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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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acetyl-CoA
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AChEi
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bunécna linie karcinomu ovarii
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acetylcholinesterasa

inhibitor acetylcholinesterasy

amyloidovy proteinovy prekurzor intracelularni domény
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rozpustny fragment amyloidového prekurzorového proteinu
nerozpustny fragment amyloidového prekurzorového proteinu
amyloid beta
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amyloid beta o délce 42 aminokyselin
bunééna linie mysiho melanomu
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blood-brain-barrier

butyrylcholinesterasa
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centralni nervova soustava
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dimethylaminopyridin
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ethanol

americky Utad pro kontrolu potravin a 16&iv
bunécnd linie maligniho melanomu

glykogen syntasa kinasa-3

isoforma alfa glykogen syntasy kinasy-3
isoforma beta glykogen syntasy kinasy-3



hAChE humanni acetylcholinesterasa

hBuChE humanni butyrylcholinesterasa

HEB hematoencefalickd bariéra

HeLa bunécna linie adenokarcinomu délozniho ¢ipku
Hs683 bunécna linie oligodendrogliomu

HT-29 bunécna linie kolorektalniho karcinomu

ChAT cholinacetyltransferasa

ICso polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
Jurkat bunécna linie akutni leukemie

K562 bunécna linie chronické myeloidni leukemie
MCEF-7 bunécna linie adenokarcinomu prsu

MeOH methanol

MRC-5 bunécna linie zdravych plicnich fibroblastii
NaH hydrid sodny

NFTs neurofibrilarni klubka

NMDA N-methyl-D-aspartatové receptory

OE21 bunécnd linie esofagedlniho karcinomu
OVCAR3 bunécna linie adenokarcinomu ovaria

PAMPA metoda predikce prostupu pfes semipermeabilni membranu (z angl.

parallel artificial membrane permeability assay

POP prolylologopeptidasa

Q-TOF hybridni analyzator doby letu

SAR studium vztahu struktura-aktivita
SKMEL-28 bunécnd linie lidského melanomu
SW1573 bunééna linie plicniho karcinomu
T-47D bunééna linie karcinomu prsu

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

To toluen

U-373 bunééna linie lidského glioblastomu
WiDr bunécna linie kolorektalniho karcinomu



1 UvoD

Od pradavna se lidé snazili 1é¢it nemoci pomoci pfirody. Pouzivani 1€¢ivych rostlin jako
priméarni zdroj 1é¢by proti riznym nemocem sahd az na zacatek vyvoje lidstva. Nejstarsi
pisemné doklady o pouziti rostlin k pfipravé 1é¢ivych ptipravkl byly nalezeny na sumerské
hlinéné desce z Nagpuru staré ptiblizné 5000 let, ktera obsahovala 12 receptl zahrnujici témét
250 rostlin, véetné maku nebo mandragory !. Mezi nejstarsi kultury, které vyuzivaly rostliny
pro 1é¢bu rtiznych neduhi, patiili Egypt'ané a Ciflané. Nejvétsi priilom nastal v antickém Recku,
kdy byly studovany a popséany vlastnosti celé fady 1é¢ivych rostlin. Mezi hlavni prikopniky
patiili Hippokrates, zakladatel feckého Iékatstvi a jeho vyznamnym pokracovatelem byl filozof
a védec Theofrastos. Ten je povazovan za prvniho pfirodovédce, ktery se zabyval
botanickou systematiku. V jeho dile nesouci nazev De historia plantarum skladajici se z 10
knih také poprvé rozdélil rostliny na stromy, kefe a byliny a mimo jiné v dile zminuje naptiklad
skofici, matu, granitové jablko ¢ kardamom %2, V prvnim stoleti naseho letopoctu fecky lékat,
botanik a farmaceut Pedanius Dioscorides, napsal dilo De Materia Medica, jez se stalo
predlohou novodobych 1€kopist a v jeho pétidilné knize je popsano vice nez 600 druhi rostlin
a okolo 1000 1é&ivych piipravki pfipravovanych z popsanych rostlin .

Vyznamnou skupinou mezi t€mito tradicnimi zdroji 1éCiv je Celed Amaryllidaceae, jejiz
zastupci se vyznamné vyskytuji v tropickém, subtropickém i mirném pase. Rostliny z ¢eledi
Amaryllidaceae jsou také péstovany pro okrasné ucely a do dnesni doby byla vyslechténa cela
fada zahradnickych kultivari nékterych zastupch rodd (napi. Narcissus, Hippeastrum
Amaryllis). Své uplatnéni nasli tyto rostliny v tradicni medicin€ jiZ ve 4. stoleti pfed nasim
letopo¢tem, kdy Hippokrates z Kosu pouzil olejovy extrakt zrostliny Narcissus poeticus
k 1é¢bé nadord délohy °. Rostliny pattici do této &eledi produkuji alkaloidy nazyvané alkaloidy
amarylkovitych rostlin, které jsou pfedmétem rozsahlych studii vzhledem k Sirokému spektru
biologickych aktivit. Navic jsou 1 vyraznym chemotaxonomickym rysem podceledi
Amaryllidoideae °. Od izolace prvniho Amaryllidaceae alkaloidu lykorinu pted 140 lety, bylo
identifikovano vice nez 600 strukturné rozmanitych alkaloidd z piiblizng 350 druhti rostlin ’.
Mezi nejvyznamnéj$i zastupce amarylkovitych alkaloidl patii galanthamin, jez je diky své
anticholinesterdsové aktivite¢ pouzivan k 1écbé Alzheimerovy choroby nebo lykorin, ktery je
zndm pro sviij cytotoxicky a protinadorovy tGcinek . Nedavno bylo prokdzano, Ze montanin
ma také inhibi¢ni ucinek vic¢i enzymu acetylcholinesterase, ale vykazuje i antirevmaticky,

antimikrobidlni a antiproliferacni efekt. Dal$i zajimavou slouceninou je alkaloid



haemanthamin, ktery patii mezi nejrozsifenéj$i amarylkovité alkaloidy. Tato sloucenina
vykazuje zajimavy cytotoxicky ucinek, ale v neddvné dobé byly popsény polysyntetické
derivaty, které disponovaly dalSimi biologickymi aktivitami. Vzhledem ke snadné dostupnosti
tohoto alkaloidu z rostlinnych zdrojt, byla tato latka a jeji derivaty predmétem této dizertacni
prace 1°.

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni zpiisobujici
pokles kognitivnich funkci a je nejéastéjsi pri¢inou demence. Jen v Ceské republice trpi timto
onemocnénim okolo 160 tisic lidi a celosvétové 44 miliond lidi'"!'2. V roce 1906 Alois
Alzheimer, némecky psychiatr a neuropatolog, popsal prvni pifipad a patologické piiznaky
nemoci, kterd byla pozd¢ji jeho kolegou Emilem Kraepelinem nazvana pravé jako
Alzheimerova choroba. Alzheimer zaznamenal zmény v mozkové tkani u pacientky, kterd
zemiela na neobvyklou dusevni chorobu. Mezi jeji pfiznaky patfily ztrata paméti, problémy
s fe¢i a neptedvidatelné chovani. Poté, co zemfela, prozkoumal jeji mozek a nasel abnormalni
shluky, nyni nazyvané jako amyloidni plaky a spletend vldkna pfitomna v mozku, dnes
oznacovana jako neurofibrilarni klubka (NFTs). Nasledné nebyla AD vénovana pozornost, az
roku 1963 kolegové Robert Terry a Michael Kidd provedli elektronovou mikroskopii ve
vzorcich tkdni mozku od dvou pacientii s pokrocilym stadiem nemoci a analyza ukdzala
piitomnost NFTs 3. Od té doby byly vice nez ptl stoleti (od roku 1963 do souasnosti)
provadény studie o patologickych rysech a mechanismech AD a snahy o hledani
medikament6zni 1é¢by tohoto onemocnéni 4. Vzhledem k izkému spektru dostupnych 1é¢iv
pro terapii AD, je potiebné neustéle hledat nové zajimavé molekuly pro potencialni [é€bu tohoto
zévazného neurodegenerativniho onemocnéni.

Pfedmétem piedlozené dizertatni prace byla pfiprava polysyntetickych derivath
Amaryllidaceae alkaloidu haemanthaminu a studium jejich biologickych aktivit ve vztahu

k Alzheimerové chorobé.
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2 CIL PRACE

Cilem této dizertacni prace byla ptiprava polysyntetickych derivatu alkaloidu haemanthaminu

izolovaného z rostlin Zephyranthes citrina a Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master !¢

a jejich testovani biologickych aktivit v souvislosti s Alzheimerovou chorobou.

Diléi cile:

a)

b)

g)
h)

Zpracovani reSerSe na téma Amaryllidaceae alkaloidy se zaméfenim na Alzheimerovu
chorobu a reSerSe se zaméfenim na alkaloid haemanthamin a pfiprava jeho
polosyntetickych derivatu,

v ptipad¢ potieby izolace dostatecného mnozstvi haemanthaminu z alkaloidnich
extraktd dodanych firmou TEVA,

vlastni priprava polosyntetickych derivati haemanthaminu (estery, ethery),

strukturni analyza pfipravenych sloucenin za vyuziti béznych fyzikalné-chemickych
metod (NMR, MS, HRMS, opticka otacivost),

screening biologickych aktivit polosyntetickych derivati v souvislosti s Alzheimerovou
chorobou (inhibice cholinesteras, prolyloligopeptidasy, glykogen syntasy kinasy 3-
beta), v pfipad¢ dostatecného mnozstvi latek i screening cytotoxické aktivity na panelu
nadorovych a klidovych bunék ve spolupréci s Katedrou 1ékatrské biochemie, Lékarské
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy,

vybér derivatli pro podrobné biologické studie,

porovnani vztahu struktury a G¢inku jednotlivych latek na zaklad¢ ziskanych vysledkd,

vyhodnoceni vysledk.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Rostlinna celed® Amaryllidaceae: zakladni charakteristika, rozSifeni a
tradi¢ni medicina

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou krytosemenné, viceleté jednodélozné rostliny zahrnujici
piiblizn¢ 80 rodi a nejméné 1600 druht rostoucich jak v tropickych, tak v subtropickych
lokalitach, véetné¢ Andské Jizni Ameriky, Sttedomofti a jizni Afriky. Pravé v Jizni Africe Ize
nalézt pres 300 ptivodnich rostlinnych taxont z této ¢eledi, coz predstavuje okolo 10 % mistni
flory 7. V mirném pasu lze nalézt zastupce t¥i rodd, a to Galanthus, Leucojum a Narcissus. Na
tizemi Ceské republiky jsou k vidéni dva vyznamni zastupci této &eledi, a to bledule jarni (L.
vernum) a snézenka podsnéznik (G. mivalis) (Obrazek 1). Obé rostliny jsou fazeny mezi
ohrozené druhy, a proto je piisn¢ zakazano je sbirat nebo jakkoliv poskozovat, chranén je
rovnéz i biotop . Z rodu Narcissus je na naSem uzemi k vidéni napiiklad narcis Zluty (V.
pseudonarcissus). Diky velkému mnoZstvi jak volné rostoucich druht, tak Slechténych odrid,

které &itaji na tisice, je tento rod péstovan piedeviim pro okrasné udely '8.

19-21

Obrazek 1: Leucojum vernum, Galanthus nivalis a Narcissus pseudonarcissus

Cela fada téchto rostlin byla a nadale je intenzivné vyuzivana v tradi¢ni medicin€. Historie
vyuZiti téchto rostlin predev§im v terapii naddorovych onemocnéni spadd az do starovékého
Recka. V této dobé byl Hippokratem z Kosu (asi 370-460 pf. n. 1.) pouzivan olejovy extrakt z
rostliny N. poeticus k 1€¢bé nadoru v oblasti délohy. Touto cestou §li 1 jeho nastupci, 1ékati
Pedanius Dioscorides (asi 40-90 n.1.) a Soranus z Efezu (98—138 n.1.). Lokalni pouziti extraktl
z rostlin N. poeticus a N. pseudonarcissus jako protinddorového 1é¢iva, byla zaznamenéna jiz
v prvnim stoleti n. 1. #imskym piirodnim filozofem zndmym jako Plinius Starsi (2379 n. 1.) %2,
Dalsi zastupce tohoto rodu, N. tazetta, vykazoval protinadorové ucinky. Aplikace oleje z této

rostliny béhem onemocnéni byla pouZzivéna i ve stiedoveku, a to v arabské medicing, Ciné,

Severni Africe a Stfedni Americe. Nejvice byly a stale jsou tyto rostliny vyuzivany pfedevsim
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v riznych oblastech Afriky, Latinské Ameriky a také v Cing, tedy v oblastech, kde je cela fada
lidi stale odkazana na piirodni 1é¢iva 2.

Ptikladem miize byt Hymenocallis caribaea, ktery je ve formé extraktu pouzivan v 1écbé
nadord 22, dale rostlina Zephyranthes candida pochazejici z jizni Afriky, jeZ je hojné pouZivana
k 16¢bé Westova syndromu, epilepsie a tetanu predevsim v Cing ?*. Dal§im zastupcem
pouzivanym v lidovém 1é¢itelstvi je Amaryllis belladonna (zndma také jako Hippeastrum
equestre), ktera je v Egypté péstovana jako okrasnd rostlina 2°. Rod Amaryllis, zahrnujici druhy
A. belladonna a A. acuminata puavodem z jizni Afriky, je po staleti vyuzivan pii 1é¢ebnych
ritualech v kmenech Sotho, Xhosa a Zulu v Jizni Africe a na ostrové Java a ve vietnamské
lidové medicing k 16¢b& nadort 2°. Dalsi rostlinou vyuzivanou domorodci, zejména kment
Sotho a Zulu, je Nerine huttoniae z rodu Nerine. Odvar z cibuli této rostliny je pouzivan pfi
1é¢bé nachlazeni a kasle, onemocnéni jater a ledvin, ale také k ziskani ulevy od bolesti zad a je
pouzivéan jako 1é¢ivy piipravek na neplodnost 7.

V Senegalu se smés pripravend z cibuli Crinum giganteum pouziva k 1é¢bé a prevenci
infekce ran, zatimco v Nigérii se 1é¢iva vyrabéna z cibuli C. glaucum nebo C. jagus tradicné

vyuzivaji pro 1é¢bu r@iznych dusevnich nemoci 2

. Rizné typy extrakti zrostlin rodu
Haemanthus pouzivaji obyvatelé Jizni Afriky k 1écbé lepry nebo viedd, ale i na hore¢nata
nachlazeni, astma a kasel »°. Dalsi rostlina této &eledi, Apodolirion buchananii, je uzivana pti

bolestech Zaludku a zastupci rodu Brunsvigia jsou uzivany proti neplodnosti *°.

3.2  Sekundarni metabolity ¢eledi Amaryllidaceae

Studium sekundarnich metabolitl rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae zapocalo v roce 1877, a to
izolaci Amaryllidaceae alkaloidu lykorinu z rostliny N. pseudonarcissus (Obrazek 1). Od té
doby bylo izolovano vice nez 600 amarylkovitych alkaloidd, které jsou na zaklad¢ biosyntetické
cesty klasifikovany do 9 hlavnich strukturnich typt a celé fady dalSich, méné rozsifenych
strukturnich typt. AZ 80 % doposud izolovanych a identifikovanych amarylkovitych alkaloidi
spada do hlavnich strukturnich typi, zastupci minoritnich strukturnich typt se v rostlinach

obvykle vyskytuji v nizkych az stopovych koncentracich 3!.

3.2.1. Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidii: Norbelladinova cesta
Biosyntetickd cesta amarylkovitych alkaloidii vychazi ze dvou aminokyselin (AMK), L-
fenylalaninu a L-tyrosinu a nazyva se podle klicového meziproduktu O-methylnorbelladinu,

norbelladinova cesta. Prvnim krokem této biogeneze je vznik 3,4-dihydroxybenzaldehydu,
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ktery vznika hydroxylaci L-fenylalaninu a vznik tyraminu, ktery je produktem dekarboxylace
L-tyrosinu enzymem tyrosin-dekarboxylasou. Kondenzaci meziprodukti a naslednou methylaci
vznikd O-methylnorbelladin, poté nésleduje intramolekularni oxidacni spojeni, které v
zéavislosti na kombinaci spojeni (ortho-para’, para-ortho’, para-para”) dava vznik zakladnim
strukturnim typtim amarylkovitych alkaloidii. Z nich jsou pak nasledn¢ odvozeny minoritni
strukturni typy (Obrazek 2). Zde je potfebné konstatovat, ze biosyntéza vétSiny minoritnich
typti nebyla doposud jednoznacné objasnéna, v celé fadé piipada se jedna o popis procest, které

by mohly pravdépodobné probihat a vést k formovani minoritnich strukturnich typi.

HO
COOH
L-tyrosin
TYDC

HO
©\/I\Ez PAL
—_—
COOH HO
L-fenylalanin 3,4-dihydroxybenzaldehyd tyramin

HO
®
HO HO,
N @D\/
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OH

NH i
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Narciklasinovy
Montaninovy

Obriazek 2: Vznik zakladnich strukturnich typtt Amaryllidaceae alkaloidd 7.

Jak jiz bylo uvedeno, podle typu intramolekuldrniho spojeni vznikd 9 zakladnich
strukturnich typia: norbelladinovy (norbelladin), galanthaminovy (galanthamin), lykorinovy

(lykorin), homolykorinovy (homolykorin), pankratistatinovy (pankratistatin),
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haemanthaminovy (haemanthamin), krininovy (krinin), tazettinovy (tazettin) a montaninovy
(montanin) *2.

Mezi minoritni strukturni typy patii naptiklad galasinovy, galanthindolovy, kripowellinovy,
plikaminovy, secoplikaminovy, gracilaminovy, isminovy, cherylinovy, buflavinovy. Tyto
strukturni typy jsou zastoupeny vétSinou pouze jednim alkaloidem a v rostlinném materialu
jsou obsazeny jen ve velmi malych mnoZstvich 3. V nedavné dobé byly na nasem pracovisti
izolovany a identifikovany alkaloidy dvou novych strukturnich typi a to narcikachninového a
karltoninového typu '©3*35 A protoze n&kteii zastupci téchto dvou novych typt disponovaly
v ramci studii vyznamnou inhibi¢ni aktivitou, budou popsany v dalSim textu.

Vzhledem k zamétfeni prace se v dalsim textu budu podrobnéji vénovat alkaloidim
krinanového strukturniho typu. Tento typ v odborné literatufe obecné zastieSuje alkaloidy
haemanthaminového a krininového strukturniho typu. Hlavnim strukturnim znakem pro tyto
dvé skupiny alkaloidll je 5,10b-ethanofenanthridin a pfemisténi jeho ethanového mistku v
polohach N-5 a C-10b (Obrazek 3). Ethanovy mistek se vyskytuje bud’ v absolutni konfiguraci
alfa (o-krinany), pak se jednd o haemanthaminovy typ amarylkovitych alkaloidi (hlavnim
predstavitelem je haemanthamin), nebo v konfiguraci beta (B-krinany), pak jde o alkaloidy

krininového strukturniho typu (hlavnim piedstavitelem je krinin) 2°.

haemanthamin krinin

Obrazek 3: Struktury haemanthaminu a krininu 7.

Doposud bylo z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae izolovano a strukturn€ popsano vice nez 160
téchto latek. Jedna se o slouceniny, které se vyskytuji jako hlavni, ale 1 minoritni slozky
alkaloidnich extrakt. Strukturni rozmanitost téchto latek vychazi z rozli€énych kombinaci
substituentll na témét vSech atomech uhliku, ze stupné aromatizace kruhu C a v neposledni fadé
z ruznych moznosti prostorového uspotfddani molekul, které je umoznéno piitomnosti
chiralnich atom uhliku (C-1, C-2, C-3, C-6 a C-11) 7.

NejcastéjSimi substituenty jsou hydroxy-, methoxy- a acetoxy- skupina. Alkaloidy
krininového typu jsou substituovany nejCastéji na uhlicich C-1, C-2, C-3, a to hydroxy-,

methoxy- nebo acetoxy- skupinami. Dal§im rysem tohoto strukturniho typu je pfitomnost
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dioxolanového mustku na uhlicich C-8 a C-9 (krinin), nebo hydroxy- a methoxy- skupin
(makowin).

Mezi nejbéznéjsi alkaloidy haemanthaminového typu patii napf. haemanthamin,
haemanthidin, hamayn, maritidin, vittatin a bulbispermin. Mezi krininovy typ amarylkovitych
alkaloidii patfi jiz zminény krinin, ddle makowin, ambellin, powellin a buphanisin (Obrazek 4)
736 Zajimavosti je, Ze orientace ethanového muistku je diileZitd pro biologickou aktivitu. Tento

fenomén bude diskutovan v dal$im textu.

hamayn maritidin
/j‘\\OH /j‘\\OH
2 HsCO P
H\“ H\“
N N
HO
vittatin bulbispermin krinin makowin

OCH OH
K 3 = OH Pas
~OH : 5

o}

< ",
N

OCH,

ambellin powellin buphanisin

Obrazek 4: Vybrané alkaloidy haemanthaminového a krininového typu ’.

3.2.2. Biologicka aktivita haemanthaminu
Haemanthaminu byla vénovéna pozornost z pohledu jeho celé fady biologickych G¢inkl jako
jsou cytotoxickd, antioxida¢ni, antimikrobidlni, antivirotickd, antimalarickd a protizdnétliva
aktivita 378, Nejvice biologickych studii provedenych na haemanthaminu bylo vénovano jeho
cytotoxickym ucinkiim. V provedenych studiich bylo prokdzano, Ze haemanthamin vykazuje
jak cytotoxické, tak proapoptotické uc€inky na Siroké Skale nddorovych linii.

V ramci studie z roku 2010 bylo 15 amarylkovitych alkaloidd podrobeno cytotoxickému
screeningu vu¢i riznym nadorovym liniim. Mezi vysoce ulinné latky patiil prave
haemanthamin, zajimavou aktivitu vykazaly i dal$i alkaloidy jako haemanthidin, amarbellisin

a lykorin. VSechny zminované latky vykazaly inhibi¢ni u€inek ristu u Sesti nadorovych linii
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s ICso v mikromolarnich hodnotach (4,0-8,5 uM). Mezi testované linie patfily AS549
(adenokarcinom plic), OE21 (esofageélni karcinom), Hs683 (oligodendrogliom), U-373 (lidsky
glioblastom), SKMEL-28 (lidsky melanom) a B16F10 (my$i melanom) *°. Nasledujici
publikacni vystup zroku 2015 navazuje na antiproliferacni efekt jiz diive studovanych
amarylkovitych alkaloidi. Nové¢ byly studiim podrobeny i nékteré jejich derivaty vuci 4
nadorovym liniim, a to A278 (ovaridlni karcinom), SW1573 (plicni karcinom), T-47D
(karcinom prsu) a WiDr (kolorektalni karcinom) *°.

V dalsi préci, ktera byla provedena na nasem pracovisti, bylo testovano 13 amarylkovitych
alkaloidii a jejich cytotoxicita vii¢i gastrointestinalnim nadorovym liniim Caco-2 a HT-29. Jako
kontrola byly pouZity zdravé lidské intestinalni butiky FHs 74 Int *!. Z testovanych alkaloidd
vykéazaly pouze haemanthamin, haemanthidin a lykorin vyraznou toxicitu vi¢i nddorovym
buitkam. Toxicita vii¢i linii FHs 74 byla az 20krat nizsi oproti nddorovym buiikam (Tabulka 1).

Z alkaloidi haemanthaminového typu vykazal nejlepsi vysledky pravé samotny haemanthamin.

Tabulka 1: Cytotoxicka aktivita haemanthaminu, haemanthidinu a lykorinu vici gastrointestinalnim nadorovym

liniim 4142,
Nadorové linie Zdrava linie
Alkaloid
Caco-2 ICsp (uM) HT-29 ICso (uM) FHs 74 Int ICso (UM)
Haemanthamin 0,99 +0,14 0,59 +0,01 19,5+ 0,9
Haemanthidin 3,3+0,9 1,7+0,1 8,9+11,6
Lykorin 0,99 + 0,08 1,2+0,0 22,7+0,1

* hodnoty jsou prumérem se smérodatnou odchylkou ze tfi nezavislych méfeni

Vzhledem k tomu, Ze cytotoxickd aktivita haemanthaminu byla testovdna na celé fadé
bunéénych linii, jejichZ rozbor by byl nad ramec této prace, tak pro prehlednost nasledujici
tabulka shrnuje vybrané aktivity (Tabulka 2).

