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1 Uvod

Jiz odpradavna se rostliny vyuzivaly k 1é¢eni vSech moznych lidskych neduhi a nemoci.
Slouzily jak ku prospéchu lidstva, tak k ¢astym travi¢skym zamérim. At vSak timysly ¢lovéka
byly dobré ¢i Spatné, svéd¢i o faktu, Ze rostliny obsahuji nepieberné mnozstvi riznych ucinnych
latek, které ovliviiuji lidské zdravi. S postupem casu, rozvojem civilizace, zvySovanim Grovné
vzdélani a vyvojem novych technologickych vymozenosti se zacalo pfichazet na jednotlivé
latky, které jsou v rostlinach ptitomné. Postupem c¢asu se studovala biologicka aktivita t€chto
latek.

Jednou takovou velmi vyznamnou skupinou ptirodnich latek jsou alkaloidy. Jedna se
o sekundarni produkty metabolismu rostlin, tzv. sekundarni metabolity. V rostlinné fisi jsou
velmi rozsifeny a disponuji fyziologickymi u€inky na nd$ organismus. Diive se povazovaly
pfedevs§im za odpadni produkty, dnes jiz vime, Ze je rostliny mohou pouzivat také na svoji
obranu pfed bylozravci. Jejich chemicka struktura se mlze znacné lisit, ale spoleCnym rysem
je bazicka povaha s jednim, poptipad¢ vice vazanymi atomy dusiku v molekule.

Jeden ze zajimavych zdroju alkaloidu je rostlinna ¢eled” Amaryllidaceae. Rostliny této celedi
produkuji Siroké spektrum alkaloidt. Jsou rozmanité jak ve své struktufe, tak ve svém ucinku.
Pocinaje od anticholinergniho, pro ktery je tato celed’ vefejnosti asi nejvice znamé (alkaloid
galanthamin od roku 2001 v klinické praxi jako pfipravek Reminyl®)!, pies cytotoxicky aZ po
antimalaricky, antibakterialni, antiviroticky a antiparaziticky. Cytotoxicka aktivita alkaloida
resp. jejich protinadorovy ucinek je v dnesni dobé predmétem zkoumani fady védct. Rakovinna
onemocnéni patii k nejvice rozsifenym nemocem ve vyspélych zemich a védeckd komunita se
snaZzi najit vhodné¢ alternativy k dnesni zaveden¢ 1é¢bé s co nejvice benefity pro pacienta a s co
nejmensSim mnozstvim nezaddoucich u€inkl. Praveé alkaloidy produkované rostlinami ¢eledi
Amaryllidaceae disponuji slibnou aktivitou, kterd je selektivné toxicka proti nadorovym
buikam.

Predmétem této diplomové prace byla piiprava polosyntetickych derivati alkaloidu
haemanthaminu, pfesnéji esterifikovanych derivati, jejich strukturni analyza a testovani

biologickych aktivit.



2 Cil prace

Napln diplomové prace:

1y

2)

3)
4)

S)

zpracovani reSerSe k problematice vyuziti alkaloidii celedi Amaryllidaceae a jejich
syntetickych derivati v terapii civilizacnich onemocnéni,

piiprava polosyntetickych derivati alkaloidu haemanthaminu ¢eledi Amaryllidaceae
pro biologické testovani dle literarni reserSe,

stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych charakteristik ptipravenych derivati,
biologické testovani pfipravenych derivati jak na domdacim pracovisti, tak ve
spolupraci s dalsimi védeckymi institucemi,

vyhodnoceni vysledki a sepsani diplomové prace.



3 Teoreticka cast

3.1 Obecna charakteristika rostlin Celedi Amaryllidaceae

a jejich sekundarnich metabolith

Celed” Amaryllidaceae je pestrou &eledi, do které patii kolem 75 rodii a v niZ je popsano na
1100 druhii rostlin.? Jedna se o jednodé&lozné vytrvalé byliny s oddenky, hlizami nebo cibulemi.
Listy maji carkovité, ptizemni, nebo také lodyzni. Kvéty jsou oboupohlavné se spodnim
semenikem a jsou jednotlivé nebo ve Sroubelovitych kvétenstvich. Plodem je tobolka nebo
bobule. Celed zahrnuje napiiklad rody: Leucojum L., bledule, Galanthus L., snéZenka,
Narcissus L., narcis, Crinum L., kiin, Amarylis L., amarylka, Clivia Lindl., klivie (femenatka)
a dalsi.
Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou rozSifeny piedev§im v tropické a subtropické Jizni
Americe a Africe, jsou vSak zastoupeny i v mirn¢jSich pasech, naptiklad ve stfedni a jizni
Evropé. Péstuji se i pro okrasné Giely. Nékteré zastupce mizeme najit také v Ceské republice.
Jedna se o Galanthus nivalis a Leucojum vernum, coZ jsou rostliny v CR chranéné v kategorii
c2.4

Od zavedeni galanthaminu do praxe v terapii Alzheimerovy choroby je o rostliny této celedi
Siroky zajem z pohledu jejich dalSich obsahovych latek, tzv. Amaryllidaceae alkaloidi.

Prvni zminky o 1ékatském vyuziti rostlin z celedi Amaryllidaceae se datuji do doby pulisobeni
Hippokrata z Kosu, ktery jiz ve 4. stoleti pfed nasSim letopoctem pouzil extrakt z narcisu
Narcissus poeticus na bazi olejové emulze k 16¢b€ nadorti d€lohy. Od této doby se dokumentace
o rostlinach Celedi Amaryllidaceae a jejich alkaloidech objevuje napfi¢ rozmanitymi kulturami
v nejriizngjsich Eastech svéta — v Ciné, Severni Africe, Stfedni Americe a také na Arabském
poloostrové.’

Jak jiz bylo zminéno vyse, pouzivani rostlin této ¢eledi ma dlouhou tradici v lidovém lé€itelstvi

a prave kviali tomuto faktu védci veénuji pozornost biologické aktivit€¢ a UCinkim
amarylkovitych alkaloidii. Prvnim uspésné izolovanym alkaloidem této cCeledi byl roku 1877
lykorin, izolovany z rostliny Narcissus pseudonarcissus L. Jeho struktura byla objasnéna az

o mnoho let pozd&ji v roce 1956 japonskou pracovni skupinou Nagakawa a spol.’



Do dnesni doby bylo izolovdno a strukturné popsano pres 500 alkaloidi vyskytujicich se
jednotlivé nebo ve skupinach napftic celou Celedi Amaryllidaceae. Alkaloidy se vyskytuji v celé
rostliné, v nejvySsi koncentraci se nachdzeji v cibuli. Vzhledem k jejich Siroké biologicke
aktivité, do které patii antivirova, antibakterialni, antiprotozoalni (antimalarickd), inhibi¢ni viici
acetylcholinesterase a cytotoxicka, je védeckou komunitou vénovana také pozornost pifiprave

jejich polosyntetickych derivatt.®’

3.2 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidu

Specifickou biosyntetickou cestu zdkladnich strukturnich typl amarylkovitych alkaloidi
oznacujeme jako tzv. norbelladinovou. Schématicky je biosyntéza amarylkovitych alkaloid
znazornéna na Obr. 1. Vychozi latky predstavuji dvé aromatické aminokyseliny L-fenylalanin
a L-tyrosin. L-Fenylalanin jako prekurzor tvoii C1-C6 ¢asti aromatického kruhu A a polohu
benzylu na C6. L-tyrosin je prekurzorem dusiku na C2—C6 a prekurzorem kruhu C se dvéma
uhliky C-11, C-12 v postrannim fetézci.?

Tyto dvé latky ptes n€kolik mezistupiili poskytuji vlastni prekurzor amarylkovitych alkaloidii
4’-O-methylnorbelladin. Oxidativnim spojenim kruht  O-methylnorbelladinu v polohach
ortho"-para’ vznika lykorinovy a homolykorinovy typ, poloha para'-ortho' pfislusi
galanthaminu a polohu para’-para’ nachazime u krinového, haemanthaminového,

tazettinového a pankrastatinového typu.’
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Obr. 1 Biosyntéza hlavnich strukturnich typti Amaryllidaceae alkaloidii (pfevzato)’
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Podle oxidativniho spojeni dvou aromatickych kruht O-methylnorbelladinu vznikd devét
zakladnich strukturnich typti (zapocitan i vychozi norbelladin a alkaloidy montaninového typu,
jejichz biosynteticka cesta nebyla doposud spolehlivé objasnéna), které jsou pojmenovany
podle svého hlavniho zastupce: lykorinovy (lykorin), galanthaminovy (galanthamin),
haemanthaminovy (haemanthamin), homolykorinovy (homolykorin), pankratistatinovy
(pankratistatin), krininovy (krinin), tazettinovy (tazettin) a montaninovy (montanin).’

