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1. Uvod

Rostliny ¢lovék vyuZiva jiz od nepaméti jako zdroj potravy, material pro stavbu, vyrobu odév(, zdroj
latek pro rizné technické vyuziti a v neposledni fadé i jako léciva. Jiz pravéci lidé se potykali s Urazy
zpUsobenymi pfi lovu a nemocemi, které byly vyvolany rliznymi mikroorganismy a parazity. Podle
poznatk(l z paleopatologie vime, Ze jiz pravéci lidé mohli trpét i rlznymi zanéty kosti, degenerativnimi
zménami na kloubech a zubnimi neduhy. Prvni lidé ziskavali poznatky o I[éCivech empiricky
pozorovanim zvifat a metodou pokus omyl. Rostliny byly nejprve pouzivany v éerstvé formé, kdy se
priklddaly nebo konzumovaly a pozdéji se zpracovavaly jednoduse susenim nebo se z nich vyrabély
rizné extrakty, wvyluhy, prasky, placky nebo bochanky. S postupnym rozvojem IékaFskych
a farmaceutickych véd se prohlubovaly znalosti o 1éCivych rostlindch a jejich Géincich®. Lidé zacali
premyslet o tom, co vlastné je nositelem Gcinku a za¢atkem 19. stoleti se objevuji prvniizolované latky
z pfirodniho materidlu. Zfarmaceutického hlediska patfi mezi nejvyznamnéjsi latky predevsim
produkty sekundédrniho metabolismu?. Tyto latky jsou velice rozmanité jak po strance chemické, tak
po strance biologického ucinku. Mezi prvni obsahové slozky izolované z rostlin, které se bézné uzivaly
pti 1é&eni riznych onemocnéni, patii naptiklad kyselina salicylovd, digitoxin® a celd fada alkaloid( jako
morfin, chinin, emetin, brucin a strychnin®>.

Alkaloidy jsou latky prevdiné bazického charakteru, obsahujici dusik, ktery je ve vétsiné
pfipad( zabudovany v heterocyklu. Tyto slouceniny jsou v rostlindch syntetizovany vétsinou
z aminokyselin nebo jejich derivatG® a nachazeji se distribuovény v riznych organech. Jednd se
o charakteristické obsahové latky celé rfady rostlinnych celedi a jsou ¢asto zodpovédné za biologické
vlastnosti rostlin. Nejc¢astéji to byva toxicita, ktera je zodpovédna za Casté otravy Ci jiné farmaceuticky
vyznamné Géinky. Alkaloidy se déli podle zékladni chemické struktury do nékolika skupin®. Mezi
nejvyznamnéjsi z hlediska toxikologického a farmaceutického patii tropanové alkaloidy atropin,
skopolamin, hyoscyamin a kokain, které maji vyrazné parasympatolytické ucinky. Tyto alkaloidy jsou
obsaZzeny v Celedi Solanaceae napfiklad v Atropa belladonna L. Hyoscyamus niger L., Datura
stramonium L. aj. a Erythroxylon coca L. z Celedi Erythroxylaceae. Hepatotoxickym ucinkem se
vyznacuji nékteré pyrrolizidinové alkaloidy, které mizeme nalézt v rostlinach bézné rostoucich jako je
Symphytum officinale L. z Celedi Boraginaceae a dale vcelé fadé zastupch cCeledi Asteraceae
napf. Senecio jacobaea L. nebo Tussilago farfara L.

Indolové alkaloidy jsou velmi vyznamnou skupinou, do které patfi ndmelové alkaloidy
a alkaloidy rod( Catharanthus a Vinca’. Namelové alkaloidy ve stfedovéku byly pFi¢inou onemocnéni
nazyvaného ergotismus, pfi némz dochdzelo k halucinacim a ke spazmu cév okrajovych ¢asti téla (nos,
brada, usi, prsty), coz mohlo vyustit az v jejich nekrézu. Tyto alkaloidy se vyuZivaly v gynekologii
a porodnictvi k zastavé krvaceni. Alkaloidy z rod Catharanthus a Vinca se pouzivaji pfi lécbé rliznych

druhd nddorovych onemocnéni’2.
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Dalsi velmi vyznamnou a rozsahlou skupinu tvofi isochinolinové alkaloidy, které nalezneme
tfeba v Celedi Papaveraceae napfiklad rodu Papaver, ktery obsahuje morfinové alkaloidy (morfin,
kodein) nebo Chelidonium majus L. (chelidonin, sanguinarin). Morfin, kodein a latky od nich odvozené
se dnes pouZivaji jako analgetika a antitusika. Alkaloidy izolované z Chelidonium majus maji ucinky
mirné podobné morfinu a dale G¢inek spasmolyticky a cytostaticky, ktery se vyuZivd pti lé¢bé bradavic’.
Do celedi Papaveraceae patfi i rostlina Macleaya cordata Willd., jejiz extrakt vykazal antibakterialni
aktivitu®. Daldi ¢eledi obsahujici isochinolinové alkaloidy je &eled Amaryllidaceae, kterd vytvafi
strukturné specifické typy. Rostliny této celedi zndme predevSim jako okrasné a obecné jsou
povaZovany za toxické. Na nasem Uzemi se miZeme nejCastéji setkat s Galanthus nivalis, Leucojum
vernum a Narcissus spp. Nejvyznaméjsim alkaloidem z této Celedi je galanthamin, uZivany pfti |écbé
Alzheimerovy choroby (AD). Alkaloidy této celedi jsou velice specifické, nevyskytuji se v zadné jiné
Celedi, a proto je fadime zvlast do podskupiny oznacované jako Amaryllidaceae (amarylkovité)
alkaloidy. V terapii se prozatim pouzivd pouze galanthamin, u dalSich alkaloidd produkovanych
rostlinami ¢eledi Amarylidaceae bylo prokazano velké mnozstvi biologickych aktivit a z téchto divodu
jsou intenzivné studovany jako potencidlni |écCiva pro terapii rlznych onemocnéni. Mezi
nejvyznamnéjsi ucinky, které jsou védeckou komunitou inzenzivné studovany, patfi protinddorova,
anticholinesterasova, antivirova, antibakterialni, antifungélni a antimalaricka aktivita®.

S rozvojem lidstva a civilizaci nedochazi jen ke zvySovani Zivotni Urovné a prodluZovani délky
Zivota, ale i rozsifeni chronickych (tzv. civilizacnich) nemoci. V dfivéjsich dobach lidé umirali prevazné
na choroby spojené s infekénimi agens, na Urazy, hlad ¢i otravy. Dnes tyto problémy umime dobfte fesit,
a proto se lidé dozivaji vyssiho véku. Tento fakt s sebou pfindsi celou Fadu jinych potiZi, které se sice
objevovaly jiz dfive, ale nebyly tak casté. Nejcastéji se jedna o nemoci neinfekéniho charakteru, jako je
fada autoimunitnich onemocnéni. Mezi tyto nemoci patfi napfiklad diabetes mellitus, néktera
onemocnéni Stitné Zlazy, atopické ekzémy a dalsi dermatologické potize, nebo roztrousena sklerdza.
Dale jsou rozsifeny nejrlznéjsi typy alergickych reakci, revmatoidni onemocnéni, psychické choroby,
cévni potiZe, obezita, nddorova onemocnéni ¢i vrozené vady. Pravé tyto nemoci jsou oznacovany jako
civilizacni choroby a souviseji s odliSnym zplsobem Zivota v dne$nim modernim svété. Lidé modernich
zemi jiz netrpi hladem, ale naopak se prejidaji smazenymi a sladkymi jidly. S rozvojem primyslu kazdy
Clovék prichazi do kaZzdodenniho styku s nejriznéjSimi chemikaliemi, které maji Spatny vliv
na organismus. Doba je uspéchana a lidé trpi vice stresem, ktery se snazi snizit tfeba kourenim anebo
dochazi aZ k psychickému zhrouceni'. Se starnutim populace se objevuji i riizné stafecké nemoci jako
je demence, Parkinsonova choroba nebo AD. Tato onemocnéni se objevuji nejéastéji v pokrocilém véku
a postihuji jak fyzické, tak psychické funkce postizeného. Jsou to nemoci, které nelze vylécit,
a v soucasné dobé je pouZivand pouze symptomaticka Iécba. Neléci se pricina, ale fesi se priznaky,

zmirnuji nasledky, pfipadné se oddaluje nastup pokrocilejsich stadii téchto nemoci.
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Léciva jsou dnes prevazné syntetického charakteru, nékteré ale maji ¢asto predlohu v latkach
rostlinného plvodu. Je velmi sloZité vytvofit slouceninu, kterd bude fungovat tak, jak bychom chtéli.
Z téchto divodu je jednodussi obménovat znamé struktury, jejichz mechanismus ucinku byl jiz
podrobné popsan. V tomto sméru maji velky potencial pravé obsahové latky rliznych rostlin, které by

se daly vyuzit jako zdroj pro vyvoj novych IéCiv pro terapii celé fady chronickych a dalSich onemocnéni.
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2. Cile disertacni prace

1. Podrobna literarni reserze na téma biologicka aktivita Amaryllidaceae aklaloidd s dlrazem

na rod Narcissus.

2. Priprava alkaloidniho extraktu a izolace Amaryllidaceae alkaloid(l v ¢istém stavu z mnozZstvi

cca 30 kg Cerstvych cibuli rostliny Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master.

3. Kompletniidentifikace izolovanych latek za vyuziti fyzikalné-chemickych metod (1D-, 2D- NMR,

HRMS, MS, X-ray, optickd otacivost a dalsi).

4. Stanoveni biologickych aktivit izolovanych alkaloidl s ddrazem na terapii Alzheimerovy

choroby a nadorovych onemocnéni.

5. Vybér nejucinnéjsich latek pro detailni biologické studie a pripravu derivatd téchto alkaloidd

za Ucelem studia vztahu struktura - aktivita.
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3. Soucasny stav poznani

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je jednou z nejrozsifenéjsSich civiliza¢nich chorob ve vyspélé ¢asti svéta a také
jednou z nejcastéjSich pficin demence. Pacientl postizenych timto onemocnénim pribyva
s prodluZujici se délkou Zivota. V sou¢asné dobé pouze v Ceské republice Zije vice ne? 140 tisic lidi
trpicich touto nemoci'?2. AD se nejéastéji objevuje kolem 60. roku Zivota a v prib&hu tohoto
onemocnéni dochazi k poskozeni na Urovni orgdnové, bunécné i biochemické. Z hlediska organového
jde o posupny Ubytek mozkové tkané (obr. 1), v jeho? dusledku se zadinaji rozvijet ptiznaky nemoci®3.
Ztrata nervovych bunék — neuronl, vede dale k poskozeni tvorby neuromediatord, jako jsou
acetylcholin (ACh), noradrenalin, dopamin, kyselina y-aminomaselna a serotonin. Nedostatek téchto
neuromediatorud se projevuje poruchou mozkovych funkci, zejména kognitivnich a pohybovych. Dalsi
zména, kterd nastava v mozku nemocnych je tvorba Iézi, které patrné vznikaji patologickym plsobenim
nékterych enzymovych systému. Tyto léze poskozuji neurony a zplsobuji ztratu jejich funkce a smrt.
Béhem tohoto procesu se uvolnuji medidtory zanétu, jako jsou zanétlivé cytokiny, enzymy a volné
radikaly a vznika tak sterilni zanét, ktery po$kozuje dal$i neurony®. Odumirani neuron( pozorujeme
zejména v mozkové kire a hippokampu. VSechny tyto procesy se podileji na rozvoji onemocnéni, ale
pfesnou pfitinu, kterd spousti kaskadu dé&ji vedoucich k rozvoji AD, prozatim nezndme®. V dnedni
dobé existuje nékolik teorii, které se snaZi vnést alespon Castecné objasnéni do déji vzniku této
nemoci. Mezi nejzndméjsi a nejvice diskutované patii cholinergni hypotéza a hypotéza amyloidni
kaskady. Dalsi méné zndmé teorie jsou: teorie glutamatové neurotoxicity, nékdy oznacovana jako
kalciova hypotéza; hypotéza mikrotubulové nestability; koncepce mirnych kognitivnich poruch;
hypotéza oxidativniho stresu a oxidativni nerovnovahy; teorie oxidu dusnatého; koncepce regulace
a ovliviiovéni pavodnich molekul a dal3i*®. Tyto teorie jsou do rtznych detaild popsany v literature,
v dalSich kapitolach se ale zaméfim na podrobnéjsi popis jen nejdilezitéjsich teorii. Neexistuji
jednoznacéné dlkazy pro prijeti té ¢i oné hypotézy, ale je pravdépodobné, Ze na vzniku AD se vice Ci
méné podili mnoho rdznych faktord, které nakonec mohou vyustit v rozvoj tohoto onemocnéni.
Prvnimi ptiznaky AD jsou poruchy kratkodobé paméti, postupné se pfidavaji poruchy feci,
logického mysleni, usudku, socidlnich dovednosti a orientace. V pokrocilych stadiich nemoci dochazi
ke ztraté mobility, inkontinenci modi a stolice a pacient pfestava reagovat na své okoli***>. V dnesni
dobé je tato nemoc nevyléditelna. Zakladem terapie je zpomaleni nastupu priznak, jejich zmirnéni

a pfipadné pozastaveni progrese onemocnéni a prodlouzeni doby samostatnosti pacienta.
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Obr. 1: Ubytek mozkové tkané pri ADY