Dulezitym zjiSténim riznych screeningovych studii je, Ze pro cytotoxickou aktivitu
krinanovych alkaloidil je zasadni  uspofadani 5,10h-ethanového mistku, ktery obsahuji prave
alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu. Alkaloidy krininového strukturniho typu,
obsahujici a konfiguraci 5,10b-ethanového mistku ve struktute, nevykazuji zddnou vyraznou
cytotoxickou aktivitu **. Jedinou vyjimkou je alkaloid distichamin (Obréazek 5), ktery byl do
dnesni doby izolovan pouze z rostliny Boophone disticha, jez vykazal zajimavou cytotoxickou
aktivitu vici 6ti liniim, a to CEM (akutni lymfoblasticka leukemie), K562 (chronicka myeloidni
leukemie), MCF-7 (adenokarcinom prsu), G-361 (maligni melanom), HeLa (adenokarcinom

d&lozniho &ipku) a BJ (lidsky fibroblast) s hodnotami ICso v rozmezi 2,2-14,7 uM *.
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Tabulka 2: Souhrnna tabulka vyjadiujici in vitro cytotoxickou aktivitu haemanthaminu 404546,

Bunéé¢na linie Hodnota ICso (nM) Metoda

HL-60 akutni promyelocytarni leukémie 0,9=+0,1 WST-1 (48 h)
Jurkat akutni leukemické bunky 1,4+0,3 WST-1 (48 h)
MOLT-4 T-lymfoblasty 1,2+0,1 WST-1 (48 h)
A549 karcinom plic 1,1+£0,2 WST-1 (48 h)
H1299 karcinom plic 1,2+0,2 WST-1 (48 h)
COLO-201 adenokarcinom tlustého stieva 1,0+0,1 WST-1 (48 h)
HT-29 kolorektalni karcinom 0,3+0,1 WST-1 (48 h)
SW-480 adenokarcinom tlustého stfeva 0,7+0,1 WST-1 (48 h)
AGS adenokarcinom zaludku 1,0+0,2 WST-1 (48 h)
PANC-1 karcinom slinivky 9,8 +0,4 WST-1 (48 h)
A2780 ovaridlni karcinom 0,7+04 WST-1 (48 h)
Hela adenokarcinom délozniho ipku 0,6 £0,1 WST-1 (48 h)
BT-549 metastaticky karcinom prsu 1,0+£0,2 WST-1 (48 h)
MCEF-7 adenokarcinom prsu 0,8+0,1 WST-1 (48 h)
MDA-MB-231 | triple negativni karcinomy prsu 9,5+0,2 WST-1 (48 h)
SAOS-2 osteosarkom 1,1+£04 WST-1 (48 h)
NHDF kozni fibroblast 0,5+0,1 WST-1 (48 h)
HL-60 akutni promyelocytarni leukémie 1,6 £ 0,06 MTT (24-72 h)
HSC-2 skvamocelularni karcinom 28,4 +1,56 MTT (24-72 h)
SW1573 karcinom plic 2,1£20 MTT (24-72 h)
T47-D karcinom prsu 0,9+04 RB (48 h)

WiDr adenokarcinom tlustého stfeva 1,2+0,5 RB (48 h)

* hodnoty jsou prumérem se smérodatnou odchylkou ze tfi nezavislych méfeni

haemanthamin

haemanthidin krinin

distichamin

Obrazek 5: Struktury haemanthaminu, haemanthidinu, krininu a distichaminu 7#,

Kromé negativniho vlivu na proliferaci a Zivotaschopnost nadorovych bunék, vykazoval
haemanthamin v koncentraci 1 mg/ml vyraznou antioxidaéni aktivitu v ramci DPPH testu %',
Na zéklad¢ tohoto zjisténi je mozné predpokladat, ze antioxida¢ni aktivita haemanthaminu
muize pfispivat k jeho antiproliferativnimu a cytotoxickému U¢inku pozorovanému u
nadorovych bunék. V dalsi studii bylo prokazano, Ze haemanthamin je schopen tvofit komplex

s RNA na multirezistentnich mySich lymfomovych bunikdch L5178, coZ vede k vyrazné inhibici
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riistu nadorovych bunék*®. Ackoli molekularni mechanismus haemanthaminu jesté nebyl plné
identifikovan, ptedchozi studie ukézaly, Zze haemanthamin mtze inhibovat syntézu proteint
vazbou na centrum peptidyl transferasy, ribozomalni podjednotky 60S a zabranit tak tvorbé
peptidovych vazeb ***°. Haemanthamin mtize také indukovat nuklearni stres a inhibovat
biogenezi ribozomi, ¢imz aktivuje protinadorovou odpovéd’ zavislou na p53 #°. Kromé toho
muze haemanthamin indukovat apoptdzu u celé fady nadorovych linii, véetné bun€k karcinomu
vajecniki A2780, stejné jako u p53-negativnich T-bunéénych leukemickych bunék Jurkat
aktivaci kaspas 2,

Vroce 2016 byly provedeny farmakokinetické studie, které bohuzel prokézaly kratky
polo&as haemanthaminu a jeho rychlou eliminaci z organismu, a to pfedev§im mo¢i >*. V ramci
této studie byl haemanthamin podavan formou intraven6zniho bolusu (10 mg/kg) samicim krys
s Lewisovym nadorem. Haemanthamin se v téle rychle distribuoval, pficemz maximalni
plazmatickd koncentrace byla dosazena béhem 4 minut po podani. Bylo zjiSténo, ze rychla
eliminace haemanthaminu z téla probiha pravé moci, protoze jeho koncentrace byla o dva fady
vy$si nez koncentrace ve zlu¢i nebo v plazmé (Hroch et al. 2016). Takové farmakokinetické
vlastnosti haemanthaminu naznacuji potencidlni rendlni toxicitu, a proto je nutné dosahnout
formy s pomalejsi eliminaci tak, aby se prodlouzila doba trvani ¢inku 1é¢iva. Diky poznatkiim
z této studie je tedy potrebné hledat vhodnéjsi formu tohoto zajimavého alkaloidu.

S ohledem na zaméfeni této dizertacni prace je vhodné také zminit inhibi¢ni aktivitu
haemanthaminu vii¢i enzymlm, které se uplatiiuji u AD. Tento alkaloid byl poprvé na naSem
pracoviSti testovan vic€i enzymim acetylcholinesterdse (AChE) a butyrylcholinesterase
(BuChE) v roce 2013 po jeho izolaci z ¢erstvych cibuli Zephyranthes robusta >*. V ramci téchto
studii byl haemanthamin identifikovéan jako zcela neaktivni (ICso > 1 mM). Nasledné studie ale
prokazaly, ze nekteré polysyntetické derivaty tohoto alkaloidu, vykazuji zajimavé inhibi¢ni
aktivity vici obéma zminénym enzymuim. Z téchto diivodd, a i s ohledem na skutecnost, Ze se
jedna o jeden znejvice rozSifenych amarylkovitych alkaloidi a je mozné ho izolovat
z rostlinného materialu v gramovych mnozstvich, byl tento alkaloid vybran pro optimalizaci

jeho struktury s piipadnym vyuZitim v terapii AD 3>-°,
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3.3 Alzheimerova choroba a jeji problematika
Alzheimerova choroba je progresivni neurologicka porucha a je nejcastéjsi pfi¢inou demence,
ktera predstavuje odhadem az 70 % vSech piipadii po celém svéte 7.

Jako prvni popsal toto onemocnéni némecky psychiatr a neuropatolog Alois Alzheimer
v roce 1906. Jednalo se o pfipad 51-leté¢ Zeny s poruchami feci, psychiatrickymi problémy a
rovnéz se u pacientky rapidné zhorSovala pamét. Zena zemfela o &tyfi roky pozdéji zcela
dementni. Po jejim amrti byla provedena pitva, ktera odhalila nékolik zvlastnich plaki, vlaken
a neurondlni bytek v mozku 7. Alzheimerovy poznatky nebyly zpocatku védeckou
komunitou pfili§ pfijimany, pozdé¢ji v§ak po letech vyzkumu na mozkovych tkanich, bylo toto
neurodegenerativni onemocnéni po pojmenovano pravé ném. Mezi dal§i nemoci zpisobujici
demenci patii Parkinsonova choroba, demence s Lewyho télisky a Huntingtonova nemoc.

Nejvetsim rizikovym faktorem je stdrnuti a charakteristickym rysem této nemoci je
nenapadny plizivy zacatek, kdy si prvnich piiznakii povSimne spise okoli nez samotny pacient.
Klinicky je AD charakterizovana progresivni ztratou paméti a kognitivnich funkci, pficemz
rané ptiznaky zahrnuji obtiZzné vzpomenuti si na nedavné situace, rozhovory, ale i jména ¢i na
své nejbliz8i. S progresi tohoto onemocnéni jsou pak spojovany prohlubujici se obtizné
komunikativni schopnosti, soustfedivost, nasledné zmény osobnosti, Spatny usudek, ale i
deprese spojené s pesimistickymi vzpominkami 202, Na zakladé¢ statistik az 10 % lidi ve
véku nad 65 let trpi AD, u lidi nad 85 let je to vice nez 30 % osob, které jsou zasaZeni timto
onemocnénim. Soucasné se predpoklada, Ze mnozstvi pacientl s neustdle se prodluzujici se
délkou doziti, vzroste v roce 2050 az na 150 milioni pfipadii. Toto onemocnéni se tedy stava i
vyznamnym socidlnim problémem, nebot’ péfe o pacienty v pokrocilych fazich je velmi
naro¢nd nejen pro samotného pacienty, ale 1 pro jejich nejbliZsi okoli.

V soucasné dob¢ je pricina nemoci sice stale nejasnd, v minulych letech ale byla popsana
cela fada procesu a teorii, které vysvétluji jednotlivé biochemické déje uplatitujici se u AD.
Nejprve je nutné poznamenat, ze existuji dvé formy tohoto onemocnéni, pfic¢emz prvni z nich
je tzv. familiarni forma AD, kterd se objevuje jiz v raném veku (€asto jiz pred 60. rokem Zivota).
Zde hraji velky vyznam genetické piedpoklady a tato forma AD je zodpovédna za ptiblizné 5-
10 % ptipadl. Familiarni forma AD je obvykle zplisobena vrozenymi mutacemi v nekterych
dalezitych genech . Druha a Castéjsi, je tzv. sporadicka forma AD, ktera tvoii 85 az 90 %
vSech pfipadl, pficemz piiznaky se poprvé objevuji typicky mezi 60. a 70. rokem Zivota.
Prvotnim pfi¢indm sporadické Alzheimerovy choroby rozumi véda méné, predpoklada se, ze
roli zde hraje obecné opotiebeni tkani, jako je patologie lysozomdi, dysfunkce mitochondrii,
oxidaéni stres ¢i zanétlivé projevy .
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Mezi konkrétni histopatologické znaky toho onemocnéni v mozku patii: extraceluldrni
akumulace plakii amyloidu beta (APB), NFTs obsahujici hyperfosforylovany protein tau,
zanétlivé procesy v mozku a atrofie (Obrazek 6). Na patogenezi onemocnéni se také vyznamné
podili oxidacni stres, dyshomeostdza kovovych iontl a dalsi faktory 5+%°. V posledni zmin&né
teorii hraje diilezitou roli intracelularni vapnik, ktery je klicovy v regulaci neuronalnich funkci.
Pravé pii amyloidogennim $tépeni dochdzi k narugeni Ca>* homeostazy a tim je narusena jeho
signalizace, coz ma za nasledek ovlivnéni mechanismi odpovédnych za uceni a pamét .
Dalsim rizikovym faktorem je expozice pacientil v prostiedi tézkych kovl. Latky
s prokazanymi neurotoxickymi u¢inky jsou naptiklad olovo a kadmium. S témi se Ize setkat pfi
praci v t¢zkém primyslu ¢i siln€ znecisténém prostiedi. Mezi dalsi latky dale patii méd’, olovo
¢i zinek, které se objevuji v potravinach, jako jsou listova zelenina, obili &i korysi ©.

AD, jakozto vazné neurodegenerativni onemocnéni, je v soucasné dobé cilem intenzivniho
zkouméni. Mechanismus zodpoveédny za akumulaci AP, formaci NFTs a jejich ukladani nebyl
doposud jednozna¢né popsan a z tohoto diivodu je v poslednich letech vénovéana pozornost
signalnim draham vedoucich k témto patofyziologickym procesim, jez jsou moznymi
terapeutickymi cili v 1é¢b& AD ©8,

Cerebral cortex
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Healthy neurons

Normal brain e

Shrinkage of
cerebral cortex

\

Enlarged ventricles
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AB plaques

Obrazek 6: Porovnani mozku zdravého ¢lovéka a élovéka s Alzheimerovou chorobou .
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3.3.1. Cholinergni hypotéza vzniku Alzheimerovy choroby

Nejstarsi a nejvice prostudovanou teorii vzniku AD je cholinergni hypotéza, kterd je
charakterizovéana ztratou cholinergnich funkci v diisledku poruchy metabolismu acetylcholinu
(ACh). Kli¢ovou roli zde hraje pravé neurotransmiter ACh, ktery je zasadni pro fungovani
periferniho 1 centralniho nervového systému (CNS). V CNS jsou cholinergni neurony hojné
distribuovany témét ve vSech oblastech mozku a z toho vyplyva, Ze cholinergni transmise je
zodpovédna za modulaci dilezitych nervovych funkci 7°. Cholinergni systém se podili na
dualezitych fyziologickych procesech jako jsou pamét’, schopnost pozornosti a uceni se, bdéni,
spanek, ale i reakce téla na stres ''. Syntéza ACh probih4 v cytoplasmé neurontl, kde je
syntetizovan pomoci enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT, EC 2.3.1.6) z cholinu a acetyl-
koenzymu A (acetyl-CoA). Po uvolnéni ACh do synaptické $térbiny je nenavazany ACh
odbourdvan na acetat a cholin, a to acetylcholinesterdsami, konkrétné enzymem
acetylcholinesterasou (EC 3.1.1.7).

U AD je cholinergni systém porusen na vice urovnich ’2. Doch4zi ke sniZeni hladiny enzymu
ChAT, ktera je zodpovédna za syntézu ACh v mozku, déle je snizeno zpétné vychytavani
cholinu, jeho tvorba a uvolnéni ACh z presynaptickych zakon€eni. Pocet muskarinovych
receptoril zustava relativné nezménén, zatimco pocet nikotinovych receptort je naopak snizen
3,V pozdgjsich stadiich AD dochazi k poklesu aktivity enzymu AChE, ktery se podili na
odbouravani ACh v organismu. Na odbouravani ACh se nepodili jen AChE, ale i dal$i enzym
butyrylcholinesterasa (EC 3.1.1.8) 7. Za normélnich podminek je BuChE zodpovédna asi za
20 % z celkové cholinesterasové aktivity v mozku, v pozdgjSich fazich AD toto ¢islo stoupa az
na 40-90 % s tim, Ze naopak aktivita AChE vyrazné klesa ’®. Z toho lze usuzovat, ze BuChE
piebiré roli AChE jako kli¢ového enzymu pii hydrolyze ACh a je tedy povazovan za ,,zalozni
enzym* pii cholinergni neurotransmisi’’. Histochemické lokalizace BuChE ukazala, Ze Uzce
souvisi s progresivni agregaci AP, coz bylo také prokazano ve studiich u BuChE-knockout
mys$i. Pouzitim inhibitort BuChE byly fibrilarni AP plaky v mozku mysi vyznamné snizeny.
Vysledky téchto studii naznacuji, Ze inhibice BuChE by mohla byt potencidlem pro odstranéni
abnormalni agregace AP a novou strategii pro 1é¢bu pokrogilejsich stadii AD 47578,

Kromé AD byla zvySena aktivita BuChE také prokazéna i u dalSich onemocnéni, jako je
hypertyredza, diabetes mellitus 1. a 2. typu, hyperlipidemie, obezita nebo urémie a byla

identifikovana urdita souvislost s metabolickym syndromem 7%,
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3.3.2. Hypotéza amyloidni kaskady

peptid A je hlavni komponentou senilnich plakl a vychazi z proteolytického Stépeni delSiho
glykoproteinu zvaného amyloidni prekurzorovy protein (APP) 3!, APP je transmembranovy
protein a miZe byt $tépen tiemi typy proteas, které jsou oznadovany jako o, B a y-sekretasa 3.

U zdravého Cloveéka, je nejcastéjsi cesta Stépeni APP prostiednictvim a-sekretasy, jinak
nazyvana jako neamyloidogenni cesta. Stépeni APP timto typem sekretasy vznika C-terminalni
fragment o délce 83 AMK (C93) a rozpustny APPa, ktery je nasledné Stépen y-sekretasou za
vzniku neskodného proteinu p3 o velikosti 3 kDa a APP intracelularni domény (AICD) *°.
Vznikly APPa, mé neuroprotektivni G€inky a jiz v 90. letech bylo prokazano, ze tento protein
podporuje riist a preziti neuront 8284,

Pii amyloidogennim $tépeni APP iniciovaného enzymem p-sekretasou (BACE-1, EC
3.4.23.46) vznika C-termindlni fragment o velikosti 99 aminokyselin (C99) a rozpustné
ektodomény APPB. Uvolnéni AR z APP vyZaduje plsobeni nejen BACE-1, ale i y-sekretasy,
ktera zpracovava APPP za vzniku neurotoxickych plak spole¢né s AICD *°. Vysledkem tohoto
proteolytického Stépeni jsou extracelularni depozity peptidi o variabilni délce 39 az 42 AMK,
v zavislosti na misté St€peni (AP40 nebo AB42), které se oznacuji jako amyloid B (AP) (Obrazek
7). Jednotlivé monomery AP agreguji do riznych shlukli za vzniku oligomert, protofibril a
fibril. Oligomery jsou rozpustné a mohou se roz§ifovat po celém mozku, pfipojuji se na synapse
a poskozuji neurony, zatimco amyloidni fibrily jsou vétsi, nerozpustné, heterogenni a shlukuji
se do senilnich plakt. Ty se nejcastéji nachazeji v mozkové kiife, neokortexu. Seskupovanim
senilnich plak dochédzi nejen k poSkozeni mozku, ale nasledné jsou vyvolavany oxidacni a
zanétlivé procesy vedouci k nevratnému poskozeni tkani v mozku vedouci ke smrti neuront .
Isoforma AP40 pifevazuje a je solubilni, naopak forma AB42 snadno podléha agregaci a je
dominantni v senilnich placich ¥’

Jak bylo uvedeno vyse, na tvorbé AP se podili pfedev§im enzym BACE-1 a y-sekretasa.
Z téchto ditvodi se tyto enzymy staly klicovymi terapeutickymi cili ve vyvoji potencionalnich
1é¢iv pro nesymptomatickou 1é¢bu AD. Terapeuticky je vyznam inhibitorQ y-sekretasy vniman
negativné z diivodu jejiho zapojeni do Notch signalni cesty *®. Tyto inhibitory disponuji pfi
dlouhodobém podavani vyraznou toxicitou a z téchto diivodu se vyvoj zamétuje pfedevsim na
inhibitory BACE-1. U modelovych mysi s vypnutym genem pro BACE-1 vSak byly
zaznamenany negativni ucinky, jako byl nardst spontannich nebo indukovanych zachvati a

navic byla zvy3ena i neonatalni letalita 32,
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Obrazek 7: Teorie amyloidni kaskady 3.

3.3.3. Teorie hyperfosforylovaného proteinu
Dalsi hypotézou, ktera se uplatiuje v patogenezi AD, je ptitomnost NFTs, ktera jsou tvoiena
parovymi helikdlnimi filamenty hyperfosforylovaného tau proteinu *+%.

Tau protein je protein pfirozené vyskytujici se v lidském téle a za normalnich okolnosti se
nachazi uvnitf nervovych bunék, neurond. Podili se predevSsim na udrzovani
stability mikrotubuli v axonech a navic hraje dfleZitou roli v axondlnim transportu. Za
patologickych podminek u pacienti s AD, je tau protein nadmérné fosforylovan
prostiednictvim glykogen synthasy kinasy-3p (GSK-38, E.C. 2.7.11.26). Nésledné& tau protein
agreguje (ztrata stability, poruSeni transportu v axonu, rozpad cytoskeletu) a vytvari NFTs.
Vysledkem celého procesu je zanik neurontl a rozvoj demence (Obrazek 8) °*7. Glykogen
syntasa kinasa-3 (GSK-3) je vSudypfitomna kinasa v lidském téle zapojena do regulace mnoha
kli¢ovych bunécnych drah, z nichz Cast se pravé ucasti ptfi neurodegenerativnich procesech.
Tento enzym byl poprvé popsan v 80 letech 20. stoleti **. V lidském téle se vyskytuji dvé
isoformy GSK-3, a sice GSK-3a a GSK-38, které jsou kodovany dvéma riznymi geny a maji
98% podobnost ve struktufe. V CNS je nejcastéji ptitomnd isoforma GSK-3 a s rostoucim
vékem se zvysuje jeji exprese *°. Studie prokazaly, ze APP a presenilin 1, tedy podslozky y-

sekretasy, jsou substraty pravé enzymu GSK-3p. 1%,
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Nejnovejsi studie naznacuji, ze GSK-3f je dulezitym a zajimavym terapeutickym cilem

nejen u pacientll s AD, ale jeji inhibice se miize uplatnit i u terapie bipolarni poruchy, cévni

101-103

mozkové piihody a u celé fady riznych typt nadorovych onemocnéni

Obrazek 8: Teorie hyperfosforylovaného tau proteinu ',

Mezi dal$i diskutované pfic¢iny tohoto zdvazného onemocnéni patii teorie oxidac¢niho stresu
a nerovnovahy, koncepce mirnych kognitivnich poruch, teorie oxidu dusnatého a novéji i

infekéni teorie 195108,

3.3.4. Terapie Alzheimerovy choroby

Jak jiz bylo uvedeno, vzhledem k tomu, Ze nezndme podstatu AD, jednd se o nevylécitelnou
chorobu. Co je v soucasné dob&é mozné, je zmirnit jeji pfiznaky a projevy, a tak zkvalitnit Zivot
pacienta co nejvice. Dulezitou roli hraje i vCasna diagnostika a co nejrychlej$i nasazeni
podptirné medikace '%°.

Soucasna terapie AD je zamétena piedevsim na cholinergni hypotézu vzniku AD, kdy tzv.
inhibitory AChE (AChE]) inhibuji AChE, coZ vede ke snizeni odbouravani ACh, a tim dochézi
ke zvySeni ACh v neurondlni $térbin€¢ a upravé cholinergni transmise. AChEi sice nejsou
schopny AD vylécit ani trvale zamezit progresi onemocnéni, ale jsou schopny zpomalit prabéh

choroby a oddalit tak ptechod nemoci do téZzkych stadii po dobu né€kolika mésicti. V soucasné
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dob¢ jsou pouzivany tii 1éCiva, které inhibuji AChE. Konkrétné se jedna o nasledujici latky:
donepezil, galanthamin a rivastigmin. Donepezil (Aricept®) je piperidinovy derivat, ktery
pusobi jako ¢isty nekompetitivni a reverzibilni AChEi. Rivastigmin (Exelon®) je latka
karbamatového typu, kterd piisobi jako pseudoireverzibilni AChEi a BuChE a je prozatim
jedinou latkou, ktera pusobi na oba enzymy. Posledni latkou z této skupiny je galanthamin
(Razadyne® v USA a Reminyl® v Evropé¢ a dal$ich zemich), Amaryllidaceae alkaloid ptivodné
izolovany zcibuli rostliny Galanthus woronovii, ktery pusobi jako kompetitivnim a
reverzibilnim AChEi a zéroven alostericky moduluje nikotinové acetylcholinové receptory
33,57-59,110

V patofyziologii AD se také uplatituje snizenad aktivita GABAergniho systému a vyssi
citlivost k excitotoxicité vyvolané glutamatem ''''>, Nadmérnou aktivaci ionotropnich
glutamatovych receptorti dochazi k nadmémému vstupu Ca** do bunék a k aktivaci fady
enzymil a kaskddam reakci, kterou mohou koncit programovanou bunéénou smrti neboli
apoptézou. Vedle AChEi se v terapii AD pouziva také memantin (3,5-dimethyladamantan-1-
amin), ktery u¢inkuje jako antagonista N-methyl-D-aspartat (NMDA) glutamatovych receptort;
tj. blokuje zvySenou aktivitu téchto receptori, a umoziiuje jejich fyziologickou funkci
nezbytnou pro tvorbu pamétovych stop !'*!!4 Rozsahlé studie prokazaly jeho efekt u stfedné
tézkych, az tézkych stadii AD. Uvadi se, ze u mirnych stadii AD jeho pouziti nepiindsi zadny
pozitivni efekt a vroce 2014 byla schvalena fixni kombinace donepezilu a memantinu

S80S Stryktury jednotlivych latek jsou znazornény v nasledujicim obrazku (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Struktury Amaryllidaceae alkaloid pouZivané v terapii Alzheimerovy choroby 7!16-118,
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V Cervnu 2021 byl pro pacienty s mirnou formou AD schvéalen FDA v USA novy 1€k s
nazvem aducanumab, ktery je na trhu dostupny pod nazvem Aduhelm™ ', Aducanumab je
lidska monoklonalni protilatka IgG1, kterd by méla byt schopna snizovat depozita AP v mozku.
Jde o prvni 1ék schopny ovlivnit vlastni patofyziologické procesy u pacientl s AD '%°. Na
druhou stranu, toto rozhodnuti bylo vysoce kontroverzni a vedlo k rezignaci tii poradci FDA
kvili absenci diikazi o u¢innosti 1éku, nebot’ klinické studie piinesly protichtidné vysledky 2.
V lednu tohoto roku byla zrychlenou cestou schvélena dal$i monoklonalni protilatka,
lecanemab (Lequembi™) 22, Stejné jako u aducanumabu, je u tohoto 1é¢iva uvadéna schopnost
redukovat depozita AP a zpomalit pokles kognice u pacientii s ranou fazi AD. Lécba je vSak
spojena s nezadoucimi ucinky, tudiz dalsi studie o bezpecnosti a icinnosti této latky jsou velmi

potiebné 1.

