
michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odpafena do sucha. Odparek byl rozpustén
v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacéni TLC za pouZiti mobilni
faze S1. Z preparacni desky byla separovana jedna zéna, kterd byla nasledné promyta smési
chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibéiné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova Cinidla. Bylo ziskdno 19 mg
produktu 11-0O-(2-naftoyl)haemanthaminu ve formé bilého amorfniho prasku. Vytézek

reakce byl 63 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota CagH26NOs* [M+H]* 456,18, nalezend 456,1814

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls)

6: 8.50 (1H, s), 7.98-7.93 (2H, m), 7.91-7.87 (2H, m), 7.61 (1H, t, J = 7.6 Hz), 7.57 (1H, t,
J=7.6 Hz), 6.99 (1H, s), 6.52 (1H, s), 6.48 (1H, d, J = 9.9 Hz), 6.13 (1H, dd, J = 9.9 Hz,
J=49Hz), 5.94-5.91 (2H, m), 5.29 (1H, dd, J = 6.4 Hz, J = 3.9 Hz), 4.43 (1H, d, J = 16.8 Hz),
3.92-3.87 (1H, m), 3.80 (1H, d, J = 16.8 Hz), 3.62-3.52 (2H, m), 3.48 (1H, t, J = 9.2 Hz), 3.37
(3H,s), 2.21-2.16 (2H, m)
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13C NMR (125 MHz, CDCls)

6: 165.6, 146.7, 146.5, 135.5, 134.3, 132.4, 130.9, 129.6, 129.3, 128.4, 128.3, 127.8, 127.8,
127.4,126.7, 126.6, 124.8, 106.6, 104.0, 100.9, 81.1, 72.5, 62.9, 61.3, 61.0, 56.5, 49.4, 28.7.
Opticka otacivost

[a]f) = +76.2° (c = 0,105, CHCl5)

4.4.10. Priprava 11-0-(4-butylbenzoyl)haemanthaminu (LC-155)

Sumarni vzorec: C17H1gNO, Sumarni vzorec: CogH34NO5
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 461,56

Obrazek 22: Schéma pfipravy 11-0-(4-butylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho Cinidla 4-butylbenzoyl chloridu a katalytické mnoZstvi 2 mg DMAP. Smés
byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovdna pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovana jedna zdéna, ktera byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCI3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl pribéziné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova cinidla. Bylo ziskdno 20 mg
produktu 11-0-(4-butylbenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. VytéZek

reakce byl 60 %.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota CasH3:NOs* [M+H]* 461,56, v méfeni

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, CDCl3)

&: 7.85-7.80 (m, 2H, AA'BB’), 7.26=7.21 (m, 2H, AA'BB’), 6.95 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.43 (d,
J=10.1 Hz, 1H), 6.16-6.09 (m, 1H), 5.92-5.87 (m, 2H), 5.22-5.16 (m, 1H), 4.39 (d, J = 16.8 Hz,
1H), 3.90-3.84 (m, 1H), 3.77 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.53 (dd, J = 14.5 Hz, J = 7.0 Hz, 1H), 3.48-

54



3.40 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 2.66 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.17-2.05 (m, 2H), 1.66—1.56 (m, 2H), 1.41—
1.30 (m, 2H), 0.93 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C (126 MHz, CDCl3)

6: 165.5, 148.6, 146.6, 146.4, 134.4, 129.4, 129.3, 128.5, 127.7, 127.5, 126.5, 106.6, 103.9,
100.8, 80.7,72.5, 62.9, 61.2, 61.0, 56.4, 49.2, 35.6, 33.2, 28.5, 22.2, 13.8.