3.1.1 Cholinergni hypotéza

Acetylcholin je mediator, ktery hraje velmi dileZitou roli v CNS. PUsobi jako neurotransmiter ovliviiujici
pamét, uceni, a daldi kognitivni funkce, dale jako neuromoduldtor regulujici vzdalené&jsi
neurotransmiterové systémy. ACh je syntetizovan v neuronech z aminokyseliny cholinu a acetyl-CoA
pomoci enzymu cholinacetyltransferasy. Pfi poskozeni neuron( se snizuje hladina tohoto enzymu a tak
klesa i tvorba ACh. Naopak hladiny enzym( acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy
(BuChE), kterymi je ACh rozkladan, se béhem AD zvySuji a tim dochazi kjeho rychlejSimu
odbourdvéni®. Z téchto skuteénosti vyplyva pfi¢ina nedostatku ACh u pacientd trpici AD. Podle
cholinergni hypotézy se nizkd hladina ACh podili nejen na poruse mozkovych funkci, ale i na chybném
zpracovani amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktery ma za nasledek tvorbu nerozpustného

B-amyloidu (AB) a tim i senilnich plaka®.

3.1.2. Hypotéza amyloidni kaskady
Dalsimi znaky, které vznikaji béhem AD, jsou v dnesni dobé dobte zndmé histopatologické léze. Jedna
se predevsim o senilni plaky a neuronalni klubka.

Amyloidovy prekurzorovy protein je transmembranovy protein, ktery se nachazi ve sténach

nervovych bunék. Tento protein je vtéle Stépen tfemi druhy enzymu a-, B- a y-sekretasou.
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Po rozstépeni APP vznika rozpustny produkt. Za patologickych podminek se tento APP Stépi za vzniku
nerozpustného AP, pficemz nasledné dochazi k jeho shlukovani a tvorbé neurotoxickych oligomert,
které poskozuji neurony a davaji zaklad pro vznik masivniho jadra senilnich plakl (obr. 2). Na toto jadro
se déle nabaluji poskozené neurity, gliové buriky, ¢asti rozpadlych bunék, cév a dal$i elementy*. Senilni
plaky se kumuluji v extraceluldrni matrix a ve sténach mozkovych cév a zpUsobuji destrukci dalSich
mozkovych bunék®. Podle nékterych praci je moZno nalézt spojitost mezi plsobenim AChE
a tvorbou AB?Y2. Enzym BuChE vliv na formovani AR pravdépodobné nemd z dlivodu odligné

molekuldrni stavby?*.

E-unEl:na |

/

Obr. 2: Vznik senilnich plaki®®

3.1.3. Hypotéza mikrotubularni nestability

Neuronalni klubka se na rozdil od plakd vytvafi v cytoplasmé uvnitf neuronl. Ta jsou tvorena
ubikvitinem a hyperfosforylovanym t-proteinem?. t-Protein je strukturdlni fosfoprotein stabilizujici
celuladrni neurotubuly. Za béinych podminek se t-protein navdie na tubulin, kde je posléze
defosforylovan. Pfi AD je tento proces narusen jeho hyperfosforylaci, protoZe dochdzi k polymerizaci
na parové spiralni vlidkna®®. Tyto zmény vedou ke ztrdté funkce bunééného transportu a vznikajici
klubka zéroven pUsobi toxicky, coZ ma za nasledek poskozeni aZ destrukci postizeného neuronu®®
(obr. 3). Dle vyzkumu se z velké ¢asti na tomto procesu podili enzymy cyklin-dependentni kinasa 5

(CDK-5) a glykogen syntasa kinasa (GSK) 3.
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stabilizujici tau protein

rozpad mikrotubulu

destabilizované mikrotubuly neurenalni

" kubke

desintegrované mikrotubuly

Obr. 3: Vznik neuronélnich klubek?’

3.1.4. Teorie glutamatoveé neurotoxicity

U AD a dalSich neurodegenerativnich onemocnéni dochdzi k nadmérnému uvolfiovani tzv. excitacnich
aminokyselin, jako je glutamat nebo aspartat, coz ma za nasledek nadmérnou excitaci NMDA
receptorl. NMDA receptory jsou N-methyl-D-aspartatové ionotropni receptory nachazejici se v mozku,
které oteviraji iontové kanaly pro Ca?*. Tyto receptory hraji diileZitou Glohu ve vyvoji, plasticité a pFeZiti
neurond. Dalsi velmi vyznamnou roli, kterou zastavaji, je tvorba signalu dlezZitého pro dlouhodobou
potenciaci, kterd je zdkladem pro uéeni a pamét?®. Po otevieni Ca?* kanal( dochézi k influxu iont(, coZ
spousti kaskadovity sled déjli, ktery vede aZz k expresi riznych genl dllezitych pro funkci bunék.
Pfi nadmérném drazdéni receptord, jak je tomu u AD, dochdzi k excitotoxicité, zvysenému priniku Ca%
iontl do buriky. Tento déj ma za nasledek aktivaci riznych enzym( a déjd, jako jsou zmény proteinl(
a exprese genl, coz ve findle vede k apoptdze buriky. Nadmérnou excitaci téchto receptorll navic
dochazi ke zvyseni tzv. prenosovych Sumu, které brani prenosu Zadoucich potencidld a tim rusi

i mechanismus dlouhodobé potenciace®.

3.1.5. Soucasné moznosti terapie AD
Jak jiz bylo uvedeno, AD je nevylécitelné onemocnéni jehoZ lécba je v soucasné dobé zaloZena pouze
na kauzalni terapii. Cilem této 1éCby je zpomaleni progrese onemocnéni a zmirnéni jeho ptiznaka,

zejména zvysSenim hladiny Ach a zpomalenim tvorby amyloidnich plak(. VyuZivaji se postupy, které
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ovliviiuji znamé patologické tfetézce, o kterych jiz byla zminka vySe. Ze skupin latek, které maiji
prokdzanou ucinnost, se jednd hlavné o lécbu inhibitory acetylcholinesterasy (IAChE) a inhibitory
NMDA receptort (tab. 1)*°. Jako podptirnd Ié¢ba se vyuZivaji postupy, jejichz efekt neni zcela prokazan,
tak jako u dvou predchozich skupin. Tato dopliikova Ié¢ba neni zdaleka tak efektivni a pouZiva se
predevsim v pocatecénich stadiich AD, kde jesté pojistovna nehradi [é¢bu IAChE. Mezi tyto prostfedky
patii nootropika, zhd$ede volnych kyslikovych radikdll a extrakty z Ginkgo biloba®! L. v rlznych
formach lé&ivych pfiprav3?. Jako daldi medikace se vyuZivaji i psychofarmaka, nejéastéji se jednd o
antidepresiva. Tato terapie se pouziva proto, nebot béhem nemoci se u pacientld rozvijeji poruchy
chovani, uzkostné stavy, halucinace a bludy, deliria, agitovanost Ci apatie, deprese a dalsi. V dnesni
dobé se vsak od této |éCby ustupuje, protoze nezadouci Ucinky prevysuji benefit téchto léCiv. Velice
dalezita je i nefarmakologicka 1é¢ba. Jedna se o trénink kognitivnich funkci, psychoterapie a fyzické

cviéeni'?.

Tab. 1: Pfehled terapeuticky pouZivanych latek v terapii AD33-3°

sloucenina mechanismus plsobeni indikace zavedeni do praxe
1993 - jiz se nepouziva
takrin inhibitor AChE - (hepatotoxicita,

gastrointestinalni toxicita)

donepezil inhibitor AChE lehka az Szgd”' stadia 1996

rivastigmin | inhibitor AChE a BuchE | €18 aZ stredni stadia 2000
AD, tézka stadia

inhibitor AChE, lehka a# stiedni stadia

galanthamin allostericky modulator AD 2001
nikotinovych receptort
memantin inhibitor NMDA- stfedni aZ tézka stadia 2003
ionotropnich receptort | AD (nikoliv terminalni)
huperzin A inhibitor AChE a NMDA- terapie f\D pouze v 1994
ionotropnich receptort Ciné

3.1.5.1 Inhibitory cholinesteras

Jak jiz bylo uvedeno, cholinesterasy se podileji na poklesu hladiny ACh a uplatiuji se i v rozvoji
amyloidovych plakl. Z téchto dlivodu jsou cholinesterasy dllezitym cilem zasahu lécCiv, uplatriujicich
se pri [éCbé AD. Latky plsobici jako inhibitory téchto enzym( omezuji jejich plsobeni v organismu.
Obecné ma BuChE mensi afinitu k ACh nez AChE a jeji plisobeni v lidském organismu je hlavné
na periferii, kdy béhem AD dochazi k mirnému snizeni aktivity a koncentrace AChE v nékterych ¢astech
mozku a jeji roli prebira BuChE. Z téchto divodi je Zadouci hledat i terapeuticky vyuZitelné inhibitory
BuChE nebo inhibitory obou enzym(3¢. Prvni pouZivanou latkou tohoto typu byl nekompetitivni
inhibitor takrin, ktery viak musel byt staZen z dGvodu hepatalni a gastrointestinélni toxicity3:. V dnesni

dobé se v praxi zatim vyuZivaji pfedevdim IAChE donepezil®’, rivastigmin®® a alkaloid Amarylidaceae
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galanthamin®® (obr. 4). Doneperzil je synteticky, selektivni, nekompetitivni IAChE, ktery navic podporuje
spravné Stépeni APP, naruSuje formovani B-amyloidu a sniZuje koncentraci glutamatu. Soucasné ma
i vyznamné antioxidacni Géinky®3. Fysostigmin je alkaloid obsaZeny v tropické rostliné Physostigma
venenosum Balf. z ¢eledi Fabaceae®. Tato latka viak nebyla z dGvodu zavaznych nezddoucich G¢inkd
a nutnosti ¢astého podavani pro terapii vhodnd. Na druhou stranu tato struktura poslouzila, jako
,lead-structure”” ve vyvoji latek s ptiznivéjSim biologickym profilem. Za vyuziti nékolika chemickych
obmén byl pfipraven polosynteticky derivat, rivastigmin. Rivastigmin se vyznacuje delSim biologickym
polotasem a lepsi snasenlivosti**2, Plisobi jako pseudo-irreversibilni (pomalu vratny), kompetitivni,
dudlni inhibitor AChE i BUuChE*®. Pomald eliminace rivastigminu v dusledku kovalentni vazby v aktivhim
misté enzymu je vyhodou oproti jinym lé¢iviim. U&inek této latky maze trvat tak dlouho, dokud se
spontanné neoddéli od aktivniho mista cholinesterasy®. Jako jediné Ié¢ivo z uvedenych inhibitord ma
dvé rGzné lékové formy, tabletovou a transdermadlni. Druha forma je vyhodnéjsi z divodu lepsi
snasenlivosti, jednoduché aplikace a moZnosti pouZiti i v pozdé&jsich stadiich nemoci*®. Galanthamin byl
v padesatych letech 20. stoleti izolovan z Galanthus woronowii Losinsk. Tento alkaloid se
pro farmaceutické Ucéely ziskdva ¢asteéné i izolaci z rostlin a to zejména z Leucojum aestivum* L.,
Lycoris radiata Grey, Ungernia victoris Vved. a rdznych druh( rodu Narcissus spp. jako napfiklad
N. pseudonarcissus L. cv. Carlton®. Cibule zminéné péstované odridy se pouZivaji k izolaci
galanthaminu pro farmaceutické Gcely i v Ceské republice ve firmé& TEVA. Tento alkaloid zvys$uje
hladinu ACh diky kompetitivni inhibici AChE, ale zaroven plsobi jako allostericky modulator
nikotinovych acetylcholinovych receptort, coZ vede k jejich zvySené citlivosti na ACh. Diky témto
mechanismim dochdzi i k vy3$si postsynaptické odezvé®. Vedle galanthaminu byla i u daldich

Amaryllidaceae alkaloid zjisténa inhibi¢ni aktivita nejen vici AChE, ale i BUChE.