3.4 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae v souvislosti s moZnym vyuZitim v terapii
Alzheimerovy choroby

V roce 2001 byl agenturou FDA registrovan amarylkovity alkaloid galanthamin, ktery je
dodnes pouzivan ke zmirnéni ptiznakli po¢ate¢nich a mirnych stadii AD ',

Tato skutecnost byla impulsem pro rizné védecké skupiny k hledani novych, pokud mozno
jeste aktivnéjSich inhibitorii cholinesteras z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Do dne$ni doby bylo
izolovano a testovano velké mnozstvi téchto slou¢enin patticich do riznych strukturnich typi.
Zaroven na toto téma byla publikovana cela fada piehledovych studii a z téchto diivodi se zde
zamé&fim pouze na latky se srovnatelnou nebo vyssi inhibicni aktivitou, nez je sim galanthamin
a dale na amarylkovité alkaloidy izolované na nasem pracovisti >>!2>7128 7Za inhibi¢ni aktivitu
galanthaminu jsou zodpovédné Ctyfi strukturni prvky v jeho molekule: hydroxylova skupina
cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh sidm o sobé, tercidlni aminoskupina a
methoxyskupina.

Mezi nejzajimavéjsi AChEi in vitro patii pfedev§im derivaty galanthaminu, jako je
sanguinin, ktery ve své struktufe mé misto methoxyskupiny druhou hydroxyskupinu. Tato
zameéna je zodpovédnd az za desetindsobné zvySeni inhibicni aktivity vi€i AChE. Stejny efekt
byl popsan u latek s allylovou skupinou na atomu dusiku jako je N-allylnorgalanthamin a N-
(14-methylallylnorgalanthamin) (Obrazek 10) 2. Problémem vétsiny téchto latek je jednak
jejich velmi nizka dostupnost z rostlinného materialu a také vyssi polarita, kdy nizsi distribu¢ni

koeficient brani pestupu pies hematoencefalickou bariéru (HEB) 34127129,
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galanthamin

N-allylnorgalanthamin

S ICs0 AChE = 0,18 uM

HsCO

~ N-(14-methylallyl)norgalanthamin

ICsg AChE = 1,07+ 0,18 pM R= f ICso AChE = 0,16 UM

Obrazek 10: Derivaty galanthaminu s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou vii¢i AChE véetn& hodnot ICsg 6127129,
Jak jiz bylo dfive uvedeno, v poslednich péti letech byly na nasem pracovisti v ramci
detailnich fytochemickych studii izolovany sloucCeniny novych strukturnich typt
amarylkovitych alkaloid, a to narcikachninového a karltoninového typu z rostlin Zephyranthes
citrina, Narcissus pseudonarcissus cv. Carton, N. pseudonarcissus cv. Dutch Master a N.

15.16,130.131 * Alkaloidy narcikachninového typu ve své struktufe

poeticus cv. Pink Parasol
kombinuji galanthaminovy a galanthindolovy strukturni typ (Obrazek 11). Jedna se tedy vedle
zastupctt pallidiflorinového strukturniho typu o dal$i zédstupce dimernich amarylkovitych

alkaloidq.

| galanthaminova &ast

N
narcieliin narcimatulin

Obrazek 11: Vybrané alkaloidy narcikachninového strukturniho typu 6.

Ctyfi z téchto nové izolovanych alkaloidii byly podrobeny screeningu viiéi AChE a BuChE.
Zajimavym inhibitorem s vyvaZenou inhibi¢ni aktivitou vi¢i obéma testovanym enzymuim
v mikromoléarnich koncentracich se ukéazal byt alkaloid narcikachninového typu, narciabduliin,
izolovany z N. pseudonarcissus cv. Carton s hodnontami ICso pro AChE 3,29 + 0,73 uM a ICso
3,44 £ 0,02 uM pro BuChE '*°. Dalsi alkaloid tohoto typu, narcieliin, izolovany ze Z. citrina,
se ukdzal byt také dobrym inhibitorem vii¢i obéma enzymiim s hodnotami ICso pro AChE 18,7
+2,3 uM a ICso pro BuChE 1,34 + 0,31 uM. Tento alkaloid byl také testovan pro sviij inhibi¢ni
potencial viici POP (prolyloligopeptidasa), kdy zjiS§téna inhibice narcieliinu (ICso 163 + 13 uM)
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byla srovnatelna s berberinem (ICso 142 + 21 uM), ktery je povazovan za pfirodni inhibitor
tohoto enzymu '¢132, Nejvyssi inhibi¢ni G¢inek vici POP ze viech amarylkovitych alkaloidi
narcikachninového typu byl zjistén u narcimatulinu, izolovaného z N. pseudonarcissus cv.
Dutch Master (ICs029,1 + 1,0 uM). Kromé toho tento alkaloid vykazal také zajimavy inhibi¢ni
ucinek vici BuChE (ICs0 5,9 = 0,2 uM) a je i mirnym inhibitorem enzymu GSK-3p (ICso 20,7
£2,4uM) 5.

I prestoze je tato skupina amarylkovitych alkaloidi velice zajimava diky svym biologickym
aktivitim, problémem je vSak jejich velmi omezend dostupnost zrostlinného materidlu.
Z mnoha kilogramti ¢erstvého rostlinného materialu se podatilo izolovat vzdy do 20 miligramu
zminénych sloudenin '%3*13%_ Je tedy neredlné, Ze by tyto latky mohly byt izolovany z rostlin
pro praktické vyuziti. Do budoucna by bylo vhodné se zaméfit na studium moznosti totalni
syntézy téchto sloucenin a jejich derivatii za ucelem podrobnych studii vztahu struktura-ucinek.

Z rostliny N. pseudonarcissus cv. Carton byly navic izolovany tii nové alkaloidy, které jsou
strukturné odvozené od belladinu. V jejich struktufe se piekryva belladinova ¢ast s fragmentem
lykosininu B (Obrazek 12). Vzhledem k tomu, Ze se v jejich struktufe vyskytuji dva atomy
dusiku, ¢imz se vyznamné odliSuji od zminénych strukturnich typt, byl zaveden novy strukturni
typ amarylkovitych alkaloidd, a to karltoninovy **. Dva alkaloidy nové izolovanych sloucenin,
karltonin A a karltonin B, navic disponovaly vysokou selektivni inhibici vii¢i #ZBuChE s 1Cso
v nanomoléarnich hodnotéach (karltonin A ICsp = 0,913 £+ 0,02 uM, karltonin B ICsp = 0,031 +
0,002 uM). Vzhledem k izolovanému mnoZstvi byl z téchto latek testovan inhibi¢ni potencial
vici BuChE pouze u karltoninu A, kdy ziskana hodnota ICso 143 + 12 byla opé€t srovnatelna
s pouzitym standardem berberinem 4. U téchto latek se opét setkavame se stejnym fenoménem
jako u alkaloidli narcikachninového typu, tedy velmi nizkou dostupnosti z rostlinného
materidlu, na druhou stranu tyto alkaloidy, resp. jejich derivaty je mozZzné pfipravit relativné
jednoduchou polosyntetickou cestou. Veskeré biologické aktivity vySe zminénych alkaloidt
jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 3). Cela fada derivatt téchto latek byla na nasem
pracovisti jiZ pfipravena, ale vzhledem k tomu, Ze se jedna o jinou problematiku, nebude dale

v

rozebirana. Podrobnégjsi informace je mozné nalézt v nasledujicich publikacnich vystupech
133,134
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fragment lykosininu B

fragment belladinu

N _-7 karltonin A

Obrazek 12: Vybrané alkaloidy karltoninového strukturniho typu '%°.

karltonin B

Tabulka 3: Inhibi¢ni aktivity alkaloidd narcikachninového a karltoninové strukturni typu vici enzymim

uplatiiujici se u Alzheimerovy choroby

126

Alkaloid Strukturni typ ICso AChE (uM) (ICs0 BuChE (uM)|ICso POP (uM)|ICs0 GSK-3p (nM)
narciabduliin| narcikachninovy 3,29+0,73 3,44+ 0,02 - -
narcieliin narcikachninovy 18,7+ 2,3 1,34+ 0,31 163 £13 -
karltonin B karltoninovy >30 0,031 + 0,001 - -
karltonin A karltoninovy >30 0,913 +£0,020 143 £ 12 -
narcimatulin| narcikachninovy >30 59+0,2 29,1 +£1,0 20,724
3.5 Polosyntetické derivaty haemanthaminu a jejich biologicka aktivita

S ohledem na zaméfeni dizerta¢ni prace budou v nasledujici kapitole stru¢né shrnuty prace,
které se zabyvaly pfipravou derivatl haemanthaminu s naslednym testovanim biologickych
aktivit. Vzhledem ke skutecnosti, Ze haemanthamin vykazoval v rtiznych studiich zajimavé
biologické aktivity a jeho dostupnost z rostlinného materialu je mozna v gramovych mnozstvich
15135 bylo publikovano nékolik studii zabyvajici se piipravou jeho analog s naslednym
testovanim jeho biologickych ucink.

Ve studii zroku 2012 bylo piipraveno 12 pilotnich derivatti haemanthaminu'*®, ktery byl
izolovan z Pancratium canariense '3!3, Tyto slouceniny byly nasledné podrobeny in vitro
screeningové studii na antimalarickou aktivitu vi¢i kmentim Plasmodium falciparum citlivym
na chlorochin. V ramci studie byl také naznacen vztah mezi strukturou a aktivitou.

Strukturni obmény haemanthaminu jsou znazornény v nasledujicim schématu (Schéma 1).
Vétsina modifikaci byla provedena bud’ na hydroxylové skupin€ na uhliku C-1 nebo na dvojné
vazbé pifitomné v kruhu D. Hydroxylova skupina byla acylovdna za pouZiti riznych
acylchloridi (3-6) za vzniku esterd. Anhydrid kyseliny octové byl pouZit pro piipravu

slouceniny 7 a kyselina p-vinylbenzoova pro esterifikaci za vzniku slouceniny 8. Oxidace
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hydroxylové skupiny bylo dosazeno pouzitim Jonesova ¢inidla za ziskani odpovidajiciho
ketonu 9. Reakce latky 9 s hydrochloridem hydroxylaminu vedla k ptipravé latky 10.
Odpovidajici epoxid 11 byl pfipraven reakci s NBS a apohaemanthamin (12) byl ziskén po
reakci haemanthaminu s koncentrovanou HCI. Reakci s H>O» byl ziskan odpovidajici

N- oxidovy derivat 13. Polyhydroxylovany produkt 14 byl ziskan reakci latky 1 s BBrs.

OMe 3. R=Nic

'OR 4: R=p-BzBr

5: R=COCH(CH3),
6: R=COCH=CH,

Schéma 1: Strukturni modifikace haemanthaminu (1) za ucelem testovani jejich antimalarické aktivity. Reakéni
¢inidla a podminky (a) Ac,O, pyridin; (b) p-vinylbenzoova kyselina, DCC, DCN; (c) RCl, triethylamin, DCM;
(d) Jonesovo ¢inidlo, aceton; (¢) NH;OHCIL, NaOAc, EtOH, chladic, 15 h; (f) NBS, DCM; (g) 6M HCI 100 °C, 4
h; (h) 30 % H,0,, MeOH, 24 h; (i) BBr3, DCM, 0 °C 3¢,

Hydrogenace a bromace dvojné vazby mezi uhliky C-1 a C-2 u haemanthaminu vedla
k pripraveé derivatl 15 a 16. Derivaty 17 a 18 byly piipraveny podle popsaného postupu v praci
z roku 2006 ¥, Reakce derivatu 7 s riznymi alkylhalogenidy nésledovana reakci s -BuOK/z-
BuOH poskytla dalsi nové derivaty 19 a 20. Popsané modifikace jsou shrnuty v nésledujicim

schématu (Schéma 2).
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Schéma 2: Dalsi strukturni modifikace haemanthaminu (1) za G¢elem testovani jejich antimalarické aktivity.
Reakéni ¢inidla a podminky: (a) Hz, 10% Pd/C, THF; (b) Br,, DCM, 24 h; (¢) CH;CONHBYr, SnCls, H>O, CH3CN,
0°C; (d) CH3CONHBr, SnCls, H,O, CH3CN, 0°C; (e) RX, CH3CN, 24 h; nasledné -BuOK/~-BuOH, chladic¢, 4 h
136

Analyzou ziskanych vysledkll in vitro antimalarického screeningu lze konstatovat, ze
nejaktivnéjsi latkou ze vSech testovanych sloucenin byl haemanthamin (Tabulka 4). Pouze
epoxidovy derivat 13 vykazoval podobnou antiplasmodialni aktivitu (ICso = 1,6 £ 0,1 uM) jako
ptirodni alkaloid haemanthamin (ICso = 1,3 + 0,2 uM).

Tabulka 4: /n vitro antimalaricka aktivita vuci P. falciparum F32 haemanthaminu (1) a jeho semisyntetickych
derivatt 3¢,

Sloucenina | ICso (uM) | Sloucenina | ICso (uM)
1 1,3+£0,2 13 1,6 0,1
7 75,8+ 8,7 14 73,5+ 10,0
8 >100 15 95,5+9,5
9 51,7+49 16 92,9 + 14,8
10 433 +4,1 18 > 100
11 56,6 8,1 19 99+1,3
12 84+1,7 20 6,5+0,9

DalSim biologické aktivita haemanthaminu a jeho polosyntetickych derivatt byla studovana
ve vztahu s Alzheimerovou chorobou. Vzhledem k zaméfeni této prace a faktu, Ze vétSina

téchto studii pochazi z naseho pracovisté, bude tato problematika shrnuta v ramci diskuse.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Izolace haemanthaminu pro pripravu polosyntetickych derivati

Haemanthamin (1) pouzity za Gcelem pfipravy polosyntetickych derivatl byl izolovan v rdmci
predchozi fytochemické studie v rdmci dizertaéni prace PharmDr. Elisky Kohelové, Ph.D.,
pii¢emz izolace je popsana v nasledujicim publikaénim vystupu. '®°°. Dalsi haemanthamin pro
syntetické prace byl ziskan krystalizaci z materialu, ktery jsme obdrzeli z firmy TEVA (Opava).
Pro krystalizaci byla pouzita smés CHCI3:EtOH 1:1. Jednalo se o surovy haemanthamin, ktery

byl ziskdn béhem komercni izolace galanthaminu z rostliny N. pseudonarcissus cv. Carlton.

4.2  Priprava polosyntetickych derivati haemanthaminu

4.2.1. Piiprava 1,2-dihydrohaemanthaminu (2)

1,2-Dihydrohaemanthamin (2) byl pfipraven za vyuziti metody, kterd byla popséna
v nasledujici praci '*°. Pro reakci bylo pouzito 100 mg (0,331 mmol) haemanthaminu, které
byly rozpustény ve 3 ml bezvodého tetrahydrofuranu (THF). Vesker¢ sklo bylo pfed nasazenim
vlastni reakce umisténo do susarny, aby nebyla v reakéni bance pfitomna zbytkova vlhkost. Po
rozpusténi alkaloidu bylo do reakéni smési pridano katalytické mnozstvi Pd/C (palladium na
aktivnim uhli) a pfes gumové septum byl do reakéni smési pfivadén argon po dobu jedné
hodiny. Zéaroven byl pii nasazeni reakce umistén na batiku balonek, ktery obsahoval vodik pro
zajisténi inertniho prostiedi. Reakéni smés byla nasledné michana pii teploté 40 °C celkem 5
dni. Reak¢ni smés byla nasledné odpafena a ptecisténa za vyuziti preparativni TLC a mobilni
faze S4.

OCH,

— > <
H,, THF, 10% Pd/C

) (2)

Obrazek 13: Reakéni schéma hydrogenace haemanthaminu.

4.2.2. Priprava esterovych derivati haemanthaminu (1)

Pro ptipravu derivatii esteri 1 byla pouzita metoda popsana v nasledujicich publikac¢nich
vystupech >¢. Pro kazdou reakci bylo navazeno 50 mg (0,166 mmol) 1 a k nému nasledné
ptidano 2-3 ml bezvodého pyridinu do uplného rozpusténi. Poté bylo ptidano 2,5-5 ekvivalentu
ptislusného acylacniho ¢inidla (acylchloridu) a katalytické mnoZzstvi (cca 2 mg) DMAP. Prib¢h

reakce byl monitorovan za vyuZiti analytické TLC. Reakce byla ukoncena po zreagovani
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veSkeré vychozi latky. Nasledné byla cela reakéni smés odpafena dosucha, poté rozpusténa v
chloroformu a takto pfipravend smés byla separovana pomoci preparativni TLC za vyuziti

riznych mobilnich fazi (S1-S5).

oo
RCOOCOR, pyridin

—OH

-
RCOCI, DMAP, pyridin

Obrazek 14: Reak¢ni schéma pfipravy esterovych alifatickych a aromatickych derivati haemanthaminu.

4.2.3. Priprava etherovych derivati haemanthaminu

Pro ptipravu etherovych derivati bylo vzdy pouzito 100 mg (0,331 mmol) 1. Do vysusené¢ho
skla byl preveden 1 spole¢né s magnetickym michadlem a skrz gumové septum byly do baiky
pomoci jehly pfidany 2 ml bezvodého THF. Skrz septum byla pfipojena jehla s pifivodem
argonu pro udrzeni inertni atmosféry a po uplném rozpusténi 1 byl pfidan 1,2 ekvivalent
hydridu sodného (NaH). Z diivodu exotermické reakce byl celd baiika ochlazovéana v ledové
lazni (10 minut) a nasledné bylo pfidano 1,1 ekvivalentu alkylaéniho ¢inidla (pfisluSného alkyl-
bromidu). Cela reakéni smés byla michdna pfi laboratorni teploté alespont 8 hodin a béhem
reakce byly provadény kontrolni TLC. Po ukonceni reakce byla celd reakéni smés odparena na
vakuové odparce, rozpusténa ve smési CHCI3:EtOH (1:1) a opét podrobena kontrolni TLC.
Nasledné byla provedena preparativni TLC pomoci mobilnich fazi (S1-S5) za ucelem izolace

etherovych derivata.

Obrazek 15: Reakeni schéma piipravy etherovych derivati haemanthaminu.
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4.2.4. Prevedeni derivati na hydrochloridy

Pro stanoveni biologické aktivity byly pripravené derivaty pfevedeny na hydrochloridy za
ucelem lepsi rozpustnosti. Pfesnd navazka derivatu byla rozpusténa v bezvodém diethyletheru
tak, aby koncentrace vysledného vzorku byla 1M. Pokud nedoslo k rozpusténi, bylo ptidano co
nejmensi potfebné mnozstvi bezvodého DCM. Po Uplném rozpusténi vzorku byl ptidan
nadbytek 1M etherového roztoku chlorovodiku a nésledn¢ bylo ovéfeno pH pomoci
indika¢niho pH papirku. Pokud rozpustény derivat vykazoval kyselou reakci, byl ponechan 15
minut pii laboratorni teploté. Po 15minutové inkubaci byla zkumavka umisténa na vodni lazen
nastavenou na 40 °C do uplného odpareni rozpoustédla. Nasledné byl ke vzorku piidan suchy
diethylether (3 ml) do opétovného odpateni rozpoustédla. Tento krok byl zopakovan 3x za

ucelem uplného odstranéni nadbyte¢ného chlorovodiku.

4.3 Priprava Dragendorffova ¢inidla pro detekci alkaloidii

Zasobni roztok ¢inidla byl pfipraven smichdnim roztokit A a B v poméru 1:1, kdy roztok A byl
slozen z 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné rozpusténé v 80 ml vody
a roztok B z 16 g jodidu draselného rozpusténého v 40 ml vody. Pracovni roztok pak byl
pfipraven smiSenim 5 ml zdsobniho roztoku s 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody. Takto

ptipravené detekéni Cinidlo tvoii s alkaloidy na destickdch pokrytych silikagelem okem

viditelnou intenzivné oranZovou skvrnu ',

4.4  Chemikalie, rozpoustédla a detekéni ¢inidla

= acetonitril HPLC gradient (MeCN) (Lach-Ner, Neratovice)
= benzylbromid (Sigma-Aldrich)

= 2-bromobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

= 4-bromobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

= 2-bromobenzylbromid (Sigma-Aldrich)

= 3-bromobenzylbromid (Sigma-Aldrich)

= 4-bromobenzylbromid (Sigma-Aldrich)

= 4-decylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

= cyklohexan, p. a. (cHx) (Penta, Praha)

= destilovana voda (H>O)

= diethylamin, p. a. (Et2NH) (Penta, Praha)

= diethylether (Penta, Praha)

= 24-difluorobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

= 3 .4-dichlorobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

= 3 5-diethoxybenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

= 3 ,5-dimethylbenzylbromid (Sigma-Aldrich)

= dichlormethan (DCM)(Penta, Praha)

= dimethylaminopyridin, p. a. (DMAP) (Penta, Praha)
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Dragendorffovo Cinidlo (pfiprava v laboratoii)

dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno)

ethanol 95%, p. a. (Lihovar Chrudim, Chrudim)
ethylacetat, p. a. (EtOAc) (Penta, Praha)
4-fluorobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
3-fluorobenzylbromid (Sigma-Aldrich)
4-fluoro-3-methylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
3-furoylchlorid (Sigma-Aldrich)

heptanoyl chlorid (Sigma-Aldrich)
4-heptylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
4-hexylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

hydrid sodny, suchy (Sigma Aldrich, Praha)
2-chloro-5-nitrobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
2-chlorobenzylbromid (Sigma-Aldrich)
6-chloro-2-fluoro-3-methylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
3-chlorobenzylbromid (Sigma-Aldrich)
2-chlorobenzylbromid (Sigma-Aldrich)
2-chloro-5-nitrobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
6-chloro-2-fluoro-3-methylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
chloroform deuterizovany pro NMR analyzu (CDCls) (Sigma-Aldrich, Praha)
chloroform, p. a. (CHCI3) (Penta, Praha)
4-isopropylbenzylbromid (Sigma-Aldrich)

isovaleryl chlorid (Sigma-Aldrich)

jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice)
2-jodobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
3-jodobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
4-jodobenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
2-jodobenzylbromid (Sigma-Aldrich)

kyselina chlorovodikova, (Penta, Praha)

kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice)

methanol HPLC gradient (VWR International, Francie)
methanol LC/MS gradient (VWR International, Francie)
methanol p. a. (MeOH) (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha)
methoxyacetyl chlorid (Sigma-Aldrich)
2-methylbenzylbromid (Sigma-Aldrich)
3-methylbenzylbromid (Sigma-Aldrich)
3-nitrobenzylbromid (Sigma-Aldrich)

oktanoyl chlorid (Sigma-Aldrich)

4-pentenoylchlorid (Sigma-Aldrich)
4-pentylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)

pyridin, p. a. (Penta, Praha)

4-tert-butylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
4-tert-butylbenzylbromid (Sigma-Aldrich)
tetrahydrofuran, bezvody (THF) (Penta, Praha)

toluen, p. a. (To) (Penta, Praha)
3-(trifluoromethyl)benzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
2,4,6-trimethylbenzoylchlorid (Sigma-Aldrich)
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4.5 Mobilni soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (analyticka,
preparativni)

S1:  To:ENH (9:1)

S2:  cHx:To:Et;NH (30:60:5)

S3:  cHx:To:EttNH (50:50:5)

S4:  EtOAc:MeOH:H>O (100:13:10)

S5:  cHx:To:Et;NH (65:30:5)

4.6 Pristrojové vybaveni pouzité pii izolaci a identifikaci derivati
haemanthaminu

»  Spektrometr MS-EI na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; EI méd
70 eV; kolona HP-5 MS (30 m % 0,25 mm x 0,25 pm) (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA)

» Spektrometr MS-EST Waters Acquity qDa a detektor s diodovym polem Waters 2998 na
HPLC systému Waters AutopurificationTM (Milford, USA)

» Spektrometr HRMS-ESI, Waters Synapt G2Si s hybridnim analyzatorem quadrupole-
time-of-flight (Q-TOF) pfipojeny na Waters Acquity I-Class UHPLC System (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, USA)

» Spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

= Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Némecko)

= Rotacéni vakuové odparka (Laborota 4000 Heidolph, Némecko)

» Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Némecko)

= UV reader Synergy HT (Biotek, USA)

= UV Cabinet 4 (Camag, Svycarsko)

4.7 Preparativni a analyticka tenkovrstva chromatografie
Pro preparativni a analytickou chromatografii byly pouzity hlinikové desticky pokryté

silikagelem 60F>s4 0 vrstvé 0,2 mm s obsahem fluorescen¢niho indikatoru (Merck, Némecko).

