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1. Uvod

Jiz od prvopocatkd lidstva existovala potfeba vyporadavat se s nemocemi, které nase
pfedky suZovaly a které dnes Casto trapi také nds. Vzhledem k omezenym moZnostem se
pozornost tehdejsich lidi pochopitelné upinala predevsim k pfirodnim zdrojam Iéciv, a proto
se neni ¢emu divit, Ze pravé rostliny zaujaly na dlouhou dobu nenahraditelné misto
v |éCitelstvi. LéCivé vlastnosti rostlin byly zjiStovany predevsim na zakladé empirie, tedy
metodou pokus-omyl, diky ¢emuz byly objeveny i jejich toxické vlastnosti, které byly naSimi

predky vyuzivany (napf. kurare) a také zneuzivany (napf. Conium maculatum) [1].

Znalost |écCivych rostlin si lidé zpocatku predavali Ustné, ale uZ v nejstarSich
civilizacich, po vynalezu pisma, si své védomosti zacali také zapisovat. Asi nejstarSim
dokladem je hlinénd desticka ze sumerského Nagpuru [2] (pfipadné prepisovano také jako
mésto Nippur) [1] stard zhruba 5000 let, kterd obsahuje popis 12 receptli s odkazem na
pfiblizné 250 rostlin. Z dalSich, vyrazné mladsich, pisemnosti Ize uvést napfiklad Pen T'Sao
(cisaf Sen Nung, Cina, 2838 pf. n. |.) [1], Ebersdv papyrus (Egypt, cca 1500 pf. n. |.) [2] nebo

soucasti Ayurvédy — Charaka, Sushruta, Sambhitas (Indie, cca 1000 pf. n. I.) [3].

Vlivem rozvoje pfirodnich a technickych véd lidstvo ziskalo nové moznosti, jak
zajiStovat |éciva, a zacdala se pripravovat lécCiva synteticka. | pres existenci mnozstvi novych
zplUsobl jsou témér dvé tretiny nové schvalovanych lééiv zalozené na pribuznosti
s pfirodnimi latkami [4], které jsou tedy i dnes cennym zdrojem inspirace. Ocekava se, Ze

tento trend bude nadale pokradovat [5].

S neustalym vyvojem poznani dochdzelo, a stdle dochazi, k objevovani novych
rostlinnych druhl a jejich obsahovych latek, které by mohly mit potenciadl pro lécebné
vyuziti. Velkd pozornost je vénovana napriklad celedi Amaryllidaceae, ktera je bohata na
vyskyt strukturné specifickych alkaloid(. Do dnesni doby bylo popsano vice nez 600 téchto
sloucenin, které jsou v literatufe oznacovany jako Amaryllidaceae alkaloidy (AAs) [6]. Tyto
sekundarni metabolity jsou zndmé predevsim pro své rozmanité farmakologické vlastnosti,
mezi které patfi napriklad analgetickd, antitumorovd, antivirovd a antimikrobidlni aktivita
a také inhibi¢ni aktivita vici cholinesterazam. Zatim jediny alkaloid, ktery nasel své

terapeutické vyuziti, je galanthamin, pouzivany pro symptomatickou lé¢bu lehdich a stfedné



zavainych stadii Alzheimerovy nemoci (AD). Jedna se o selektivni inhibitor

acetylcholinesterdzy (AChE) [7].

Vyzkum se vdnesni dobé nezaméfuje pouze na hledani novych potencialné
vyuZitelnych rostlinnych druhd, ale také na patrani po novych latkach, pfipadné i novych
strukturnich typech AAs (pfikladem mohou byt karltonin A-C [8], narcieliin, narciabduliin
[9, 10] a kliniatin A-C [11]). Tyto slou€eniny byvaji v rostlinach vétsinou zastoupeny pouze ve
velmi malém mnozZstvi, ale nové objevené skelety mohou poslouzit jako inspirace pro vyvoj
semisyntetickych nebo plné syntetickych derivat(i, které maji casto vyhodnéjsi vlastnosti nez

plavodni alkaloid.

Studium AAs a jinych latek potencidlné vyuzitelnych v terapii Alzheimerovy nemoci
ma na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové dlouhou tradici, kterd se
odrdzZi ve stale novych poznatcich a zajimavych vysledcich ziskanych pracovni skupinou

ADINACO funguijici na katedie Farmakognozie a farmaceutické botaniky.



2. Cil prace

Hlavnim cilem predloZzené diplomové prace byla pfiprava série sloucenin strukturné
odvozenych od minoritnich alkaloid( karltoninového strukturniho typu a ndsledné studium
jejich inhibi¢niho potencialu vici cholinesterazam s dirazem na butyrylcholinesterazu

(BuChE).
Dil¢i cile této prace byly nasledujici:

1) ReSerSe literatury zabyvajici se AAs a slouceninami strukturné inspirovanymi
témito latkami, jakoZto potenciadlnimi inhibitory BuChE.

2) Syntéza latek a jejich derivatl selektivné inhibujicich aktivitu BUChE na zakladé
pfirodni predlohy.

3) Stanoveni biologické aktivity pFipravenych latek.

4) Vyhodnoceni vztahu struktura-ucinek u ptipravenych latek, pfipadné ndvrh

dalSich strukturnich obmén.



3. Teoreticka cast

3.1 Charakteristika celedi Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae sdruzuje jednodélozné rostliny vyskytujici se predeviim
v tropickych a subtropickych oblastech svéta (Jizni Afrika, Jizni Amerika, Stfedozemi) [12].
Zatim bylo popsano pfiblizné 1100 druhd, které jsou klasifikovany do 85 rod( [13]. V naSich
podminkach se mizeme setkat naptiklad s rody Leucojum spp., Narcissus spp. ¢i Galanthus
spp. [14] Nejvétsi mnozstvi (asi tfetina) zndmych druh( se vyskytuje v Zapadnim Kapsku [15].
Jednd se o vytrvalé rostliny tvofici cibule, oddenky nebo cibulové hlizy. Stonek je, az na
vyjimky, neolistény. Listy jsou povétSinou pfizemni a uzké, kvéty jednotlivé, kvétenstvi mivaji

charakter Sroubelovity, pfipadné hroznovity. Plodem je tobolka nebo bobule [16].

Charakteristickymi  sekundarnimi metabolity, které se ukladaji predevsim
v podzemnich orgdnech téchto rostlin, jsou AAs. Jedna se o specifickou skupinu latek, kterd
se vyskytuje témér vyhradné v rostlinach této celedi. Ackoliv jsou strukturné dosti jedinecné,
byvaji fazeny do skupiny isochinolinovych alkaloidl na zakladé stejného biosyntetického
pavodu. Prvni ztéchto alkaloidl, lykorin, byl izolovan jiz vroce 1877 z Narcissus
pseudonarcissus [12]. Od té doby bylo identifikovano jiz vice nez 600 alkaloidd [17], ¢imz se

celed Amaryllidaceae radi mezi 20 nejvyznamnéjsich Celedi obsahuijicich alkaloidy [18].

AAs si svou pozornost vyslouzily diky svému Sirokému spektru biologickych ucinkd.
Jsou spojovany s antivirovymi, antifungalnimi, antiparazitickymi, antioxida¢nimi

.....

kyseliny askorbové a RNA [19].

V praxi je az do soucasnosti oficialné vyuzivan pouze jeden AA — galanthamin. Ten byl
zaveden do praxe na zacatku tisicileti pod obchodnim nazvem Reminyl®, ackoliv byl izolovan
uz vroce 1952 [20]. Z padesatych let také pochazeji prvni zminky o jeho vyuziti v lidovém
[é¢itelstvi — na Kavkaze se pouzival odvar z mistni snézenky Galanthus woronowii k 1é¢bé
poliomyelitidy. Kromé toho je zndmo také pouzivani blizce pfibuzné Galanthus nivalis
v Rumunsku, na Ukrajiné a Balkanském poloostrové k I1é¢bé bolesti hlavy [21]. Galanthamin
nachazi v dnesni dobé uplatnéni pti symptomatické 1écbé lehkych az stfedné tézkych stadii
Alzheimerovy nemoci, a to diky dudlnimu mechanismu ucinku. Zaprvé kompetitivné inhibuje

acetylcholinesterazu (AChE) a zadruhé je u néj prokazana schopnost allosterické modulace
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nikotinovych acetylcholinovych receptord (nAChRs). Diky tomu dochazi ke zvySeni citlivosti
a nasledné aktivaci presynaptickych nikotinovych receptor(i a zvyseni nabidky acetylcholinu
[22]. Tim pfrispiva ke zmirnéni nasledkd (zhorSena centralni cholinergni neurotransmise) po
snizeni poctu nAChRs pfi AD [23]. Vzhledem k bezproblémové dostupnosti galanthaminu
z rostlinného materidlu jsou v poslednich letech studovany i jeho polosyntetické derivaty,
jakoZto latky potencialné vyuzitelné v terapii rozlicnych chorob [24]. Kromé galanthaminu se
také intenzivné studuji i derivaty haemanthaminového [25], pankratistatinového

a lykorinového typu [26, 27].

Mezi dalsi intenzivné studované AAs patfi lykorin, haemanthamin a narciklasin,
kterym se vénuje pozornost z hlediska jejich protinddorové aktivity. [17] Nespornou vyhodou
téchto latek je jejich relativni selektivita vici nadorovym bunkam a zaroven nizsi toxicita pro

buriky zdravé. [28]

3.2 Biosyntéza a strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidt

Biosyntéza AAs je unikdtnim procesem vychdzejicim ze dvou aminokyselin,
L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Tento zplsob biosyntézy se oznacuje jako norbelladinova cesta
[28]. L-Fenylalanin je prekurzorem pro fragment C¢-C;, tvofici kruh A a reprezentujici
benzylovou ¢ast molekuly (ve schématu zobrazeno Cervené). L-Tyrosin je prekurzorem pro
kruh C, dvouuhlikaty postranni fetézec a dusik (ve schématu zobrazeno modre). V prvnim
kroku dochazi k preméné L-fenylalaninu (1) pomoci fenylalanin ammonium-lydzy (PAL) na
kyselinu trans-skoficovou (2) a amoniak [12]. Kyselina skoficova je ddle preménovana
pomoci enzymu trans-cinnamat monooxydasy (CYP73A1) na kyselinu para-kumarovou (3), ze
které nasledné vznika 4-hydroxybenzaldehyd (4) nebo kyselina kdvova (5), v zavislosti na
¢innosti enzymu kumarat 3-hydroxylazy (CYP98A3). Z obou téchto molekul muiZe nasledné
vzniknout protokatechovy aldehyd (6), kyselina kdvovd je transformovana plsobenim
homologu vanillin syntazy (VpVAN). L-Tyrosin (7) se preménuje puasobenim tyrosin-
dekarboxylazy na tyramin (8). Tyramin nasledné kondenzuje s aldehydem za vzniku Schiffovy
baze (9), kterd je redukovdna na norbelladin (10). Norbelladin je nasledné preménén
pUsobenim norbelladin-4‘-0O-methyltransferasy (N4’OMT) na 4‘-O-methylnorbelladin (11).
Klicovym krokem pro syntézu rlznych strukturnich typd AAs je cyklizace
4'-O-methylnorbelladinu  pomoci CYP96T. Tato cyklizace probihda prostrednictvim

oxidativniho fenol-fenol spojeni tfemi zpUsoby — para-para‘, ortho-para’ a para-ortho [12,

11



17, 29, 30]. Pro prehlednost jsou popsané biosyntetické kroky zobrazeny na nasledujicim

obrazku (Obrazek 1).
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V literature je rozliSovano 9 zakladnich strukturnich typl AAs. Para-para‘ cyklizace je
zprostfedkovan enzymem CYP96T1 a timto zplsobem vznika krininovy a haemanthaminovy
typ. Pfestavbou haemanthaminového typu vznikaji dale pretazettinovy (dfive tazettinovy),
narciklasinovy a montaninovy typ. Pfi ortho-para‘ cyklizaci vznika lykorinovy typ, ze kterého
nasledné vychazi homolykorinovy typ. Para-ortho’ cyklizaci vznikd galanthaminovy typ.
U ortho-para‘ a para-ortho’ spojeni zatim nebyly popsany enzymy, které je zajistuji, ale
predpokladd se, Ze se také jednd o enzymy cytochromu P450. Poslednim zminénym,
z pohledu biosyntézy prvnim, zdkladnim typem je belladinovy, ktery vznikda methylaci

norbelladinu [17]. Pfehled zakladnich strukturnich typ( je uveden nize (Obrazek 2).