N O_CH3
\
| o) /CHS
= N O .
HsC
NH,
takrin donepezil
o) CHs
H 1
- N\
ch/\r}lJ\o " “CH,
CHs CHj
rivastigmin

huperzin A

Obr. 4: Struktury terapeuticky pouZivanych inhibitor(i cholinesteras v terapii AD
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Posledni latkou, ktera je pouZivand v terapii AD je huperzin A. Terapie touto latkou je prozatim
povolena pouze v Cinég, ale ve svété jiz probiha tieti faze klinickych studii*’. Jedna se o seskviterpenovy
alkaloid izolovany z Huperzia serrata Thunb. ex Murr. z ¢eledi Huperziaceae. Tento silny, reverzibilni
a selektivni inhibitor AChE byl plvodné navrien jako lé¢ivo pFi otravé organofosfaty®®. Dalsi vyzkumy
ukdzaly, Ze tato ltka také inhibuje i NMDA** receptory a tak sniZuje glutamatovou toxicitu, chrani
buriky proti B-amyloidu, volnym radikaldm a hypoxii°.

Inhibi¢ni aktivitu v{ici cholinesterasam vykazuje cela rfada pfirodnich latek. Vyznamnou aktivitu
vykazaly alkaloidy izolované z Peumus boldus®* Mol., Fumaria officinalis®? L., Corydalis cava®® Schweigg.
& Kort., Chelidonium majus>* L., Buxus hyrcana® Pojark. a dal$i®®. V nasledujici tabulce jsou shrnuty
nejzajimavé;jsi inhibitory AChE/BuUChE ptirodniho plvodu (tab. 2). Jak Ize vidét, pfirodni inhibitory jsou

typové nejednotné struktury, které je mozno nalézt v rlznych celedich.

Tab. 2: Vyznamné inhibitory cholinesteras pfirodniho pivodu

o . . v v ICs0, ache ICs0, Bucne it
sloudenina typ latky rostlina eled g ’ Citace
(uM) (uM)
retikulin . - , 509,0 33,6
benzylisochinolinovy o 51
. Peumus boldus Monimiaceae
N- alkaloid 20,2 15.0
methylkoklaurin ! !
. Chelidoni 54
chelidonin el ?nlum Papaveraceae 26,8 31,9
majus
(+)-kanadalin . L , 20,1 85,2
isochinolinovy
. alkaloid . . 53
(+)-kanadin ! Corydalis cava Fumariaceae 124 483,0
(x)-korykavidin 223,0 46,2
- . , . Argemone 57
(-)-munitagin pavinovy alkaloid gemo Papaveraceae 62,3 837,4
platyceras
1,8-ci | 0,67 -
e monoterpen salvia Lamiaceae 8
I dulaefoli
a-pinen avandulaefolia 0,63 i
haloxysterol A 8,3 4,7
Haloxyl . 59
haloxysterol B sterol aloxylon Chenopodiaceae 0,9 2,3
recurvum
lawsaritol 15,2 3,9
isomukronulatol isoflavon 118,0 56,2 0
kyselina Micromeria cilicica Lamiaceae
kyseli lova 41,1
yselina ursolova hydroxytriterpenova 93,8
brakteosin A Ajuga Lamieaceae 25,2 38,4
. . Bracteosa 61,62
withanolid Withania
withaferin A ] Solanaceae 20,5 95,2
somnifera

16



Komentadr k souboru publikovanych praci

3.1.3.2 B-Sekretasa 1

B-Sekretasa 1, Beta-site Amyloid precursor protein-Cleaving Enzyme 1 (BACE 1), se pfirozené vyskytuje
v lidském organismu. Jeji fyziologicka funkce jesté neni zcela zndma, ale prepoklada se, Ze se podili
na myelinizaci axon perifernich nerv(i®3. Dalsi funkci tohoto enzymu je $tépeni transmembranového
APP, coZ ma za nasledek tvorbu amyloidovych plakd. U zdravych jedincl prevlada tzv. neamyloidogenni
cesta Stépeni APP, kdy dochazi ke Stépeni pomoci a- a y-sekretas. Touto cestou vznikaji fragmenty
o délce 39 aminokyselin, které jsou v extraceluldrnim prostoru dob¥e rozpustné®. Béhem rozvoje AD
dochazi ke zménam, Stépeni APP probiha tzv. amyloidogenni cestou. Funkci a-sekretasy prebird BACE 1
a spolecné sy-sekretasou Stépi APP. Vrdmci tohoto Stépeni vznikaji fragmenty o délce 40-42
aminokyselin® (obr. 5). Tyto fragmenty jsou nerozpustné a kumuluji se v extraceluldrnim prostoru, kde
se nasledné shlukuji, polymerizuji a davaji vznik jddru amyloidnich senilnich plakd, na ktera se nasledné
nabaluji dal$i elementy®®. Tyto plaky jsou neurotoxické a vyvoldvaiji sterilni zanét, coZ vede k poskozeni
dalsich neuron(®’.

sAPP-B sAPP-d
APP

B-sekretasa
€ a-sekretasa

y-sekretasa —_— y-sekretasa

( AMILOIDOGENNI CESTA NEAMILOIDOGENNI CESTA
b |

Obr. 5: Schéma procesu zpracovani amyloidniho prekurzorového proteinu®.

Nékteré prace uvadéji, Ze senilni plaky mohou byt pfi¢inou vzniku neurondlnich klubek®+%°,
Je zfejmé, Ze sekretasy jsou vedle cholinesteras dalsim dualezitym cilem pfi hledani novych léciv
uplatnujicich se v [écbé AD. Celd fada vyzkumnych skupin se touto problematikou zabyva. Bylo zjiSténo,
Ze y-sekretasa ma v lidském téle velké mnoZstvi duleZitych funkci a jeji blokada vede k zadvainym
nezadoucim ucinkdm. Z tohoto dlivodu je vyvijena snaha k nalezeni latek, které inhibuji pouze BACE 1.
Jedna se predevSim o syntetické malé molekuly nepeptidového charakteru aminohydantoiny,
aminooxazoliny, aminothiazoliny, iminopyrimidinony, aminothiaziny, iminothiadiazinany dioxidy,
iminohydantoiny aj’°. Mezi inhibitory BACE 1 mlZeme nalézt i latky pfirodniho pavodu jako
kurkuminoidy Curcuma longa’® L., furanokumariny z Angelica dahurica’ Fisch. ex Hoffm., tenuigenin
extrahovany z Polygala tenuifolia” Willd., stilbenoidy z koFen Smilax china™ L., derivaty resveratrolu

z Vitis vinifera’® L., katechiny obsaZené v zeleném &aji’®, protoberberinové alkaloidy z Coptis chinensis’’
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Franch., alkaloidy z listl Murraya koenigii’® L., alkaloidni latky z mofské houby lanthella sp.”® &i
alkaloidy z Corydalis cava® Schweigg. & Kort. Nékteré zminéné pfiklady jsou shrnuty v nésledujici

tabulce (tab. 3).

Tab. 3: Vyznamné inhibitory BACE-1 prirodniho plvodu

sloucenina typ latky zdroj Celed 1Cs0, Bace-1 (LM) citace
bisdemethoxykurkumin kurkuminoid Curcuma longa Zingiberaceae 17,0 7
imperatorin Anaelica 91,8
furanokumarin dag rica Umbelliferae 72
(+)-byakangelikol urt 104,9
cis/trans resveratrol 15,0
74
cis-scirpusin 10,0
stilbenoidy Smilax china Smilacaceae
verafenol 4,2
74
oxyresveratrol 7,6
diktyodendrin F 1,5
diktyodendrin H alkaloidy lanthella spp. lanthellidae 1,0 79
diktyodendrin J 2,0
(-)-korykavamin . L , 41,2
isochinolinovy . . 80
alkaloid Corydalis cava Fumariaceae
(+)-korynolin 33,6

3.1.3.4 Glykogen synthasa kinasa 3

Glykogen synthasa kinasa 3 je vSudypfitomna pleiotropni serin/threonin kinasa, kterad hraje dlleZitou
roli v celé Fadé bunéénych procest®. GSK-3 byla nejprve popsana jako enzym ovliviiujici metabolismus
glykogenu a to regulaci glykogen synthasy®?, postupné byly zjistény i dalsi substraty (napfiklad B-katein,
T-protein, APP, presenilin 1 a jiné®#%). Diky Sirokému plsobeni na riizné latky v téle, které tento enzym
ovliviiuje, zasahuje GSK-3 do rady procesu jako jsou bunécna signalizace, zahrnujici Wnt a Hedgehog
cesty a neuronalni vyvoj, inzulinovou rovnovahu, transkripce, bunééné déleni, pfeZiti a smrt®>8687,
Z téchto divodu také hraje duleZitou roli v rozvoji riznych onemocnéni zahrnujicich i AD®#°, nddorova

onemocnéni®®®, diabetes mellitus®?, kardiovaskuldrni  choroby®*%* psychiatrické®

a neurodegenerativni choroby®®.

GSK-3B spolecné s GSK-3a tvofi dvojici isoforem GSK-3, které jsou sice kddovany odlisnymi
geny, ale jejich stavba je velice podobna. Funkéné se témér prekryvaji, nékteré studie vsak odhalily
nezastupitelnou roli v nékterych biologickych procesech®97:%8, GSK-3B je doposud vice prozkoumdna
a diskutuje se o ni v Uzké souvislosti s AD. Aktivita GSK-3p a CDK-5 je spojena s fosforylaci t-proteinu,

coz za urcitych podminek muze vést az kjeho hyperfosforylaci (obr. 6) a nasledné k tvorbé

neuronalnich klubek®. Jak jiz bylo fe¢eno GSK-3 ma vliv i na APP a presenilin 1, které mohou vést
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k formovani AB a senilnich plakd. Z tohoto divodu je GSK-3B atraktivni cil pfi hledani novych latek

- el

pro |écbu AD i jinych onemocnéni.

) inaktivni
£ aktivni s
4 inaktivni

| |-o— =
&

aktivni

?

&> —o— Gy

Obr. 6: Role GSK 3 v hyperfosforylaci tau proteinu®

V dnesni dobé je jiz jeden irreverzibilni inhibitor GSK-3f testovany v klinickych studiich. Jedna
se o synteticky pripraveny thiadiazolidinon tideglusib (obr. 7), ktery prokazal v testech velmi dobrou

snasenlivost pacienty??®10%,

0

Obr. 7: Struktura tideglusibu

Nékolik praci popisuje vztah mezi strukturou latek a inhibi¢ni aktivitou GSK-3B. Inhibitory
tohoto enzymu jsou vsSak latky chemicky velmi rozdilné. Jedna se predevsim o latky synteticky
pfipravované pyridyloxadiazoly®, thiadiazolidindiony!®®, pyrazolopyrimidiny'®, maleimidy!®®

a paullony, co? je skupina benzazepinon(%,

Mezi ptirodnimi zdroji také nalezneme efektivni inhibitory
GSK-3B. Patfi mezi né zejména metabolity rGznych druhd mofskych hub jako alkaloid hymenialdisin
ajeho derivaty, alkaloid agelastin A, dibromocantarellin’®’, manzaminy'®, meridiaminy'®
furanoseskviterpeny palinurin a trikanthin®®, Z dal$ich Iatek pfirodniho pdvodu jsou to indirubiny,
bis-indolové derivaty zrdznych pfirodnich zdroja'!l, nebo murrayfolin A, karbazolovy alkaloid

izolovany z Glycosmis stenocarpa'!? Drake., déle alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae®®®. Inhibiéni

aktivita téchto sloucenin se pohybuje v rozsahu jednotek nanomol( az desitek mikromoll (tab. 4).
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Tab. 4: Vyznamné inhibitory GSK-3B pfirodniho plvodu

N . . Y , IC g .
sloucenina typ latky zdroj Celed S(OHE/IS; 3 citace
hymenialdisin 0,01
Agelasidae,
alkaloidy rGznych rdzné druhy motskych 107
agelastin A Axinellidae, 12,0
strukturnich typu hub
Halichondridae
dibromokantarellin 3,0
manzamin A ; ; 10,2
B-karbolinovy Acanthostrongylophora 108
Petrosiidae
; sp.
8-hydroxy-manzamin A alkaloid P 4,8
palinurin 4,5
furanoseskviterpen Ircinia sp. Irciniidae 11
trikanthin 7,5
masonin rGzné druhy Celedi 27,8
isochinolinovy '
ochinatnowy Amaryllidaceae Amaryllidaceae 113
karanin alkaloid 30,7