Opticka otacivost

[a]f, =+38,3° (c = 0,105, CHCl5)

4.4.11. Priprava 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu (LC-107)

Sumarni vzorec: C17H4gNOy4 Sumarni vzorec: CogHo7NOg
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 433,50

Obrazek 23: Schéma pfripravy 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, dale bylo pfidano
100 pl reakéniho ¢inidla 3,5-dimethylbenzoyl chloridu a katalytické mnozstvi 2 mg DMAP.
Smés byla michdana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovana pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si1. Z preparacni desky byla separovéna jedna zéna, ktera byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl pribéziné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova Cinidla. Bylo ziskano
24 mg produktu 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthaminu ve formé bilého amorfniho

prasku. Vytézek reakce byl 80 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota CasH2sNOs* [M+H]* 434,19, nalezena 434,1968
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NMR analyza

14 NMR (500 MHz, CDCls)

8:7.53 (2H, s), 7.19 (1H, bs), 6.96 (1H, s), 6.50 (1H, s), 6.43 (1H, d, J = 10.0 Hz), 6.12 (1H, dd,
J=10.0 Hz, J = 4.9 Hz), 5.92-5.90 (2H, m), 5.19 (1H, dd, J = 6.8 Hz, J = 3.4 Hz), 4.40 (1H, d,
J=16.6 Hz), 3.88-3.83 (1H, m), 3.78 (1H, d, J = 16.6 Hz), 3.57-3.41 (3H, m), 3.36 (3H, s), 2.36
(6H, s), 2.18-2.04 (2H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCls)

6: 165.8, 146.7, 146.5, 138.0, 134.7, 134.3, 130.0, 129.4, 127.7, 127.0, 126.5, 106.6, 103.9,
100.9, 80.8, 72.5, 62.9, 61.2, 60.9, 56.5, 49.3, 28.6, 21.2.

Opticka otacivost

[a]}) =+36.7° (c = 0,120, CHCls)

4.4.12. Priprava 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu (LC-59)

OCH;
OCH;

—0
OCH,
o}

Sumarni vzorec: C17H1gNOy4 Sumarni vzorec: CogHo7NO7
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 465,50

Obrazek 24: Schéma pripravy 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého pyridinu, ddle bylo pfidano
100 pl reakéniho ¢inidla 3,5-dimethoxybenzoyl chloridu a katalytické mnozZstvi 2 mg DMAP.
Smés byla michana pfi 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné odparena do sucha. Odparek byl
rozpustén v chloroformu a reakce byla chromatografovdna pomoci preparacni TLC za pouziti
mobilni faze Si. Z preparacni desky byla separovana jedna zdéna, kterd byla nasledné promyta
smési chloroform:ethanol (CHCl3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl prlbéziné
monitorovan pomoci analytickych TLC a Dragendorffova ¢inidla. Bylo ziskdno
25 mg produktu 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence.

Vytézek reakce byl 68 %.
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ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota CasH2sNO7 [M+H]* 466,18, nalezena 466,1862.

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls)

&: 7.07 (2H, d, J = 2.3 Hz), 6.95 (1H, s), 6.64 (1H, t, J = 2.3 Hz), 6.50 (1H, s), 6.43 (1H, d,
J=9.8 Hz), 6.15 (1H, dd, J = 9.8 Hz, J = 4.9 Hz), 5.93-5.88 (2H, m), 5.17 (1H, dd, J = 7.1 Hz,
J=3.4 Hz), 4.40 (1H, d, ) = 16.8 Hz), 3.88-3.85 (1H, m), 3.82 (6H, s), 3.77 (1H, d, J = 16.8 Hz),
3.54 (1H, dd, J = 14.2 Hz, J = 7.1 Hz), 3.48-3.41 (2H, m), 3.36 (3H, s), 2.16-2.11 (1H, m), 2.07
(1H, td, ) = 13.1 Hz, J = 3.9 Ha).

13C NMR (125 MHz, CDCl3)

6: 165.2, 160.6, 146.7, 146.5, 134.3, 132.0, 129.5, 127.7, 126.6, 107.0, 106.6, 105.4, 103.9,
100.9, 81.0, 72.5, 62.9, 61.2, 61.0, 56.5, 55.5, 49.2, 28.5.