OH HO
HO,,

(e} '
ortho-para’ -~ para-ortho

<O " NH — >
o N HO

Norbelladinovy typ

Lykorinovy typ

para-para’

Haemanthaminovy typ Krininovy typ

OH
Homolykorinovy typ =

Montaninovy typ

Pretazettinovy typ

Obrazek 2 Prehled zakladnich strukturnich typt Amaryllidaceae alkaloid( [17]

Vedle téchto 9 zakladnich typl, ke kterym lze pfifadit 80 % dosud znamych AAs,

existuje jesté dalsich asi 15 az 20 strukturnich typa. Vétsina z nich je v3ak reprezentovana jen
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jednim nebo nékolika malo alkaloidy, které byvaji ¢asto zastoupeny pouze ve velmi nizkych
koncentracich [17]. Z vyznamnéjSich |ze uvést galasinovy typ, ktery je pribuzny lykorinovému
typu. Jedna se o skupinu alkaloidd, jejichz skelet tvofi 15-uhlikaty retézec, substituovany
hydroxy- a methoxyskupinami. Typickym strukturnim znakem je y-laktonovy kruh [17]. Tento
typ alkaloidl byl izolovan zrostlin Galanthus elwesii (galasin) [31] a Lycoris radiata
(7-demethoxyhostasin) [32], a z rostliny Hosta plantaginea (hostasin, 8-demethoxyhostasin,
8-demethoxy-10-O-methylhostasin, 10-O-methyhostasin) z Celedi Liliaceae. Otazkou vsak
zGstava, zda se jednalo opravdu o tuto rostlinu, jelikoZ se jednd o jedinou zminku izolace AAs
u tohoto rodu rostlin. 8-Demethoxy-10-O-methylhostatin vykazoval pfi studiich vysokou
inhibi¢ni aktivitu vici AChE (ICso = 2,32 uM), zaroven se jednd o vibec prvni zjistény alkaloid

s AChEi aktivitou v této strukturni skupiné [33].

Dalsim typem jsou galanthindolové alkaloidy, které jsou tvoreny 14-uhlikatym
skeletem s hydroxy-, methoxy- a glykosylovymi substituenty. Strukturné vychazeji
z homolykorinového typu, maji otevieny kruh B a kruh C je v rdzném stupni nenasyceni [17].
Zajimavosti u tohoto strukturniho typu je, Ze v zavislosti na poctu substituentd je ovlivnéna
rotace na vazbé mezi dvéma aromatickymi kruhy, pricemz vétsina tetra-O-substituovanych
alkaloidd kvali tomu netvofri racematy pti pokojové teploté. [34] Tyto alkaloidy byly izolovany

z Galanthus elwesii a rostlin rodt Clivia [17], Hippeastrum, Lycoris [32] a Narcissus [34].

Mensi skupinou jsou alkaloidy kripowellinového typu, které pravdépodobné vychazeji
z haemanthaminového typu. Od predchozich dvou typl se odliSuji predevsim tim, Zze byly
doposud izolovany pouze z rostlin rodu Crinum. Poprvé byly izolovany z druhu C. powellii
kripowellin A a B, které vykazuji insekticidni vlastnosti [35]. Nasledné byly pfi hledani novych

antimalarickych latek izolovany z C. erubescens kripowellin C a D [36].

Podstatné vétsi skupinou jsou alkaloidy plikaminového typu. Jedna se asi o 23 latek,
jejichz zakladem je 15-uhlikaty skelet se dvéma atomy dusiku. Tato strutkura vychazi
z pretazettinového typu, kde je kyslik v poloze 5 nahrazen dusikem. Prikladem téchto
alkaloidd jsou plikamin a obliquin, které byly izolovany zrod( Galanthus, Narcissus,
Cyrtanthus a Zephyranthes [37—41]. Velice podobnou, ale mensi, skupinou jsou alkaloidy
sekoplikaminového typu, které ve své strukture také obsahuji 2 atomy dusiku. Tyto

slouceniny se ¢asto vyskytuji spolu s plikaminovym typem ve stejnych rodech [37, 38, 40].
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Pomérné malou skupinou jsou alkaloidy gracilinového typu tvorené skeletem
z 15 uhlika, ktery je obvykle substituovany v poloze 3 a 11. Pfedpoklada se, Ze tato struktura
vychazi z 6-hydroxyderivatd haemanthaminového typu [17]. Tento specidlni typ alkaloidd byl
zatim izolovan pouze z rodu Galanthus (G. gracilis, G. x valentinei nothosubsp. subplicatus
[42], G. plicatus subsp. byzantinus [43], G. elwesii [44]) a rostliny Pancratium maritimum
[45]. Biologicka aktivita tohoto strukturniho typu zatim nebyla studovana. Vybrané zastupce

vySe zminénych typ( predstavuje nasledujici obrazek (Obrazek 3).

galasin

plikamin OH

kripowellin

—l

<O O .-nlN\
(6]

gracilin

Obrazek 3 Struktury vybranych Amaryllidaceae alkaloid(i minoritnich strukturnich typa [17]

Neddvno popsanym strukturnim typem AAs je heterodimerni narcikachninovy
strukturni  typ. Ten je tvofen kombinaci dvou typli, galanthaminového
a galanthindolového. Poprvé byly tyto alkaloidy izolovdny z Narcissus poeticus cv. Pink
Parasol a pojmenovany narcikachnin a narcipavlin. U narcipavlinu byla testovana jeho
biologickd aktivita a zjistilo se, Ze vykazuje zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici BuChE [46].

Dalsim izolovanym alkaloidem z této skupiny byl narcimatulin ziskany z N. pseudonarcissus
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L. cv. Dutch Master [47]. U vSech téchto latek se vzhledem k malému izolovanému mnozstvi
nepodafilo urcit absolutni konfiguraci. Vroce 2021 byl zrostliny Zephyranthes citrina
izolovan narcieliin [9] a nedlouho poté z N. pseudonarcissus cv. Carlton dalsi alkaloid této
skupiny, narciabduliin [10]. U téchto alkaloidd se za vyuzZiti 2D-NMR technik
a cirkularniho dichroismu podafilo objasnit absolutni konfiguraci. Alkaloidy
narcikachninového typu se mezi sebou lisi pfedevsim rozdilnymi substitucemi v polohdach
C-3 a C-4‘, dvojnou vazbou a substituci v cyklohexanovém kruhu galanthaminové casti
a dvojnou vazbou v péti¢clenném heterocyklu. Tyto rozdily jsou shrnuty v nasledujicim
obrazku (Obrazek 4). VSechny nové popsané alkaloidy byly testovany na inhibi¢ni aktivitu
vuc¢i AChE a BuChE, ktera bude podrobnéji popsdna v kapitole 3.3. Ackoliv maji alkaloidy
narcikachninového typu zajimavy biologicky potencidl jakozto mozind lécéiva vyuzZitelnd pfi

AD, je jejich velkou nevyhodou to, Ze jsou v pfirodnich zdrojich zastoupeny pouze ve velmi

galanthaminové jadro

narcieliin

narciabduliin
OMe OMe OMe
/< o /R
o/\ Q 0 o o 0
O N g N O N
\ OH \ (e}
\N OH N O N O
P
narcipavlin narcikachnin narcimatulin

malych mnozstvich [22].

Obrazek 4 Alkaloidy narcikachninového typu se zvyraznénymi rozdily ve strukture [22, 46]

3.2.1 Norbelladinovy typ
Norbelladin, ktery stoji na zacatku vlastni biosyntézy AAs, neni ve své podstaté

pravym alkaloidem. Jedna se o protoalkaloid, terciarni amin, jelikoz dusik neni soucasti

16



heterocyklu. K isochinolinovym alkaloidim jsou latky odvozené od norbelladinu fazeny
formdlné na zakladé jejich stejného  prekurzoru (aminokyseliny tyrozinu).
K norbelladinovému typu Ilze zafadit v podstaté 13 latek, které jsou tvoreny
15-uhlikatym skeletem. Tyto alkaloidy byly izolovany predevsim zrodU Crinum, Nerine,
Pancratium a asijskych druhd rodu Lycoris. Jednd se o norbelladin, 4-O-methylnorbelladin,
latisodin, 4-0O-demethylbelladin, O,N-dimethylnorbelladin, BR-hydroxy-O,N-
dimethylnorbelladin, N-demethylbelladin, belladin, 3-O-demethylbelladin, ryllistin, latisolin,
kraugsodin a iso-kraugsodin. Prvnich 11 sloucenin si je velmi strukturné podobnych, ve
vétsiné pripadd se lisi pouze v poloze a poctu methylovych skupin, jak znazornuje tabulka
nize (Tabulka 1) [17]. Vzhledem ke skutecnosti, Ze se tyto alkaloidy vyskytuji v rostlinach
v nizkych koncentracich, nebyla jim vénovdna vyznamna pozornost z pohledu jejich

biologické aktivity.

Tabulka 1 Alkaloidy norbelladinového typu [17]

R2
R'O
R3
)
R0 R
OR®
Nazev R! R? R® R* R® R®
norbelladin H H H H H H
4‘-0-methylnorbelladin H H H H H Me
latisodin H H H H Me Me
4-0-demethylnorbelladin H H H Me Me Me
O,N-dimethylnorbelladin H H H Me H Me
di?nt::;::ﬁgixin H H OH Me H Me
N-demethylbelladin Me H H H Me Me
belladin Me H H Me Me Me
3‘-0-demethylbelladin Me H H Me H Me
ryllistin Me OMe H H Me Me
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Tabulka 1 Alkaloidy norbelladinového typu [17] (pokracovani)

latisolin Glc H H H Me Me

kraugsodin iso-kraugsodin

HO HO

3.2.2 Karltoninovy typ

Karltoninovy typ byva nékdy fazen mezi alkaloidy norbelladinového typu [30]. Jednd
se 0 malou skupinu AAs, v jejichZ struktufe se kombinuji, resp. prekryvaji, dva strukturni
typy, a to belladinovy a lykosininovy. U doposud izolovanych sloucenin tohoto typu jsou
pfitomny dva nebo tfi atomy dusiku (Obrdzek 5). Tento strukturni typ byl zaveden po izolaci
pilotnich alkaloidd karltoninu A-C z N. pseudonarcissus cv. Carlton. Pro tyto latky plati to
samé, co pro alkaloidy narcikachninového typu, v rostlinach se vyskytuji pouze ve stopovych
mnozstvich (z 30 kg Cerstvych cibuli N. pseudonarcissus cv. Carlton bylo izolovano 70 mg

karltoninu A, 6 mg karltoninu B a 7 mg karltoninu C [8]).

Tyto latky byly studovany z pohledu inhibi¢niho potencidlu vici AChE, BuChk a POP,

coz bude popsano v kapitole 3.3.
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karltonin B

karltonin C

Obrazek 5 Karltonin A-C se zvyraznénymi daleZitymi strukturnimi prvky [8]

3.3 Inhibicni aktivita Amaryllidaceae alkaloid( vici cholinesterdazam
Cholinesterazy jsou zakladnimi enzymy vyskytujicimi se jak v perifernim, tak
i v centralnim nervovém systému. Skupina cholinesteraz je reprezentovana dvéma enzymy —
AChE a BuChE. Na principu hydrolyzy esterové vazby zajistuji za normalnich fyziologickych
podminek ukonceni cholinergni neurotransmise na synapsich. Kromé toho se AChE uplatiuje
také pfri diferenciaci embryondlnich kmenovych bunék, neuritogenezi, bunééné adhezi,
synaptogenezi, aktivaci dopaminovych neuronl, seskupovani vlaken amyloidu beta,

hematopoezi, trombopoezi a regulaci glutamatem ovliviiované aktivité hipokampu [48].

Uloha BuChE stéle neni dostateéné objasnéna, ale kromé ovliviiovani cholinergni
transmise se podili na neurogenezi a ma detoxikacni ucinky na rdzna xenobiotika, coz je
pravdépodobné dano jeji nizsi substratovou specifitou [48]. Jako priklad lze uvést interakci
BuChE s alkaloidy rodu Solanum, heroinem [49], kokainem a kyselinou acetylsalicylovou.
Kromé toho se BUChE také podili na vychytavani ptirodnich (fyzostigmin) i syntetickych

(organofosfaty) latek s anticholinergni aktivitou [50].

