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1 UVOD

vvvvvvvvvv

lécitelstvi, které vychazeji z empirického pocindni, pomahaly a umoznovaly mirnit tyto
projevy €i navratit zpét ztracené zdravi a tim se staly nedilnou soucasti lidského zivota.
Rostliny byly pouzivany v nejriznéjsich formach a jako ptirodni zdroj byly ¢asto vyuzivanym
prostiedkem k uzdraveni. Postupem casu, jak se rozvijela véda a technické moznosti, byly
odhaleny nové znalosti o jejich ucincich. To vedlo ke zkoumani a izolaci jednotlivych slozek
rostlin v Cistém stavu, pficemz ve vétSing pripadi byla jejich struktura popsana mnohem
pozdéji. Tyto rostlinné strukturni latky, nazyvané jako sekundarni metabolity, vykazuji
znac¢nou rozmanitost nejen co do jejich struktury, ale také do $ite spektra biologickych ucink.
Vzhledem k témto vlastnostem je 1ze vyuzit k 1é€bé mnoha civilizacnich onemocnéni.

Mezi jednotlivymi skupinami sekunddrnich metabolit je rozdil nejen v jejich ucinku
a ve struktufe, ale také je jejich vyskyt vétSinou omezen na jednu ¢i nékolik pfibuzenskych
celedi. Za vyznamnou a velmi zajimavou skupinu metabolitil rostlin 1ze povazovat alkaloidni
struktury. Jedna se o organické molekuly s atomem dusiku ve své strukture, které se nachazeji
v podzemnich ¢i nadzemnich ¢astech riznych druht rostlin. Jejich hlavni funkci je
pravdépodobné uskladnéni dusikatych zplodin a ochrana pied bylozravei (1). Alkaloidy se
béZzné nenachazeji ve vSech celedich, ale jejich ptitomnost v rostlinach byva pro jednotlivé
celedi charakteristickd. LiSi se zplisobem vzniku pfi biosyntéze a jejich zakladnimi stavebnimi
kameny jsou zejména aromatické aminokyseliny (2).

Terapeuticky vyznamna skupina alkaloidl, kterd obsahuje isochinolinovou strukturu
a kterd se mimo jiné nachazi v Siroké Skale vyznamnych celedi, je produkovana rostlinami
celedi Amaryllidaceae. Vyzkumy a studie alkaloidii rostlin zminéné celedé probihajici
v poslednich desetiletich maji za tkol osvétlit jejich farmakologicky potencidl. Do dnesni
doby bylo popsano vice nez 500 strukturné odlinych amarylkovitych alkaloidi. Rada z nich
byla podrobena testovani na nejriznéjsi ucinky. MuZeme zminit napiiklad inhibici
cholinesteras, cytotoxické, antiproliferativni, antifungalni ¢i antimalarické pisobeni (3).
Z analyzy vysledkd si lze vSimnout, Ze biologicka aktivita amarylkovitych alkaloidl je

mnohdy spojena s danym strukturnim typem.
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alkaloidii galanthamin, ktery byl jiz uveden na trh pod obchodnim nazvem Reminyl. Jeho
uplatnéni v klinické praxi najdeme v symptomatické 1¢cbé Alzheimerovy choroby (AD), kde
pusobi jako selektivni reverzibilni inhibitor acetylcholinesterasy (AChE) (4). Z dalSich
vyznamnych zastupcti amarylkovitych alkaloidi 1ze uvést naptiklad lykorin. Jeho vyhodou je
jednak znacnd rozmanitost ve spektru biologickych aktivit a v dneSni dobé je intenzivné
zkoumano zejména jeho protinadorové ptsobeni (3). Dalsi vyhodou je jeho snadnéa dostupnost
z ptirodnich zdrojl, coz u biologicky aktivnich latek umoznuje jejich izolaci v dostateCném
mnozstvi pro dalsi testovani ¢i pro pfipadnou ptipravu derivati.

Pod pojmem civilizacni onemocnéni lze uvést vySe zminéné nemoci, nebot starnuti
populace je jednim z diivodi stale se zvysSujiciho vyskytu neurodegenerativnich chorob. Vznik
neoplazmat je 1 vsouCasné dobé jednou z nejCastéjSich pfi¢in nemocnosti i1 Umrti
obyvatelstva. Latky pfirodniho charakteru, které by mohly byt pouzity v terapii AD a na 1é¢bu
onkologickych onemocnéni, jsou v souc¢asné dob¢ intenzivné zkoumany na mnoha védeckych
pracovistich. Katedra farmaceutické botaniky na Farmaceutické fakult¢ Univerzity Karlovy
v Hradci Krédlové se zabyvad vyzkumem a hleddnim potencidlné vyuzitelnych ptirodnich
sloucenin v 1écbé AD. Jednim z moznych zdroji se stal Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch

Master, ktery byl vybran pro dalsi studie.
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2 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo izolovat alkaloidy z cerstvych cibuli rostlin Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master (Amaryllidaceae) a podrobit je testovani za ucelem zjisténi
jejich biologické aktivity.

Jednotlivé cile zahrnovaly:

= Jzolace alesponn jednoho alkaloidu v ¢istém stavu za vyuziti béZznych
chromatografickych metod,

= strukturni identifikace izolovanych latek za pouziti béznych spektralnich metod
(NMR, MS), stanoveni optické otacivosti a dalsi,

= piiprava izolovanych latek pro biologické studie,

= pfiprava polosyntetickych derivati izolovanych latek v ptipad¢ izolace dostate¢ného
mnoZzstvi,

= zpracovani vysledki a sepsani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Botanicka charakteristika ¢eledi Amaryllidaceae

Celed” Amaryllidaceae (amarylkovité) spada do fadu Asparagales a je povaZovéna
za rozsahlou skupinu jednodéloznych krytosemennych rostlin. Tyto rostliny zahrnuji vice nez
1000 rostlinnych druhti klasifikovanych piiblizné do 79 rodi této Celedi (5).

Do této Celedi patii vytrvalé rostliny s oddenky, cibulovymi hlizami nebo s podzemnimi
cibulemi. Typ listd je carkovity a listy jsou bud’ pfizemni nebo lodyzni. Pro tuto ¢eled’ jsou
typické pravidelné napadné oboupohlavné kvéty se spodnim semenikem a jejich plodem jsou
tobolky nebo bobule (6).

Z hlediska vyskytu ptedstavuji Amaryllidaceae hojné€ rozsifenou (pantropickou) celed,
jejiz zéstupci se nachazeji predevsim v nékolika oblastech s rozdilnou geografickou polohou
(7). Amaryllidaceae jsou bohaté zastoupeny v tropickych oblastech Jizni Afriky a v Andéach
Jizni Ameriky. Nékteré rody se také nachdzeji v oblasti Stfedomoii a v mirnych pasech Asie
(8). Napiiklad rostliny rodu Lycoris jsou rozsifeny zejména v Ciné a v Japonsku a tradice
jejich pouzivani saha ndkolik desitek generaci nazpét (9; 10). Na tzemi Ceské republiky je
mozno nalézt ve volné ptfirodé zastupce ne€kolika rodl této celedi, piikladem jsou rostliny

rodu Narcissus (narcisy), Leucojum (bledule) a Galanthus (snézenky) (11).

Obrazek 1 Zastupci celedi Amaryllidaceae: Leucojum vernum, Galanthus nivallis,

Narcissus poeticus (12).
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Cela tada rostlin ¢eledi Amaryllidaceae je vyuzivana pro jejich okrasné kvéty a za timto
ucelem bylo vyslechténo velké mnozstvi okrasnych a zahradnickych odrid (7). Tyto rostliny
jsou také cenény vzhledem k Sirokému vyuziti v lidovém lécitelstvi (13), nebot’ desitky rostlin
celedi Amaryllidaceae byly pouzivany po tisice let jako bylinné piipravky (8). Spojitost mezi
Amaryllidaceae a tradi¢ni medicinou lze vystopovat aZ do dob ve starovékém Recku, kdy bylo
zdokumentovano prvni Iékaiské vyuziti. Globalni prizkum rostlin mimo jiné prokazal, Ze
napiiklad zastupci Galanthus nivalis, Lycoris radiata, Narcissus jonquilla a Narcissus

pseudonarcissus, se pouzivaji dodnes k 1€cbé mentalnich poruch (5).

3.1.1 Rod Narcissus

Rostliny patfici do rodu Narcissus doristaji vysky v priméru 20 az 40 cm (14). Jedna se
o vytrvalé jednodélozné byliny s podzemni cibuli kulovitého az vejCitého tvaru, kterd se
sklada z duznatych a pravideln¢ nartistajicich vrstev suknic. Listy jsou celokrajné, ¢arkovité,
se soub&znou zilnatinou a vétSinou stejné Siroké. Stvol je duty, na prifezu hranaty, neolistény,
je zakonceny na svém konci kvétem ¢i celym souborem kvétenstvi (15). Kvét se sklada ze 6
okvétnich listkli uspotadanych ve dvou pteslenech, které na spodu sriistaji v okvétni trubku, v
jejichz usti se nachazi pakorunka (14). Zbarveni kvétl je dano barvou okvétnich listki, které
jsou nejcastéji v bilych ¢i Zlutych odstinech, a barvou pakorunky, jez se miize vyskytovat v
barvach od oranzové az po Cervenou (15).

VétSina rostlin tohoto druhu kvete koncem zimy a na jare. Kvé&ty rostlin rodu Narcissus
maji v priméru od 12 do 125 mm a jsou neseny bud’ samostatné, piikladem je vétSina rostlin
druhu N. pseudonarcisus, nebo v kvétenstvich, které mohou obsahovat az 15-20 kvéta.
Ptikladem je N. fazetta (Obr. 2A). NejvyznamnéjSimi rysy kvétl rostlin rodu Narcissus jsou
koruna, véalcovy kuZzel, ktery zasahuje do okvéti, a okvétni trubka. Morfologie koruny je velmi
variabilni a vyskytuje se v podobé malého okrového az Zlutého pigmentového disku u N.
serotinus (Obr. 2B), rudimentarni struktury v N. cavanillesii (Obr. 2C), dlouhych trubkovitych

struktur u N. cyclamineus (Obr. 2D) ve skupiné Pseudonarcissi (16).
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Obrazek 2 Priklady riznych typi kvéti rodu Narcissus (17-20).

Rod Narcissus obsahuje asi 50 az 180 druht podle rtznych autord (21). Napiiklad
Fernandes rozd¢lil rod Narcissus na 10 skupin (Apodanthi, Aurelia, Bulbocodii, Ganymedes,
Jonquillae, Narcissus, Pseudonarcissus, Serotini, Tapeinanthus, Tazettae) podle rozsahlé
rodové chromozomalni studie, na které pracoval vice nez Ctyii desetileti (22). Zajimavé
mezidruhové rozdily, které vyrazné ovliviiuji kvalitu a biologickou aktivitu rostlin, jsou
u tohoto rodu €asto nalezeny v riznych druzich rostlin, ale také ma na né€ nesporny vliv jejich
geografické rozsiteni (9). Velika morfologickd variabilita téchto rostlin je dana Sirokym
zemépisnym rozsifenim. Rostliny druhu Narcissus se nalézaji v otevienych lokalitach
od nizinnych bazin, na bfezich fek, na travnich plochach, pobliz kett a lestl, ptes skalni svahy
az po vysokohorské pastviny (16; 21). Nejvétsi rozmanitost bylin patfici do rodu Narcissus se
vyskytuje na Pyrenejském poloostrove, kde se nachazi az 90 % vsech druht (21). V soucasné
dobé je rod Narcissus velmi oblibend zahradni rostlina, jelikoZ zahrnuje velky pocet druht,
hybrida a odrad, které se zacaly kultivovat jiz koncem 16. stoleti (23).

Pojem Narcissus je odvozen z teckého slova ,narkao”, coz znamena v prekladu
znecitlivény, strnuly a je takto nazyvan podle narkotickych vlastnosti rostliny. Sokrates nazval

narcis "kaple pekelnych boht" pravé kviili jeho narkotickym ucinkiim (23).

3.2 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

Tradi¢ni medicina je v ramci zdravotni péCe vyuzivdna asi tfemi Ctvrtinami svétove
populace (24). Pfirodni produkty se velmi vyznamné podileji na hledani a vyvoji novych 1ékt
uréenych k 1é€bé civilizanich onemocnéni (25). To je patrné u 1é€iv testovanych v klinickych

16



studiich zabyvajici se nddorovymi onemocnénimi, kde vice nez 50% z nich je izolovano
pievazné z rostlin (24). Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou jiz velmi dlouho znamé pro své
1écivé a toxické vlastnosti. Toto vedlo ke snaze izolovat latky zodpovédné za biologickou
aktivitu rostlin ¢eledi Amaryllidaceae (25). Prvni zdokumentované pouziti pro 1ékarské ucely
sahd az do 4. stoleti pfed Kristem. Otec mediciny Hippokrates si v§iml protinddorovych
ucinki extraktu z rostliny Narcissus poeticus a pouzil olejovy alkaloidni extrakt z Narcisu pfi
1é¢be délozniho nddoru (13). V obdobi stiedoveku dochazelo k rozsifovani poznatki o vyuziti
extraktu z narcist az do zemi Stiedni Ameriky, Severni Afriky a do Ciny (26). V tradi¢ni
medicin€ se dale vyuzivaly pro své antineoplastické ucinky rostliny Amaryllis belladonna
(27), Crinum delagoense, Hymenocallis littoralis (28) a dals$i. Z historie lidového 1écCitelstvi
lze uvést rozmanitou Skalu vyuziti amarylkovitych rostlin. Naptiklad v Jizni Americe
pouzivali obyvatelé domorodych kmenil rozdrcené cibule rostlin z rodu Eucharis ve formé
obkladi na 1éc¢bu viedt ¢i nadorG. Kmen indidanG z Peru zpozoroval pfiznivy vliv slizu
z téchto cibuli na akné (29). DalSim ptikladem je mimo jiné pouziti odvaru z cibuli rostliny
Boophone disticha kmenem Zull na terapii uzkostnych stavili, depresi a stafeckou demenci
(5). V zaznamech lidového Iécitelstvi mlizeme najit pouziti narcisi k 1é€bé infekcnich
onemocnéni nebo k 1€¢bé neplodnosti Zen (7). Rostlina Lycoris radiata byla a stale je hojné
vyuzivadna v tradi¢ni ¢inské mediciné (30). Latky izolované z rostlinnych extraktl této celedi
jsou zkoumany v ramci chemického vyzkumu témér 200 let a béhem poslednich tii desetileti
byla fada téchto alkaloidl 1 jejich syntetickych derivatl podrobena velkému mnozstvi studii
(8).