Opticka otacivost

[a]f) = +42.1° (c = 0.114, CHCl3)

4.4.13. Priprava 11-0-(4-tercbutylbenzyl)haemanthaminu (DP-5)

OCH, CH,CH(CHj3),

—0

Sumarni vzorec: C47H1gNOy, Sumarni vzorec: CogH33NO,
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 447,58

Obrazek 25: Schéma pfipravy 11-0-(4-tercbutylbenzyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo v 2 ml bezvodého tetrahydrofuranu (THF)
do uplného rozpusténi vychozi latky pod inertni atmosférou, nasledné bylo pfidano
1,2 ekvivalentu hydridu sodného (NaH) a celd reakéni smés byla na ledové |azni pod dobu
10 minut. Poté bylo ptiddno 1,1 ekvivalentu reakéniho ¢inidla (4-tercbutylbenzoyl bromidu)
a po odpojeni inertniho plynu byla smés michana pfi laboratorni teploté 8 hodin. Poté byla
celd reakéni smés umisténa na vakuovou odparku, kde doslo k odstranéni rozpoustédla
a zbytek reakcni smési byl podroben preparativni TLC za pouziti mobilni faze S2. Z preparacni

desky byla separovdna jedna zéna, kterd byla nasledné promyta smési chloroform:ethanol
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(CHCI3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odparena. Proces byl priibéZiné monitorovan pomoci
analytickych TLC a Dragendorffova ¢inidla. Bylo ziskdno 12 mg produktu
11-0-(4-isopropylbenzyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. Vytézek reakce byl

45 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota CasH3aNO4* [M+H]* 447,58, v méreni

NMR analyza

14 NMR (600 MHz, CDCl5)

&:7.18-7.11 (m, 4H), 6.87 (s, 1H), 6.52 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.22 (ddd, J = 10.0 Hz,
J=5.1Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 5.90-5.85 (m, 2H), 4.50 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 16.8 Hz,
1H), 4.28 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 3.90-3.85 (m, 1H), 3.76-3.71 (m, 1H), 3.70-3.62 (m, 1H), 3.36
(s, 3H), 3.35-3.29 (m, 3H), 2.90-2.84 (m, 1H), 2.19 (td, J = 13.5 Hz, J = 4.3 Hz, 1H), 2.04-1.98
(m, 1H), 1.22 (d, J = 6.9 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3)

6: 148.3, 146.6, 146.2, 135.8, 135.7, 129.6, 128.0, 127.3, 126.9, 126.5, 106.8, 103.5, 100.9,
88.1,73.1,72.6,63.0,62.3,61.1, 56.6, 50.1, 33.9, 28.2, 24.1, 24.1.

Opticka otacivost

[a]}, = +41,4° (c = 0,105, CHCl3)

4.4.14. Ptiprava 11-0-(4-isopropylbenzyl)haemanthaminu (DP-6)

Sumarni vzorec: C17H1gNOy4 Sumarni vzorec: Co7H31NO,4
Molarni hmotnost: 301,34 Molarni hmotnost: 433.55

Obrazek 26: Schéma pfipravy 11-0-(4-isopropylbenzyl)haemanthaminu

50 mg haemanthaminu bylo rozpusténo v 2 ml bezvodého tetrahydrofuranu (THF) do
uplného rozpusténi vychozi latky pod inertni atmosférou, nasledné bylo pfidano

1,2 ekvivalentu hydridu sodného (NaH) a celd reakéni smés byla na ledové azni pod dobu

58



10 minut. Poté bylo pfidano 1,1 ekvivalentu reakéniho cCinidla (4-isopropylbenzoyl bromidu)
a po odpojeni inertniho plynu byla smés michdna pfi laboratorni teploté 8 hodin. Poté byla
celd reakéni smés umisténa na vakuovou odparku, kde doslo k odstranéni rozpoustédla
a zbytek reakéni smési byl podroben preparativni TLC za pouziti mobilni faze S2. Z preparacni
desky byla separovdna jedna zéna, kterd byla nasledné promyta smési chloroform:ethanol
(CHCI3:EtOH) 1:1 a poté do sucha odpafena. Proces byl prlibéiné monitorovan pomoci
analytickych  TLC a Dragendorffova (Cinidla. Bylo ziskdano 10mg produktu
11-0O-(4-isopropylbenzyl)haemanthaminu hnédé olejovité konzistence. VytéZek reakce byl
40 %.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C27H32NO4* [M+H]* 433,55, v méreni