Pfi nékterych patologickych stavech, jako je napfiklad AD, dochdzi k vyznamnému
snizeni cholinergni neurotransmise vlivem neregulované vyssi aktivity cholinesteraz. Z téchto

dlvod( se reverzibilni inhibice téchto enzymU nabizi jako vhodnd strategie terapie, diky
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které dojde alespon k doasnému zpomaleni progrese onemocnéni a zlepSeni kognitivnich
schopnosti pacient(l. Uvadi se, Ze v pokrocilejSich stadiich AD dochazi v urcitych oblastech
mozku ke zvySeni aktivity BUChE o 40-90%, pfiCemz aktivita AChE se snizi az o 33-45%. Tato
zména poméru AChE a BuUChE zvyraziuje roli BUChE pfi hydrolyze acetylcholinu a €ini z ni
tedy mozny cil terapie v pokrocilejsich stadiich AD [51]. Zmény v aktivité cholinesterdz jsou
patrné i u pacientl s parkinsonskou demenci, naopak u pacientld s demenci s Lewyho télisky

zadné zmény v aktivité cholinesteraz nebyly pozorovany [52].

V soucasnosti pouZivana léCiva pfti terapii AD (Obrazek 6) cili pfedevsim na AChE.
Galanthamin a donepezil jsou reverzibilni nekompetitivni inhibitory AChE, zatimco
rivastigmin ma dualni reverzibilni nekompetitivni inhibi¢ni aktivitu [53, 54]. Kromé inhibitor
cholinesterdz se v terapii AD déle vyuZivd memantin (antagonista NMDA receptor(), a to
i vkombinaci s donepezilem [55]. Toto portfolio bylo vroce 2021 (po témér 20 letech)
rozsiteno po schvaleni FDA o monoklondlni protilatku aducanumab cilici na amyloidni plaky

[56].

rivastigmin

donepezil memantin

Obrazek 6 V soucasnosti uzivana léciva pfi terapii Alzheimerovy nemoci [57]

Jedinym v soucasné dobé vyuzivanym AA je galanthamin, ktery disponuje selektivni
reverzibilni nekompetitivni inhibi¢ni aktivitou v0c¢i acetylcholinesteraze. Kromé
galanthaminu bylo do soucasné doby izolovano a identifikovano vétsi mnozstvi AAs, které
maji v nékterych ptipadech dokonce i silnéjsi inhibi¢ni aktivitu vici AChE. V roce 2002 bylo

testovano 22 alkaloidt patficich k lykorinovému, homolykorinovému, haemanthaminovému,
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galanthaminovému a tazettinovému typu a mesembrenon (celkem tedy 23 alkaloidl) na
jejich schopnost in vitro inhibovat AChE, pficemz galanthamin byl pouzZit jako pozitivni
kontrola. Z této studie vyplynulo, Ze inhibi¢ni aktivitu vykazuji predevsim alkaloidy nalezici
k lykorinovému a galanthaminovému typu. Zda se, Ze schopnost alkaloidu vazat se v aktivnim
misté AChE do znacné miry ovliviiuje pritomnost a poloha hydroxyskupiny. Z alkaloid(
galanthaminového typu se jako nejvice potentni jevil sanguinin, ktery mél 10x vyssi aktivitu
oproti galanthaminu, pravdépodobné diky pritomnosti dalsi hydroxyskupiny. DalSim
zajimavym alkaloidem byl 11-hydroxygalanthamin, ktery mél aktivitu jen o malo slabsi nez
kontrolni galanthamin. Z alkaloidd lykorinového typu vykazoval nejvyssi aktivitu assoanin
(pfesto se vsak jednalo o hodnoty zhruba 4x nizsi nez u galanthaminu) a oxoassoanin.
Vzhledem ktomu, Ze se od ostatnich studovanych alkaloidl lykorinového typu lisi
pritomnosti aromatického kruhu C, prfedpokladd se, Zze je schopnost inhibice AChE dana
pfedevsim vyssi planaritou molekuly [58]. Ve starsi literature je dale uvadén také
1-0-acetyllykorin s hodnotami ICso = 0,96 uM [59]. Takto vysoka inhibiéni aktivita vSak nebyla
potvrzena v pozdéjsi fytochemické studii Nerine bowdenii Watson, v ramci které byl tento
alkaloid izolovan [60]. Nékteti autofi vSak na tuto hodnotu stdle odkazuji i v soucasné

literature [61].

V roce 2011 byla provedena fytochemicka studie Zephyranthes concolor, pti které byl
izolovan chlidanthin, polohovy isomer galanthaminu. Chlidanthin ma ve své strukture oproti
galanthaminu prohozeny substituenty v polohach C-3 a C-9 (Obrazek 7). Ten alkaloid byl
poprvé izolovan jiz v padesatych letech minulého stoleti z Chlidanthus fragrans, pozdéji byl
izolovan jesté z Haemanthus multiflorus a Hippeastrum aulicum var. robustum. Na rozdil od
galanthaminu, ktery je pfitomen v mnoha druzich ¢eledi Amaryllidaceae, se jedna o latku,
ktera se v rostlindch vyskytuje pouze v nizkych koncentracich. Chlidanthin byl testovdn na
inhibicni aktivitu v0ic¢i AChE, kterd byla v porovnani s galanthaminem podstatné nizsi.
Dlavodem nizsi aktivity chlidanthinu je pravdépodobné nemoZnost tvorby vodikové vazby
mezi hydroxylovou skupinou na C-3 a kyslikem na dihydrofuranovém kruhu, coz

u galanthaminu mozné je [62].

21



galanthamin chlidanthin

Obrazek 7 Porovnani struktury galanthaminu a chlidanthinu [62]

Kromé chlidanthinu byl pfi fytochemické studii v roce 2013 izolovan z Chlidanthus
fragrans také alkaloid krininového typu, undulatin. Ackoliv jsou alkaloidy krininového typu
obecné povazovany z pohledu inhibice AChE za velmi slabé aktivni aZz neaktivni, undulatin je
vyjimkou. Jeho inhibi¢ni aktivita byla v této studii stanovena jako I1Cso = 23 + 1 uM [63].
Ve stejném roce byl ze Zephyranthes robusta ziskan a otestovan dalsi alkaloid krininového
typu, 8-O-demethylmaritidin, ktery také vykazoval slibnou inhibi¢ni aktivitu (ICso = 28,02 +
0,91 uM) [64]. O dva roky pozdéji byly oba alkaloidy opét testovany na schopnost inhibovat
AChE, pficemz undulatin vykazoval vyrazné lepsi hodnoty neZ v minulé studii (ICso = 7,4
+ 0,03 uM), zatimco ziskana hodnota pro 8-O-demethylmaritidin byla horsi (ICso = 57,4 £ 0,1
UM). Rozdilné hodnoty ICsg jsou s velkou pravdépodobnosti dany tim, Ze v ramci téchto
studii byly pouzity rlizné zdroje AChE. V prvnich dvou studiich byla pouZita erytrocytarni
AChE, ve treti studii se jednalo o enzym izolovany z elektrického Uhore (Electrophorus
electricus). U obou alkaloidd se také zjistovala schopnost prestupu pres hematoencefalickou
bariéru (HEB) prostifednictvim pasivniho transportu. Na zdkladé ziskanych vysledkd je
pasivniho transportu pres HEB schopen pouze undulatin [65]. Vroce 2016 byl izolovan
z Nerine bowdenii W. Watson treti krininovy alkaloid, ktery mél schopnost inhibovat AChE,
powellin (ICso = 29,1 + 1,6 uM). Zaroven s powellinem byl ziskan také undulatin, ktery byl
znovu otestovan. Vysledek odpovidal spiSe hodnoté z prvni provedené studie (ICsq = 23,5

+1,2 uM) [66].

Dalsimi  zajimavymi latkami jsou N-alkylované derivaty galanthaminu,
N-allylnorgalanthamin a N-(14-methylallyl)norgalanthamin, které byly izolovany z Leucojum
aestivum. Ty ve studii vykazovaly asi 10x vyssi inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE v porovnani
s galanthaminem. Vyhodné je, Ze ve své molekule na C-9 obsahuji methoxylovou skupinu

a alkyl navazany na atom dusiku, coZz oproti galanthaminu zvysuje lipofilitu a tim také
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biodostupnost v mozkové tkani. Jednd se vSak o pfirodni latky, které jsou v rostlinném

materialu obsazeny pouze ve velmi malém mnozZstvi a je tedy obtizné je izolovat [67].

Ackoliv hraji inhibitory AChE v soucCasné dobé hlavni roli vterapii AD, BuChE je
vhnimdna jako potencidlni terapeuticky cil jiz 20 let. Jednim z dlvodd muzZe byt to, Ze
v pokrocilejSich stadiich nemoci ziskdvd BuChE podstatné dulezitéjsi ulohu v hydrolyze
acetylcholinu, nebot se aktivita AChE dramaticky sniZuje. Kromé toho BuChE hraje roli
v pocatecnich stadiich pri tvorbé amyloidnich plak(i a zvySuje jejich neurotoxicitu [68].
Existuji navic dikazy, Ze kromé zlepSeni kognitivnich funkci vlivem vyssi hladiny acetylcholinu
(ACh) vmozku nedochazi pfi selektivni inhibici BuChE k vyskytu nezadoucich ucinkd

spojenych s ovlivnénim parasympatiku [69, 70].

ZvySend aktivita BuChE byla zaznamendna kromé AD také pfi uremii,
hyperthyreoidismu, obezité, diabetu obou typl, hyperlipidemii a steatdze, coz zni Cini
vyznamny marker. VSechny tyto skutecnosti jsou dlvodem pro hledani a studium
selektivnich inhibitord BuChE. AZ do neddvné doby by se za hlavni skupiny inhibitor BuChE
daly povazZovat fyzostigmin a jeho derivaty a latky odvozené od takrinu, jejichZ aktivita byla

objevena viceméné nahodné pfi studiu inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE [71].

V poslednich nékolika letech byl vsak uéinén znaény posun v poznani selektivnich
inhibitorl BUChE mezi pfirodnimi latkami, a to predevsim ve skupiné AAs. Prvni vyznamnou
skupinou jsou jiz zminéné alkaloidy narcikachninového typu, kterych bylo od roku 2018
izolovano prozatim pét (Obrazek 4). Narciabdullin izolovany z N. pseudonarcissus cv. Carlton
vykazoval podobnou aktivitu vii¢i obéma cholinesterdzam, s hodnotou ICsg 3,29 + 0,73 uM
pro AChE a 3,44 = 0,02 uM pro BuChE. Nejlepsi aktivita AA narcikachninového typu vici
BuChE byla namérena u narcieliinu (ICso 1,3 + 0,3 puM). Jedinym strukturnim rozdilem od
narciabdullinu je substituce v polohdach C-3° a C-4‘ vgalanthindolové ¢asti molekuly.
Narcieliin byl také podroben analyze enzymové kinetiky kurceni kinetiky inhibice
AChE/BuUChE. Tato studie odhalila kompetitivni typ inhibice vici AChE a smiSeny typ inhibice
vUc¢i BUChE. Narciabdullin nebyl studovan studovan z pohledu mechanismu inhibice, nebot
byl izolovdn pouze v malém mnozstvi. Za ucelem identifikace strukturnich detaild
zodpovédnych za inhibici AChE/BUChE byly u narcieliinu a narciabdullinu provedeny studie

molekulového modelovani [22].
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Druhym nové popsanym strukturnim typem jsou alkaloidy karltoninového typu,
karltonin A-C. Tyto latky nevykazovaly nijak vyznamnou inhibici AChE, ale inhibi¢ni aktivita
vUci BUChE byla velmi slibna. Karltonin A i B vykazovaly inhibi¢ni aktivitu jiz v nanomoldarnich
mnozstvich (ICso namérené pro karltonin A bylo 910 nM, pro karltonin B 31 nM). Tyto dva
alkaloidy se strukturné lisi pouze v substituci na C-5 a C-6'. Pfitomnost 1,3-dioxalanového
kruhu v molekule karltoninu B je pravdépodobné zodpovédna za asi tficetindsobné vyssi
aktivitu vaci BUChE v porovnani s otevienym dimethoxybenzenovym analogem pfitomnym
v molekule karltoninu A. Posledni alkaloid karltoninového typu, karltonin C, obsahuje ve své
molekule navic jeden lykosininovy fragment, jehoz pfitomnost vyznamné snizuje aktivitu vici
BUuChE (ICsg 14,8 + 1,1 uM). K odhaleni zdkladnich interakci a identifikaci strukturnich detailt
zodpovédnych za vyssi aktivitu karltoninu B v porovnani s karltoninem A byly provedeny
studie molekulového modelovani. Vyssi aktivita karltoninu B je pravdépodobné dana tim, Ze
2H-1,3-benzodioxolovy kruh ma rozsitené aromatické vlastnosti, které zvétSuji rozsah
hydrofobnich interakci mezi ligandem a enzymem. Vzhledem k tomu, Ze se tyto slouceniny
vyskytuji v rostlinném materidlu pouze ve stopovych mnoistvich, je jejich totalni syntéza

vyzvou pro farmaceutickou chemii [8, 22].
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R1=H, R2=Me, R3=H, R4=H sanguinin .
R1=H, R2=R3=Me, R4=H galanthamin N-(14-methylallyl)norgalanthamin
R1=H, R2=Me, R3=H, R4=Me  chlidanthin