3.1.3.3 Prolyl oligopeptidasa

Prolyl oligopeptidasa (POP) je serinova peptidasa, kterd se vyskytuje v cytosolu mozkovych bunék*4,
Tento enzym $tépi malé biologicky aktivni peptidy obsahujici prolinovy zbytek!'>!, Substratem
pro tento enzym jsou predevsim neuropeptidy a hormony jako substance P, vasopresin, oxytocin,
gonadotropin release hormon, thyrotropin release hormon a dal$i*'’. Tyto molekuly hraji dileZitou roli
v modulaci funkci centralniho nervového systému. Ovliviiuji bunécné déleni a diferenciaci, kognitivni
funkce jako jsou uceni a pamét, dale maji vliv na naladu, krevni tlak nebo starnuti. P¥i naruseni
rovnovahy v téchto oblastech dochazi k rozvoji rlznych onemocnéni zahrnujici neuropsychiatricka
onemocnéni (deprese, schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy) neurodegenerativni onemocnéni jako
AD, Parkinsonovu nemoc a choroby souvisejici s poSkozenim kognitivnich funkcit®. Z tohoto hlediska
se jevi inhibice POP jako zajimavy cil v terapii téchto onemocnéni. Nékteré prace dokonce uvadéji, ze
inhibitory POP potladuji tvorbu AB v burikdch!®®, V dnesni dobé je vyzkum inhibitori POP zaloZen
prevazné na syntéze novych struktur, ale presto jsou i skupiny, které se zabyvaji vyzkumem pfirodnich

119 3 baikalin?®, které se bé&iné pouZivaji

latek. Mezi nejvyznamnéjsi pfirodni inhibitory patfi berberin
jako standardy pfi stanoveni inhibice POP. Inhibi¢ni potencidl v(i¢i POP byl nalezen i u obsahovych latek
Hypericum brasiliense Choisy a H. connatum®! Lam., Leonurus sibiricus L. z Brazilie'®?, Syzygium
aromaticum® L., Buddleja brasiliensis** Jacq. ex Spreng. a fada alkaloid(l izolovanych z Peumus
boldus®* Mol., Eschscholzia californica®® Cham., Fumaria officinalis® L. a rostlin ¢eledi Amaryllidaceae

jako jsou Chlidanthus fragrans'*® Herb., Zephyranthes robusta?’ Herb. ex Sweet, Nerine bowdenii*?®
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Watson a nékterych dalsich druzich rodu Narcissus spp.t?>3L, Pfiklady pfirodnich inhibitort POP jsou

shrnuty v nésledujici tabulce (tab. 5).

Tab. 5: Vyznamné inhibitory POP pfirodniho plvodu

Sloucenina Typ latky rostlina Celed ICs0,p0p (LM) | citace
8-C-B-D-(6"0-galloyl) 15
glukosylnoreugenin i !

) C-glukosid Syzyg/ym Myrtaceae 123
6-C-B-D-(6"-0-galloyl) aromaticum 17
glukosylnoreugenin !
[2-(3,4-dihydroxyfenylethyl)-1-O- fenylpropanovy Buddleja . D
a-L-rhamnopyranosyl-(1->3)-B- Ivkosid brasiliensis Scrophulariaceae 1,3
D-(4-0O-kaffeoyl)-glukopyranosid] gly
N-methyllaurotetanin isochinolinowy 135,4
Ikaloid ¥ Peumus boldus Monimiaceae 51

sinoakutin alkalol 1431

kalifornidin pavinanovy Esch‘schol.tzm Papaveraceae 55,6 125

alkaloid californica

parfumidin isochinolinovy Fumaria . 99,0 52

Ikaloid officinalis Fumariaceae
sinaktin a 53,0
berberin protoberbgrlnovy Berberis vulgaris Berberidaceae 145,0 119
alkaloid
baikalin flavonoid chtellarlg Lamiaceae 12,0 120
baicalensis
4’-0-demethylbelladin ISOZT;(Z?CI)I;OW Nerine bowdenii | Amaryllidaceae 370,0 128
. isochinolinovy . 129131
homolykorin alkaloid N. sp. Amaryllidaceae 173,0
9-O-demethylgalanthin |soch|nol|'novy Zephyranthes Amaryllidaceae 150,0 127
alkaloid robusta

3.2 Nadorova onemocnéni

Obavy, z onemocnéni AD ¢i nemoci zpUsobujici demence, jsou mezi populaci obrovské, jesté vice se
lidé obavaji onkologickych onemocnéni. Onkologickd onemocnéni jsou jednou z nejéastéjSich pficin
umrti v zemich celého svéta. Vétsina postizenych umira v disledku rozsifeni metastdz, které zasahuji
Zivotné dulezité organy, a ty ndsledné selhavaji. Standardni lécba se sklada z chirurgickych zakrokd,
radio- a chemoterapie. Chemoterapeutickd lécba vSsak mUze poskodit i zdravé tkané, coz ma
za nasledek celou radu vedlejsich ucink(. Zavaznou komplikaci 1é¢by onkologickych onemocnéni je
také rezistence nddorovych bunék vidi pouZitému chemoterapeutiku®32, Rezistence muaze dojit a7 tak
daleko, Ze nddorové buriky jsou odolné na chemoterapeutika lisici se jak strukturné tak i mechanismem
Gdinku. Vznikd takzvand mnohocetnd lékova rezistence'®. Z téchto divodu je velmi daleZité neustéle
hledat nové latky pro terapii onkologickych onemocnéni, které by pfednostné nicily nddorové buriky
a zaroven neposkozovaly buriky zdravé. Klasickd cytostatika zpomaluji ¢i zastavuji rGst a mnoZeni
nadorovych bunék rlznymi mechanismy ovliviiujici procesy na molekularni Urovni. Mezi tyto

mechanismy patfi zdsahy do tvorby a funkce nukleovych kyselin, zasah do prabéhu bunééného déleni
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&i zasah do syntézy protein(i'34, Jedna se pfevainé o latky syntetického charakteru, ale nékteré z nich
jsou odvozeny od latek rostlinného pavodu, z nichZ se nékolik stale pouziva'® (obr. 8). Nejvyznamnéjsi
latky pfirodniho plavodu, které se vyuZivaji v terapii nddorovych onemocnéni, jsou shrnuty v nasledujici

tabulce (tab. 6). Tyto latky viak nejsou pfili§ selektivni a jsou pficinou &astych nezddoucich G&inka®3e,

vinkristin kamptotecin

podofylotoxin paklitaxel

Obr. 8: Struktury vybranych rostlinnych cytostatik
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Tab. 6: Vybrané slouceniny pfirodniho plvodu a jejich derivaty pouZivané v terapii nadorovych

onemocnéni®135:137
Sloucenina Typ latky rostlina Celed mechanismus ucinku indikace
vinkristin (ys . leukémie
vazi se na tubulin a (zejména u déti)
bisindolové Catharanthus zabraniuji jeho JI mfom !
vinblastin (vinka) alkaloidy roseus Apocynaceae polymerizaci do y. v
. .. . N karcinom prsu,
a jejich derivaty mikrotubul(l malobundény
. . (inhibitory mitdzy) . .y
vinorelbin karcinom plic
) stabilizuji polymery karcinom ovaria
paklitaxel taxany Taxus brevifolia, mikrotubul® a <t ’
(terpenoidy) Taxus baccata, zabraniuji separaci prsu, vy
S o, Taxaceae o . nemalobunécny
a jejich dusikaté Taxus chromozom pfi Karcinom plic
docetaxel derivaty canadensis, aj. anafazi (inhibitory , piic,
mitézy) Kaposiho sarkom
. inhibitor
kamptotecin . . .
topoisomerasy | karcinom ovaria,
chinolinovy Camptotheca (stabilizuje jeji malobunécny
topotekan alkaloid acuminata Nyssaceae komplex s DNA) - karcinom plic,
a jeho derivéty jednovlaknové zlomy v kolorektalni
. DNA vedou k karcinom
irinotekan .
apoptoze.
dofylotoxi N -
podotylotoxin inhibitory leukémie,
. . topoisomerasy I karcinom testes,
etoposid I|g32rr1i:éjteho Podeolf:t);llmum Berberidaceae (inhibice nebo ovaria, Hodgkinuv
y p porucha syntézy DNA lymfom,
teniposid a vznik zlomu) karcinomy plic

S rozvojem molekularni biologie v poslednich letech doslo k hlubSimu porozuméni regulacnich
pochod( fyziologickych i nadorovych bunék a postupné je odhalovan sloZity proces kancerogeneze.
Béhem tohoto procesu dochazi k nékolikandsobnym genetickym zménam bunky, coz ma
za nasledek produkci odlisnych molekul RNA a jimi kédovanych proteind. Tak lze nadorové bunky
odlisit od fyziologickych. Rozdil mize byt nejen v kvalité produkovanych regulacnich proteind, ale
nékdy i jen v kvantité. Po tomto zjisténi se lIé¢ba nadorovych onemocnéni zacala ubirat smérem
cileného zasahu do signalnich cest malignich bunék. Tyto latky jiZ nepoSkozuji genetickou informaci
buriky, ale psobi na proteiny s regulaénimi a signalnimi G&inky3*. Tento typ lé¢by se nazyva cilena
terapie a je zamérena na odliSnosti mezi nadorovymi a zdravymi burikami. Existuje cela fada rGznych
druht nadorl a nadorovych linii s charakteristickou expresi znakd na povrchu i uvnitf buriky a dalSich
latek a mediator(. Nejvhodnéjsi cile pro zésah jsou rlstové faktory, receptory pro rlstové faktory,
signalni drahy (inhibitory enzym), enzymy ovliviiujici DNA a histony, regulacni proteiny bunécného
cyklu, angiogeneze a apoptdzy. VsSechny tyto cile vedou v nadorové bunce k aktivaci proliferace

nadorovych bunék, inhibici apoptdzy, tvorbé metastdz a novotvorbé cév, které je tieba zastavit!®®,

Ve skupiné inhibitor(i signdlnich drah se nabizi velmi Siroké spektrum cilovych struktur, a to hlavné
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klicovych enzym v kaskadé nitrobunécnych déjii. Mezi mozné cile této skupiny patfi i enzym GSK-3j,
o kterém jiz byla fe€ vySe, nebo enzym aldo-keto reduktasa 1C3 (AKR1C3). AKR1C3, zndma také jako
17B-hydroxysteroid dehydrogenasa typu 5, ktera je dllezitym lidskym enzymem, ktery katalyzujicim
redukci karbonylovych skupin nékolika steroid(l a prostaglandin(, coZ vede k predreceptorové regulaci
jejich Gcinku a proliferacni signalizaci. Nadmérna exprese AKR1C3 se vyskytuje napriklad u nadort
prostaty’®¥1%0,  SniZeni  aktivity = AKR1C3  vyznamné sniZuje hladinu  testosteronu,
5a- dihydroxytestosteronu a androgen dependentni genovou expresi, napf. prostaticky specificky
antigen. In vivo inhibice AKR1C3 vede ke sniZzeni rlstu xenograftovych modell karcinomu
prostaty'#%14 Tyto vysledky vyzkumu ucinily z AKR1C3 zajimavy cil pro terapii rakoviny prostaty. Mezi
latkami rostlinného plvodu byly nalezeny slibné inhibitory tohoto enzymu. Jednad se napfiklad
o jasmonaty (kyselina jasmonovd, methyl-jasmonat), coZ jsou rostlinné hormony regulujici rlst
rostlin'*2, flavonoidy*® (2'- hydroxyflavanon, kumestrol, kvercetin, biochanin), kyselinu skoficovou#,
protoberberinové alkaloidy stylopin a kanadin®, Iatky flavonoidniho charakteru apigenin, luteolin
a 7-hydroxyflavanon*® nebo Amaryllidaceae alkaloid tazettin'¥.