Nejvyznamnéj$i  sekundarni metabolity rostlin  celedi Amaryllidaceae jsou
isochinolinové alkaloidy. Nachazeji se v celé rostlin€, nicméné jejich nejvetsi koncentrace se
vyskytuje predevSim v podzemnich cibulich (11). Hlavni funkci alkaloidi je chemicka
ochrana proti pozeru kvili své hotkosti (21). Vzhledem k pfitomnosti téchto latek rostliny
Celedi Amaryllidaceae vykazuji velmi Siroké spektrum biologickych aktivit. Rada
amarylkovitych alkaloidi vyrazné ovlivituje ¢innost nékterych fyziologickych enzymi. Jako
dilezitd se uvadi schopnost inhibice cholinesteras, zejména AChE (31). Cela tada alkaloidii
produkovanych rostlinami c¢eledi Amaryllidaceae pilisobi cytotoxicky (11). Toto
antineoplastické ptisobeni (30) spolu s inhibi¢ni aktivitou vii¢i acetylcholinesterase (31) se

dnes tfadi mezi nejvyznamnéj$i aktivity téchto latek. U téchto rostlin byla déale prokazéna
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bylo do dnes$ni doby izolovano a popsano vice nez 500 alkaloidi. Jsou klasifikovany
do raznych strukturnich typt a vice nez 100 z nich pochazi pravé z rodu Narcissus (21).
Navzdory jejich znacné strukturalni variabilité¢ jsou biosynteticky ptibuzné, nebot’ vychazeji
ze stejného prekurzoru tyrosinu a fenylalaninu (8). Jejich Siroka biologicka aktivita vedla
k nartistu zdyjmu o sekundarni metabolity rostlin této ¢eledi, coZ mimo jiné vedlo k ptipraveé
jejich polosyntetickych derivati s riznou u¢innosti (27).

Izolace prvniho alkaloidu lykorinu z rostliny Narcissus pseudonarcissus byla
uskute¢néna jiz v roce 1877, ale jeho struktura byla objasnéna az v roce 1956 (13). V dnesni
dob¢ je za nejdilezitéjsi alkaloid této celedi povazovan bezesporu galanthamin (33), ktery byl
v roce 2000 uveden na trh pod generickym nazvem Reminyl (34). Z téchto latek maji nejvetsi

potencial 1 dalsi alkaloidy pankratistatin, narciklasin, haemanthamin a jiz zminény lykorin

(13).

e}
I

HO, ~ OH

( o

(6} NH

OH o}
pankratistatin

lykorin

llife]
T

I OH

OH o

haemanthamin

narciklasin

Obrazek 3 Struktury lykorinu, pankratistatinu, narciklasinu a haemanthaminu.

3.2.1 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidi a jejich rozdéleni dle struktury
Jak jiz bylo uvedeno, amarylkovité¢ alkaloidy jsou typické znacnou strukturni
rozmanitosti. Z pohledu biosyntézy vychazeji ze spole¢ného kliCového meziproduktu
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norbelladinu, podle kterého je biosynteticka cesta vedouci k syntéze téchto latek oznacovana
jako tzv. norbelladinova cesta (34). V literatufe je do dneSni doby popsano 18 strukturnich
typu téchto alkaloidii (35) a do hlavnich skeletli patii rovnéz norbelladinovy typ, ze kterého
vychazi vlastni biosyntéza (Obr. 4 a 5). Prvnim stupném v biosyntéze je pieména
aromatickych aminokyselin L-tyrosinu a L-fenylalaninu na tyramin a 34 —

dihydroxybenzaldehyd a jejich nasledna kondenzace za vzniku 4-O-metylnorbelladinu (2).

HO
§ m
COOH COOH
L—fenylalanin¢ ¢ L-tyrosin

HO HO
HO CHO \©\/\NH
3,4-dihydroxybenzaldehyd \ / tyramin
OH

norbelladin

¢

2

MeO

H
HO

O-methylnorbeladin

Obriazek 4 Syntéza spole¢ného meziproduktu 4-O-methylnorbelladinu.

Klicovym krokem pfii biosyntéze téchto alkaloidd je cyklizace fenolové vazby vyse
zminéného meziproduktu do poloh oznacovanych jako orto-para’, para-para’ a para-orto’
(35). Dalsi chemickou modifikaci vznikd 9 zakladnich strukturnich typt. Jejich nazvy jsou
odvozeny od hlavniho zéastupce a patii mezi n€ norbelladinovy, lykorinovy, homolykorinovy,
krininovy, haemanthaminovy, pankratistatinovy, tazettinovy, galanthaminovy a montaninovy
typ (Obr. 5) (8). Alkaloidy galanthaminového typu jsou tvofeny z prekurzoru
O-methylnorbelladinu cyklizaci fenolové vazby do polohy para-orto” (35). Strukturni typy
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haemanthaminovy a krininovy se 1i§i pouze prostorovym uspotfddanim 5,10b—ethanolového

mustku (36). Biosynteticka cesta, ktera vede k méné casto frekventovanym typam
amarylkovitych alkaloidii, nebyla doposud zcela objasnéna.

OH

MeN
MeO Yy, MeO
> para-ortho’ S
NMe
MeO
alanthaminovy t
g yyp HO o
homolykorinovy typ
H
N
MeO
O-methylnorbelladin
para-para’ OH OH
ortho-para’ HO,,
\\\\\\OH
) para-para’
' é
g ;
o} N
lykorinovy typ
krininovy typ
OH
HO :
d
o} NH
OH 0
pankratistatinovy typ

montaninovy typ

Obrazek 5 Biosyntéza zékladnich strukturnich typt Amaryllidaceae alkaloidi (36).
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Ptehled zékladnich strukturnich typa s vyctem hlavnich alkaloidl a jejich rostlinnych

zdroji je shrnut v nasledujici tabulce (Tab. 1). V kazdém rostlinném druhu se nachazi smés

alkaloidi s n€kolika hlavnimi slou¢eninami a s rizné¢ velkym poctem latek s niz§im

zastoupenim (35; 36). Ze zastupci mén¢ frekventovanych strukturnich typti amarylkovitych

alkaloidd mulzeme wuvést napiiklad slouCeniny plikamin (plikaminovy typ), gracilin

(gracilinovy typ) (35) a galanthindol (galanthindolovy typ), ktery ve své struktufe kombinuje

dva strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidu (36; 37).

Tabulka 1 Strukturni typy alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae

Strukturni typ Zakladni stavba strukturniho typu  Hlavni zastupce Rod
HO
T
Norbelladinovy ., . Nerine (2)

OH

Galanthaminovy

MeO Galanthamin

Leucojum (35)
Narcissus (21)
Zephyrantes (46)
Cyrtanthus (28)
Galanthus (64)
Chlidanthus (66)

Haemanthaminovy ro q thami
aemanthamin

(0]

Narcisssus (35; 36)
Boophane (8)
Clivia (28)
Cyrtanthus (28)
Galanthus (64)
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Tabuka 1 pokracovani

Narcisssus (21; 36)

Homolykorinovy MeO

Homolykorin Lycoris (3)
o) Haemanthus (28)

MeO

Nerine (8)

o Narcisssus (8)
Boophane (8; 28)
<O Krinin Crinum (28; 37)

N Zephyrantes (46)

Krininovy

Bunsvigia (28)

Bunsvigia (28)
OH Narcissus (21)
Lycoris (35)
Lykorinovy Lykorin Crinum (28)
Amnocharis (28)
Zephyrantes (46)

Chlidanthus (66)

ainie]
T

ont Narcissus (88)

Pankratistatinovy o Narciklasi Leucojum (2)
( OH arerxiasin Hymenocallis (58)

OH O
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Tabuka 1 pokracovani

OMe

Narcissus (21)
Zephyrantes (46)
Tazettin Chlidanthus (66)
Cyrtanthus (28)
Galanthus (64)

Tazettinovy

Lycoris (37)
Haemanthus (28)

Montaninovy Montani
ontanin

Za zvlastni typ Amaryllidaceae alkaloidl I1ze povazovat mesembranovy typ alkaloidi.
Tyto latky byly v cCeledi Amaryllidaceae identifikovany pouze v rostlindich Hymenocallis
arenicola, Crinum oliganthum a také u dvou druhil narcist, a to u N. triandrus a N. pallidus
(8). Nedavné studie uvadeji ptitomnost tohoto typu alkaloidt v N. pallidus az do vyse 95 %.
Jmenovité se jednd o mesembrenon, mesembrenol a mesembrin (21), ktery je zaroven
povazovan za hlavni mesembranovy alkaloid (38). Z hlediska struktury jsou tyto alkaloidy
podobné krininovému typu alkaloidli a jejich biosyntetickd cesta vychazi ze stejnych
prekurzori jako amarylkovité alkaloidy. Studie zabyvajici se biosyntézou téchto latek
prokézaly, ze vlastni pribéh biosyntézy a nasledna chemick4 modifikace probiha odliSnym
zpusobem (38) (Obr. 6). Vyskyt alkaloidi mesembranového typu v celedi Amaryllidaceae
muze byt nasledkem mutaci genti, které jsou zodpovédné predev§im za modifikaci derivati
L-fenylalaninu. U mesembranového typu vznikad p-hydroxyskoficova kyselina, ktera se vaze
s tyraminem za vzniku specifického meziproduktu (21). Vyznamnym zdrojem tohoto
strukturniho typu je pfedev§Sim rod Sceletium (Aizoaceae). Obsahuje mimo jiné druh
Sceletium tortuosum, ktery je vyuzivany tradi¢ni ¢inskou medicinou na tzemi Jizni Afriky

a u kterého dochazi k postupnému rozsifovani do celého svéta (37).
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OMe OMe
—

mesembrenon mesembrin

Obrazek 6 Syntéza mesembranového typu alkaloida (38).

3.3 Biologicka aktivita Amaryllidaceae alkaloidi

Jak jiz bylo naznaCeno v tivodu, spektrum biologickych aktivit téchto latek je pomérné
rozsahlé. Do soucasné doby bylo mnoho z nich, i jejich syntetické¢ derivaty, podrobeny
nemalému mnozstvi studii. V soucasnosti jsou mezi nejvyznamnéjsi aktivity amarylkovitych
alkaloidll fazeny zejména dvé a to: schopnost inhibovat AChE (31) a jejich protinddorové

pusobeni vyvolané indukci apoptézy (32). Dal§im biologickym aktivitam neni v této praci
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vénovana pozornost, protoze v porovnani stémito ucinky jsou povazovany za méné

vyznamneé.

3.3.1 Amaryllidaceae alkaloidy a jejich vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby
3.3.1.1 Charakteristika Alzheimerovy choroby

Toto zavazné onemocnéni je charakterizovano neurodegenerativnimi zmeénami
nervového systému. Obecné je povazovano za jednu z nejCastéjSich pfi¢in demence
u starnouci populace, ve které snizuje kvalitu zivota a piedstavuje jednu z primarnich pficin
umrti (39).

Klinicky se projevuje ztratou paméti, postupnym a nevratnym zhorsenim kognitivnich
(poznévacich) funkci a poruchou fe¢i (10). Z hlediska vyvoje nemoci lze AD rozdélit na
nékolik stadii. V pocatecnich fazich je pacient stile sobéstany, nicméné jeho kognitivni
funkce se zacinaji pomalu zhorSovat a pacient zapomina napiiklad vykonavat bézné ¢innosti.
Postupem c¢asu dochézi k prohlubovani ztraty paméti, u pacientli se objevuje dezorientace,
a nakonec dochazi k uplné ztraté pameti i schopnosti se postarat o sebe sama (40). Vzhledem
k faktu celosvétového starnuti populace by mohla AD ptedstavovat pro spole¢nost vyznamny
socidlni problém.

Etiopatogeneze této zavazné choroby neni stale zcela objasnéna a existuje nékolik teorii
jejiho vzniku. Avsak i ptfes nejednoznacnost vzniku AD jsou amyloidni a cholinergni teorie

povazovany za hlavni (39).