R1=H, R2=allyl R3=Me, R4=H  N-allylnorgalanthamin

R1=0H, R2=R3=Me, R4=H 118-hydroxygalanthamin
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Obrazek 8 Struktury alkaloid(i s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou vici cholinesterdazam [8, 22, 58, 62, 65,

67]
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Tabulka 2 Prehled alkaloid( s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou vici cholinesterdazam

Alkaloid Strukturni typ 1C50 AChE (uM) 1C50 BuChE (pM) Reference
sanguinin galanthaminovy 0,10+ 0,01 neméreno [58]
N-(14-methylallyl)norgalanthamin galanthaminovy 0,16 £ 0,01 neméreno [67]
N-allylnorgalanthamin galanthaminovy 0,18 £0,01 neméreno [67]
1168-hydroxygalanthamin galanthaminovy 1,61+0,21 neméreno [58]
galanthamin galanthaminovy 1,7+0,1 42,3 +1,3 [66]
chlidanthin galanthaminovy 1476 422 +15 [63]
narciabduliin narcikachninovy 3,29+0,73 3,44 £ 0,02 [10]
narcieliin narcikachninovy 18,7+2,3 1,34+0,31 [9]
narcipavlin narcikachninovy 208 +37 24,4+1,2 [46]
narcimatulin narcikachninovy 489 + 60 59+0,2 [47]
assoanin lykorinovy 3,87 £0,24 neméreno [58]
undulatin krininovy 23,5+1,2 > 1000 [66]
8-O-demethylmaritidin krininovy 28,02 +£0,91 neaktivni [64]
powellin krininovy 29,1+1,6 394,0+4,8 [66]
karltonin A karltoninovy > 100 0,913 +£0,02 [8]
karltonin B karltoninovy > 100 0,031 +0,001 [8]
karltonin C karltoninovy >100 14,8+1,1 [8]

3.4 Alkaloidy karltoninového typu jako inspirace pro vyvoj vysoce

selektivnich inhibitorti butyrylcholinesterazy

Na zakladé vyznamné inhibice BUChE u karltoninl A a B a skutecnosti, Ze se tyto latky
vyskytuji v rostlinném materidlu pouze ve stopovych mnoizstvich, byla pfipravena pilotni
série dvaceti latek strukturné vychazejicich z norbelladinového typu AAs. Zakladni strukturni
detail, ze kterého tato studie vychazi, je vyobrazen nize (Obrazek 9). Sedm z téchto latek
vykazovalo velmi silnou aktivitu (< 1 uM) vaci BuChkE. V této sérii se vychazelo z kondenzace
O-benzylvanilinu, O-benzylisovanilinu a 3-ethoxy-4-methoxybenzaldehydu s primarnimi
aminy [72]. Podobna studie, syntéza substituovanych N-benzyl-2-fenylethanamint
odvozenych od norbelladinového typu, byla provedena zcela nezavisle jiz v roce 2020, avsak
nebyly pripraveny latky, které by mély tak vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici BuChE. Hodnoty

ICso byly vidy vyssi nez 10 uM [73].
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Obrazek 9 Karltoninovy strukturni typ jako inspirace pro pfipravu selektivnich inhibitorQ
butyrylcholinesterazy [72]

Z norbelladinového, resp. karltoninového strukturniho typu a prace ,Amaryllidaceae
Alkaloids of Norbelladine-Type as Inspiration for Development of Highly Selective
Butyrylcholinesterase Inhibitors: Synthesis, Biological Activity Evaluation, and Docking
Studies” (Al Mamun, A. et al., 2021) vychazi i tato diplomova prace, kterd se zaméruje

pfedevsim na studium vztahu struktury a Ucinku u ptipravenych derivata.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Materidly a metody

Vramci této diplomové prace byly pro pfipravu a identifikaci meziprodukt(
a finalnich sloucenin pouzivany vyhradné metody dfive popsané v ¢lancich vychazejicich
z pracovisté skupiny ADINACO, proto je neni tfeba popisovat [72]. Ze syntetického hlediska
tato prace vychazi z ¢lanku publikovaného v roce 2021, ktery se zabyva pfipravou pilotni
série derivatl odvozenych od AA norbelladinového, resp. karltoninového strukturniho typu.
Konkrétni podminky reakci a reakéni Cinidla nasledujicich reakénich schématech (Obrazek

10-12). Vytézky jednotlivych reakci jsou uvedeny u kazdé konkrétni latky.

Se vSemi pouzitymi rozpoustédly se pred pouzitim zachazelo dle standardnich
technik. VSechny reagujici latky a katalyzatory byly zakoupeny z komerénich zdroja (Sigma
Aldrich, Praha, Ceska republika) a pouZity bez precisténi. NMR spektra byla méfena v CDCl;
pfi pokojové teploté na spektrometru VNMR S500 (Varian) pracujicim pfi 500 MHz pro
'H a 125,7 MHz pro 3C a na spektrometru JNM-ECZ600R (Jeol) pracujicim p¥i 600 MHz pro
'H a 151 MHz pro *C. Chemické posuny byly zaznamenany jako hodnoty & v jednotkach
parts per million (ppm) a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) skrz signal
rozpoustédla (CDCl3-7,26 ppm pro *H a 77,0 ppm pro “*C). Vazebné konstanty (J) jsou
uvedeny v Hz. ESI-HRMS byly ziskany hybridnim hmotnostnim analyzatorem typu
guadrupole-time-of-flight (Q-TOF) Waters Synapt G2-Si spojenym s Waters Acquity I-Class
UHPLC systémem. TLC byly provadény na litych sklenénych deskach 15x15 cm za pouziti
silikagelu Kieselgel 60 GF 254 a na komercnich hlinikovych deskach s vrstvou silikagelu 0,2
mm znaceného fluorescenénim indikatorem F,s4 (Merck, Némecko). Latky byly na deskach
pozorovany pod UV svétlem vinové délky 254 nm a detekovany pomoci Dragendorffova
¢inidla. Zéna s produktem byla separovana z pouzité desky, promytd smési EtOH:CHCl3 1:1,
ktera byla nasledné odparena, a ziskany produkt byl dosuSen v exsikatoru. U roztoku latky
FC020 byla mérena opticka otacivost pfi 24 °C na automatickém polarimetru Kruss Optronic
Polarimeter P 3000 v prostiedi methanolu. Hodnoceni inhibi¢ni aktivity vic¢i rekombinantni
AChE a BuChE bylo provedeno za pouziti modifikované Ellmanovy metody. Cytotoxicita byla
studovana u tfi nejaktivnéjsich latek za pouziti neuroblastomové bunécné linie SH-SY5Y (za

stejnych podminek, jako ve vyse jmenovaném clanku [72]) a hepatocelularni bunécné linie
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HepG2 (dle podminek uvedenych v [24]). Hodnota BBB skdre byla vypoctena podle nedavno
vytvorené metody, pficemz vSechny latky s BBB skore vyssim nez 4,0 by mély byt schopny

prochdzet pres HEB [74]. Na latce FC020 byla provedena dockingova studie.

4.1.1 Syntéza selektivnich inhibitord butyrylcholinesterazy

Pfi urcovani reakénich podminek syntéz se vychdazelo predevsim z prace , Amaryllidaceae
Alkaloids of Norbelladine-Type as Inspiration for Development of Highly Selective
Butyrylcholinesterase Inhibitors: Synthesis, Biological Activity Evaluation, and Docking
Studies” (Al Mamun, A. et al., 2021), vpfipadé propylaci a ethylaci se vychazelo

z reakcnich podminek vyuzitych v praci [75].
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Obrazek 10 Syntéza FC012, FC012-1, FC012-2, FC013, FCO14, FC014-1, FC014-2, FC014-3. Reagenty
a podminky: (a) (1) tyramin, MeOH; (2) NaBH,, rt, 3 h; (b) allyloromid (1,3 ekv.), NaH (1,2 ekv.), THF,
rt, 24 h; (c) 2-methoxyfenethylamin, MeOH; (2) NaBH,, rt, 3 h; (d) (1) 3-fenyl-1-propylamin, MeOH;
(2) NaBH,4, rt, 3 h; (e) propylbromid, K,CO; (2 ekv.), CHsCN, katalyzator KlI, rt, 48 h, 70 °C; (f)
ethyljodid, K,CO; (2 ekv.), CH3CN, rt, 24 h, 70 °C.
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NaBH,, rt, 3 h; (c) allylbromid (1,3 ekv.), NaH (1,2 ekv.), THF, rt, 24 h; (d) propylbromid, K,CO; (2 ekv.),
CH;CN, katalyzator K, rt, 48 h, 70 °C; (e) ethyljodid, K,CO5 (2 ekv.), CHsCN, rt, 24 h, 70 °C.
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Obrazek 12 Syntéza FC017, FC018, FC019, FC019-1, FC019-2, FC019-3, FC020, FC021, FC022.
Reagenty a podminky: (a) (1) 4-methoxyfenethylamin, MeOH; (2) NaBH, rt, 3h; (b) (1) 3-
methoxyfenethylamin, MeOH; (2) NaBH,, rt, 3h; (c) (1) 3-methylfenethylamin, MeOH; (2) NaBH,, rt,
3h; (d) (1) 3,4-dimethoxybenzylamin, MeOH; (2) NaBH,, rt, 3h; (e) (1) 3-chloranilin, MeOH; (2) NaBH,,
rt, 3h.

4.1.2 Dockingova studie

Krystalicka struktura hBuChE v komplexu s kokrystalizovanym inhibitorem byla
ziskana z proteinové databanky (PDB) www.rcsb.org pod kédem ID: 6QAA [76]. Pro
molekuldrni dockovani byla struktura proteinu vycisténa od vsech iontd, kokrystalizovanych
ligandi a zbytkového rozpoustédla kromé nékolika molekul vody, jez v aktivnim misté
proteinu mohou pfrispivat k vazbé ligandu. Vycistény protein byl poté pripraven pomoci
funkce DockPrep softwaru Chimera v. 1.15 [77] a programem AutoDockTools v. 1.5.7 [78].
Molekula ligandu FC020 byla pfipravena pomoci programu ChemDraw Professional v 20.0
(PerkinElmer Informatics, Inc.). Jeji geometrie potom byla optimalizovana pomoci Avogadro
v. 1.2.0 [79] a pro dockovani konvertovdna pomoci OpenBabel v.2.3.1 [80]. Samotné
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molekuldrni dockovani v aktivnim misté hBuChE probéhlo pomoci nastroje AutoDock Vina
v. 1.1.2 [81], ktery pouzivd semi-flexibilni metodu (flexibilni ligand, rigidni protein)
s nastavenim: exhaustiveness = 8, num_modes = 9, velikost grid boxu = 20x20x20 A. Pro
zvySeni Sance optimalniho vysledku byl experiment proveden dvacetkrat. Na zakladé
dockovaciho skére vyslednych pozic a vizudlni inspekce vyslednych poloh pomoci programu
The PyMOL Molecular Graphics System v. 2.5.0 (Schroédinger, LLC.) a Discovery Studio
Visualiser v. 4.5 (BIOVIA, San Diego) byla vybrana nejpravdépodobné;jsi vazebna pozice latky
FC020 v aktivnim misté hBuChE. Metoda byla validovdna redockingem pUvodniho

kokrystalizovaného ligandu 6QAA (RMSD = 1,036 A).
5. Vysledky

5.1 Priprava latek FC012, FC013, FC014, FC015, FC017, FC018, FC019, FC020,
FC021, FCO22

80 mg 3-(benzyloxy)benzaldehydu (0,3772 mmol) bylo rozpusténo v 5 ml methanolu,
byl pfidan odpovidajici amin (0,3772 mmol) a reakéni smés se michala 24 hodin. Po této
dobé byl ptidan borohydrid sodny (0,3395 mmol) pfi teploté 0 °C a reakéni smés se michala
dalsi 3 hodiny. Reakéni smés byla ndasledné vyparena do sucha a oddélena pomoci
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Pro latku FC012 byla pouzita smés To:cHx:DEA v poméru
8:2:3, pro latky FCO13 a FC021 byla pouZita smés cHx:DEA v poméru 9:1,5, pro latky FC014,
FC015, FCO17, FC0O18, FC019, FC020 a FC022 byla pouzita smés cHx:DEA v poméru 9:0,7.

