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SEZNAM ZKRATEK

A549 - Plicni adenokarcinom

AB — Beta amyloid

ACh — Acetylcholin

AChE — Acetylcholinesterasa

AChEI — Inhibitory acetylcholinesterasy
AD — Alzheimerova choroba

AMK — Aminokyselina

ApoE4 — Apolipoprotein E4

APP — Amyloidovy prekurzorovy protein
BACE — B-sekretasa

Bcl-2—B-bunéény lymfom-2

BuChE — Butyrylcholinesterasa

CDCl;— Deuterovany chloroform

CDK-5 — Cyklin-dependentni kinasa 5
ChE — Cholinesterasa

ChAT — Cholinacetyltransferasa
CYP96T1 — Cytochrom P96T1

DMSO — Dimethylsulfoxid

DTNB — Kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova
GSK — Glykogen synthasa kinasa

Hela— Cervikalni adenokarcinom

HT-29 — Kolorektalni karcinom

ICso— Inhibi¢ni koncentrace

LRP — Low-density lipoprotein receptory
M receptor — Muskarinovy receptor
MCEF-7 — Adenokarcinom prsu

MeCN — Acetonitril

N receptor — Nikotinovy receptor



NADPH — Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NBS — Norbelladin syntasa

NMDA — N-methyl-D-aspartatovy receptor
NR — Noroxomaritidin reduktasa

N4OMT — Norbelladin 4'-O-methyltransferasa
PAL — Fenylalanin amonna lyasa

PDE-4 — Fosfodiesterasa-4

RAGE — Receptor pro glykované produkty
TLC — Tenkovrstva chromatografie

TYDC — L-tyrosin dekarboxylasa

WHO — Svétova zdravotnicka organizace

3,4-DHBA — Dihydroxybenzaldehyd
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Pfiroda jiz od davnych dob nabizela pomoc nemocnym v podobé rostlinnych drog. Jelikoz
v minulosti lidé neméli dostatec¢né znalosti a informace o tom, jak ktera rostlina plsobi, bylo
pouZiti jednotlivych drog vice ¢i méné na zakladé pokus omyl. Jak ¢as plynul, tak diky lepSimu
pozndni nemoci i rostlin byly objeveny dlvody pro pouzZiti specifickych rostlin k lécbé
konkrétnich onemocnéni. Postupem ¢asu byly znalosti o rostlindch predavany z generace
na generaci, které nasledné dosud zndmé poznatky doplfiovali o nové ziskané informace?.

Co se tyce alkaloid(i a alkaloidnich rostlin, tak na jejich vyuZiti ve starodavném lécitelstvi
odkazuje hlinénd deska z Nagpuru ze starovéké oblasti Sumer, jako ptiklad by se dalo uvést
vyuZiti maku, blinu nebo mandragory?. A¢koliv jsou alkaloidy doménou hlavné vyssich rostlin,
tak urcity vyskyt byl dokazan u kapradorostll, a to v plavunich (Lycopodium spp.) nebo
preslickach (Equisetum spp.). Alkaloidy byly nalezeny také u hub, a to napfiklad u rodu
Claviceps purpurea, vyjimkou nejsou ani ZivoCichové, u nichz byly alkaloidy prokazany ve Zlaze
mloka (Salamandra salamandra) nebo u stonozky (Glomeris marginata). Oviem alkaloidy jsou
heterocyklus, do kterého je zabudovan dusik. Jsou pfipady, kdy dusik neni soucasti
heterocyklu (protoalkaloidy), nebo naopak dusik je ve struktufe pfitomen, ale aminokyselina
neni vychozi latkou biosyntézy alkaloidu (pseudoalkaloidy). Divod, pro ktery jsou alkaloidy
rostlinami syntetizovany neni zcela jasny, jednou z moZnosti je, Ze poskytuji rostlinam ochranu
vzhledem k jejich toxickému uGcinku. OvSsem neni tomu tak u vSech rostlin, ku prikladu rulik
¢i chinovnik jsou cilem a potravou nékterych druh(i hmyzu. Terapeutické pouziti u nékterych
nemoci umoznuje selektivni toxicita alkaloidd, coz znamena, Ze naptiklad chinin na ¢lovéka
toxicky prakticky neplsobi, ale naopak protozoa uz jsou k plsobeni chininu citlivéjsi. Mezi
jednotlivymi skupinami alkaloidld je nékolik strukturdlnich odliSnosti, coZz se podepisuje
i na rozdilnych ucincich. Mezitim co morfin ma analgetické a narkotické ucinky, tak jiz zminény
chinin ma zase antiparaziticky ucinek. DalSim prikladem je antiarytmické pUlsobeni chinidinu,
namelové alkaloidy s uterotonickym ucinkem, atropin jakozto mydriatikum nebo anestetické
pusobeni kokainu?.

Alkaloidy Celedi Amaryllidaceae zase vykazuji cytotoxicitu vici nadorovym bunkam. Jejich
cilem jsou také enzymy acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE), které

inhibuji, a pravé tato inhibice je klicova pfi terapii Alzheimerovy choroby (AD). Jako pfriklad



inhibitoru AChE se uvadi galanthamin nebo jeho derivat sanguinin, jenz vykazal desetkrat vetsi
aktivitu. Slabou aktivitu vici AChE maji i alkaloidy norbelladinového typu, vétsi aktivitu vsak
studiich, antiparaziticky, antiviroticky, antibakteridlni®#, anxiolyticky a antidepresivni efekt*.

Prirodni latky nejsou vzdy dokonalé, maji Spatnou biodostupnost a nezddouci Gcinky, proto
jsou pfipravovany derivaty pro zlepSeni vlastnosti a ucinku. Z pouzivanych latek napfiklad
rivastigmin, docetaxel, irinotekan atd.

Cilem této diplomové prace, byla izolace alkaloid( z Narcissus poeticus recurvus a syntéza
derivatli galanthinu a nasledné méreni jejich aktivity. Vzhledem k predeslym pracim lze tvrdit,

Ze stanovena inhibiéni aktivita galanthinu vici cholinesterasam (ChE) je slaba®.
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1 CiL PRACE

Cilem prace byla izolace alkaloid(i z Narcissus poeticus recurvus, syntéza derivat(
galanthinu a stanoveni jejich biologické aktivity.
Dilci cile:
1. Provedeni literarni reSerSe na téma lzolace alkaloid( z Narcissus poeticus recurvus a
jejich biologicka aktivita
Izolace alkaloidu galanthaminu
Analyza izolovanych latek

Ptiprava derivatl odvozenych od Amaryllidaceae alkaloidu galanthinu

A

Analyza ptipravenych derivatli a stanoveni jejich biologické aktivity v(ci lidskym
cholinesterasam

6. Sepsanidiplomové prace
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Celed Amaryllidaceae
2.1.1 Charakteristika

Zastupci Celedi amarylkovité jsou jednodélozné, krytosemenné rostliny, které se nejcastéji
vyskytuji v oblastech od mirného pFes subtropické aZ tropické pasmo’2. Nalézt je miZeme
v jizni Africe, Jizni Americe, Asii, stfedni Evropé nebo Stfedomofi®. Rozmanité je i prosttedi,
které obyvaji, najit je mizeme jak v jehli¢natych, tak listnatych lesech, na loukach, u breht rek
nebo na skalnatém povrchu. Tato ¢eled pokryva zhruba 1 100 druh( a okolo 85 rod.

Byliny vyrastaji z cibuli, hliz nebo také oddenkd. Listy mohou mit pfizemni, ale také lodyzni,
s Cepeli, ktera byva ¢arkovita. Kvéty amarylkovitych byvaji stavéné podle Cisla 3, typicky jsou
oboupohlavné a obvykle jednotlivé, ale mohou tvofit Sroubelovitd kvétenstvi. Jako plody tato
eled tvofi tobolky nebo bobule®!,

Mezi nejzndméjsi zastupce fadime rod snézenka (Galanthus), narcis (Narcissus) nebo bledule
(Leucojum), které se béZné vyskytuji i v Ceské republice. Mezi dalsi zastupce této celedi patfi

rostliny rodu Clivia, Amaryllis nebo Hippeastrum, které ¢asto plni okrasnou funkci?.

betp://botanika. vezdys. cz

Obrazek 1: Leucojum vernum?*3, Galanthus nivalis*, Hippeastrum striatum?
Hlavnim dlvodem, proc si amarylkovité rostliny vyslouzily tak velkou pozornost, je obsah

biologicky vyznamnych alkaloidl, zejména pak galanthaminu. Jako prvni zdroj galanthaminu

byl pouZit rod Galanthus (snéZenka), momentalné se k izolaci vyuZivaji narcisy®

12



2.1.2 Rod Narcissus

2.1.2.1 Taxonomie a charakteristika rodu Narcissus

RISE — Planteae — Rostliny

ODDELENI — Magnoliophyta — Krytosemenné rostliny
TRIDA - Liliopsida — Jednodé&loZné

RAD — Asparagales — Chfestotvaré

CELED — Amaryllidaceae — Amarylkovité

PODCELED — Amaryllidoideae — Amarylkové

ROD — Narcissus — Narcis'®

Stejné jako zbytek amarylkovitych rostlin se i zastupci rodu Narcissus fadi mezi jednodélozné
rostliny!’. Vzhledem ke snadnému kfiZeni, a tedy vzniku mezidruhovych variant je sloZité urcit
presnéjsi pocet druh(®'?, Jeden zdroj uvadi 60%° druhu, néktery 87 a dalsi az 1007 druhd.
Mezi oblasti s nejvétsim vyskytem narcisli se radi Pyrenejsky poloostrov, stfedomoti, hojné
rostou také v Jizni Africe. Najit je vSak mUzeme také v Asii ¢i u nds v mirném Evropském pasu.
Stejné jako zbytek ¢eledi Amaryllidaceae tak i rod Narcissus obyva rlizna prostfedi at uz lesy,
skaly, louky nebo biehy fek®.

Vyska narcisu se uvadi v rozmezi 20-40 cm. Rostlina samotna vyrUstd z 2-3 cm velké cibule,
listy maji typicky dlouhy a uzky tvar s nasedivélou barvou. Kvéty narcisu jsou jak u dalSich
zastupcu této Celedi oboupohlavné, pocet okvétnich listk( je Sest, stejné tak i tyCinek, dale
v kvétu najdeme tfi pestiky tvofici gyneceum. Vyznamnym znakem je pak pakorunka.
Jednotlivé druhy se i$i v barevnosti, velikosti a tvaru kvét(t”%.

Vzhledem k tomu, Ze diplomova prace se tyka izolace alkaloidG z Narcissus poeticus recurvus
bude v nasledujicich vétach blize charakterizovan. Narcissus poeticus recurvus je
charakteristicky pro jizni Evropu véetné Pyreneji, bézny je vSak také pro Alpy. Kvét je typicky
svou vlni, bilym zbarvenim okvétnich listkd a Zlutou pakorunkou, kterd ma na svém okraji
cerveny lem. U druhu recurvus se uvadi dorGsta az do 35 cm a kvét do Sirky aZ 4 cm, pficemz
ostatni hybridy Narcissus poeticus dorlstaji do vétSich rozmérd, a to az do vysky 60 cm. Kvést

tyto rostliny zacinaji v obdobi od dubna do kvétna, coz je ve srovnani s ostatnimi narcisy
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pozdéji. Stejné jako ostatni druhy i tento se snadno kfiZi. Pro svij vzhled je ¢asto vyuZivan jako

okrasnad rostlina v zahradnictvi?:22,

Obrazek 2: Kvét Narcissus poeticus®

2.1.2.1.1 Obsahové latky rodu Narcissus

Nejdulezitéjsimi obsahovymi latkami jsou alkaloidy, ovsem tém je vénovana az nasledujici
kapitola. ZdalSich latek narcisy obsahuji fenolové slouceniny, flavonoidy, terpeny,
karotenoidy, nebo z fad dalSich metabolitl aminokyseliny, mono, di a trisacharidy a alifatické
karboxylové kyseliny®®. Z flavonoid( byly i pfes nedostatek literatury, ktera by identifikovala
presné slozeni flavonoid(, popsany v narcisech isorhamnetin, kvercetin a kempferol, které se
vyznacduji antioxidacnimi schopnostmi. Mezi deseti karotenoidy, tedy slou¢eninami, které se
podileji vyraznou mirou na barvé kvétu, stanovenych a predbézné charakterizovanych pomoci
HPLC byly identifikovany trans-violaxanthin, trans-lutein, trans-zeaxanthin,
trans-B-kryptoxanthin nebo trans-B-karoten?3. U nékterych druhd byly identifikovany také

monoterpeny, flavany, seskviterpeny, a benzenoidy?%24,

2.1.3 Biosyntéza alkaloidl rodu Narcissus

Vychozimi latkami biosyntézy Amaryllidaceae alkaloidi jsou aromatické aminokyseliny,
fenylalanin a tyrosin. Fenylalanin reaguje za pfitomnosti fenylalanin amonné lyasy (PAL)
za vzniku dihydroxybenzaldehydu (3,4-DHBA). Tyrosin je dekarboxylovan na tyramin s pomoci
L-tyrosin dekarboxylasy (TYDC). Nasledné probéhne kondenzace tyraminu s aldehydem
kyseliny protokatechové za vzniku Schiffovy baze. DalSim krokem biosyntézy je tvorba
norbelladinu. V tomto kroku maji ddleZitou roli norbelladin syntasa (NBS) a noroxomaritidin
reduktasa (NR). Nasledné je za pomoci norbelladin 4'-O-methyltransferasy (N4OMT)

norbelladin methylovan. PfiemZ zreakce vystupuje 4'-O-methylnorbelladin?6:27.2829,
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Davodem rozmanitosti Amarylliadecae alkaloidld jsou pak presmyky, oxidacni a redukéni
reakce, které probihaji pravé na 4'-O-methylnorbelladinu?®.
Dal$im cilem je oxidativni spojeni 4'-O-methylnorbelladinu, k éemuz muzZe dojit témito
zplUsoby. Bud' dojde k cyklizaci ortho-para, para-para a para-ortho, dle poloh spojeni
v molekule. Cyklizace para-para dédva za pomoci cytochromu P96T1 (CYP96T1) vzniknout
montaninovému a haemanthaminovému typu alkaloidd, krininu, narciklassinu ¢i tazettinu.
Na druhou stranu vznik lykorinového a homolykorinového typu je umoznén kondenzaci
ortho-para. Do tfetice galanthaminovy typ je zprostfedkovan vazbou v poloze para-ortho3%3?,
Do souvislosti s biosyntézou galanthaminu se uvadi genové inZenyrstvi. JelikozZ
pfi dostate¢né znalosti biosyntetickych drah, lze zvysit produkci galanthaminu v rostlinach.