Jmenované zakladni strukturni typy jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1 Strukturni typy alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae, hlavni zastupci a piiklady roda, ze
kterych byly izolovany

Strukturni typ Hlavni zastupce

MeO
jij\/'\l/le
norbelladinovy MeO norbelladin

lykorinovy lykorin

H
e
homolykorinovy MeO Oe homolykorin

galanthaminovy galanthamin
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HO - OH
pankratistatinovy <O OH pankratistatin
0 NH
OH O

haemanthaminovy haemanthamin
yZ wOH
krininovy <O krinin
o N
tazettinovy tazettin
montaninovy montanin

3.3 Strukturni typy — rozdéleni

3.3.1 Alkaloidy lykorinového strukturniho typu: vyskyt, biologicka

aktivita

Alkaloidy tohoto strukturniho typu jsou odvozeny od pyrollo[de]fenantridinu, ktery pii

cyklizaci norbelladinu vznika zptsobem ortho'-para’. Hlavnim zastupcem této skupiny je
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lykorin.'” Mezi nejvyznamnéjsi rody obsahujici alkaloidy lykorinového strukturniho typu patii

Crinum, Galanthus, Chlindanthus, Leucojum, Lycoris a Narcissus.'"1%1314

Dalsimi zéstupci této skupiny jsou napt. 1-O-acetyllykorin, pseudolykorin, galanthin, pluviin,

norpluviin nebo amarbellisin (Obr. 2).°

Norpluviin

Obr. 2 Struktury vybranych alkaloida lykorinového typu

Biologicka aktivita lykorinu je Siroka, pro jeho slibné u¢inky je studovan jiz nékolik let. Lykorin
pusobi u rostlin jako inhibitor aktivity terminalniho enzymu galaktodehydrogenasy, ktery
preméiiuje L-galaktono-y-lakton na kyselinu askorbovou, ¢imZ potlacuje jeji syntézu.'® Tato
skute¢nost byla studovana in vivo, kdy u listli $penatu pti koncentraci lykorinu vétsi nez 0,1
mM dochazelo ke smritovani mechanického pletiva fapiku a k vadnuti.'®

Lykorin funguje také proti celé fadé virdi, jako je enterovirus, virus hepatitidy C'¢, poliovirus!”,

18,19

vaccinia virus pravych nestovic a SARS-asociovany coronavirus, >~ a nékteré studie vykazuji

i jistou aktivitu proti HIV viru.*
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Nejvyznamnéjsi je jeho protinddorova aktivita jak in vitro tak predev§Sim in vivo. Vztah
struktura - aktivita byl studovéan systematickou zménou raznych ¢asti molekuly. Zjistilo se, ze
pro protinadorové pusobeni na nadorové buiiky je rozhodujici zachovani struktury lykorinu:
konformacéni volnost v kruhu C, stereochemie na spojeni kruhti C/D a diolové skupiny na kruhu
C. Diky tomuto upofadani se lykorin vaze na 60S jednotku ribozomu peptidyltransferasového
centra. Dal8i experimenty se strukturou lykorinu ukézaly, Ze aktivita proti apoptdze
rezistentnim nadorovym bunkam je velice podobna jak u pfirodnich derivatd, tak u jeho
syntetickych derivatf.?!2%2324

Lykorin ukazal vyznamny terapeuticky ucinek u mysich mozkovych melanomtt B16F10 pfi
pouziti netoxickych davek. Bylo dokdzano, Ze jeho aktivita vi¢i nddorovym buiikdm je dokonce
15x veétsi nez viaci buitkkam zdravym a to jiz pii mikromolarnich koncentracich. Terapeuticky
potencial lykorinu byl prokazan na celé fadé¢ mysich modelua lidskych nadort, jako je naptiklad
Hey1B rakoviny vaje¢nikii, LLC plicni karcinom a leukémie HL-60.%!

V ramci testovani lykorinu na p53-negativni linii lidskych leukemickych promyelocyti HL-60
in vitro byla pozorovana aktivita vyvolavajici zastavu bunécného cyklu v G2/M fazi a nasledna
indukce apoptozy doprovazend zvySenou aktivitou kaspas -3, -8, -9. Podrobnéji byl lykorin
testovan na mysich s t€zkym imunodeficitem SCID, kterym byly po utlumeni krvetvorby
plsobenim ionizujiciho zafeni implantovany buniky HL-60. Byla prokazéna inhibice ristu
bun&k promyelotické leukémie in vivo po podavani lykorinu (5 mg.kg'.den) a zaroveii bylo
pozorovano minimum nezadoucich u¢inka na zdravé buiiky. Dalsi experimenty prokazujici
protinadorovou aktivitu lykorinu byly provedeny na buiikach lidského mnohocéetného myelomu
(KM-3), kde aplikace lykorinu vedla naopak k akumulaci bunék v GO/G1 fazi bunééného cyklu.
Zastava bunécného cyklu u bunék KM-3 nevedla k reparaci poSkozeni DNA a v buiikidch
nasledné zac¢ala probihat apoptdza.?

Dalsi studie dokazuje, ze lykorin je schopny down-regulace Mcl-1 proteinu v lidskych
leukemickych buiikach, ktery je zodpovédny za inhibici apoptozy bunék. Studie dale odhalila,
ze lykorin dokaZze snizit enzymatickou aktivitu HDAC (histon deacetylasy) v linii K562
myeloidni leukémie a zvysit expresi proteinu p53 a jeho cilového produktu proteinu p21 a tim
inhibovat proliferaci K562 bunék. Navic umi lykorin hydrochlorid u¢inné€ potlacit metastaticky
melanom C8161 in vitro a in vivo rizné typy tumort cév pii nizké toxicité na ostatni zdravé
buiiky.?*2*

Byla zkoumana také anticholinergni aktivita alkaloidl lykorinového strukturniho typu. Lykorin

samotny vykazuje nizkou inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE (ICsoache = 213 uM). Acylované nebo
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etherifikované derivaty lykorinu v poloze C-1, jako je 1-O-acetyllykorin a 1-O-acetyl-2-O-terc-
butyldimethylsilyllykorin maji mnohokrat siln€jsi inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE nez lykorin,
nebyl vSak zjiStovan inhibiéni uCinek derivath na BuChE. Naopak 2-O-acetylace
a 1,2-diacetylace zptisobily ztratu aktivity. Z toho vyplyva, Ze pro ucinek je dilezita pfitomnost
acetylskupiny v poloze C-1. %

Dokonce az 6-10krat G¢innéjsi proti AChE je lykorinovy derivat ungiminorin s hodnotou
ICs0= 0,35 uM a assoanin s hodnotou 3,87 uM. Predpoklada se, ze aktivita téchto latek souvisi

s planaritou aromatického kruhu C.’

OMe
HO/,I ‘\OH MeO
0 N\ O N
< MeO

0 N
Ungiminorin Assoanin

Obr. 3 Struktury lykorinového typu s anticholinergni aktivitou

3.3.2 Alkaloidy galanthaminového strukturniho typu: vyskyt,

biologicka aktivita

Alkaloidy galanthaminového typu jsou jedine¢né v oxidativnim spojenim para’-ortho'. Jejich
zékladni skelet tvoii dibenzofuran.?® Jako prvni byl roku 1952 z cibule snéZenky Galanthus
woronowii izolovan galanthamin, ktery diky svym biologickym vlastnostem zaujal védeckou
komunitu.> Mezi rody, kde se tyto alkaloidy nachazeji, patii napt. Crinum, Galanthus,
Leucojum, Lycoris a Narcissus."?

Mezi dalsi alkaloidy, které se nachazi v této strukturni skuping, jsou norgalanthamin, narcisin,
chlidanthin, sanguinin, norlykoramin nebo narwedin.’ Na nasledujicim obrazku (Obr. 4) jsou

shrnuty vybrané struktury alkaloidli galanthaminového typu.
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Obr. 4 Struktury vybranych alkaloidii galanthaminového typu

Hlavnim alkaloidem této skupiny je galanthamin, ktery byl poprvé izolovan z rostliny
Galanthus woronowii. Galanthamin zplsobuje bradykardii ¢i poruchy atrioventrikularniho
pfenosu, v CNS 1 na periferii nervového systému selektivné reverzibilng inhibuje cholinesterasy

a alostericky moduluje nikotinové receptory, které podporuji cholinergni transmisi. !
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V medicin€ se pouziva jiz od 60. let 20. stoleti, a to prevazné¢ ve vychodni Evropé,
k antagonizaci neuromuskularni blokady a pro terapii neurologickych poruch. V soucasné dobé
se vyuziva predevSim pii 1écbé Alzheimerovy choroby, nebot’ signifikantné zlepSuje jeji
kognitivni, funkéni i behaviordlni symptomy. Jako vyhodna se jevi selektivita galantaminu
k acetylcholinesterase vs. butyrylcholinesterase, ktera mtize snizovat riziko nezddoucich u¢inkt
v porovnani s neselektivnimi inhibitory cholinesteras (typu takrinu ¢&i fyzostigminu).?’
Galanthamin je terciarni alkaloid rezistentni vi¢i hydrolyze. Pro vazebné schopnosti
a biologicky uc¢inek galanthaminu jsou v jeho molekule dilezita 4 mista: hydroxylova skupina
cyklohexanového kruhu, cyklohexenovy kruh, terciarni aminoskupina a methoxyskupina.
Obménou methoxyskupiny a tercidrni aminoskupiny (napf. na kvarterni amoniovou sil nebo
hydrofilni slouceniny) byly pfipraveny derivaty, které byly polarng;si nez plivodni molekula
a vykazovaly vétsi inhibici AChE. Jejich polarita vSak brani priniku do CNS, coz vyrazné
limituje jejich pouziti. Jako nadéjny derivat galanthaminu se ukazuje jeho ester
n-butylkarbamat galantaminu (acylovana hydroxylova skupina v poloze 6), ktery je méné
toxicky nez galanthamin, jeho nizsi polarita mu umoziuje lepsi prinik do CNS a inhibice AChE
dosahla in vitro 85 % inhibiéni aktivity samotného galanthaminu.?’