Charakterizace téchto latek pomoci NMR a HRMS je uvedena nize.

5.1.1 4-(2-((3-(benzyloxy)benzyl)amino)ethyl)fenol (FC012)

Vytézek: 120,0 mg (95,41 %); zlutohnéda amorfni pevna latka; 'H NMR (500 MHz,
CDCl5) &: 7.43-7.36 (m, 3H), 7.35-7.29 (m, 1H), 7.24-7.19 (m, 1H), 7.03-6.97 (m, 2H), 6.96—
6.92 (m, 1H), 6.90-6.84 (m, 2H), 6.72—6.66 (m, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.70 (bs, 1H), 3.80 (s, 2H),
2.89 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.77 (t, J = 6.9 Hz, 2H); 3C NMR (126 MHz, CDCl5) &: 159.0, 155.1,
140.3, 136.9, 130.3, 129.7, 129.5, 128.5, 127.9, 127.5, 120.9, 115.7, 114.6, 114.0, 69.8, 53.4,
50.0, 34.6; ESI-HRMS m/z pro CyH,3sNO, [M+H]": teoretickd 334,1802; experimentalni
334,1809.
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5.1.2 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-2-(2-methoxyfenyl)ethan-1-amin (FC013)

Vytézek: 125,1 mg (95,45 %); zlutd olejovita latka; 'H NMR (500 MHz, CDCls) &6: 7.48—
7.44 (m, 2H), 7.44-7.39 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 1H), 7.30-7.15 (m, 4H), 7.03-6.97 (m, 1H),
6.95-6.90 (m, 2H), 6.90-6.85 (m, 2H), 5.07 (s, 2H), 3.84 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 2.96-2.84 (m,
4H); B3¢ NMR (126 MHz, CDCls) 6: 158.9, 157.6, 141.8, 137.1, 130.3, 129.3, 128.5, 128.2,
127.9, 127.5, 127.4, 120.7, 120.4, 114.4, 113.4, 110.3, 69.9, 55.2, 53.5, 48.9, 30.6; ESI-HRMS
m/z pro Co3H,sNO, [M+H]": teoretickd 348,1958; experimentalni 348,1966.

5.1.3 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-3-fenylpropan-1-amin (FC014)

Vytézek: 123,3 mg (98,62 %); Zluté olejovita latka; 'H NMR (500 MHz, CDCl;) &: 7.49—
7.45 (m, 2H), 7.44-7.39 (m, 2H), 7.38=7.33 (m, 1H), 7.32-7.26 (m, 3H), 7.22-7.19 (m, 3H),
7.03-6.99 (m, 1H), 6.96—6.93 (m, 1H), 6.92-6.89 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.80 (s, 2H), 2.72-2.66
(m, 4H), 2.10 (bs, 1H), 1.92—1.83 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, CDCl5) &: 158.9, 142.0, 141.7,
137.0, 129.4, 128.5, 128.4, 128.3, 127.9, 127.5, 125.8, 120.7, 114.5, 113.4, 69.9, 53.7, 48.7,
33.6, 31.5; ESI-HRMS m/z pro C,sHsNO [M+H]": teoretickd 332,2009; experimentalni
332,2021.

5.1.4 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-2-fenylethan-1-amin (FC015)

Vytézek: 111,7 mg (93,29 %); zluta olejovita latka; *H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.49—
7.44 (m, 2H), 7.44-7.38 (m, 2H), 7.37-7.30 (m, 3H), 7.28-7.21 (m, 4H), 7.00-6.96 (m, 1H),
6.94-6.86 (m, 2H), 5.07 (s, 2H), 3.82 (s, 2H), 2.97-2.83 (m, 4H), 2.27 (bs, 1H); *C NMR (126
MHz, CDCl3) &6: 158.9, 141.4, 139.8, 137.0, 129.4, 128.7, 128.5, 128.4, 127.9, 127.5, 126.2,
120.7, 114.4, 113.5, 69.9, 53.6, 50.3, 36.1; ESI-HRMS m/z pro CyH,3NO [M+H]": teoreticka
318,1852; experimentalni 318,1859.

5.1.5 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-2-(4-methoxyfenyl)ethan-1-amin (FC017)

Vytézek: 130,4 mg (99,50 %); zluta olejovita latka; *H NMR (600 MHz, CDCls) &: 7.45—
7.41 (m, 2H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.34=7.30 (m, 1H), 7.24-7.20 (m, 1H), 7.13=7.09 (m, 2H),
6.96-6.92 (m, 1H), 6.90—6.80 (m, 4H), 5.04 (s, 2H), 3.78 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 2.86 (t, J = 7.4
Hz, 2H), 2.77 (t, J = 7.4 Hz, 2H); *C NMR (151 MHz, CDCl;) &: 159.0, 158.0, 141.9, 137.1,
132.0, 129.6, 129.4, 128.5, 127.9, 127.5, 120.7, 114.4, 113.9, 113.4, 69.9, 55.2, 53.7, 50.6,
35.3; ESI-HRMS m/z pro C,3H25NO, [M+H]": teoretickd 348,1958; experimentalni 348,1963.
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5.1.6 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-2-(3-methoxyfenyl)ethan-1-amin (FC018)

Vytézek: 126,3 mg (96,37 %); zlutd olejovita latka; 'H NMR (600 MHz, CDCls) &6: 7.46—
7.42 (m, 2H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.34-7.30 (m, 1H), 7.23-7.18 (m, 2H), 6.96-6.92 (m, 1H),
6.91-6.84 (m, 2H), 6.81-6.78 (m, 1H), 6.77—6.73 (m, 2H), 5.04 (s, 2H), 3.79 (s, 2H), 3.77 (s,
3H), 2.91-2.88 (m, 2H), 2.83-2.79 (m, 2H); *C NMR (151 MHz, CDCls) &: 159.7, 159.0, 141.6,
141.5, 137.1, 129.4, 129.4, 128.5, 127.9, 127.5, 121.1, 120.7, 114.4, 113.5, 111.5, 69.9, 55.1,
53.6, 50.2, 36.2; ESI-HRMS m/z pro Cy3H2sNO, [M+H]": teoretickd 348,1958; experimentalni
348,1964.

5.1.7 N-benzyl-1-(3-(benzyloxy)fenyl)methanamin (FC019)

Vytézek: 110,1 mg (96,21 %); zlutd olejovita latka; 'H NMR (500 MHz, CDCls) &6: 7.49—
7.45 (m, 2H), 7.44-7.39 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 5H), 7.31-7.25 (m, 2H), 7.06-7.02 (m, 1H),
7.01-6.94 (m, 1H), 6.93-6.87 (m, 1H), 5.10 (s, 2H), 3.83 (s, 2H), 3.82 (s, 2H), 2.02 (bs, 1H); *C
NMR (126 MHz, CDCl5) &: 159.0, 141.9, 140.1, 137.1, 129.4, 128.5, 128.4, 128.2, 127.9, 127.5,
127.0, 120.7, 114.6, 113.4, 69.9, 53.0, 53.0; ESI-HRMS m/z pro C,1H,:NO [M+H]": teoreticka
304,1696; experimentdlni 304,1700.

5.1.8 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-2-fenylpropan-1-amin (FC020)

Vytézek: 114,4 mg (91,50 %); Zluta olejovita latka; *H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.48—
7.44 (m, 2H), 7.44-7.38 (m, 2H), 7.38-7.31 (m, 3H), 7.25-7.21 (m, 4H), 6.94-6.90 (m, 1H),
6.89-6.84 (m, 2H), 5.06 (s, 2H), 3.79 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 3.74 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 3.04-2.94
(m, 1H), 2.86-2.76 (m, 2H), 1.67 (bs, 1H), 1.28 (d, J = 7.0 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCl5)
6: 158.9, 145.3, 142.0, 137.1, 129.3, 128.5, 127.9, 127.5, 127.2, 126.4, 120.6, 114.3, 113.3,
69.9, 56.2, 53.6, 40.0, 20.1; ESI-HRMS m/z pro Cy3H,sNO [M+H]": teoretickd 332,2009;
experimentalni 332,2014. Opticka otadivost [a]* = -38,3° (c= 0,105; MeOH).

5.1.9 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-1-(3,4-dimethoxyfenyl)methanamin (FC021)

Vytézek: 108,8 mg (79,36 %); zluta olejovita latka; *H NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.48—
7.43 (m, 2H), 7.43-7.38 (m, 2H), 7.37-7.32 (m, 1H), 7.29-7.24 (m, 1H), 7.05-7.00 (m, 1H),
6.97-6.92 (m, 2H), 6.91-6.82 (m, 3H), 5.09 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.80 (s, 2H), 3.76
(s, 2H), 2.01 (bs, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCl5) &: 159.0, 148.9, 148.0, 141.8, 137.0, 132.6,
129.4, 128.5, 127.9, 127.5, 120.7, 120.3, 114.6, 113.3, 111.4, 111.0, 69.9, 55.9, 55.8, 52.9,
52.7; ESI-HRMS m/z pro C3H2sNO3 [M+H]": teoretickd 364,1907; experimentalni 364,1910.
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5.1.10 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-3-chloranilin (FC022)

Vytézek: 86,9 mg (71,15 %); Zlutd olejovita latka; 'H NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.47-
7.38 (m, 4H), 7.38-7.33 (m, 1H), 7.32-7.27 (m, 1H), 7.12-7.05 (m, 1H), 7.03-6.99 (m, 1H),
6.99-6.95 (m, 1H), 6.94-6.91 (m, 1H), 6.73—6.67 (m, 1H), 6.64—6.60 (m, 1H), 6.53-6.47 (m,
1H), 5.08 (s, 2H), 4.30 (s, 2H), 4.14 (bs, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCl3) &: 159.1, 149.1, 140.5,
136.8, 135.0, 130.2, 129.8, 128.6, 128.0, 127.5, 119.9, 117.4, 113.9, 113.7, 112.5, 111.1,
70.0, 48.0; ESI-HRMS m/z pro CyoH:1sCINO [M+H]": teoretickd 324,1150; experimentalni
324,1153.

5.2 Priprava latek FC012-1, FC012-2, FC014-1, FC015-1, FC019-1

Ptislusna vychozi latka (35,5 mg FC012, 26,5 mg FC014, 24,8 mg FC015 a 21,4 mg
FC019) byla rozpusténa ve 3 ml THF. Hydrid sodny (1,2 ekv.) byl pfidan pti 0 °C
a celd smés byla michdna v argonové atmosfére. Po 30 minutach byl pfidan allyloromid (1,3
ekv.). Reakéni smés se nechala michat dalSich 24 hodin pfi pokojové teploté. Poté byla
reakéni smés odparena do sucha a separovana pomoci TLC. Pro latky FC012-1 a FC012-2 byla
pouzita smés To:cHx:DEA v poméru 8:2:3, pro latky FC014-1, FC015-1 a FC019-1 smés

cHx:DEA v poméru 9:0,5. Charakterizace téchto latek pomoci NMR a HRMS je uvedena nize.