Vhodnym cilem pro inzenyrstvi mohou byt enzymy NAOMT nebo NBS, ale jako funkéni se jevi

také geny pro PAL1 a TYDC2, jejichZ utlumenim naroste produkce alkaloidd?°.

2.1.4 Amaryllidaceae alkaloidy a jejich derivaty

U Celedi Amaryllidaceae bylo zjiSténo 9 strukturnich typu alkaloid( od kterych jsou odvozeny
dalsi alkaloidy. Mezi zakladni se fadi galanthaminovy, haemanthaminovy, lykorinovy,
krininovy, narciklassinovy, tazzetinovy, homolykorinovy, montaninovy a norbelladinovy
strukturni typ>32. Nové se mezi tyto struktury zafazuje také plicamin a gracilin, nicméné ty
pravdépodobné vychazeji z jiz zndmych typl, a to tazzetinu respektive haemanthaminu3?.
Rozdéleni do deviti zakladnich strukturnich typ( je u rodu Narcissus, vzacnéji i u dalSich
amarylkovitych, obohaceno o cheryllinovy, mesenbranovy a galanthindolovy typ'°.
Alkaloidem nového strukturniho typu je napfiklad narcimatulin, ktery spolecné se znaky

galanthindolového typu obsahuje také rysy alkaloidd galanthaminové skupiny>*°.
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Obrazek 4: Strukturni typy alkaloidt rodu Narcissus>3

2.1.4.1.1 Lykorinovy typ

Pfedlohou alkaloidG lykorinového typu je struktura pyrrol[de]fenanthridinu®. Hlavnim
zastupcem a prvnim izolovanym alkaloidem této skupiny byl roku 1877 lykorin. Mimo lykorin
se mezi zastupce téchto alkaloid( fadi galanthin, pseudolykorin, karanin, pluviin, norpluviin,
narcisidin, assoanin, oxoassoanin, amaerbellisin a hippeastrin'®3637 Alkaloidy lykorinového

typu se radi k nejstarsim znamym amarylkovitym alkaloidim’.
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Krom vyrazné cytotoxické aktivity lykorinu viéi nadorovym bunkam mysiho melanomu,
leukémii, nebo Lewisovu plicnimu karcinomu, je lykorin ucéinny proti virm, kvasinkdm, nebo
jako antiparazitikum vaci Trypanosoma brucei. Dale byl lykorin zkouman v souvislosti
s analgetickym a herbicidnim dcinkem. Lykorin samotny neni aktivni vici cholinesterasam.
U nékterych lykorinovych alkaloid( vsak byla inhibi¢ni aktivita vi¢i AChE zjisténa, podminkou
pro tento Ucinek je substituce na C-1 a C-2. Jedna se napftiklad o 2-O-terc-butyldimethylsilyl-
1-0-(methylthio) methyllykorin, 1-O-acetyllykorin a 1-O-acetyl-2-O-terc-
butyldimethylsilyllykorin. Dalsi alkaloid lykorinového typu galanthin inhibi¢ni aktivitu k ChE
nevykazuje, avsak jeho derivat (+)-11-hydroxygalanthin aktivitou vic¢i AChE disponuje.
Amarbellisin stejné jako pseudolykorin vykazuji cytotoxickou aktivitu®734:3538,

Alkaloidy lykorinového typu jsou z narcis obsazeny v N. nevadensis, N. assoanus, N. tazetta,
N. bulbocodium?3, N. leonensis Pugsley, N. pseudonarcissus, N. poeticus, N. canaliculatus,

N. jacetanus3®?’,

ailiife]
T

HO

H 77 »

Obrazek 5: Struktura galanthinu a lykorinu®?

2.1.4.1.1.1 Derivaty lykorinu

Alkaloidy jsou scilem zmény profilu Uéinku prevadény vhodnymi reakcemi na pfislusné
derivaty. Na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Krdlové na Katedre
farmaceutické botaniky byly vramci diplomové prace Lipovské K. syntetizovany derivaty
lykorinu a nasledné byla zjistovana jejich biologicka aktivita. K screeningu biologické aktivity
nebyly pouZity monoderivaty lykorinu, ale di-derivaty. Divodem poufZiti di-derivat( byla
syntéza v dostatecném mnozstvi pro testovani biologické aktivity oproti monoderivatiim,
jejichz screening aktivit znemoznilo pravé minimalni pfipravené mnozstvi. Konkrétné se
jednalo o 1,2-di-0,0'-propionyllykorin (L1), 1,2-di-O,0'-isobutanoyllykorin (L2), 1,2-di-O0,0'-
benzoyllykorin (L3), 1,2- di-O,0"-(3-methyl)benzoyllykorin (L4), 1,2-di-O,0"-pentanoyllykorin
(L5), 1,2-di-0,0"-hexanoyllykorin (L6), 1,2-di-O,0'-(2-nitro)benzoyllykorin (L7), 1,2-di-O0,0'-(4-
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ethyl)benzoyllykorin (L8), 1,2-di-0,0'-(3-nitro)benzoyllykorin (L9), 1,2-di-O,0'-(4-metyl-3-
nitro)benzoyllykorin  (L10), 1,2-di-O,0"-(4-nitro)benzoyllykorin (L11) a 1,2-di-0,0'-(2-
chloro)benzoyllykorin (L12). Jediny z testovanych derivat(, ktery prokdzal schopnost inhibovat
BuChE byl 1,2-di-O,0"-benzoyllykorin. Ostatni derivaty vaci cholinesterasam neprokdzaly
inhibi¢ni aktivitu. BohuzZel u testovanych derivatli vysledky nepotvrdily ani cytotoxickou
aktivitu. Momentalné jsou tyto derivaty testovany pro antimalarickou aktivitu3®

Tabulka €. 1: Hodnoty inhibi¢ni koncentrace, tedy koncentrace inhibitoru, ktera zpusobi

pokles aktivity enzymu na 50 % (ICso) derivath lykorinu3®

Latka ICs0 AChE (uM) | ICs0 BUChE (nM)
Lykorin > 1000 > 1000
L1 935 + 227 511+71
L2 301+22 36+4
L3 171+ 16 297
L4 150+ 21 >1000
L5 nt nt
L6 nt nt
L7 146+ 6 117 +7
L8 nt nt
L9 149+ 8 116 7
L10 191+ 16 264 + 32
L11 357 +10 466 + 82
L12 nt nt
Referencni latka
Galanthamin 2+0 42 +1

nt = netestovano

2.1.4.1.2 Homolykorinovy typ

Predlohou pro homolykorinové alkaloidy je 2-benzopyrano-[3,4-g]indol. Hlavnim zastupcem
je homolykorin. Z dalSich zdstupct se uvadi homolykorin, 8-O-demethylhomolykorin,
masonin, hippeastrin, odulin a lykorenin®3¢. Vzhledem k nedostatku informaci je biologicka
aktivita vétSiny alkaloidd této skupiny nezndmad. Pres to Ze homolykorin, lykorenin,
8-0-dimethylhomolykorin a hippeastrin vykazuji uréitou cytotoxickou aktivitu, tak ta neni
selektivni a plsobi tak i na nenadorové bunky. V predeslych studiich byl dokazan jejich efekt
na buriky karcinomu jater, jejichZ riist potlaovaly, nebo leukémii’. Hippeastrin vykazoval navic
aktivitu vi¢&i Candida albicans, antivirovy’a insekticidni G¢inek32. Poddvanim homolykorinu

a 8-0O-demethylhomolykorinu krysam byl zjistén efekt na sniZeni krevniho tlaku32.
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Obsazeny jsou v N. nevadensis, N. pseudonarcissus, vysoky obsah homolykorinovych
alkaloidd byl dokazan u N. Jonquilla, N. tazetta, N. bulbocodium, N. bicolor, N. eugeniae,

N. papyraceus i N. poeticu®3336,

Obrazek 6: Struktura hippeastrinu®?

2.1.4.1.3 Haemanthaminovy a krininovy typ

U téchto  strukturnich typd je vychozi strukturou ethanofenanthridin’.
K haemanthaminovému typu se fadi haemanthin, haemanthidin, maritidin,
seko-isopowellaminon, 8-O-demethylmaritidin nebo vittatin a krinin, ambellin ktypu
krininovému'®333¢ Rozdil mezi témito dvéma typy je v prostorové orientaci
na 5,10b-ethanovém mustku (haemanthaminovy typ ma B-orientaci a krininovy typ ma
a-orientaci). Haemanthamin a vykazuje cytotoxickou aktivitu. Mechanismus Ucinku
pravdépodobné souvisi se zastavenim buné&&ného cyklu ve fazi G2. U¢innost haemanthaminu
byla prokazana proti potkanimu jaternimu karcinomu, mysimu lymfomu, jehoZ podstatou je
vazba haemanthaminu na RNA a tvorba komplexu, nebo T-lymfoblastové leukémii.
Haemanthamin byl testovan také pro antiparazitickou, antiretrovirovou aktivitu, sledovan byl
i u¢inek na sniZeni krevniho tlaku32. U haemanthidinu, co? je hydroxy derivat haemanthaminu,
byl prokazan cytotoxicky déle i analgeticky a antiflogisticky efekt’. Co se tyée aktivity vici ChE,
vysledky u haemanthaminovych alkaloidd byly slabsi nez u galanthaminu, nicméné mohou byt
zajimavou moznosti pfi dalSich studiich terapie Alzheimerovy choroby®344,

Stejné jako alkaloidy haemanthaminového typu jsou i krininové odvozeny
od ethanofenanthridinu, coZz se odrazi i na jejich cytotoxickém potencialu. Jako U¢inny proti
nadorovym burikdm se ukazal hlavné distichamin’. Dal$im alkaloidem krininového typu, ktery
ukdzal udinnost vic&i nddorovym burikdm ledvin, plic nebo tlustého stfeva je vittatin32. Studie

provadénd na Crinum jagus poukdzala na moZny neuroprotektivni Uc¢inek vittatinu. JelikoZ se
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jednalo o extrakt, uvadi se, Ze mlZe také jit o synergicky ucinek dalSich krininovych
a haemanthaminovych alkaloidu, které jsou v rostliné obsazeny v mensim mnozstvi*. Mezi
krininovy typ se fadi také alkaloid ambellin, oviem ten nevykazuje cytotoxickou aktivitu®®.
Mezi druhy narcisi obsahujici alkaloidy haemanthaminového a krininového typu se fadi
N. pseudonarcissus, N. tazetta, N. bulbocodium, N. poeticus, N. papyraceus, N. primigenius,

N. cantabricus33.

Obrazek 7: Struktura krininu® (vlevo) a haemanthaminu®’ (vpravo)

2.1.4.1.3.1 Derivaty haemanthaminu
V rdmci studie Kohelova E., et al. na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové

na Katedfe farmaceutické botaniky syntetizovdny derivdty haemanthaminu. Slo

0 11-0O-acetylhaemanthamin (H1), 11-O-propionylhaemanthamin (H2),
1-10-isobutanoylhaemanthamin (H3), 11-O-pentanoylhaemanthamin (H4),
11-0-hexanoylhaemanthamin (H5), 11-0O-butanoylhaemanthamin (H6),

11-0-benzoylhaemanthamin (H7), 11-0-(3-chlorobenzoyl)haemanthamin (H8),
11-0-(3-bromobenzoyl)haemanthamin (H9), 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (H10),
11-0-(3-methoxybenzoyl)haemanthamin (H11) a 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin (H12).
Derivaty byly testovany na cytotoxickou aktivitu a Ucinek proti ChE. BohuzZel ani jeden
z derivatd nevykazoval cytotoxickou aktivitu. Inhibi¢ni aktivitu vici ChE vykazovalo poslednich
6 jmenovanych derivatld. Zejména tedy 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin a
11-0-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin, které prokdazaly nejvyssi aktivitu proti AChE. U tfech
derivatli, konkrétné H7, H10 a H12, probéhlo testovani ucinku inhibovat glykogen synthasu
kinasu 3B (GSK-3B). Nejvy3si tc¢inek prokdzal H12 s hodnotou ICsp 34.8 + 0.01%3.

Tabulka €. 2: Hodnoty ICso derivatd haemanthaminu®?