Pro anticholinergni aktivitu byl za perspektivni latku povazovan izomer galanthaminu
chlidanthin, izolovany z rostliny Chlidanthus fragrans. V jeho struktuife dochazi k zaméné
hydroxy- a methoxyskupiny. Nasledné studie bohuzel zjistily, Ze inhibi¢ni efekt na AChE je
vii¢i galanthaminu vyrazné nizsi. >

Mezi alkaloidy, které se ukazuji jako silngjsi inhibitory cholinesteras, patii sanguinin. Jedna se
0 9-hydroxy derivat galanthaminu, ktery byl izolovan z Pancratium illyricum ¢i Eucharis
grandiflora. Ptedpoklada se, Zze pfi¢inou jeho vyrazné aktivity je pravé zdména methoxy
skupiny v poloze 9 galanthaminu za skupinu hydroxylovou, ktera se 1épe vaze v aktivnim misté
AChE. Podle studie z roku 2002 je sanguinin (ICsoache = 0,1 £ 0,01 uM) zhruba desetkrat
aktivnéjsi nez samotny galanthamin (ICsoache = 1,07 £ 0,18 uM). Nevyhodou ovSem zlistava,
Ze sanguinin se vyskytuje velmi vzacné a v malém mnoZstvi, coZ vyrazné¢ omezuje jeho

vvvvvv

piestup pies HEB.?®
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3.3.3 Alkaloidy krininového a haemanthaminového strukturniho typu:

vyskyt, biologicka aktivita

Haemanthaminovy a krininovy typ strukturné vychazi z 5,10b-ethanofenantridinu vzniklého
z norbelladinu para'’-para’ oxidativni cyklizaci. Tyto dva typy se li§i pouze v prostorové
konfiguraci 5,10b-ethanového mustku, coz znamena, ze se jedna o enantiomery. Vysledky
experimentl, které probihaly se zna¢enym krininem a oxovittatinem ukazal dva pfirozen¢ se
vyskytujici enantiomery v Nerine bowdenii, které jsou vzajemné nezaménitelné.2®

Alkaloidy téchto typu patii s alkaloidy lykorinového strukturniho typu k nejrozsifenéjSim
z Celedi Amaryllidaceae. Jiz nazev napovida, ze hlavnimi predstaviteli t€chto dvou skupin jsou
krinin a haemanthamin. Ke krininovému typu fadime dale ambellin, bufanisin, bufanidrin, 6-
hydroxykrinamin a undulatin. Rody, kde se tyto latky vyskytuji, jsou naptiklad Ammocharis,
Clivia, Crinum, Hippeastrum, Galanthus a Zephyranthes ?*031-32:33.14

K haemanthaminovému typu =zase patii haemanthidin, vittatin, krinamin, hamayn
a bulbispermin.!!

Na obrazku (Obr. 5) jsou uvedeny struktury vybranych alkaloidii krininového a

haemanthaminového typu.

Haemanthidin
= WOH
O
$ \
Vittatin Krinin
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Obr. 5 Vybrané struktury haemanthaminového a krininového typu

V literatufe se uvadi, ze alkaloidy krininového a haemanthaminového typu jsou slabé AChE
inhibitory. Ur¢itou vyjimkou jsou alkaloidy, které se podafilo izolovat v nasi laboratofi z rostlin
Zephyrantes robusta a Chlidanthus fragrans, undulatin a 8-O-demethylmaritidin. Jejich
schopnost inhibovat AChE byla sice desetkrat mensi nez u galanthaminu, ale bylo prokazano,
ze 1 alkaloidy krininového strukturniho typu jsou do jisté miry schopny inhibovat AChE. Navic
v ramci provedené PAMPA studie bylo zjisténo, Zze undulatin pfechazi ptes HEB.** Ostatni
latky tohoto typu izolované ze Zephyratntes robusta a Chlidanthus fragrans nejsou pro svou

nizkou inhibiéni aktivitu atraktivni pro vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby.?’

MeO

HO
8-O-demethylmaritidin

Obr. 6 Struktura 8-O-demethylmaritidinu

Na druhou stranu alkaloidy patfici do zminénych strukturnich typt disponuji vyraznym

vvvvvv
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témito GCinky patii haemanthamin, haemanthidin, hamayn, krinamin a v posledni dob¢ i
distichamin, ktery byl izolovan z cibuli Boophana flava.*

V ramci riznych studii byly dosazeny nadéjné vysledky. Ve studii, ktera byla publikovana
vroce 2007, bylo zji§téno®°, Ze haemanthidin a krinamin selektivné indukuji apoptézu u
potkaniho hepatocelularniho karcinomu 5123tc, ale nezptsobuje ji u lidskych embryonélnich
bunék ledvin HEK-293t. 37

Na zaklad¢ této studie byla stanovena Uc¢inna davka k indukci apoptdzy u 50 % nadorovych
bunék na 12,5 uM pro krinamin a 15 pM pro haemanthamin.** O mechanismu apoptotického
ucinku u téchto alkaloidi vime zatim pouze velmi maélo. Haemanthamin pravdépodobné
inhibuje proteosyntézu tim, Ze blokuje vznik peptidové vazby v kroku, kdy se
peptidyltransferasa vaze na 60S podjednotku ribosomu. Pozd¢ji byla prokazana inhibice rastu
bunék mysiho lymfomu L5178 prostfednictvim tvorby komplexu haemanthaminu s RNA.
V nedavné dob¢ byla prokazana indukce apoptdzy u p53-negativni T-lymfoblastové leukémie
Jurkat. Expozice haemanthaminu po dobu 24 hodin vyvolala pozdni apoptéozu (bunky
Annexin V a propidium jodid dvojité pozitivni) u 4 = 1 % po piisobeni v koncentraci 1 pM,
resp. 22 + 1 % po piisobeni v koncentraci 25 uM.>

Za zminku stoji z této skupiny také distichamin. Jeho vyskyt v ¢eledi Amaryllidaceae je velmi
vzéacny a prozatim se ho podafilo ziskat pouze z afrického rodu Boophone. 1 ptes to, Ze nepatii
mezi bézné se vyskytujici alkaloidy, byla jeho biologické aktivita testovana nékolikrat a byly
ziskany zajimavé vysledky. Z biologického hlediska je distichamin znam pro sviij vyrazny efekt
na serotoninové transportéry. Nicméné se z protinadorového hlediska ukazal jako toxicky k
nadorovym bunikam (ICso = 2,2 — 14,7 uM) MCF-7, HeLa, G-361, K562, BJ a CEM, z ¢ehoz
Hela buiiky se ukézaly jako nejcitlivéjsi (ICso = 2,2 uM).* U lidskych bun&k akutni
T-lymfoblastické leukémie CEM davkové zavisle indukoval zvysenou aktivitu kaspasy -3 a -7.>
Do rodu Boophone patii pouze dva druhy a to Boophone disticha, ktery je v Africe Siroce
roz§iten, a Boophone haemanthoides, ktery se naopak vyskytuje pouze vzacné. Vyznamna
aktivita ovSem neni pouze protinddorova, ale také antibakterialni. Testovan byl sumarni extrakt
z cibuli a také dva alkaloidy krininového typu, jiz zminény distichamin a dale buphanidrin (Obr.
7). Byly provedeny testy na dvou grampozitivnich bakteriich (Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus) a dvou gramnegativnich bakteriich (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), kde
pusobil pouze samotny extrakt z cibuli. Kazdy alkaloid zvlast' se ale ukazal jako dvakrat
ucinngj$i a nejlepsi nametend MIC (minimdlni inhibi¢ni koncentrace) byla stanovena na 0,0063

mg/ml.3®
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Obr. 7 Struktura distichaminu a buphanidrinu

Dalsim potencidlnim rodem pro antimikrobni aktivitu je rod Crinum, na kterém v roce 2009
probihala studie extraktu z listh Crinum purpurascens. Testovala se u€innost proti patogeniim
zpusobujici tyfus a urogenitalni infekce. To zahrnovalo Sest bakteridlnich kment: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi a Salmonella paratyphi.>

Dalsi zajimavou vlastnosti alkaloida tohoto strukturniho typu je jejich antimalaricka aktivita.
Prave alkaloidy haemanthaminového typu disponuji vysokym inhibi¢nim potencidlem proti
druhu Plasmodium falciparum. Bylo testovano pét skupin amarylkovitych alkaloidi, a to
lykorinového, krininového, haemanthaminového, tazettinového a galanthaminového typu.
Probé¢hlo testovani i na rostlinnych vytézcich zrostlin Pancratium maritimum, Leucojum
aestivum a Narcisss tazetta ssp. tazetta, které byly in vitro vyhodnoceny jako schopny inhibovat
Plasmodium  falciparum. Jako nejucinnéjsi alkaloidy byly zjiStény haemanthidin,

haemanthamin a lykorin, naopak nejslabsi byly galanthamin a tazettin.*’

3.3.4 Alkaloidy tazettinového strukturniho typu: vyskyt, biologicka

aktivita

Strukturnim kamenem alkaloidd tazettinového typu je 2-benzopyrano [3,4-clindol, ktery je
stejné jako u alkaloidi krininového a haemanthaminového typu odvozen od norbelladinu
oxidativni cyklizaci typu para'-para’. Hlavnim protagonistou této skupiny je tazettin, jehoz
syntéza vychdzi z haemanthaminu pies chemicky nestabilni prekurzor pretazettin. Dal§imi
zastupci, které do této skupiny patii, jsou 3-epitazettin (kriwellin), makronin, ornamin,
ornazidin nebo zeylamin (Obr. 5).!! MtiZeme je nalézt napiiklad v rodech Eucharis, Galanthus,

Hippeastrum, Chlidanthus, Leucojum nebo Zephyranthes.>>*1%
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Tazettin Kriwellin Pretazettin
Obr. 8 Vybrané struktury tazettinového typu

Tazettin vykazuje pouze zanedbatelnou cytotoxickou aktivitu. Perspektivnéjsi latkou z této
skupiny se zdé4 byt pretazettin, u kterého byla prokdzana uc¢innost proti celé fadé nadorovych
bun¢k, pfedevsim jeho antileukemicka aktivita.