3.3.1.2 Patofyziologie Alzheimerovy choroby

Amyloidovy prekurzorovy proteinu (APP) je transmembranovy glykoprotein, ktery se
pfirozené¢ vyskytuje v neuronech a u kterého probihaji dva typy proteolytického Stépeni za
pomoci sekretas. U jednoho ztypli, oznaCovany amyloidogenni cesta, je APP Stépen
B-sekretasou (BACE-1) a y-sekretasou za vzniku peptidovych vldken amyloidu B (AP),
u kterych se stupném polymerizace zvySuje jejich toxicita. Aktivuji se enzymatické reakce,
které jsou zodpovédné za oxidativni stres, dochazi k naruseni hladin Ca**, k produkci volnych
kyslikovych radikalt, k aktivaci COX II a k nasledné apoptdéze. Druhym typem je tzv.
neamyloidogenni cesta, kdy metabolizaci APP pomoci a-sekretas vznikaji rozpustné

fragmenty, které maji neuroprotektivni charakter (39).
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Vznik patologického proteinu AP je podle amyloidni teorie popisovan kaskadou
amyloidnich reakci (Obr. 7) Mutace APP jsou uvadény jako pocatecni impulz a vedou
k poruse jeho metabolismu. Podle amyloidni teorie dochédzi ke vzniku amyloidogennich
peptida, které se spojuji do oligomert. Jejich dalsi naslednou agregaci se tvoii amyloidni
plaky zptsobujici intracelularni metabolick¢é zmény t-proteinu. Jeho hyperfosforylace
a nasledna agregace vede ke vzniku neurofibrilarnich klubek, ¢imz dochézi k zéaniku takto
poskozenych neuroni (41). Fyziologickou ulohou rt-proteinu je podpora a stabilizace
axonalniho transportu, ktera je kontrolovana kinasami. V ramci AD je nutné zminit dva
z téchto enzymii: glykogensyntasu kinasu 38 (GSK-3p), podilejici se na neurogenezi, a cyklin-
dependentni kinasu 5 (CDKS), kterd se podili na procesech zrani neuronti béhem vyvoje
mozku. Oba enzymy vyrazné ovliviiuji hyperfosforylaci t-proteinu. Dochazi-li k nadmérné
tvorbé AP, zvySuje se také aktivita GSK-38 (39). Amyloidni plaky i neurofibrilarni klubka

Mrwe

k neuronélni smrti prostfednictvim N-metyl D-aspartdt (NMDA) receptort (41).
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Obrazek 7 Mechanismus amyloidni hypotézy zahrnuty do patogeneze AD (41).
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Uloha cholinergni neurotransmise je zdkladem cholinergni teorie a jeji nedostate¢nost,
ktera je zplusobena zejména patologicky snizenym vznikem a uvolnénim neurotransmiteru
acetylcholinu (Ach) z presynaptickych zakonceni, je hlavnim diivodem kognitivnich poruch
(42). Na odbouravani Ach se u AD podileji dva typy cholinesteras: AChE
a butyrylcholinesterasa (BuChE). Oba dva enzymy se nachazeji v riznych tkanich lidského
téla ve dvou formach, a to G4 a G1. U zdravého jedince pievazuje u AChE G4 forma, ale
v ptipadé¢ AD je u tohoto enzymu vyrazné zvySend forma G1 (39). AChE se fyziologicky
vyskytuje zejména v membranach erytrocytii, v nervosvalové ploténce a v synapsich v CNS
(43), kde hraje dulezitou roli napiiklad v regeneraci neuronti. U pacientl trpicich AD jeji
aktivita klesa, zatimco koncentrace BuChE se zvySuje. Na zaklad¢ vysledkt riznych studii
bylo zjisténo, Ze inhibice obou enzymi muze byt prospésnd v 1€cbé kognitivnich poruch
spojenych s neurologickymi abnormalitami (44). Do dneS$ni doby byl v terapii AD pouzit
jediny pripravek s témito vlastnostmi — Rivastigmin (44), ktery pfednostné inhibuje Gl
izoformy (45). Z tohoto divodu je vhodné hledat nové inhibitory se schopnosti inhibibovat
AChE i BuChE (46). Druhy enzym je pfitomen pievdzné v krevni plazmé a také hraje
dilezitou roli v cholinergni neurotransmisi (43). Vyskytuje se v gliovych bunkach, neuronech,
v neuritovém plaku a neurofibrilarnich klubkach. Pokud je aktivita AChE snizena, BuChE ji
muze nahradit (46).

3.3.1.3 Terapeutické cile Alzheimerovy choroby v sou¢asnosti

V terapii AD je dulezité, aby lécba byla komplexni, tzn. méla by zahrnovat
farmakoterapii, ale 1 podplrnou péci a metody z ni vyplyvajici. Zikladem je peCovat
o celkovy telesny i1 duSevni stav pacienta, podporovat trénovani paméti formou kognitivni
rehabilitace a udrzovat pacienta v chodu béznych dennich aktivit (40). Jelikoz vlastni pfic¢ina
AD neni zcela objasnéna, farmakoterapie je mnoha autory povazovana pouze
za symptomatickou (47-49). Vlastni lécbu je mozné z pohledu jejich G€inkli rozdélit
na kognitivni a nekognitivni, do které lze zahrnout farmakoterapii nespavosti, depresi,
agitovanosti a dalSich pfidruZzenych symptom@. Kognitivni farmakoterapie vychazi
z cholinergni hypotézy. Podpora syntézy neurotransmiterti ¢i prodlouzeni jejich pobytu
v synaptické Stérbin¢ vede k prodlouzeni vazby Ach na jeho receptory. Toho je dosazeno

podavanim inhibitori AChE, které zvysSuji dostupnost Ach v centralnich cholinergnich
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synapsich, ¢imz dochazi k zvySeni cholinergni transmise. Tyto struktury jsou povaZovany
za nejucinngjsi v 1écbé AD (50) a v této farmakoterapeutické skupin€ jsou zaroven jedinymi
schvalenymi léky u pacientll s mirnou az sttedné zdvaznou AD (51). Mezi dalsi kognitiva lze
zaradit prekurzory tvorby Ach a agonisty muskarinovych a nikotinovych receptorti. Dalsi
moznosti 1é¢by, kterd je vyuzivand zejména v pokroCilém stadiu nemoci, je ovlivnéni
a normalizace glutamatergni transmise. Za timto ucelem jsou pacientiim podavany blokatory
NMDA receptori, které jsou diilezité v procesech uceni a paméti (52).

V ramci raznych studii bylo prokazano, Ze u AD dochézi nejprve ke ztraté¢ cholinergnich
neurontl s naslednym snizenym uvoliiovdnim Ach. V soucasnosti jsou v terapii AD vyuzivany
tf1 latky jako inhibitory AChE (donepezil, galanthamin, rivastigmin). Dalsi rozsahlé vyzkumy
dokazaly, ze AD je charakteristickd zménami v kortikalnich a subkortikalnich strukturach
glutamatovych receptort. V terapii je vyuzivdna pouze jedind latka, kterou je parcidlni
inhibitor téchto receptorti, memantin. Ackoli oba terapeutické pfistupy dosahly velmi
efektivnich arovni v 1é¢bé, ziskané klinické vysledky nejsou zcela uspokojivé (41).

Dalsi terapeutické moznosti jsou zalozeny na pusobeni proti zvySené tvorbé AP
a na inhibici fosforylace a agregace t-proteinu. Anti-amyloidni strategie je zaméfena
na inhibici ¢i stimulaci sekteras Gcastnici se metabolismu APP, na selektivni redukci syntézy
AP42, prevenci amyloidni agregace a anti-amyloidni imunoterapii. Z preklinickych studii
AZD3293, které se zabyvaji inhibici B-sekretas, byly ziskany slibné vysledky. Molekula je
v soucasné dobé vystavena klinickému testovani za ucelem zjisténi jejich terapeutickych
vlastnosti (53). Dosud ziskané vysledky z klinickych studii dalSich zajimavych molekul, které
moduluji y-sekretasy €1 blokujici agregaci AP42, jsou slibné, ale stile je nezbytné dokazat
jejich ucinnost a bezpecnost (41).

Mnoho védcli formulovalo zdvéry na zakladé molekularnich patologickych dat
uvedenych v literatufe, Ze neurofibrilarni klubka mohou byt jednou z hlavnich pfi¢in AD.
Podkladem této hypotézy jsou fakta uvedend v mnoha studiich. Neurofibrilarni klubka se
nevyskytuji v mozku zdravého clovéka, a pokud jsou pfitomny, nachéazeji se v buitkach
a jejich hustota odpovidd zdvaznosti demence (54). Proto je anti-tau strategie mnoha védci
povazovany za hlavni pfistup v 1é€bé AD. Jak jiz bylo v textu naznafeno, nadmérna
fosforylace rt-proteinu a jeho agregace jsou klicovymi procesy béhem utvareni

neurofibrilarnich klubek vedouci v konecném disledku k zaniku neuronu. Tyto procesy by
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mohly byt sniZzeny inhibici enzymu GSK-3B, ktery je za jejich tvorbu zvelké Ccasti
zodpoveédny (55). GSK-3p je inhibovan pomoci protein kinasy C (PKC) a ta je stimulovana
prostfednictvim agonistil muskarinovych receptorti typu 1 (51). Nedavnymi studiemi bylo
prokdzéano, zZe tito agonisté mohou snizit fosforylaci a agregaci t-proteinu (56). Na druhou
stranu doposud nebyly objeveny molekuly schopné blokovat jejich agregaci (57).
V nasledujici tabulce (Tab. 2) jsou uvedeny nékteré latky, které jsou, anebo mohou byt

pouzity v patofyziologickych procesech probihajicich u AD (41).

Tabulka 2 Ptehled skupin latek pouZzivanych nebo potencidlné pouzitelnych v terapii
AD (39; 41).

Patologicky proces Moznost jeho ovlivnéni

Kognitiva (1IAChE, iBuChE)
SniZeni hladin Ach ) o
Agonisté nikotinovych receptorti

ZvySeni hladin glutaméatu Blokédda NMDA receptort

Tvorba AB Inhibitory B-sekretas
Modulatory y-sekretas
Blokatory agregace AP42

Agregace AP Chelatatory kovii
Protilatky proti Ap42

Inhibitory GSK-3f3
Tvorba neuronalnich klubek
Modulatory y-sekretas

Galanthamin je povaZzovan za jednu z nejvyznamnéjSich latek s inhibi¢ni aktivitou viici
AChE (ICs50=2,5uM) (46). Tato latka byla pivodné izolovana z cibuli snézenky Galanthus
nivalis L. z ¢eledi Amaryllidaceae (58). Pozd¢ji byla nalezena 1 v dalSich rodech této Celedi,
napiiklad v Narcissus spp., Leucojum spp. a dalSich (33). Galanthamin je dlouhodobé
pusobici, selektivni, reverzibilni a kompetitivni inhibitor AChE. Na rozdil od ostatnich
inhibitord pouZivanych u AD se vyznaCuje schopnosti alosterické modulace nikotinovych
receptorti, ¢imZ dochdzi ke zvysSeni afinity receptoru k Ach (8; 59). Inaktivace tohoto enzymu

vede ke kumulaci Ach a ke stimulaci muskarinovych a také nikotinovych receptorti (59).
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Vzhledem k témto vlastnostem ovliviiuje nejen cholinergni ptfenos, ale i jiné systémy, jako
jsou monoaminy, glutamat a GABA (58). Dale bylo zjisténo, ze ma schopnost modulovat
neamyloidogenni cestu u metabolismu APP, ¢imz dochazi k zabrané toxicity, resp. agregaci
AP (42). Na rozdil od jinych alkaloidl, galanthamin nevykazuje cytotoxické vlastnosti (61).
Z vyse uvedenych ucinkl vyplyva, ze tato sloucenina je vhodnd nejen k 1é¢bé AD, ale také
k terapii n¢kterych dusevnich chorob, jako je napiiklad schizofrenie a bipolarni poruchy (51;
58).

V soucasné dob¢ je v ramci védeckych studiich zabyvajici se testovanim alkaloidnich
extraktli amarylkovitych rostlin vénovéana pozornost zejména dal§im potencialnim inhibitorim
AChE. Vysledky téchto screeningovych studii slouzi pfedevSim k vybéru vhodnych
rostlinnych druht s danou aktivitou a pfipadné i k nasledné izolaci latek v Cistém stavu
za pomoci fytochemickych metod. Data ziskana z biologickych testii dokladaji skutecnost, ze
galanthaminovy a lykorinovy strukturni typ amarylkovitych alkaloidii dosahuje povétSinou
nejlepSich hodnot pii inhibici AChE oproti jinym strukturnim typam (50; 51; 62; 63).

v

Zastupci galanthaminového typu jsou obecné povazovany za silngjsi inhibitory (51).

33.14 Galanthaminovy strukturni typ

Alkaloidy patfici do tohoto strukturniho typu jsou tvofeny dibenzofuranem. U hlavniho
zastupce galanthaminu je pro vazebny ucinek na AChE dilezitd pritomnost ¢ty vazebnych
mist v jeho struktufe, a to: hydroxylova skupina cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy

kruh, tercidrni aminoskupina a methoxyskupina (51). Lze uvést dalsi terapeuticky zajimavé

vvvvv

v

(9-O-demethylgalanthamin) vykazuje silnéjSi inhibi¢ni aktivitu nez galanthamin (Tab. 3)
a je pritomen naptiklad v rostlinach Eucharis grandiflora, Galanthus elwesii (43) a n€kolika
dalSich. Volnd hydroxyskupina na uhliku C9 cyklohexenového kruhu zpiisobuje
az dvacetinasobné zvySeni inhibi¢ni aktivity viici AChE (Obr. 8) (64). Ale zaroven také
dochazi ke sniZeni lipofility molekuly, ¢imz se zmenSuje jeji schopnost piekonat
hematoencefalickou  bariéru. Stejn¢ tak 1 dalsi latky, N-allylnorgalanthamin
a N-(14-methylallyl)norgalanthamin izolované z Leucojum aestivum, jsou povazovany

za silngj$i inhibitory AChE (Tab. 3). Jejich zvySena aktivita je zplsobena substituci
N-methylové skupiny allylovou nebo 14-methylallylovou skupinou (Obr. 8). Izolace
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N-alkylderivati galanthaminového typu alkaloidii je velice obtizna vzhledem k jejich velmi
nizké koncentraci v rostlinach (65). Dalsi zajimavou latkou tohoto typu je O-metylleukotamin,
ktery byl izolovan z Galanthus elwesii (43). Jeho anticholinesterasova aktivita je spojena
s inhibici obou cholinesteras (Tab. 3) (43). Chybé&jici AChE inhibi¢ni aktivita u lykoraminu
(Obr. 8) a epinorlykoraminu je zpusobena hydrogenaci dvojné vazby v cyklohexenového
kruhu. Hydrogenaci dojde ke zmén¢ prostorové konfigurace molekuly, ktera je nezbytna pro

vyvolani biologického uc¢inku na AChE (51).