Latka ICso AChE (uM) | ICso BUChE (M)
Haemanthamin > 500 > 500
H1 > 500 > 500
H2 > 500 437 + 38
H3 > 500 203+8
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Latka ICso AChE (uM) | 1Cso BUChE (uM)

H4 > 500 > 500

H5 > 500 273118

H6 > 500 140 £ 21
H7 294 + 25 6+0

H8 85+6 80+ 10

H9 112 £ 21 129+ 25
H10 18+1 71

H11 180+ 17 76 £13
H12 15+2 > 500

Referencni latka

Galanthamin 2+0 42 +1
Huperzin A 00 > 500

2.1.4.1.3.2 Derivaty vittatinu
Na Katedre farmakognozie bylo v ramci diplomové prace Valachové I. pfipraveno 12 derivatu

vittatinu. A to 3-O-(4-methylbenzoyl)vittatin (VIT1), 3-O-(2-methylbenzoyl)vittatin (VIT2),

3-0-(3-methylbenzoyl)vittatin (VIT3), 3-0-(2-methoxybenzoyl)vittatin (VIT4),
3-0-(3-methoxybenzoyl)vittatin (VIT5), 3-0-(3-chlorobenzoyl)vittatin (VITe),
3-0-(3-nitrobenzoyl)vittatin (VIT7), 3-0-(4-nitrobenzoyl)vittatin (VIT8),

3-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin (VIT9), 3-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)vittatin (VIT10),
3-0-(1-naphthoyl)vittatin (VIT11), 3-O-(2-naphthoyl)vittatin (VIT12). Stejné jako derivaty
lykorinu a haemanthaminu byly testovdny na inhibi¢ni aktivitu vic¢i ChE a cytotoxickou
aktivitu. Z téchto 12 derivat(i pouze VIT9 a VIT7 vykazovaly vyraznéjsi aktivitu vaci AChE. VIT9
prokazal neselektivni protinadorové plsobeni vici 4 bunéénym liniim konkrétné se jednalo o
kolorektdlni karcinom (HT-29), cervikdlni adenokarcinom (Hela), plicni adenokarcinom
(A549), adenokarcinom prsu (MCF-7). Z pohledu cytotoxické aktivity byl testovan i VIT12 a
vykazoval vysokou cytotoxickou aktivitu proti 1 linii nddorovych bunék HT-29. Oba derivaty
vittatinu by tak mohly byt do budoucna predmétem vyzkum0( v ramci terapie nadorovych
onemocnéni. VIT2 a VIT6 byly podrobeny zkousce na inhibici agregace B-amyloidu, jenZ je
zodpovédny za tvorbu plakd, s vyslednymi hodnotami 44,92 + 5,03 % (VIT2) respektive 32,58
+3,62 % (VIT 6), coz jsou velice nizké hodnoty?!®.

Tabulka €. 3: Hodnoty ICso derivat( vittatinu®!

Latka ICs0 AChE (M) | 1Cso BUChE (uM)
Vittatin > 100 > 100
VIT1 > 100 57+0
VIT2 > 100 8+0
VIT3 > 100 44+ 1
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Latka ICso AChE (uM) | 1Cso BUChE (uM)
VIT4 > 100 220
VITS > 100 670
VIT6 > 100 50
VIT7 12+0 57%1
VIT8 > 100 22+0
VIT9 170 > 100
VIT10 37+0 > 100
VIT11 > 100 30+1
VIT12 > 100 150
Referencni latka
Galanthamin 2+0 42 +1

2.1.4.1.3.3 Derivaty ambellinu

V rdmci diplomové prace Ritomské A. na Katedie farmaceutické botaniky bylo syntetizovano
11 derivatd ambellinu: 11-O-acetylambellin (A1), 11-O-propionylambellin (A2),
11-O-pentanoylambellin (A3), 11-O-isobutanoylambellin (A4), 11-O-benzoylambellin (A5),
11-0O-(4-nitrobenzoyl)ambellin (AB), 11-0-(4-methylbenzoyl)ambellin (A7),
11-0-(3-nitrobenzoyl)ambellin (A8), 11-0-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)ambellin (A9),
11-0-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)ambellin (A10), 11-0-(3-methoxybenzoyl)ambellin (A11). Ani
jeden z derivatl nevykazoval zajimavou protinadorovou aktivitu. Z pohledu inhibi¢ni aktivity
na cholinesterasy konkrétné na BuChE se jako zajimavé jevi zejména A5 a All. Navic se
testovala i aktivita na glykogen synthasu kinasu 3B (GSK-3B), z tohohle pohledu se jako
nejzajimavéjsi jevil A3 sinhibi¢ni aktivitou 99,58 + 0,42 %. Stejné tak i ostatni derivaty
ambellinu prokazaly zajimavou inhibi¢ni aktivitu vac¢i GSK-3pB, kterd bude predmétem vyzkumi
v budoucnu. Momentalné jsou derivaty ambellinu testovany pro jejich ucinek jako
antimalarikum?,

Tabulka €. 4: Hodnoty ICso derivatt ambellinu®®

Latka ICso AChE (uM) | 1Cso BUChE (uM)
Ambellin > 100 > 100
Al > 100 > 100
A2 > 100 > 100
A3 > 100 > 100
A4 > 100 > 100
A5 > 100 4+0
A6 > 100 > 100
A7 > 100 28+1
A8 48 +2 81+2
A9 > 100 > 100
A10 54 +4 > 100
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Latka ICso AChE (uM) | 1Cso BUChE (uM)
All > 100 60
Referencni latka
Galanthamin 2+0 42 +1

2.1.4.1.4 Galanthaminovy typ

Zakladem struktury téchto alkaloidl je dibenzofuran. Mezi zastupce galanthaminového
typu patfi galanthamin, narwedin, sanguinin, lykoramin, norlykoramin, epinorgalanthamin,
lykoraminon'®333%, Nejvyznamnéjsim zastupcem je galanthamin, jehoZ prvnim zdrojem, byly
cibule Galanthus woronowii. Vyznam galanthaminu je zejména v terapii Alzheimerovy
choroby, kde se uplatiuje inhibi¢ni efekt galanthaminu na AChE, s cilem zlepSeni kognitivnich
funkci. Silny ucinek galanthaminu na AChE je vlastnost, kterou se odliSuje od ostatnich
strukturnich typQ. Typickd je absence cytotoxického ucinku’. Studie A. L. Harveyho spojuje
galanthamin s u¢inkem na nervosvalovou blokadu, stimulacnim efektem na CNS, analgetickym
Ucinkem, pozitivnim ovlivnénim stavl u schizofrenikll, dale uvadi bradykardizujici ucinek,
snizeni nitroo¢niho tlaku, nebo zvy3eni hladiny hydrokortizonu*®. Sanguinin, ktery ma na C9
methoxy skupinu nahrazenou hydroxy skupinou vykazal aZ desetkrat vyssi aktivitu oproti
galanthaminu. Na druhou stranu lykoramin, nejspis z divodu hydrogenace dvojné vazby,
aktivitu vacéi AChE postrada®?.

Alkaloidy galanthaminového strukturniho typu Ize najit vtéchto narcisech:

N. pseudonarcissus, N. Jonquilla, N. poeticus a N. cyclamineus®3338,

OH

CHj
Obrazek 8: Struktura galanthaminu®’

2.1.4.1.5 Tazettinovy typ
2-benzopyrano-[3,4-c]indol tvofi zaklad struktury, od které jsou alkaloidy tazettinového typu
odvozeny. K zastupclim tazettinového strukturniho typu patfi tazettin, pretazettin a také

3-epimakronin®®3336, Samotny tazettin nemd vyraznou cytotoxickou aktivitu. Nicméné
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pretazettin, coZ je prekurzor tazettinu, se vyznacuje vyznamnou aktivitou proti leukémii
a Lewisovu karcinomu’. Velkou vyhodou pretazettinu je, Ze studie provadéjici se na zvifatech
ukdzaly, Ze je pomérné bezpelény®. U pretazettinu byla prokdzéna i aktivita vaéi Herpes
simplex virdm a flavivirdm’. Navic byl pretazettin testovan na schopnost inhibovat AChE,
oviem bez vétsiho Uspéchu3?.

Tazettinové alkaloidy jsou obsazeny v N. pseudonarcissus, N. Jonquilla, N. tazetta,

N. bulbocodium, N. confusus, N. panizzianus, N. obesus, N. pallidiflorus a N. bicolor®.

2.1.4.1.6 Pankratistatinovy typ

Pankratistatinovy typ alkaloidd je odvozen od fenthridinu. Hlavnimi zastupci jsou
pankratistatin, narciklasin a narcistatin. Pankratistatin vykazuje cytotoxickou aktivitu,
a to zejména vici melanomu a leukémii. Obrovskou vyhodou pankratistaninu je selektivni
ucinek vici nddorovym burikdm. Narciklasin taktéz prokazal protinddorovou aktivitu. Dobrych
vysledk( narciklasin dosahoval pfi studii ucinnosti proti adenokarcinomu prsu a karcinomu
prostaty. Bylo zjisténo, Ze narciklasin pUsobi skrze inhibici peptidyltransferasy na ribozomech,
interakci s dvousroubovici DNA a dale byl u néj popsan antimitoticky ucinek. Mimo apoptézy
u nadorovych bunék byl u narciklasinu prokazan také antibakterialni, antimykoticky ucinek
¢i aktivita proti virlm. Konkrétné bylo zjiSténo Ze pUsobi proti Corynebacterium fascians,
Candida albicans, RNA virdm nebo flavivirdm’. Studie Rong Tang et al. dokazala protizanétlivy
ucinek narciklasinu proti zanétu bunék srdeéniho svalstva u mysi, vyvolaném endotoxickymi
lipopolysacharidy®!. Narcistatinu, ktery je prekurzorem narciklasinu, studie provadéna
na potkanech pfisuzuje antiflogisticky2. Jak narciklasin tak pankratistatin byly izolovany
z cibuli rodu Narcissus respektive Hymenocallis littoralis. Zastoupeny jsou v druzich N. tazetta,

N. pseudonarcissus, N. bicolor3*36,

OH
CHs, CHj; =
%,/ SO
2 N
O
< OH
NH
¢}

OH o

Obrazek 9: Struktura tazettinu? (vlevo) a narciklasinu®* (vpravo)
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2.1.4.1.7 Montaninovy typ

N. poeticus obsahuje navic alkaloidy montaninového strukturniho typu odvozené
od 5,11-methanomorfanthridinu, konkrétné tedy pankracin a montanin®. U pankracinu byla
pozorovdna aktivita proti bakteriim Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa.
Aktivita byla sledovana i na Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi a Plasmodium
falciparum, bohuZel ta nebyla dostateéné silnd32. Mezi dal$i spektrum G&inku pankracinu se
fadi antiproliferativni ucinek proti rakovinnym bunkam vajec¢nikd, tlustého stfeva, plic nebo
prsu. Montanin byl také testovan pro cytotoxickou aktivitu, kterd je vys$si neZ u pankracinu>.

Dnes je tako skupina predmétem mnoha vyzkum( s cilem pochopeni mechanismu
antiproliferativniho plsobeni®>.

2.1.4.1.8 Mesembranovy typ

Mesembranovy typ je odvozen od aryloktahydroindolu®®. Tento strukturni typ zahrnuje
hlavné mesembrin a mesembrenon. Svou biologickou aktivitou se pomérné lisi od jiz dfive
zminénych alkaloid(, jelikoZz mesembrin a mesembrenon inhibuji PDE-4 navic blokuji zpétné
vychytdvani serotoninu. Z toho vyplyva efekt na Uzkosti, poruchy CNS nebo antidepresivni
Ucinek>®>’,

Typicky je tento strukturni typ pro rod Sceletium, ale zastoupeni ma i u rodu Narcissus a to

Narcissus pallidulus a Narcissus triandrus’.

/CH3

0

e

Q
\N
o

CH3

Obrazek 10: Struktura pankracinu (vlevo) a mesembrinu® (vpravo)
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2.2 Amaryllidaceae alkaloidy v terapii AD a nadorovych onemocnéni

2.2.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, které se neprojevi hned,
ale postupné. Casto se projevuje postupnymi vypadky paméti, Gzkostmi, podraZdé&nosti
az depresemi. Mechanismus patogeneze neni stoprocentné zndmy, ale svelkou
pravdépodobnosti je za to zodpovédna tvorba B-amyloidu. Obrovskou roli hraje i naruseni
acetylcholinergniho a glutamatergniho systému. Lécba tohoto onemocnéni neni kauzalni,
jelikoZ kauzalni terapie neni k dispozici a je zaméfena spie na mirnéni potizi®®.

Stejné jako spousta dalSich onemocnéni, tak i pravdépodobnost vyskytu AD stoupa rapidné
s vékem. Uvadi se Ze mezi 65 az 85 rokem Zivota vzrista incidence ze 3 % aZ na 47 %.

V soucasnosti v CR trpi az 150 000 lidi uritou formou demence®?.

2.2.1.1 Projevy Alzheimerovy choroby

Prvni fazi projevu AD je lehkd demence, jenz se projevuje mirnymi kognitivnimi poruchami,
kdy dochazi k zapominani, ztraté logického posudku a uvaZzovani. Pfi stfedné tézké demenci
postupné dochazi k poruchdm orientace v ¢asoprostoru. Ndsledné nemoc c¢asto dospiva
az do faze tézké demence, kdy pacient neni schopen rozeznat okoli svého bydlisté. V pozdni
fazi nemocni zapominaji i na své blizké, jejich jména i tvare. Ne zfidka mUze dojit k zastaveni
progrese onemocnéni, kterd poté opétné postupuje, a do 10 let v zavislosti na nékolika

faktorech kon¢i smrti®293,

2.2.1.2 Rizikové faktory

Jak bylo zminéno hlavnim rizikovym faktorem je vék, ddle hladina apolipoproteinu E4
(ApoE4). Absence alel pro tento faktor zvysSuje riziko AD u homozygotl az o 84 %, protoze
dojde ke zvyseni tvorby B-amyloidu. Velkou roli hraje také vzdélani jedince, geneticky faktor,
Zenské pohlavi nebo Downliv syndrom. VySe zminéné jsou neovlivnitelné rizikové faktory,
z téch ovlivnitelnych Ize uvést obezitu, diabetes, hypertenze, hypercholesterolémie, koureni,
alkoholismus, Urazy hlavy. Uvadi se, Ze existuje i souvislost mezi délkou nohou, velikosti lebky

a mirou vyskytu AD, tedy jedinci s mensi lebkou a krat§ima nohama maiji vétsi riziko®?.
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2.2.1.3 Patofyziologie
Hlavnim patologickym projevem AD je atrofie mozku. Tato atrofie je spojend s rlznymi
patologickymi zménami jako tvorba a ukladani patologickych protein(i B-amyloidu, T-proteinu

nebo postiZzeni acetylcholinergniho a glutamatergniho systému®.