Pretazettin vykazuje cytotoxicitu proti buikam fibroblastu LMTK, inhibuje bunéény rist HeLa
bunék, je G€inny vici rozlicnym onkogennim virim (napi. Rauscher virus, zpusobujici
leukemii) mechanismem navazani se na enzym reverzni transkriptazu viru a zablokovanim jeho
aktivity. Navic je to jeden znejaktivnéjSich amarylkovitych alkaloidd proti lymfoidnim
bunkam Molt-4. Byla potvrzena jeho aktivita proti dalsim liniim rakovinnych bunék jako:
spontanni AKR lymfocytarni leukemie, Lewistv plicni karcinom a Ehrlichtiv asciticky tumor.
Dale bylo prokazano, ze v buitkdch mysiho lymfomu L5178 MDR podporuje antiproliferacni
aktivitu doxorubicinu zvySovanim jeho intracelularni koncentrace. Na buiikach fibroblastu
LMTK ukazoval vyrazné vyssi cytotoxickou aktivitu oproti tazettinu.2®

Dalsi zajimavosti je, Ze u prazettinu byla prokazana uc¢innost proti vybranym RNA flavivirim
(japonské encefalitidy, zluté zimnice a horecky dengue) a bunyaviriim (Punta Toro a horecka
udoli Rift). Jeho aktivita byla také potvrzena u Herpes simplex viru typu 1. Tato u¢innost miize

pravé odrazet obecnou schopnost inhibovat syntézu bilkovin v priibéhu virové replikace.

3.3.5 Alkaloidy pankratistatinového strukturniho typu: vyskyt,

biologicka aktivita

Do této skupiny patii alkaloidy, které vznikaji oxidativni cyklizaci para’-para’. Hlavnim
zastupcem je pankratistatin, ale nemén¢ diilezitym je narciklasin. Dalsi alkaloidy patfici do

tohoto strukturniho typu jsou trisferidin, bikolorin, lykoricidin a krinasiadin.* Rody, ve kterych
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muzeme tyto slouceniny nalézt, jsou naptiklad Boophane, Haemanthus, Hymenocallis,
Narcissus, Pancratinum a Zephyranthes.**

Alkaloidy této skupiny jsou odvozeny od molekuly fenanthridinu. NejzajimavéjSimi
strukturami z pohledu cytotoxicity jsou narciklasin a pankratistatin (Obr. 6). Narciklasin je
Siroce rozsiten v rodu Narcissus L. a ze zastupcl tohoto rodu byl poprvé izolovan v roce 1967.
Nicméné jak jiz bylo feceno vyse, jeho ucinky znal jiz sdm Hippokrates, ktery pomoci pesaru
piipraveného z extraktu z narcisu Narcissus poeticus na bazi oleje 1€¢il rakovinu dé€lohy. Jeho
aktivita byla prokazana na pokusech agresivniho mysiho sarkomu 180 vyskytujiciho se v bfisni
duting, kdyz byl podavan jak peroralné, tak subkutanné a peritonedlné. Podkozni podavani se
projevilo jako nejefektivnéjsi a vedlo k Giplnému zastaveni mitdzy po ¢tyrhodinovém podéavani
davky 0,9 mg/kg.®

Utinek latky byl ptivodn& popsan jako antimitoticky, dalsi studie odhalily, Ze se vaZze na
ribozomalni jednotku 60S, kde inhibuje peptidyltransferasu, ¢imz brani vzniku peptidové vazby
v nov¢ vznikajicim proteinu. Podobné jako u nékterych bézné€ pouzZivanych cytostatik,
interaguje narciklasin pravdépodobné s molekulou DNA nebo s ni tvoii komplexy.’

Slibnym piinosem je zjiSténi, Ze narciklasin je vysoce selektivni k nadorovym bunikam na rozdil
od zdravych bun¢k. Tento fakt byl prokdzan na Sesti liniich lidskych nadorovych buné¢k a tfech
liniich zdravych fibroblasti pomoci MTT testu. KyZena hodnota ICso, nebo-li indukce apoptozy
u nadorovych bun¢k byla dosazena po tfidennim vystaveni koncentraci 30 nM, naproti tomu
u zdravych fibroblastli byla stejnd hodnota dosazena az pti koncentraci 7,5 mM. Diky této
skute¢nosti mizeme tvrdit, Ze senzitivita nadorovych buné€k k narciklasinu je mnohem vétsi nez
u bunék zdravych.®

Dalsi experimenty byly provedeny na liniich adenokarcinomu prsu (MCF-7, MDA-MB-231)
a karcinomu prostaty (PC-3) a dalsich.®

Druhou zajimavou latkou této skupiny je pankratistatin. Byl identifikovan v roce 1984 Pettitem
a poprvé izolovan v roce 1993 z cibuli havajské lilie Hymenocalis littoralis.*® Piisobi toxicky
na mnoho typt rakovinného bujeni, naptiklad leukémii, rakovinu prsu, prostaty, tlustého stieva,
ledvin, melanomu, osteosarkomu a dalSich. Projevuje se aktivitou jiz pii velmi nizkych
koncentracich (<1 uM). Podobn¢ jak tomu bylo u prvniho zastupce, tak i1 pankratistatin
vykazuje vysokou selektivitu vii¢i nadorovym buiikam. 4°

Toto bylo potvrzeno v ramci studie, v niz pankratistatin snizil mitochondrialni membranovy
potencial a indukoval apoptéozu u dvou typi kolorektalniho karcinomu (p53-mutovaného

HT-29 a wild-type HCT116), nestalo se tomu vSak u zdravych fibroblasti tlustého stfeva (CCD-
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18Co). Krom¢ toho dokaze pankratistatin vyvolat bunéénou smrt nezavisle na Bax (také Bcl-2-
like protein 4), aktivaci kaspaz a neméni rychlost polymerizace B-tubulinu ani nezpusobuje
zlomy dvouietézové DNA.*

Mechanismus U¢inku pankratistatinu neni prozatim Uplné zndm. MiiZze se jednat o piimé
zasazeni mitochondrie v nddorové buiice, kterd hraje zdsadni roli v aktivaci apoptozy, kdy
mitochondrie ndhle snizi produkci ATP rapidnim zvySenim reaktivnich forem kysliku
v nddorové buinice (u bun¢k zdravych nebylo pozorovano). Vysledkem je specifické toxické
zasazeni nadorovych bunék.*8

U dalsich alkaloidli patficich do této strukturni skupiny (narciklasin-tetraacetat,
cis-dihydronarciklasin, frans-dihydronarciklasin, C10b-R-hydroxypankratistatin) byl také
prokazan cytotoxicky efekt zprostfedkovany apoptézou u leukemickych bunék Jurkat.*
Problémem je jejich malé mnozstvi v rostlinného materialu, s ¢imZ souvisi jejich obtizna
izolace. Pro zisk vétsiho mnozstvi by bylo zapotiebi zpracovat fadové stovky kg ptislusné

rostlinné ¢asti.”
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Obr. 9 Vybrané struktury pankratistatinového typu

3.3.6 Polosynteticke derivaty alkaloidt krininového a

haemanthaminového typu a jejich biologicka aktivita

V experimentalni ¢asti diplomové prace se béhem piipravy derivatli vychazelo z doposud
jediné prace publikované na toto téma v roce 2012.%°

Vychozi prace se zabyva potencidlni antimalarickou aktivitou pfirodnich alkaloidi celedi
Amaryllidaceae a jejich polosyntetickych derivati. V ramci této studie bylo piipraveno na 31
slou¢enin z alkaloidi haemanthaminu (1), haemantihidinu (2) a 11-hydroxyvittatinu (3) (Obr.

9). Tyto alkaloidy byly ptvodné izolovany zcibuli Pancratium canariense. V ramci
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provedenych experimentdi byla hodnocena jejich in vitro antimalarickd aktivita proti

chlorochinin-sensitivnim kmentm Plasmodium falciparum ¥32.

OMe

YHIHOH

\
W\

Obr. 10 Ptehled vychozich struktur alkaloida

Nejvice modifikaci bylo provedeno na hydroxylové skupiné uhliku C-11 nebo na dvojné vazbé
kruhu D za ucelem ziskani poznatkii o jejich roli v antiplasmodidlni aktivité. Vysledky
antiplasmodialni aktivity pfipravenych derivatl jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 2). Ze

ziskanych vysledkti mizeme vyvodit urcité vztahy mezi strukturou a u¢inkem.

Tab. 2 In vitro aktivita proti chlorochin-senzitivnimu kmenu Plasmodium falciparum F32

(pfevzato a upraveno).”