NMR analyza

14 NMR (600 MHz, CDCls)

&:7.35-7.30 (m, 2H, AA'BB’), 7.17-7.12 (m, 2H, AA'BB’), 6.87 (s, 1H), 6.53 (d, J = 10.1 Hz, 1H),
6.44 (s, 1H), 6.22 (ddd, J = 10.0 Hz, J = 5.1 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 5.90-5.85 (m, 2H), 4.51 (d,
J=11.8 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 3.91-3.86 (m, 1H), 3.76—
3.70 (m, 1H), 3.66 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.36 (s, 3H), 3.36-3.28 (m, 3H), 2.19 (td, J = 13.5 Hz,
J=4.3Hz, 1H), 2.01 (t, J = 13.3 Hz, 1H), 1.29 (s, 9H).

13C NMR (151 MHz, CDCls)

6: 150.6, 146.6, 146.2, 135.8, 135.5, 129.6, 128.1, 127.0, 126.6, 125.3, 106.8, 103.4, 100.9,
88.3,73.1,72.5,63.1,62.5,61.2, 56.6, 50.1, 34.6, 31.4, 28.4.

Opticka otacivost

[a]f = +29,1° (c = 0,105, CHCl3)
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5. VYSLEDKY

5.1. Pfiprava semisyntetickych derivatti haemanthaminu

Tabulka 19: Pripravené slouceniny a jejich molarni hmotnost, vytéZzek reakce

Oznaceni latky  Chemicky nazev Molarni Vytéiek
hmotnost [%]
DP-1 11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin 475,59 60
DP-2 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin 489,61 75
DP-3 11-0-(4-heptylbenzoyl)haemanthamin 503,64 58
DP-4 11-0-(4-decylbenzoyl)haemanthamin 545,72 50
RP-1 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthamin 493,56 63
RP-18 11-0O-(4-tercbutyllbenzoyl)haemanthamin 461,56 60
RP-23 11-0-(2,4,6-trimethylbenzoyl)haemanthamin 447,53 65
LC-149 11-0-(1-naftoyl)haemanthamin 455,51 73
LC-148 11-0-(2-naftoyl)haemanthamin 455,51 63
LC-155 11-0-(4-butylbenzoyl)haemanthamin 461,56 60
LC-107 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthamin 433,50 80
LC-59 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 465,50 68
DP-5 11-0O-(4-tercbutylbenzoyl)haemanthamin 447,58 45
DP-6 11-0O-(4-isopropylbenzoyl)haemanthamin 433,55 40

5.2. Screening biologickych aktivit

5.2.1. Inhibicni aktivita derivatti vii¢i hAChE a hBuChE a jejich prestup
pres hematoencefalickou bariéru

K uréeni inhibi¢ni aktivity pfipravenych derivat( vici AChE a BuChE byla pouzita Ellmanova
metoda, latky byly testovany pfi koncentraci 10 uM. Hodnota logBB byla vypoctena za vyuziti

volné dostupné aplikace www.way2drug.com/geb/. LogBB je Ciselna hodnota, ktera popisuje

permeabilitu latky pres hematoencefalickou bariéru (HEB). Latky s logBB > 0,3 snadno
prochézeji HEB, naopak $patné prochazejici jsou latky s hodnotou logBB < -1,0.%°