Zdravy mozek

zdravy
neuron

umirajici neuron
s uzly

SR

1o

¢

A : > )
?ﬁ% P

amyloidni
plak

boéni pohled prifez E?f

Alzheimerova nemoc

Obrazek 11: Porovnani zdravého mozku a neuronu s postizenym®’

2.2.1.3.1 Cholinergni teorie

Alzheimerova choroba je spojovédna s poruchou celého cholinergniho systému, je tedy
zplUsobend snizenou aktivitou cholinacetyltransferasy (ChAT), poklesem re-uptake cholinu a
syntézy acetylcholinu (ACh). Diky E¢emu? je pak v rané fazi AD narudena syntéza ACh3®,

Soucasti tohoto systému jsou i enzymy AChE a BuChE. Tyto enzymy funguji na principu
odbouravani ACh. Obé formy cholinesteras se lisi v cilové molekule, na kterou pUlsobi.
Pro AChE je cilem acetylcholin, kdezto BuChE tak selektivni neni a ovliviiuje vétsi skdlu
molekul. Hlavnim hydrolyticky pusobicim enzymem je AChE. BUuChE ma pfi hydrolyze spise
sekundarni funkci. Presto, Zze AChE je rozsifenéjsi, tak se BUuChE hojné vyskytuje napfriklad

v amygdale, thalamu nebo hippokampu. AChE se muize vyskytovat az ve trfech rlznych
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globularnich formach s jednou az ¢tyrmi katalytickymi podjednotkami. V odlisSnych ¢astech
mozku se obsazeni podjednotek méni, ale pfevainé jde o prvni a étvrtou podjednotku®46,
Cesta acetylcholinu zacina syntézou enzymem ChAT. Vychozimi latkami jsou acetylkoenzym
A a cholin. Po syntéze zacina pusobit na post- a presynaptické muskarinové (M) a nikotinové
(N) receptory, kam se uvolni z neuronu. Typicka je pro AD redukce poctu N receptor(, zatimco
M receptory jsou viceméné beze zmény. Po vyplaveni ACh k synaptické Stérbiné, je pomoci
AChE hydrolyzovan. Rozkladné produkty cholin a kyselina octova jsou zpétné vychytavany do
presynaptického neuronu, aby mohly opét tvofit Ach. Tento mechanismus je pfedmétem
zajmu v terapii AD, jelikoz se zablokovanim AChE a BuChE se zvysii hladina ACh a s tim se zlepsi

nebo alespoti zachovaji kognitivni funkce®.

2.2.1.3.2 Amyloidova teorie

Tato teorie popisuje vznik amyloidového plaku, tvoreného B-amyloidem, jakozto jeden
z mechanismU vedoucich ke vzniku Alzheimerovy choroby. Imunitni systém proti tomuto
odumiranim nervovych bunék a jejich smrti®.

Zakladem teorie je amyloidni prekurzorovy protein. Tento protein je Stépen a, B
a y-sekretasou. Za normalnich okolnosti vznikd rozstépenim APP produkt, ktery je rozpustny.
Pri AD vsak vznika Stépenim APP nerozpustny AB. Tento nerozpustny produkt se ndsledné
shlukuje, posSkozuje neurony a tvofi tzv. Alzheimerovy plaky. Nasledkem kumulace
amyloidnich plakd ve sténach mozkovych cév dochazi k odumirani dalSich neuron(. Jednim
z moznych mist, na které je moiné se zaméfit v terapii AD jsou receptory pro glykované
produkty (RAGE receptory). Jedna se o receptory, které vychytavaji AB z krve, transportuji jej
do mozku a zvysuje tak tvorbu plak(. Dalsim terapeutickym cilem je B-sekretasa. MozZnosti
jsou i low-density lipoprotein receptory (LRP receptory) fungujici na opacném principu jak
RAGE receptory a y-sekretasa, ovsem klinickd studie léciv zamérenych na tyto cile byla
zastavena z divodu zavaznych nezadoucich G¢ink(36:587>,
2.2.1.3.3 Teorie t-proteinu

Hypotéza t-proteinu je dalsi teorii patologie AD. Vypovidd o klubkach tvofenych
hyperfosforylovanym t-proteinem. Jednd se o neurondlni proteiny, které se vazou
na mikrotubuly a stabilizuji je. Za fyziologickych podminek se fosforylovany protein

defosforyluje, pricemz na procesu fosforylace a defosforylace se podili kinasy a fosfatasy,
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zejména tedy GSK-3p a cyklin-dependentni kinasa 5 (CDK-5). Pfi AD dochazi k hyperfosforylaci
T-proteinu a naruseni jeho funkce. Zaroven dochazi ke zméné konformace a snizi se jeho
rozpustnost. Nasledné tvofi vlakna, ktera agreguji v toxickd neurofibrilarni klubka, coz vede

k poskozeni metabolismu neurond, zaroven k jejich odumirani a tvorbé 1ézi1%:36:68.75,

2.2.1.3.4 Glutamatergni systém

Jednim ze systému, ktery je pfi AD postiZen je glutamatergni systém, a to snizenim zpétného
vychytavani glutamatu v hipokampu nebo zvySenym uvolfiovanim glutamatu, ktery plsobi
excitacné na N-methyl-D-aspartatové receptory (NMDA receptory). Prostfednictvim téchto
receptorl se po stimulaci glutamatem otevfou iontové kanaly a nasleduje influx Ca?* iontd
do neuronu. Diky nadmérnému drazdéni NMDA receptorl glutamatem dochazi
k excitotoxicité. Tento d&j ma za nasledek zvy$eny pranik Ca%* iontl do neurond a nasledné
bunécnou smrt. Glutamdat se navic svym vydejem realizuje i v procesu uceni,

a to mechanismem dlouhodobé potenciace NMDA receptord, ktery je AD narusen?®36:6>,

2.2.1.4 Terapie Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba se nedda vylécit, a tak je cilem terapie zmirnit a potlacit priznaky
a zachovat kognitivni funkce. Z ¥ad kognitiv, ktera jsou v CR registrovany k terapii AD se fadi
inhibitory acetylcholinesterasy (AChEIl) a antagonisti na NMDA receptorech. Terapie AD je tak
zamérena na zlepSeni cholinergni transmise a zabranéni nadmérné excitace NMDA

receptor(® 7071,

2.2.1.4.1 Inhibitory cholinesteras

Tato skupina [éciv Ucinkuje mechanismem inhibice cholinesteras. Dojde tak k zabranéni
degradace acetylcholinu a zvyseni jeho hladiny v neuronech. Vysledkem je pak plisobeni ACh
na cholinergni receptory, zachovani nebo dokonce zlepseni kognitivnich funkci a funkce
neuronl. Nadéji do budoucna mohou byt Iéciva, kterd by pUsobila na cholinové receptory.
Zvysila by se tak produkce cholinu, ktery jak bylo zminéno je esencidlni pro syntézu
acetylcholinu. Mezi registrované AChEI patfi galantamin, donepezil a rivastigmin’74,

Je tfeba brat v Uvahu nezadouci ucinky téchto |éciv, které vychdzi z ucinku na cholinergni
receptory. Mezi nejc¢astéji se vyskytujicimi jsou bradykardie, tfes, nevolnost, zvraceni, prijem

nebo bolest sval(i7%71,
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Donepezil

Donepezil je u AD uZivan ke zlepSeni kognitivnich poruch. Afinitou ma blize k AChE neZ
k BUChE. Jednd se tedy o selektivni inhibitor AChE, ke které mda az 1000x vétsi aktivitu.
U mirnych kognitivnich poruch v rdmci AD je tento derivat indanonbenzylpiperidinu, pokladan
za lék prvni volby. NeZadouci ucinky donepezilu souvisi s jeho mechanismem. Nejcastéji se

objevuje priijem, nevolnost, bolest hlavy, inava a vyrazka3®72,

Rivastigmin

Rivastigmin blokuje degradaci ACh vazbou na aniontové a stearové misto AChE, ale taky
BuChE. Lékem volby je u stfedné tézké AD. Krom perordlni formy je dostupny také ve formé
naplasti. To mlze byt vyhodou pravé u pacientli s AD a kognitivnimi poruchami, ktefi mohou
mit problémy s nezddoucimi ucinky. Z nichz se nejcastéji vyskytuje bolest hlavy, zvraceni,

no¢ni mary, anxieta a prajem?’%73,
Galantamin

Galantamin je Amaryllidaceae alkaloid galantaminového strukturniho typu indikovan
u mirné a stredné tézké demence. Nejednd se jen o inhibitor AChE, ale také moduluje N
receptory, presnéji jejich a-podjednotku. D3 se tedy fici, Ze se fadi mezi latky s dualnim
mechanismem ucinku. Nezadouci Ucinky galanthaminu jsou totozné s donepezilem, navic se
mUZe vyskytnout kolisani krevniho tlaku3672,

Inhibi¢ni ucinek byl zkousen mimo galanthamin i u fady dalSich Amaryllidaceae alkaloidu.
Napfiklad sanguinin, ktery je alkaloidem galanthaminového typu, pfi studiich prokazal az 10x
vyssi aktivitu vaci AChE nez samotny galanthamin. Homolykorin (ICso, AChE = 64 + 4 uM) je
alkaloidem se stredni inhibi¢ni aktivitou vac¢i AChE. DalSimi latkami inhibujici ChE jsou
struktury odvozené od alkaloidu haemanthaminu. Nicméné haemanthamin Gcinny neni.
Konkrétné se jednd o 11-O-benzoylhaemanthamin (ICsp, BUChE = 5,9 + 0,31 uM), 11-0-(2-
methylbenzoyl) haemanthamin (ICsg, AChE = 18,2 + 1,3 uM; ICso, BUChE = 6,6 = 1,2 uM)
a 11-0-(4-nitrobenzoyl) haemanthamin (ICso, AChE = 14,7 + 1,8 uM). Jak jiz bylo zminéno
u alkaloidd lykorinového typu u struktur odvozenych od lykorinu nebo galanthinu byla zjisténa
inhibi¢ni aktivita k AChE. OvSem lykorin ani galanthin tento U¢inek neprokazaly. Konkrétné se
jednd o 2-O-terc-butyldimethylsilyl-1-O-(methylthio) methyllykorin, 1-O-acetyllykorin a

1-O-acetyl-2-O-terc-butyldimethylsilyllykorin a (+) -11-hydroxygalanthin. Zajimava aktivita
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vUci BUChE byla namérena u narcimatullinu (1Cso, BUChE = 5,90 + 0,23 uM) nicméné nevyhodou

je, ze byl prozatim izolovan v malém mnoZstvi®19:38,
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Obrazek 12: Struktura rivastigminu (vlevo), donepezilu (vpravo)’®

Huperzin A

V CR 7adny pfipravek stimto lykodinovym alkaloidem izolovanym z plavuné Huperzia
serrata neni registrovan, ale napfiklad Cina jej jiz k terapii AD schvalila. Nicméné& mimo vrance
pilovitého je k nalezeni i u vrance jedlového (Huperzia selago) z ¢eledi Lycopodiaceae’”’8.

Soucasti cCinské mediciny je Huperzia serrata mimo jiné i pro své antipyretické
a protizanétlivé ucinky, ovsem za tyto aktivity neni zodpovédny huperzin A, ale byly pfifazeny
chinolizidinovym alkaloidiim obsazenym v této rostliné. Huperzin A je pro svlij mechanismus
ucinku, ktery je totoiny s AChEIl, uZivan jako kognitivum, nékteré studie dokonce tvrdi,
Ze s lepSim ucinkem jak rivastigmin nebo donepezil. Jeho Uéinek jako kognitivum umoziuje
schopnost prochazet hematoencefalickou bariérou. Mimo to u huperzinu A byla prokazana
antioxidacni aktivita. Tento Ucinek je dan zvySenim aktivity antioxidac¢nich enzym( jako
glutathion-peroxid reduktasa. Je tak schopen sniZit produkci reaktivnich forem kysliku
B-amyloidem. Navic snizuje uklddani amyloidnich plakl, o to zajimavéjsi huperzin A
pro vyzkum do budoucna je. Jeho efekt na snizeni Alzheimerovych plaku je popsan zvysenim

uvolfiovani a-sekretasou $tépenych fragmentt APP77.78.7°,

Rutekarpin

Rutekarpin je obsazen v rostliné Evodia rutaecarpaas z ¢eledi Rutaceae. Jedna se o zastupce
karbolinovych derivatl se silnym inhibi¢nim ucéinkem v(ci AChE, navic je k této ChE vysoce
selektivni. Vzhledem ktomuto faktu se dnes vyuZiva jako predloha pro syntézu novych
potencialné funkcnich latek. KdalsSim Gcinkdm se radi antiflogisticka, antitromboticka

a vasodilataéni aktivita”’.
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Dalsi latky pfirodniho pavodu

Inhibi¢ni efekt na AChE byl zjistén u spektalinu, obsazeného v rostliné Senna spectabilis, a
jeho derivatu 3-O-acetylspektalinu. Jedna se o piperidinovy alkaloid, jehoz velkou vyhodou je
vysoka selektivita. Z tohoto dlivodu je vyuZivan jako vychozi latka v syntéze novych struktur
inhibujicich AChE. Dalsi vyhodou, ktera se tyka i derivatQ je, Ze nevykazuji témér zadné
nezadouci ucinky v jinych orgédnovych systémech, a to diky selektivité k CNS”’. Dal3i latkou
zkoumanou ve smyslu vychozi latky pro syntézu derivatd je alkaloid isaindigoton. V tomto
pfipadé se jednda o selektivni inhibitor BUChE. Rostlina Menispermum dauricum je zdrojem
oxoisoaporfinovych alkaloidl, které se staly predlohou pro syntézu Ilatek s vysokou
selektivitou a ucinkem vici AChE. Vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE i BuChE se

vyznacovaly i derivaty berberinu z rostliny Coptis chinensis’’.