Sloucenina Nazev ICs0 (uM)?
1 Haemanthamin 1,3+0,2
2 Haemanthidin 1,2 +£0,09
3 11-Hydroxyvittatin 132+14
4 Vittatine 7,3+0,1
5 11-Acryloylhaemanthamin 84+1,7
6 11,12-Epoxyhaemanthamin 1,6 £0,1
7 1,2-Dibromohaemanthamin 6,5+0,9
8 6-Nikotylhaemanthidin 7,1+£0,9
9 6,11-Bis(p-brombenzyl)-haemanthidin 29+0,6
10 3,11-Dinikotyl-11-hydroxyvittatin 0,8 +0,06
11 3,11-Bis(p-bromobenzoyl)-11-hydroxyvittatin 3,0 + 0,6
12 3,11-Diisobutyryl-11-hydroxyvittatin 7,0+ 1,2
Chlorochin 0,04

2 Hodnoty jsou vyjadieny se smérodatnou odchylkou ze tfi méfeni
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Pi modifikaci haemanthaminu na odpovidajici acylderivat (slouc¢enina 12), bylo pozorovano
dramatické snizeni aktivity oproti vychozimu alkaloidu. Z téchto vysledki lze vyvodit
dualezitost zachovani tzv. hydrogen-bond-donoru na uhliku C-11 pro antiplasmodialni aktivitu.
Stejné se tak oxidaci hydroxylové skupiny na C-11 ziskaly slouceniny s nizsi aktivitou.
Nahrazeni methoxy skupiny na C-3 za hydroxylovou skupinu mélo za nésledek také sniZzenou
aktivitu. Pozménéni dvojné vazby mezi C-1 a C-2 kruhu D u slouc€enin vedla ke vzniku latek
méng¢ aktivnich ve srovnani s haemanthaminem. Z tohoto faktu vyplyva vliv pfitomnosti dvojné
vazby pro uc¢inek. Slouc¢enina 6 s epoxidickym mistkem jevi podobnou aktivitu jako vychozi
alkaloid haemanthamin. Zachovani dvojné vazby mezi uhliky C-1 a C-2 kruhu D
a methylendioxy skupiny na kruhu A hraje dilezitou roli v jejich aktivité, jelikoz jsou pfitomny
v nejaktivnéjSich slouceninach. Ze ziskanych vysledkli mizeme vyvodit, Ze volna hydroxylova
skupina v poloze C-11 je nezbytna pro ty haemanthaminové struktury, které na C-11 obsahuji
pouze jednu hydroxylovou skupinu. Pii modifikaci haemanthidinu se diacetylace projevila
taktéZ sniZzenim aktivity oproti vychozimu alkaloidu (sloucenina 8 a 9). Naproti tomu vedla
acylace hydroxylovych skupin u 11-hydroxyvittatinu k rozdilnym vysledktim, které zalezely na
typu esterti na C-3 a C-11. Nejvyssi aktivitu vykazovala sloucenina 10 (ICso= 0,8 uM)
s pfitomnosti dvou nikotinatd. Nejaktivnéjsi slouceniny jsou zndzornény na nasledujicim
obrazku (Obr. 10). Tato zajimava zjiSténi davaji podnét ke zkoumani a piipravé dalSich

sloucenin s moznou antiplasmodidlni aktivitou.
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Obr. 11 Piiklady nejaktivnéjsich pfipravenych derivati
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material, chemikalie a metody

4.1.1 Amaryllidaceae alkaloidy

Vychozi latka haemanthamin byla izolovana z cibuli Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch
Master na katedie Farmaceutické botaniky a ekologie (zpracovala Mgr. Daniela Hulcova) za
ucelem studovani vztahu struktura-t¢inek. Vybér alkaloidu se uskute¢nil na zakladé jiz
existyjicich studii Amaryllidaceae alkaloidli, ve kterych byla studovdna protinadorova

aktivita.>*40

4.1.2 Rozpoustédla, chemikalie

Ethanol, p.a. (Penta)

Chloroform, p.a. (Penta)

Pyridin, p.a. (Penta)

Tetrahydrofuran, p.a. (Penta)

Ethylacetat, p.a. (Penta)

DMAP, p.a. (Penta)

Triethylamin, p.a. (Acros)

Butyrylchlorid, > 99 % (Acros)
3.,4-dimethoxybenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
4-trifluormethylbenzoylchlorid, > 99 % (Acros)
Isobutyrylanhydrid, > 99 % (Acros)
Bortrifluordiethylether, > 99 % (Acros)
Bezvody siran sodny (Acros)

Chlorid sodny, 20 % (Acros)

Uhli¢itan sodny, 10 % (Acros)
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Materidl pro analytickou a preparativni tenkovrstvou chromatografii

Kiesel SiO> F254, Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro TLC;
vrstva 0,2 mm

Silikagel 60 GF254, Merck; pro piipravu litych desek

4.1.3 Vyvijeci soustavy pro analytickou a preparativni tenkovrstvou a

sloupcovou chromatografii

S1: CHCI;:MeOH 10: 1
S2: EtOAc:Hx 4 : 1
S3: CHCI3:MeOH 30 : 1

4.1.4 Strukturni analyza pfipravenych derivati

4.1.4.1 GC—MS analyza

GC-MS analyza se pouzila pro ur¢eni molekulové hmotnosti pfipravenych latek. K méteni byl
pouzit plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent Technologies
7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim v El reZimu pii 70 eV. K separaci byla pouZita kolona
typu DB-5 MS (30 m % 0.25 mm x 0.25 pum). Teplotni rozsah se pohyboval od 100-300 °C,
pfi¢emz v rozmezi teplot od 100—180 °C vzrustala teplota o 15 °C/min. Pfi dosazeni 180 °C
byla tato teplota udrZzovana po dobu jedné minuty a nésledné stoupala do 300 °C rychlosti
5 °C/min a poté byla na této hodnoté opét udrzovana 40 minut. Teplota nastfiku vzorku na
kolonu byla 280 °C s rychlosti pratoku nosného plynu (hélia) 0,8 ml/min. Detekéni rozmezi m/
35-600. Koncentrace nastfikovaného vzorku v metanolu byla 1 mg/ml. Ziskané zndmé latky

byly porovnény s daty v literatufe, strukturné nepopsané latky byly charakterizovany poprvé.

4.1.4.2 ESI — MS analyza

Latky obtizné ionizujici za podminek méteni EI spekter byly analyzovany za ucelem ziskani
hodnot Mr pomoci ESI ionizace na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iontova past, ionizace
elektrosprejem v kladném modu (ESI+). MS/MS spektra se méftila pii kolizni energii 40 eV.
Latky pro provadéné experimenty byly rozpustény v methanolu (1 mg/ml).
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4.1.4.3 Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (ESI — HRMS analyza)

Tato metoda byla pouzita pro ur€eni piesné hodnoty nove ptipravenych a v literatufe dosud
neuvedenych slouc¢enin. Hmotnostni spektra se métila spektrometrem s vysokym hmotnostnim
rozliSenim UHPLC Waters Acquity [-Class s ionizaci elektrosprejem v kladném modu
a kombinovanym analyzatorem — kvadrupdl s analyzatorem doby letu Waters Synapt G7-Si.
Vzorky byly méfeny v roztoku MeCN. Poté dosSlo k porovnavani teoretického m/s s

experimentalné zjisténym.

4.1.4.4 NMR analyza

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCls ptipadné CD3;OD pfii teploté¢ 25 °C na
spektrometru Varian Iniova 500 pracujicim pii 499,87 MHz pro 'H jadra a 125,70 MHz pro
BCjadra. K ozafovani a detekci signdlu byla pouzita OneNMR sonda, Sirokopismova
dvoukanalova gradientni sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly zmétfeny jako
hodnoty ¢ pars per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro CDCIs jsou u atomi
'H§=17,26 ppm a u atomti '*C ¢ = 77,0 ppm, pro CD;0D jsou u atomii 'H 6 = 3,30 ppm
au °C 6 =49,0 ppm. Mé&fenim ziskana data jsou prezentovana v nasledujicim pofadi: chemicky
posun (), integrovand intenzita 'H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet,
q: kvartet, dd: dublet dubleti, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integra¢ni konstanta (Hz).

4.1.4.5 Opticka otacivost

Opticka otacivost byla métena v roztocich alkaloidi pii 20 °C na automatickém polarimetru
ADP 220 BS v prostiedi chloroformu nebo methanolu a specificka otacivost byla dopoctena

dle vzorce:

100 X «

t _
lalp = c x|
t — teplota méfeni = 20 °C
D — linie sodikového svétla = 589,3 nm
o — nameiend opticka otacivost [°C]
¢ — koncentrace naméteného alkaloidu [g x 100 ml™']

|1 — délka kyvety = 1 dm
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4.1.5 Metody pro screening biologickych aktivit ptipravenych

slou¢enin

4.1.5.1 Stanoveni inhibicni aktivity pripravenych derivatii vici erytrocytarni

AChE a sérove BuChe

Inhibi¢ni aktivita téchto enzymu byla méfena na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Méteni provadél prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Podrobny popis této metody je lze najit v literatuie. °!