Schopnost inhibovat AChE a BuChE byla testovana u nékolika pfipravenych derivata.
Vysledky testovani v porovnani se standardem jsou shrnuty v nasledujici tabulce. Zbyvajici

derivaty jsou v soucasné dobé v méreni. Zdrzeni bylo zplisobeno problémy s enzymy.
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Tabulka 20: /n vitro inhibi¢ni aktivita pfipravenych derivata vici hAChE a hBuChE

Latka hAChE + SEM hAChE + SEM hBUChE + SEM  hBuChE % logBB
% inhibice ICs0 (ULM) % inhibice SEM
ICso (1M)
DP-1 1,67 +£0,10 >10 2,03+1,0 >10 0,242
DP-5 4,14 + 2,06 >10 54,80 + 3,19 >10 0,328
DP-6 2,26 +4,92 >10 65,19 £ 3,65 >10 0,255
RP-1 7,20+ 2,30 >10 7,15+1,90 >10 0,083
RP-18 5,30+ 2,05 >10 5,20+ 1,65 >10 0,242
RP-23 15,33+ 3,30 >10 12,35+2,30 >10 0,065
LC-148 10,20 + 2,60 > 10 20,15 + 0,16 > 10 0,091
LC-149 15,66 + 1,90 >10 45,12 £ 0,20 >10 0,100
LC-155 8,20+ 2,35 >10 9,25+ 2,05 >10 0,242
LC-107 17,35 + 4,05 > 10 35,70 + 1,50 > 10 0,197
galanthamin 98,8+1,1 2,0+£0,1 68,2+t1,2 29,31+£3,49 0,047

Testovano pfi 10 uM koncentraci, logBB vypocteno pomoci www.way2drug.com/geb/

5.2.2. Antimykobakterialni aktivita pfipravenych derivatt
Pfipravené esterové aromatické derivaty byly podrobeny testlim in vitro antimykobakterialni

aktivity proti druhim  Mycolicibacterium smegmatis, Mpycolicibacterium aurum,
Mycobacterium avium, Mpycobacterium kansasii a Mycobacterium tuberculosis H37Ra
(Tab. 22) za pouziti isoniazidu, rifampicinu a ciprofloxacinu jako referencnich latek. Vysledky
testovani jsou shrnuty v Tab. 21.

Tabulka 21: /n vitro antimykobakterdlni aktivita pfipravenych derivatd v porovnani se
standardy v hodnotach MIC (UM, pg/ml)

Latka Mtb H37Ra M. aurum M. avium M. kansasii M. smeg. cLogP®
ume ue/ml pg/ml ug/ml ue/ml ug/ml
DP-1 8,22 3,91 125 31,25 3,91 > 500 6,17
DP-2 15,95 7,81 250 31,25 7,81 > 500 6,70
DP-3 62,05 31,25 250 62,5 15,625 > 500 7,22
DP-4 >916,22 2500 > 500 2500 > 500 > 500 8,81
RP-1 31,66 15,625 250 n. n. > 500 4,84
RP-18 16,92 7,81 7,81 n. n. 31,25 5,51
RP-23 279,31 125 125 n. n. > 500 5,04
LC-148 34,30 15,625 15,625 n. n. 250 4,73
LC-149 17,15 7,81 7,81 n. n. 7,81 4,73
LC-155 16,92 7,81 7,81 n. n. 250 5,64
LC-107 36,04 15,625 15,625 n. n. 31,25 4,55
LC-59 67,13 31,25 31,25 n. n. > 500 3,78
INH 1,82 0,25 3,91 1000 3,125 15,625 -0,67
RFM 0,0075 0,003 0,39 0,0625 0,025 12,5 3,71
CPX 0,75 0,5 0,015 0,5 0,5 0,125 -0,62

INH —isoniazid, RFM — rifampicin, CPX — ciprofloxacin; n. — prozatim netestovano
2 yypoéitano z MIC (ug/ml); ® vypocitdno pomoci ChemDraw
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Tabulka 22: Seznam testovanych kmenu na antimykobakteralni aktivitu