OH

CHg
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Obrazek 13: Struktura spektalinu (nahofe), huperzinu A (vlevo uprosttred), rutekarpinu (vpravo

uprostfed), isaindigoton (dole)&°

2.2.1.4.2 Inhibitory B-sekretasy
Jak jiz bylo zminéno B-sekretasa (BACE1l) ma dulezitou roli pti rozvoji AD a tvorbé
amyloidniho plaku. BACE1 je enzym zodpovédny za Stépeni APP, na nerozpustné fragmenty

AMK. Tyto fragmenty se posléze shlukuji v Alzheimerovy plaky. Mechanismem inhibitord
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B-sekretasy je blokace tohoto enzymu, coZz ma za nasledek snizeni hladiny AB a tvorby
amyloidnich plakQ. U fady potencidlnich léCiv této skupiny byl ukonéen klinicky vyzkum
z dlivodu vaznych nezadoucich ucinkl, nebo absence pozitivniho Gcinku na kognitivni funkce.
Jmenovité se jednd o atabecestat, verubecestat a lanabecestat. DUvodem negativnich
vysledkd je s nejvétsi pravdépodobnosti neselektivni inhibice izoenzymG BACE. Zadanou
selektivni inhibici BACE1 oproti BACE2 prokdzal umibecestat, coZz md za nasledek nizsi vyskyt
nezadoucich ucink(. Jeho klinicky vyzkum byl vSak pro neucinnost zastaven. Mezi ptirodni
latky schopny inhibovat BACE1 se fadi kurkuminoidy, furanokumariny, stilbenoidy, derivaty
resveratrolu nebo protoberberinové alkaloidy Coptis chinensis. Sekretasy jsou predmétem
mnoha vyzkum s cilem hledat nova Iéciva v terapii AD. Strukturné jsou tyto zkoumané latky
odvozeny od aminohydantoinu, aminooxazolinu, aminothiazolinu, iminopyrimidinonu,

aminothiazinu, iminothiadiazinan dioxidu nebo iminohydantoinu®3674,

2.2.1.4.3 Inhibitory glykogen synthasy kinasy 33

GSK-3 je serin-threonin kinasa, ktera se vyskytuje ve dvou isoformach a to GSK-3a a GSK-3p.
Zaroven se ucastni mnoha procest v mozku souvisejicich napfiklad s neurogenezi nebo
tvorbou paméti. Tento enzym ma dulezZitou roli v patologii AD, a to zejména z divodu tvorby
AB nebo hyperfosforylace t-proteinu. Jak jiz bylo zminéno GSK-3Bje zodpovédna za fosforylaci
T-proteinu, coz kaskadou dalSich déji konci az smrti neurond. Zkoumana léciva tlumici GSK-3
potlacuji tuto hyperfosforylaci a tvorbu neurotoxickych klubek, sniZuji neurodegeneraci,
zlepsuji kognitivni funkce a udrzuji normalni hladiny fosforylovaného t-proteinu. Jako
bezpecny se jevi inhibitor tideglusib, u néj je vsak nutné potvrdit zlepSeni kognitivnich poruch
dal$imi studiemi. Neuroprotektivni Géinek byl prokdzdn dale u derivatd maleimidu®®.
Z prirodnich zdroji jsou schopny GSK-3B inhibovat alkaloidy karanin a masonin z Celedi
Amaryllidaceae, alkaloidy hymenialdisin, obsazen v mofskych houbach, murrayfolin A, a
agelastin A. Dalsimi prirodnimi latkami jsou dibromocantarellin, manzaminy, meridiaminy,
indirubiny, nebo furanoseskviterpeny palinurin a trikanthin'®. Krom zminéného karaninu
(ICso = 30,8 £ 0,3 uM) a masoninu (ICsp = 27,9 + 0,8 uM) disponuje inhibi¢nim ucinkem
na GSK-3pB i derivat haemanthaminu 11-0-(4-nitrobenzoyl) haemanthamin (ICso = 34,8 £ 0,01
uM)e.
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2.2.1.4.4 Antagonisté NMDA receptorl

Cilem téchto IéCiv je zabranit nadmérné excitaci a nasledné bunécné smrti. Memantin je
prozatim jedinym schvalenym zdastupcem. Ve stadiu vyvoje je momentdlné latka
(3,4,8,9-tetramethyltetracyclo dec-1-yl) methylamin hydrochlorid, kterd prozatim vykazuje
slibnou aktivitu, a proto by mohla byt v budoucnu pfinosem pro pacienty s kognitivnimi

poruchami’?
Memantin

Memantin je Iékem volby u stfedné tézkych a tézkych demenci, kdy se uzivd v kombinaci
s AChEl nebo samostatné. Jeho mechanismus spocivd v antagonizaci NMDA receptoru

a naslednému zabranéni nadmérnému pfilivu Ca?* iont(, hyperexcitabilité a neurotoxicité’?2.

NH»

H,C CH,
Obrazek 14: Struktura memantinu’®

2.2.2 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou nejcastéjsi pficinou umrti, dle statistik WHO v roce 2020 zemrelo
na tohle onemocnéni témér 10 milionl nemocnych. Zaroven jsou nadorova onemocnéni
zodpovédna aZ za kazdé Sesté umrti. World Cancer Research Fund International uvadi,
Ze ve stejném roce pribylo az na 18 094 716 pripadl s ndadorovym onemocnénim, zejména
tedy ve vyspélych zemich8384,

Vznik nddoru miZe byt podminén geneticky, ale i vékem. Tyto faktory se radi mezi
neovlivnitelné. Mezi ovlivnitelné rizikové faktory se zarazuje konzumace tabdku, nadmérné
uzivani alkoholu, znecisténi vzduchu, Spatné stravovaci navyky, obezita nebo také infekéni

onemocnéni zplsobené napfiklad Helicobacter pylori, papilomavirem nebo hepatitidou B a

C82,84
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Podil populace s rakovinou v roce 2020
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Obrazek 15: Procentualni vyskyt nddorovych onemocnénig®

Nadorové onemocnéni je charakterizovano nekontrolovatelnym délenim zménénych télu
vlastnich  bunék rGznych tkani, pficemz déleni neni regulovdno. Nasledkem
nekontrolovatelného c¢lenéni bunék vznikd tumor. Pricin, které vedou ke vzniku tohoto
onemocnéni je mnoho od karcinogennich latek, ozafovani, pfes viry, zvySené hladiny
hormon, az po genetickou zatéZz. Pravé mutace protoonkogen(, coz jsou regulacni geny
v procesu déleni a rastu, zpUsobi jejich pfeménu na onkogen a rozjede kaskadu
nekontrolovaného déleni. Tato pfeména muiZe byt blokovana supresorovymi geny?®'.

Nadory se déli na benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné). Pro maligni nadory je typicky
rychly rist a invaze do ostatnich tkani, které destruuji, a tvori v téchto mistech metastazy.
Naproti tomu benigni nadory nemetastazuji, jsou ohrani¢ené a jejich rlst je pomaly. Diky
témto skuteénostem jsou benigni nddory mnohem snadnéji 1é¢itelné36:81,

Existuji tfi hlavni zplsoby terapie. Mezi né patfi chemoterapie, chirurgické odstranéni
nadoru a radioterapie. Cilem chemoterapie, kdy jsou pacientovi poddvany cytostatika, je
destrukce nadorovych bunék. Nevyhodou je vSak vysokd frekvence nezddoucich ucinki,
souvisejicich s efektem na zdravé bunky. Mezi ty nejcastéji popsané radime nevolnost,

poruchy kostni dfené, potlaéeni imunitniho systému, vypadavani vlast atd362!,

2.2.2.1 Latky pfirodniho pavodu v terapii nddorovych onemocnéni
Jiz od praddvna jsou léciva pfirodniho plivodu soucasti terapie nddorovych onemocnéni.
Mnoho rostlin, ale i Zivocichli a hub je zdrojem latek s protinadorovou aktivitou, které se

po chemické identifikaci a klinickych studiich dostaly do terapeutické praxe®’.
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2.2.2.1.1 Vinkristin a vinblastin

Tyto alkaloidy jsou obsaZzeny v rostliné barvinkovec rGzovy (Catharanthus roseus), jsou
oznacovany jako tzv. vinca alkaloidy. Mechanismus jejich Gcinku spociva v inhibici polymerace
mikrotubuld. Nasledkem toho dojde k zastaveni mitdzy, invaze a tvorbé metastaz®’.

Jak vinkristin tak vinblastin maji neodmyslitelnou roli v terapii akutni leukémie, Hodgkinova
syndromu, vicetetného myelomu, lymfomu u vinkrastinu®”® respektive lymfom,
Hodgkinova syndromu ¢&i karcinomu varlat a prsu v pfipadé vinblastinu®”8%, Své vyuZiti maji
i jejich derivaty vinorelbin nebo vinflunin. Vinorelbin je ucinny proti karcinomu prsu, plic

a vaje¢nikd, naopak vinflunin je efektivni u karcinomu mocového méchyre?’.

2.2.2.1.2 Taxany
Tyto latky jsou nejvice obsazeny v klre Taxus brevifolia a jehli¢i Taxus baccata. Stejné jako
vinca alkaloidy i taxany plsobi na mikrotubuly, ovéem naopak blokuje jejich depolymeraci®’.
Taxany jsou jednou z moznosti pfi terapii karcinomu prsu, ovaria a plic. Mezi taxany se radi
hlavné paklitaxel a docetaxel, ktery je polosyntetickym derivatem deacetylbakatinu. Dale

tesetaxel, ktery maZe byt nadéji v terapii melanom a karcinomu Zaludku®”-*,

2.2.2.1.3 Derivaty kamptotecinu

Kdra kamptoteky ostrolisté (Camptotheca accuminata) je hlavnim zdrojem kamptotecinu,
ze kterého jsou semisynteticky ziskdvany derivaty topotekan a irinotekan. Jejich
mechanismem ucinku je inhibice topoisomerasy 127,

Indikaci u topotekanu jsou karcinom délozniho hrdla, plic a vajecnikl, kdeZto u irinotekanu

to je kolorektalni karcinom a glioblastomy?®:°2,

2.2.2.1.4 Derivaty podofylotoxinu

Zdrojem lignanu podofylotoxinu je noholist Stitnaty (Podophyllum peltatum). V terapii
nadorovych onemocnéni jsou vyuzivany jeho derivaty etoposid a teniposid. Mechanismus
derivatl podofylotoxinu je inhibice topoisomerasy 1187,

Etoposid je indikovan u karcinomu varlat, vajecnikd a plic, Hodgkinova i non-Hodgkinova
lymfomu, akutni myeloidni leukémie®?.
2.2.2.1.5 Pfirodni chemoprotektiva

Z hlediska chemoprotektivniho dcinku byl prokazan efekt na progresi a prevenci vzniku
nadoru u zeleného caje (Camellia sinensis). Za zminény Ucinek je zodpovédny zejména

epigalokatechin-3-galat®’.
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2.2.2.1.6 Amaryllidaceae alkaloidy

V rdmci lykorinovych alkaloidd je z pohledu protinddorové aktivity nejzajimaveéjsi lykorin.
Mechanismus indukce apoptézy lykorinu spociva v inhibici galaktodehydrogenasy, ¢imz
zabrani findlnimu kroku syntézy kyseliny askorbové. Na lykorinem indukované apoptdze se
dale podilii zvySend aktivita kaspas. Ktomu je spojenais regulaci Bcl-2 proteind. Tyto proteiny
se podileji na procesu apoptdzy regulaci propustnosti mitochondridlni membrany”1°. Zajimava
protinddorova aktivita byla zjisténa i u dalSich alkaloid( lykorinového typu. Konkrétné se jedna
o amarbellisin a pseudolykorin. Zatimco mechanismus G¢inku amarbellisinu neni zcela
prozkouman, tak pseudolykorin plsobi skrze inhibici proteosyntézy pfi tvorbé peptidovych
vazeb. Lykorin prokdzal silnou cytotoxickou aktivitu vGci nadorovym bunkdm mysiho
melanomu, leukémii nebo Lewisovu plicnimu karcinomu’.