OH
OH
o o)
MeO ”l///// MeO HO
NMe
galanthamin O-methylleukotamin sanguinin
OH OH
o o]
MeO l//////// MeO u///////
N \J/ NMe
N-allylnorgalanthamin lykoramin

Obrazek 8 Alkaloidy galanthaminového strukturniho typu.
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Tabulka 3 Inhibi¢ni aktivity vybranych alkaloidi galanthaminového typu celedi
Amaryllidaceae vii¢ci AChE a BuChE.

Alkaloid ICso AChE 1Cso BuChE Literatura
(uM) (uM)
Sanguinin 0,10+ 0,01 NT 51
Galanthamin 1,82 £ 0,40 433+ 1,3 65
N-Allylnorgalanthamin 0,18+ 0,01 NT 65
N-(14-Methylallyl) norgalanthamin 0,16 £ 0,01 NT 65
O-Methylleukotamin 6,13% aktivni 43

?jednotky (ng/ml), NT - nebylo testovano

Galantamin a nékteré jeho derivaty maji navic antioxidacni vlastnosti, které jsou
spojovany s pfitomnosti enolové skupiny a kvartérniho dusiku. Po transformaci enolové
skupiny za vzniku karbonylu, antioxida¢ni aktivita molekuly zanika. Pfitomnost kvartérniho
dusiku neni zapottebi k vychytavani radikald, ale je zodpovédna za zvysSeni antioxida¢niho

efektu (42).

3.3.15 Lykorinovy strukturni typ

Dal$im potencialné zajimavym strukturnim typem amarylkovitych alkaloidd je typ
lykorinovy. Jeho zastupci maji obecné slabsi inhibicni aktivitu vici cholinesterasam nez latky
galanthaminového typu (66). Hlavni reprezentant lykorin nevykazuje biologickou aktivitu
(Tab. 4) vzhledem k AChE. Je snadno dostupny z pfirodnich zdroji a doposud byl izolovan
z celé tady rodt Narcissus (21), Lycoris (35), Zephyrantes (46), Chlidanthus (66) a dalSich.
Studovanim vztahli mezi strukturou a inhibi¢nim U¢inkem vi¢i AChE a pomérné vysoky
ptirozeny vyskyt lykorinu je silnym podnétem pro piipravu jeho polosyntetickych derivath
jako potencialnich selektivnich inhibitordt AChE. Z analyzy vysledki bylo zjiSténo, ze aktivita
téchto latek je spojovana se substituci v polohach C1 a C2. Zavedenim lipofilnich substituenti
do molekuly dochazi ke zvySeni inhibicni aktivity, pfi¢emz je nezbytné zachovat neporusené
pyrrolo-fenanthridinové jadro molekuly (63). Acylaci molekuly v poloze C1 dochazi
k vyraznému zvySeni inhibi¢ni aktivity. To je déno energeticky vyhodnou konformaci

molekuly k vazebnému mistu AChE, kterd vzniké ptitomnosti intramolekularnich vodikovych
32



L4

vazeb (63). Doposud asi nejvyraznéjsi latkou se silnou inhibic¢ni aktivitou je 1-O-acetyllykorin
(ICs0 = 0,45 = 0,05 uM). Dalsim testovanim inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE bylo zjisténo, Ze
puvod enzymu mé v nékterych ptfipadech vliv na hodnoty inhibi¢nich aktivit. (60). Latky
lykorinového strukturniho typu s acetylaci v poloze 2 ¢i 1,2-diacetylderivaty (Tab. 4) ztraci
inhibi¢ni aktivitu. Dal$imi pfirozen¢ se vyskytujicimi alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou jsou
assoanin a oxoassoanin (Tab. 4). Tyto alkaloidy byly izolovany z rostliny Narcissus assoanus
a jejich inhibi¢ni Gcinek je vysvétlovan plandrnim uspofaddnim kruhu C v molekule (51).
Z téchto poznatkl lze vyvodit zakladni strukturni piedpoklady téchto latek, které souviseji
s inhibi¢ni aktivitou vG¢i AChE: pyrrolo-fenanthridinové jadro, aromaticky C-kruh
a substituce na uhliku C1. N¢které ze zminénych latek jsou zndzornény na nésledujicim

obrazku (Obr. 9).

1,2-Di-O-acetyllykorin

OMe

assoanine oxoassoanine

Obrazek 9 Alkaloidy lykorinového strukturniho typu.
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Tabulka 4 Inhibi¢ni aktivity vybranych alkaloidi lykorinového typu celedi
Amaryllidaceae vici AChE.

Alkaloid ICs0 AChE (uM) Literatura
Lykorin > 500 51
1-O-Acetyllykorin 0,45+ 0,05 60
1,2-Di-O-Acetyllykorin 169+ 10 62
Assoanin 3,87+0,24 51
Oxoassoanin 4721 +£1,13 51

3.3.2 Amaryllidaceae alkaloidy a jejich potencidlni vyuZiti v terapii nadorovych
onemocnéni

V soucasné dob¢ patii onkologickd onemocnéni mezi jednu z hlavnich pfi¢in amrti
na svété. Zéasadni tlohu v rozvoji maligniho procesu hraji tumor supresorové geny. Protein
pS3 je jednim z nich a méa nékolik zasadnich funkci. Stimuluje transkripci proapoptotickych
molekul, reguluje expresi genll ucastnicich se na zéstavé bunétného cyklu. Déle se podili
na reparaci poskozené DNA a bunééné smrti. Tento protein je nejcastéjsi a vysoce
exprimovany defektni gen nalezeny u onkologickych onemocnéni v lidském téle (je pfitomen
ve vice nez 50 % nadora) (61). Jeho mutace nebo ztrata alely hraje vyznamnou roli ve vyvoji
a progresi malignit (67). Byla nalezena naptiklad u nadort plic, tlustého stfeva, prsu, jater,
mozku. Dale bylo zjisténo, Ze defekt tohoto proteinu také pravdépodobné souvisi s rezistenci
nadort k 1é¢bé (68).

V poslednich desetiletich byl zaznamenan velky pokrok v pochopeni nadorovych
onemocnéni, respektive mechanismi nezbytnych k jejich 1écbé. Nicméné v nékterych
ptipadech se mize rozvinout rezistence i k chemoterapeutikim s odliSnym mechanismem
ucinku. Rezistentni nadorové builky se tak nekontrolovatelné déli a pfispivaji tim k Sifeni
metastaz do ostatnich orgdnt (69). Mezi bunécné mechanismy zodpovédné za rezistenci
k terapii lze zatadit naptiklad up regulaci detekce poskozené DNA (70), indukci zastaveni
bunééného cyklu umoziujiciho opravu poskozené DNA (71) a poruchu bunécné signalizace
pii apoptoze (72). V soucasné dobé je proto zjevna potieba nalezeni novych sloucenin
s cytotoxickym uc¢inkem a také téch, které by byly schopné rozpoznat rezistentni nadoroveé

buiiky, aniz by poskozovaly bunky zdravé (61).
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Za Ucelem nalézt latky s vhodnymi antineoplastickymi vlastnostmi byly prozkoumény
ruzné piirodni zdroje. V poslednich letech byl rozpoznan vyznamny potencial pfirodnich latek
pouzivanych v protinddorové 1é¢be. Maji méné vedlej$ich ucinktli, zvySuji chemosenzitivitu
a nevedou k 1€ékové rezistenci, ¢imz se stavaji nadénym zdrojem pro 1écbu rakoviny (73).
Dutkazem je fakt, ze vice nez 60 % klinicky vyuzivanych protinddorovych 1é¢iv pochézi
z ptirodnich zdroji z celého svéta (74). Pti hledani sloucenin s antineoplastickymi vlastnostmi
byly také studovany rostliny celedi Amaryllidaceae, které se vyznacuji protinadorovou
aktivitou (68). Testovanim Amaryllidaceaee alkaloidli bylo zjisténo, Ze jsou selektivni
k nddorovym bunkam a pomérné¢ malo toxické k zdravym a klidovym builkdm (61).
Na zaklad¢ dosavadnich dat z provedenych studii lze konstatovat, ze latky s cytotoxickymi
vlastnostmi se nejcastéji vyskytuji v nasledujicich strukturnich typech, a to v lykorinovém,
pankratistatinovém a haemanthaminovém (32).

U téchto latek bylo doposud provedeno mnoho screeningovych studii s vyuzitim
riznych nadorovych bunéénych linii. U nékterych byl podrobné zkouman i jejich
mechanismus u¢inku. Vyzkumy z roku 1970 se zabyvaly interakcemi amarylkovitych
alkaloidl s eukaryotnimi ribozomy. Ze sloucenin, které se byly schopné na tomto procesu
podilet, 1ze uvést lykorin, pseudolykorin a haemathamin (13). Dalsi studie dokladaji, ze
narciklasin zasahoval do mitotického aparatu a plsobil tak vyraznym antimitotickym G¢inkem
zejména v metafazi a profazi (13). Jako dal$i mechanismus uc¢inku je mozné zminit inhibici
topoizomeras. Napiiklad ungeremin a narciprimin vykazuji vi¢i tomuto enzymu silné
inhibicni U€inky (13). NejvyznamnéjSim mechanismem protinddorové aktivity je aktivace
kaskady proapoptotickych latek vedouci k apoptéze buniky. Mezi zastupce, které maji tuto
schopnost, lze zahrnout napfiklad lykorin, pankratistatin, narciklasin, haemathamin

a haemathidin (13).

3.3.21 Lykorinovy strukturni typ

Lykorinovy strukturni typ zahrnuje témét 200 strukturné odliSnych amarylkovitych
alkaloidt, které maji rizné biologické vlastnosti (75). Z hlediska struktury je pro tento typ
typicka pfitomnost fenantridinového jadra a ethylového fetézce, ktery spojuje uhlikovy atom
C4 a atomu dusiku vytvatejici spolu 1,2,3- trisubstituovany pyrrolovy D-kruh (75). Prvni

izolovany Amaryllidaceae alkaloid lykorin je povazovdn za nejbéznéji se vyskytujici
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slouceninu této celedi (75). Nejcastéji je izolovan z rostliny Lycoris radiata (76) a disponuje
celou fadou biologickych ucinkii. Lykorin mé& schopnost inhibovat biosyntézu kyseliny
askorbové u rostlin (13), u poliovirti bylo zjisténo jeho antivirové plisobeni (77). Dale byla
zaznamenana antimykoticka aktivita va¢i Saccharomyces cerevisiae (13) a také ma in vitro
vyznamny vliv na antiplasmodialni aktivitu u kment Plasmodium falciparum s hodnotou
ICso 0,7 pg/ml (7). Nicméné za nejvyznamnéjsi ucinek je Sirokou védeckou komunitou
povazovana jeho protinadorova aktivita, kterd byla u ného poprvé popsana v roce 1920 (78).

Pro posouzeni protinddorové aktivity lykorinu byl proveden nespocet studii na riznych
nadorovych bunéfnych linii. V rdmci jeho testovani byly ucinky pozorovany in vitro
na promyelocytické leukemické bunécné linii HL-60, kdy byla prokdzana protinadorova
aktivita lykorinu v rozmezi od 0,31 do 5 uM (58). Dale bylo zjisténo, Ze je schopen zastavit
bunécny cyklus ve fadzi G2/M pii koncentraci 5 pM. Pii stejné koncentraci méa schopnost
indukovat apoptézu leukemickych bun¢k HL-60 prostfednictvim aktivace kaspasy-8,
kaspasy-9 a kaspasy-3, pfi¢emz aktivizace kaspasy-3 byla nejvyraznéji zvysena (79). Dalsi in
vitro studie prokazala, ze lykorin pii koncentraci 5 pM je schopen zastavit bunéény cyklus
v GO/G1 fazi u bun€k chronické myelogenni leukémie K562 (80). Kromé& toho je lykorin
pravdépodobné schopen indukovat apoptdézu prostiednictvim inhibice translace proteinu
Mcl-1 (myeloidni buné¢na leukémie-1) u U937 a 6T-CEM leukemickych bunéénych linii
pfi koncentracich vyssich nez 10 uM (80). Mcl-1 je ¢lenem rodiny proteinii Bel-2 a bylo
prokdzano, Ze je vysoce exprimovan v riznych typech nadorli, vcetné urcitych forem
leukémie. Mcl-1 hraje hlavni roli pfi potlacovani apoptdzy u riznych typl rakovinnych bunék
(81). Pozdégjsi studie provedend na buiikach lidského mnohocetného myelomemu ARH-77
byla zamétena na ucinky lykorinu pti koncentracich 10 uM. Vysledkem byla kumulace bunck
ARH-77 v G1 fazi bunétného cyklu, ¢imz se prokazalo sniZeni proliferace cytostatickym
mechanismem (58).