Zkratka ATCC DSM Kmen

M. smeg. 607 43465 Mycolicibacterium smegmatis

M. aurum 23366 43999 Mycolicibacterium aurum

M. avium 25291 44156 Mycobacterium avium

M. kansasii 12478 44162 Mycobacterium kansasii

M. Tbc H37Ra 9431 ITM-MO006710 Mycobacterium tuberculosis H37Ra

5.2.3. Antifungalni a antibakterialni aktivita pfipravenych derivati

Celkem u 7 pripravenych derivatd byla testovana antimikrobialni aktivita proti nékolika
rdznym druhdm mikroorganismd, které zahrnovaly nékolik kmen( bakterii a kvasinek
(Tab. 23). Vysledky in vitro antifungdlni aktivity jsou shrnuty v Tab. 24, vysledky in vitro

antibakteridlni aktivity v Tab. 25.

Tabulka 23: Seznam testovanych kmen( mikroorganismd na antibakteridlni a antifungalni
aktivitu

Zkratka Kmen Zkratka Kmen

CA Candida albicans SA Staphylococcus aureus

CcK Candida krusei MRSA Staphylococcus aureus

cp Candida parapsilosis SE Staphylococcus epidermidis
CcT Candida tropicalis EF Enterococcus faecalis

AF Aspergillus fumigatus EC Escherichia coli

AFla Aspergillus flavus KP Klebsiella pneumoniae

AC Absidia corymbifera ACl Acinetobacter baumannii
TI Trichophyton interdigitale PA Pseudomonas aeruginosa
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Tabulka 24: In vitro antifungalni aktivita pfipravenych derivata (MIC uM/I)

Kmen Testovana latka
MIC (uM/1)
DP-1 DP-2 DP-3 DP-4 LC-149 LC-148 LC-155

CA 24h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
CK 24h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
CcP 24h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
cT 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 125 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 125 > 125
AF 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 125 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 125 > 125
AFla 24h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
AC 24h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
Tl 72h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 > 125 >125
120h > 250 > 250 > 250 > 125 >125 >125 >125

Tabulka 25: In vitro antibakterialni aktivita pfipravenych derivatd (MIC uM/I)

Kmen Testovana latka
MIC (uM/I)
DP-1 DP-2 DP-3 DP-4 LC-149 LC-148 LC-155

SA 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
MRSA 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
SE 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
EF 24h > 250 > 250 > 250 >125 > 125 > 500 >125
48h > 250 > 250 > 250 >125 >125 > 500 >125
EC 24h > 250 > 250 > 250 >125 > 125 > 500 >125
48h > 250 > 250 > 250 >125 > 125 > 500 >125
KP 24h > 250 > 250 > 250 >125 > 125 > 500 >125
48h > 250 > 250 > 250 >125 > 125 > 500 >125
Acl 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
PA 24h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
48h > 250 > 250 > 250 > 125 > 125 > 500 > 125
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6. DISKUZE A ZAVER

Amarylkovity alkaloid haemanthamin, ktery byl v dostate€ném mnoZstvi izolovan na Katedre
farmakognozie a farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Krdlové z Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master, byl jiz v minulosti nékolikrat vyuZzit jako vychozi latka pro
syntézu semisyntetickych derivatli a podroben screeningu biologické aktivity. V rdmci této
diplomové préace bylo pfipraveno 14 semisyntetickych derivatl alkaloidu haemanthaminu,
z toho 12 aromatickych ester(i a 2 ethery za ucelem doplnéni knihovny jiz syntetizovanych
latek a tim i odvozeni podrobnéjsich vztahl mezi strukturou a aktivitou. Syntéza
aromatickych esterl probihala v prostfedi bezvodého pyridinu, za pridavku katalyzatoru
dimethylaminopyridinu, ethery byly pfipravované v prostfedi bezvodého tetrahydrofuranu.
Derivatizace alkaloidu haemanthaminu probihala na hydroxylové skupiné v poloze C11
pomoci acylacnich a alkyla¢nich Cinidel. Pfipravené derivaty byly ziskany a precistény pomoci
preparativni TLC. Za ucelem orientacniho stanoveni molekulové hmotnosti pfipravovanych
latek byla pouzita GC-MS analyza. U dosud v literatufe nepopsanych latek byla pro zjisténi
pfesné hodnoty molekulové hmotnosti vyuZita ESI-HRMS analyza (hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim). U pfipravenych derivatd byla pro dalsi strukturni identifikaci
provedena NMR analyza a zmérena opticka otacivost. Derivaty byly ziskany ve formé hnédé
olejovité kapaliny nebo bilého amorfniho prasku.