Z alkaloidd homolykorinového typu byla protinadorova aktivita zjiSténa u hippeastrinu,
jehoz ucinek spocivd vinhibici topoisomerasy ., dale lykoreninu, homolykorinu
a 8-O-dimethylhomolykorinu. Jak bylo zminéno jejich nevyhodou je cytotoxicka aktivita
i k nenadorovym burnkam mysich fibroblasti. U hippeastrinu i lykoreninu byl sledovan efekt
na inhibici proliferace bunék jaterniho karcinomu a leukémie’1°,

Haemanthamin, haemanthidin a krinamin jsou alkaloidy haemanthaminového typu se
slibnou cytotoxickou aktivitou. Znalosti o mechanismu pUsobeni haemanthaminovych
derivatl jsou vSak minimalni. Studie z roku 2012 uvadi schopnost vittatinu zamezit proliferaci
nadorové bunécéné linie tlustého streva, ledvin nebo karcinomu plic. Z alkaloid( krininového
typu je cytotoxicka aktivita popsana zejména u vzacného distichaminu. Haemanthamin se
ukazal jako ucinny proti bunécnym liniim potkaniho jaterniho karcinomu, mysiho lymfomu,
nebo T-lymfoblastové leukémie. U distichaminu byla sledovdna cytotoxicka aktivita vaci akutni
T-lymfoblastické leukémii, melanomu, karcinomu prsu a karcinomu déloZniho &ipku”1932,

Zastupcem alkaloidU tazettinového strukturniho typu, u kterého byla sledovana cytotoxicka
aktivita, je pretazettin. Tento alkaloid je prekurzorem tazettinu. Zajimavé je, Ze na rozdil
od svého prekurzoru samotny tazettin se nevyznacuje vyznamnou aktivitou. V literature se
uvadi, Ze pretazettin je schopen inhibovat P-glykoprotein a proteosyntézu”-%°.

Poslednim strukturnim typem s protinadorovou aktivitou je pankratistatinovy typ. Z téchto
alkaloidl byla cytotoxickd aktivita popsdna u narciklasinu a pankratistatinu. Mechanismus
ucinku narciklasinu spociva v inhibici peptidyltransferasy na ribozomalni podjednotce 60S

a v antimitotickém efektu’.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material

3.1.1 Rozpoustédla, chemikalie, ¢inidla

acetanhydrid, 2 99% (Acros)
acetonitril, (Penta) (AcCN)

amoniak, (Penta) (NHs)
benzoylchlorid, > 99% (Acros)
cyklohexan, (Penta) (cHx)
diethylamin, (Penta) (EtNH)
dimethylaminopyridin, (Penta) (DMAP)
ethanol 95 %, (Penta) (EtOH)
ethylacetdt, (Penta) (EtOAc)
chloroform, (Penta) (CHCls)
methanol, (Penta) (MeOH)
oktanoylchlorid, > 99% (Acros)
pyridin, p. a. (Penta)

toluen, p. a. (Penta) (To)
2-chlorobenzoylchlorid, > 99% (Acros)
2-nitrobenzoylchlorid, 2 99% (Acros)
3-nitrobenzoylchlorid, 2 99% (Acros)

Dragendorffovo ¢inidlo (detekéni roztok)

Dragendorfovo ¢inidlo jako zasobni roztok se pfipravuje smisenim roztoku, ktery
obsahuje 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého, 20 g kyseliny vinné, 80 g destilované
vody a roztoku obsahujiciho 32 g jodidu draselného, 80 g destilované vody. Roztok

pro detekcni Cinidlo, se pfripravi z5 ml Dragendorfova zasobniho roztoku, 50 g

destilované vody a 10 g kyseliny vinné.
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3.1.2 Rostlinny materidl

Alkaloid galanthin, ktery byl pouzit jako vychozi latka pro syntézu derivatli, byl izolovan
z cibuli rostliny Narcissus poeticus recurvus na Katedie farmakognozie a farmaceutické
botaniky. Cibule byly zakoupeny od firmy Lukon Glands se sidlem v Lysé nad Labem. Po
zakoupeni byla provedena botanickd identifikace prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc.
Priprava alkaloidniho extraktu a jednotlivych podfrakci je soucasti naplné jiné diplomové
prace, a proto zde neni podrobné rozepsana.

Celkové se vychdzelo z cca 29 kg Cerstvych cibuli narcisu, které byly po rozdrobnéni na mensi
Castice extrahovany varem v ethanolu na vodni [azni. Vysledny extrakt byl nasledné precistén
liquid-liquid extrakci. Po odpareni na vakuové odparce vzniklo pfiblizné 35 g alkaloidniho
extraktu. Extrakt zbaveny organické faze byl dale délen s pomoci flash chromatografie.
Pro ucel rozdéleni byl jako stacionarni faze pouZit oxid hlinity a jako mobilni faze smés EtOH
a CHCls. Ziskano tak bylo celkem 19 podfrakci, pficemz v rdmci této diplomové prace byla

zpracovavana podfrakce 7, ze které byl alkaloid galanthin izolovan.

3.2 lzolace alkaloid

Izolace alkaloidd z podfrakce 7, které bylo celkové 27,019 g, bylo provedeno pomoci
tenkovrstvé chromatografie na sklenénych chromatografickych deskach. Pro separaci byl jako
staciondarni faze pouliit silikagel a jako mobilni faze To: Et;NH v poméru 9:1. Extrakt byl
rozpustén ve smési CHCls: EtOH (1:1) a nanesen na 10 desek chromatografickym perem
v nékolika vrstvach, v mnozstvi cca 35 mg/ deska, 1 cm od spodniho a bocnich okrajd. Po
jednondsobném vyvijeni v chromatografickych komorach byly desky vysuseny. Pritomnost
alkaloidl byla detekovana pomoci UV lampy a Dragendorffova Cinidla. Jednotlivé alkaloidni
zény byly separovany a nasledné eluovany pres vrstvu vaty v kolonach smési CHClz a EtOH.
Jednotlivé frakce byly ndsledné odpareny na rotaéni vakuové odparce. Izolaci byly ziskany
celkem dvé frakce, pricemz prvni frakce byla identifikovana jako alkaloid cheryllin, kterého
bylo ziskano 250 mg. Druha frakce nebyla Cista a musela byt chromatograficky docisténa, kdy
jako mobilni faze byl pouzit To: MeOH v poméru 2:1 + 0,1 ml NHs. Byly tak ziskany 3 frakce a
izolovano bylo celkem 200 mg galanthinu. Strukturni identifikace galanthinu a cheryllinu pak
byla potvrzena GC-MS a NMR analyzou a dale byla méfrena optickd otacivost. Galanthin byl po

krystalizaci pouzit na pfipravu polosyntetickych derivata.

39



3.3 Metody poufZity pti syntéze derivat(i galanthinu

3.3.1 Priprava derivatli galanthinu

Navazka 30 mg galanthinu byla nejprve rozpusténa ve 2 ml pyridinu. Nasledné bylo pfidano
vypocitané mnozstvi chloridu, ktery byl pfidan v mirném nadbytku, a katalyticky ucinné
mnozstvi DMAP. Reakce smési probihala v uzaviené zkumavce s magnetickym michadlem,
kterd byla umisténa v parafinové lazni na elektromagnetické michaéce s ohfevem. Teplota
reakce byla v rozmezi 70-80 °C a probihala asi 16 h. Jako kontrola zreagovani galanthinu bylo

po uplynuti této doby provedeno analytické TLC.

CHj

CH;
CHy 07

RCOCI, DMAP
pyridin
Cl 0]
Gl: R= G4: R=
NO; O
G2: R= G5: R=
NO;,

G3:R= o G6: R= Hsc)k

Obrazek 16: Syntéza derivatd galanthinu
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3.3.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

3.3.2.1 Stacionarni faze

Pro analytickou i preparativni TLC byly pouZity komeréné vyrabéné hlinikové desky Merck

TLC Silica gel 60 Fs4 0 velikosti 10 x 20 cm.

3.3.2.2 Mobilni faze

Jako mobilni faze byla pouZita smés To: EtNH (9:1)

3.3.2.3 Analyticka TLC

Jak bylo zminéno, analyticka TLC slouzi jako kontrola probéhnuti reakce. Na TLC desku byly
1 cm od spodniho a krajnich okraji postupné naneseny galanthin, jakoZto vychozi latka,
derivat a DMAP. Desky byly ndsledné umistény do chromatografické komory s mobilni fazi a
vyvijeny. Po vyvijeni byly desky detekovany pod UV svétlem pfi 254 nm. Jako posledni krok
analytické TLC byla detekce postfikem Dragendorffovym Cinidlem, ktery zbarvil alkaloidni zony

do oranzZova.

Produkt reakce

o DMAP

Galanthin

Obrazek 17: TLC deska po postfiku Dragendorffovym Cinidlem

3.3.2.4 Preparativni TLC

Rozpusténé produkty reakce byly nanaseny pomoci chromatografického pera na 5
komercnich TLC desek. Nanaseny byly 1 cm od spodniho a bocnich okraji desek. Nasledné se
desky nechaly vyvijet v chromatografickych komorach s mobilni fazi. Po ukonceni vyvijeni se
nechaly desky vysusit v digestofi. Nakonec jednotlivé zony na deskach byly detekovany

pomoci UV svétla a vyznaceny separacni jehlou. Tyto zény byly seSkrabany a eluovany.
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Derivaty G1 a G4 bylo nutné nechat vyvinout v komorach opakované (2x) z dlvodu lepsiho
oddéleni DMAP od produktu reakce. Jako mobilni faze byla ur¢ena smés MeOH: AcCN: NH3
(50:50:1).

3.3.3 Eluce

Promyvani jednotlivych zén probihalo v kolonach pres vrstvu vaty pomoci smési EtOH: CHCl3
v poméru 1:1. Kontrola, zda bylo veskeré mnozstvi alkaloidu eluovano, byla provadéna
odebranim kapky kapildrou. Odebrand kapka byla nanesena na maly kousek TLC desky a
postfikdana Dragendorffovym cinidlem. Pokud se v misté kapky neobjevila oranzova skvrna

byla eluce povazovana za ukoncenou.

3.3.4 Odparovani
Eluovana smés byla odparovana na rotacni vakuové odparce ve vodni [azni o teploté 40 °C
a rychlosti otacek zhruba 80 otacek za minutu.

3.4 Strukturni analyza

3.4.1 Opticka otacivost

Opticka otacivost se méfila v polarimetru Kruss Optronic. Pfed samotnym mérenim vzork
se provedlo fedéni derivatl, aby koncentrace byla do 0,1g/100ml. Nasledné pred samotnym
mérenim bylo provedeno méfeni slepého vzorku CHCls. Kazdé méreni se opakovalo celkem
pétkrat. Namérené hodnoty byly zaznamenany vcetné teploty méreni. Nasledné u kazdého

vzorku byla vypocitana specificka opticka otacivost dle nize uvedeného vzorce.

100 X a

t:
Lalb c Xl

a... opticka otacivost vzorku (°)

t... teplota méreni (°C)

D... vinova délka D-linie sodikového svétla (nm)
c... koncentrace vzorku v roztoku (g/100 ml)

l... délka kyvety (dm)
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3.4.2 Analyza latek pomoci GC-MS

Méreni provedl RNDr. J. JenCo, Ph.D. na Katedfe farmakognozie a farmaceutické
botaniky. GC-MS byla pouzita k pfedbéznému uréeni totoznosti cheryllinu a galanthinu.
K méreni byl vyuzit plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnim
detektorem Agilent Technologies 5975C inert MSD, ktery pracuje s ionizacnim potencidlem 70
eV. K separaci byla vyuzita kolona HP-5MS s rozmérem 30 m x 0,25 mm x 0,25 um a teplotni
program 100-180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (5 °C/min), 300 °C (5 min). Jako
nosny plyn bylo pouZito helium srychlosti prdtoku 0,8 ml/min. Nastfik vzorku (1 pl
methanolického roztoku o koncentraci 1 mg/ml) byl proveden za teploty 180 °C pfi splitu 1:10.

Meéreni hodnot probihalo v rozsahu 40-600 m/z.

3.4.3 ESI-HRMS analyza

ESI-HRMS spektra byla zmérfena na Katedife analytické chemie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové Prof. PharmDr. L. Novdkovou, Ph.D.

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim je identifikani metoda, realizovana
pfi strukturni identifikaci v literatufe dosud nepopsanych slouc¢enin. Struktury jsou
identifikovany na zakladé iontd podle pomér( jejich hmotnosti a naboje (m/z). ESI-HRMS
spektra byla zméfena za pomoci Synapt G2-Si Q-TOF (Waters) spektrometru. Jedna se
o hmotnostni spektrometr s elektrosprejovou ionizaci, ktery je navic opatfen analyzatorem
typu kvadrupodl-analyzator doby letu. Jako prostiedi pro méreni vzorkd byl pouzit acetonitril
(MeCN). Teoretické poméry hmotnosti a naboje byly ndsledné srovnavany s experimentalné
zjisténymi. V idedlnim prfipadé by tyto dvé hodnoty mély byt totozné alespon do druhého
desetinného mista a nemély by se tedy vyrazné lisit.

3.4.4 NMR analyza

NMR spektra byla zméfena na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. J. KuneSem, CSc. a PharmDr.
J. Kfoustkovou, PhD.

NMR spektra byla zméfena za pomoci NMR S500 spektrometru. Coz je spektrometr, jenz
pro 'H a 13C jadra pracuje pfi frekvenci 500 MHz respektive 125 MHz. Vzoky byly méfeny
pfi teploté 25 °C. Jako prostiredi pro méreni vzorkl byl pouzit deuterovany chloroform (CDCls).
Jako detektor signalu a zaroven k ozarovani byla pouZita sonda OneNMR. Jedna se

o Sirokopdasmovou dvoukanalovou gradientni sondu, ktera zaroven disponuje schopnosti
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tepelné regulace. Ke zméreni chemickych posunt & byly pouZity hodnoty pars per milion
(ppm). Hodnoty ppm byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu jakoZto standardu pomoci
zbytkového rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu jsou pro atomy *H & = 7,26 ppm
respektive & = 77,0 ppm pro atomy '3C. Naméfena data jsou uvedena v tomto poradi:
chemicky posun & (ppm), integrovana intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s = singlet,
d = dublet, t = triplet, dd = dublet dubletu, ddd = dublet dubletu dubletu, td = triplet dubletu,

m = multiplet, bs = Siroky singlet), integracni konstanta J (Hz).