4.1.5.2 Stanoveni inhibicni aktivity pripravenych derivatu viici POP

Me¢éteni inhibiéni aktivity vic¢i prolyloligopeptidase probéhlo ve spolupraci s Katedrou
toxikologie a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany Hradec
Kralové. M¢étfeni provadéla Mgr. Martina Hrabinovd. Podrobny popis metody lze najit v

literatuie.>>

4.1.5.3 Stanoveni cytotoxické aktivity pripravenych derivatii

Stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych derivatd bylo uskutecnéno ve spolupréci
s Katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Fakulty agrobiologie, potravinovych a ptirodnich
zdroji, Ceské zemé&dé&lské univerzity v Praze. Testovani provadél Ing. Ivo Doskogil a podrobny
popis provadénych experimentd je moZno nalézt v literatuie.>® Stanoveni cytotoxické aktivity
pripravenych derivatii na dalSich liniich bylo provedeno ve spolupraci s Katedrou lékaiské
biochemie, Lé&katské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy, za vyuziti systému
xCELLigence. Testovani provadél RNDr. Radim Havelek, Ph.D. Popis metody méfeni za

vyuziti piistroje xCELLigence je popsan v literatuie.>
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4.2 Ptiprava polosyntetickych derivata alkaloidu

haemanthaminu a jejich strukturni identifikace

4.2.1 Ptiprava 11-O-butanoylhaemanthaminu (JM-1)

Sumarni vzorec: C{7H9NO, Sumarni vzorec: C,1H,sNOjs
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 371,43

Obr. 12 Schéma syntézy 11-O-butanoylhaemanthaminu

50 mg haemanthaminu (0,16 mmol) a 2 mg DMAP (0,016 mmol) se rozpustilo v 10 ml
bezvodého pyridinu, poté bylo pfidano 36 pl acyla¢niho ¢inidla butyryl chloridu. Veskera prace
byla provadéna pod inertni atmosférou. Pribeh reakce byl monitorovan pomoci TLC za vyuZiti
mob. faze S1. Po ukonceni reakce byla reakéni smés odpaiena a odparek rozpustén ve 20 ml
ethylacetatu (EtOAc). EtOAc byl ptenesen do délici nalevky a vytiepan s 10% Na>CO3 (2 x 20
ml) a s 20% NaCl (1 x 20 ml). Na zavér byl EtOAc vysuSen pomoci bezvodého Na>SO4 a
zahus$tén na vakuové odparce. Cilova latka byla precisténa pomoci sloupcové chromatografie.

Bylo ziskéno 47 mg olejovité kapaliny. Vytézek reakce byl 72 %.

Strukturni analyza 11-0O-butanoylhaemanthaminu (JM-1)
Systematicky ndzev:

(3S,5S,11bS)-3-methoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,1 1b-ethano[ 1,3 ]dioxolo[4,5-j |phenanthridin-
12-yl butyrat
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EI-MS studie:

EI/MS m/z (%) 371 (100), 284 (30), 268 (40), 252 (38), 240 (37), 224 (73), 210 (46), 181 (47),
153 (21), 115 (23).

Abundance
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Obr. 13 EI-MS studie 11-O-butanoylhaemanthaminu

HiRes-MS: teoretickd hodnota pro [M+H]+ 372, 1813, zméfeno 372, 1811

NMR studie:

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 C°):

6,91 (s, 1H), 6,47 (s, 1H), 6,35 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 6,17 — 6,12 (m, 1H), 5,91 — 5,88 (m, 2H),
4,99 — 4,95 (m, 1H), 4,35 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 3,86 — 3,82 (m, 2H), 3,72 (d, J = 16,9 Hz, 1H),
3,43 — 3,37 (m, 1H), 3,36 (s, 3H), 3,35 — 3,27 (m, 1H), 2,26 — 2,15 (m, 2H), 2,08 — 2,00 (m,
1H), 1,99 - 1,89 (m, 1H), 1,64 — 1,55 (m, 2H), 0,97 — 0,91 (m, 3H).

3C NMR (126 MHz, §, CDCl3, 25 C°):

172,56; 146,60; 146,38; 134,39; 129,41, 127,80; 126,56; 106,54; 103,92; 100,82; 80,13; 72,58;
62,79; 61,24; 60,72; 56,47; 49,15; 36,40; 28,39; 18,27; 13,70.

Opticka otacivost:

[0]2° = - 23,6 ° (¢ 0.01, CHCl:)
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4.2.2 Ptiprava 11-0-(3,4-dimethoxylbenzoyl)-haemanthaminu
(JM-4A)

0]

o
OCHjy

_~_OCH; DMAP OCHj,
werimoH  TEA, THF w5—0—C OCH;
0 X y — > 0 \ I
{ \ 10 h < o
o N 66°C o)
Sumarni vzorec: C7H;(NO, Sumarni vzorec: CygH,,NOj5
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 433,50

Obr. 14 Schéma syntézy 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)-haemanthaminu

Bylo navazeno 50 mg haemanthaminu (0,16 mmol) a 2 mg DMAP (0,016 mmol) a poté se
banika umistila na hluboké vakuum po dobu 30 minut. Déale se pfidalo 10 ml bezvodého
tetrahydrofuranu, bezvody triethylamin (2 pl, 0,16 mmol) a na zavér 0,1332 g
3,4-dimethoxybenzoyl chlorid jako acyla¢ni ¢inidlo. Veskera prace byla provadéna pod inertni
atmosférou. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mob faze S1). Po ukonceni reakce
byla reak¢éni smés odpatena a odparek rozpustén ve 20 ml EtOAc. EtOAc byl pfenesen do délici
nalevky a vytfepan s 10% Na>COs (2 x 20 ml) a s 20% NaCl (1 x 20 ml). Na zavér byl EtOAc
vysuSen pomoci bezvodého Na»SOs a zahuStén na vakuové odparce. Cilova latka byla
precisténa pomoci sloupcové chromatografie (mob. faze S3). Bylo ziskdno 33 mg ve formé

olejovité kapalina. Vytézek reakce byl 43 %.

Strukturni analyza 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)-haemanthaminu (JM-4A)
Systematicky ndazev:

(3S,5S,11bS)-3-methoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,1 1b-ethano[ 1,3 ]dioxolo[4,5-j |phenanthridin-
12-yl 3,4-dimethoxybenzoat

EI-MS studie: Latka neionizovala.

ESI-MS studie: Latka neionizovala

HiRes-MS: teoreticka hodnota pro [M+H]+ 466, 1866, zméteno 466, 1871
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NMR studie:

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 C°):

7,54 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H), 7,46 (d, ] = 2,0 Hz, 1H), 6,94 (s, 1H), 6,88 (d, ] = 8,4 Hz, 1H),
6,49 (s, 1H), 6,44 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 6,15 — 6,10 (m, 1H), 5,92 — 5,89 (m, 2H), 5,18 — 5,15
(m, 1H), 4,39 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,91 (s, 3H), 3,87 — 3,84 (m, 2H), 3,76 (d, J =
16,9 Hz, 1H), 3,53 (dd, J = 14,3, 7,0 Hz, 1H), 3,46 — 3,40 (m, 1H), 3,35 (s, 3H), 2,17 — 2,02 (m,
2H).

BC NMR (126 MHz, 8, CDCl3, 25 C°):

165,15; 153,05; 148,61; 146,64; 146,44; 134,34; 129,30; 127,92; 126,63; 123,11; 122,57,
111,82; 110,26; 106,60; 103,84; 100,83; 80,78; 72,56; 62,86; 61,27; 61,16; 56,45; 55,97; 55,86;
53,36; 49,12; 28,61.

Opticka otacivost:

[0]20 =+ 78,66 ° (c 0.006, CHCl3)

4.2.3 Ptiprava 11-O-(4-trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthaminu
(JM-5B)

@)

e
F3C

_~0CH;  DMAP

=
(0]
X OH TEA, THF 0 Y ¢ OCFj4
O > 7
{ 20 h { g 0
o) N 66°C (0]

Sumarni vzorec: C;H;gNO4 Sumarni vzorec: C,5H,,F3NOg
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 489,21

Obr. 15 Schéma syntézy 11-O-(4-trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthaminu

Navazilo se 50 mg haemanthaminu (0,16 mmol), 2 mg DMAP (0,016 mmol) a poté se banka
umistila na hluboké vakuum po dobu 30 minut. Dale se ptidalo 10 ml bezvodého
tetrahydrofuranu, bezvody triethylamin (2 pl, 0,16 mmol) a na zavér 0,1043 ml
4-trifluormethylbenzoyl chloridu jako acylaéniho ¢inidla. Veskera prace byla provadéna pod
inertni atmosférou. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mob. faze S1). Po ukonceni
reakce byla reak¢éni smés odpatena a odparek rozpustén ve 20 ml EtOAc. EtOAc byl pfenesen
do d¢lici nalevky a vyttepan s 10% Na>COs3 (2 x 20 ml) a s 20% NaCl (1 x 20 ml). Na zavér
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byl EtOAc vysusen pomoci bezvodého Na>;SO4 a zahustén na vakuové odparce. Cilova latka
byla ptecisténa pomoci sloupcové chromatografie (mob. faze S3). Ziskali jsme 40 mg latky ve

formé¢ olejovité kapaliny. Vytézek reakce byl 51 %.

Strukturni analyza 11-0-(4-trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthaminu (JM-5B)
Systematicky ndazev:

(3S,5S,11bS)-3-methoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-ethano[ 1,3]dioxolo[4,5-]]
phenanthridin-12-yl 4-(trifluormethoxy)benzoat

EI-MS studie:

EIMS m/z (%) 189 (100), 489 (52), 300 (5), 283 (27), 268 (24), 252 (21), 238 (11), 224 (52),
161 (15), 95 (31).