4.8  Strukturni analyza polosyntetickych derivati haemanthaminu

4.8.1. GC-MS/EI analyza
Pro ovéfeni hmoty u nékterych pfipravenych derivatd byla pouZita metoda plynové

chromatografie za pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 s hmotnostnim
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detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV. Pro samotnou analyzu byla pouzita navazka do 0,3
mg a vzorek byl rozpustén v 1 ml methanolu o LC/MS C¢istoté. 1 pl methanolového roztoku
analyzovaného vzorku pii split 1:10 byl analyzovéan na koloné¢ HP-5 a teploté nasttiku 280 °C
za pouziti helia jako nosného plynu s pritokem 0,8 ml/min. Nasledné byl pouzit teplotni
program: 100 °C—-180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (5 °C/min), 300 °C (15

min).

4.8.2. HPLC/MS-ESI analyza

K ovéfeni pritbéhu reakce a stanoveni molekulové hmotnosti nové syntetizovanych derivatii
byla pouzita také LC-MS metoda. Méteni bylo provedeno kapalinovych chromatografem
Waters Autopurification™ HPLC-MS s hmotnostnim spektrometrem (MILFORD, USA).
Vzorky o navadzce do 0,5 mg byly rozpuStény v I ml methanolu a analyzovany na kolong
s reverzni fazi XSelect® CSHTM C18 OBDTM (100 mm X 4,6 mm, 5 um) (Milford, USA).
Jako mobilni faze byla pouzita supercista voda s 0,1 % kyseliny mravenc¢i (mobilni smés A) a
methanol s 0,1 % kyseliny mravenci (mobilni smés B) s priitokem 1 ml/min. Gradientové eluce
byla nastavena takto (v/v): 0 min 5 % B, 5 min 100 %B, 8,5 min 5 % B, 1,5 min pii po¢atecnich
podminkach. Parametry ESI-MS byly: kapilarni napéti 0,8 kV, teplota sondy 600 C, kuzelové
napéti 15V. Hmotnostni spektra byly zaznamenavany v rozsahu 200-800 m/z v pozitivhim

iontovém rezimu.

4.8.3. HRMS analyza

Vzorky o navazce do 0,5 mg byly rozpuStény a méfeny v roztoku MeCN. Hmotnostni spektra
byla méfena na spektrometru s vysokym hmotnostnim rozliSenim Waters Synapt G2Si s
ionizaci elektrosprejem v pozitivhim modu a kombinovanym analyzatorem Q-TOF. Nasledné

byly porovnany teoretické m/z s m/z experimentalné zjisténymi.

4.8.4. NMR analyza

Identifikace a potvrzeni struktury byla provedena pomoci nuklearni magnetické rezonance, kdy
spektra byla métena v roztocich CDCls pfi teploté 25 °C na spektrometru VNMR S500 (Varian)
pracujicim pii 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 pro jadra '3C a na spektrometru JNM-
ECZ600R (Jeol). K ozafovani a detekci signalu byla pouzita Sirokopasmovéa dvoukanalova
gradientova sonda s regulaci teploty (OneNMR). Chemické posuny byly méteny jako hodnoty

d pars per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci zbytkového
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signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro CDCI3 jsou u atomi 1H 6 = 7,26 ppm
a u atoma 13C & = 77,0 ppm. Méfenim ziskand data jsou uvadéna v nasledujicim potadi:
chemicky posun (3), integrovana intenzita spekter |H NMR, multiplicita (s: singlet, d: dublet,
dd: dublet dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet) a interak¢ni konstanta J (Hz).

4.8.5. Opticka otacivost

U vsech nové pfipravenych derivatu byla zméfena optickd otacivost na automatickém
polarimetru P3000 (A. Kriiss Optronic). K navazenym vzorkim (2 az 5 mg) bylo pfidano 2 ml
chloroformu do uplného rozpusténi. Poté byl roztok preveden do kyvety a zméten. Nasledné

byla vypoctena specificka otacivost dle nasledujiciho vzorce:

100 X

cxl

=

t — teplota méieni [°C]; D — sodikova ¢ara A = 589,3 nm; o — naméiena otacivost [°];

¢ — koncentrace stanovované latky [g/100 ml]; 1 — délka kyvety [dm].

4.9 Biologicka aktivita pripravenych polosyntetickych derivati
haemanthaminu

4.9.1. Inhibi¢ni aktivita derivati haemanthaminu vii¢i cholinesterasam

Stanoveni inhibi¢nich aktivit vSech derivati haemanthaminu viici huméannim cholinesterasam
bylo provedeno na Katedfe farmakognozie a farmaceutické botaniky s pomoci kolegyné
PharmDr. Daniely Suchdnkové, Ph.D. za vyuziti modifikované Ellmanovy metody. Podrobny

popis celé metodiky je mozné nalézt v nasledujicim publikaénim vystupu 4!,

4.9.2. Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i GSK-3p

Stanoveni inhibicni aktivity vybranych derivati haemanthaminu bylo provedeno ve spolupraci
s prof. Vincenzou Andrisano a dr. Angelou De Simone z Department for Life Quality Studies
University of Bologna béhem staze PharmDr. Daniely Suchankové, Ph.D. v ramci projektu
Erasmus. Inhibi¢ni aktivita testovanych latek je vyjadiena jako procento inhibice enzymu pfi
dané koncentraci a byla porovndna s maximalni inhibi¢ni aktivitou referen¢niho standardu SB-
415286 a maximalni aktivitou enzymu bez pouziti inhibitoru. Podrobny popis celé¢ metodiky

Ize nalézt v nasledujicim publika¢nim vystupu 4.
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4.9.3. Cytotoxicka aktivita derivati haemanthaminu

Stanoveni cytotoxické aktivity bylo provedeno ve spolupraci s Lékaiskou fakultou v Hradci
Kralové na Ustavu lékaiské biochemie, podrobny popis pouzité metody pro stanoveni
cytotoxické aktivity derivatd je uveden v nasledujicich publikacich *>*°. V kratkosti, viechny
testované derivaty byly nejprve podrobeny screeningu pii koncentraci 10 uM. Poté byla u
aktivnich derivatl pfipravena koncentracni fada v rozmezi od 0,1 do 100 pM tak, aby mnozstvi
DMSO nepiekrocilo 0,1 % ve vzorku. U latek vykazujici zajimavou aktivitu byla stanovena
hodnota ICso. V ramci experimentti byl jako pozitivni kontrola pouzit doxorubicin. Celé
testovani bylo provadéno kolorimetrickou metodou WST-1 za vyuziti nasledujicich bunécnych

linii Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, SAOS-2 a MRC-5.

4.9.4. Predikce prichodu litek pres hematoencefalickou bariéru

Predikce byla provedena pomoci PAMPA-BBB (parallel artificial membrane permeation assay-
blood brain barrier) ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie na Fakulté
vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany v Hradci Kralové. Diky této in vitro metod¢ lze
predikovat prichod potenciondlniho 1é¢iva pies HEB a pro samotné stanoveni byl pouzit
polérni lipid z praseciho mozku. Jako negativni kontrola byly zvoleny 1é¢iva, jez nepfestupuji
HEB (napft. cefuroxim ¢i furosemid) a jako pozitivni kontrola naopak 1é¢iva prostupujici pres
CNS (napf. rivastigmin ¢i donepezil). Podrobny popis metodiky je uveden v nasledujicich

publikacich 36143144,

4.9.5. Vypocet logBB
Hodnota logBB je logaritmicka hodnota poméru koncentrace sledované latky v mozku ku
koncentraci latky v krvi. Vypoctena hodnota se ziskava pomoci vloZeni molekularniho vzorce

ve formatu SMILES do webové stranky http://www.way2drug.com/geb.

4.10 Dockingova studie u nejaktivnéjSich latek

Pro stanoveni stézejnich strukturdlnich aspektli v souvislosti s vysokou inhibi¢ni aktivitou u
nejaktivnéjSich derivati byla provedena dockingova studie viaci ZAChE a ABuChE ve
spolupraci s Centrem biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Ptedlohova X-ray struktura proteinu #ZBuChE byla ziskana z databaze www.rcsb.org s ID 4EY6
a4EY7. Poloha s nejvyssim skore byla dale ovéfena a vylepSena 10 ns molekuldrni dynamickou
simulaci. Vysledna vazebna pozice testované latky byla porovnana se znamym inhibitorem
hBuChE takrinem428 z originalniho X-ray obrazu proteinu a 3D vizualizovana. Detailni postup

dockingové studie je uveden v néasledujici publikaci %144,
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni identifikace pripravenych derivata
Vsechny syntetizované latky byly identifikovany za vyuziti vySe popsanych metod EI-MS, LC-
MS, ESI-HRMS, NMR a optické otacivosti. Vzhledem ke skuteCnosti, ze velkd cast

pripravenych latek byla jiz predmétem vlastnich publikaénich vystupi 423%-5

, jsou v nasledujici
tabulce shrnuty nazvy, struktury a vytézky reakci vSech pripravenych latek (Tabulka 5). U latek,
které jiz byly publikovany, je uveden odkaz na publika¢ni vystup, kde je mozné dohledat popisy
veSkerych spekter. Struktury pfipravenych derivatii jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach

(Tabulka 6, Tabulka 7).

Tabulka 5: Prehled syntetizovanych derivatii haemanthaminu.

Latka | Nazev derivatu V)g)/eoz)ek Reference/kapitola

1 haemanthamin - -

2 1,2-dihydrohaemanthamin 20 136

Esterové derivaty haemanthaminu

3 11-0-acetylhaemanthamin 92 35

4 11-O-propionylhaemanthamin 87 5

5 11-O-isobutanoylhaemanthamin 85 5

6 11-O-pentanoylhaemanthamin 85 5

7 11-O-hexanoylhaemanthamin 90 5

8 11-O-butanoyalhaemanthamin 89 5

9 11-O-isovalerylhaemanthamin 96 5.2.1.
10 11-O-heptanoylhaemanthamin 98 5.2.2.
11 11-0O-oktanoylhaemanthamin 96 523
12 | 11-O-4-pentenoylhaemanthamin 80 42
13 11-O-benzoylhaemanthamin 85 5
14 | 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin 65 5
15 | 11-O-(3-methylbenzoyl)haemanthamin 81 36
16 | 11-O-(4-methylbenzoyl)haemanthamin 87 36
17 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthamin 80 42
18 | 11-0O-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthamin 63 42
19 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthamin 78 524
20 | 11-0-(2,4,6-trimethylbenzoyl)haemanthamin 65 145
21 11-O-(4-ethylbenzoyl)haemanthamin 80 56
22 | 11-O-(4-butylbenzoyl)haemanthamin 60 145
23 11-O-(4-tert-butylbenzoyl)haemanthamin 45 143
24 | 11-O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin 60 145
25 | 11-O-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin 75 145
26 | 11-O-(4-heptylbenzoyl)haemanthamin 58 145
27 | 11-O-(4-decylbenzoyl)haemanthamin 50 145
28 1 1-0-(2-methoxybenzoyl)haemanthamin 82 36
29 | 11-O-(3-methoxybenzoyl)haemanthamin 95 5
30 | 11-O-(4-methoxybenzoyl)haemanthamin 86 36
31 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 68 36
32 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 73 36
33 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 88 5.2.5.
34 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthamin 82 5.2.6.
35 | 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthamin 63 42
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Tabulka 5: Piehled syntetizovanych derivati haemanthaminu (pokracovani).

36 11-0-(3-hydroxybenzoyl)haemanthamin 82 5.2.7.
37 11-O-(2-bromobenzoyl)haemanthamin 92 5.2.8.
38 11-O-(3-bromobenzoyl)haemanthamin 93 5
39 11-O-(4-bromobenzoyl)haemanthamin 96 529
40 11-O-(2-chlorobenzoyl)haemanthamin 79 36
41 11-O-(3-chlorobenzoyl)haemanthamin 85 5
42 11-O-(4-chlorobenzoyl)haemanthamin 78 36
43 | 11-0-(3,4-dichlorobenzoyl)haemanthamin 73 42
44 | 11-0-(2-jodobenzoyl)haemanthamin 60 42
45 11-0-(3-jodobenzoyl)haemanthamin 78 5.2.10.
46 | 11-O-(4-jodobenzoyl)haemanthamin 67 42
47 11-O-(2-fluorobenzoyl)haemanthamin 98 5.2.11.
48 11-O-(3-fluorobenzoyl)haemanthamin 74 36
49 11-0O-(4-fluorobenzoyl)haemanthamin 96 5.2.12
50 | 11-0-(2,4-difluorobenzoyl)haemanthamin 70 146
51 11-0O-(3-trifluormethylbenzoyl)haemanthamin 80 5.2.13
52 | 11-O-(2-nitrobenzoyl)haemanthamin 69 56
53 11-0O-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin 75 56
54 | 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin 65 5
55 | 11-0-(3,5-dinitrobenzoyl)haemanthamin 72 42
56 11-O-(2-chloro-5-nitrobenzoyl)haemanthamin 96 5.2.14
57 | 11-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamin 77 42
58 | 11-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)haemanthamin 87 42
59 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthamin 83 2
60 | 11-O-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthamin 60 42
61 | 11-O-(4-fluoro-3-methylbenzoyl)haemanthamin 83 42
11-O-(6-chloro-2-fluoro-3-
62 | methylbenzoyl)haemanthamin 70 42
63 | 11-O-(2-naphtoyl)haemanthamin 63 42
64 | 11-O-(1-naphtoyl)haemanthamin 73 42
65 | 11-O-(2-furoyl)haemanthamin 63 42
66 | 11-O-(3-furoyl))haemanthamin 80 2
Etherové deriviaty haemanthaminu

67 11-0O-benzylhaemanthamin 40 5.2.15
68 11-0O-(2-methylbenzyl)haemanthamin 41 5.2.16
69 11-0O-(3-methylbenzyl)haemanthamin 36 5.2.17
70 11-0-(3,5-dimethylbenzyl)haemanthamin 42 5.2.18
71 11-O-(4-isopropylbenzyl)haemanthamin 40 145
72 11-O-(4-tert-butylbenzyl)haemanthamin 45 145
73 11-0O-(2-bromobenzyl)haemanthamin 30 5.2.19
74 11-0O-(3-bromobenzyl)haemanthamin 29 5.2.20
75 11-0-(4-bromobenzyl)haemanthamin 26 5.2.21
76 11-O-(2-chlorobenzyl)haemanthamin 37 5.2.22
77 11-O-(3-chlorobenzyl)haemanthamin 28 5.2.23
78 11-O-(3-fluorobenzyl)haemanthamin 41 5.2.24
79 11-0O-(2-jodobenzyl)haemanthamin 35 5.2.25
80 11-O-(3-nitrobenzyl)haemanthamin 41 5.2.26
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Tabulka 6: Struktury derivati haemanthaminu pfipravenych v rdmci dizertacni prace.

Latka Nazev derivatu/Struktura Substituent
1 haemanthamin
2 1,2-dihydrohaemanthamin i
Esterové derivaty haemanthaminu
R R

3 11-O-acetylhaemanthamin COCH;

4 11-O-propionylhaemanthamin COCH,CH3

5 11-O-isobutanoylhaemanthamin COCH(CH3)2

6 11-O-pentanoylhaemanthamin CO(CH2);CH3

7 11-O-hexanoylhaemanthamin CO(CH2)4CH3

8 11-O-butanoyalhaemanthamin CO(CH»).CHj;

9 11-O-isovalerylhaemanthamin CO(CHj3),CHCH,

10 11-O-heptanoylhaemanthamin CO(CH»)sCHj3

11 11-0-oktanoylhaemanthamin CO(CH»)¢CHj3
12 11-0-4-pentenoylhaemanthamin CO(CH;),CHCH»

13 11-O-benzoylhaemanthamin COCgHs

Ry
Ry
R1 R2 R3 R4 RS
Ry
R4

14 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin Me H H H H
15 11-0-(3-methylbenzoyl)haemanthamin H Me H H H
16 11-O-(4-methylbenzoyl)haemanthamin H H Me H H
17 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthamin Me Me H H H
18 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthamin H Me H Me H




Tabulka 6: Struktury derivat haemanthaminu pfipravenych v rdmci dizertacni prace (pokracovani).

19 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthamin Me H H H Me
20 11-0-(2,4,6-trimethylbenzoyl)haemanthamin Me H Me H Me
21 11-O-(4-ethylbenzoyl)haemanthamin H H CH3CH, H H
22 11-O-(4-butylbenzoyl)haemanthamin H H (CH2),CH3 H H
23 11-O-(4-tert-butylbenzoyl)haemanthamin H H C(CHs»)s3 H H
24 11-O-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin H H CH;3(CHaz)4 H H
25 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin H H CH3(CH>)s H H
26 11-O-(4-heptylbenzoyl)haemanthamin H H CH;3(CHaz)s H H
27 11-0O-(4-decylbenzoyl)haemanthamin H H CH3(CHa)o H H
28 11-O-(2-methoxybenzoyl)haemanthamin OMe H H H H
29 11-0O-(3-methoxybenzoyl)haemanthamin H OMe H H H
30 11-O-(4-methoxybenzoyl)haemanthamin H H OMe H H
31 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthamin H OMe H OMe H
32 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthamin H OMe OMe H H
33 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthamin OMe H H H OMe
34 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthamin H OMe OMe OMe H
35 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthamin H OEt H OEt H
36 11-O-(3-hydroxybenzoyl)haemanthamin H H OH H H
37 11-O-(2-bromobenzoyl)haemanthamin Br H H H H
38 11-O-(3-bromobenzoyl)haemanthamin H Br H H H
39 11-O-(4-bromobenzoyl)haemanthamin H H Br H H
40 11-O-(2-chlorobenzoyl)haemanthamin Cl H H H H
41 11-O-(3-chlorobenzoyl)haemanthamin H Cl H H H
42 11-O-(4-chlorobenzoyl)haemanthamin H H Cl H H
43 11-0-(3,4-dichlorobenzoyl)haemanthamin H Cl Cl H H
44 11-0O-(2-jodobenzoyl)haemanthamin 1 H H H H
45 11-0O-(3-jodobenzoyl)haemanthamin H I H H H
46 11-0O-(4-jodobenzoyl)haemanthamin H H 1 H H
47 11-O-(2-fluorobenzoyl)haemanthamin F H H H H
48 11-O-(3-fluorobenzoyl)haemanthamin H F H H H
49 11-O-(4-fluorobenzoyl)haemanthamin H H F H H
50 11-0-(2,4-difluorobenzoyl)haemanthamin F H F H H
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Tabulka 6: Struktury derivatti haemanthaminu pfipravenych v ramci dizertacni prace (pokracovani).

51 11-O-(3-trifluormethylbenzoyl)haemanthamin H CF3 H H H
52 11-O-(2-nitrobenzoyl)haemanthamin NO; H H H H
53 11-O-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin H NO, H H H
54 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin H H NO, H H
55 11-0-(3,5-dinitrobenzoyl)haemanthamin H NO, H NO, H
56 11-O-(2-chloro-5-nitrobenzoyl)haemanthamin Cl H H NO, H
57 11-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamin H NO, Cl H H
58 11-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)haemanthamin H NO; Me H H
59 11-0O-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthamin H Br H NO; H
60 11-O-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthamin Cl H NO; H H
61 11-O-(4-fluoro-3-methylbenzoyl)haemanthamin H Me F H H
62 11-O-(6-chloro-2-fluoro-3-methylbenzoyl)haemanthamin F Me H H Cl
63 11-O-(2-naphtoyl)haemanthamin _ 0. R

64 11-O-(1-naphtoyl)haemanthamin i o R o

65 11-0-(2-furoyl)haemanthamin ; O‘ o O‘ - WO o W

66 11-0O-(3-furoyl)haemanthamin
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Tabulka 7: Struktury etherovych derivati haemanthaminu pfipravenych v rdmci dizertacni prace.

Latka Nazev derivatu/Struktura Substituent
Etherové derivaty haemanthaminu
67 11-O-benzylhaemanthamin
R1
Ra
R1 R2 R3 R4 RS
R3
R4

68 11-0-(2-methylbenzyl)haemanthamin Me H H H H
69 11-0O-(3-methylbenzyl)haemanthamin H Me H H H
70 11-0-(3,5-dimethylbenzyl)haemanthamin H Me H Me H
71 11-O-(4-isopropylbenzyl)haemanthamin H H CH(CHz3), H H
72 11-O-(4-tert-butylbenzyl)haemanthamin H H C(CHs»)s3 H H
73 11-O-(2-bromobenzyl) haemanthamin Br H H H H
74 11-O-(3-bromobenzyl)haemanthamin H Br H H H
75 11-O-(4-bromobenzyl)haemanthamin H H Br H H
76 11-O-(2-chlorobenzyl)haemanthamin Cl H H H H
77 11-O-(3-chlorobenzyl)haemanthamin H Cl H H H
78 11-O-(3-fluorobenzyl)haemanthamin H F H H H
79 11-0O-(2-jodobenzyl)haemanthamin I H H H H
80 11-O-(3-nitrobenzyl)haemanthamin H NO» H H H
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5.2  Strukturni analyza doposud nepublikovanych derivati

5.2.1. 11-O-isovalerylhaemanthamin (9)

Vyteézek 48 mg (96 %); bila amorfni latka, [a]**p=+75,2 (c = 0,149; CHCl5).

TH NMR (500 MHz, CDCI3) 8: 6.91 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.36 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.15 (dd,
J=10.0 Hz, J=5.1 Hz, 1H), 5.90 (s, 2H), 4.98 (dd, /= 7.0 Hz, J=3.5 Hz, 1H), 436 (d, J =
16.8 Hz, 1H), 3.87-3.82 (m, 1H), 3.73 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.45-3.37 (m, 2H), 3.37 (s, 3H),
3.32(td,J=14.2 Hz,J = 3.5 Hz, 1H), 2.11 (dd, /= 7.0 Hz, J = 3.5 Hz, 2H), 2.08-1.99 (m, 2H),
1.94 (td, J=13.6 Hz, J=4.2 Hz, 1H), 0.95 (d, /= 3.7 Hz, 3H), 0.94 (d, /= 3.7 Hz, 3H);

I3C NMR (125 MHz, CDCls) 8: 172.1, 146.7, 146.4, 134.4, 129.5, 127.8, 126.4, 106.6, 103.9,
100.9, 80.2, 72.6, 62.9, 61.2, 60.8, 56.5, 49.1, 43.6, 28.3, 25.4, 22.5, 22 4.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C2,H2sNOs " 386,1962 [M+H]", naméfena 386,1966.

5.2.2. 11-O-heptanoylhaemanthamin (10)

Vytézek 49 mg (98 %); bila amorfni latka, [a]**p=+58,5 (c = 0,110; CHCI5).

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 6.91 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.36 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.15 (dd,
J=10.2 Hz, J=5.1 Hz, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 4.98 (dd, /=7.2 Hz, J= 3.6 Hz, 1H), 4.36 (d,
J=16.8 Hz, 1H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.72 (d, J=16.9 Hz, 1H), 3.37 (s, overlap, 3H), 3.45—
3.27 (m, overlap, 3H), 2.29-2.15 (m, 2H), 2.09-2.01 (m, 1H), 1.95 (td, /= 13.5 Hz, J=4.3 Hz,
1H), 1.62-1.50 (m, 2H), 1.37-1.23 (m, 6H), 0.90 (t, /= 6.9 Hz, 3H).