3.4.5 Meéfreni toxicity na jaterni buriky (MMT test)

MMT test slouzi jako indikator ke zjisténi Zivotaschopnosti a cytotoxicity, jehoz hlavnim
principem je redukce Zluté tetrazoliové soli za vzniku formazanu ve formé purpurového
krystalu. Hlavnim enzymem zodpovédnym za zminénou reakci je oxidoreduktasa nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) nachdzejici se v mitochondriich. V navaznosti na reakci
probiha solubilizace krystalll formazanu, které tak pfechazi na barevny roztok.

Nejprve se pripravi zasobni roztoky testovanych extraktd s pomoci dimethylsulfoxid (DMSO).
Tyto zasobni roztoky maji koncentraci 1 mM. Pfi pouziti se fedi na odpovidajici koncentraci,
ktera Cini 50 uM respektive 10 uM. Koncentrace DMSO ¢ini maximalné 0,5 %. Méreni probiha
tedy pfti koncentracich vzorku 10 a 50 uM, pti¢emz standardem je doxorubicin hydrochlorid.
Kultivace bunék bunécné linie jaterniho karcinomu HepG2 probiha v médiu Minimum
Essential Eagle. Pfed samotnou inkubaci bunék, ktera nejprve probiha 5 minut za teploty 37 C°
byly buriky proplachnuty fosfatovym pufrem. Nasledné byly burky inkubovany v 96jamkové
desti¢ce pFi 37 C° po dobu 24 hodin. Denzita bunék v jednotlivych jamkéach &inila 104
Po uplynuti 24 hodin se odstranilo kultivacni médium. K bunkam se do kazdé jedné jamky
pridalo 100 ul testovaného extraktu v roztoku. Zaroven se provedla i negativni kontrola jako
referenéni hodnota. K negativni kontrole se nepfidavaly testované extrakty, pouze byl pouzit
DMSO v koncentraci 0,5 %. Nasledovala dalsi 24hodinova inkubace pti 5% koncentraci oxidu
uhli¢itého a teploté 37 C°. Po odstranéni testovanych latek se k burikam pfidal roztok 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu vobjemu 110 ul s Roswell Park
Memorial Institute médiem. Nasledovala dalsi inkubace. Po uplynuti 3 hodin probéhla
solubilizace formazanu 100 pl DMSO. Zkoumanym roztoklm byla zméfena absorbance
pomoci spektrofotometru. Mezi odstinem barvy roztoku a mnozstvim Zivotaschopnych bunék

plati uUméra, Ze ¢im tmavsi je barva roztoku tim je vétsi pocet Zivotaschopnych bunék.
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U testovanych latek se nakonec spocitala aktivita stanovenim viability. U |atek se zjisSténou

aktivitou mensi neZ 50 % pfi koncentraci 10 uM je ndsledné stanovena hodnota ICso.

3.4.6 Stanoveni inhibi¢ni aktivity v(i¢i AChE a BUChE

Inhibi¢ni potencial pfipravenych derivatd vic¢i AChE a BuChE byl zméfen na Katedre
farmakognozie a farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové. Méreni provedla PharmDr. Daniela Suchankova, Ph.D.

Enzymy jsou pfipravovany rekombinantni technologii na Katedfe chemie, Pfirodovédné
fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Stanoveni aktivity pfipravenych derivatli probihalo
Ellmanovou spektrofotometrickou metodou. Jedna se o metodu, jejiz principem je reakce
thiocholinu s Ellmanovym cinidlem (DTNB), vznik produktl a ndsledné méreni absorbance.
Metoda se provadi v mikrotitracni desticce se 6 jamkami, do kterych je napipetovano 8,3 pl
roztoku enzymu, 283 ul 5mM DTNB a 8,3 ul roztoku testovaného derivatu o dané koncentraci
(pfipadné Ize pouzit DMSO jako slepy vzorek). Po dobu 5 minut za 37 °C je potfeba desticku
inkubovat v pfistroji Reader SynergyTM. Ke vzorku bylo pfidano bud’ 33,3 pul acetylthiocholin
jodidu nebo butyrylthiocholin jodidu (v koncentraci 10 uM) jakoZto substrat. Substrat
nasledné podlehl hydrolyze na ptislusnou kyselinu a thiocholin. Reakci DTNB s thiocholinem
vznikl Zluté zbarveny produkt. Nasledné bylo u vzork( v pridbéhu 1 minuty méfeno zvyseni
absorbance. U jednotlivych vzorkd byla vypocitana % inhibice. Pro latky, které vykazuji %
inhibice prevysujici 50 % je zmérena hodnota ICso. Hodnota ICso je nasledné vypocitana
v programu GraphPad Prism 8. Procentudlni inhibice ChE byly spocitany s pomoci namérenych
hodnot rozdilu absorbance. Jako referencni latky byly pouzity galanthamin a eserin s jejichz

hodnotami byly srovnavany vysledné hodnoty derivata.

CHj,
)J\/\ cholinesterasa |
—>
HeC” | \/\ ¢ \/\SH
Hooc PTNB  coon
NO, Ss NO,
HOOC
NG, S\ COOH
s—\_ /CH3

CHy
Obrazek 18: Hydrolyticka reakce za pouziti DTNB%?
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4 VYSLEDKY
4.1 lzolované alkaloidy

4.1.1 Cheryllin

OH

o)

~

CHg

N

OH \CH3

Obrazek 24: Struktura cheryllinu
Opticka otacivost:

[]37®¢ = 16° (c = 0,05 g/100ml; CHCI3:EtOH 1:1)
Vzorek byl identifikovan jako cheryllin, kdy NMR data se shodovala s daty publikovanymi

v ¢lanku Raja et al.>*

4.1.2 Galanthin

CHj

CHj o]

OH

W
aw
o\

CHj
Obrazek 25: Struktura galanthinu

Opticka otacivost:

[@]278°C = -32° (c = 0,1 g/100ml; CHCls)
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Vzorek byl identifikovan jako galanthin, kdy NMR data se shodovala s daty publikovanymi

v ¢ldnku Berkov S. et al.®®

4.2 Syntetizované derivaty galanthinu

4.2.1 2-chlorobenzoylgalanthin (G1)

CH;

CHj o)

Cl

W
N
O\

CHj3

Obrazek 18: Struktura 2-chlorobenzoylgalanthinu
Opticka otacivost:
[a]}”8"¢ = 20° (c = 0,1 g/100ml; CHCI3)
NMR:
1H NMR (600 MHz, CDCls) 6: 7.58 (dd, J = 7.5 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.32 (dd, J= 7.5 Hz, J = 1.8 Hz,
1H), 7.23 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.20 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.77 (s,
1H), 5.72-5.68 (m, 1H), 4.78-4.74 (m, 1H), 4.45 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.85-3.76 (m,
prekryv, 1H) 3.81 (s, prekryv, 3H), 3.58-3.55 (m, 1H), 3.46 (s, 3H), 3.11-3.05 (m, 1H), 2.93—-
2.82 (m, 3H), 2.75 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 2.68 (dd, J = 15.2 Hz, J = 6.3 Hz, 1H).
13C NMR (151 MHz, CDCl3) &: 171.8, 149.6, 147.9, 142.3, 139.0, 136.8, 131.5, 130.2, 130.2,
129.8, 126.6, 120.0, 119.2, 110.9, 108.1, 80.1, 65.2, 59.4, 58.4, 56.3, 56.1, 54.3, 53.4, 38.2,
30.5.
ESI-HRMS:
m/z experimentalni = 456,1572
m/z teoreticky = 456,1572
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4.2.2 2-nitrobenzoylgalanthin (G2)

NO;

CH3

Obrazek 19: Struktura 2-nitrobenzoylgalanthinu

Nepodafilo se pfipravit v dostatecném mnoZstvi a Cistoté.

4.2.3 3-nitrobenzoylgalanthin (G3)

CHj3

CHs 0

NO,

? O\\\\““

CHs

Obrazek 20: Struktura 3-nitrobenzoylgalanthinu
Opticka otacivost:
[]3787¢ =-124° (c= 0,1 g/100ml; CHCl5)
NMR
1H NMR (600 MHz, CDCls) 6: 8.62—8.58 (m, 1H), 8.33 (ddd, J = 7.9 Hz, J= 2.3 Hz, J = 1.1 Hz, 1H),
8.13 (dt, J=7.9 Hz, J=1.1Hz, 1H), 7.55 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.81 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 6.20-6.16
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(m, 1H), 5.63-5.58 (m, 1H), 4.17 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 3.85-3.82 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.78 (s,
3H), 3.63 (s, 3H), 3.40 (dt, J = 9.5 Hz, J = 4.9 Hz, 1H), 3.03-2.96 (m, 2H), 2.92-2.89 (m, 1H),
2.73-2.67 (m, 2H), 2.58-2.48 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) &6: 164.1, 148.3, 147.7, 147.6, 144.5, 135.3, 131.7, 129.8, 128.3,
127.7, 125.6, 124.7, 115.6, 110.4, 107.7, 79.3, 70.5, 61.7, 58.3, 56.4, 56.0, 55.9, 53.8, 40.4,
28.9.

ESI-HRMS:

m/z experimentalni = 467,1822

m/z teoreticky = 467,1813

4.2.4 Oktanoylgalanthin (G4)

CHj,
Obrazek 21: Struktura oktanoylgalanthinu

Opticka otacivost:

[]138"C = -24° (c = 0,1 g/100ml; CHCl3)

NMR

1H NMR (600 MHz, CDCls) &: 6.91 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 5.66-5.63 (m, 1H), 4.72-4.68 (m, 1H),
4.02-3.96 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.89-3.84 (m, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.27-3.20 (m, 2H),
2.76-2.71 (m, 1H), 2.71-2.61 (m, 1H), 2.28-2.21 (m, 1H), 1.62-1.52 (m, 1H), 1.34 (t, J = 7.3 Hz,
3H), 1.29-1.21 (m, SH).

13C NMR (151 MHz, CDCls) &6: 178.0, 148.7, 147.9, 134.5, 126.9, 120.3, 117.1, 110.8, 107.8,
67.3,60.5,58.0,56.3,56.1,55.3,54.1,42.3,40.2,34.7,31.8, 29.2, 29.1, 25.2, 22.7, 14.1, 11.2.
ESI-HRMS:

m/z experimentalni = 444,2751

m/z teoreticky = 444,2745
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4.2.5 Benzoylgalanthin (G5)

CH;
Obrazek 22: Struktura benzoylgalanthinu

Opticka otacivost:

[]3% "¢ = -60° (c = 0,1 g/100ml; CHCl3)

NMR

1H NMR (600 MHz, CDCls) 8: 7.84-7.78 (m, 2H), 7.51-7.47 (m, 1H), 7.39-7.31 (m, 2H), 6.83 (s,
1H), 6.57 (s, 1H), 6.15-6.13 (m, 1H), 5.61-5.57 (m, 1H), 4.17 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 3.85-3.80 (m,
1H), 3.79 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.61 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 3.38 (ddd, J = 8.9 Hz, J =
6.4 Hz, J = 3.6 Hz, 1H), 2.98-2.91 (m, 2H), 2.71-2.65 (m, 2H), 2.55-2.47 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) &: 166.1, 147.6, 147.5, 144.4, 133.2, 130.0, 129.7, 128.4, 128.2,
126.2, 115.8, 110.3, 107.9, 79.3, 69.3, 61.7, 58.4, 56.4, 56.0, 55.9, 53.9, 40.3, 28.9

ESI-HRMS:

m/z experimentalni = 422,1970

m/z teoreticky = 422,1962
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4.2.6 Acetylgalanthin (G6)

CH;

CH; o)

W
aw
O\

CHs
Obrazek 23: Struktura acetylgalanthinu
Opticka otacivost:

[]3787¢ =-72° (c = 0,1 g/100ml; CHCI3)

NMR

1H NMR (600 MHz, CDCls) 6: 6.74 (s, 1H), 6.58 (s, 1H), 5.89-5.87 (m, 1H), 5.56-5.51 (m, 1H),
4.14 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.69-3.66 (m, 1H), 3.56 (s, 3H), 3.54 (d, J =
14.0 Hz, 1H), 3.34 (ddd, J = 8.8, J = 6.9 Hz, J = 2.8 Hz, 1H), 2.85-2.79 (m, 1H), 2.72 (d, J = 9.8
Hz, 1H), 2.67-2.57 (m, 2H), 2.41 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 1.90 (s, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) &6: 170.6, 147.6, 147.5, 144.5, 128.3, 126.2, 115.6, 110.3, 107.8,
79.3,68.7,61.4,58.2,56.5, 56.1, 55.9, 53.8, 40.0, 28.8, 21.2.

ESI-HRMS:

m/z experimentalni = 360,1807

m/z teoreticky = 360,1806

4.3 Vytéinost reakci

Procentualni vytéZnost jednotlivych reakci byla vypoctena z vytézku reakce, navadzeného
mnozZstvi galanthinu a vypocitaného teoretického vytézku. Teoreticky vytézek a redlna
vytéZznost byly spocitany nasledujicim zpUsobem: navazka galanthinu x Mr derivatu / Mr

galanthinu a redlnd vytéznost jako vytézek reakce / teoreticky vytézek x 100.
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Jako pftiklad je uveden vypocet G1:
Teoreticky vytéZzek = navazka galanthinu x Mr derivatu / Mr galanthinu
=30x 455,94 /317,39
=43,10 mg
Realna vytéinost = vytéZek reakce / teoreticky vytézek x 100
=31,4 /43,10 x 100
=72,85%

Tabulka €. 5: Vytézky pripravenych derivatu

Teoreticky Vytézek Vytéznost
Nazev derivatu Navazka (mg)
vytézek (mg) (mg) (%)

G1 2- chlorobenzoylgalanthin 30,00 43,10 31,40 72,85
G2 2-nitrobenzoylgalanthin 30,10 45,76 8,80 19,23
G3 3-nitrobenzoylgalanthin 30,00 45,61 22,60 49,55

G4 oktanoylgalanthin 30,00 41.93 21,80 51,99
G5 benzoylgalanthin 29,90 39,71 15,80 39,79
G6 acetylgalanthin 30,00 33,76 18,70 55,39

4.4 Vysledky méfeni toxicity na jaterni buriky (MMT test)

Vsech Sest derivati galanthinu bylo testovdno na toxicitu na jaterni bunky a byla u nich

stanovena viabilita.