Pfipravené semisyntetické derivaty haemanthaminu byly podrobeny screeningovému
testovani biologické aktivity. Celkem u deseti pfipravenych derivatd byla testovana
schopnost inhibice lidskych cholinesterdz pfi koncentraci 10 uM, ¢imz bylo navazano
na predchozi prace védecké skupiny ADINACO, diky kterym bylo pfipraveno a testovdno
nékolik aktivnich haemanthaminovych derivatd.6%%1 U pFipravenych latek byla také
vypocitdna hodnota logBB, ktera poukazuje na permeabilitu latek pres HEB a je dllezZita pro
pripadné plsobeni latky v CNS. V ramci hAChE/hBuUChE inhibi¢ni studie byly bohuZel vsechny
testované latky vyhodnoceny jako neaktivni (ICso > 10 uM) (Tab. 20).

U pfipravenych haemanthaminovych derivat byla také testovana antimykobakteridlni
aktivita vac¢i nékolika mykobakteridlnim kmendm (Tab. 22) za poutZiti rifampicinu,
ciprofloxacinu a isoniazidu jako referencnich latek. Antimykobakteridlni aktivitou AAs se jiz
v minulosti zabyvala védecka skupina ADINACO, ktera pfipravila fadu semisyntetickych

derivatd nékolika pfirodnich alkaloid(, z nichZ zejména dva derivaty galanthaminu vykazaly
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zajimavou antimykobakterialni aktivitu: 6-0-(4-butylbenzoyl)galanthamin
a 6-0-(2-naftoyl)galanthamin. Bylo také zjiSténo, Ze pfirodni alkaloid haemanthamin
nevykazuje Zadnou antimykobakteridlni aktivitu.>® V ramci diplomové prace bylo navazéno
na predchozi studie a bylo testovano 12 derivatli haemanthaminu. U Zadné z testovanych
latek nebyla prokdzana vyssi aktivita nez u standardd. Nejzajimavéjsi antimykobakteridlni
potencial proti kmenu Mtb H37Ra vykazal derivat 11-O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin
(MIC =3,91 ug/ml), proti kmenu M. aurum: 11-O-(4-tercbutylbenzoyl)haemanthamin,
11-0-(1-naftoyl)haemanthamin a 11-O-(4-butylbenzoyl)haemanthamin (MICs = 7,81 ug/ml),
proti kmenu M. avium: 11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin,
11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin (MICs = 31,25 pug/ml), proti kmenu M. kansasii:
11-0O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin (MIC = 3,91 pg/ml),
11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin (MIC=7,81 ug/ml), proti kmenu M. smegmatis:
11-0-(1-naftoyl)haemanthamin (MIC = 7,81 ug/ml) (Tab. 21).

U 7 pfipravenych derivatd byla také testovana antifungdini a antibakteralni aktivita vici
rdznym druhdm mikroorganism( (Tab. 23). Screening antimikrobialni aktivity pfirodniho
alkaloidu haemanthaminu prokazal, Ze latka vykazuje slabou antimikrobialni aktivitu proti
Candida albicans a Candida dubliniensis (MICso =512 ug/ml) a proti Lodderomyces
elongiosporus (MICso = 256 pg/ml).>® V ramci diplomové prace z hlediska antifungalni
a antibakteridlni aktivity byly vSechny latky vyhodnoceny jako neaktivni (MICs > 125 uM/I).
(Tab. 24).