Abundance
LI _— Average of 31.567 to 31.741 min.: 3540LC.D\data.ms
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Obr. 16 EI-MS studie 11-O-(4-trifluoromethoxylbenzoyl)-haemanthaminu

HiRes-MS: teoreticka hodnota pro [M+H]+ 490, 1490, zméfeno 490, 1477

NMR studie:

"H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 C°):

7,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,26 — 7,25 (m, 2H), 6,95 (s, 1H), 6,50 (s, 1H), 6,42 (d, J = 10,1 Hz,
1H), 6,17 — 6,11 (m, 1H), 5,93 — 5,90 (m, 2H), 5,23 — 5,18 (m, 1H), 4,42 (d, ] = 16,9 Hz, 1H),
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3.88 — 3,84 (m, 2H), 3,79 (d, T = 16,9 Hz, 1H), 3,56 (dd, ] = 14,5, 7,0 Hz, 1H), 3,51 — 3,44 (m,
1H), 3,36 (s, 3H), 2,23 — 2,14 (m, 1H), 2,11 — 2,01 (m, 1H).
3C NMR (126 MHz, §, CDCl3, 25 C°): Neni tiplné isté, bude se pre¢istovat.
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Obr. 17 BCNMR zaznam piipraveného derivatu JM-5B

Opticka otacivost:

[a]2° = + 36,4 ° (¢ 0.01, CHCls)

4.2.4 Ptiprava 11-O-isobutanoylhaemanthaminu (JM-2A)

XX

ocH, 07070
W\%”“OH TEA,THF
25h
66°C (0]
Sumarni vzorec: C;;HgNO, Sumarni vzorec: C,;H,5sNOj5
Molekulova hmotnost: 301,34 Molekulova hmotnost: 371,43
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Obr. 18 Schéma syntézy 11-O-isobutanoylhaemanthaminu

Navazilo se 50 mg haemanthaminu (0,16 mmol), 2 mg DMAP (0,016 mmol) a poté se barika
umistila na hluboké vakuum po dobu 30 minut. Dale se pfidalo 10 ml bezvodého
tetrahydrofuranu, bezvody triethylamin (2 pl, 0,16 mmol) a na zavér isobutyryl anhydrid (2 pl,
0,19 mmol). Veskera prace byla provdadéna pod inertni atmosférou. Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC (mob. faze S2). Po ukonceni reakce, byla reakéni smés odpaiena a
odparek rozpustén ve 20 ml EtOAc. EtOAc byl pfenesen do dé€lici nalevky a vyttepan s 10%
Na;COs3 (2 x 20 ml) a s 20% NaCl (1 x 20 ml). Na zavér byl EtOAc vysusen pomoci bezvodého
NaSO4 a zahu$tén na vakuové odparce. Cilova latka byla pfeciSténa pomoci sloupcové
chromatografie (mob. faze S2). Ziskali jsme 50 mg latky ve formé olejovité kapaliny. Vytézek
reakce byl 81 %.

Strukturni analyza 11-O-isobutanoylhaemanthaminu (JM-2A)

Systematicky nazev:

3-methoxy-4,4a-dihydro-3H,6H-5,11b-ethano[ 1,3]dioxolo[4,5-j]phenanthridin-12-yl
isobutyrat

EI-MS studie

EIMS m/z (%) 371 (100), 284 (30), 268 (40), 252 (38), 240 (37), 224 (73), 210 (46), 181 (47),
153 (21), 115 (23).
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Obr. 19 EI-MS studie 11-O-isobutanoylhaemanthaminu

ESI — HRMS analyza

ESI-HRMS nebylo méteno, tato latka jiz byla dfive pfipravena, identifikace byla provedena
porovnanim namétenych a publikovanych spekter.

NMR studie:

"H NMR (500 MHz, § CDCl3, 25 C°):

6,89 (s, 1H), 6,45 (s, 1H), 6,32 (d, /= 10,1 Hz, 1H), 6,16 — 6,09 (m, 1H), 5,90 — 5,85 (m, 2H),
4,96 — 4,89 (m, 1H), 4,33 (d, /= 16,8 Hz, 1H), 3,84 — 3,78 (m, 2H), 3,70 (d, /= 16,8 Hz, 1H),
3,41 — 3,36 (m, 1H), 3,34 (s, 3H), 3,33 — 3,25 (m, 1H), 2,48 — 2,39 (m, 1H), 2,07 — 2,00 (m,
1H), 1,96 — 1,89 (m, 1H), 1,10 (d, /= 2.7 Hz, 3H), 1,09 (d, /= 2,7 Hz, 3H).

B3C NMR (126 MHz, §, CDCls, 25 C°):

175,81; 146,55; 146,34; 134,30; 129,33, 127,70; 126,49; 106,49; 103,87; 100,76; 79,75; 72,58;
62,72; 61,20; 60,64; 56,42; 49,17; 33,83; 28,34; 18,96; 18,61.

Opticka otacivost:

[o]2° = + 3,8 ° (c 1.3, EtOH)
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4.2.5 Ptiprava 3-demethylhaemanthaminu (JM-K2)

OCH,4

?Reakéni podminky: BF3 etherat, THF, 0 °C —rt,4 h

Obr. 20 Schéma syntézy 3-demethylhaemanthaminu

Navazilo se 50 mg haemanthaminu (0,016 mmol) a umistila se banika na hluboké vakuum po
dobu 30 minut. Poté se baiku dala do ledové lazné a piidalo se 10 ml bezvodého
tetrahydrofuranu. Reakéni smés byla michana po dobu 30 minut a poté se opatrné pfidal 46%
BF3 etherat (12,9 pul, 0,048 mmol). VSechny reak¢ni postupy byly provadény pod inertni
atmosférou. Reakéni smés byla michdna 3 hodiny v ledové 1azni a poté byla vyjmuta a jeste
jednu hodinu michana za laboratorni teploty. Po ukonceni reakce byla reakéni smés odpatrena
na vakuové odparce a odparek byl rozpustén ve 20 ml EtOAc. EtOAc byl pienesen do délici
nalevky, vyttepan s 10% Na;CO;3 (2 x 15ml) as 20% NaCl (1 x 15 ml). Na zavér byl ethylacetat
vysusen s bezvodym Na>SO4 a zahustén na vakuové odparce. Finalni produkt byl ptecistén
pomoci sloupcové chromatografie (mob. faze S2). Ziskali jsme 23 mg latky ve formé bilych
krystalt. Vytézek reakce byl 48 %.

Strukturni analyza 3-demethylhaemanthaminu

Systematicky ndazev:

(3S,5S,11bS)-4,4a-dihydro-3H,6H-5,1 1 b-ethano[ 1,3 ]dioxolo[4,5-j|phenanthridin-3,12-diol
NMR analyza:

Na zakladé MS a NMR analyzy bylo zjiSténo, Ze nebyla pfipravena predpokladana sloucenina.
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5 Vysledky

5.1 Ptiprava derivatii haemanthaminu

Ptipravené derivaty haemanthaminu 1 se svymi vytézky jsou uvedeny v nasledujici tabulce

(Tab. 3).

Tab. 3 Pfipravené slouceniny a jejich vytézek

Kad slouc¢eniny Nazev slouceniny Vytézek (%)
IM-1 11-O-Butanoylhaemanthamin 72%
IM-4A 11-0-(3,4-Dimethoxybenzoyl)-haemanthamin 43%
IM-5B 11-O-(4-Trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthamin 51%
IM-2A 11-O-Isobutanoylhaemanthamin 81%
IM-K2 3-Demethylhaemanthamin 0%

5.2 Screening biologickych aktivit ptipravovanych slou¢enin

5.2.1 Inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE, BuChE a POP

Na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie se jiz dlouhodobé¢ testuji latky jak ptirodniho,
tak polosyntetického pivodu na svou inhibici vii¢i erytrocytarni acetylcholinesterase, sérové
butyrylcholinesterase a prolyloligopeptidase.

Byly testovany slouceniny JM-1, IM-4A, JM-5B a JM-2A vic¢i AChE a BuChE, méfeni vici
POP bude provedeno v blizké budoucnosti.

Bohuzel vykazalo dosud provedené meéieni nezajimavou inhibicni aktivitu vici témto
enzymum pro vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby. V nésledujici tabulce (Tab. 4) jsou

shrnuty vysledky.
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Tab. 4 Hodnoty ICso testovanych derivati vii¢i HuAChE, HuBuChE a POP

s ICso (nM)
Testovana latka

HuAChE  HuBuChE POP
11-O-Butanoylhaemanthamin 835+ 129 203 £8 *
11-0-(3,4-Dimethoxybenzoyl)-haemanthamin 289 + 30 298 +42 *
11-O-(4-Trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthamin 538+ 67 >1000 *
11-O-Isobutanoylhaemanthamin 632 £ 46 140 £ 21 i
Galanthamin® 1,701 42313 >100

2 Referen¢ni latka

* v méfeni

5.2.2 Cytotoxicka aktivita

V nasledujici tabulce (Tab. 5) jsou shrnuty vysledky protinddorové aktivity pfipravenych

derivatl viici liniim kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2, HT-29 a vii¢i zdravym bunikdm

fibroblastii za pouziti standardu vinorelbinu. Bohuzel Ize ze ziskanych vysledka vidét, Zze ani

jeden derivat nemé dostateCnou toxicitu vici nadorovym buikam.

Tab. 5 Hodnoty ICso testovanych derivati na vybrané stfevni bunécné linie

Testovana latka 1Cs (uM)

Caco-2 HT-29 FHs-74
11-O-butanoylhaemanthamin >10 >10 >10
11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)-haemanthamin >10 >10 >10
11-O-(4-trifluoromethoxylbenzoyl)-haemanthamin >10 >10 >10
11-O-Isobutanoylhaemanthamin >10 >10 >10
Vinorelbin 0,04 +0,01 - 0,4+0,1

"-" = netestovano, * byla provedena tii méteni
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6 Diskuze a zavér

Na zaklad¢ provedenych studii na nasem pracovisti byl pro ptipravu derivati Amaryllidaceae
alkaloidi vybran alkaloid haemanthamin, ktery se podafilo v ramci fytochemickych studii
izolovat v gramovém mnozstvi (cca 10 g) z Cerstvych cibuli Narcissus pseudonarcissus cv.
Dutch Master. Tato latka vykazala v ramci biologickych studii provedenych ve spolupraci
s dal$imi institucemi zajimavou protinadorovou aktivitu s vyraznou toxicitou vii¢i nadorovym

buiikdm a nizkou toxicitou vii¢i buiikam zdravym.>?