Acetylace a deacetylace histonu jsou procesy, které modifikuji chromatinové struktury a maji
velky vyznam pro regulaci transkripce. Transkripéné aktivni oblasti chromatinu vykazuji vysokou
hodnotu stupné acetylace histonu, zatimco deacetylace histonu je spojena s transkripénim Gtlumem.
Histon deacetylasy (HDAC) jsou skupinou enzym, které odstranuji acetylové skupiny z histonu, ¢imz
potlacuji genovou expresi. V nadorovych bunkach byla zjisténa hladina téchto enzym(, coz HDAC

148 " Inhibitory HDAC zastavuji rGst a zpUsobuji apoptdzu

ukazuje jako dalsi cil pro |écbu rakoviny
nadorovych bunék a to diky schopnosti indukce genové exprese prostrednictvim zvySené acetylace
histon('*. Tyto latky maji vysokou selektivitu pro rakovinné buriky a nékteré z nich jiz byly pouZity
k écbé onkologickych onemocnéni. Jako pfiklad Ize uvést vorinostat a romidepsin pouZivané v lécbé
pacientll s koZznim lymfomem z T-bunék a panobinostatu pFi terapii melanomu®*°. Déle bylo zji$téno,
Ze tyto inhibitory dok&zi zvysit aktivitu jinych cytostatik a radioterapie®®.. Jedna prace, kterd popisuje
tento efekt, se zabyvala vlivem butyrdtu sodného, inhibitoru HDAC, na schopnost alkaloidu
haemanthaminu (Amaryllidaceae) ovliviiovat rlistu a imrti nddorovych bunék!?. Haemanthamin je

t153154 3 tato prace potvrdila zvyseni G¢inku vlivem butyratu

znam pro svoji cytostatickou schopnos
sodného na nadorové buriky ovaridlniho karcinomu bez poskozeni bunék zdravych. Jednim z prvnich
popsanych inhibitor(i HDAC je trichostatin A. Tato latka na bazi hydroxamové kyseliny je produktem
metabolismu Streptomyces hygroscopicus a pat¥i mezi nejefektivné;jsi latky této skupiny®®. K dal$im
inhibitordm HDAC pfirodniho plvodu patfi napfiklad depudecin a trapoxin A, latky izolované z hub,

broadazol a azamamid nachdzejici se v morskych Zivocisich, allyl-derivaty z ¢esneku, kvercetin

z rznych druh( ovoce &i sulforafan izolovany z brukvovité zeleniny®®,
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Pfes neustaly rozvoj novych 1é¢ebnych smérd maji klasicka cytostatika stale své misto v terapii
onkologickych onemocnéni. Je to z divodu velkého mnozstvi zkusenosti s jejich podavanim. DalSim
dlivodem je skutecnost, Ze pro nékteré zdvazné diagndzy nejsou zatim latky z novych terapeutickych
struktur k dispozici. Kombinace obou skupin se pak vyhodné vyuziva v konjugovanych molekulach, kdy
se toxicky pusobici konvenéni molekula diky vazbé na cilenou molekulu dopravi v téle pfimo
do nddorové buriky!3®

Jak jiz bylo nastinéno, cela fada latek prirodniho ptvodu disponuje protinadorovou aktivitou.
Vedle jiz popsanych jsou to déle isochinolinové alkaloidy skulerin, aromolin, berbamin a parfumin®®’.
Vsechny tyto latky, kromé parfuminu, bohuZel vykazaly i toxicky efekt na nenadorové bunky. Dalsi
studie z roku 2018 byla vénovdna podrobnéjsimu zkoumani cytotoxické aktivity zminéného alkaloidu
skulerinu. Tato studie odhalila, Ze skulerin snizuje aktivitu mitochondridlnich dehydrogenas
leukemickych bunék, ma silnou antiproliferacni aktivitu vici bunéénym liniim karcinomu plic, vaje¢nikd
a prsu a dokaZe aktivovat apoptdzu®®®. Dalsi skupinou isochinolinovych alkaloidd, které vykazuji
pronadorovou aktivitu, jsou boldinové alkaloidy. Jednd se o Ilatky aporfinového charakteru
vyskytujicich sevpomérné Uzké skupiné Cceledi, napfiklad Monimiaceae, Berberidaceae,
Papaveraceae, Lauraceae a nékterych dalsSich. Z hlediska cytotoxicity vykazuji aktivitu (+)-boldin,
(+)-glaucin, (+)-laurolitsin, (+)-laurotetanin a (+)-isoboldin. Nejuc¢innéjsi z nich je (+)-boldin, ktery silné
a specificky plsobi na karcinom lidského hrtanu (HEp-2), ma antiproliferativni uc¢inek vici bunéénym
liniim gliomu (U138-MG buriky) a zaroveri je vici zdravym burikdm netoxicky>®. Podobné strukturni
usporadani ma i alkaloid protoberberinového typu berberin, ktery se bézné izoluje z kofen(l a klry
nékolika druhl rodu Berberis dale Coptis a Phellodendron. Tento alkaloid vykazuje protinadorovy efekt
inhibici aktivacniho proteinu 1, coz je klicovy transkripcni faktor karcinogeneze v nddorovych burkach,

a DNA topoisomerasy 1%,

Dalsi isochinolinové alkaloidy z Chelidonium majus L., chelidonin
a homochelidonin maji potencial indukovat bunéénou smrt nddorovych bunék leukemickych linii*6t,

V tabulce 7 je uveden prehled cytotoxické aktivity vétSiny zminénych latek.

Tab. 7: Vybrané latky pfirodniho plvodu s potencidlem v terapii nddorovych onemocnéni

Slougenina citlivé bunécné linie citace
|C50(HM)
skulerin Caco-2 | Hep-G2 | MOLT-4 | Jurkat | Raji | HL-60 | U-937 | HEL92.1.7 157, 158
6,4 4,6 4,7 2,7 6,5 4,2 4,8 6,3
. Caco-2
aromolin 59
. Hep-G2 1
berbamin 46 57
. Hep-G2
parfumin 87
(+)-boldin HEp-2 MDA-MB-231 MDA-MB-468 162
0,3 (mg/ml) 46,5 (mg/ml) 50,8 (mg/ml)
chelidonin MOLT-4 Jurkat Raji HL-60 U-937 HEL92.1.7 161
4,6 2,2 3,2 4,4 5,0 3,4
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citlivé bunécné linie

Sloucenina citace
ICs0 (LM)
homochelidonin MOLT-4 Jurkat Raji HL-60
4,8 5,6 6,8 8,3
. Hep-G2 Hela L1210 163, 164
berberin 35 4,8 (ug/mi) 2,8(ug/ml)

Bunécéné nadorové linie: Caco-2- lidské tlusté stfevo, Hep-G2- lidska jatra, MOLT-4, Jurkat, Raji, HL-60, U-937, HEL 92.1.7 -
lidska leukemie, HEp-2- lidsky hrtan, MDA-MB- lidského prsu, Hela - lidsky délozZni Cipek, L1210 - mysi leukemie

Problematika lIé¢by nadorovych onemocnéni je velice Sirokd a rozsahla a presahuje rdmec této
prace. Z téchto divodl je zde uvedeno pouze nékolik pfikladli moznych cil( zasah(ll v protinadorové
terapii, kterymi se ve spolupraci s dalSimi pracovisti zabyvdame a nékolik zajimavych pfirodnich latek,
které maji potencial v 1é¢bé téchto onemocnéni. U vybranych latek je uvedena jejich struktura (obr. 9),
nebot latky s cytotoxickou aktivitou jsou velice rozmanité. Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou

vyznamné latky s touto vlastnosti, o vybranych bude podrobnéji pojednano v nasledujici kapitole.

= CHs,
COOH

kyselina jasmonova

kvercetin
tazettin
(0] o]
N ™ N/OH
I
H3C\N CH; CHs, H
|
CHj s
trichostatin A )W C//S
N skulerin OH
OH sulforafan
OH 0\
® °
O.
(10 o <
_CH N
H;C 3 ~0 /@
(+)-boldin o\CH3
berberin chelidonin

Obr. 9: Strukturni vzorce vybranych protinadorové pUsobicich latek (kyselina jasmonova, kvercetin,
tazetin, trichostatin A, sulforafan, skulerin, (+)-boldin, berberin, chelidonin)
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3.3 Celed Amaryllidaceae

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou rozsifené po celém svété, predevsim v oblastech tropt a subtrop(.
Nékteré rody je mozno nalézt i v oblastech mirného pasma. Do této Celedi patfi jednodélozné rostliny,
které se rozmnoZuji pfedevsim cibulemi. Taxa ¢&itd zhruba 1 100 druh( rozdélenych do 75 rodd .
V nasich podminkdch se nejcastéji setkdvame se zastupci kvetoucimi brzy na jare, jako jsou snézenky
(Galanthus), bledule (Leucojum) nebo narcisy (Narcissus). V dnesni dobé se rostliny této celedi hojné
péstuji na zahradach jako okrasné nebo v byté jako pokojové kvétiny. Pfikladem mohou byt riizné
kultivary rod0 Eucharis, Clivia, Amaryllis nebo Zephyrantes. Jiz v historii se rostliny této ¢eledi vyuzivaly
v Africe, Asii a Americe k 1é¢bé rGznych neduh(®. Hlavnimi obsahovymi ldtkami této éeledi jsou
specifické sekundarni metabolity, které jsou formalné rfazeny mezi isochinolinové alkaloidy, tvori vSak
samostatnou skupinu tzv. amarylkovitych alkaloidd. Tyto latky disponuji celou fadu biologickych
ucinkl, ztéchto dlivodd jsou objektem intenzivniho zadjmu celé fady vyzkumnych skupin. Mezi
nejvyznamnéjsi biologické aktivity uvedené v literatufe patfi aktivity: antivirova, antibakteridlni,

protinddorovd, antimalarickd, antiprotozodlni a inhibi¢ni potencial viéi cholinesterasdm?:165:167,

3.3.1 Rod Narcissus

Do rozsahlé celedi Amaryllidaceae patfi i rod Narcissus. Taxonomie tohoto rodu je velice slozitd
z ddvodu snadného mezidruhového kfizeni. Uvadi se, ze ¢itd zhruba 50 — 180 druhi v zavislosti
na autorovi a tisice vySlechténych zahradnickych odrid. Nejvétsi zastoupeni populaci botanickych
narcisl je mozno nalézt na Pyrenejském poloostrové. Dalsim mistem vyskytu téchto rostlin je hlavné
Jizni Afrika. Nékteré druhy se vyskytuji i v mirn&j$§im pasmu Evropy, Asie, na Balkanég, v Ciné nebo
v Japonsku. Pfirozené prostiredi rodu Narcissus je velice rozmanité, od nizin az po hornaté Uzemi
zahrnujici pastviny, lesy, brehy fek, krfoviny i skalni Stérbiny. Z botanického hlediska se jedna
o jednodélozné, vytrvalé rostliny, rozmnoZujici se vétSinou cibulemi, které dordstaji vysky 20-40 cm.
Listy byvaji jednoduché, celokrajné, ¢arkovitého tvaru se soubéznou Zilnatinou, ptisedlé v pfizemni
rdzici. Kvetou v pozdni zimé az ¢asné z jara. Oboupohlavné kvéty vyristaji termindlné na stonku
a skladaji se ze Sesti okvétnich listk(l rliznych barev dle druhd, které jsou v dolni ¢asti srostlé. Uvnitf
kvétu se obvykle nachazi 6 ty¢inek a gyneceum sloZené ze tfi pestik(. Plodem je pouzdrosecna tobolka.
Od ostatnich zastupct z ¢eledi Amaryllidaceae je odlisuje pfitomnosti tzv. pakorunky. Pakorunka byva

Casto zbarvend odli¥né ne? okvéti'®®

. Nejvyznamnéjsimi obsahovymi latkami jsou amarylkovité
alkaloidy rGiznych strukturnich typud, které se nachdzeji predevsim v cibulich. Listy a stonky obsahuji
krystalicky stavelan vapenaty ve formé rafidd. Tato latka je syntetizovana ve vétsiné rostlin a podili se
jednak na kontrole hladiny vapniku v pletivech a dale poskytuje rostliné ochranu. V literatufe jsou
popsany ekzémové vyrazky az viedy jako nasledek pottisnéni stavou obsahujici jehlicky stavelanu

169

vapenatého. Podil na podrazidéni pokozky mohou mit vsak i alkaloidy Dalsimi produkty

27



Komentadr k souboru publikovanych praci

sekundarniho metabolismu téchtoto rostlin jsou napfiklad karotenoidy (B-karoten, lutein nebo
epoxy-B-karoteny), které se podileji na zbarveni kvétl a flavonoidy s antioxidaéni aktivitou’%"2,
Clenéni rostlin rodu Narcissus je velice obtizné, vyuZiva se jak botanicka klasifikace podle druhu'’:168
(tab. 8), tak i zahradnické t¥idéni podle stavby kvétul’ (obr. 10). V dal$i ¢asti bude zminéno pouze
nékolik zastupcu a hlavni pozornost bude vénovana druhu N. pseudonascissus a jeho péstované odridé
Dutch Master. Vice informaci a podrobnosti o téchto rostlinach je mozno nalézt v nasledujicim

literarnim zdroji z roku 2002 Narcissus and Daffodils®®®.