Lykorin byl dale in vitro testovan v rozmezi ICso od 5 do 10 uM na riznych bunécnych
linii rakoviny prostaty (PC-3M, DU145, LNCaP a 22RV1). U testovanych bunék doslo
k jejich inhibici proliferace a migrace (82). Vysledky z in vitro studie dokladaji, Ze lykorin
vykazoval nejsilnéjSi cytotoxické ucinky ke vSem exponovanym bunikdm oproti ostatnim

testovanym latkam. (Jurkat, HT-29, HL-60, SW 480, PANC-1, BT-549, MDA-MB-231,
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SK-BR-3, H1299, MOLT- 4, A549, COLO-201, AGS, MCF-7, HeLa, A2780). Jeho rozsah
ICs0 hodnot byl 0,7 - 1,4 uM (68) (Tab. 5,6).

Dale bylo zjisténo, Ze lykorin plsobi proti nemalobunéénému plicnimu karcinomu
zastavenim bunécného cyklu v GO/G1, coz vyrazné iniciuje pocatecni fazi apoptozy
a mitochondridlni dysfunkci. Navic je mozné, Ze by mohl vyvolavat apoptézu mitochondrialni
cestou a inhibovat bunécnou signalizaci molekul Wnt/B-katenin. Aktivace bunécné
signalizace Wnt/B-katenin je zésadni pro vyskyt a vyvoj rakoviny (83). B-Katenin je dilezitym
mediatorem signalizacni kaskady Wnt/B-katenin a jeho mnozstvi v cytoplazmé a v jadie hraje
hlavni roli v jeji regulaci (84). Pii podavani davek lykorinu v rozmezi 10, 20, 30 uM bylo
zjisténo, ze celkové mnozstvi B-kateninu (cytoplazmatické i1 jaderné) bylo snizeno, zatimco
exprese GSK-3B byla zvySena. Hodnoty zmén byly zavislé na davce a pii 30 uM lykorinu
dochazelo k nejvyraznéjsSimu snizeni B-kateninu a zvySeni GSK-38 (74).

Vzhledem k Sirokému vyc¢tu protinddorového pisobeni lykorinu, mezi védci vzbudily
zdjem 1 jeho polosyntetické derivaty, u kterych se predpoklada také potencidlni protinddorova
aktivita. V ramci jedné in vitro studie bylo prokazano, ze hydrochloridova stl lykorinu
selektivné potlacuje proliferaci nédorovych bun€k vajeéniki HeylB s hodnotou
ICso 1,2 +£ 0,1 uM. Tento ucinek je zplsoben jeho schopnosti zabranit expresi cyklin D3
a zvysit expresi bunécného inhibitoru p21 (85).

Z dalsich zastupct lykorinovych alkaloidt, které disponuji cytotoxickou aktivitu
mizeme uvést 1-O-acetyllykorin  5,6-dehydrolykorin,  pseudolykorin, ungeremin
a amarbellisin. Pseudolykorin, derivat lykorinu, ovliviiuje inhibici bunécného rlstu
leukemickych linii a prodluzuje Zivot mysi infikovanych virem Rauscher ve srovnani
se standardn€ pouzivanymi léky, jako je vinkristin (58). Dalsi alkaloid lykorinového typu
ungeremin selektivné inhibuje formu topoizomerasy I (86) (Obr. 10).

OH

(‘\\

[0} / /N+

lykorin pseudolykorin ungeremin

MeO

Obrazek 10 Alkaloidy lykorinového strukturniho typu s cytotoxickou aktivitou.
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3.3.2.2 Pankratistatinovy strukturni typ

Dalsim strukturnim typem, ktery vykazuje zajimavé protinadorové ucinky, 1ze uvést typ
pankratistatinovy. Mezi reprezentativni slouceniny, které maji silné inhibi¢ni ucinky proti
mnoha nadorovym bunéénym liniim, patii narciklasin a pankratistatin. V literatuie jsou n¢kdy
oznacovany jako isokarbostyrylové derivaty lykorinu (87).

Narciklasin byl poprvé izolovan z cibuli rodu Narcissus v roce 1967. Brzy poté u n¢ho
byly popsany antimitotické vlastnosti, které se projevovaly inhibi¢nimi ucinky od kliceni
semen az po vlastni rast rostlin, nebot’ ovliviiuje bunécné déleni v metafazi (88). O nékolik let
pozdé¢ji dalsi studie prokazaly, Ze narciklasin inhibuje syntézu ribosomalnich proteinti pomoci
interakce s ribozomalni podjednotkou 60S, ¢imZ blokuje ¢innost peptidyltransferasy podilejici
se na vzniku peptidové vazby. Na zdklad¢ analyzy dat bylo popsano, Ze pravdépodobné
zasahuje do syntézy DNA (87). Jeho cytotoxické aktivita byla hodnocena na 60 nadorovych
bunécénych liniich a vysledek priimémé hodnoty ICso byl 0,046 uM (78). Data v literatufe
uvadeji, ze narciklasin je schopen v koncentracich vysSich nez 1 puM snizit proliferaci
a migraci nadorovych bun¢k (78).

V nedévné dobé bylo prokdzano, ze narciklasin indukuje apoptézu na rGznych liniich
nadorovych bunék a vykazuje pouze maly cytotoxicky ucinek na bunky zdravé a klidové.
V poslednich letech byl testovan na lidskych nadorovych bunéénych liniich A549, MCEF-7,
PC-3, LoVo, U373 a BxPC3 (Tab. 5) po dobu 72 hodin a jeho primérna hodnota ICs¢ €inila
30 uM. Dale byla jeho cytotoxicita prokdzédna naruSenim membranového potencialu
mitochondrii béhem 18 hodinové inkubace s bunkami lidského karcinomu prostaty PC-3
a s builkami adenokarcinomu prsu (MDA-MB-231 a MCF-7), pficemzZ k lidskym bunikam
fibroblasti CCD25Lu byl prakticky neucinny (87). Pomérné nedavno byly také popsany jeho
silné cytotoxické U€inky na bunéénych liniich HL-60 (ICso 0,018 pM) a HSC-2 (ICso 0,05
uM), které byly zplsobeny fragmentaci DNA, smrSténim bunck a aktivaci kaspasy-3 (78)
(Tab. 5).

Pti testovani narciklasinu bylo zjiSténo, Ze pii koncentraci 1 uM in vitro a koncentraci
10 mg/kg in vivo ma znacnou proapoptotickou a cytotoxickou aktivitu, stejné¢ jako
pankratistatin. Pfi podavani ve fyziologickych davkéach ptlisobil cytostaticky, nikoli

cytotoxicky. V experimentdlnich modelech in vivo na nddorovych bunkich mozku mél
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vyrazné protinadorové ucinky. Byly zptsobené poskozenim struktury aktinového cytoskeletu
bun¢k, bez projeveni vedlejSich toxickych uc¢inkli. Chronickym poddvanim narciklasinu
v davkach 1 mg/kg doslo k vyznamnému zvySeni po¢tu imunodeficientnich mysi s vysoce
invazivnim lidskym glioblastomem a mozkovymi metastdzami rezistentnich na apoptozu.
Timto se narciklasin projevil jako potencialné slibnd molekula pro 1é¢bu primarnich nadora
mozku a riiznych mozkovych metastaz (87).

Pankratistatin, blizky strukturni analog narciklasinu, byl izolovan z Hymenocallis
littoralis v roce 1984 (89) a ukazalo se, ze ma také potencidlni antineoplastické ucinky.
V roce 2004 byla jeho schopnost vyvolat apoptézu potvrzena na lidskych leukemickych
bunkach Jurkat. Pankratistatin pii koncentraci 1 uM vykazoval na tyto bunky cytotoxicky
ucinek zpusobeny aktivaci kaspasy-3 bez vlivu na zdravé lymfocyty (90). Dale bylo potvrzeno
na bunkach lidského neuroblastomu SHSY-5Y, Ze pankratistatin o stejnych koncentracich
(1 uM) vyvolal zvyseni tvorby reaktivnich forem kysliku a snizil koncentraci ATP v buiikach
(89). Krom¢ toho také zvySuje propustnost mitochondridlni membrany, kterd vede
k uvoliovanim aktivatortu kaspas a ke ztrat¢ své funkce (87). Tento apoptoticky mechanismus
byl také pozorovan u androgen-senzitivnich lidskych bunék karcinomu prostaty LNCaP (89)
a bun¢k adenokarcinomu prsu MCF-7 (ICso 100 uM). Lécba pankratistatinem pii koncentraci
0,5 uM v kombinace s anti-estrogennim piipravkem Tamoxifenem vykazovala synergicky
ucinek proti MCF-7 po 72 hodinach (91). Dale byly testovany buiiky hepatocelularniho
karcinomu potkana 5123t, kdy béhem 48 hodinové expozice pankratistatinem o koncentraci
1 uM doslo k jejich apoptdze. Pankratistatin nezpusobil zadné vedlejsi ucinky u bunék
lidskych fibroblastli pfi cytotoxickém plisobeni na buniky kozniho nadoru a teratokarcinomu
NT2 (90). V ramci dal§i studie bylo prokazano, Ze pankratistatin je schopen sniZzit
membranovy potencial mitochondrii u naddorovych bunck kolorektalniho karcinomu HT-29
a HCT116 bez naruseni funkce zdravych fibroblastt CCD-18Co (92). Nicmén¢ nevyhodou
této latky je, Ze se v rostlindch vyskytuje pouze v malém mnoZstvi, coz je z pohledu jejiho
dalSiho detailniho biologického testovani zna¢na nevyhoda. MoZnym feSenim této skutecnosti

je jeho synteticka ptiprava, kterd jiz byla popsana a umoznuje syntézu této latky.
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Obrazek 11 Alkaloidy pankratistatinového strukturniho typu s cytotoxickou aktivitou.

Tabulka S Cytotoxicka aktivita ICso (uM) vybranych alkaloidii prokdzana na odliSnych

g

nilife)
I

OH O

narciklasin

liniich nadorovych bunék.

OH

OH (

HO

OH o

pankratistatin

o
T

OH

OH

NH

Bunééné | Lykorin | Haemanthamin | Narciklasin | Pankratistatin
Literatura
linie ICso (nM) ICs0 (uM) ICso (uM) ICso (M)
HL-60 | 1,3+0,1 0,9+0,1 0,018 0,2 68, 78, 93
Jurkat | 1,3+0,1 1,4+0,3 1,0 68, 90
U373 7,6 +0,2 3,52 aktivni 34,75, 87
A549 1,0+0,1 1,1 £0,2 aktivni 68, 87
HT-29 | 0,8+0,3 0,3+0,1 aktivni 68, 92
HSC-2 | 5,1£0,1 0,05+ 1,50 1,1 £0,1 75,78, 93
?jednotka (pg/ml)
3.3.2.3 Haemanthaminovy strukturni typ

Dal$im strukturnim typem, ktery ma zajimavé Uc¢inky z pohledu protinddorové aktivity,
je haemanthaminovy typ, v literatufe n€kdy téz oznaCovany jako B-krininovy. Strukturni typy
haemanthaminovy a krininovy se li§i pouze prostorovym uspotfddanim 5,10b—ethanolového
mustku, a pravé jeho orientace je povaZovana za vyznamny strukturni poZadavek
antiproliferativniho pasobeni molekul (68). Vyjimku tvoii alkaloid distichamin, ktery
strukturou odpovida a-krininovému typu a disponuje také protinadorovou aktivitou (94).

Haemanthamin je povazovéan za druhy nejrozsifenéjsi amarylkovity alkaloid. Nejprve
byl izolovan z rostlin rodu Haemanthus a poté z dalSich rodu ¢eledi Amaryllidaceae, naptiklad
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Crinum, Narcissus, Hymenocallis a Zephyrantes. Jeho struktura byla uréena v roce 1960 (95).
V rostlindich je enzymatickym zplsoben ireverzibilné pfeménovan na haemanthidin.
U haemanthaminu bylo zjiSténo, Ze in vitro vykazuje silné cytotoxické u€inky proti né€kolika
ruznym typtum nadorovych bunécnych linii, véetné MOLT-4, HepG2, HeLa, MCF7, CEM,
K562, A549, Caco-2, HT-29, G-36, U373, SKMEL, OE24, A2780, SW1573 a T47-D (96)
(Tab. 5,6). Testovanim haemanthaminu v koncentratnim rozmezi od 5 do 20 uM na bunkach
akutni lymfoblastické leukemie Jurkat bylo zjisténo, ze dochazi k jejich zvySené apoptoze.
Ta byla navic doprovazena aktivaci kaspasy-3, kaspasy-7, kaspasy-8 a kaspasy-9, snizenim
membranového potencidlu mitochondrii a zastavenim bunééného cyklus v G1 a G2/M fazi.
Na zéklad¢ experimentalniho hodnoceni se piedpokladd, Zze inhibice proteosyntézy probiha
pomoci interakce s ribozomalni podjednotkou 60S, ¢imz dochazi k blokaci peptidyltransferasy
a nasledné k inhibici tvorby peptidové vazby (32). V ramci studie, ve které byly pouzity
bunécné linie multirezistentntho mysSiho lymfomu L5178, byla prokdzana schopnost
haemanthaminu tvofit komplex s RNA bun¢k L5178, coZ ma za nasledek silné inhibicni
ucinky na jejich rust (96).

Vyskyt distichaminu je mezi amarylkovitymi alkaloidy pomérné vzacny. Literatura
uvadi, ze se nachazi pouze v jedné rostliné Boophone disticha (94). Tato sloucenina se
vyznacuje také neobycejnou strukturou, protoze ve své molekule obsahuje jak vinylovy
methoxyl, tak i a, B-nenasyceny ketonovy kruh C. O distichaminu je zndmo, ze vyznamn¢
ovliviiuje ptenaSec serotoninu (78). V poslednich letech bylo n€kolik studii zaméteno na jeho
moznou protinddorovou aktivitu. Vysledky in vitro studii prokazaly, ze distichamin ptisobi
proti riznym lidskym bunécnym liniim, naptiklad HeLa, CEM, K562, MCF-7 a G-361
(ICso 2,2 az 14,7 uM), ptficemz nejcitlivéj$i na expozici distichaminu byly buiikky HeLa
ze distichamin ma také schopnost narusit faze bunécného cyklu a vyvolat apoptdzu v lidskych

leukemickych buitkdch CEM aktivaci kaspas-3 a kaspasy-7 (78).
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haemanthamin

haemanthidin distichamin

Obrazek 12 Alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu s vyznacnou

cytotoxickou aktivitou.