I3C NMR (125 MHz, CDCls) &: 172.8, 146.6, 146.4, 134.4, 129.4, 127.9, 126.6, 106.6, 104.0,
100.9, 80.2, 72.6, 62.8, 61.3, 60.8, 56.5, 49.2, 34.5, 31.5, 28.8, 28.4, 24.8, 22.5, 14.0.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H3NOs "™ 414,2275 [M+H]", namétena 414,2280.

5.2.3. 11-0O-oktanoylhaemanthamin (11)

Vytezek 48 mg (96 %); bila amorfni latka, [a]**p= +68,4 (c = 0,150; CHCI5).

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) 8: 6.91 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.36 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.15 (dd,
J=10.1 Hz, J= 5.1 Hz, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 4.98 (dd, /= 7.4 Hz, J= 3.6 Hz, 1H), 4.36 (d,
J=16.9 Hz, 1H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.72 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 3.45-3.31 (m, overlap, 2H),
3.37 (s, overlap, 3H), 3.30 (dd, J=14.3 Hz, J= 3.6 Hz, 1H), 2.22 (td, /= 7.4 Hz, J= 4.4 Hz,
2H), 2.08-2.01 (m, 1H), 1.95 (td, J = 13.6 Hz, J = 4.3 Hz, 1H), 1.60-1.53 (m, 2H), 1.35-1.25
(m, 8H), 0.89 (t, J= 6.7 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 172.8, 146.7, 146.4, 134.5, 129.4, 127.9, 126.6, 106.6, 104.0,
100.9, 80.2, 72.7, 62.8, 61.3, 60.8, 56.5,49.2, 34.5, 31.7, 29.1, 28.9, 28.5, 24.9, 22.6, 14.1.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C2sH34Os" 428,2432 [M+H]", namé&fena 428,2437.



5.2.4. 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthamin (19)

Vytezek 39 mg (78 %); bila amorfni latka, [a]**p=+54,5 (c = 0,110; CHCI5).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.19 (t,J= 7.6 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.01 (s, 1H),
6.53 (d, J =10.1 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.18 (dd, J = 10.1 Hz, J = 5.1 Hz, 1H), 5.93 (s, 2H),
5.25-5.19 (m, 1H), 4.40 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.81-3.73 (m, 2H), 3.57 (dd, /=143 Hz,J=7.2
Hz, 1H), 3.48-3.39 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 2.31 (s, 6H), 2.07-1.99 (m, 1H), 1.87 (td, J = 13.6
Hz,J=4.2 Hz, 1H).

I3C NMR (125 MHz, CDCls) 8: 169.1, 146.7, 146.5, 135.2, 134.6, 133.3, 130.1, 129.4, 127.9,
127.7, 126.6, 106.7, 104.0, 100.9, 81.2, 72.6, 63.0, 61.2, 61.0, 56.5, 49.1, 28.3, 20.0.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C26H2sNOs" 434,1962 [M+H]", naméfena 434,1970.

5.2.5. 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthamin (33)

Vytezek 44 mg (88 %); bila amorfni latka, [a]**p=+74,6 (c = 0,140; CHCI5).

TH NMR (500 MHz, CDCI3) &: 7.26 (t,J=7.9 Hz, 1H), 6.97 (s, 1H), 6.57-6.51 (m, 2H), 6.50—
6.44 (m, 2H), 6.14 (dd, J=10.0 Hz, J= 5.1 Hz, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 5.14 (dd, /= 7.0 Hz,
J=3.5Hz, 1H), 438 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.79 (s, overlap, 6H), 3.84-3.73 (m, overlap, 2H),
3.63-3.51 (m, 1H), 3.48-3.37 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 2.05-1.95 (m, 2H).

I3C NMR (125 MHz, CDCls) 8: 165.5, 157.5, 146.6, 146.4, 134.8, 131.0, 129.1, 127.7, 126.6,
112.8, 106.6, 104.1, 103.9, 100.8, 81.4, 72.8, 63.0, 61.4, 61.2, 56.4, 55.8, 48.7, 28.0.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C26H2sNO7" 496,1861 [M+H]", namétena 496,1872.

5.2.6. 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthamin (34)

Vytezek 41 mg (82 %); bila amorfni latka, [a]**p=+78,7 (c = 0,122; CHCl5).

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.18 (s, 2H), 6.92 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.45 (d, J = 10.1 Hz,
1H), 6.15 (dd, J = 10.1 Hz, J = 5.0 Hz, 1H), 5.92-5.87 (m, 2H), 5.14 (dd, J=7.1 Hz, J=3.4
Hz, 1H), 4.38 (d, J=16.8 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.88 (s, 6H), 3.86-3.82 (m, 1H), 3.76 (d, J =
16.8 Hz, 1H), 3.55 (dd, J=14.5 Hz, J=7.0 Hz, 1H), 3.47-3.37 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 2.13 (dd,
J=13.6 Hz, J=4.9 Hz, 1H), 2.06 (td, J=13.6 Hz, J=4.1 Hz, 1H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 164.9, 152.9, 146.7, 146.5, 142.3, 134.2, 129.3, 128.0, 126.6,
125.0, 106.6, 106.5, 103.8, 103.5, 100.8, 81.0, 72.6, 62.8, 61.2, 60.8, 56.5, 56.1, 49.0, 28.6.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C27H30NOs" 496,1966 [M+H]", namétena 496,1976.
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5.2.7. 11-0-(3-hydroxybenzoyl)haemanthamin (36)

Vytézek 41 mg (82 %); bila amorfni latka, [a]**p=+10,5 (c = 0,185; CHCl5).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.50 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.32 (t, J = 7.9 Hz, 1H),
7.07 (d,J=7.9 Hz, 1H), 6.98 (s, 1H), 6.52 (s, 1H), 6.42 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.13 (dd, J=10.1
Hz, J=5.0 Hz, 1H), 5.96-5.91 (m, 2H), 5.26 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.45 (d, J = 16.7 Hz, 1H),
3.89-3.83 (m, 1H), 3.82 (d, /= 16.7 Hz, 1H), 3.60-3.50 (m, 3H), 3.33 (s, 3H), 2.23-2.12 (m,
2H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 165.5, 156.9, 147.0, 146.8, 133.8, 131.1, 129.9, 129.6, 127.3,
125.5,121.3, 121.1, 115.7, 106.7, 104.1, 101.0, 80.6, 72.1, 62.9, 60.8, 60.3, 56.5, 49.6, 28.4.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H 24NO6421,1578 [M+H]", namé&fena 421,1597.

5.2.8. 11-0-(3-jodobenzoyl)haemanthamin (45)

Vytézek 39 mg (78 %); bila amorfni latka, [a]**p=+38,1 (c = 0,105; CHCI5).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) 8: 8.25 (bs, 1H), 7.91-7.84 (m, 2H), 7.18 (t,J= 7.9 Hz, 1H), 6.94
(s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.41 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.14 (dd, J=10.1 Hz, J = 5.0 Hz, 1H), 5.94—
5.89 (m, 2H), 5.19 (dd, J= 7.1 Hz, J = 3.5 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 3.90-3.84 (m,
1H), 3.78 (d,J=16.9 Hz, 1H), 3.54 (dd, /= 14.5 Hz, J= 7.0 Hz, 1H), 3.50-3.40 (m, 2H), 3.37
(s, 3H), 2.16 (dd, J=13.7 Hz, J=4.6 Hz, 1H), 2.04 (td, /= 13.7 Hz, J= 4.3 Hz, 1H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 164.0, 146.8, 146.6, 141.9, 138.4, 134.1, 132.0, 130.2, 129.8,
128.4,127.6, 126.5, 106.7, 103.9, 100.8, 93.9, 81.2, 72.4, 62.9, 61.2, 60.9, 56.6, 49.3, 28.6.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H23INOs* 532,0616 [M+H]", naméiena 532,0620.

5.2.9. 11-0-(2-bromobenzoyl)haemanthamin (37)

Vytezek 46 mg (92 %); bila amorfni latka, [a]**p=+18,5 (c = 0,130; CHCl5).

'"H NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.67-7.60 (m, 2H), 7.38-7.29 (m, 2H), 6.97 (s, 1H), 6.48 (s,
1H), 6.46 (d, /= 10.1 Hz, 1H), 6.15 (dd, J=10.1 Hz, J= 5.1 Hz, 1H), 5.92-5.88 (m, 2H), 5.22—
5.17 (m, 1H), 4.38 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.84-3.79 (m, 1H), 3.75 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.54—
3.45 (m, 2H), 3.41 (dd, J=13.1 Hz, J=4.9 Hz, 1H), 3.34 (s, 3H), 2.10-2.04 (m, 1H), 2.01 (td,
J=13.4Hz,J=4.2 Hz, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) 8: 165.2, 146.8, 146.6, 134.6, 134.4, 132.7, 132.0, 131.1, 129.9,
127.9,127.3,126.8, 121.9, 106.7, 104.2, 101.0, 81.7, 72.6, 63.0, 61.4, 60.7, 56.6, 49.5, 29.6.
ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C24H23BrNOs* [M+H]" 484,0754, naméfena 484,0765.
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5.2.10. 11-O-(4-bromobenzoyl)haemanthamin (39)

Vytezek 48 mg (96 %); bila amorfni latka, [a]**p=+55,6 (c = 0,180; CHCI5).

TH NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.80-7.70 (m, 2H, AA'BB’), 7.58-7.50 (m, 2H, AA'BB’), 6.91
(s, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.38 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.08 (dd, /= 10.1 Hz, J= 5.1 Hz, 1H), 5.92—
5.84 (m, 2H), 5.16 (dd, J=7.1 Hz, J= 3.5 Hz, 1H), 4.37 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.85-3.77 (m,
1H), 3.74 (d, J=16.8 Hz, 1H), 3.50 (dd, /= 14.5 Hz, J= 7.1 Hz, 1H), 3.44-3.36 (m, 2H), 3.33
(s, 3H), 2.13-2.07 (m, 1H), 2.01 (td, /= 13.6 Hz, J= 4.3 Hz, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) 8: 164.9, 146.8, 146.7, 134.3, 131.9, 130.9, 129.7, 129.2, 128.3,
127.8, 126.8, 106.8, 104.0, 101.0, 81.3, 72.6, 63.0, 61.4, 61.1, 56.6, 49.4, 28.8.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H23BrNOs* [M+H]" 484,0754, naméfena 484,0757.

5.2.11. 11-O-(2-fluorobenzoyl)haemanthamin (47)

Vytézek 49 mg (98 %); bila amorfni latka, [a]**p=+9,4 (c = 0.170; CHCl5).

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 8: 7.84 (td, J= 7.6 Hz, J= 1.5 Hz, 1H), 7.55-7.47 (m, 1H), 7.19
(td, J=7.6 Hz, J= 1.5 Hz, 1H), 7.10 (dd, J= 11.1 Hz, J = 7.6 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.48 (s,
1H), 6.40 (d,J=10.1 Hz, 1H), 6.12 (dd, /= 10.1 Hz, J= 5.0 Hz, 1H), 5.92-5.87 (m, 2H), 5.23
(dd, J=6.6 Hz, J=4.0 Hz, 1H), 4.38 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.76 (d,/=16.8
Hz, 1H), 3.55-3.43 (m, 2H), 3.42 (dd, /= 12.4 Hz, J= 5.5 Hz, 1H), 3.34 (s, 3H), 2.16-2.05 (m,
2H).

13C NMR (500 MHz, CDCl3) 8: 163.5 (d, J = 3.7 Hz), 161.9 (d, J = 260.3 Hz), 146.8, 146.6,
134.6 (d,/=9.0 Hz), 134.2, 132.1, 129.9, 127.3, 126.5, 124.0 (d, /= 3.7 Hz), 118.5 (d, /=9.9
Hz), 117.0 (d, J=22.6 Hz), 106.6, 104.0, 100.9, 81.2, 72.6, 62.9, 61.2, 60.7, 56.5, 49.3, 28.1.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H23FNOs™ [M+H]" 424,1558, naméfena 424,1555.

5.2.12. 11-0O-(4-fluorobenzoyl)haemanthamin (49)

Vytezek 48 mg (96 %); bila amorfni latka, [a]**p=+52,4 (c = 0,145; CHCls).

'"H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.98-7.90 (m, 2H, AA'BB’), 7.15-7.07 (m, 2H, AA'BB’), 6.95
(s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.43 (d, J=10.0 Hz, 1H), 6.12 (dd, /= 10.0 Hz, J = 5.1 Hz, 1H), 5.94—
5.89 (m, 2H), 5.19 (dd, J=7.1 Hz, J= 3.5 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.89-3.83 (m,
1H), 3.78 (d, J=16.8 Hz, 1H), 3.58-3.50 (m, 1H), 3.49-3.38 (m, 2H), 3.36 (s, 3H), 2.18-2.10
(m, 1H), 2.05 (td, J=13.6 Hz, J=4.3 Hz, 1H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 165.8 (d, J = 254.3 Hz), 164.5, 146.7, 146.5, 134.2, 131.8 (d,
J=9.2 Hz), 129.5, 127.7, 126.6, 126.3 (d, J = 3.0 Hz), 115.6 (d, J = 22.0 Hz), 106.6, 103.9,
100.9, 81.0, 72.4, 62.9, 61.3, 61.0, 56.5, 49.2, 28.6.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H23FNOs" [M+H]" 424,15548, namé&fena 424,1559.
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5.2.13. 11-0-(2-chloro-5-nitrobenzoyl)haemanthamin (56)

Vyteézek 47 mg (94 %); nazloutla amorfni latka; [a]**p=+27,8 (c = 0,115; CHCl5).

TH NMR (500 MHz, CD30D) &: 8.57 (d, J=2.8 Hz, 1H), 8.33 (dd, /= 8.8 Hz, J=2.8 Hz, 1H),
7.75 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.59 (s, 1H), 6.53 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.24 (dd, J =
10.1 Hz, J=5.0 Hz, 1H), 5.92 (s, 1H), 5.91 (s, 1H), 5.21 (dd, J= 7.2 Hz, J=3.4 Hz, 1H), 4.37
(d,J=16.8 Hz, 1H), 3.95-3.89 (m, 1H), 3.86 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.64 (dd, J=14.5Hz,J=7.2
Hz, 1H), 3.47 (dd, J= 14.5Hz, J=3.4 Hz, 1H), 3.43-3.38 (m, 1H), 3.36 (s, 3H), 2.14-2.01 (m,
2H).

I3C NMR (125 MHz, CDs0D) &: 163.8, 148.5, 148.4, 147.7,141.2, 134.9, 133.8, 131.9, 131.3,
128.6, 128.4,127.4, 127.1, 107.9, 104.7, 102.5, 82.9, 73.7, 64.2, 61.6, 60.9, 56.9, 50.7.
ESI-HRMS m/z teoretick4 hodnota C24H22CIN2O7" [M+H]" 485,1130, namé&iena 485,11098.

5.2.14. 11-O-(3-trifluormethylbenzoyl)haemanthamin (51)

Vytézek 40 mg (80 %); bila amorfni latka, [a]**p=-56,7 (c = 0,120; CHCl5).

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 8.19 (d, /= 1.8 Hz, 1H), 8.11 (dt, J= 7.8 Hz, J = 1.5 Hz, 1H),
7.86-7.81 (m, 1H), 7.60 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.52 (s, 1H), 6.44 (d, J = 10.1 Hz,
1H), 6.15 (dd, J=10.1 Hz, J = 5.1 Hz, 1H), 5.95-5.90 (m, 2H), 5.23 (dd, J=7.1 Hz, J=3.5
Hz, 1H), 4.41 (d, /= 16.9 Hz, 1H), 3.87 (td, J = 4.8 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 3.82-3.69 (m, 1H),
3.57(dd,J=14.4Hz J="7.1 Hz, 1H), 3.46 (dt,J=13.7 Hz, J= 3.9 Hz, 2H), 3.38 (s, 3H), 2.16
(ddt, J=13.7Hz,J=4.8 Hz, J= 1.5 Hz, 1H), 2.05 (td, /= 13.7 Hz, J= 3.9 Hz, 1H).

I3C NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 164.2, 146.8, 146.6, 134.1, 132.5, 131.0, 129.8, 129.6 (q, J =
3.8 Hz), 129.2,127.7,126.7,126.3 (q, J=3.8 Hz), 123.9 (q, J=267.5 Hz), 106.7, 103.9, 101.0,
81.4,72.5,62.9,61.3,61.1, 56.6,49.2, 28.7.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C2sH23F3NOs"™ 474,1523 [M+H]", naméfena 474,1526.

5.2.15. 11-O-benzylhaemanthamin (67)

Vytezek 40 mg (40 %); bila amorfni latka; [a]**p =+ 102,9 (c = 0,105; CHCl5).

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.33-7.29 (m, 2H), 7.29-7.25 (m, overlap, 1H), 7.26-7.21 (m,
2H), 6.89 (s, 1H), 6.52 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 6.25 (dd, J=10.1 Hz, J=5.0 Hz, 1H),
5.93-5.89 (m, 2H), 4.55 (d, J= 12.2 Hz, 1H), 4.39 (d, overlap, J=16.7 Hz, 1H), 4.36 (d,
overlap, J=12.2 Hz, 1H), 3.93-3.87 (m, 1H), 3.78 (dd, J= 6.6 Hz, J=3.7 Hz, 1H), 3.74 (d, J
=16.7 Hz, 1H), 3.44-3.39 (m, 3H), 3.38 (s, 3H), 2.24 (td, /J=13.4 Hz, J=4.3 Hz, 1H), 2.15—
2.09 (m, 1H).
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13C NMR (126 MHz, CDCls) &: 146.7, 146.3, 138.2, 135.2, 129.7, 128.3, 127.5, 127.4, 127.1,
106.8, 103.9, 103.4, 100.9, 87.7, 72.6, 63.1, 62.7, 62.0, 60.7, 56.6, 50.0, 27.9.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24H26NO4" [M+H]" 392,1857, namétena 392,1856.

5.2.16. 11-O-(2-methylbenzyl)haemanthamin (68)
Vytézek 41 mg (41 %); bila amorfni latka; [a]**p=+3,8 (c = 0,105; CHCl5).

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7.20 (dd, J=7.2 Hz, J= 1.8 Hz, 1H), 7.19-7.10 (m, 3H), 6.87
(s, IH), 6.48 (d, /= 10.1 Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 6.18 (ddd, /= 10.1 Hz, J=5.0 Hz, J=1.1 Hz,
1H), 5.88 (d, overlap, J = 6.2, 1H), 5.88 (d, overlap, J = 6.2, 1H), 4.48 (d, J = 11.9 Hz, 1H),
4.33 (d, overlap, J=17.3 Hz, 1H), 4.31 (d, overlap, /J=11.9 Hz, 1H), 3.88-3.83 (m, 1H), 3.75
(ddd, J=6.5 Hz, J=4.2 Hz, J=1.1 Hz, 1H), 3.68 (d, J=17.3 Hz, 1H), 3.35 (s, 3H), 3.39-3.28
(m, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.18 (td, /= 13.5 Hz J=4.2 Hz, 1H), 2.04-1.97 (m, 1H).

I3C NMR (125 MHz, CDCl3) &: 146.5, 146.1, 136.3, 136.1, 135.6, 130.0, 129.5, 127.8, 127.6,
126.6, 125.7, 106.7, 103.3, 100.8, 88.5, 73.0, 71.2, 62.9, 62.3, 61.1, 56.5, 49.9, 28.2, 18.8.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C2sH2sNO4" [M+H]" 406,2013, namétena 406,2018.

5.2.17.11-0-(3-methylbenzyl)haemanthamin (69)
Vytezek 36 mg (36 %); bila amorfni latka; [a]**p=+52,0 (c = 0,100; CHCl5).

'H NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.19 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.02 (s,
overlap, 1H), 7.01 (d, overlap, J= 7.4 Hz, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.52 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.44 (s,
1H), 6.21 (ddd, J=10.1 Hz, J=5.0Hz, J=1.1 Hz, 1H), 5.87 (d, overlap, /= 4.5 Hz, 1H), 5.87
(d, overlap, J=4.5 Hz, 1H), 4.49 (d, J=12.0 Hz, 1H), 4.31 (d, overlap, /= 16.8 Hz, 1H), 4.29
(d, overlap, J=12.0 Hz, 1H), 3.90-3.85 (m, 1H), 3.75-3.70 (m, 1H), 3.66 (d, /= 16.8 Hz, 1H),
3.36 (s, 3H), 3.34-3.32 (m, 2H), 3.31 (dd, /= 13.4 Hz, J=4.4 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H), 2.19 (td,
J=13.4Hz, J=4.4 Hz, 1H), 2.04-1.97 (m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) &: 146.5, 146.0, 138.3, 137.9, 135.7, 129.5, 128.2, 128.2, 128.0,
127.9, 126.7, 124.2, 106.7, 103.3, 100.8, 88.1, 73.0, 72.6, 62.9, 62.3, 61.1, 56.5, 49.9, 28.3,
21.4.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C2sH2sNO4" [M+H]" 406,2013, naméiena 406,20135.

5.2.18. 11-0-(3,5-dimethylbenzyl)haemanthamin (70)
Vytézek 42 mg (942 %); bild amorfni latka, [a]**p=+8,6 (c = 0,140; CHCI3).
'TH NMR (600 MHz, CDCI3) &: 6.88 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.82 (s, 2H), 6.49 (d, J = 10.0 Hz,
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1H), 6.44 (s, 1H), 6.22 (dd, J=10.0 Hz, J= 5.1 Hz, 1H), 5.90-5.85 (m, 2H), 4.46 (d, J = 12.0
Hz, 1H), 4.34 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 4.25 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 3.88-3.86 (m, 1H), 3.74-3.72
(m, 1H), 3.69 (d, /= 16.7 Hz, 1H), 3.36 (s, 3H), 3.38-3.31 (m, 3H), 2.28 (s, 6H), 2.21 (td, J =
13.5 Hz, J=4.3 Hz, 1H), 2.06-2.01 (m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) &: 146.6, 146.2, 138.2, 137.9, 135.5, 129.6, 129.2, 127.7, 125.3,
125.1, 106.8, 103.4, 100.9, 87.9, 72.9, 72.8, 63.1, 62.2, 60.9, 56.6, 50.0, 28.0, 21.3.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C26H30NO4" 420,2169 [M+H]", namétena 420,2176.

5.2.19. 11-0-(2-bromobenzyl)haemanthamin (73)

Vytezek 30 mg (30 %); bila amorfni latka; [a]**p=+177,8 (c = 0,180; CHCl5).

'"H NMR (600 MHz, CDCl3)8 : 7.47 (dd, J = 7.8 Hz, J=1.5 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 7.8 Hz,
J=1.5Hz, 1H), 7.27 (td, J="7.8 Hz, J=1.5 Hz, 1H), 7.10 (td, /= 7.8 Hz, J= 1.5 Hz, 1H), 6.89
(s, IH), 6.53 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 6.19 (dd, /= 10.1 Hz, J=5.1 Hz, 1H), 5.87 (d,
overlap, J = 3.7 Hz, 1H), 5.87 (d, overlap, J = 3.7 Hz, 1H), 4.49 (d, /= 13.3 Hz, 1H), 4.42 (d,
J=13.3 Hz, 1H), 4.32 (d,/J=16.8 Hz, 1H), 3.86 (td, /J=4.5 Hz, J= 1.8 Hz, 1H), 3.81-3.76 (m,
1H), 3.68 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.43-3.35 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 3.33 (dd, /= 13.5Hz, J=4.5
Hz, 1H), 2.20 (td, /J=13.5 Hz, J=4.5 Hz, 1H), 2.06—1.98 (m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) &: 146.5, 146.1, 137.7, 135.5, 132.3, 129.6, 128.7, 128.5, 127.7,
127.3,126.7, 122.1, 106.7, 103.4, 100.8, 88.7, 72.9, 71.9, 62.9, 62.2, 61.1, 56.5, 49.9, 28.3.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24HosBrNO4" [M+H]" 470,0962, naméiena 470,0966.

5.2.20. 11-O-(3-bromobenzyl)haemanthamin (74)

Vytézek 29 mg (29 %); bila amorfni latka; [a]**p= +24,0 (c = 0,150; CHCl5).