Tab. 8: Botanické tf¥idéni rodu Narcissus’168

sekce priklady druhd vyskyt
Spanélsko, P Isko, jizni F i
Bulbocodium N. bulbocodium, N. cantabrius Spanelsko, Portugals v?’ JizntFrancie,
Maroko, Alzirsko
Triandrus N. triandrus Spanélsko, Portugalsko
Cyclamineus N. cyclamineus Severni Portugalsko

N. jonquilla, N. calcicola,
Jonquilla N. juncifolius, N. rupicola,
N. scaberulus, N. watieri, N. odorus

Spanélsko, Portugalsko, jizni Francie,
Severni Afrika

Spanélsko, Portugalsko, evropské a
Tazetta N. tazetta var. canalicullatus africké pobrezi Sttedozemniho
more, Mald Asie, Cina

jizni a stfedni Evropa (Pyreneje,

Poeticus N. poeticus Alpy), Velka Briténie

N. asturiensis, N. minor, N. nanus,

Pseudonarcissus .
N. obvalaris

Spanélsko, Portugalsko, Anglie

narcisy kvetouci na N. elegans, N. serotinus,

. o obfezi Sttedozemniho more
podzim N. viridiflorus P
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Obr. 10: Z&kladni typy kvétl narcisti podle zahradnického tFiténi'” (I-trubkovité, Il-s velkou pakorunkou,
Ill-s maloupakorunkou, IV-plnokvété, V-triandrus, VI-cyclamineus, VlI-jonquilla, VllI-tazetta, IX-poeticus,
X-bulbocodium, XI-s ¢lenenou pakorunkou)

3.3.2 Biosyntéza alkaloidU rodu Narcissus a jejich strukturni typy

Alkaloidy tohoto rodu patfi do skupiny specifickych amarylkovitych alkaloidd. Biosyntéza vychazi
ze dvou aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu, které davaji vzniknout klicovému meziproduktu
norbelladinu, podle kterého se biosyntetickd cesta téchto alkaloidd celedi Amaryllidaceae nazyva
norbelladinovd. Norbelladin je v dalSich krocich preménovan na 4-O-methylnorbelladin, z ného se pak
formuji jednotlivé strukturni typy alkaloidi?’®. Podle zpGsobu intramolekuldrniho oxidativniho spojeni
4-0-methylnorbelladinu se rozliSuje 9 zakladnich strukturnich typ(. Mezi hlavni typy pat#i
norbelladinovy (belladin), galanthaminovy (galanthamin), haemanthaminovy (haemanthamin),
homolykorinovy (homolykorin), krininovy (krinin), lykorinovy (lykorin), narciklasinovy (narciklasin)

a tazettinovy (tazettin) (obr. 11)¥4,
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Kromé téchto typld mizeme v rostlinach rodu Narcissus nalezt i dalsi strukturni typy, které jsou
v ostatnich zastupcich celedi Amaryllidaceae vzacné. Jedna se predevsim o galanthindolovy,
cheryllinovy a mesebranovy typ (obr. 12.). Alkaloidy této struktury byly prozatim izolovany pouze
ze dvou druh( narcist a to z N. triandrus L. a N. pallidulus Graells. Tento typ se dale déli podle
strukturnich detail do tfi podskupin, které jsou reprezentovany mesembrinem, joubertiaminem

a skeletinem A4174-176,

cheryllin

CHs OH CH,
o8 ®
9 9 S
/
N o) o) H,C I

N
HeC™
HaC 3 CHs

mesembrin joubertiamin skeletin A4

Obr. 12: Méné obvyklé strukturni typy alkaloidd rodu Narcissus a jejich hlavni zastupci

V nedavné dobé byl ze dvou zastupcll tohoto rodu, N. poeticus cv. Pink Parasol
a N. pseudonarcissus cv. Dutch Master, izolovan novy typ amarylkovitych alkaloidd. Jedna se o latky,
ve kterych je spojen galanthaminovy a galanthindolovy strukturni typ. Obé tyto izolace byly provedeny
na nasem pracovisti. Byly izolovany celkem tfi latky narcipavlin, narcikachnin a narcimatulin (obr. 13).
Z obrazku je patrné, Ze struktury narcipavlinu, narcikachninu a narcimatulinu jsou velice podobné.
Struktura narcipavlinu a narcikachninu se liSi pouze pritomnosti dvojné vazby na uhliku C-13".
Narcimatulin se lii od narcikachninu pouze substituentem v poloze C-312>131, v dostupné literatufe jiz
latka podobného typu byla popsana. Jednalo se o heterodimer pallidiflorin (obr. 13) izolovany
z N. pallidiflorus Pugsley v roce 19902, Kromé amarylkovitych alkaloidi se v rodé Narcissus nachazeji
dalsi latky alkaloidni povahy jako napf. tyraminové protooalkaloidy, které jsou vedlejsim produktem
biosyntézy alkaloid( (N. conspicus, N. subnivalis, N. bulbocodium subsp. bulbocodium). Jedna se hlavné

o metyltyramin'’4,
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Obr. 13: Strukturni vzorce nové izolovanych latek vzniklych spojenim galanthaminového a
galanthindolového strukturniho typu

Tab. 9: Vybrané alkaloidy izolované z rodu Narcissus

strukturni typ izolované alkaloidy rostlina citace

N. poeticus cv. Pink Parasol, N. pumilus var. plenus
hort., Narcissus nanus cv. Elka, Narcissus jonquila
N. poeticus cv. Pink Parasol, N. cyclamineus cv.
February Gold. N. jonquilla, N. papyraceus
N. pseudonarcissus cv. Carlton, N. confusus, N.
galanthamin poeticus subsp. radiiflorus, N. poeticus cv. Pink 178,179
Parasol, N. cv. Sundisc, N. cv. Waterperry
odrady N. pseudonarcissus, N. cv. Van sion,
N. cv. Inglescombe

narwedin

lykoramin

129,168,177,
galanthaminovy

norlykoramin

lykoraminon N. poeticus cv. Pink Parasol, N. sp.
seko-isopowellaminon N. poeticus cv. Pink Parasol
maritidin N. tazetta var. Chinensis, N. papyraceus 129,168

haemanthaminovy
y N. asturiensis, N. bujei, N. poeticus cv. Pink Parasol,

h thami . .
aemanthamin N. cv. Sealing, N. cv. Bridal Crown
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strukturni typ izolované alkaloidy rostlina citace
. N. canaliculatus, N. cv. Folly, N. bicolor,
lykorin . .
N. x incomparabilis spp.,
N. cv. Insulinde, N. cyclamineus cv. Peepin Tom,
pluviin N. x incomparabilis spp., N. poeticus,
N. pseudonarcissus spp.
galanthin N. cyclamineus cv. Beryl, N. cyclamineus cv. Cairhays,
N. jonquila cv. Golden Sceptre,
lykorinovy Jonq ! P 168,180,181
N. pseudonarcissus spp.
. N. assoanus, Narcissus nanus cv. Little Gem
assoanin . . .
Narcissus nanus cv. Topolino, N. jacetanus
oxoassoanin N. assoanus, N. jacetanus
karanin N. cv. Livia, N. cv. Ice Follies
. . N. poeticus cv. Pink Parasol, N. x incomparabilis cv.
hippeastrin
Fortune, N. x odorus var. rugulosus
N. cyclamineus cv. February Gold, N. eugeniae
homolykorin N. poeticus cv. Pink Parasol, N. munozii-garmendiae,
N. papyraceus
. N. jonquila cv. Golden Sceptre, N. poeticus cv. Pink
masonin .
Parasol, N. pseudonarcissus cv. Carlton
homolykorinovy . N. cv. Inglescombe, N. poeticus cv. Pink Parasol, 129,168,182
y y 8-0-demethylhomolykorin .g' P T
N. pallidiflorus, N. papyraceus, N. primigenius
. N. x incomparabilis cv. Fortune, N. poeticus cv. Pink
odulin . .
Parasol, N. jonquila cv. Golden Sceptre,
N. poeticus, N. triandrus cv. Thalia,
lykorenin N. pseudonarcissus cv. Unsurpassable,
N. cv. Inglescombe
. N. tazetta, N.bulbocodium var. Conspicuus,
tazettin P 168
tazetinovy N. cv. Sweetness
pretazettin N. confusus, N. panizzianus, N. obesus, N. pallidiflorus | 168177
I , I N. canaliculus, N. cyclamineus, N. jonquila,
narciklasinovy narciklasin . 4 . sonq 168
N. incomparabilis, N. cv. Verger
mesembrin
mesebranovy joubertiamin N. pallidulus, N. triandrus 174-176
skeletin A4
montaninovy pankracin N. angustifolius subsp. transcarpathicus 183
galanthindolovy galanthindol N. poeticus cv. Pink Parasol 123
Cheryllinovy cheryllin N. munozii-garmendiae 174

3.3.3 Historické vyuziti rodu Narcissus

Péstovanda odridda N. pseudonarcissus cv. Dutch Master se fadi do poddruhu Pseudonarcissus, ktery

patii mezi nejoblibené&jsi a nejéastéji péstované druhy!®®, Samotnd rostlina dordstad do vysky aZ 40 cm,

kvét ma pramér 11 cm a je Zluté zbarven slehce sytéjSim zbarvenim pakorunky. Pakorunka se

vyznacuje trubkovitym tvarem, délkou asi 4,5 cm a vroubkovanym okrajem (obr. 14)Y. Jak bylo

zminéno, mezi nejvyznamnéjsi biologické aktivity obsahovych latek tohoto rodu patfi inhibice

cholinesteras, protinddorova aktivita, antivirova, antibakteridlni, antifungdlni, antimalaricka aktivita

a nékteré dalsi. Celd rada téchto ucinkd byla znama mnoho let pfed nasim letopoctem. ,,Otec

“"

mediciny, Hippokrates z Kosu (cca 460-370 pt. n. I.), doporucoval pesar ptipraveny z oleje N. poeticus

pro léCbu nadorl délohy. Dalsi recti Iékafi Pedanius Dioscorides a Soranus z Efezu pokracovali
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ve vyuzivani této lécby v 1. a 2. stoleti n. I. V 1. stoleti n. |. zacal proti nadorlim pouZivat extrakt
z N. pseudonarcissus fimsky filozof Gaius Plinius Secundus. Dokonce i v Bibli miZeme nalézt nékolik
odkazl na pouzivani rznych extrakt( z N. tazetta. Aplikace oleje z narcisu pfi lé¢bé zhoubného bujeni
byla vyuZivana i ve stiedovéku v Cing, Severni Africe, Stfedni Americe a své misto méla i v arabské
mediciné®®’, V Turecku byl extrakt z N. tazetta pouzivén jako antiflogistikum a analgetikum. Ve Francii
se pouzivaly kvéty jako spasmolytikum, arabska medicina vyuzivala aplikaci oleje proti alopecii a jako
afrodisiakum. V osmnéctém stoleti se v iranu doporucovalo rozet¥it kofeny v medu pro poufZiti
na popaleniny, modfiny, dislokace kloubl a pihy. Cibule N. tazetta byly pouZivany jako antikoncepce,
kvéty byly doporucovany pfi hysterii a epilepsii. Homeopaticky ptipravek vyrobeny z cibuli byl
predepisovan pfi bronchitidé a ¢erném kaslil®, Je zFejmé, Ze rlizné extrakty a ¢asti narcis( byly Siroce
oblibené pro 1é¢bu rGznych onemocnéni. Z tohoto dlivodu jim je védeckou komunitou vénovana

znacna pozornost.

3.3.4 Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master — vlastni studie

Doposud byly prozkoumany stovky druh(l a poddruht predevsim vyzkumnou skupinou prof.
Bastidy z Univerzity v Barceloné. Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master byl prozatim studovan
velice omezené. V roce 2010 Rezanka a kol. izoloval, z cibuli tohoto narcisu, ¢ty¥i glykosidy benzodioxol-
indolovych alkaloidd®®®. Na zakladé screeningovych studii, provedenych na nadem pracovisti v letech

2012-2014, byl N. pseudonarcissus cv. Dutch Master vybran pro fytochemickou studii, ktera je

predmétem predkladané disertacni prace.