Tabulka 6 Hodnoty inhibi¢nich aktivit vybranych Amaryllidaceae alkaloidi

protirznym liniim naddorovych bunék.

Bunééna linie Lykorin Distichamin ICso Haemanthamin Literatura
ICs0 (uM) (nM) ICso (nM)
G-361 5,0£0,3 14,7+ 0,1 3,7+£0,4 78
K562 36+1,2 4,1+09 34+1,6 78
CEM 1,6 £0,0 45+1,6 2,1+£04 78
MCEF-7 0,8+0,5 2,3+0,8 0,8+0,1 78
HeLa 09+0,3 2,2+0,1 0,6+0,1 68, 78
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4 EPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie pro izolaci alkaloida

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

Aceton p. a. (Me2CO) (Penta)

Amoniak p. a. (NH3) (Penta)

Chloroform p. a. (CHCI3) (Penta)

Cyklohexan p. a. (CHx) (Penta)

Diethylamin p. a. (Et2NH) (Penta)

Diethylether p. a. (Et20) (Penta)

Destilovana voda (H2O)

Ethanol 95 %, denaturovany methanolem, p. a. (EtOH) (Penta)
Ethylacetat p. a. (EtOAc) (Penta)

Lékatsky benzin 1ékopisné kvality CL 2009 (LB) (Penta)
Toluen p. a. (To) (Penta a.s.)

4.1.2  Mobilni faze pro tenkovrstvou chromatografii

S1 - To:EttNH (9:1)
S> - To:EtOAc:Et;NH (15:75:10)
S; - CHx:Me>CO:NH3 (30:60:1)

4.1.3 Chromatografické adsorbenty

Oxid hlinity (Al2Os3), desaktivovany 6 % vody, velikost zrn 40-200 pm
(ACROSS)

SiO2 F 254

Lité sklenéné desky 15 x 15 cm, Kiesegel 60 GF 254

Komer¢ni desky o rozmérech 20 x 20 cm, tloustka vrstvy 0,2 mm, Silica gel 60

GF2s4 (Merck)
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4.1.4 Pomocny material
=  Kiemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich).
» Filtra¢ni papir

= Vata

4.1.5 Pristroje
» Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Germany)
= Vakuovd odparka Biichi Rotavapor R-114 (Biichi Labortechnik AG,
Switzerland)
= Vakuové odparka Laborota 4001 — efficient, Heidolph, Germany
* Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890 A
GC 5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, USA)

4.1.6  Cinidla pouZita na detekci alkaloidi
» Dragendorffovo ¢inidlo (podle Muniera)

* Mayerovo ¢inidlo

4.1.7 Rostlinny material

Cerstvé cibule Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master byly ziskany od firmy
Lukon Glands (Sadské, Ceska republika). Verifikace provedena Prof. RNDr. L. Opletalem,
Csc. Dokladové vzorky jsou uloZzené v herbafi Katedry farmaceutické botaniky,

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.2 Metody
4.2.1 Vseobecné postupy
4.2.1.1 Priprava rozpousStédel

Veskera pouzitd rozpoustédla byla preciSténa destilaci. Destilacni piedek (cca 5 %) byl
z divodu mozného znecisténi vodou zachycen a odstranén. Zbyla ¢ast rozpoustédla byla
piedestilovana a nasledné¢ uchovdvana v hnédych sklenénych lahvich chranénych pied

svétlem.

44



4.2.1.2 Odparovani rozpoustédel z extraktu

Vesker¢ extrakty, ziskané frakce a roztoky byly odpafeny na vakuové odparce s vodni
lazni o teploté 40 °C za snizeného tlaku nebo odpafeny na vodni lazni o teplot¢ 80 °C
proudem vzduchu. Ziskané frakce a cCisté latky byly dosuSeny v exikatoru nad vrstvou

silikagelu za snizeného tlaku minimaln¢ 24 hodin.

4.2.1.3 Sloupcova chromatografie

Chromatograficka kolona byla pfipravena nalitim suspenze adsorbentu v mobilni fazi.
Rostlinny extrakt byl nanesen do kolony v podobé roztéru, pfipraven rozpusténim vzorku
v malém mnozstvi rozpoustédla, s adsorbentem v poméru 1:5 a samotny separacni proces

probihal formou stupiiovité eluce.

4.2.14 Piiprava litych desek pro preparativni TLC

Pro preparativni tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzity sklenéné desky
o rozmérech 15 x 15 cm. Jejich povrch byl o€istén chloroformem a nasledn€ byla rovnomeérné
nalita suspenze (6,5 g silikagelu a 20,5 ml vody). Takto piipravené desky byly poté suseny

pti laboratorni teploté alespon 24 hodin.

4.2.1.5 Preparativni TLC
Alkaloidni extrakt byl rozpuStén v CHCls a EtOH (1:1) a v uzké lince rovnomérné
nanesen na TLC desky. Po odpateni rozpoustédla byly desky vyvijeny v chromatografickych

komorach za pouziti vhodné mobilni faze.

4.2.1.6 Detekce alkaloidii na TLC deskach,
Ptitomnost alkaloidli byla detekovana pod UV lampou pfi vinovych délkach 254 nm
a 366 nm s naslednym postfikem Dragendorffovym ¢inidlem a UV-detekci. Pfitomnost

alkaloidu se projevila vznikem intenzivné oranzového zbarveni.
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4.3 Izolace alkaloidi z extraktu rostliny Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master

Ptiprava a sloupcovéa chromatografie sumarniho alkaloidniho extraktu byla provedena
v ramci doktorského studia Mgr. Danielou Hulcovou. Zde uvadim struény popis ptipravy
a zpracovani alkaloidniho extraktu.

Celkem bylo zpracovano 27,2 kg cerstvych cibuli rostliny Narcissus pseudonarcissus
cv. Dutch Master, které byly rozemlety a po dobu 30-ti minutového varu dikladné
extrahovany (500 g 2x 2 | EtOH 96%) pod zpétnym chladicem. Jednotlivé ethanolové extrakty
byly nejprve zfiltrovany, slity a nashromazdény extrakt byl nasledn¢ odpafen na vakuové
odparce. Vznikly odparek o hmotnosti 450 g byl pteveden do 2% HCl o objemu 1 1 (pH 1-2)
a doplnén destilovanou vodou na objem 5 I. Ziskana suspenze byla dale filtrovana ptes
kifemelinu a poté nasledovalo precisténi alkaloidi pomoci vytfepani do organického
rozpoustédla.

Alkaloidni roztok byl nejprve vytfepavan Et2O (3x 1,5 1). Pro zalkalizovani vodného
roztoku na pH 9-10 byl pouzit 10% Na;COs3 a roztok byl extrahovan do EtOAc (3x 1,5 1).
Bylo ziskéno 95 g sumarniho alkaloidniho extraktu, ktery byl zahustén na vakuové odparce.
Déle néasledovalo jeho rozpusténi v 500 ml 2% HCI, vytfepani Et;O (3x 300 ml),
zalkalizovani kyselého roztoku pomoci 10% Na>CO3 na pH 9-10 a extrakce do Et,O (4x 350
ml).

Ve vodné fazi byl obsah zbylych alkaloidii detekovan za pomoci Mayerova ¢inidla
prokazatelnou pozitivni reakci, a tudiz byla vodna faze dale vyttepavana CHCI;3 (4x 350 ml).

Et,0 1 CHCI; vytiepky byly spojeny a celkem bylo ziskano 58,52 g alkaloidniho extraktu.

4.3.1 Sloupcova chromatografie
Parametry kolony:
= Prumér: 7,1 cm
» Stacionarni faze: 2 500 g Al,O; deaktivovany 6 % H2O, velikost zrn 40-200 um
(ACROSS)
*  Mrtvy objem: 2300 ml
* Frakce: 250 ml
Alkaloidni extrakt byl dale separovan pomoci gradientové sloupcové chromatografie.

Jako mobilni faze byla pouzita smés CHCI3:LB v 10- ti riznych pomérech se stoupajici
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polaritou (3:7, 2:3, 1:1, 11:9, 3:2, 13:7, 3:1, 4:1, 17:3, 9:1), CHCl3 a CHCI3 s EtOH (1:1).
Béhem chromatografie byla mobilni faze konstantné piivadéna na kolonu. Jednotlivé frakce
byly testovany na ptitomnost alkaloidi pomoci TLC s naslednym postiikem Dragendorffovym
¢inidlem. Celkem bylo odebrano 301 frakci, alkaloidy se stejnymi retencnimi faktory byly
slouceny a celkové bylo ziskano 16 frakei.

Ptehled jednotlivych alkaloidnich frakci, jejich mobilnich fazi a hmotnosti ziskanych

ze sloupcové chromatografie je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 7).

Tabulka 7 Ziskané alkaloidni frakce ze sloupcové chromatografie.

Frakce Spojené frakce Mobilni faze Vytézek (g)
ND 1 46-51 LB: CHCl; (60:40) 0,40
ND 2 51-57 LB: CHCI; (50:50) 1,11
ND 3 58-82 LB: CHCl; (50:50) 9,38
ND 4 83-94 LB: CHCI; (50:50) 2,48
ND 5 95-138 LB: CHCIl; (45:55) 7,84
ND 6 139-165 LB: CHCI; (45:55) 3,21
ND 7 166-194 LB: CHCIl; (45:55) 4,82
ND 9 195-206 LB: CHCI; (60:40) 1,10
ND 11 207-289 LB: CHCI; (65:35) 14,93
LB: CHCl; (75:25),
ND 15 290-292 (80:20), (85:15), (90:10), 7,24
CHCI; (100)
ND 16 293-301 CHCIs: EtOH (1:1) 1,68
Celkem 54,23

Souhrnnd TLC byla zhotovena po odpatfeni rozpoustédel a vyvijena v soustavé Si.
Souhrnny obrazek kontrolni TLC spojenych frakci vizualn€ znézorfiuje zpracovani
alkaloidniho extraktu (Obr. 13). V ramci predlozené diplomové prace byla zpracovavana

frakce ND 15-9.
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Obrazek 13 Souhrnna TLC 16 spojenych frakci z alkaloidniho extraktu Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master se zvyraznénou frakei ¢. 15 (Adsorbent SiO, F 254,
mobilni faze Si, pocet vyvijeni 1x, draha 8,5 cm, detekce Dragendorffovym cinidlem).

4.3.2  Zpracovani frakce ND 15

Chromatografie s nasledujicimi parametry:

= Adsorbent: 6,5 g ALOs; deaktivovany 6 % H20, velikost zrn 40-200 um
(ACROSS)

=  Pramér kolony: 5,8 cm
=  Mrtvy objem: 1360 ml
= Objem frakce: 400ml

V nasledujici tabulce je shrnuto 10 nové vzniklych podfrakei, pouzité mobilni faze

a vytézky jednotlivych frakei pripravenych k izolaci alkaloidd (Tab. 8).
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Tabulka 8 Prehled nové vzniklych frakci béhem sloupcové chromatografie.

Nazev podfrakce Spojené frakce Mobilni faze Hmotnost

frakci (g)
ND 15-1 4-7 CHCIls: EtOH (97:3) 0,0942
ND 15-2 8-12 CHCI;: EtOH (97:3) 0,1840
ND 15-3 13-16 CHCls: EtOH (97:3) 0,5247
ND 154 17-39 CHCI;: EtOH (97:3) 1,3144
ND 15-5 40-47 CHCI;: EtOH (19:1) 0,2835
ND 15-6 48-91 CHCls: EtOH (23:2, 9:1) 0,9829
ND 15-7 92-104 CHCIs: EtOH (17:3) 0,2301
ND 15-8 105-108 CHCI;: EtOH (17:3) 0,2237
ND 15-9 109-127 CHCIs: EtOH (17:3) 0,7181
ND 15-10 128-154 CHCI;: EtOH (4:1, 1:1) 0,4336
Celkova hmotnost extraktu 4,9892

4.3.3 Separace alkaloidi z podfrakce ND 15-9

V réamci této diplomové prace byla zpracovavana podfrakce ND 15-9 o hmotnosti

718,1 mg. Pied vlastnim zahajenim izolacnich praci byla frakce podrobena GC/MS analyze

(Obr. 14).
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Obrazek 14 EI/MS spektrum ND 15-9.

Vzorek byl rozpustén ve smesi EtOH a CHCI; (1:1) a nanesen v jedné lince o pfiblizné

délce 13 cm na lité sklenéné desky. Celkem bylo naneseno 20 desek, které byly dvakrat

vyvinuty v mobilni fazi S; a vysuSeny.

Tabulka 9 Podminky preparativni TLC pfi zpracovani frakce ND 15-9.

Frakce ND 15-9

718,1 mg

Adsorbent

Kieselgel 60 GF2s4 (Merck, CZ)

Chromatografické desky

15x15 cm, nanaska v lince o délce 13 cm

Pocet desek

20

Chromatograficka soustava

To: EtoNH (9:1)

Vyvijeni

2x

Detekce

UV 254 nm, Dragendorffovo ¢inidlo

50
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Po vyvinuti a vysuSeni chromatografickych desek byly pod UV lampou viditelné
odd¢leny, oznaCeny a nasledné separovany tii zony, které byly oznaCeny NDS; — NDS3. TLC
jednotlivych zén je zndzornéna na nasledujicim obrazku (Obr. 15). Separované zény byly
smiseny s kiemelinou v poméru 1:1 a eluovany smési EtOH: CHCl3z (1:1). Eluat byl poté
odpafen, krystalizovan ze smési CHCI3:EtOH (1:1). Vzniklé krystaly byly odfiltrovany,
promyty malym mnozstvim EtOH a CHCIlz (9:1), vysuseny ve vakuovém exsikatoru

a v malych baiikdch ulozeny do lednice.