TH NMR (600 MHz, CDCls) &: 7.41-7.32 (m, 2H), 7.16 (t,J = 8.1 Hz, 1H), 7.14-7.11 (m, 1H),
6.86 (s, 1H), 6.51 (d,/=10.1 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.21 (dd, J=10.1 Hz, J=5.0 Hz, 1H), 5.88
(d, overlap, J= 4.4 Hz, 1H), 5.87 (d, overlap, J=4.4 Hz, 1H), 4.47 (d, J=12.3 Hz, 1H), 4.31
(d, overlap, J=16.8 Hz, 1H), 4.30 (d, overlap, /= 12.3 Hz, 1H), 3.90-3.85 (m, 1H), 3.75-3.68
(m, 1H), 3.67 (d,J=16.8 Hz, 1H), 3.36 (s, 3H), 3.42-3.25 (m, 3H), 2.16 (td, J=13.5 Hz, J=4.3
Hz, 1H), 2.06-1.98 (m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) &: 146.5, 146.1, 140.8, 135.4, 130.5, 130.1, 129.9, 129.7, 127.7,
126.7, 125.4, 122.4, 106.8, 103.3, 100.8, 88.4, 72.9, 71.6, 62.9, 62.2, 61.1, 56.5, 49.9, 28.3.
ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C24HosBrNO4" [M+H]" 470,09618, namétena 470,0968.
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5.2.21. 11-0O-(4-bromobenzyl)haemanthamin (75)

Vytézek 26 mg (26 %); bila amorfni latka [o]?*p=+15,6 (c = 0,205; CHCl;).

TH NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.46-7.37 (m, 2H, AA'BB’), 7.13-7.03 (m, 2H, AA'BB’), 6.86
(s, 1H), 6.51 (d, /= 10.1 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.20 (dd, /=10.1 Hz, J=5.1 Hz, 1H), 5.88 (d,
overlap, J=4.9 Hz, 1H), 5.87 (d, overlap, J=4.9 Hz, 1H), 4.45 (d, J=12.2 Hz, 1H), 4.32 (d,
J=16.8 Hz, 1H), 4.28 (d, /= 12.2 Hz, 1H), 3.89-3.83 (m, 1H), 3.70 (dd, /= 6.8 Hz, J=4.0 Hz,
1H), 3.66 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.40-3.26 (m, overlap, 3H), 3.35 (s, overlap, 3H), 2.15 (td, J =
13.5Hz, J=4.0 Hz, 1H), 2.06-1.97 (m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCls) 8: 146.6, 146.1, 137.4, 135.4, 131.4, 129.7, 128.7, 127.7, 126.6,
121.3, 106.8, 103.3, 100.8, 88.2, 72.9, 71.7, 62.9, 62.3, 61.1, 56.5, 49.9, 28.2.

ESI-HRMS m/z teoretickd hodnota C24H2sBrNO4* [M+H]" 470,09618, naméiena 470,0965.

5.2.22.11-0-(2-chlorobenzyl)haemanthamin (76)

Vyteézek 37 mg (37 %); bila amorfni latka; [a]**p= +41,9 (c = 0,105; CHCl5).

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.36 (dd, J=7.5Hz, J=1.7 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 7.5 Hz,
J=1.7Hz, 1H), 7.25 (td, J=7.5Hz,J=1.7 Hz, 1H), 7.21 (td, /= 7.5 Hz, J= 1.7 Hz, 1H), 6.91
(s, 1H), 6.53 (d, J=10.1 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 6.21 (dd, J = 10.1 Hz, J=5.2 Hz, 1H), 5.93—
5.88 (m, 2H), 4.56 (d, J=13.5 Hz, 1H), 4.48 (d, /J=13.5 Hz, 1H), 4.37 (d, /= 16.8 Hz, 1H),
3.92-3.86 (m, 1H), 3.82 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.73 (d, /= 16.8 Hz, 1H), 3.43 (d, /= 5.2 Hz, 2H),
3.41-3.35 (m, 1H), 3.38 (s, 3H), 2.23 (td, J = 13.5 Hz, J=4.4 Hz, 1H), 2.09 (dd, J=13.5 Hz,
J=4.4Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) &: 146.6, 146.2, 136.1, 135.2, 132.3, 129.7, 129.1, 128.4, 128.3,
127.5,126.7, 126.1, 106.7, 103.4, 100.9, 88.5, 72.8, 69.7, 63.0, 62.1, 60.9, 56.5, 49.9, 28.1.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24HasCINO4" [M+H]" 426,1467, namé&fena 426,1471.

5.2.23. 11-0-(3-chlorobenzyl)haemanthamin (77)

Vytézek 28 mg (28 %); bila amorfni latka; [a]**p=+57,5 (¢ = 0,160; CHCl5).

TH NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.23-7.19 (m, 3H), 7.09-7.06 (m, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.51 (d, J
=10.1 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.21 (dd, /=10.1 Hz, J=5.0 Hz, 1H), 5.87 (d, overlap, J = 4.5
Hz, 1H), 5.87 (d, overlap, J=4.5 Hz, 1H), 4.48 (d, /= 12.3 Hz, 1H), 4.31 (d, overlap, J=16.9
Hz, 1H), 4.30 (d, overlap, J=12.3 Hz, 1H), 3.90-3.85 (m, 1H), 3.71 (ddd, J = 6.7 Hz,
J=3.7Hz, J=1.1 Hz, 1H), 3.66 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 3.36 (s, overlap, 3H), 3.39-3.28 (m,
overlap, 3H), 2.16 (td, /= 13.5 Hz, J=4.3 Hz, 1H), 2.03-1.97 (m, 1H).
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13C NMR (151 MHz, CDCls) 6: 146.5, 146.1, 140.5, 135.5, 134.2, 129.7, 129.6, 127.8, 127.5,
127.1, 126.8, 125.0, 106.8, 103.3, 100.8, 88.4, 73.0, 71.7, 62.9, 62.3, 61.1, 56.5, 49.9, 28.3.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24HosCINO4" [M+H]" 425,1394, naméiena 425,1389.

5.2.24. 11-0-(3-fluorobenzyl)haemanthamin (78)
Vytézek 41 mg (41 %); bila amorfni latka; [a]**p=+130,5 (c = 0,190; CHCl5).

'TH NMR (600 MHz, CDCl3) 6: 7.29-7.21 (m, 1H), 6.98-6.94 (m, 1H), 6.94-6.89 (m, 2H), 6.86
(s, IH), 6.50 (d, J=10.0 Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 6.22 (dd, /J=10.0 Hz, J=5.1 Hz, 1H), 5.89 (d,
overlap, J = 4.1 Hz, 1H), ), 5.88 (d, overlap, J = 4.1 Hz, 1H), 4.49 (d, /= 12.5 Hz, 1H), 4.34
(d, overlap, J=16.5 Hz, 1H), 4.33 (d, overlap, J = 12.5 Hz, 1H), 3.87 (ddd, J = 5.8 Hz, J =
43 Hz,J=1.7 Hz, 1H), 3.73 (td, J=5.1 Hz, J=1.1 Hz, 1H), 3.70 (d, /= 16.5 Hz, 1H), 3.42—
3.31 (m, 3H), 3.36 (s, 3H), 2.18 (td, J= 13.5 Hz, J= 4.3 Hz, 1H), 2.09-2.03 (m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, CDCl3) &: 163.0 (d, J = 245.9 Hz), 146.7, 146.2, 141.0 (d, J = 7.2 Hz),
135.2,129.8, 127.5, 126.1, 122.3, 114.3 (d, J = 21.5 Hz), 113.8 (d, J=22.0 Hz), 106.8, 103.3,
100.9, 88.0, 72.8, 71.7, 63.0, 62.0, 60.9, 56.6, 49.9, 28.0.

ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota C24HsFNO4" [M+H]" 410,1762, naméfena 410,1765.

5.2.25.11-0-(2-jodobenzyl)haemanthamin (79)
Vytezek 35 mg (35 %); bila amorfni latka; [a]**p= +58,2 (¢ = 0,110; CHCl5).

'TH NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.79 (dd, J=7.4 Hz, J=1.7 Hz, 1H), 7.37-7.28 (m, 2H), 6.97
(td, J=7.4 Hz, J=1.7 Hz, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.56 (d, /= 10.1 Hz, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.21 (dd,
J=10.1 Hz, J=5.0Hz, 1H), 5.91 (d, overlap, J = 3.4 Hz, 1H), 5.90 (d, overlap, J = 3.4 Hz,
1H), 4.44 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 4.35 (d, overlap, J = 16.7 Hz, 1H), 4.34 (d, overlap, J = 13.1
Hz, 1H), 3.89 (td, J = 4.4 Hz, J=1.7 Hz, 1H), 3.85-3.79 (m, 1H), 3.70 (d, /= 16.7 Hz, 1H),
3.42-3.39 (m, 2H), 3.38 (s, 3H), 3.34 (dd, J = 13.5 Hz, J=4.4 Hz, 1H), 2.22 (td, J = 13.5 Hz,
J=4.4Hz, 1H), 2.03 (dd, J=13.5 Hz, J=4.4 Hz, 1H).

I3C NMR (126 MHz, CDCls) &: 146.5, 146.1, 140.6, 138.9, 135.5, 129.6, 129.0, 128.3, 128.1,
127.8, 126.8, 106.7, 103.4, 100.8, 97.2, 88.7, 76.5, 73.0, 62.9, 62.3, 61.2, 56.5, 49.9, 28.4.
ESI-HRMS m/z teoreticka hodnota Co4HosINO4™ [M+H]" 518,0823, naméfena 518,0826.

5.2.26. 11-0-(3-nitrobenzyl)haemanthamin (80)
Vytézek 41 mg (41 %); nazloutla amorfni latka; [a]?*p=+32,6 (c = 0,135; CHCl5).
TH NMR (600 MHz, CDCl5) &: 8.12-8.02 (m, 1H), 7.90—-7.80 (m, 1H), 7.42 (t, J= 7.8 Hz, 1H),
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7.39-7.36 (m, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.66 (d, J=10.0 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.05 (dd, J=10.0 Hz,
J=5.1Hz, 1H), 5.96-5.88 (m, 2H), 4.57 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 4.42
(d,J=12.3 Hz, 1H), 4.23 (dd, J=8.1 Hz, J=4.2 Hz, 1H), 3.90 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.87-3.79
(m, 1H), 3.72 (dd, J= 13.9 Hz, J=8.1 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 13.7 Hz, J=4.2 Hz, 1H), 3.35 (s,
3H), 2.79 (ddd, J = 13.7 Hz, J=4.2 Hz, J= 1.7 Hz, 1H), 2.15-2.12 (m, 1H), 1.69 (td, J = 13.8,
J=42 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) &: 148.3, 146.4, 146.1, 140.3, 132.8, 132.7, 132.0, 129.1, 126.8,
122.5, 122.1, 106.7, 105.2, 101.0, 93.9, 72.2, 70.6, 64.0, 62.5, 60.2, 56.6, 48.2, 28.7.
ESI-HRMS /7 teoretickd hodnota Ca4HasN2Og™ [M+H]™ 437,1707, naméfena 437,1711.
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5.3 Biologicka aktivita derivati haemanthaminu ve vztahu k Alzheimerové
chorobé

Po potvrzeni struktury nové ptipravenych derivata, byly vSechny latky podrobeny screeningu
vici lidskym cholinesterasam ZAChE a ABuChE. Screening byl vzdy proveden pfi jednotlivé
koncentraci 100 uM pro oba enzymy a u vSech latek vykazujici inhibi¢ni aktivitu vétsi nez
50 % byla stanovena hodnota 1Cso. U zajimavych latek byl vypocten selektivni index pro
hAChE a hBuChE, ktery je definovan jako pomér ICso ZAChE ku ICso ABuChE a naopak. Dale
byla u vybranych latek také studovana inhibi¢ni aktivita vii¢i enzymu GSK-3f. Nasledné¢ byla
u nejaktivngjSich latek vypoctena hodnota logBB, jez predikuje priichod latky ptes HEB. Ta je
definovana jako logaritmicky pomér mezi koncentraci latky v mozku a krvi '*. Latky
s hodnotou logBB > 0,3 snadno ptfechazeji ptes HEB, slou¢eniny v rozmezi 0,3 > logBB > -1
by mely byt také schopné ptestupu pres HEB, ale latky s hodnotou logBB < -1,0 pfechazi pouze
omezené. U vybranych latek byla stanovena i schopnost jejich pfestupu pies HEB
prostiednictvim pasivni difize za vyuziti PAMPA studie. V nésledujici tabulce jsou uvedeny

veskeré ziskané biologické aktivity jednotlivych derivata.
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Tabulka 8: Biologické aktivity haemanthaminu a jeho derivatd v souvislosti s AD.

Latka Nézev derivatu Inhibice ZAChE ICso hAChE SI Inhibice ABuChE | ICso hBuChE | SI ABuChE Iél;lllg_ 1;; IC5)GSK-3p | logBB zﬁ‘;l];
pri 100 pM (%) M)’ hAChE? | pii 100 pM (%) M)’ b (%) M)’ d (Pe, 1_(1)'6
cms™)
1 haemanthamin
2 1,2-dihydrohaemanthamin 7,65+243 >100 7,53 +£1,35 >100
Esterové derivaty haemanthaminu
3 11-O-acetylhaemanthamin 1,18+2,25 >100 2,01 +£145 >100
4 11-O-propionylhaemanthamin 1,76 £2,77 >100 14,57+ 1,17 >100 87,82 ¢
5 11-O-isobutanoylhaemanthamin 2,77+£1,61 >100 13,12+ 1,03 >100 76,43 ¢
6 11-O-pentanoylhaemanthamin 2,98 +0,21 >100 22,12 +£ 0,65 >100 66,81 °
7 11-O-hexanoylhaemanthamin 3,15+0,88 >100 14,25 + 1,45 >100 9742 ¢ 13,5+2,31
8 11-O-butanoyalhaemanthamin 4,65+224 >100 23,78 +2.14 >100 77,92 ¢
9 11-O-isovalerylhaemanthamin 6,05 + 3,40 >100 8,66 +£2,48 >100
10 11-O-heptanoylhaemanthamin 6,98 +£2,02 >100 18,51 +£2,71 >100 25,06 ¢
11 11-0O-oktanoylhaemanthamin 9,79 £ 4,02 >100 10,53 + 1,59 >100 59,35¢
12 11-0O-4-pentenoylhaemanthamin 15,83 + 1,15 >100 20,38 + 1,12 >100
84+0,2
13 11-0O-benzoylhaemanthamin 3497+ 1,17 >100 <0,06 82,15+2,07 5,80 £ 0,30 >17,24 11,221 0,23 CNS+
14 1 1-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin 74,67 £2,17 18,18+ 1,30 0,36 79,89 +£ 0,97 6,59+ 1,19 2,76 15,35" 0,18 5?;8%9
15 1 1-0-(3-methylbenzoyl)haemanthamin 30,08 +1,76 >100 <0,26 62,91 +2,58 25,88 +£2,57 > 3,86 (ljiljs:i
16 11-O-(4-methylbenzoyl)haemanthamin 14,79 £2,56 >100 26,76 + 1,04 >100
17 11-0-(2,3-dimethylbenzoyl)haemanthamin 48,28 + 2,07 >100 46,66 + 1,07 >100
18 11-0-(3,5-dimethylbenzoyl)haemanthamin 20,50 + 0,29 >100 42,45 + 0,39 >100
19 11-0-(2,6-dimethylbenzoyl)haemanthamin 31,20+ 2,10 >100 37,33 £ 0,84 >100
20 11-0-(2,4,6-trimethylbenzoyl)haemanthamin 19,91 £5,51 >100 14,49 + 1,84 >100
21 11-0-(4-ethylbenzoyl)haemanthamin 36,27 £ 1,10 >100 16,87 + 1,55 >100
22 11-O-(4-butylbenzoyl)haemanthamin 11,73 £2,20 >100 14,41 +£0,59 >100
23 11-O-(4-tert-butylbenzoyl)haemanthamin 7,65+243 >100 7,53+ 1,35 >100
24 11-0-(4-pentylbenzoyl)haemanthamin 1,67+0,10 >100 2,03 + 1,00 >100




Tabulka 8: Biologické aktivity haemanthaminu a jeho derivati v souvislosti s AD (pokracovani).

25 11-0-(4-hexylbenzoyl)haemanthamin 5,56 +£2,78 >100 8,82+ 1,69 >100

26 11-0O-(4-heptylbenzoyl)haemanthamin 4,34 + 2,88 >100 9,58 1,63 >100

27 11-0-(4-decylbenzoyl)haemanthamin 7,51 +£1,48 >100 7,56 + 1,81 >100

28 11-0-(2-methoxybenzoyl)haemanthamin 51,23 +£3,25 86,38 £ 6,08 0,04 89,87 £ 0,65 3,34+0,44 25,86 0,09 IC?\IiS-*l-
29 11-0-(3-methoxybenzoyl)haemanthamin 38,3+£2,54 >100 <0,76 57,23 £0,89 75,48 +£ 12,50 >1,32

30 11-0-(4-methoxybenzoyl)haemanthamin 26,4+ 1,04 >100 45,62 + 1,62 >100

31 11-0-(3,5-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 39,65+1,03 >100 39,64+ 1,21 >100

32 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 41,28 + 1,85 >100 35,92+ 1,85 >100

33 11-0-(2,6-dimethoxybenzoyl)haemanthamin 37,04 + 0,63 >100 <0,07 86,54 + 0,64 7,19 £ 0,29 >13,91

34 11-0-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)haemanthamin 26,07 +£2,63 >100 13,92+ 0,91 >100

35 11-0-(3,5-diethoxybenzoyl)haemanthamin 9,50 + 1,84 >100 5,76 £ 0,63 >100 13,221

36 11-O-(3-hydroxybenzoyl)haemanthamin 59,24 +£241 67,28 +3,00 0,34 72,86 + 1,66 22,93 +0,43 2,93

37 11-0-(2-bromobenzoyl)haemanthamin 48,95+ 0,81 >100 <0,14 76,59 + 0,34 14,43 + 1,31 >6,93

38 11-0-(3-bromobenzoyl)haemanthamin 38,78 £ 1,23 >100 46,32 £ 1,15 >100

39 11-0-(4-bromobenzoyl)haemanthamin 33,87+1,05 >100 12,94+ 0,91 >100

40 11-0-(2-chlorobenzoyl)haemanthamin 78,31 £0,93 13,70 +£ 0,76 0,41 91,85+0,87 5,61 +0,62 2,44 0,26 1CSNiS-*l-
41 11-0-(3-chlorobenzoyl)haemanthamin 55,87 £2,06 85,11+£63 0,94 60,83 + 1,29 80,1+ 10,1 1,06 0,43
42 11-O-(4-chlorobenzoyl)haemanthamin 44,22 + 2,35 >100 28,18 + 1,68 >100

43 11-0-(3,4-dichlorobenzoyl)haemanthamin 29,72 +£ 0,58 >100 10,11+ 1,18 >100

44 11-0-(2-jodobenzoyl)haemanthamin 24,04 + 3,32 >100 <0,07 68,35+ 1,17 6,88 + 0,91 >14,53

45 11-0-(3-jodobenzoyl)haemanthamin 17+0,31 >100 35,47+ 1,58 >100

46 11-0-(4-jodobenzoyl)haemanthamin 9,04 +2,87 >100 30,73 +4,36 >100

47 11-0O-(2-fluorobenzoyl)haemanthamin 58,23 +£ 0,66 68,67 5,12 0,07 91,00+ 0,31 4,85+0,78 14,1

48 11-O-(3-fluorobenzoyl)haemanthamin 51,41£2,76 79,22 + 8,12 0,53 86,22 £ 0,78 41,96 341 1,89 0,35
49 11-0O-(4-fluorobenzoyl)haemanthamin 14,50 + 3,30 >100 27,58 + 0,34 >100
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Tabulka 8: Biologické aktivity haemanthaminu a jeho derivat v souvislosti s AD (pokracovani).

50 11-0-(2,4-difluorobenzoyl)haemanthamin 66,02 + 0,68 81,45+7,18 3,05 43,30+ 0,39 >100 <0,81
51 11-0O-(3-trifluormethyl)benzoylhaemanthamin 68,94 + 3,71 32,75+6,12 <3,05 28,48 + 3,68 >100 <0,33 12,56 "
52 11-0O-(2-nitrobenzoyl)haemanthamin 88,04 £2.61 9,92 +£0,45 >10,08 38,53+ 3,06 >100 <0,10 0,04 2C1Ni32
53 11-O-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin 91,28+ 0,76 3,99 £0,25 >25,06 22,78 +£2,74 >100 <0,04 0,04 é(;\IiSS
54 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin 80,14+ 1,14 14,70 + 1,79 >6,80 15,83 +1,28 >100 <0,15 27"t 34,8 +£0,88 0,01 73;8%3
55 11-0-(3,5-dinitrobenzoyl)haemanthamin 86,60 + 2,09 1,07 +0,12 >93,46 2,05+2,11 >100 <0,01 -0,09
56 11-0O-(2-chloro-5-nitrobenzoyl)haemanthamin 90,73 + 2,38 0,17+0,01 >588,24 28,04 + 0,55 >100 <0,002 46,511 0,27
57 11-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamin 99,29 + 0,94 0,12+0,01 >833,33 12,54 + 0,80 >100 <0,001 0,23
58 11-0-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)haemanthamin 99,17+0,72 0,17+0,01 >588,24 7,43 £0,10 >100 <0,002 -0,04
59 11-0-(3-bromo-5-nitrobenzoyl)haemanthamin 69,38 + 1,30 12,79 £ 0,53 >7 82 7,35+1,52 >100 <0,13
60 11-O-(2-chloro-4-nitrobenzoyl)haemanthamin 77,53 £ 0,60 9,27 + 0,40 >10,79 9,60 + 0,35 >100 <0,09
11-O-(4-fluoro-3-
61 methylbenzoyl)lhaemanthamin 30,13+ 1,39 >100 37,76 + 0,65 >100
11-O-(6-chloro-2-fluoro-3-
62 methylbenzoyl)haemanthamin 33,154+ 0,68 >100 <0,43 64,79 +£ 0,67 43,19+0,40 <2,32
63 11-0O-(2-naphtoyl)haemanthamin 14,55+ 0,35 >100 26,10+ 0,16 >100
64 11-O-(1-naphtoyl)haemanthamin 19,63 £ 0,23 >100 <0,12 77,81 +0,17 12,34 + 1,37 <§,10
65 11-0-(2-furoyl)haemanthamin 14,91 £ 0,26 >100 37,61 + 0,40 >100
66 11-O-(3-furoyl)haemanthamin 26,00 +2,78 >100 <0,31 67,39+ 1,71 31,06+ 0,87 <321 85,96 ¢
Etherové derivaty haemanthaminu
67 11-O-benzylhaemanthamin 29,94+ 1,41 >100 <0,02 92,11+ 1,74 2,16 041 >46,30 0,23
68 11-0-(2-methylbenzyl)haemanthamin 4522 +1,02 >100 <0,03 88,73+ 0,16 2,72+ 0,81 >36,76 -0,13
69 11-0-(3-methylbenzyl)haemanthamin 37,44 +3,55 >100 <0,03 65,93 +£4,52 3,42 £ 0,04 >29,24 0,22
70 11-0-(3,5-dimethylbenzyl)haemanthamin 20,89 +2,97 >100 <0,18 79,14+ 091 18,36 + 1,23 >5,45
71 11-0O-(4-isopropylbenzyl)haemanthamin 42,26 +4,92 >100 <0,25 65,19 + 3,65 25,07+ 0,81 >3,99
72 11-O-(4-tert-butylbenzyl)haemanthamin 34,14 £ 2,06 >100 <0,31 64,80 +3,19 30,61 + 0,63 >3,27
73 11-O-(2-bromobenzyl)haemanthamin 47,18 3,00 >100 <0,02 81,03+1,11 1,62 +0,14 >61,73 -0,13
74 11-O-(3-bromobenzyl)haemanthamin 41,5+1,76 >100 <0,04 90,44 + 0,83 3,58 +£0,33 >27,93 -0,13
75 11-0-(4-bromobenzyl)haemanthamin 40,77 £ 1,16 >100 <0,25 70,03 +0,93 25,45+ 0,98 >3.93
76 11-0-(2-chlorobenzyl)haemanthamin 48,87 + 0,44 >100 <0,01 95,79 £ 0,41 1,14+ 0,10 >87,72 0,23
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Tabulka 8: Biologické aktivity haemanthaminu a jeho derivat v souvislosti s AD (pokracovani).