5.2.1 4-(2-(allyl(3-(benzyloxy)benzyl)amino)ethyl)fenol (FC012-1)

Vytézek: 17,7 mg (44,49 %); Zlutd olejovita latka; *H NMR (600 MHz, CDCl5) &: 7.45—
7.40 (m, 2H), 7.39-7.35 (m, 2H), 7.33-7.27 (m, 1H), 7.23-7.18 (m, 1H), 7.03-6.99 (m, 1H),
6.98-6.95 (m, 2H), 6.93-6.89 (m, 1H), 6.88-6.85 (m, 1H), 6.74—-6.68 (m, 2H), 5.89 (ddt, J =
17.4 Hz, J=10.1 Hz, J = 6.6 Hz, 1H), 5.20 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 5.02 (s,
2H), 3.67 (s, 2H), 3.19 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 2.76-2.67 (m, 4H); *C NMR (151 MHz, CDCls) &:
158.9, 154.1, 140.1, 137.1, 134.8, 132.0, 129.8, 129.2, 128.5, 127.9, 127.5, 121.6, 118.2,
115.3, 115.2, 113.8, 69.9, 57.9, 56.5, 55.1, 32.1; ESI-HRMS m/z pro CysHyyNO, [M+H]™:
teoretickd 374,2115; experimentalni 374,2119.

5.2.2 N-(4-(allyloxy)fenethyl)-N-(3-benzyloxy)benzyl)allylamin (FC012-2)
Vytézek: 22,5 mg (51,09 %); Zlutd olejovita latka; *H NMR (500 MHz, CDCl5) &: 7.49—
7.43 (m, 2H), 7.42-7.38 (m, 2H), 7.36=7.32 (m, 1H), 7.25-7.20 (m, 1H), 7.12=7.05 (m, 2H),
7.03-7.00 (m, 1H), 6.95-6.90 (m, 1H), 6.90-6.86 (m, 1H), 6.86—-6.81 (m, 2H), 6.05 (ddt, J =
17.5 Hz, J = 10.6 Hz, J = 5.3 Hz, 1H), 5.95-5.84 (m, 1H), 5.41 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 5.28 (d, J =
10.6 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 5.05 (s, 2H), 4.52—4.49 (m,
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2H), 3.66 (s, 2H), 3.18 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 2.79-2.68 (m, 4H); *C NMR (126 MHz, CDCls) &:
158.9, 156.8, 141.1, 137.1, 135.6, 133.4, 132.7, 129.6, 129.1, 128.7, 128.5, 127.9, 127.5,
121.4, 117.5, 115.0, 114.5, 113.5, 69.9, 68.8, 57.9, 56.7, 55.3, 32.5; ESI-HRMS m/z pro
CysH31NO, [M+H]": teoreticka 414,2428; experimentalni 414,2432.

5.2.3 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-N-(3-fenylpropyl)allylamin (FC014-1)

Vytézek: 20,4 mg (68,64 %); zlutd olejovitd latka; 'H NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.51-
7.44 (m, 2H), 7.42-7.38 (m, 2H), 7.37-7.32 (m, 1H), 7.29-7.22 (m, 3H), 7.21-7.15 (m, 3H),
7.08-7.03 (m, 1H), 6.98-6.92 (m, 1H), 6.92-6.86 (m, 1H), 5.89 (ddt, J = 17.3, J = 10.0, J = 6.4
Hz, 1H), 5.19 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.11 (d, J
= 6.4 Hz, 2H), 2.67-2.60 (m, 2H), 2.56-2.49 (m, 2H), 1.88-1.79 (m, 2H); 3C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6: 158.9, 142.5, 137.2, 135.8, 129.1, 128.5, 128.4, 128.2, 127.9, 127.5, 125.6, 121.5,
117.3, 117.2, 115.2, 113.3, 69.9, 58.0, 56.7, 53.0, 33.6, 28.9; ESI-HRMS m/z pro CysH,9sNO
[M+H]": teoretickd 372,2322; experimentalni 372,2328.

5.2.4 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-N-fenethylallylamin (FC015-1)

Vytézek: 18,6 mg (66,62 %); zlutd olejovita latka; 'H NMR (600 MHz, CDCl5) 6: 7.46—
7.42 (m, 2H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.33=7.30 (m, 1H), 7.28-7.23 (m, 2H), 7.22-7.12 (m, 4H),
7.01-6.97 (m, 1H), 6.92—6.88 (m, 1H), 6.87—6.84 (m, 1H), 5.87 (ddt, J = 16.9, J = 10.2, J = 6.2
Hz, 1H), 5.19 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 5.03 (s, 2H), 3.64 (s, 2H), 3.16 (d, J
= 6.2 Hz, 2H), 2.82-2.70 (m, 4H); 3C NMR (151 MHz, CDCl5) 6: 158.9, 141.2, 140.6, 137.2,
135.7,129.1, 128.8, 128.5, 128.2, 127.9, 127.5, 125.8, 121.4, 117.3, 115.0, 113.5, 69.9, 58.0,
56.7, 55.1, 33.4; ESI-HRMS m/z pro CysH,7NO [M+H]": teoretickd 358,2165; experimentalni
358,2169.

5.2.5 N-benzyl-N-(3-(benzyloxy)benzyl)allylamin (FC019-1)

Vytézek: 15,9 mg (65,68 %); zluta olejovita latka; *H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.49—-
7.45 (m, 2H), 7.44-7.30 (m, 7H), 7.27-7.23 (m, 2H), 7.10-7.05 (m, 1H), 7.01-6.95 (m, 1H),
6.90-6.84 (m, 1H), 5.92 (ddt, J = 16.9, J = 10.0, J = 6.2 Hz, 1H), 5.23 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 5.17
(d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.60 (s, 2H), 3.57 (s, 2H), 3.08 (d, J = 6.2 Hz, 2H); **C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6: 158.9, 141.4, 139.6, 137.2, 135.9, 129.1, 128.7, 128.6, 128.2, 127.9,
127.5, 126.8, 121.3, 117.3, 115.1, 113.2, 69.9, 57.7, 57.7, 56.3; ESI-HRMS m/z pro Cy;HsNO
[M+H]": teoreticka 344,2009; experimentalni 344,2013.
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5.3 Priprava latek FC014-2, FC015-2, FC019-2

Ptislusna vychozi latka (23,5 mg FC014, 28,5 mg FCO015 a 23,6 mg FC019) byla
rozpusténa ve 3 ml suchého CH3CN. Nasledné byl pfidan K,COs (2 ekv.) a katalyzator Kl, po
30 minutdch byl priddn propylbromid (2 ekv.). Cela reakéni smés se nechala michat 48 hodin
v argonové atmosfére v olejové lazni pri teploté 70 °C. Poté byla reakéni smés odparena do
sucha a separovana pomoci TLC (cHx:DEA v poméru 9:0,5). Charakterizace téchto latek

pomoci NMR a HRMS je uvedena nize.

5.3.1 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-3-fenyl-N-propylpropan-1-amin (FC014-2)

Vytézek: 25,1 mg (94,68 %); zlutd olejovita latka; 'H NMR (600 MHz, CDCls) 6: 7.46—
7.43 (m, 2H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.33-7.30 (m, 1H), 7.28-7.24 (m, 2H), 7.24-7.20 (m, 1H),
7.19-7.14 (m, 3H), 7.06-7.02 (m, 1H), 6.96-6.91 (m, 1H), 6.89-6.84 (m, 1H), 5.07 (s, 2H),
3.56 (s, 2H), 2.64-2.58 (m, 2H), 2.51-2.46 (m, 2H), 2.42-2.37 (m, 2H), 1.83-1.75 (m, 2H),
1.52-1.43 (m, 2H), 0.87 (t, J = 7.3 Hz, 3H); BC NMR (151 MHz, CDCl3) 6: 158.8, 142.5, 137.2,
129.1, 128.5, 128.4, 128.2, 127.9, 127.5, 125.6, 121.4, 115.1, 113.3, 69.9, 58.6, 55.8, 53.4,
33.6, 28.9, 20.1, 11.9; ESI-HRMS m/z pro CyH3:NO [M+H]": teoretickd 374,2478;

experimentalni 374,2483.

5.3.2 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-N-fenethylpropan-1-amin (FC015-2)

Vytézek: 22,4 mg (25,33 %); zluta olejovitd latka; *H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.48—
7.44 (m, 2H), 7.43-7.39 (m, 2H), 7.36-7.32 (m, 1H), 7.30-7.26 (m, 2H), 7.25-7.15 (m, 4H),
7.05-7.00 (m, 1H), 6.96-6.90 (m, 1H), 6.90-6.86 (m, 1H), 5.05 (s, 2H), 3.65 (s, 2H), 2.84-2.70
(m, 4H), 2.52 — 2.46 (m, 2H), 1.57-1.46 (m, 2H), 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H); >*C NMR (126 MHz,
CDCl5) &6: 158.9, 137.2, 129.0, 128.8, 128.5, 128.2, 127.9, 127.5, 125.8, 121.3, 114.9, 113.4,
69.9, 58.5, 55.8, 55.6, 33.5, 20.2, 11.9; ESI-HRMS m/z pro CysH,sNO [M+H]": teoretickd
360,2322; experimentdlni 360,2326.

5.3.3 N-benzyl-N-(3-(benzyloxy)benzyl)propan-1-amin (FC019-2)

Vytézek: 27,2 mg (101,19 %); #lutd olejovita latka; *H NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.49—
7.45 (m, 2H), 7.44-7.37 (m, 3H), 7.36=7.29 (m, 3H), 7.29-7.20 (m, 3H), 7.12-7.08 (m, 1H),
7.01-6.96 (m, 1H), 6.90-6.85 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.76-3.49 (m, 4H), 2.42 (s, 2H), 1.57 (s,
2H), 0.87 (t, J = 7.4 Hz, 3H); 3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) vzhledem k obtizné rozpustnosti
a moiné pritomnosti necistot je latka podrobena opétovnému méreni; ESI-HRMS m/z pro

C24H,7NO [M+H]": teoreticka 346,2165; experimentalni 346,2173.
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5.4 Priprava latek FC014-3, FC015-3, FC019-3

Ptislusna vychozi latka (30,0 mg FC014, 31,3 mg FCO15 a 25,3 mg FC019) byla
rozpusténa ve 3 ml suchého CH3CN. Nasledné byl pridan K,COs (2 ekv.) a po 30 minutach
ethyljodid (2 ekv.). Reakéni smés se nechala michat 24 hodin v argonové atmosfére v olejové
[azni pfi teploté 70 °C. Poté byla reakéni smés odparena do sucha a separovana pomoci TLC

(cHx:DEA v poméru 9:0,5). Charakterizace téchto latek pomoci NMR a HRMS je uvedena nize.

5.4.1 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-N-ethyl-3-fenylpropan-1-amin (FC014-3)

Vytézek: 20,4 mg (62,69 %); Zlutd olejovita latka; ‘*H NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.47—
7.43 (m, 2H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.34-7.29 (m, 1H), 7.28-7.24 (m, 2H), 7.23-7.20 (m, 1H),
7.18-7.15 (m, 3H), 7.05-7.02 (m, 1H), 6.96-6.91 (m, 1H), 6.89-6.84 (m, 1H), 5.07 (s, 2H),
3.56 (s, 2H), 2.65-2.59 (m, 2H), 2.56-2.47 (m, 4H), 1.85-1.77 (m, 2H), 1.02 (t, J = 7.1 Hz, 3H);
3¢ NMR (151 MHz, CDCls) 6: 158.9, 142.5, 137.2, 129.1, 128.5, 128.4, 128.3, 127.9, 127.5,
125.6, 121.5, 115.2, 113.2, 69.9, 58.0, 52.7, 47.3, 33.6, 28.8, 11.7; ESI-HRMS m/z pro
C5H2oNO [M+H]": teoreticka 360,2322; experimentalni 360,2321.

5.4.2 N-(3-(benzyloxy)benzyl)-N-ethyl-2-fenylethan-1-amin (FC015-3)

Vytézek: 25,0 mg (73,40 %); #luta olejovitd latka; *H NMR (600 MHz, CDCls) &: 7.48—
7.43 (m, 2H), 7.41-7.36 (m, 2H), 7.34-7.30 (m, 1H), 7.29-7.25 (m, 2H), 7.23-7.14 (m, 4H),
7.04-7.00 (m, 1H), 6.95-6.90 (m, 1H), 6.88-6.87 (m, 1H), 5.04 (s, 2H), 3.66 (s, 2H), 2.83-2.72
(m, 4H), 2.65-2.59 (m, 2H), 1.07 (t, J = 7.1 Hz, 3H); *C NMR (151 MHz, CDCl5) §: 158.9, 140.6,
137.2, 129.1, 128.8, 128.5, 128.3, 127.9, 127.5, 125.9, 121.4, 115.1, 113.5, 69.9, 57.9, 54.9,
47.3, 33.4, 11.7; ESI-HRMS m/z pro Co4H»7NO [M+H]": teoretickd 346,2165; experimentalni
346,2171.