Primérnim cilem piedlozené diplomové prace byly rtizné modifikace struktury haemanthaminu,
konkrétné¢ priprava esterovych derivati v poloze C-11. Latky byly piipraveny reakci
haeanthaminu s ptisluSnym acyla¢nim cinidlem (acylchloridem, popiipadé anhydridem)
v prostiedi bezvodého pyridinu nebo tetrahydrofuranu za pfidani katalyzatoru
dimethylaminopyridinu. Vét§ina produkti byla ziskdna ve formé bezbarvého oleje, jedna latka
krystalizovala ve form¢& amorfnich bilych krystalti (JM-K2).

V ramci diplomové prace bylo pripraveno pét derivati (11-O-butanoylhaemanthamin, 11-O-
(3,4-dimethoxybenzoyl)-haemanthamin, 11-O-(4-trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthamin,
11-O-isobutanoyhaemanthamin), bohuzel se jeden derivat (3-demethylhaemanthamin) za
podminek reakce ptipravit nepodatilo. V ramci této reakce melo dojit k otevieni dioxolanového
kruhu A. Byla ziskana latka, ktera ale na zakladé strukturnich analyz (MS, NMR) neodpovidala
predpokladané struktufe. Podminky reakce budou muset byt v ptfipadnych dalSich
experimentech upraveny. Na zakladé '*C NMR analyzy bylo pied finalizaci DP zji§téno, Ze
latka JM-5B neni zcela Cistd a musi byt pro dalsi experimenty nejprve precisténa. Krome 11-
O-isobutanoylhaemanthaminu, ktery byl jiz ptipraven v roce 2012,% jsou vsechny ostatni
derivaty originalni struktury, které doposud nebyly pfipraveny. 11-O-Isobutanoyl byl v ramci
zminéné prace testovan na antimalarickou aktivitu proti kmenu Plasmodium falciparum, kde
probihala snaha o nalezeni aktivnéjSiho derivatu oproti vychozimu alkaloidu haemanthaminu.
Nicméné¢ byla inhibi¢ni aktivita haemanthaminu (ICso= 1,3+ 0,2 uM) oproti jeho derivatu 11-

O-isobutanoylhaemanthaminu (ICso = 56,6 + 8,1 uM) mnohondsobn¢ vyssi.

Vzhledem k vyzkumnému zaméteni pracovisté byly pfipravené latky testovany na jejich

protinadorovou aktivitu. VSechny derivaty byly podrobeny screeningové studii na nadorové

44



linie buné€k stiev Caco-2, HT-29 a zdravou linii bun¢k fibroblastti FHs-74 pfi koncentraci 10
uM. Bohuzel nevykazala ani jedna testovana latka pfi této koncentraci pozadovanou toxicitu
(ICs0>10 uM). Dale byla studovana inhibicni aktivita derivati vici lidskych cholinesterasam
(AChE, BuChE) a vblizk¢é dobé bude testovan inhibi¢ni potencial latek vaci
prolyloligopeptidase.

O aktivit¢ Amaryllidaceae alkaloidii viici AChE vi védecka komunita jiz pomérné dlouhou
dobu, stejné tak se vi, Ze se inhibici tohoto enzymu daji 1é¢it ptiznaky Alzheimerovy choroby.
Za nov¢jsi poznatek plati fakt, ze v pozdéjsich stadiich nemoci se uplatiiuje dalsi enzym, a to
BuChE. Proto se pii hledani novych latek zjistuje inhibice jak AChE, tak BuChE a tyto latky
se nazyvaji tzv. dualni inhibitory, patfici do skupiny 1é¢iv kognitiva.>**> Novéji piibyla do
meéteni také inhibini aktivita vici prolyloligopeptidase. Hladina POP hraje dilezitou roli
v procesech paméti a uceni, stejné tak u neurodegenerativnich poruch, proto v dnesSni dobé¢
intenzivné probih4 jeji zkoumani.’” Bohuzel latky stejné jako v predchozi biologické studii ani
v ptipad¢ inhibice AChE, BuChE nevykéazaly Zadnou aktivitu. Pfipravené derivaty budou

v ramci spolupréce testovany jest¢ na antimalarickou a antimikrobialni aktivitu.
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8 Seznam zkratek

AChE
ATP
BF3
BuChE
CDCl3
CD;OD
CHCl3
CNS
DMAP
DNA
EI-MS
ESI-HRMS
EtOAc
EtOH
GC-MS
HEB
HIV

HuAChE
HuBuChE
Hx

ICso

IM-1,4-A...

LC
MeCN
MeOH
MIC
Mr
MTT

m/z

Acetylcholinesterasa

Adenosintrifosfat

fluorid bority

butyrylcholinesterasa

Chloroform

tetradeuteromethanol

Chloroform

centralni nervova soustava

dimethylaminopyridin

deoxyribonukleova kyselina

hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
Ethylacetat

Ethanol

plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
hematoencefalickd bariéra

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (angl. human immunodeficiency
virus)

lidska acetylcholinesterasa

lidska butyrylcholinesterasa

Hexan

inhibi¢ni koncentrace

pracovni oznaceni syntetizovanych latek

kapalinové chromatografie

acetonitril

methanol

minimalni inhibi¢ni koncentrace

molekulova hmotnost
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

pomér hmotnosti a naboje
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chlorid sodny

uhlic¢itan sodny

siran sodny

nuklearni magnetické rezonance

test propustnosti ptes umélé membrany

prolyloligopeptidasa

transkrip¢ni faktor v butice

ribonukleova kyselina

tézky akutni respiraéni syndrom (angl. severe acute respiratory syndrome)
tézka kombinovand imunodeficience (angl. severe combined
immunodeficiency disease)

tenkovrstva chromatografie

tetramethylsilan
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Néazev diplomové prace: Syntéza derivatii haemanthaminu

Na zékladé diivejSich studii byl pro praci vybran alkaloid haemanthamin, ktery vykazuje
zajimavou protinadorovou aktivitu. Uelem této prace byla p¥iprava jeho aktivngjsich derivata,
konkrétné¢ jeho esteri. Bylo pfipraveno nasledujicich pét esterovych derivatd (11-O-
butanoylhaemanthamin, 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)-haemanthamin, 11-0-(4-
trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthamin, 11-O-isobutanoyhaemanthamin) reakci
haeanthaminu s pfisluSnym acyla¢nim cinidlem (acylchloridem, popiipadé anhydridem)
v prostiedi bezvodého pyridinu nebo tetrahydrofuranu za pfidani katalyzatoru
dimethylaminopyridinu. VétSina produkta byla ziskédna ve formé bezbarvého oleje, jedna latka
krystalizovala ve formé¢ bilych amorfnich krystali. BohuZzel se jeden derivat (3-
demethylhaemanthamin) pokusem o otevieni dioxolanového kruhu za podminek reakce
nepodafilo pfipravit. Pfipravené derivaty byly identifikovany ptevazné pomoci EI-MS a NMR
studii. VSechny latky byly ziskdny v dostatecnych vytézcich v rozmezi 43 - 81 %. Kromé
11-O-isobutanoylhaemanthaminu byly vSechny slou¢eniny pfipraveny poprvé. Tyto derivaty
byly testovany na cytotoxickou aktivitu na stievnich nadorovych liniich Caco-2, HT-29 a
zdravych fibroblastech FHs-74 pfi koncentraci 10 pM. BohuZel nevykézala ani jedna testovana
latka pfi této koncentraci poZzadovanou toxicitu (ICso>10 uM ).

Byla rovnéz testovana inhibi¢ni aktivita viici AChE a BuChE. Bohuzel vysledky ukazaly, ze
zadny z derivatii nema dostatecné slibnou inhibi¢ni aktivitu (ICso >100 uM) a jevi se pro dalsi

experimenty jako neperspektivni.

Kli¢ova slova: Amaryllidaceae, AChE, BuChE, protinddorova aktivita, haemanthamin
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Based on previous studies the haemanthamine alkaloid showing remarkable antitumorous
activity was chosen for this thesis. Purpose of the thesis was preparation of its more active
derivatives, concretely esters. Preparation concerns these following derivatives: 11-O-
butanoylhaemanthamine, 11-0-(3,4-dimethoxybenzoyl)-haemanthamine, 11-0O-(4-
trifluoromethoxybenzoyl)-haemanthamine, 11-O-isobutanoyhaemanthamine. These were
created by the reaction of haemanthamine and the relevant acilating agent (acylchloride,
anhydride) in the environment of anhydrous pyridine or tetrahydrofuran with adding
dimethylaminopyridine as catalyst. Most of the products were obtained in the form of colourless
oil, one of the substances crystallized into white amorphous crystals. Unfortunately during the
opening dioxolane ring experiment preparation of 3-demethylhaemanthamine derivative was
not successful. Prepared derivatives were mostly identified by EI-MS and NMR. All the
substances were gained in sufficient outcomes in the scale of 43 — 81 %. All the compounds
were prepared for the first time with the exception of 11-O-isobutanoylhaemanthamine. These
derivatives (concentration 10 uM) were tested for cytotoxic activity against gastrointestinal
cancer cells Caco-2, HT-29 and healthy fibroblasts FHs-74. Unluckily has none of the tested
substances shown required toxicity (ICso>10 uM) at this concentracion.

Inhibitive activity against AChE and BuChE was also tested. Unfortunately the results has
shown that none of the derivatives has the adequate inhibitive activity (ICso >100 uM) and has

no perspective in future experiments.

Key words: Amaryllidaceae, AChE, BuChE, antitumorous activity, haemanthamine
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