Zavérem je mozné konstatovat, Ze derivaty haemanthaminu jsou perspektivni i jako
ylead-structures” pro vyvoj latek svyznamnou antimykobakteridlni aktivitou. Vzhledem
k tomu, Ze latky s antituberkulotickou aktivitou obecné disponuji nebezpeéim zvysSené
hepatotoxické aktivity, nejaktivnéjsi latky jsou v soucasné dobé podrobeny studiu jejich

toxického potencialu vici bunkam hepatocelularniho karcinomu HepG2.
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Nazev diplomové prace: Strukturni obomény haemanthaminu

Predmétem této diplomové prace bylo pripravit dalsi sérii semisyntetickych derivata
haemanthaminu. Bylo pfipraveno 12 aromatickych esterovych derivatli haemanthaminu
a dva ethery. Latky byly nasledné identifikovdny pomoci MS, NMR analyzy, optické otacivosti
a nasledné podrobeny screeningu biologické aktivity. Deset pfipravenych derivati bylo
testovano na in vitro inhibi¢ni aktivitu vic¢i hAChE a hBuChE. VSechny derivaty byly
vyhodnoceny jako neaktivni (ICso > 10 uM). U 12 derivatd haemanthaminu byla testovana
antimykobakteridlni aktivita. Nejzajimavé;jsi antimykobakteridlni potencial proti kmenu Mtb
H37Ra vykazal derivat 11-O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin (MIC = 3,91 ug/ml), proti
kmenu M. aurum: 11-0O-(4-tercbutyllbenzoyl)haemanthamin, 11-O-(1-naftoyl)haemanthamin
a 11-0-(4-butylbenzoyl)haemanthamin (MICs=7,81 pg/ml), proti kmenu M. avium:
11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin, 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin
(MICs =1,25 pg/ml), proti kmenu M. kansasii: 11-O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin
(MIC = 3,91 pg/ml), 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin (MIC = 7,81 pg/ml), proti kmenu
M. smegmatis: 11-O-(1-naftoyl)haemanthamin (MIC = 7,81 pg/ml). U sedmi derivatd byla
testovana antimikrobialni aktivita vici riznym kmenlm mikroorganism(. VSechny latky byly
vyhodnoceny jako neaktivni (MICs > 125 uM/I). Vsoucasné dobé jsou derivaty
s nezajimavéjsi antimykobakteridlni aktivitou testovany na jejich toxicitu vic¢i HepG2

bunkam.
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Title of diploma thesis: Structural modification of haemanthamine

The object of this diploma thesis was to prepare several derivates of alkaloid
haemanthamine. Twelve aromatic esters of haemanthamine and two ethers were prepared.
Compounds were identified by MS, NMR analysis and optical rotation and screened for their
biological activities. Ten prepared derivates were screened for in vitro inhibitory activity
againts hAChE and hBuChE. All derivates were considered inactive (ICso > 10 uM). Twelve
derivates of haemanthamine were tested for thein antimycobacterial aktivity, using
rifampicin as a standard. The most interesting antimycobacterial potencial against Mtb
H37Ra strain has shown 11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthamine (MIC = 3,91 pg/ml), against
M. aurum:  11-O-(4-tercbutyllbenzoyl)haemanthamine, 11-O-(1-naftoyl)haemanthamine
a 11-0-(4-butylbenzoyl)haemanthamine (MICs = 7,81 pg/ml), against M. avium:
11-0O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamine, 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamine
(MICs = 31,25 pg/ml), against M. kansasii: 11-0O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamine
(MIC =3,91 ug/ml), 11-O-(4-hexylbenzoyl)haemanthamine (MIC=7,81 pg/ml), against
M. smegmatis: 11-O-(1-naftoyl)haemanthamine (MIC = 7,81 ug/ml). Seven derivates were
tested for antimicrobial activity against variol strains of microorganisms. All derivates were
considered inactive (MIC > 125 uM/I). Derivates with the most interesting antimycobacterial

activity are currently being tested for their toxicity against HepG2 cells.
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