5.4.3 N-benzyl-N-(3-(benzyloxy)benzyl)ethanamin (FC019-3)

Vytézek: 22,0 mg (79,59 %); 7luta olejovita latka; "H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.50—
7.45 (m, 2H), 7.44-7.30 (m, 7H), 7.29-7.21 (m, 2H), 7.11-7.07 (m, 1H), 7.02-6.97 (m, 1H),
6.91-6.85 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.60 (s, 2H), 3.58 (s, 2H), 2.58-2.49 (m, 2H), 1.09 (t, /= 7.1
Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCl5) 6: 158.8, 141.6, 139.7, 137.1, 129.1, 128.7, 128.5, 128.1,
127.9, 127.5, 126.8, 121.3, 115.1, 113.2, 69.9, 57.7, 57.6, 47.1, 11.8; ESI-HRMS m/z pro
C23H2sNO [M+H]": teoreticka 332,2009; experimentalni 332,2014.
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5.5 Inhibice

prestupu pres hematoencefalickou bariéru

acetylcholinesterazy,

butyrylcholinesterazy

a

schopnost

Ke zhodnoceni inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BuChE byla pouZita modifikovana

Ellmanova metoda [72], latky byly testovany pfi koncentraci 10 uM. Hodnota BBB skére byla

vypoctena dle metody z roku 2019. Dle této metody se predpokladd, Ze latky s hodnotou

vySSi nez 4,0 maji schopnost prostupovat pres HEB [74]. Ziskané vysledky shrnuje Tabulka 3.

Tabulka 3 Namérené hodnoty inhibi¢ni aktivity pfipravenych latek vici cholinesterazam, BBB skére

Latka hAChE (% inh.) hAChE ICs (uM) hBuChE (% inh.) hBuChE ICso (uM) S| pro hBuChE BBB skore
FCO012 0 >10 96,38+ 0,79 0,193 + 0,06 >51,81 4,89
FCO12-1 0 >10 91,51 +0,46 0,600 + 0,08 >16,67 5,06
FC012-2 24,77 £ 0,83 >10 46,31+1,73 >10 >1 4,98
FCO013 0 >10 94,09 + 0,35 0,353+0,10 >28,33 5,15
FCO14 0 >10 89,38+ 1,84 0,545 + 0,06 >18,35 5,25
FC014-1 12,50 +0,29 >10 76,02 1,74 1,19 £ 0,28 >8,4 4,97
FC014-2 17,36 £ 0,25 >10 88,83+0,78 0,538+0,03 >18,59 4,94
FC014-3 11,11 +0,09 >10 93,97 £ 0,57 0,576 + 0,05 >17,36 5,00
FCO015 2,52+0,12 >10 91,03 +0,88 0,637 +0,07 >15,70 5,29
FCO015-1 10,06 £ 0,31 >10 59,51+0,39 7,66+1,72 >1,31 5,02
FC015-2 13,51+0,20 >10 80,88+ 0,79 0,685+0,12 >14,60 4,99
FCO15-3 2,71+0,10 >10 90,68 + 0,37 0,416 +0,11 >24,04 5,05
FCO017 0 >10 73,12+ 0,59 4,84 +0,21 >2,07 5,14
FCO018 0 >10 77,57 +£0,41 2,72+0,22 >3,68 5,15
FCO019 0 >10 92,32 +0,27 0,465 + 0,05 >21,51 5,32
FCO019-1 20,67 £0,49 >10 36,35+0,78 >10 >1 5,05
FC019-2 0 >10 46,31+1,73 >10 >1 5,07
FC019-3 0 >10 88,24+ 1,05 0,464 +0,11 >21,55 511
FC020 0 >10 96,31+0,26 0,188 + 0,02 >53,19 5,25
FC021 0 >10 48,72 +1,42 >10 >1 4,89
FC022 10,42 + 1,00 >10 7,53+0,41 >10 >1 4,83
galanthamin 81,8+1,1 2,0+£0,1 40,2+1,2 >10 0,07 5,01
eserin 99,8+0,6 0,20 £0,01 99,9 +0,5 0,30+ 0,01 0,67 5,02
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5.6 Cytotoxicita

Tabulka 4 Cytotoxicita vici neuroblastomové bunécné linii SH-SY5Y a hepatoceluldrni nadorové linii
HepG2

SH-SY5Y HepG2

Latka 1Cso [uM] SD [uM] viabilita pfi SD [uM]
s0 [t H koncentraci 10 uM W
FCO12 20,95 2,35 60,09 4,02
FCO13 15,59 2,77 51,64 9,63
FC020 36,10 1,42 54,61 6,91

5.7 Dockingova studie FC020

Dockingovd studie latky FC020 v aktivnim misté enzymu hBuChE odhalila nékolik
vyznamnych interakci zodpovédnych za vysokou aktivitu (Obrdzek 13, 14). Jedna z hlavnich
interakci se odehrava na periferni anionické ¢asti aktivniho mista, kde je iontova vazba mezi
protonovanym dusikem sekunddrniho aminu FC020 a karboxylovou skupinou postranniho
fetezce D70. Stejny dusik ligandu mUZe tvofit vodikovou vazbu s hydroxyskupinou
postranniho fetezce Y332. Aromaticky kruh Y332 rovnéz interaguje
s prostfednim aromatickym jadrem ligandu FC020 n-mt interakci tvaru ,T“. Na anionickém
misté kavity interaguje ligand s postrannim fetézcem W82 sendvicovou m-mt interakci. Stejné
jako v ptipadé puvodniho ligandu z 6QAA [76], benzylova ¢ast FC020 interaguje ,T“ m-m
interakci s F329 a W231 (viz prekryv obou ligand(i na Obrazek 15). Benzylova c¢ast FC020 je
dale v aktivnim misté enzymu ukotvena hydrofobnimi interakcemi s G116 a L286 (Obrazek
14). Z katalytické triady interaguje s ligandem FC020 pouze H438 paralelné posunutou m-m
interakci, ostatni AMK katalytické triady S198 a E325 stoji mimo (v obrazcich nezobrazeny).
Tato fenylova ¢ast ligandu by mohla byt mistem pro elektrofilné substituéni obmény s cilem
umoznéni dalSich interakci s katalytickou triddou a zvySenim aktivity. Methylova skupina
FC020 rovnéz okupuje hydrofobni ¢ast aktivniho mista enzymu tvofenou M437, W430, A328,
W82 a Y440.
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Obrazek 13 Nejpravdépodobnéjsi pozice derivatu FC020 v aktivnim misté hBuChE (PDB ID: 6QAA).
Ligand je zobrazen oranZové; dllezZité zbytky aminokyselin zodpovédné za ukotveni ligandl jsou
zobrazeny: Zluté aminokyseliny katalytické triddy, rGZové anionického mista, zelené periferniho
anionického mista, modfe oxyanionové prolakliny, Sedé ostatni aminokyseliny. Hlavni interakce
aminokyselin s ligandem jsou vykresleny prerusovanymi linkami: rlZové jsou znazornény m-m
interakce, oranZové iontova vazba a zelené vodikovd vazba. Zbytek receptoru je zobrazen ve svétle
Sedé kreslené konformaci. Obrazek byl vytvoren programem The PyMOL Molecular Graphics System
v. 2.5.0, Schrodinger, LLC.
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Obrazek 14 2D reprezentace interakci ligandu FC020 s hBuChE v aktivnim misté enzymu. Svétle
rGzZové prerusovanymi carami jsou zobrazeny hydrofobni interkace, tmavé rldzZové m-m interkace,
zelené vodikové vazby a oranZové iontové interkace. Diagram byl vygenerovany programem
Discovery Studio Visualiser v. 4.5, BIOVIA, San Diego.
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Obrazek 15 Prekryv nejlepsi dockované pozice FC020 (oranzové) a plvodniho ligandu z krystalické
X-ray struktury PDB ID: 6QAA [76] (tmavé modfe). Zluté jsou znazornény aminokyseliny katalytické
triady, r0Zové anionického mista, zelené periferniho anionického mista, modfe oxyanionové
prolakliny, Sedé ostatni AMK. Obrazek byl vytvofen programem The PyMOL Molecular Graphics
Systemv. 2.5.0, Schrodinger, LLC.

43



6. Diskuze a zaver

Skupina ADINACO fungujici na katedfe Farmkognozie a farmaceutické botaniky
v Hradci Kralové se dlouhodobé vénuje vyzkumu Amaryllidaceae alkaloid( a zabyva se také
pfipravou jejich polosyntetickych derivatQ [8-10, 22, 46, 47, 51, 63—66, 72]. Tato diplomova
prace navazuje na studii z roku 2021, v ramci které je popsana pfiprava pilotni série 20 latek
strukturné inspirovanych norbelladinovym, resp. karltoninovym typem AAs, které vykazovaly
selektivni inhibi¢ni aktivitu vic¢i hBuChE [72]. Existuji studie, které poukazuji na skutecnost,
Ze pouziti selektivnich inhibitord BuChE v pozdéjsich stadiich AD by mohlo byt pfinosnéjsi,
nez pouziti selektivnich inhibitor(i AChE. Kromé zlepSeni kognitivnich funkci vlivem zvySenych
hladin ACh v mozku by také nemélo dochazet k vyskytu nezddoucich ucinkl spojenych

s ovlivnénim parasympatiku pf¥i inhibici AChE [69, 70].

V této diplomové praci se oproti plvodné studii vychazelo zjiného aldehydu
(3-(benzyloxy)benzaldehyd), bylo pouzito vice druhl amint a kromé allyl-derivatd byly
pfipraveny také propyl- a ethyl-derivaty za Ucelem ziskani rozmanitéjsiho spektra latek, coz
by mélo napomoci k optimalizaci farmakoforu. Bylo ptripraveno 21 latek, priéemz vice nez
polovina z nich vykazovala vysoce selektivni (nad 80%) a silnou inhibi¢ni aktivitu (hodnoty
ICso niZsi nez 1 uM) vici hBuChE. Inhibi¢ni Gcinek vaci hAChE se u pripravenych latek viibec
nevyskytoval, pripadné byl zanedbatelny. Nejlepsi inhibi¢ni aktivitu vG¢i hBuChE
v nanomolarnich koncentracich vykazovaly latky FC020 (ICso = 188,03 + 23 nM), FC012 (ICso =
193,2 + 55,39 nM) a FC013 (ICso = 353,13 £ 98,63 nM), které pro shrnuti zobrazuje Obrazek

16.
NH NH H/\/Q
O
oE OE o)
FC020 FC012 FC013
96,31 + 0,26% inhibice BUChE 96,38 + 0,79% inhibice BuChE 94,09 + 0,35% inhibice BUChE
IC5o = 188,03 + 23,00 nM IC50 = 193,20 + 55,39 nM IC509= 353,13 £ 98,63 nM

Obrazek 16 Struktury nejaktivnéjsich pfipravenych latek
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Z pohledu hodnoceni vztahu struktura-ucinek lze ptipravené derivaty rozdélit do
nékolika skupin. Prvni skupinou jsou latky FC012, FC014 (Obrazek 10), FCO15 a FC019
(Obrazek 11) véetné jejich derivatl. V této skupiné lze sledovat vliv rozdilné substituce
a zaroven také vliv délky spojovaciho retézce pochdzejici z molekuly aminu. Z uvedené
skupiny bylo nejlepSich vysledk(i dosazeno u latky FC012, disponujici dvouuhlikatym
spojovacim fetézcem pochazejicim z tyraminu a volnou hydroxylovou skupinou, ktera maze
mit pravdépodobné znacny vliv na aktivitu. Mezi latkami FC014, FCO15 a FC019 byly ziskany
nejlepsi vysledky pro latku FC019, ktera ve své molekule obsahuje jednouhlikaty spojovaci
fetézec pochazejici z benzylaminu, zatimco nejnizsi inhibi¢ni aktivita byla zjisténa u latky
FCO014, ktera ve své strukturfe obsahuje tfiuhlikaty spojovaci fetézec, pochazejici z 3-fenyl-1-
propylaminu. Na zakladé téchto vysledk Ize konstatovat, Ze ¢im je retézec kratsi, tim je latka
aktivnéjsi. Substituci latek FC012, FC014, FC015 a FC019 allylem a propylem nedoslo
k vyznamnému zvySeni aktivity, ba naopak se aktivita sniZila. Substituce ethylem vedla
k podobné aktivité jako u vychozich derivat(i, mirné zlepseni nastalo pouze u latky FCO15-3.