Obr. 14: Celd rostlina a kvét Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master8418>

Z asi 27 kg Cerstvych cibuli bylo izolovano 21 alkaloidd, které patfi do rliznych strukturnich typ(
(obr. 15). Podafrilo se také izolovat jeden doposud nepopsany alkaloid pojmenovany jako narcimatulin
(obr. 13). Podrobny popis izolace jednotlivych alkaloid(i je mozZno nalézt v referenci Hulcova et al.
(2018)*3L, Alkaloidy izolované v dostateéném mnoZstvi byly v rdmci préce podrobeny Fadé biologickych

testll ve vztahu k moZzné terapii AD. Vysledky téchto testtl jsou shrnuty v ndsledujici tabulce (tab. 10)*32,
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homolykorinovy typ:

homolykorin odulin R;=CHs, Ry=H masonin R=0-CH,CH3 O-ethyllykorenin
Ri=H, R;=H N-demethylmasonin R=0-CHs O—mthyIkaorenin
Ri= CHs, R,=OH hippeastrin R=OH lykorenin
lykorinovy typ: tazettinovy typ:
HsC.
0

HyC—N
e
<o O OH

OH

tetrahydromasonin Ri=H, R,=0-CH3 galanthin karanin tazettin
Ri=Ac, R,=H O-acetylpluviin

galanthaminovy typ:

galanthamin narwedin lykoramin lykoraminon

haemanthaminovy a krininovy typ

haemanthamin seko-isopowellaminon krinin epimaritidin

Obr. 15: Alkaloidy izolované z Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master
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Tab. 10: Alkaloidy izolované z Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master a jejich biologicka aktivita
ve vztahu k mozné terapii Alzheimerovy choroby
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lstka AChE BuChE POP GSK-3p8 GSK-3p8
ICs0 (LM) 1Cs0 (LM) ICs0 (LM) (% inhibice) 1Cs0 (LM)
homolykorin 6414 151+20 173 +41 54+1 n.
masonin 305+ 34 229 +24 314+ 34 66 +4 27,9+0,8
seko-isopowellaminon 294 + 33 > 500 > 500 38+1
O-ethyllykorenin > 500 > 500 > 500 58+3
N-demethylmasonin > 500 474 £ 13 > 500 n. n.
narcimatulin 489 + 60 5,90 + 0,23 29,2+1,0 67 +3 20,7+2,4
O-acetylpluviin > 500 > 500 n. n. n.
tazettin > 500 > 500 > 500 49 +0 n.
galanthin 606 + 60 > 500 > 500 26 + n.
galanthamin 1,7+0,1 42,3+1,3 > 500 n. n.
narwedin 281+34 911 + 69 907 + 87 n. n.
karanin 321+42 487+ 55 > 1000 58+9 30,8+0,3
lykoraminon > 500 > 500 n. 39+1 n.
lykoramin 456 + 57 > 500 > 500 n. n.
O-methyllykorenin > 500 > 500 > 500 n. n.
lykorenin > 500 > 500 > 500 48 +3 n.
odulin > 500 > 500 252 +27 5814 n.
haemanthamin > 500 > 500 > 500 52 + n.
tetrahydromasonin > 500 > 500 > 500 22 n.
hippeastrin > 500 > 500 > 500 11+2 n.
krinin > 500 > 500 > 500 40+5 n.
epimaritidin > 500 > 500 n. n. n.
standardy
huperzin A 0,033 £ 0,001 > 500 n. n. n.
berberin n. n. 142 £ 21 n. n
Z-Pro-prolinal n. n. 2,75 x 1073 n. n.
SB-415286 n. n. n. n. 70 nM
% inhibice méreny pii koncentraci 50 uM. Latky pod ¢arou pouZity jako standardy. n. - neméreno

Homolykorinovy strukturni typ je v rostlindch rodu Narcissus zastoupen celou fadou derivat(
téchto alkaloid(. Alkaloidy jsou odvozeny od 2-benzopyrano-[3,4-glindolu'’®. Z N. cv. Dutch Master
bylo izolovano 8 alkaloidli tohoto strukturniho typu. Jednd se o homolykorin, masonin,
N-demethylmasonin, lykorenin, O-methyllykorenin, odulin, tetrahydromasonin a hippeastrin. Pfestoze
nékteré z téchto alkaloidd vykazuji zajimavé biologické ucinky, nebyly doposud v literature podrobnéji
popsany. Homolykorin disponuje stfedni inhibiéni aktivitou v(i&i AChE a POP3, V rdmci studia toxicity
alkaloiddi homolykorinového strukturniho typu byla in vitro zjisténa zajimavad protinddorova
aktivita hippeastrinu. Tato latka ma podobnou schopnost inhibovat topoisomerasu | (ICso= 7,25 £ 0,20
pg x mlt) jako mé kamptotecin, vyrazné také inhibuje proliferaci bunék HT-29 (karcinomu lidského
tlustého stfeva) (ICso = 3,98 + 0,29 pg x ml?) a Hep G2 (ICso= 11,85 + 0,20 pg x ml?)™, K dalsim
biologickym Gc¢inklm hippeastrinu patfi antimykoticky efekt vii¢i Candida albicans a antivirova aktivita
v0&i virlm Herpes simplex a Zika'®'1%3. Starsi literatura uvadi, Ze pUsobi sedativné!®, Protinddorova

aktivita, vi¢i Hep G2 buné&né linii, byla popséana také u lykoreninu (EDso= 1,2 pug x ml™). Na druhou
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stranu tyto alkaloidy vykazaly toxicitu i vi¢i nenadorovym primarnim burikdm mysich fibroblast(
LMTK?™, co? je pfi hledani novych Ié¢iv neZddouci. Vétsina alkaloid(i tohoto strukturniho typu vykazala
inhibiéni aktivitu va¢i GSK-3B, kde nejaktivnéjsi z nich byl masonin (ICso= 27,9 + 0,8 uM)*3.

Skupina alkaloidd galanthaminového typu ma jako zdklad struktury dibenzofuran’.
Nejvyznamnéjsim zastupcem je galanthamin, ktery se dnes vyuzivd v terapii AD jako inhibitor AChE.
Dalsimi alkaloidy tohoto typu, izolovanymi z N. pseudonarcissus cv. Duth Master, byly narwedin,
lykoramin a lykoraminon. Tyto latky jsou z pohledu potencidlniho vyuZiti v terapii AD, nebo nadorovych
onemocnéni, prakticky nevyznamné az na narwedin, ktery je pouzivany jako ldtka pro syntézu
galanthaminu. V literature byly popsany rlzné metody této pripravy. Jednd se o nékolikastupriové
postupy, z nichZ nékteré podléhaji patentové ochrané®®1%’,

Haemanthaminovy a krininovy strukturni typy jsou si velice podobné, jejich zaklad tvoti
ethanofenanthridin’3, Tyto dva strukturni typy se lii pouze prostorovou orientaci 5,10b-ethanového
mastku. V literatufe se nékdy slucuji do jedné skupiny, kde je haemanthaminovy typ oznadovan jako
B-krininovy a  krininovy jako a-krininovy. NejvyznamnéjSim alkaloidem ze skupiny
haemanthaminového typu je haemanthamin, ktery pUsobi cytotoxicky na Siroké spektrum nadorovych
linii (obr. 14) (tab. 11)%8. V literatufe byla v neddvné dobé popsana i farmakokinetika této latky
na potkanech po intravendznim podani*®®. Z pohledu protinddorové aktivity je zajimavy také jeho
derivdt haemanthidin, jehoZ cytotoxickd aktivita je srovnatelnd s haemanthaminem®*. Tyto dva
alkaloidy se vzajemné lisi pritomnosti hydroxyskupiny v poloze C-6 (obr. 14). Haemanthidin je
z rostlinného materidlu obvykle izolovan ve smési dvou diastereoizomer(, vét$inou v poméru 1:12%,
Jeho dostupnost je ve srovnani s haemanthaminem vyrazné nizsi. V literatufe se uvadi, Ze
protinddorovd aktivita alkaloidG s 5,10b-ethanovym mustkem je spojena s B-konfiguraci®>*. Z tohoto
dlvodu je v nasledujici tabulce (tab. 11) uveden pro porovnani i cytotoxicky potencial ambellinu,
v jehoz strukture je konfigurace zminéného mustku v a-poloze (obr. 14). Z tabulky je patrné, Ze tato
latka nevykazuje protinddorovou aktivitu na studované nadorové linie. VSechny tyto studie byly
provadény ve spolupraci s Lékafskou fakultou Univerzity Karlovy v Hradci Kralové®®,

Haemanthamin sdm o sobé nevykazuje inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterasam, ale na nasem
pracovisti byly pfipraveny jednoduché derivaty, predevsim aromatické estery, které tuto vlastnost
maji. Nejucinnéjsi derivaty byly prozatim 11-O-benzoylhaemanthamin (ICsg, suche = 5,9 £ 0,31 uM),
11-0-(2-methylbenzoyl)haemanthamin  (ICsg,ache= 18,2 = 1,3 uM; ICso, suche = 6,6 £ 1,2 uM)
a 11-0-(4-nitrobenzoyl)haemanthamin (ICso, ache = 14,7 £ 1,8 uM). Posledni uvedeny derivat vykazuje
i zajimavou inhibi¢ni aktivitu vi&i GSK-3p (ICso = 34,8 + 0,01 uM)*3L. Jmenované derivéty byly studovany
i z pohledu jejich mozného prostupu pres hematoencefalickou bariéru (HEB), coZ je duleZity faktor
pfi vyvoji latek pro terapii neurodegenerativnich onemocnéni. Latky vykazaly schopnost prochazet

pres HEB prostrednictvim pasivniho transportu. Podobny popis téchto experimentl je mozno nalézt
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v citaci Hulcovd et al. (2018)®3!. Samotny haemanthamin vykédzal ve studii zroku 2010 také
antiprotozodlni aktivitu vaci Trypanosoma brucei rhodesiense (ICso = 1,62 uM) a Plasmodium
falciparum  (1Cso = 2,29 pM)?°22%2 Dal§i izolovanou latkou této skupiny je alkaloid
seko-isopowellaminon, ktery byl podle dostupnych zdroji prozatim izolovany pouze ze tfi rostlin ¢eledi
Amaryllidaceae: N. poeticus cv. Pink Parasol'®®, Crinum asiaticum L. var. sinicum®**
a N. pseudonarcissus cv. Dutch Master3!, Tato latka byla pfed vlastni izolaci z rostlinného materialu
pfipravena polosyntetickou cestou z nornarwedinu?®. Z pohledu biologické aktivity, byl tento alkaloid

studovan pouze v nasi laboratofi, prozatim Zadnou zajimavou aktivitu nevykazal.

Haemanthamin Haemanthidin Ambellin
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Obr. 14: Graf proliferace bunécnych linii po aplikaci haemanthaminu. Doxorubicin pouZit jako

kontrolni l1atka®®. (1. HL-60, 2. Jurkat, 3. MOLT-4, 4. A549, 5. H1299, 6. COLO-201, 7. HT-29, 8. SW-480, 9. AGS,
10. PANC-1, 11. A2780, 12. Hela, 13. BT-549, 14. MCF-7, 15. MDA-MB-231, 16. SAOS-2, 17. NHDF)
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Tab. 11: Cytotoxické plsobeni vybranych amarylkovitych alkaloidd (proliferace bunék po 72 hod,
koncentrace 10 uM)*9®

bunécné linie | haemanthamin | haemanthidin ambellin lykorin doxorubicin
HL-60 4 4 111 2 2
Jurkat 18 23 99 5 4
MOLT-4 6 11 93 9 2
A549 33 38 95 27 46
H1299 20 28 91 18 28
COLO-201 12 14 97 14 46
HT-29 5 7 83 5 16
SW-480 21 25 92 20 29
AGS 21 33 100 22 5
PANC-1 37 38 94 36 63
A2780 38 52 96 39 45
Hela 16 25 92 15 30
BT-549 17 27 92 25 14
MCF-7 17 24 98 27 52
MDA-M2B-231 27 37 92 27 48
SAOS-2 34 35 96 27 23
NHDF 32 36 99 34 48

Hodnoty predstavuji bunécnou proliferaci po ovlivnéni alkaloidy a jsou vyjadreny jako procento proliferace neovlivnénych

kontrolnich bunék.