77 11-0O-(3-chlorobenzyl)haemanthamin 28,52+ 0,92 >100 <0,08 79,26 + 3,19 7,70 £ 0,50 >12,99
78 11-O-(3-fluorobenzyl)haemanthamin 32,80+ 141 >100 <0,10 88,53 £ 1,41 9,86 +£0,38 >10,14 -0,13
79 11-0O-(2-jodobenzyl)haemanthamin 27,08+ 1,31 >100 <0,01 85,36 + 1,88 0,85+ 0,06 >117,65 -0,17
80 11-0-(3-nitrobenzyl)haemanathamin 78,20 +2,07 9,20 + 1,88 >10,87 48,67 + 1,81 >100 <0,09
galanthamin ¢ 1,7+£0,1 24,90 42+13 0,04 0,04 5,10
eserin ° 0,063 £ 0,01 2,10 0,13+0.,01 0,48 -0,18
0,1+0,1
kofein ¢ CNS-
8.8
promazin ° CNS+
SB-415286 ¢ 70 nM

@ Selektivni index ZAChE stanoven jako pomér hBuChE ICso/hAChE ICso, ® Selektivni index #BuChE stanoven jako pomér hAChE ICsy/ZBuChE ICso. ¢ referenéni latky; ¢ vypocteno pomoci www.way2drug.com/geb; ©
testovéano pii koncentraci 10 pM; " testovéno pii koncentraci 25 pM; ¢ testovéano pii koncentraci 50 pM; " testovéno pii koncentraci 100 uM; ' Koncentrace latky potfebnd ke snizeni aktivity enzymu o 50 %, hodnoty jsou
primérem s vybérovou smérodatnou odchylkou ze tii nezavislych méfeni.
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Cytotoxicka aktivita derivati haemanthaminu

U nékterych derivati byla také stanovena cytotoxickd aktivita, ktera byla studovana ve

spolupraci s Ustavem 1ékaiské biochemie na Lékaiské fakulté. Mezi testované linie patiilo 9

nadorovych linii (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, SAOS)

véetné jedné nenddorové linie (MRC-5). Nejprve byl proveden screening pii jednotné

koncentraci 10 uM. V nasledujici tabulce jsou zvyraznény latky a linie, u kterych byla viabilita

nizsi nez 25 % (tmave zelend) a do 50 % (svétle zelend).

Tabulka 9: Heatmapa derivati haemanthaminu znazornujici viabilitu nadorovych linii.

Litka | Jurkat ]MOLT-4] A549 | HT-29 |[PANC-1| A2780 | HeLa | MCF-7 | SAOS-2 | MRC-5
1 13+3 -I 3046 | 3746 | 42+3 | 30£5 _ 28+3 | 3242
2 |104+22] 8546 | 96+17 | 89+6 | 88+7 | 937 | 996 | 92+0 | 93+3 | 112+4
5 | 92+1 | 961 | 997 | 94+4 | 88+3 | 99+2 | 93+6 | 93+5 | 88+6 | 89+3
6 | 1007 | 97+3 |105+9 | 100+3 | 96+4 | 106=5| 98+3 | 95+4 | 96+8 | 96+4
8 8149 [87+19| 9346 | 9342 | 79+2 |104+10| 8444 |91+13 | 82+5 | 9343
12 | 8546 | 95+8 | 1039 | 88+9 | 93+7 |85+12 | 1029 |91 =16 | 93+5 | 92+6
13 | 58+7 | 64+4 | 739 | 75+3 | 67+8 | 701 | 96+8 | 46=13 | 57+6 | 619
14 | 104+3 [100=11] 10549 [111+12] 100+5 | 1317 | 87+7 | 94+8 | 1059 | 96+7
15 |95+11 | O1+3 | 96=8 | 986 | 95+6 |129+11| 104+4 | 112+3 | 9717 | 112+9
16 [127+14|108+12] 12045 | 11845 | 98+9 | 16348 | 94+4 [112+14[100+13] 91+5
17 | 98+5 | 9846 | 10549 | 10348 | 92+3 [135+20] 90+2 [114=14| 99+7 |91+ 12
18 |121+11[115+11] 11846 | 122+5 |102+10[147+10| 109+7 | 103 £5 | 108=7 | 106+ 13
19 | 9444 | 90£8 | 95+1 | 98+10 | 114+8 |148+17| 106+6 | 5610 |111+24| 87+8
22 | 12446 | 1024 |101£10| 1126 | 11949 |[134+10]107 11| 114%6 | 128+3 | 1178
24 170 13| 128 %4 | 119+ 14107 + 14| 168 19|213 £34[ 108 £ 20| 128 +8 | 130 + 14| 154 =20
29 | 9341 | 9646 | 1006 | 1018 | 89+3 | 108=3 | 9446 | 104+6 | 106+5 | 89+6
30 | 8311|9418 |102+5| 93£3 | 88=5 | 108=7 | 84+12 | 100+2 | 89=15 | 92+1
31 | 80+7 | 89+2 | 1026 | 94t4 | 89+14 | 976 | 85+4 | 92+4 | 91+7 | 91=6
32 | 80=7 | 94+11|96+12| 86+5 | 90+5 | 96+7 | 742 |100=19] 92+1 | 85+7
33 | 9949 | 85+4 | 1016 | 98+1 | 100+2 | 1021 | 84+4 | 89+4 | 97+14 | 96+6
34 | 108+2 | 11346 [114=12| 1097 | 11343 | 12249 | 94+8 | 1132 | 1006 | 118+7
35 | 95+7 | 867 |[100=11|112+12]| 99+10 | 1031 | 979 | 76+10 | 9512 | 92+6
36 | 11942 [ 105+1 | 9746 | 96«11 | 130+3 | 13149 | 91+10 | 102+1 | 110+ 16]109 = 13
37 | 9548 | 99+3 [104=7 | 84+9 | 108+6 | 11645 | 8610 |114+10] 93+ 10 113 =11
39 | 115+4 | 85+2 | 10246 | 12549 | 174=8 | 90=2 | 116+4 | 101+6 | 120+4 |115 = 10
41 | 119+3 | 104=9 | 104+ 12| 105+5 [107+14]142+17] 99=4 |105+ 11104+ 10| 101 +6




Tabulka 9: Heatmapa derivati haemanthaminu znézormujici viabilitu nddorovych linii (pokracovani).

42 69+6 (135422 75+25|97+23 | 118+9 |122+24| 72+4 [90+11 | I135+6 | 1005
43 82+9 [ 91+£25|108+6 | 91£12 |109+13|121 38| 1066 | 1078 | 111 £2 | 104+2
44 90+12 |101 £18({106+12| 1010 | 99+6 | 104+8 | 88+3 [ 96+13 | 1047 | 87+ 14
52 110+ 1311113114+ 13|108 14| 97+12 | 175+2 | 115+6 | 89+ 14 |108 £33 |125+10
53 86+4 | 885 | 94+4 90+ 3 76+2 | 104+4 | 83+4 | 88+6 | 78+4 | 92+6
54 87+ 5 78+7 | 78£2 84+7 | 779+6 | 101+9 | 858 | 619 | 715 | 73+£3
55 | 35+3 - 39045 | 4846 | 39+6 | 42+3 | 3943 - 30£4 | 3746
56 91+£9 | 62+4 | 98+£5 | 112+£8 | 143+8 | 88+9 | 1034 | 766 | 87+8 | 94+6
7 [ EED

59 88+5 | 668 | 93+£5 | 84£6 | 89+£2 | 97«5 | 82+4 | 83+6 [90x+10| 87«1
60 877 | 584 | 654 | 69+£6 | 794 | 925 89+2 | 45+£3 707 | 65+4
61 1017 [ 92+13 | 973 | 95+13 | 96+14 | 102+2 | 99+6 88+9 886 | 89<£5
62 104+11{91+14 | 112+£9 |108+15|103+19|{143 1710210 818 [116£19| 1135
63 9+1 | 1017 [ 108£6 | 9912 | 103£8 | 91 £17 |[109+12| 969 | 1044 | 101 £9
64 1057 | 88£13 | 1068 | 97+3 [1164+11|117+11| 108+2 | 97+£12 | 111+3 | 105+3
65 1M1£19]91£11 | 96+11 | 99£2 | 1375 [157+14| 112+5 | 81+2 | 116£5 |111+£14
66 85+£7 | 94+£14 | 90+3 | 944+3 | 98+8 | 98+9 | 90«5 | 88+2 | 90+5 | 95+£2
67 101+£5) 99+3 | 100£9 | 98+8 | 105+5 | 105+2 | 89+12 | 101 £3 | 95+13 | 100+7
DOX 37+1 | 87+4 ‘ 56+5 | 26+3

viabilita 25-50 %

* DOX - pozitivni kontrola doxorubicin pii koncentraci 1 uM

** hodnoty jsou primérem se smérodatnou odchylkou ze tii nezavislych méteni

Pro nejzajimavéjsi derivat 57 (11-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamin) spolecné s 1

(haemanthamin) byla stanovena hodnota ICso (Tabulka 10

) 42.

Tabulka 10: Hodnoty ICsp haemanthaminu (1) a 11-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu (57) na panelu
vybranych linii .

Latka | Jurkat MOLT-4| A549 | HT-29 | PANC-1 | A2780 | HeLa | MCF-7 | SAOS-2 | MRC-5
1 24+03(1,2+0,2{1,4+0,5(24+0,5| 25+0,6 {22+0,2{2,1+0,3|1,3+0,2(2,3+0,5[2,5+0,6
57 53+0,1(50+0,2(1,7+0,1|2,2+0,1|10,1+0,6 |7,2+0,3/0,2+0,1{2,6+0,3|8,3+0,4|2,3+0,2

* hodnoty jsou prumérem s vybérovou smérodatnou odchylkou ze téi nezavislych méfeni
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6 DISKUZE

Haemanthamin patii nejen mezi nejbéznéjsi alkaloidy celedi Amaryllidaceae, ale i mezi
nejzajimavéjsi metabolity z pohledu jeho biologickych aktivit '°. V ramci pfedchozich studii
bylo nejvice pozornosti vénovano cytotoxické a protinadorové aktivité této latky 5214, Jedna
se o slouceninu, ktera je produkovana mnoha taxony rostlin ¢eledi Amaryllidaceae, a tak je jeji
izolace mozna i v gramovych mnozstvich. To umoziuje i fakt, ze tento alkaloid dobte
krystalizuje z béznych rozpoustédel jako je napfiklad smés CHCI3:EtOH 1:1. Jen na nasem
pracovisti se podaftilo v pribéhu poslednich péti let izolovat vice nez 30 g tohoto alkaloidu
v ramci fytochemickych studii rostlin z rodu Narcissus, Zephyranthes a dalgich 15:16-34131147.148
Vzhledem ke skutecnosti, ze se jednd o dostupnou slouc¢eninu a vysledkli pfedchozich studii,
byla tato latka ptivodné vybrana pro syntézu polosyntetickych derivati za tcelem piipravy
slou€enin s pokud mozno jesté vyssi cytotoxickou ¢i protinadorovou aktivitou.

Ptiprava polosyntetickych derivati byla inspirovdna pfipravou derivati jiného
amarylkovitého alkaloidu, a sice lykorinu, ktery se v rostlinach také vyskytuje ve znaénych
koncentracich %1% Vegkeré obmény, kromé 1,2-dihydrohaemanthaminu (2), byly provedeny
acylaci (3-12) nebo alkylaci hydroxyskupiny (13-66) v poloze C-11. V ramci celé¢ studie se
podafilo ptipravit dohromady 80 slou€enin, vytéznost syntéz esterovych derivatii se pohybovala
mezi 60 az 98 %, vytéznost alkylacnich reakci byla o néco nizsi a pohybovala se mezi 26-45 %
(Tabulka 5).

V pilotnich screeningovych studiich byly derivaty pfipravené v rdmci prvni série studovany
z pohledu jejich cytotoxické aktivity na panelu nddorovych bunék. Bohuzel derivatizaci volné
C-11 hydroxyskupiny doslo u vSech téchto derivath (5-8, 12-19) ke ztraté cytotoxické aktivity
(Tabulka 9). Z téchto diavodi byly ptipravené derivaty screeningové testovany na jejich
inhibi¢ni potencial vii¢i cholinesterasaim. V téchto studiich byly ziskany zajimavé vysledky.
Tento fakt inicioval k pfipravé dalSich nékolika sérii derivati haemanthaminu za Gcelem
podrobnych studii vztahu struktura vs. G€inek (SAR) ve vztahu k Alzheimerovée chorobé.

Vsechny ptipravené derivaty byly nejprve testovany pii koncentraci 100 uM na inhibicni
potencial viici obéma cholinesterasdm. Derivaty, které vykazovaly vyssi nez padesatiprocentni
inhibici, byly vybrany pro nésledné stanoveni hodnot ICso. Vzhledem k mnozstvi pfipravenych
derivatl budou vysledky inhibi¢nich studii vic¢i cholinesterasam diskutovany podle sérii,
v jakych byly tyto derivaty postupné pfipravovany.

Prvni skupinou jsou derivaty obsahujici jako substituent alifaticky fetézec (3-12) nebo

aromaticky kruh s zddnou aZ tfemi methylskupinami v riznych polohéch (13-20). Zavedenim
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alifatického substituentu do struktury haemanthaminu nedoSlo k narustu inhibi¢niho
potencialu. Pokud byl pro pfipravu derivatu pouzit nesubstituovany benzoyl chlorid, ktery vedl
k ptipravé 11-O-benzoylhaemanthaminu (13), byl zaznamenan vyznamny narust inhibi¢niho
potencialu vaci ABuChE (ICso = 5,8 += 0,30 puM). Tato skuteCnost iniciovala pfipravu
aromatickych derivatti haemanthaminu se substituci methylem na aromatickém jadfe. Nejprve
byly pfipraveny derivaty sjednou methylskupinou (14-16), nasledné¢ se dvéma
methylskupinami v riiznych polohach (17-19) resp. se ttemi methylskupinami (20). Mezi témito
derivaty byl pozorovan zajimavy fenomén, kdy nejsilngj$i inhibi¢ni aktivita viici obéma
cholinesterasim byla zaznamendna pro derivat s methylskupinou v poloze ortho (14) na
aromatickém jadre. Postupnym posouvanim této skupiny az do polohy para (16) dochazelo
k poklesu inhibice (Tabulka 8). Nejzajimavéjsi slouceninou z této prvni série derivatt byl tedy
11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin (14) s hodnotami ICs¢ 18,18 = 1,30 uM pro ZAChE a
6,59 = 1,19 uM pro ABuChE. Tento derivat byl také vybran pro in vitro studium za ucelem
popsani mechanismu inhibice ZAChE a ABuChE. Na zaklad¢ stanoveni reak¢nich kiivek a
porovnani vSech modelii inhibice bylo zjisténo, Ze derivat 14 pisobi vici obéma
cholinesterasam smiSenym typem inhibice (Obrazek 16). Nelinearni regresni analyzou byly
stanoveny hodnoty afinitniho parametru pro oba enzymy (K; = 60,1 £+ 0,68 uM pro hAChE a
12,5 £ 0,45 uM pro hBuChE) .

350
cf) =15 uM

cfl) =10 uM 304
c(l) =6 pM 56 &) =10 pM
c{)=0M B

() =15 M

200 clly=5uM
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20000 10 10000 20000 30000 40000 50000 GO 00O -1000% 10000 20 000 30000 40000 50 000 60 000
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Obrazek 16: A: Lineweaver-Burktiv graf 1/v vs 1/[acetylthiocholin] v pfitomnosti nebo nepfitomnosti derivatu 14; B:
Lineweaver-Burklv graf 1/v vs 1/[butyrylthiocholin] v pfitomnosti nebo neptitomnosti derivatu 14 [55].

Vybrané derivaty byly vramci spoluprace s Univerzitou v Bologni (prof. Vincenza
Andrisano) testovany také na jejich inhibi¢ni potencidl viici GSK-3f. Jak jiz bylo uvedeno,
jedna se o enzym, ktery hraje vyznamnou roli pii hyperfosforylaci tau proteinu a nasledné
tvorbé NTFs. Vzhledem ke skutecnosti, ze vybrané derivaty byly testovany v pribéhu nekolika
let a dochazelo k postupné upravé metodiky, screeningové studie byly provedeny pfi riznych

koncentracich (Tabulka 8). Derivat 14, ktery disponoval dudlni aktivitou vic¢i obéma
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cholinesterasam vykazal bohuzel pouze mirnou inhibici GSK-3p (15,35 %) pii testované
koncentraci 100 puM. Slibnou aktivitou naopak disponovaly alifatické derivaty, kdy pfi
testované koncentraci 10 uM inhibovaly GSK-3f v rozmezi 76-97 % (Tabulka 8). Hodnota ICso
byla prozatim stanovena pouze pro 11-O-hexanoylhaemanthamin (7) s hodnotou ICso = 13,5 +
2,3 uM, ktery v ramci screeningové studie vykazoval nejvyssi inhibi¢ni potencial.

K urceni strukturnich aspektii zodpovédnych za vyznamnou inhibi¢ni aktivitu derivatu
14 vici obéma cholinesterasdm, byla provedena dockingova studie, kterd odhalila n€kolik
vyznamnych interakci zodpovédnych za aktivitu ligandu (Obrazky 17 a 18). V ptipad¢ A/ AChE
je ligand 14 wukotven v oblasti katalytické triddy na dné dutiny (Obrazek 17).
2- Methylbenzoylové skupina je lokalizovana mezi Tyr337 (paralelni n-n vrstveni, 3,7 A) a
Tyr341 (zkreslené & 7 vrstveni, 3,7 A). Mezi Phe338 a 2-methylbenzoylovou skupinou lze také
pozorovat ur¢itou m alkylovou interakci. Interakci karbonylu z esterové skupiny se formulovala
vodikovéa vazba s hydroxylem z Tyr124 (3,1 A). Jadro ligandu je lokalizovadno v blizkosti
aromatickych zbytktl Trp86 a Tyrl133 prostiednictvim van der Waalsovy interakce. Jesté
dualezit&jsi je, ze His447 umoznil vytvoteni kationtové vazby m s protonovanym dusikem z
tetrahydroisochinolinového skeletu 14 (3,7 A). Dalsi zbytek z katalytické triddy, jmenovité

Ser203, interaguje prostiednictvim van der Waalsovy interakce s cyklickou alifatickou ¢asti

; TYR
Asp74 A3al
B TYR
A124,
ASP TYR
B A7a A337,

Tyr3al

molekuly 14.

Tyr33?
A
Trp8s g

Tyr133

PHE

SER A:338

A:125

SER
TRP o A:203
AB6

PHE
A:297

Glu202
Hisa47

HID.

Sor203 Ad47.

Phe297

TYR
A133

Obrazek 17: Nejlépe skorovana pozice derivatu 14 v aktivnim misté ZAChE. Ligand je zobrazen oranzové. Dulezit¢ AMK
zbytky zodpovédné za ukotveni ligandu jsou zobrazeny zelené, katalyticka tridda je zobrazena modte. Hlavni interakce rizného
puvodu, jsou zobrazeny pferusovanymi ¢arami v obou typech vyobrazeni (vodikové vazby — oranzové ¢ary, vrstveni n-n/n-
kationtii — rizové/fialové ¢ary, van der Waalsovy interakce a dalsi hydrofobni sily — zelené ¢ary); vzdalenosti jsou uvedeny
v angstromech (A). Obrazek 3D prezentace byl generovan programem PyMOL Molecular Graphic Systém, v. 2.4.1.
Schrodinger, LLC. 2D zobrazeni bylo vygenerovano programem Dassault Systemes BIOVIA, Discovery Studio Visualizer, v
17.2.0.16349, San Diego: Dassault Systémes, 2016 3.

V ptipadé ABuChE tak v jejim aktivnim misté je mozné pozorovat nasledujici interakce
(Obrazek 18): tetrahydroisochinolinova skupina je uloZena tvafi v tvar n-n interakci k Trp82 ve

vzdilenosti 3,7 A; solny mustek mezi Asp70 (2,2 A) a protonovanym dusikem
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haemanthaminového jadra, a dale interakci benzoylové skupinou v blizkosti Phe329
prostfednictvim n-m interakce ve tvaru T (3,7 A). Déle se do interakci zapojuji AMK zbytky
katalytické triady, tj. Glul97, Ser198 a His438. Vyznamna je také je m-alkylova interakce s
Tyr332, kterd pravdépodobné pravdépodobné umoziuje lepsi zapadnuti do aktivniho mista

hBuChE a tim 1 vy$$i inhibi¢ni potencial 14 vii¢i ABuChE nez vzhledem k ZAChE.

GLU
Tyr332 A:197
— TYR

A:128

~ HID
/s ? A:438
Q: SER
N A:198
TR

A:82 PHE
A:398

Phe329

THR

A:120 —q
ASP
A:70 H

Tur192 Ser198 5 d
PHE

TRP
Thr120 A:329, A:231

Glu197

TYR
A:332

Obrazek 18: Nejlépe skorovana pozice derivatu 14 v aktivnim misté ABuChE. Ligand je zobrazen oranzové. Dilezité AMK
zbytky zodpovédné za ukotveni ligandu jsou zobrazeny svétle modre, katalytickd tridda je zobrazena tmavé modie. Hlavni
interakce rizného putivodu, jsou zobrazeny preru§ovanymi ¢arami v obou typech vyobrazeni (vodikové vazby — oranzové ¢ary,
vrstveni n-n/n-kationtll — rizové/fialové ¢ary, van der Waalsovy interakce a dalsi hydrofobni sily — zelené ¢ary); vzdalenosti
jsou uvedeny v angstromech (A). Obrazek 3D prezentace byl generovan programem PyMOL Molecular Graphic Systém, v.

2.4.1. Schrodinger, LLC. 2D zobrazeni bylo vygenerovano programem Dassault Systémes BIOVIA, Discovery Studio
Visualizer, v 17.2.0.16349, San Diego: Dassault Systémes, 2016 .

Vzhledem k tomu, ze v rdmci dizertani prace byly vyvijeny slou€eniny, jejichZ mistem
pusobeni je CNS, musi byt tyto latky schopné piejit pres HEB a dostat se do mozku. Jednou
z rychlych orienta¢nich in silico metod je vypocet parametru logBB '*°. Na zaklad¢ této
predikce by derivat 14 mél byt schopny ¢astecného piestupu pres HEB (logBB = 0,11). Dalsi
mozZnost predikce ptestupu pres HEB je vyuziti in vitro PAMPA testu. V ramci tohoto testu je
na umé&lé membrané testovana schopnost ptestupu pies HEB prostifednictvim pasivni difuze.
Na zakladé ziskanych vysledkt (Pe=5,8£0,9 10% cm s™! (CNS+)) a porovnani s referenénimi
standardy by m¢l derivat 14 ptrestupovat pasivni difuzi pres HEB (Tabulka 8).

Dalsi skupinou jsou derivaty 21 az 27, které se vyznacuji alifatickou substituci v poloze para
na aromatickém jadfe benzoyl substituentu (Tabulka 6). VSechny tyto derivaty byly z pohledu
inhibice AAChE/ABuChE neaktivni (ICso > 100 uM). Vzhledem k alifatické casti byly latky 24-
27 vyvijeny pro testovani jejich antimykobakteridlnimu potencidlu. V piedchozich studiich
byly na naSem pracovisti syntetizovany rizné derivaty isochinolinovych alkaloidd, které
vramci antimykobakterialniho screeningu vykazaly zajimavé aktivity '°®!%7. Tyto studie

pokracuji ptipravou derivatli amarylkovitych alkaloidl, mezi néz byl zafazen i haemanthamin.
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V ramci pilotniho screeningu téchto derivati byla zaznamenana zajimava antimykobakterialni
aktivita pro derivaty 24 a 25. V nasledujici tabulce jsou shrnuty minimalni inhibi¢ni
koncentrace vuci testovanym Mycobacterium a Mycolicibacterium kmenim (Tabulka 18).
V ramci naslednych experiment budou piipraveny dalsi derivaty za acelem podrobnych SAR

studii.

Tabulka 6: /n vitro antimykobakterialni aktivita vii¢i Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Ra, Mycolicibacterium aurum,
Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii, Mycolicibacterium smegmatis (MIC), a vypocitana hodnota ClogP derivati
haemanthaminu 25-27.