Ptiprava derivatl bohuZel nevedla k ziskani aktivnéjsich |atek, aktivita klesala v fadé ethyl >

propyl > allyl.

Druhou skupinou latek jsou FC013 (Obrazek 10), FC017, FC018 a FC021 (Obrazek 12).
Jedna se o latky vychazejici z aromatickych aminQ, jejichz jadro je substituovano jednou
(FC013, FCO017, FC018) nebo dvéma methoxyskupinami (FC021). Nejaktivnéjsi byla latka
FC013, u které se methoxyskupina nachazi v poloze ortho. Aktivita nasledné klesa
u methoxyskupiny v poloze meta (FC018), FC017 s methoxyskupinou v poloze para ma

evvs

a meta, nevykazovala vic¢i hBUChE vyznamnou aktivitu.

Zbyvajici dvé latky nelze strukturné prifadit ani k jedné z uvedenych skupin. Latka
FC020 (Obrazek 12), kterda je zaroven nejaktivnéjsi ziskanou latkou, ma substituovany
spojovaci retézec v poloze B. Latka FC022 (Obrazek 12), ktera vychazi z 3-chloranilinu,
nevykazala vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i hBuChE. Dle ziskanych poznatk( lze tedy
predpokladat, Ze optimalni spojovaci fetézec je tvoren dvéma uhliky, pficemzZ dusik je
stericky chranén bud' v podobé mensiho substituentu v poloze B spojovaciho fetézce, nebo
alespon substituci aromatického kruhu v poloze ortho. Volna aromaticka hydroxyskupina

v aminové casti molekuly ma také pravdépodobné urcity vliv na aktivitu. Zajimava by mohla
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byt syntéza latky podobné FC012, akorat s rozvétvenim v poloze B spojovaciho fetézce jako
u latky FC020. Je mozné predpokladat, Ze by tato latka mohla disponovat jesté vyssi hBuChE
inhibi¢ni aktivitou.

Ve vychozi studii vypracované skupinou ADINACO v roce 2021 [72] byly pfipraveny
slouceniny, které se od nékterych latek syntetizovanych v ramci této diplomové prace lisi
pouze pritomnosti methoxyskupiny v ¢asti molekuly pochazejici z aldehydu (Obrazek 17, 18).
Ackoliv se na prvni pohled jednd pouze o malou zménu, ma evidentné zcela zdsadni vliv na
inhibi¢ni aktivitu vac¢i BuChE. Zatimco po allylaci latky FC012 doslo u FC012-1 a FC012-2
ke snizeni az vymizeni hBuChE inhibi¢ni aktivity, po allylaci latky 2 doSlo naopak
u latek 4 a 6 kpostupnému zvySovani inhibi¢ni aktivity vic¢i BuChE (Cislovani latek
vychazejicich z O-benzylisovanilinu je zachovano tak, jak je uvedeno ve vychozi praci [72]).
U latky FC015-1 Ize opét pozorovat trend klesajici aktivity po allylaci, ale v ramci predchozi
studie u latky 10, pfipravené allylaci latky 8 (Obrazek 18), hBuChE aktivita zlstala prakticky
stejnd. Pfi porovndani latky FCO17 a latky 12 je zcela evidentni, Ze je pfitomnost
methoxyskupiny v molekule latky 12 spojena s pfiblizné 4x vys$si aktivitou. Vzhledem
k uvedenym skute¢nostem je ziejmé, Ze nelze zcela jisté predpovidat, jakou aktivitu budou
mit pfipravené derivaty a kterym smérem se bude vyvijet aktivita s ménici se substituci
v plvodni strukture. Na zakladé porovnani vysledk( z predlozené diplomové prace
a predchozi studie se jako vhodnéjsi zakladni struktura pro dalsi optimalizaci jevi slouéeniny

vychazejici z O-benzylisovanilinu.
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o\/\

“ Y

o o]

FC012 FC012-1 FC012-2
96,38 + 0,79 % inhibice BUChE 91,51 + 0,46 % inhibice BUChE 46,31 £ 1,73 % inhibice BUChE
ICs50 = 193 + 60 nM ICs0 = 600 + 80 nM ICso = >10000 nM

OH

?ﬁ? H ?gﬁ ?ﬂ? 3
4 4

O\/\

6
97,7 £ 0,5 % inhibice BUChE 97,9 + 0,6 % inhibice BUChE 98,6 + 0,9 % inhibice BUChE
ICs50 =290 + 20 nM ICs0 =250 + 10 nM ICs0=70 %10 nM

Obrazek 17 Porovnani struktury a ICso u latek FC012, FC012-1, FC012-2 a latek 2, 4 a 6 z pilotni série
zroku 2021 [72]

N N N
©/\H ©/\ H ©/\H
o o | o
FC015 FC015-1 FC017
91,03 + 0,88 % inhibice BUChE 59,51 + 0,39 % inhibice BUChE 73,12 £ 0,59 % inhibice BUChE
ICs0 =640 = 70 nM ICs0=7660 £ 1720 nM ICs0 = 4840 + 210 nM o
~

~ L ~ T

8 10
96,6 + 0,4 % inhibice BUChE 92,0 + 2,4 % inhibice BUChE 94,6 + 0,6 % inhibice BUChE
IC50= 1100 £ 50 nM ICsp= 1170 £ 40 nM ICs0= 1120 = 110 nM

Obrazek 18 Porovnani struktury a ICsq u latek FCO15, FCO15-1, FCO17 a latek 8, 10 a 12 z pilotni série
zroku 2021 [72]
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Tri nejaktivnéjsi latky byly podrobeny testim cytotoxicity vici neuroblastomové
bunécéné linii SH-SY5Y a hepatoceluldrni bunécéné linii HepG2, ze kterych vyplynulo, Ze latky
nejsou v uéinnych koncentracich cytotoxické. Hodnoty ICso byly u vSech testovanych latek

vyssi nez 10 uM (Tabulka 4).

Pti vyvoji léCiv potencialné vyuzitelnych v terapii AD je dllezité, aby byly tyto latky
schopné pronikat pfes HEB do mozku a zde pUsobit. Proto byla u vSech pfipravenych latek
spocéitana jejich teoretickda dostupnost v CNS pomoci tzv. BBB skére, které vyjadruje
schopnost latky prochazet pfes HEB. U vSech pfipravenych latek byla vypoctena hodnota
vySSi nez 4,0, z ¢ehoz Ize usuzovat, zZe pripravené slouceniny by mély byt schopné prestupu

pres HEB [72].

Za ucelem identifikace interakci dualezitych pro hBuUuChE inhibicni potencial byla
provedena dockingova studie latky FC020. Ze studie vyplynulo, Ze by bylo vyhodné pro
zvySeni aktivity provést elektrofilni substituci na aromatickém jadre v aldehydické casti
molekuly, aby doslo ke zvysSeni poctu interakci s katalytickou triadou v kavité enzymu

hBuChE, kde tato latka interaguje pouze s histidinem (H438).

Tato diplomova prace, vramci které bylo pfipraveno nékolik vysoce selektivnich
a vysoce ucinnych inhibitorll BUChE, rozsifila dosavadni poznatky o optimdlni strukture
norbelladinovych derivatd a nastinila tim smér, kterym by se mohla dalsi syntéza derivatu
norbelladinového, resp. karltoninového strukturniho typu ubirat za Ucelem pfipravy latek

potencialné vyuzitelnych v terapii neurodegenerativnich chorob.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AA Amaryllidaceae alkaloid
AAs Amaryllidaceae alkaloidy
AD Alzheimerova nemoc

Ach acetylcholin

AChE acetylcholinesterdza
AChEi inhibitor acetylcholinesterazy
AMK aminokyselina

BBB hematoencefalicka bariéra
BuChE butyrylcholinesteraza
CDCl5 deuterovany chloroform
cHx cyklohexan

CNS centralni nervova soustava
cv. kultivar

DEA diethylamin

ekv. ekvivalent

ESI-HRMS elektrosprejova ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie

FDA Food and Drug Administration

HEB hematoencefalicka bariéra

ICso polovina maximalni inhibiéni koncentrace
N4’'OMT norbelladin 4‘-O-methyltransferaza
nAChRs nikotinové acetylcholinové receptory
NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nuklearni magneticka rezonance

PAL fenylalanin ammonium-lyaza

POP prolyl oligopeptidaza

RNA ribonukleova kyselina

rt pokojova teplota

SD smérodatna odchylka

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

TMS tetramethylsilan

To toluen

UHPLC Ultra-High Performance Liquid Chromatography
VpVAN vanilin syntdza
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Matéj Wisura
Skolitel: prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Nazev diplomové prdce: Amaryllidaceae alkaloidy jako inspirace pro pfipravu selektivnich

inhibitor( butyrylcholinesterasy |

Celed Amaryllidaceae je povaZovana za velice vyznamny zdroj biologicky aktivnich
ptirodnich latek, alkaloidd. Tyto latky jsou intenzivné studovany kvili jejich vlastnostem
také jejich schopnosti inhibovat cholinesterdzy. O tom, Ze tento zdroj stale neni ani zdaleka
vyCerpdn, svédci neddvna izolace zcela nového strukturniho typu Amaryllidaceae alkaloidd,
karltonin(, z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton, které vykazaly vyznamnou inhibicni

aktivitu vaci BUuCheE.

Izolace karltoninu se stala inspiraci pro syntézu vysoce selektivnich inhibitor( BuChE
vychazejicich z norbelladinového strukturniho typu. Na pfipravu pilotni série latek navazuje
tato diplomova prace, pfi které bylo pfipraveno dalSich 21 latek rozsitujicich portfolio
a prohlubujicich poznani vztahu struktury a ucinku ve skupiné selektivnich inhibitor( BuChE.
Pripravené latky byly identifikovany pomoci NMR a ESI-HMRS. VSechny latky byly testovany
na inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE a BuChE, byla spocitdna jejich schopnost prostupovat pres
HEB v podobé BBB skdre. Nejvyssi aktivitu vykazovaly latky FC020 (ICso = 188,03 + 23 nM,
inhibice BuChE 96,31 * 0,26%), FC012 (ICsp = 193,2 + 55,39 nM, inhibice BuChE 96,38
+0,79%) a FC013 (ICso = 353,13 + 98,63 nM, inhibice BUChE 94,09 * 0,35%). Tyto tfi latky byly
nasledné testovany na cytotoxicitu vici bunécné linii SH-SY5Y, kde nevykazovaly toxicitu

v Uc¢innych koncentracich.

Klicova slova: Amaryllidaceae, alkaloidy, karltoniny, derivaty, cholinesterazy
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Candidate: Matéj Wisura
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Title of diploma thesis: Amaryllidaceae alkaloids as inspiration for preparation of selective

butyrylcholinesterase inhibitors |

The Amaryllidaceae family is considered to be very important source of biologicaly
active natural compounds, alkaloids. These compounds are intensively studied because of
their antiviral, antifungal, antiparasitic, antioxidative and antiinflammatory properties and
especially for their ability to inhibit cholinesterases. This source is still not entirely depleted,
which is proved by recent isolation of utterly new structural type of Amaryllidaceae
alkaloids, carltonines, isolated form Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton. Carltonines have

shown promissing inhibitory activity of BuChE.

Isolation of carltonines has become an inspiration for synthesis of highly selective
BuChE inhibitors based on norbelladine structural type. This diploma thesis proceeds from
pilot series of 20 compounds. During this study, another 21 compounds were prepared,
expanding the portfolio and knowledge of structure-activity relationships within selective
BuChE inhibitors group. Generated compounds were identified using NMR and ESI-HRMS. All
compounds were studied for their inhibitory activity of AChE and BuChE, ability to cross BBB
was calculated as BBB score. The most active compounds were FC020 (ICso = 188,03 £ 23 nM,
inhibition of BUChE 96,31 + 0,26%), FC012 (ICso = 193,2 + 55,39 nM, inhibition of BuChE
96,38 + 0,79%) and FCO013 (ICso = 353,13 + 98,63 nM, inhibition of BUChE 94,09 + 0,35%).
These three compounds were subsequently tested for cytotoxicity against cell line SH-SY5Y.

They did not show any toxicity in active concentrations.

Key words: Amaryllidaceae, alkaloids, carltonines, derivatives, cholinesterases
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