NDS3

NDS2
NDS1

Obrazek 15 TLC jednotlivych zon ND 15-9 v soustavé S (2x vyvinuto).

Zbéna NDS; byla zpracovana jako prvni. Odpafenim eludtu vznikaly v baice krystaly,
které byly rekrystalizovany ze smési CHCI3:EtOH (1:1). Hmotnost ¢isté latky ¢inila 201,1 mg.
Vzorek byl odeslan na GC/MS analyzu a NMR pomoci niZ byl identifikovan jako
tetrahydromasonin.

Dale byla zpracovavana zéna NDS; s celkovou hmotnosti 48 mg. Vzorek byl precistén
na 2 komer¢nich deskach (20x10 cm; drdha 8,5 cm) pomoci preparativni TLC za poZiti
mobilni faze Sz, 2x vyvinuto. Pomoci UV-detekce byly vypreparovany 2 zony, které byly
piecistény stejnym zplsobem jako je uvedeno u zon NDS; — NDSs. Vzorek z prvni zony byl
pomoci GC/MS predbézné identifikovan jako tetrahydromasonin. Pro ovétreni byla provedena

srovnavaci TLC se standardem izolovanym z pfedchozi zony, kdy zéna vzorku vykazovala
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shodny retencni faktor jako zoéna standardu. Z druhé zony bylo ziskano 22,2 mg Cisté latky,
ktera byla identifikovana jako krinin.

Zo6na NDS; o hmotnosti 25,3 mg byla ptecisténa na jedné komeréni desce (20x10 cm;
drdha 8,5 cm), mobilni faze S», 2x vyvinuto. Byla ziskana ¢istd latka o hmotnosti 8,4 mg,

ktera byla identifikovana jako epimaritidin.

Tabulka 10 Hmotnosti izolovanych latek a podminky béhem jejich izolace.

Z6na Hmotnost (mg) Mobilni faze Hmotnost Cisté latky (mg)
NDS; 25,3 Sa 8,4

NDS: 48,0 N 22,2

NDS;3 221,1 S 201,1

4.3.4  Strukturni identifikace alkaloidi
4.3.4.1 GC/MS analyza

Vlastni analyza izolovanych alkaloidi a méfeni jejich hmotnostnich spekter byly
provedeny na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890
A GC 5975 inert MSD pracujici v rezimu elektronové ionizaci 70 eV. Separace probihala
na kolon¢ DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Agilent Technologies Santa Clara,
California, USA). Teplotni gradient byl zvySovan rychlosti 15 °C/min z pocatecni teploty
100 °C do teploty 180 °C, kterd byla udrZzovana 1 minutu. Dale byla teplota zvySovana
rychlosti 5 °C/min az do vySe 300 °C a byla stabilizovana po dobu 40 minut. Rychlost priitoku
nosného plynu helia byla nastavena na 0,8 ml/min. Nastfik vzorku (1 mg/ml) o objemu 1 pl
byl proveden injektorem nastavenym na teplotu 280 °C ve split mode* pii poméru 1:10.
Teplota detektoru byla 200 °C a detekéni rozmezi m/z 35-600. K vlastni identifikaci alkaloida
bylo vyuZito porovnani jejich hmotnostnich spekter se spektry knihovné spekter NIST, s daty
publikovanymi v literarnich zdrojich a rovnéz se spektry latek, které byly izolovany

v laboratofi Katedry farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralove.

4.3.4.2 Nuklearni magneticka rezonance
NMR spektra ('H-NMR a *C-NMR) byla naméfena na pfistroji Varian Iniova 500

s pracovni frekvenci 499,87 MHz pro 'H a 125,70 MHz pro *C. Méfeni bylo provedeno
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doc. PharmDr. Jifim KuneSem, Ph.D. pii teploté 25 °C v deuterochloroformu (CDCI3).
Spektra 'H byla méfena pomoci inverzni 5 mm ID PGF sondy za pouziti standartnich pulznich

frekvenci a na méfeni '3C spekter bylo vyuzito 5 mm SW §irokopasmové sondy.

4.3.4.3 Opticka otacivost

Opticka otacivost alkaloidnich roztoki byla méfena na polarimetru P3000
v prostfedi chloroformu (I mg/ml) za laboratorni teploty. Podle nasledujiciho vzorce byla
vypocitana specificka otacivost:

100 X «

o _
[o] =
¢ c x 1
t — teplota méfeni; D — sodikova ¢ara D ¢ara = 589,3 nm; o — naméfena otaivost [°];

¢ — koncentrace méfeného alkaloidu [g-100 ml']; 1 - délka kyvety [dm].

4.4 Testovani biologické aktivity
4.4.1 Chemikalie
= acetylthiocholin jodid — (Sigma-Aldrich) (pouZzit 10mM roztok)
* butyrylthiocholin jodid — (Sigma-Aldrich) (pouzit 10mM roztok)
= 5,5¢-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% — (Sigma-Aldrich) (pouzit SmM
roztok
* huperzin A 95 % (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co.,
Ltd., China)
» galanthamin hydrobromid 95 % (Changsha Organic Haerb Inc., China)
* dimethylsulfoxid p. a. (DMSO) (Sigma-Aldrich)
*  5mM fosfatovy pufr pH 7,4
* 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
* 100mM Fosfatovy pufr pH 7.4

4.4.2 Priprava hemolyzitu a plazmy

Hemolyzét lidskych erytrocytl byl pouzit jako zdroj AchE a lidskéd plazma slouZila
jako zdroj BuChE. Erytrocyty byly ziskany z Cerstvé odebrané krve zdravych dobrovolniki,
ke které byl ptidan citrat sodny jako protisrazlivé ¢inidlo (18 ml krve + 2 ml 3,4 % roztoku

citratu). Thned po odbéru byla krev stejnomérné rozdeélena do zkumavek po 5 ml a byla
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odstiedéna centrifugaci s rychlosti 4000 rpm pii teplot¢ 4 °C po dobu 10 minut.
Po centrifugaci byla ze zkumavek odebrana plazma bez erytrocyti a byla nasledné uchovana
do doby stanoveni aktivity BuChE pii teploté¢ 4 °C. Zbytek plazmy byl odstranén pomoci
bezpopelné¢ho filtracnitho papiru a po zméfeni objemu erytrocytirni masy bylo
k tomuto sedimentu ptidano takové mnozstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim
150 mM chloridu sodného, aby byl objem suspenze 13 ml. Poté byla provedena centrifugace
stejnym zpusobem, jako je uvedeno vySe pfi oddé€lovani plazmy. Promyti bylo provedeno
celkem 3x, promyvaci kapalina byla dokonale odstranéna a poté bylo pifidano potfebné
mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu chloridu sodného, k dosazeni poméru
erytrocyty:pufr 1+ 8-9. Smés byla nasledné zhomogenizovana, pielita do Erlenmayerovy
banky a ponechana spontdnni hemolyze za michani teflonovym michadlem rychlosti
300 ot./min. Okamzit¢ po skonceni hemolyzy byla u suspenze stanovena jeji
acetylcholinesterasova aktivita, pficemz bylo mozné upravit hodnotu absorbance SmM
fosfatovym pufrem na pozadovanou hodnotu 0,08 — 0,15. Hemolyzat byl uchovavan do doby
pouziti pti -22 °C a butyrylcholinesterasova aktivita plazmy byla stanovena obdobnym

zpusobem, pfi¢emz hodnota absorbance musi byt 0,15-0,20.

4.4.3  Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi vii¢ci AChE/ BuChE

Ke stanoveni hodnoty inhibi¢ni aktivity (ICso) byla pouzita Ellmanova
spektrofotometrickd metoda s pouzitim 5,5’-dithiobis-2 -nitrobenzoové kyseliny (DTNB)
[A =436 nm (AChE)/ A = 412 nm (BuChE)]. Estery thiocholinu, které slouzily jako substrat,
jsou cholinesterasami St€peny na thiocholin a pfislusnou kyselinu vytvarejici s DTNB Zluty
produkt. Pti spektrofotometrii byl sledovan nartist absorbance za 1 minutu pomoci programu
GrapfPad Prism (verze 5.02 pro Windows, Graph Pad Software, San Diego, California, USA).
Z naméfenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE byla vypocitana neline4rni regresi
hodnota ICso v uM. Ta byla nésledn¢ porovnana s hodnotami ICso referencnich latek
galanhtaminem a huperzinem A. Inhibice v % byla pfepocitana pomoci vzorce:

I= 100 - [AABL/AAsa) * 100],
kde AAgpL je narGst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je narGst

absorbance méfeného vzorku.
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Stanoveni aktivity enzymu: bylo méfeno v 6 - ti mikrotitratnich destickéch,
do kterych bylo napipetovano 8,3 pul plazmy nebo hemolyzatu, 283 pul 5 mM DTNB a 8,3 ul
DMSO. Po promichani na tfepacce 1 minutu byla smés inkubovana v komoie Reader
Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA) pii 37 °C po dobu 5 minut.
Nasledn¢ bylo pfidano 33,3 pl roztoku substratu - 10 mM acetylthiocholinjodid/10 mM
butyrylthiocholinjodid, po 2 minutach byla zmétena absorbance zlutého barevného produktu,
ktery vznikl navazanim SH-skupiny z thiocholinu na DTBN, pfi pfislusné vinové délce

(AChEhemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm).

Stanoveni aktivity latek: bylo provedeno stejnym zplisobem — byly pouzity stejné
objemy cinidel a roztoku substratu (6 fad po 3 jamkach), ale do posledni Sesté fady byly
namisto samotného DMSO pfidany navic roztoky méfené latky o koncentracich 40 mM,

10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM.

4.4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi viici POP
Tato biologicka aktivita byla méfena ve spolupraci s Centrem pokrocilych studii
fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové a jeji podrobny popis je

mozné najit v ndsledujicim literarnim zdroji (98).
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5 VYSLEDKY

5.1 Piehled izolovanych alkaloidi a jejich strukturni analyza

Vramei této diplomové prace byly izolovany 3 latky v Cistém stavu z podfrakce
ND 15-9. Latky byly oznaceny jako NDSI1, NDS2 a NDS3 a byly podrobeny identifikaci
pomoci NMR a GC/MS analyzy. Vysledky byly porovnany s daty publikovanymi v literatufe

a izolace dalSich alkaloidu by jiz byla nad ramec této prace.

5.1.1  Strukturni analyza epimaritidinu (NDS1)
Bil¢é drobné krystaly oznacené latky NDS1 byly urceny jako epimaritidin (99).

WOH

\\\\\

MeO

MeO
Obrazek 16 Epimaritidin.

5.1.1.1 MS analyza
EI-MZ (m/z) 287(100), 215(88), 203(57), 268(36), 115(35), 244(30), 128(30), 189(28),

216(26), 56(24).

Bywraga of 11847 40 F1EEE min : X39ILC Mideis ma

Obrazek 17 EI-MS spektrum epimaritidinu.
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5.1.1.2 NMR analyza

5.1.1.2.1 "H NMR spektrum epimaritidinu

'H NMR (499.9 MHz; §, CDCls, 25 °C):

6.81 (1H, s, H10), 6.52 (1H, s, H7), 6.50 (1H, dd, J = 10.2, 2.1 Hz, H,), 5.80 (1H, d, J = 10.2
Hz, H»), 4.44 (1H, d, J = 16.8 Hz, He), 4.46 (1H, m, Hs3), 3.88 (3H, s, OMe), 3.82 (3H, s,
OMe), 3.81 (1H, d, J = 16.8 Hz, He), 3.45 (1H, ddd, J = 14.3, 10.5, 4.6 Hz, Hi2), 3.27 (1H, dd,
J=13.2, 3.2, Haa), 2.94 (1H, ddd, J = 14.3, 8.9, 5.8 Hz, H12), 2.26 — 2.05 (3H, m, H4, Hi,
Hi1), 1.63 (1H, ddd, J = 12, 12, 12 Hz, Ha).

5.1.1.2.2 3C NMR spektrum epimaritidinu

I3C NMR (125.7 MHz, 8, CDCls, 25 °C):

147.4, 137.5, 131.5, 128.9, 124.7, 107.9, 105.6, 67.7, 66.8, 61.9, 56.1, 55.9, 53.3, 45.1, 44.1,
35.0.

5.1.1.3 Opticka otacivost
[a]P 25=-127,6

5.1.2  Strukturni analyza krininu (NDS2)
Bila latka praSkovitého charakteru ozna¢ena NDS2 byla urcena jako krinin (100).

/ ‘\\\\\\OH

0 Obrazek 18 Krinin.

5.1.2.1 MS analyza
EI-MZ (m/z) 271(100), 199(66), 187(60), 115(28), 128(27), 228(23), 173(21), 56(19).
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Obrazek 19 EI-MS spektrum krininu.

5.1.2.2.2 13 C NMR spektrum Kkrininu
I3C NMR (100 MHz, CDCIs) § 147.0, 146.6, 138.6, 132.4, 128.4, 126.2, 107.7, 103.6, 101.5,
64.5, 63.6,62.7,54.1,45.0,44.5, 33.1.