. s Mib Mib M. aurum | M. avium M. .. M. smegmatis
Alkaloid/derivat | H37Ra H37Ra (ue/mL) (up/mD) kansasii (up/mI,) ClogP?
(ng/mL) (uM)? (ng/mL)
haemanthamin >500 > 1740 >500 >500 >500 >500 1,09
24 31,25 65,7 62,5 31,25 15,625 31,25 6,17
25 3,91 7,99 125 31,25 3,91 >500 6,69
26 7,81 15,51 250 31,25 7,81 >500 7,22
27 >500 >917 >500 >500 >500 >500 8,81
isoniazid® 0,25 1,82 3,91 500 6,25 31,25 -0,67
rifampicin® 0,00625 0,0075 0,39 0,125 0,025 12,5 3,71
ciprofloxacin® 0,25 0,75 0,015625 0,5 0,25 0,0625 -0,62

3CLogP vypo¢itano v ChemDraw v18.1.; "referenéni latky

Tteti skupinou jsou derivaty, které maji na aromatickém substituentu jednu az tfi methoxy
skupiny v rGznych polohach (28-35). Mezi témito slouceninami byla nejaktivné;si latka, stejné
jako v pfipadé¢ methylbenzoyl substituentli, s methoxyskupinou v poloze ortho (28). Tento
derivat disponoval slabou inhibi¢ni aktivitou proti AAChE (ICso = 86,38 £+ 6,08 uM), ale
pomérné zajimavou aktivitou vi¢i ABuChE (ICso = 3,34 + 0,44 uM). Porovnanim indext
selektivity Ize tuto latku povaZovat za selektivni inhibitor ABuChE (SIzsuche = 25,86). Opét byla
vypoctena hodnota logBB a provedena PAMPA studie. Na zaklad¢ ziskanych vysledki by 1
tento derivat mél prestupovat pies HEB (Tabulka 8).

Dalsi skupinou jsou derivaty, které na aromatickém jadfe substituentu obsahuji atom
halogenu (fluor, chlor, brom nebo jod), opét v riznych pozicich. V ramci této skupiny byl stejné
jako u pfedchozich skupin pozorovan stejny trend. Pokud se atom halogenu nachézel na
aromatickém jadie v poloze ortho, vykazoval tento derivat nejvyssi aktivitu stim, Ze
nejvyhodnéjsi byla v pfipad€ inhibice ZAChE substituce chlorem (derivat 40, ICso = 13,70 +
0,76 uM) a v ptipadé¢ ABuChE substituce fluorem (derivat 47, 1Cso = 4,85 + 0,78 uM).
Nejzajimavejsi latkou byl derivat 40, ktery disponoval zajimavou aktivitou vii¢i obéma
enzymum (Tabulka 8). Tato latka byla nasledné podrobena detailnéjSim studiim za ucelem

objasnéni mechanismu inhibice a identifikace strukturnich detailii zodpovédnych za inhibi¢ni
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Obrazek 19: Lineweaver-Burktv graf 1/v vs 1/[acetylthiocholin] v pfitomnosti nebo nepfitomnosti derivatu 40; B:
Lineweaver-Burktv graf 1/v vs 1/[butyrylthiocholin] v pfitomnosti nebo nepfitomnosti derivatu 40.

Na zéklad€ vyneseni reakénich kiivek a porovnani vSech modelil inhibice bylo zjisténo, Ze
derivat 40 pisobi vici obéma cholinesterasam smiSenym typem inhibice (Obrazek 19).
Nelinearni regresni analyzou byly stanoveny hodnoty afinitniho parametru pro oba enzymy (X;
=3,49 + 0,48 uM pro #FAChE a 8,10 = 2,90 uM pro hBuChE) *°.

Opét byla provedena dockingova studie za ucCelem identifikace strukturnich aspektl
zodpovédnych za vyznamnou inhibi¢ni aktivitu derivatu 40 vici obéma cholinesterasam,
(Obrazky 20 a 21). V ptipadé¢ hAChE (Obrazek 20) byly pozorovany nasledujici interakce: 1)
paralelni n-m interakce mezi Trp86 a piipojenym substituovanym fenylovym kruhem, ii)
ulozeni 5,10b-ethanového miistku v blizkosti n€kolika aromatickych zbytk, jako je Tyr341,
Phe338, Tyr337, Tyr124 a Phe297, které tvofi rizné hydrofobni interakce. Atom chloru navic
zvysuje hydrofobni interakci s Trp86. V piipad¢ ABuChE je ligand u latky 40 umistén hluboko
v jeji dutiné (Obrazek 21). Byly identifikovany nasledujici interakce: 1) interakce n-n ve tvaru
T mezi substituovanym fenylovym zbytkem a Phe329 a ii) interakce esterové skupiny, ktera je
zapojena do vodikové vazby, se zbytkem katalytické triady Ser198, iii) dale n-sigma, a van der

Waalsovy interakce s 1,3-dioxolanovym kruhem ¢ .
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Obrazek 20: Nejlépe skorovana pozice derivatu 40 v aktivnim misté ZAChE. Ligand je zobrazen fialové. Dilezit¢ AMK
zbytky zodpovédné za ukotveni ligandu jsou zobrazeny tmavé modre, katalyticka triada je zobrazena Zluté. Hlavni interakce
rizného pivodu, jsou zobrazeny pferusovanymi ¢arami v obou typech vyobrazeni (vodikové vazby, vrstveni n-n/n-kationtd,
van der Waalsovy interakce a dalsi hydrofobni sily). Obrazek 3D prezentace byl generovan programem PyMOL Molecular
Graphic Systém, v. 2.4.1. Schrodinger, LLC. 2D zobrazeni bylo vygenerovano programem Dassault Systémes BIOVIA,
Discovery Studio Visualizer, v 17.2.0.16349, San Diego: Dassault Systémes, 2016 .
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Obrazek 21: Nejlépe skorovana pozice derivatu 40 v aktivnim misté #BuChE. Ligand je zobrazen fialové. Dulezit¢ AMK
zbytky zodpovédné za ukotveni ligandu jsou zobrazeny oranzové, katalyticka tridda je zobrazena zluté. Hlavni interakce
rtizného pivodu, jsou zobrazeny pierusovanymi ¢arami v obou typech vyobrazeni (vodikové vazby, vrstveni n-n/n-kationtt,
van der Waalsovy interakce a dalsi hydrofobni sily). Obrazek 3D prezentace byl generovan programem PyMOL Molecular
Graphic Systém, v. 2.4.1. Schrédinger, LLC. 2D zobrazeni bylo vygenerovano programem Dassault Systémes BIOVIA,
Discovery Studio Visualizer, v 17.2.0.16349, San Diego: Dassault Systémes, 2016 .

Na zakladé predikci prechodu pies HEB (logBB = 0,26 a PAMPA: Pe = 15 10 cm s°!
(CNS+)), by mél tento derivét také piechizel pies HEB (Tabulka 8) °.

Malou skupinkou jsou derivaty, které maji na aromatickém jadfe nitroskupinu v riznych
polohach (52-54). VSechny derivaty disponovaly selektivni inhibi¢ni aktivitou vi¢i ZAChE
(Tabulka 8), pticemz nejaktivnéjsi byl derivat nesouci nitroskupinu v poloze meta (ICso = 3,99
+ 0,25 uM). Vsechny derivaty by mély opét byt schopny piestupu do CNS na zaklad¢ pasivni
diftize (Tabulka 8.). V ramci rozsifeni portfolia testovanych latek byl ptipraven i derivat majici
na aromatickém jadie dvé nitro skupiny: 11-0-(3,5-dinitro)benzoylhaemanthamin (55). Tato
slou€enina disponovala vysoce selektivnim inhibi¢nim potencidlem vici AAChE (ICso = 1,07
+ 0,12 uM, Tabulka 8), kterd byla srovnatelnd s inhibi¢nim potencidlem samotného

galanthaminu (ICso = 1,7 £ 2,07 uM, Tabulka 8). Zavedenim druhé nitroskupiny do struktury
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doslo k uplné ztraté inhibi¢niho potencialu viici ABuChE (2 % pfi koncentraci 100 uM). Na
zakladé hodnoty logBB je mozné, Ze tato latka by mohla mit problémy s ptfechodem pies HEB.

Zajimavou skupinou jsou derivaty, které maji na aromatickém jadie nitro skupinu
v kombinaci s atomem halogenu nebo methylskupinou (56-60). Mezi témito derivaty tii
slouceniny, jmenovité: 11-O-(2-chloro-5-nitrobenzoyl)haemanthamin (56), 11-O-(4-chloro-3-
nitrobenzoyl)haemanthamin (57) a 11-O-(4-methyl-3-nitrobenzoyl)haemanthamin (58)
disponovaly vysoce selektivni inhibi¢ni aktivitou vici AAChE ((ICso = 0,17 £ 0,01uM (56),
ICs50=10,12 £ 0,01 uM (57), ICs0 = 0,17 = 0,01 uM (58), Tabulka 8)). Tyto aktivity byly vice
nez desetkrat vyS$i nez pouzity standard galanthamin. Bohuzel vSak nevykézaly inhibi¢ni
potencial vici ABuChE.

Vsechny tyto derivaty byly screeningové studovany 1 z pohledu jejich cytotoxické aktivity,
kde byly zjiStény zajimavé vysledky. Zajimavosti je vyrazna toxicita derivatu 57 oproti derivatu
58, ktery se v ramci studii jevil jako netoxicky (Tabulka 9). Tyto dvé slouceniny se 1isi pouze
substituci v poloze para, kdy u derivatu 58 je misto chloru pfitomnd methylskupina. Dalsi
zajimavosti je struktura slouceniny 56, kterd nese na aromatické jadre stejné substituenty jako
derivat 57, ale v jinych polohach. Tato skutecnost mé za nésledek opct kompletni ztratu
cytotoxické aktivity (Tabulka 9). Této problematice a podrobné&jSimu studiu cytotoxického
ucinku derivatu 57 byla vénovana studie z roku 2022 a vysledky této prace budou struéné
rozebrany v dalsim textu . Z pohledu dalsiho vyvoje a optimalizace struktury téchto derivati
jako potencialnich latek pro terapii AD, jsou zajimavé derivaty 56 a 58, jelikoZ nevykazovaly
zadnou cytotoxickou aktivitu. Na zaklad€ vypoctenych hodnot logBB (56 = 0,27, 57 log = 0,23
a 58 = -0,04) by tyto derivaty mély prechazet pres HEB s tim, Ze pfestup pfes HEB muze byt
problematicky. Pro vSechny derivaty bude v nejbliz§i dobé provedena PAMPA studie. Dalsi
studie tykajici se identifikace mechanismu inhibice, strukturnich detailli zodpovédnych za
inhibi¢ni potencial a prestupu pifes HEB jsou v sou€asné dobé€ rozpracované a budou zvetejnény
po jejich dokonceni v dal§im publika¢nim vystupu v nejblizsi dobg.

Derivaty 63 a 64 byly ptipraveny s ohledem na skutec¢nost, Ze derivaty ambellinu nesouci
stejné substituenty disponovaly vysoce selektivnim inhibi¢nim potencidlem vii¢i ABuChE %%,
Ambellin je amarylkovity alkaloid, ktery se li§i od haemanthaminu pouze orientaci 5,105-
ethanového mistku, patfi tedy mezi alkaloidy krininového typu (Obrazek 4). Oproti
haemanthaminu ma jesté v poloze C-7 navic methoxyskupinu. Cilem téchto experimentl bylo
studium vlivu chirality 5,10b-ethanového mustku na inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterasam.
Jak je vidét na nasledujicim obrazku (Obréazek 22), kde jsou shrnuty biologické aktivity pro

vSechny Ctyfi slouceniny, tak tento vliv je vyrazny. Prozatim byly provedeny dockingové studie
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pro derivaty ambellinu, dockingové studie pro naphtoyl derivaty haemanthaminu budou
provedeny za ucelem podrobné SAR studie. Vysledky dockingovych studii pro derivaty

ambellinu jsou shrnuty v nasledujicim publikaénim vystupu %

OMe O

IC5¢ hBUChE = >100 uM IC59 hBUChE = 12,34 + 1,37 uM

‘ 11-O-(1-naphtoyl)ambellin O
OCHj3

11-O-(2-naphtoyl)ambellin
/\ OCHj; O /\ K
B J < J

o

o) N
< HY o < H 0
0] (0]
OCHj, OCH3
ICso ABUCHE = 14 + 1 uM ICso hBUChE = 0,1 % 0,01 uM

Obrazek 22: Porovnani biologickych aktivita naphtoyl derivatl haemanthaminu a ambellinu z pohledu jejich inhibi¢ni
aktivity vuci ABuChE

Protoze esterové derivaty mohou byt problematické z pohledu jejich stability v organismu,
byly od vybranych aktivnich derivatl pripraveny odpovidajici etherova analoga (67-80), ktera
by méla byt v organismu stabilnéjsi. VSechny tyto derivaty byly opét podrobeny screeningovym
hAChE a hBuChE studiim a nésledné byly u aktivnich latek stanoveny hodnoty ICso (Tabulka
8). Lze konstatovat, Ze vSechny etherové derivaty (kromé 80) disponovaly selektivni inhibici
viéi ABuChE v pomémné Sirokém spektru hodnot ICso (ICso = 0,85-30,61 puM). Pokud
porovname hodnoty ICso v ptipadé #BuChE pro odpovidajici derivaty s benzoyl- (13) resp.
benzyl-substituci (67), je moZné pozorovat mirné navySeni inhibi¢ni aktivity etherového
derivatu oproti esterovému (Tabulka 8). Stejny trend byl zaznamenén i u derivatt 68, 76, 77 a
78, ale oproti odpovidajicim esterovym derivatim (14, 40, 41 a 48) doslo ke ztrat¢ inhibi¢niho
potencidlu vii¢i AAChE (Obrazek 23). Nejaktivnéjsi slouc¢eninou z této série derivati byl 11-O-
(2-jodobenzy)haemanthamin (79) s hodnotou ICsorsuche = 0,85 + 0,06 uM. Do budoucna musi
byt provedeny studie tykajici se identifikace typu inhibice a dockingové studie, které by
vysvétlily, ktery strukturni aspekt je v ptipad¢ etherti zodpovédny za ztratu AAChE inhibi¢niho

potencialu.
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ICso hAUCHE = >100 M ICso hAUCHE = >100 pM
ICso hBUChE = 5,8 £ 0,3 M ICso hBUCHE = 2,16 + 0,41 uM
logBB = 0,23 logBB = -0,13

ICso hAUCHE = 18,18 £ 1,3 uM ICso hAUChE = >100 uM
ICso hBUChE = 6,59 + 1,19 uM ICsp hBUChE = 2,72 + 0,81 uM
logBB = 0,18 logBB = -0,13
Qg
ICsp KAUCHE = 13,7 £ 0,76 uM ICso hAUCHE = >100 pM
ICso hBUChE = 5,61 £ 0,62 uM ICso HBUCHE = 1,14 £ 0,14 uM
logBB = 0,26 logBB = 0,23

Cl

ICso hAUChE = 85,11 + 6,3 uM ICso hAUChE = >100 uM
ICso hBUChE = 80,1 + 10,1 uM ICso hBUChE = 7,7 + 0,5 uM
logBB = 0,43 logBB = 0,71

IC59 hAUChE = 79,22 + 8,12 uM IC59 hAAUChE = >100 uM
IC59 hBUChE = 41,96 + 3,41 uM IC59 hBUChE = 9,86 + 0,38 uM
logBB = 0,35 logBB =-0,13

Obrazek 23: Porovnani hodnot ICso pro AAChE a ABuChE esterovych a odpovidajicich etherovych derivati
haemanthaminu.

Derivaty ptipravené v dostatecnych mnozstvich byly déale podrobeny screeningovym
studiim na jejich cytotoxicky potencidl. VSechny derivaty byly testovany pii koncentraci 10
uM (Tabulka 9) na panelu lidskych bunéénych linii riiznych histotypt 46, Vzhledem k tomu,
ze tato Cast nebyla soucasti predlozené dizertacni prace, budou vysledky této studie

komentovany pouze strucné. VeSkeré podrobnosti je mozné dohledat v daném publikacnim

146
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Pocatecni zhodnoceni cytotoxicity haemanthaminu (1) a série dvaceti deviti (Tabulka 9)
semisyntetickych derivatl ukazalo, Ze u vétSiny derivatl doslo substituci C-11 hydroxyskupiny
ke ztraté cytotoxické aktivity, kterou disponuje samotny haemanthamin (Tabulka 9). Pouze
jeden derivat  11-O-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthamin  (57) vykazal zvySeny
antiproliferativni ucinek, kde primérna hodnota procenta ristu (GP) byla 5 % ve srovnani
s haemanthaminem (GP = 25 %). Mezi deseti testovanymi bunéénymi liniemi disponoval
derivat 57 slibnou cytotoxickou aktivitou pro nasledujici bunécné linie: HeLa (ICso =0,2 £ 0,1
uM), A549 (ICso = 1,7 £ 0,1 uM) a HT-29 (ICso = 2,2 = 0,1 uM) bunék (Tabulka 10). Tento
derivat byl také vybran pro podrobnéjsi experimenty za uUcelem identifikace mechanismu
cytotoxického plisobeni. Dal§im zajimavym vysledkem této studie je ztrata cytotoxického
potencidlu 1,2-dihydrohaemanthaminu, coz je dikazem, Zze piitomnost dvojné vazby
cyklohexenového kruhu haemanthaminu je kritické pro jeho aktivitu.

Zavérem je mozné konstatovat, ze nejen haemanthamin samotny, ale i polosyntetické
derivaty, jsou vhodnymi kandidaty pro dal§i vyvoj jako potencidlnich 1é¢iv nebo ,lead-
structures pro dal$i modifikaci a optimalizaci struktury. Nespornou vyhodou tohoto
amarylkovitého alkaloidu je, Ze je mozné ho izolovat z rostlinného materidlu ve vyznamném

mnozstvi a neni potfebné tuto latku ptipravovat syntetickou cestou.
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Nazev prace: Amaryllidaceae alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu a jejich

polosyntetické derivaty jako potencialni 1é¢iva v terapii Alzheimerovy choroby.

K prohloubeni znalosti o amarylkovitém alkaloidu haemanthaminu, ktery byl izolovan na
naSem pracovisti v rdmci predchozich fytochemickych studii, byly syntetizovany derivaty
tohoto alkaloidu. Nejprve byla pfipravena série alifatickych (3-12) a aromatickych esterovych
derivatl (13-66), a nasledn€ pro porovnani vztahu struktura-aktivita, byly od nejaktivnéjSich
substituentll pfipraveny etherové derivaty (67-80). VSechny syntetizované slouceniny byly
identifikovany za vyuziti nasledujicich metod strukturni analyzy: NMR, HPLC/MS a HRMS,
véetné testovani fyzikalnich vlastnosti, jako je optickéd otacivost. Po potvrzeni struktury byly
vSechny derivaty podrobeny screeningovym studiim na jejich inhibi¢ni potencial viici ZAChE
a hBChE. Vybrané derivaty byly testovany na jejich inhibi¢ni potencial i vii¢i dal§imu enzymu
GSK-3B, ktery hraje vyznamnou roli v patogenezi AD.—V ramci spoluprace s Lékaiskou
fakultou v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy, byla také vétSina derivati podrobena
cytotoxickému screeningu na panelu naddorovych i nenadorovych linii. U slibnych derivatt byly
provedeny dockingové studie za ucelem objasnéni strukturnich aspektli zodpovédnych za
inhibi¢ni aktivitu.

Ze ziskanych dat bylo zjiSténo, ze vramci AAChE/ABuChE se ukdzal byt dobrym
inhibitorem derivat 11-O-(2-methylbenzoyl)haemanthamin s hodnotami ICso 18,18 + 1,30 pro
a 6,59 + 1,19 pro ABuChE. Dalsi latkou inhibujici oba enzymy byl 11-O-(2-
chlorobenzoyl)haemanthamin s hodnotami 1Cso 13,7 + 0,76 pro #AChE a 5,61 £+ 0,62 pro
hBuChE. Oba zminované derivaty byly vybrany pro podrobnégjsi farmakokinetické studie za
ucelem popsani mechanismu ucinku inhibice. Velice dobrymi selektivnimi inhibitory ZAChE
se pak ukédzaly byt derivaty snitro skupinou spolecné v kombinaci s chlorem nebo
methylskupinou na aromatickém jadie substituentu. Konkrétné latky 11-O-(2-chloro-5-
nitrobenzoyl)haemanthamin ~ (ICso = 0,17 + 0,01uM), 11-O-(4-chloro-3-
nitrobenzoyl)haemanthamin (ICso = 0,12 + 0,01 pM) a 11-O-(4-methyl-3-

nitrobenzoyl)haemanthamin (ICso = 0,17 = 0,01 uM) s ICso v nanomolarnich hodnotach viici
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hAChE vykazaly dokonce desetindsobn¢ v¢EtSi inhibici oproti pouzivanému standardu
galanthaminu. Pro lep$i pochopeni vztahu struktura vs. u¢inek byly od nejaktivnéjsich latek
pripraveny etherové derivaty, kde se prohloubila inhibi¢ni aktivita vii¢i ABuChE, naopak vici
hAChE nebyl zjistén téméf zadny inhibicni ucinek. Zmitovany 11-O-(4-chloro-3-
nitrobenzoyl)haemanthamin vykazoval také velice zajimavy antiproliferativni ucinek, kde
primérna hodnota procenta ristu (GP) byla 5 % ve srovnani s haemanthaminem (GP = 25 %)).
Tento derivat haemanthaminu byl podroben podrobnym studiim za ucelem objasnéni jeho

cytotoxického plisobeni (ovlivnéni bunécného cyklu, indukce apoptdzy, indukce kaspas apod.).

Klicova slova: haemanthamin, Amaryllidaceae alkaloidy, Alzheimerova choroba,

acetylcholinesterésa, butyrylcholinesterasa, cytotoxicita.
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Title of doctoral thesis: Amaryllidaceae alkaloids of haemanthamine structural type

and their semisynthetic derivatives as potential drugs in the treatment of Alzheimer’s disease.

To deepen the knowledge about the Amaryllidaceae alkaloid haemanthamine, which was
isolated at our workplace as part of previous phytochemical studies, derivatives of this alkaloid
were synthesized. First, series of aliphatic (3-12) and aromatic ester derivatives (13-66) were
prepared, and then, to compare the structure-activity relationship, ether derivatives (67-80)
were prepared from the most active substituents. All synthesized compounds were identified
using the following structural analysis methods: NMR, HPLC/MS, and HRMS, including
testing physical properties such as optical rotatability. After structure confirmation, all
derivatives were subjected to screening studies for their inhibitory potential against ZAChE and
hBuChE. The selected derivatives were tested for their inhibitory potential against another
enzyme, GSK-3f3, which plays a significant role in the pathogenesis of AD. In cooperation with
the Faculty of Medicine in Hradec Kralové, Charles University, most of the derivatives were
also subjected to cytotoxic screening on a panel of tumor and non-tumor cell lines. Docking
studies were performed on promising derivatives to elucidate the structural aspects responsible
for the inhibitory activity.

From the obtained data, it was found that the derivative 11-O-(2-
methylbenzoyl)haemanthamine with ICso values of 18.18 + 1.30 uM for ZAChE and
6.59 + 1.19 uM for ABuChE proved to be a good inhibitor within #ZAChE/ABuChE. Another
substance inhibiting both enzymes was 11-O-(2-chlorobenzoyl)haemanthamine with ICso
values 13.7+0.76 uM for hPAChE and 5.61 + 0.62 uM for ABuChE. Both mentioned derivatives
were selected for more detailed pharmacokinetic studies in order to describe the mechanism of
action of inhibition. Derivatives with a nitro group together with a chlorine or methyl group on
the aromatic core of the substituent turned out to be very good selective #ZAChE inhibitors.
Specifically, the substances 11-O-(2-chloro-5-nitrobenzoyl)haemanthamine (ICso = 0.17 +
0.01uM), 11-O-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamine (ICso = 0.12 £ 0 .01 uM) and 11-O-
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(4-methyl-3-nitrobenzoyl)haemanthamine (ICso = 0.17 £ 0.01 puM) with ICso in nanomolar
values against ZAChE showed an even tenfold greater inhibition compared to the standard
galantamine used. For a better understanding of the relationship between structure vs. effect,
ether derivatives were prepared from the most active substances, where the inhibitory activity
against ABuChE deepened, on the contrary, almost no inhibitory effect was detected against
hAChE. The mentioned 11-0-(4-chloro-3-nitrobenzoyl)haemanthamine also showed a very
interesting antiproliferative effect, where the average growth percentage (GP) value was 5%
compared to haemanthamine (GP = 25%). This haemanthamine derivative has been subjected
to detailed studies in order to clarify its cytotoxic action (influence of the cell cycle, induction

of apoptosis, induction of caspases, etc.).

Key words: haemanthamin, Amaryllidaceae  alkaloids, = Alzheimer's disease,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, cytotoxicity.
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10.2.4. Narodni odborna staz

Dvousemestralni stdz v obdobi béhem zimniho semestru 2019 az letniho semestru 2020 na
Ustavu 1ékatské biochemie na Lékaiské fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. V ramci
této staze byl proveden screening protinddorové aktivity polosyntetickych derivati
(haemanthaminu a ambellinu) ptfipravenych na nasi katedfe a u nejaktivnéjsich z nich byla dale
zmétena hodnota ICso. Neéktera naméfend data jsou publikovana jiz ve zminovaném

publikac¢nim vystupu [42].
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