Tab. 12: Popis zkratek bunéénych linii z obr. 14 a tab. 11

zkratka bunécné linie vyznam zkratka bunécné linie vyznam
HL-60 akutni prom{ye.locytlcka PANC-1 pankreat|cky epiteloidni
leukémie karcinom
Jurkat akutni T bunécnd leukémie A2780 karcinom vajecnik
MOLT-4 akutni T bunééna leukémie Hela karcinom délozniho ¢ipku
A549 karcinom plic BT-549 karcinom prsu
H1299 nemalobunécny karcinom plic MCF-7 adenokarcinom prsu
COLO-201 kolorektalni adenokarcinom MDA-M2B-231 adenokarcinom prsu
kolorektalni karci
HT-29 olorektdIni adeno a,rcmom, SAOS-2 osteokarcinom
p53 mutantni
SW-480 kolorektalni adenokarcinom NHDF lidske ncf)rmalm dermlni
fibroblasty
AGS adenokarcinom Zaludku

Alkaloidy krininového typu jsou obecné Siroce rozsifeny mezi rostlinami celedi Amaryllidaceae.
Z N. pseudonarcissus cv. Dutch Master byly izolovany pouze dvé latky patfici do tohoto strukturniho
typu. Jedna se o krinin a epimaritidin, které se vyskytuji v této rostliné jen ve velmi nizké koncentraci.
Obé latky jsou z pohledu biologickych aktivit nezajimavé. V mezinarodnim patentu muizeme nalézt
studie zabyvajici se pripravou derivati krininu. Tyto derivaty byly studovany z pohledu protinddorové

aktivity studované na ridznych nadorovych liniich. Nékteré z nich vykazaly slibnou aktivitu, a proto jsou
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vhodné pro dal3i vyzkum?®. Jedinym zastupce tohoto strukturniho typu s vyraznou protinddorovou
aktivitou je vzacny alkaloid distichamin, izolovany z cibuli Boophone disticha Herb.2%,

Lykorinovy strukturni typ zahrnuje cyklické pyrollofenanthridinové alkaloidy 3. Z hlediska
biologické aktivity je nejvyznamnéjsim typem s cytotoxickymi ucinky. Hlavnim zdstupcem je lykorin,
ktery byl vlbec prvnim izolovanym alkaloidem z ¢eledi Amaryllidaceae. V roce 1877 byl ziskan
z N. pseudonarcissus 2%, Pfestoze v N. cv. Dutch Master tento alkaloid nalezen nebyl, stoji za to se
oném zminit z dlvodu jeho Sirokého spektra biologickych ucinkd. Nejvyznamnéjsi a nejvice
zkoumanou vlastnosti je cytotoxické plsobeni vici fadé nadorovych bunécnych linii (obr. 14, tab.
11)1%8:208 | ykorin inhibuje posledni krok syntézy kyseliny askorbové v mitochondrialni membrané, a tak
indukuje apoptézu, navic ma schopnost interagovat s mitochondridlni DNA3. Apoptéza
zprostiedkovana lykorinem je dale podporovéana aktivaci kaspas, produkci kyslikovych radikald nebo
regulaci Bcl-2 proteind, které maji schopnost regulovat propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany
a tak ovliviiovat proces buné&éné smrti?® . Studie ukazaly, Ze lykorin je U&inny i vi&i nddorovym liniim
rezistentnich k apoptéze jako jsou glioblastom, melanom, nemalobunécény plicni karcinom
a metastatické nadory*'°. Protinddorova aktivita lykorinu byla prokazana jak in vitro, tak in vivo

na mysich?!212 velmi dlleZitd vlastnost je jeho nizkd toxicita vaci zdravym a klidovym burikam?208:213-

Z dalich prozatim studovanych biologickych jsou to aktivity antitivirovd®*, antifungalni?®®,

antimalaricka?®® a protizanétliva

neinhibuje POP!?® ani GSK-3B%3, ale pfesto ma potencidl v Iééb& AD. Derivatizaci lykorinu byly
pfipraveny latky inhibujici AChE a BuChE?®, Lykorin déle disponuje neuroprotektivnim potencidlem
v(¢i excitotoxicité vyvolané glutamatem?%°,

Z cibuli N. pseudonarcissus cv. Dutch Master byly izolovany tfi alkaloidy lykorinového typu:
galanthin, O-acetylpluviin a karanin. Galanthin a O-acetylpluviin nevykazuji Zadné vyznamné biologické
ucinky. Karanin opét nevykazuje vyznamnou aktivitu vici AChE, BUChE a POP, ale studie ukazaly
pomérné dobrou inhibici GSK-3B (ICso= 30.8 + 0,3 uM)*3%, Karanin déle disponuje mirnou antifungalni
a antiproliferativni aktivitou!9%22°,

Jedinym alkaloidem tazettinového typu, ktery byl izolovan z N. cv. Dutch Master je tazettin.

173

Tento alkaloid je odvozen od 2-benzopyrano-[3,4-clindolu'’?. Z hlediska |écby AD nevykazuje

vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE, BUChE a POP a jen mirnou vic¢i GSK-3B. GSK-3B byla v rdmci
provedené screeningové studie inhibovdna timto alkaloidem ze 49 % pfi koncentraci 50 uM. Kromé

173

tohoto, je v literature popsano hypotenzivni a antimalarické plsobeni této latky'’?. Cytotoxické

® na rozdil od pretazettinu. Pretazettin je chemicky labilni

plsobeni tazettinu je nevyznamné®®
prekurzor tazettinu, ktery ma antivirové a protinddorové vlastnosti. Je zajimavé, Ze mald zména
ve struktute latky je spojena s dramatickou zménou biologické aktivity. Tyto derivaty se od sebe lisi

pozici hydroxylové skupiny na uhlicich C-6a a C-8 (obr. 16)?%, Studie ukazaly, Ze pretazettin vykazuje
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cytotoxickou aktivitu proti fibroblastické LMTK bunécné linii, inhibuje bunécny rist Hela bunék a je
terapeuticky ucinny proti Rauscherové leukémii, Ehrlichovu karcinomu, spontanni lymfoblastické
leukémii a Lewisovu karcinomu plic (ICso v rozmezi od 4,12 do 8,85 uM). Jedna se také o jeden z nejvice
aktivnich amarylkovitych alkaloidd G¢innych proti MOLT-4 akutni lymfoblastické buné&iné leukémii??2,

Jeho nevyhodou je velmi nizkd dostupnost z rostlinného materidlu.

Obr. 15: Strukturni odliSnosti tazettinu a pretazettinu

Posledni izolovanou latkou z N. pseudonarcissus cv. Dutch Master byl heterodimerni
Amaryllidaceae alkaloid narcimatulin (obr. 13). Tento novy alkaloid byl izolovdan pouze v malém
mnozstvi, které umoznilo jen jeho strukturni identifikaci a provedeni studii ve spojeni s terapii AD
(ICs0, Buche = 5,90 + 0,23 pM, ICso, pop = 29,2 + 1,0 UM a ICs, ask-3p = 20,7 + 2,4 uM)*3L, Izolované mnoZstvi
neumoznilo studium protinadorové aktivity. Z divodu nizkého vytézku je budouci vyuZiti této latky
problematické.

Zavérem lze fici, Ze alkaloidy c¢eledi Amaryllidaceae, ackoli jsou predmétem mnohych vyzkumu
a byla na nich provedena celd rada test(, jsou stéle atraktivni z hlediska ziskavani novych latek pripadné

jejich derivatd se zajimavou biologickou aktivitou.
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4. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky

Kandidat: Mgr. Daniela Hulcova

Skolitel: Doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Nazev disertaéni prace: Biologicka aktivita alkaloidl Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master
(Amaryllidaceae)

Klickova slova: Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master, Amaryllidaceae, alkaloidy, AChE, BUChE,

POP, GSK-3B, biologicka aktivita.

Cibule z Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master z Celedi Amaryllidaceae byly spolu
s dalSimi druhy rodu Narcissus podrobeny bio-guided studii. Tato studie hodnotila sumarni alkaloidni
extrakty z pohledu jejich cholinesterasové inhibicni aktivity. Navic byly provedeny podrobné GC-MS
analyzy za ucelem identifikace jednotlivych sloZzek. Na zakladé ziskanych vysledk( byl vybran Narcissus
pseudonarcissus L. cv. Dutch Master jako vhodny zdroj Sirokého spektra amarylkovitych alkaloidd.
Cerstvé cibule tohoto narcisu byly extrahovany ethanolem a sumarni extrakt byl separovén
na jednotlivé frakce pomoci sloupcové chromatografie za vyuziti oxidu hlinitého a silikagelu jako
stacionarni faze. Nasledné byla provedena stuprovitd eluce, kde mobilni fazi byla smés rlznych
pomér( benzin - chloroform a chloroform - ethanol. Nékteré frakce bylo nutno opakované rozdélit
pomoci sloupcové chromatografie. Nasledovala preparativni TLC a krystalizace, pomoci nichz byly
izolovany Ccisté latky. Chemicka struktura ziskanych latek byla uréena pomoci spektrometrickych
technik (MS, 1D- a 2D-NMR analyzy, opticka otacivost) a porovnanim ziskanych dat s literaturou.
Z Cerstvych cibuli bylo izolovdno 21 jiz znamych latek a jeden novy alkaloid (narcimatulin). Alkaloidy
izolované v dostatecném mnozstvi byly podrobeny testovdni na rdzné biologické aktivity spojené
s moZnou terapii Alzheimerovy choroby a nadorovych onemocnéni (inhibice vic¢i AChE, BuChE, POP,
GSK-3B, AKR3C1, cytotoxicita).

Cholinesterasovd inhibi¢ni aktivita byla stanovena in vitro spektrofotometrickou
modifikovanou Ellmanovou metodou. Inhibice POP byla stanovena za vyuziti Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu
jako substratu. Pro stanoveni inhibic¢ni aktivity vici GSK-3f byla pouZita in vitro luminiscenéni metoda
podle Baki et al. (2007).

Nékteré zizolovanych latek vykazaly zajimavou biologickou aktivitu. Za zminku z hlediska
inhibice lidskych cholinesteras stoji mimo galanthaminu, u kterého je tato vlastnost zndma,
i homolykorin s nasledujicimi hodnotami inhibice AChE 1Cso= 64 £ 4 uM, BUChE 1Cso = 151 + 20 uM.
Velmi slibné vysledky prokazala i nové izolovana latka narcimatulin, ktera ma silny inhibi¢ni potencial

v0ci BUChE ICsp = 5.90 + 0.23 uM. Tato latka dale velice dobfe inhibuje také POP ICso= 29,2 + 1,0 uM
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a GSK-3B 1Cs0=20,7 £ 2,4 pM. Zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici GSK-3B vykadzaly i masonin
1C50=27,9£0,8 UM a karanin ICso = 30,8 £ 0,3 uM. Rostlina Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch

Master je na zakladé ziskanych vysledk(l zajimavym zdrojem Amaryllidaceae alkaloidd.

43



Komentadr k souboru publikovanych praci

5. Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Mgr. Daniela Hulcova

Supervisor: Doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Biological activity of alkaloids Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master
(Amaryllidaceae)
Keywords: Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master, Amaryllidaceae, alkaloids, AChE, BuChE,

POP, GSK-3B, biological activity.

Bulbs of Narcissus pseudonarcissus L. cv. the Dutch Master of the Amaryllidaceae family, along with
other species of the genus Narcissus, was subjected to a bio-guided study. This study evaluated
summary alkaloid extracts using spectrophotometric Ellmans method and GC-MS analysis as a possible
source of biologically active Amaryllidaceae alkaloids. Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master
was selected as a suitable source for isolation of alkaloids. The fresh bulbs of this daffodil were
extracted with ethanol and the crude extract was separated into individual fractions by column
chromatography using alumina and silica gel as a stationary phase. Subsequently a stepwise elution
was performed, where the mobile phase was a mixture of different ratios of petrol - chloroform
and chloroform - ethanol. Some fractions had to be repeatedly partitioned by column
chromatography. This was followed by preparative TLC and crystallization by which pure compounds
were isolated. The chemical structures of the obtained substances were determined by spectrometric
techniques (MS, 1D- and 2D-NMR analysis, optical rotation) and by comparison of the obtained data
with the literature. From the fresh bulbs, 21 already known substances and one new alkaloid
(narcimatulin) were isolated. Alkaloids isolated in sufficient amount were tested for various biological
activities associated with possible therapy of Alzheimer's disease and cancer (inhibition against AChE,
BuChE, POP, GSK-3B, AKR3C1, cytotoxicity).

Cholinesterase inhibitory activity was determined in vitro by the spectrophotometric modified
Ellman method. POP inhibition was determined using Z-Gly-Pro-p-nitroanilide as a substrate.
To determine inhibitory activity against GSK-3[, an in vitro luminescence method was used according
Baki et al. (2007).

Some of the isolated compounds showed an interesting biological activity. Galanthamine is
known for its anticholinesterase activity. It is worth to mention also homolycorine, where for AChE
ICso =64 £ 4 uM and for BUChE ICso = 151 = 20 uM. Very promising results have also been demonstrated

by the newly isolated compound narcimatuline, which has a strong inhibitory potential against BuChE
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ICso = 5.90 £ 0.23 uM. This compound also very well inhibits POP ICso = 29.2 + 1.0 uM and GSK-3f

ICs0=20.7 £ 2.4 uM. Interesting inhibitory activity against GSK-3B was also shown by masonine

ICs0=27.9 £ 0.8 uM and caranine ICsp = 30.8 + 0.3 uM. Plant Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch

Master, based on the results, is an interesting source of alkaloids.
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