5.1.2.3

Opticka otacivost

[a]? 25=-17,5

199.1

2281

2141

L2083

200 210 220 230

271

2521

263.9 2809
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5.1.3  Strukturni analyza tetrahydromasoninu (NDS3)
Bil¢ velké krystaly latky oznacené NDS3 byly urceny jako tetrahydromasonin (101).

O
< OH
O
Me
HO N

Obrazek 20 Tetrahydromasonin.

5.1.3.1 MS analyza
EI-MZ (m/z) 303 (<1), 109(100), 44(5), 94(3), 82(3).

Abundance Scan 1587 (23.749 min): 3130LC .D\data.ms
109.1
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Obrazek 21 EI-MS spektrum tetrahydromasoninu.

5.1.3.2 NMR analyza

5.1.3.2.1 ! HNMR spektrum tetrahydromasoninu

' H NMR (500 Hz, CD3;OD): § 7.31 (1H, s, H6’), 6.86 (1H, s, H3’), 5.93-5.92 (2H, m,
OCH:0), 5.52-5.48 (1H, m, Ha4), 4.59 (1H, d, J=12.3 Hz, C2’-CH,OH), 4.55 (1H, d,
J=12.3 Hz, C2’-CH20H), 4.00-3.96 (1H, m, Hs), 3.26-3.20 (1H, m, H7.), 3.06 (1H, ddd,
J=9.4Hz, J= 82 Hz, J= 2.7Hz, Hy), 2.98 (1H, dd, J=10.0 Hz, J=1.4 Hz, Hy), 2.61-2.52
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(2H, m, Hs, Hs), 2.51-2.42 (1H, m, Hs), 2.36 (1H, dd, J= 18.7Hz, J=9.4 Hz, H,), 2.29-2.22
(1H, m, Hs), 1.85 (3H, s, NCH).

5.1.3.2.2 13 C NMR spektrum tetrahydromasoninu
13'C NMR (125 MHz, CD30D): § 148.2, 147.3, 140.7, 135.9, 133.7, 117.6, 110.4, 110.3,
102.2,71.1, 66.2, 63.5, 56.2,45.4,43.2, 36.7, 28.7.

5.1.3.3 Opticka otacivost
[a]P 25=-9,26°

5.2 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidu ve vztahu k Alzheimerové chorobé
Vysledky in vitro testovanych alkaloid na inhibi¢ni aktivitu vié¢i lidské AChE

a BuChE jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 11).

Tabulka 11 Ptehled inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidl viici AChE, BuChE.

Alkaloid IC 50, AChE (uM) IC 50, BuChE (uM)
Epimaritidin > 1000 > 1000
Krinin > 1000 > 1000
Tetrahydromasonin > 1000 > 1000
Galanthamin R 1,71 £ 0,07 42,30+ 0,10
Huperzin A R 0,033 £ 0,001 > 1000
Berberin R 0,71 £0,01 30,7+ 3,5

R = referenc¢ni latka
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Vysledky testii inhibice prolyl oligopeptidasy jsou shrnuty v nasledujici tabulce
(Tab. 12).

Tabulka 12 Ptehled inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidi vici POP.

Alkaloid ICso, POP (mM)
Epimaritidin 0,79 +£0,37
Krinin > 1000
Tetrahydromasonin 0,75+ 0,89
Berberin 0,14 + 0,02
Z-Pro-prolinal ® 2,75.10°+0,00. 10°°

R= referenéni latka
5.3 Priprava derivati izolovanych alkaloidi

Vzhledem k nizkému mnozstvi alkaloidii, které se podafilo izolovat z rostlinného

materialu, derivaty téchto latek nebyly v ramci diplomové prace ptipraveny.
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6 DISKUZE

Po mnoho let je vyzkum pfirodnich produkti jednim z nejdilezitéjSich a hlavnich
prostiedkit k nalezeni novych skupin 1é¢iv. Izolace prvniho alkaloidu lykorinu z rostliny
Narcissus pseudonarcissus (1877) je povazovana za podstatny a dilezity krok v rozvoji
a zkoumani amarylkovitych alkaloidd (8). Dodnes ziskané vysledky z riznych studii Cini
z lykorinu zajimavy piiklad. Dokladaji, Ze pfirodni slouceniny jsou schopné 1é¢it onemocnéni,
jako je naptiklad nemalobunéény karcinom plic (74), i kdyz zistavaji stile relativné
nevyuzitym fytochemickym zdrojem (8).

Predmétem této diplomové prace byla izolace alkaloidl z frakce ND 15-9, kterd byla
ziskana ze sumarniho alkaloidniho extraktu Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master.
Tato rostlina byla vybrana pro fytochemickou analyzu jako zdroj sekundarnich metaboliti
rostlin s potencidlni biologickou aktivitou na zéklad€ ziskanych dat ze screeningovych studii
provedenych v minulych letech na katedfe farmaceutické botaniky. Vyzkum na tomto
pracovisti je dlouhodobé zaméfen na hledani latek ptirodniho plvodu, potencidlné
vyuzitelnych v terapii AD a v protinadorové terapii.

Frakce ND 15-9 byla nejprve podrobena GC/MS analyze za G¢elem zjiSténi pfitomnosti
izolovatelnych alkaloidt. Frakce byla zpracovana pomoci preparativni TLC a byly ziskany tii
latky v Cistém stavu. Na zdklad¢ vysledki MS, NMR analyzy a optické otacivosti byly
izolované latky identifikovany jako epimaritidin, krinin a tetrahydromasonin. Alkaloid
epimaritidin se vyskytuje v rostlinach celedi Amaryllidaceae v minoritnim mnozstvi a byl
prozatim izolovan z cibuli Zephyranthes rosea (99). Z hlediska bilogické aktivity této latce
nebyla v literarnich pramenech prozatim vénovana vét§i pozornost. Dalsi alkaloid krinin byl
jiz diive nalezen v mnoha rostlindich ¢eledi Amaryllidaceae. Lze zminit zastupce z roda
Nerine bowdeni, Narcisssus poeticus, Boophone haemanthoides a Boophone disticha, Crinum
lugardiae, Zephyrantes robusta, Bunsvigia radulosa a Brunsvigia littoralis (8; 28; 37; 46)
a dalsi. Alkaloidy krininového typu, do kterého jsou fazeny oba diskutované alkaloidy, maji
obecné¢ slabé inhibicni plisobeni vii¢i AChE (66) ¢i jsou zcela biologicky neaktivni, jak je
tomu u krininu. Tetrahydromasonin byl v rdmci provedenych izola¢nich praci izolovan viibec
poprvé. Je fazen do skupiny homolykorinového typu alkaloidd. Jeho struktura je v literatute

sice znama4, ale latka byla doposud pfipravena polosyntetickou cestou z alkaloidu odulinu
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(101). Absolutni konfigurace této latky prozatim neni zndmd a v soucasné dobé& se fesi
ve spolupraci s Univerzitou Pardubice za vyuziti X-ray metod.

Ostatnim latkam nebyla vénovéna vétsi pozornost. Bylo zjiSténo, ze se nejednalo
o alkaloidni slouceniny ¢i ve frakci ND 15-9 byly pfitomny latky, které se vyskytovaly pouze
ve stopovém mnozstvi. Jednim z cilti pfedloZzené diplomové prace byla pfiprava derivatl
izolovanych alkaloidii za ucelem rozsifeni spektra biologickych aktivit testovanych latek.
Z diivodu izolace malych mnozstvi bylo od ptipravy polosyntetickych derivati upusténo.

Izolované latky byly testovany na inhibicni aktivitu vici cholinesterdsam za vyuziti
Ellmanovy metody. Jejich hodnoty ICso byly porovndny se standardy hodnot ICso
galanthaminem (ICso, ache 1,71 = 0,07 uM a ICso, Buche = 42,30 = 0,10 uM), huperzinem A
(ICso, ache = 0,033 = 0,001 uM a ICso, Buche > 1000 uM) a berberinem
(ICs0, ache= 0,71 = 0,01 uM a ICso, uchi = 30,7 £ 3,5 uM). Dle ziskanych vysledki ani jeden
z izolovanych alkaloidii nevykazoval vyraznou inhibici vi¢i AChE a BuChE (ICso > 1000
uM). Déle byly alkaloidy podrobeny testim na jejich POP inhibi¢ni aktivitu. POP je
cytosolova serinova peptidasa, ktera se ucastni pfi biosyntéze a $tépeni peptidickych molekul,
které se hojné vyskytuji v riiznych tkanich téla v€etné mozku a jeji inhibice pravdépodobné
souvisi se zlepSovanim kognitivnich funkei (97). Inhibi¢ni aktivita vici POP byla porovnana
se standardem berberinem (ICso = 0,14 + 0,02 mM) a Z-Pro-prolinalem (ICso = 2,75. 10 +
0,00. 10° mM). Mirn4 inhibi¢ni POP aktivita byla zji§téna u tetrahydromasoninu (ICso= 0,75
+ 0,89 mM) a epimaritidinu (ICso= 0,79 = 0,37 mM), krinin byl vii¢ci POP neaktivni.

Doposud neni k dispozici literatura, ve které¢ jsou popsany inhibic¢ni aktivity viici POP
u izolovanych alkaloidli. Z Amaryllidaceae alkaloidi, které vykazovaly inhibi¢ni aktivitu viici
POP, lze uvést alkaloid krininového typu bufanidrin (ICso = 0,37 + 0,04 mM) a alkaloid
lykorinového typu 1-O-acetyllykorin (ICso = 0,45 + 0,05 mM) (60).

Latky budou dale testovany ve spolupréaci s Univezitou v Bologni na jejich potencidlni
inhibi¢ni aktivitu vici GSK-3f, nebot’ tento enzym se podili na tvorb& neurofibrilarnich
klubek a hraje vyznamnou roli v rozvoji AD (56).

Z hlediska vysledkli testovanych inhibi¢nich aktivit zminénych enzymii se latky

prozatim jevi jako biologicky nezajimavé.
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ABSTRAKT

Schickerova Julie: Alkaloidy Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master: isolace, strukturni
identifikace, pfiprava analog, biologicka aktivita. Diplomova prace, Univerzita Karlova,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Kralové,

2018, 73 s.

Naplni této diplomové prace byla izolace latek z frakce ND 15-9, kterd byla ziskana
za vyuziti sloupcové chromatografie alkaloidniho extraktu Narcissus pseudonarcissus cv.
Dutch Master. Pro rozdéleni této frakce byla vyuzita metoda preparativni TLC a podaftilo se
izolovat tfi latky v Cistém stavu oznaCené NDSI1-NDS3. Pro urceni jejich struktury bylo
pouzito NMR, GC/MS a optické otacivosti. Ziskané udaje byly porovnany s daty v literatufe
a dale byly provedeny studie na jejich biologické aktivity.

Izolované latky byly identifikovany jako epimaritidin, krinin a tetrahydromasonin. Jejich
inhibi¢ni aktivity (ICso ache > 1000 pM, ICso Buche > 1000 uM) vici lidské erytrocytarni
AChE a plazmatické BuChE byly neaktivni v porovnani se standardy galanthaminem
(ICs0, acre = 1,71 £ 0,07 pM, ICso, Buche = 42,30 + 0,10 uM), huperzinem A
(ICs0, ache = 0,033 £ 0,001 uM, ICso, Buche > 1000 uM) a berberinem (ICso, ache = 0,71 £ 0,01
uM, ICso, Buche = 30,7 = 3,5 uM). Na zdklad¢ ziskanych dat lze konstatovat, Zze z hlediska
inhibice cholinesteras se jedna o latky potencidlné nevyuZitelné v terapii AD. Vysledky
inhibicnich aktivit vzhledem k POP jsou u krininu zanedbatelné, u epimaritidinu je
ICs0 0,79 = 0,37 mM a u tetrahydromasoninu ICso 0,75 + 0,89 mM. VSechny tfi izolované
alkaloidy vykazaly slabou inhibi¢ni aktivitu vi¢i POP v porovnéni s pouzitym standardem

berberinem ICs0 0,14 + 0,02 mM.

Kli¢ova slova: Narcissus cv. Dutch Master, Amaryllidaceae, alkaloidy cholinesterasy,

Alzheimerova choroba, cytotoxicka aktivita
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The purpose of this diploma thesis was to isolate the substances from the fraction ND
15-9, which was obtained by column chromatography of the alkaloid extract of Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master. The method of preparative TLC was used to separate this
fraction, and the three purified compounds were isolated in the pure state NDS1-NDS3. NMR,
GC/MS and optical rotation were used to determine their structure. The obtained data were
compared with data in the literature and further studies on their biological activity were
performed.

Isolated substances were identified as epimaritidine, crinine and tetrahydromasonine.
Their inhibitory activities (ICso, ache > 1000 pM, ICso, Buche > 1000 uM) versus human
erythrocyte AChE and plasma BuChE were inactive compared to galanthamine standards
(ICs0, acne=1.71 £ 0.07 uM, ICso, Buche = 42.30 = 0.10 uM), huperzin A standards (ICso, ache =
0.033 £ 0.001 puM, ICso, Buche > 1000 uM) and berberin standards (ICso, ache = 0.71 + 0.01 uM,
ICs0, Buche = 30.7 = 3.5 uM). On the basis of the obtained data, it can be concluded that in
terms of the inhibition of cholinesteras, these are substances potentially unusable in AD
therapy. The results of POP inhibitory activities are negligible in the crinin, for epimaritidine
the ICso is 0.79 + 0.37 mM and for tetrahydromasonine ICso 0.75 + 0.89 mM. Both alkaloids
showed from a low POP inhibition compared to the berberin standard of 1Cs0 0.14 £+ 0.02 mM.

Keywords: Narcissus cv. Dutch Master, Amaryllidaceae, alkaloids, cholinesterases,

Alzheimer’s disease, cytotoxic activity
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