Tabulka €. 6: Vysledky méreni toxicity na jaterni buriky

Latky (c =50/ 10 uM) | Primérna viabilita [%] |SD Vysledek [%]
G-150 58,05 4,77 58,00 + 5,00
G-110 67,80 3,01 67,00 + 3,00
G-350 50,34 6,28 50,00 + 6,00
G-310 87,68 0,14 88,00 + 0,00
G-4 50 59,67 8,63 60,00 + 9,00
G-410 86,44 7,92 86,00 + 8,00
G-550 42,56 0,55 43,00 + 1,00
G-510 62,79 5,52 63,00 + 6,00
G-6 50 41,44 5,56 41,00 + 6,00

52



Latky (c =50/ 10 pM)

Prlimérna viabilita [%]

SD

Vysledek [%]

G-6 10

56,62

6,25

57,00 £ 6,00

Standard: DOX HCl ICso = 4,42 £ 0,34

uM

Denzita bunék 1*10%/jamka

4.5 Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE/BuChE

VSechny derivaty galanthinu mimo G2, ktery se nepodafilo pfipravit v dostatecném mnozstvi,

byly testovany na inhibiéni aktivitu vici ChE a byla u nich spocitdana hodnota ICso.

Tabulka €. 7: Procenta inhibice a hodnoty ICso syntetizovanych derivat( v(ci cholinesterasam

. AChE (% inhibice) pfi BuChE (% inhibice)

Cislo vzorku IC50 AChE [uM] ICs0 BUChE [pM]
[10 uM] pfi [10 uM]

G-1 7,45 £ 1,50 > 10,00 13,01 +0,89 > 10,00

G-3 29,59 + 2,09 > 10,00 571+1,22 > 10,00

G-4 4,28 + 0,89 >10,00 8,77 £ 0,53 >10,00

G-5 20,94 +2,11 > 10,00 4,29 +0,75 > 10,00

G-6 23,29+0,48 > 10,00 9,63+0,89 > 10,00

Referencni

latka

Galanthamin
79,96 + 1,40 2,01+0,14 29,31+3,49 33,69+ 2,66

HBr

Eserin 96,59 + 0,55 0,20+ 0,01 95,96 £ 0,31 0,30+0,01
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5 DISKUZE A ZAVER

Galanthin je alkaloid lykorinového typu, ktery nevykazuje cytotoxickou aktivitu ani inhibiéni
aktivitu vaci ChE. Tato diplomova prace je zaméfena na pfipravu jeho semisyntetickych
derivatl s cilem zjistit, zda je mozné obménou hydroxylové skupiny ve struktufe galanthinu
dosahnout lepSich ucinkd. Celkové bylo pfipraveno 6 polosyntetickych derivatl galanthinu.
Reakce probihala s 2-chlorobenzoyl chloridem, 2-nitrobenzoyl chloridem, 3-nitrobenzoyl
chloridem, oktanoyl chloridem, benzoyl chloridem a acetanhydridem v prostfedi bezvodého
pyridinu a malym mnoZstvim DMAP, pficemz vznikaly pfislusné estery. Vytéznost trech
derivatd presahovala 50 % (G1, G4, G6) (Tabulka €. 1). Naopak G2 se nepodafilo pfipravit
v dostatecném mnoizstvi a Cistoté, jeho vytéznost byla pouhych 19,23 %. TotoZnost derivatu
byla potvrzena NMR a HRMS a nasledné byla zméfena opticka otacivost.

Syntetizované derivaty byly podrobeny Ellmanové metodé na zjisténi potencidlu inhibovat
AChE a BuChE. Bohuzel ani jeden z derivatQ neprokdzal vyraznou inhibiéni aktivitu ku AChE ani
BuChE. Vzhledem k tomu, Ze samotny galanthin k AChE ani BuChE aktivni neni, tyto vysledky
nejsou prekvapujici. Nicméné alkaloidy lykorin ani ambellin také nejsou ucinné vuci ChE, ale
vhodnou derivatizaci se v jiz publikovanych pracich podafilo ziskaly derivaty se zvySenou
aktivitou k BUChE (L3, A5 a A11)3949,

V tabulce ¢. 7 a 8 jsou srovndny inhibi¢ni hodnoty ICso vic¢i ChE jednotlivych derivat(
galanthinu s derivaty dalsSich alkaloidi. Konkrétné haemanthaminem, ambellinem
a vittatinem. K porovnani byly kromé ¢tyr vyjimek vybrany substituenty benzoylchloridy, které
byly pouZity i u derivatl galanthinu. Derivaty ¢ty zminénych alkaloid( se tedy lisi pouze
polohou hydroxylové skupiny, kterd je substituovana. Z vysledkl je zfejmé, Ze derivaty
galanthinu stejné jako lykorinu nevykazuji zajimavou inhibi¢ni aktivitu ani k jedné z ChE.
Jedinou vyjimkou je 1,2-di-O,0'-benzoyllykorin jehoz hodnoty ICso byly 29,6 + 6,8 (UM). Stejné
tak u derivatl ambellinu zajimavého vysledku vi¢i BuChE dosahoval z uvedenych pouze 11-0-
benzoylambellin (ICsp = 4 £ 0 uM). Derivaty vittatinu a haemanthaminu jsou na tom z hlediska
inhibi¢nich aktivit k ChE o dost Iépe. ZvySené aktivity k AChE bylo docileno 3-nitrobenzoyl
substituci u vittatinu (ICso = 12,44 + 0,08 uM) respektive 4-nitrobenzoyl substituci hydroxylové
skupiny haemanthaminu (1Cso = 15 + 2 uM). Dlkazem lepsich inhibi¢nich vlastnosti je i hodnota
ICs0 3-O-(3-chlorobenzoyl)vittatinu vaci BuChE, ktera cini 5,44 + 0,06 uM. Pripadné benzoyl

derivat haemanthaminu dosahoval hodnot ICso= 6 + 0 uM. OH skupina galanthinu byla navic

54



substituovana osmi uhlikatym linedrnim fetézcem, ovSem bez vyraznéjsi zmény aktivity.
Stejné tak i ambellin a haemanthamin byly substituovany uhlikatym alifatickym Ffetézcem
(péti, respektive Sesti uhlikatym), nicméné také bez vyraznéjsi zmény v inhibi¢ni aktivité k ChE.
Jako substituent, ktery nejvice ovlivnil hodnoty ICso ambellinu, vittatinu, haemanthaminu, se
jevi benzoyl a nitrobenzoyl skupina (NO2 v poloze 2, 3 a 4). OvSem ani tyto substituenty
nevedly, ke zlepSeni hodnot ICso galanthinu, jenZ k AChE ani BuChE nevykazuje aktivitu.

Tabulka €. 8: Hodnoty ICso (LM) pfislusnych derivatd u AChE

Substituce Galanthin Ambellin Vittatin Haemanthamin | Lykorin
2-chlorobenzoyl >10 nt >100 nt nt
3-chlorobenzoyl nt nt nt 85+6 nt

2-nitrobenzoyl nt nt nt nt 146+ 6
3-nitrobenzoyl >10 48 + 2 12+0 nt 149+ 8
4-nitrobenzoyl nt >100 >100 15+2 3571
benzoyl >10 >100 nt 294 + 25 171+2
acetyl >10 >100 nt >500 nt
oktanoyl >10 nt nt nt nt
hexanoyl nt nt nt >500 nt
pentanoyl nt >100 nt >500 nt

nt=netestovano

Tabulka €. 9: Hodnoty ICso (UM ) pfFislusnych derivat( u BuChE

Substituce Galanthin Ambellin Vittatin Haemanthamin | Lykorin
2-chlorobenzoyl >10 nt nt nt nt
3-chlorobenzoyl nt nt 5+0 801 nt

2-nitrobenzoyl nt nt nt nt 1177

3-nitrobenzoyl >10 81+2 57+1 nt 116+ 6,6

4-nitrobenzoyl nt >100 220 >500 466 £ 8

benzoyl >10 4+0 nt 6+0 30+7
acetyl >10 >100 nt >500 nt
oktanoyl >10 nt nt nt Nt
hexanoyl >10 nt nt 2732 nt
pentanoyl >10 >100 nt >500 nt

nt=netestovano

Derivaty galanthinu byly také podrobeny testovani na toxicitu vici bunécéné linii jaterniho
karcinomu HepG2. Plsobeni ani jednoho z pfipravenych derivatli vSak nevykazovalo
dostatecnou aktivitu, a i z tohoto dlvodu nebyly méreny hodnoty ICso. Z vysledkd tohoto
méreni Ize tedy usoudit, Ze sice latky nejsou cytotoxické, ale lze tedy i fici, Ze neposkozuji
bunky lidského téla, coz je také velmi dllezZité u novych potencialnich Iéciv. BohuzZel ani u

derivatll ostatnich alkaloidd nebylo dosazeno vyrazné cytotoxické aktivity. Vyjimkou jsou dva
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derivaty vittatinu, které byly pripraveny v ramci diplomové prace Valachové I. Konkrétné se
jednalo o 3-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)vittatin. Nicméné tento derivat vittatinu nebyl
testovan na bunécné linii HepG2, ale zajimavych vysledk( dosahl na bunécnych liniich Hela (3
+ 3 %), HT-29 (7 £ 4 %), MCF-7 (13 £ 4 %) a A549 (9 = 3 %). Druhym derivatem byl 3-O-(2-

naphthoyl)vittatin jeho? viabilita dosahovala hodnoty 32 + 3 % vGéi bunééné linii HT-291%,
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6 ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakognozie

Kandidat: Matéj Lojkasek

Skolitel: Pharm.Dr. Daniela Hulcova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Izolace alkaloidl z Narcissus poeticus recurvus a jeho polosyntetické

derivaty

Klicova slova: Amaryllidaceae, galanthin, polosyntetické derivaty, Alzheimerova choroba,

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, cytotoxicita.

V rdmci diplomové prace byly izolovany dvé alkaloidni latky (galanthin a cheryllin) z cibuli
matecné rostliny Narcissus poeticus recurvus pomoci preparativni TLC chromatografie. Ziskany
galanthin byl nasledné pouzit pro pfipravu 6 derivatd tohoto alkaloidu, a to konkrétné esteru.
Estery galanthinu byly pfipraveny acylaci hydroxylové skupiny. Derivaty byly identifikovany
pomoci NMR, HMRS a byla zméfena opticka otacivost. Z pfipravovanych latek se nakonec
podafilo pfipravit v dostatecném mnozstvi a Cistoté pouze 5. Derivdt G2 se nepodafilo
pfipravit. V pfipadé G1, G4 a G6 byl vytézek reakce vyssi nez 50 % naopak u G3 byl 49,55 %,
G2 19,23 % a G5 39,79 %.

U vsech pfipravenych derivatl krom G2 byla za pouziti rekombinantnich enzym( testovana
inhibi¢ni aktivita vlci cholinesterasam Ellmanovou metodou. Bohuzel podle hodnot ICso Zadny
z testovanych derivatl nevykazal vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici AChE ani BuChE.

Mimo inhibi¢ni Ucinky na cholinesterasy byla testovana cytotoxicka aktivita na 1 nadorovou
bunécénou linii jaterniho karcinomu (HepG2). BohuZel ani zde latky nevykazaly vyznamnou
cytotoxickou aktivitu pro potencialni pouziti v [é¢bé ndadorovych jaternich onemocnéni, ale
naopak je vyznamné, Ze derivaty vyrazné neposkozuji jaterni bunky a lze tedy usuzovat, ze

jsou netoxické pro lidské bunky.
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7 ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy

Candidate: Matéj Lojkasek

Instructor: Pharm.Dr. Daniela Hulcovd, Ph.D.

Title of thesis: Isolation of alkaloids from Narcissus poeticus recurvus and its semi-synthetic
derivatives

Key words: Amaryllidaceae, galanthin, semi-synthetic derivatives, Alzheimer's disease,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, cytotoxicity.

As part of the thesis, two alkaloid substances (galanthin and cherylline) were isolated from
the bulbs of the mother plant Narcissus poeticus recurvus using preparative TLV
chromatography. The obtained galanthin was subsequently used for the preparation of 6
derivatives of this alkaloid, namely esters. Galanthine esters were prepared by acylation of
the hydroxyl group. The derivatives were identified by NMR, HMRS and the optical rotation
was measured. In the end, only 5 of the prepared substances were recovered in sufficient
guantity and purity. Derivative G2 could not be retained. In the case of G1, G4 and G6, the
yield of the reaction was higher than 50%, whereas for G3 it was 49.55%, G2 19.23% and G5
39.79%.

All prepared derivatives except G2 were tested for inhibitory activity against cholinesterases
by the Ellman method using recombinant enzymes. Unfortunately, according to the IC50
values of the tested derivatives, it did not show any inhibitory attitude towards AChE or
BuChE.

In addition to the inhibitory effects on cholinesterases, cytotoxic activity was tested on 1
tumor cell line of liver cancer (HepG2). Bohuel also did not show a potential cytotoxic activity
for use in the treatment of cancerous liver diseases, but on the contrary, it is significant that
the derivatives do not significantly damage liver cells and it can therefore be concluded that

they are non-toxic to human cells.
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