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1. UvVOD

Rostliny a jejich obsahové latky jsou nedilnou soucasti lidského Zivota. Jiz od nepaméti
jsou vyuzivany v rliznych formdach jednak jako zdroj potravy, ale také pro své lécebné,
respektive toxické Uc¢inky.! Lidové lé&itelstvi vychazi po staleti z prostych zkusenosti, které se
tradici nebo zaznamy prenesly do soucasnosti. Jak se spole¢nost postupné vyvijela, odkryvaly
se nové poznatky lécivého charakteru rostlin, ¢asti rostlin, které byly vyuZivany, se
nejriznéjSim zplsobem konzervovaly a sdalsim vyvojem se objevovala potieba
podrobnéjsiho zkoumani jednotlivych slozek, coz vedlo v 19. stoleti k prvnim izolacim tzv.
sekundarnich metabolitl rostlin v ¢istém stavu. Struktura téchto latek byla ¢asto objasnéna az
o mnoho let pozdéji.

Siroka biologickd aktivita sekunddrnich metabolitd rostlin jde ruku v ruce s jejich
neprebernym mnozstvim chemickych struktur a cela fada prirodnich latek je i v dne$ni dobé
vyuzivana v terapii nejriiznéjsich chronickych onemocnéni. Jednou z nejzajimavéjsich skupin
téchto metabolitll jsou alkaloidy. Jedna se o organické dusikaté slouceniny, které se vyskytuji
v urcitych druzich rostlin a jsou syntetizovany z aminokyselin, pripadné z meziproduktd
vznikajicich v prlibéhu biosyntézy terpenoidd, steroid(i, nékterych kyselin a purind. Vyznam
alkaloidd pro rostlinu neni doposud zcela objasnén, ale nejspiSe poskytuji rostlindm ochranu
pred $kadci a uplatiuji se v biosyntetickych pochodech.?

Vyznamnou a vyrazné biologicky aktivni skupinou alkaloidd jsou alkaloidy
amarylkovitych rostlin. Tyto slouceniny jsou produkovany vyhradné rostlinami celedi
Amaryllidaceae a vyznaduji se rozmanitosti struktur a vlastnosti.> Obecné jsou Fazeny
k isochinolinovym alkaloidiim z dlvodu jejich stejného biosyntetického prekurzoru tyrosinu.
Isochinolinové alkaloidy jsou na rozdil od alkaloid(i amarylkovitych produkovany mnohem
SirSim  spektrem rostlinnych c¢eledi napf. Papaveraceae, Fumariaceae, Rutaceae,
Berberidaceae adalSich. Zrostlin celedi Amaryllidaceae bylo do dnesni doby izolovano
a strukturné popsano pres 500 alkaloid( patficich do réiznych strukturnich typd. Rada téchto
latek byla testovana na nejriznéjsi ucinky a je zajimavé, Ze Casto je urcita biologicka aktivita
spojena s urcitym strukturnim typem. V soucasné dobé jsou tyto latky znamé predevsim diky
galanthaminu, ktery se klinicky vyuzZivd pod komerénim ndazvem Reminyl jako selektivni,
reverzibilni inhibitor acetylcholinesterasy (AChE) v symptomatické |écbé Alzheimerovy

choroby (AD). Choroba se klinicky projevuje jako demence a je to také jedna z primarnich
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pri¢in umrti a v soucasné dobé se stava také velkym socidlnim problémem. Dalsi zajimavou
latkou je lykorin, ktery se vyznacuje Sirokym spektrem biologickych aktivit, z nichZ je v dnesni
dobé intenzivné studovana protinddorova aktivita indukci apoptdzy. # Vyhodou této latky je
jeho selektivita pro nadorové buriky a relativné nizka toxicita k zadstupclim bunék zdravych
nebo bunék klidovych.> Nemalou vyhodou lykorinu je jeho dostupnost z pfirodnich zdrojd,
jednad se o nejrozsifenéjsi amarylkovity alkaloid, coZz umoznuje izolaci v dostate¢ném mnozstvi
pro biologické studie a zaroven i pro pfipravu pfipadnych derivatu.

Tato doktorska disertacni prace se zabyva izolaci, identifikaci a biologickou aktivitou
alkaloid( izolovanych z cibuli rostliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol. Jmenovana rostlina
byla pro fytochemickou studii vybrana na zakladé GC/MS screeningové studie cca 80 riznych

péstovanych odrdd rostlin rodu Narcissus L. Zdmérem bylo vybrat pro fytochemickou studii

vvvvv

vvvvv

experimentl vytipovat latky pro podrobnéjsi biologické studie nebo pro pripravu derivatud

téchto latek.
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2. CIiLPRACE

Cilem této prace byla izolace a sledovani alkaloidu z cibuli taxonu Narcissus poeticus cv.
Pink Parasol z ¢eledi Amaryllidaceae za ucelem testovani jejich biologickych aktivit.
Dilci cile byly:

e detailni zpracovani literarni reserse tykajici se vyskytu alkaloid( v rodu Narcissus L.
a jejich biologické aktivity,

Parasol,

e urceni struktury na zakladé jejich fyzikdlné-chemickych vlastnosti (NMR, MS, opticka
otdacivost),

e stanoveni biologickych aktivit jednotlivych alkaloid( (inhibi¢ni aktivita vici lidskym
cholinesterasam, prolyl oligopeptidase a aldo-keto reduktase a dalSich vramci
navazanych spolupraci),

e vybér perspektivnich alkaloidli vhodnych pro dalsi podrobnéjsi biologické studie,

resp. pro pripravu derivatd za ucelem rozsiteni portfolia testovanych latek.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Alkaloidy rostlin celedi Amaryllidaceae

Rostliny produkuji velké mnoZstvi sekundarnich metabolitll se Sirokym spektrem
biologickych aktivit. Mezi takovéto rostliny patfi celed Amaryllidaceae (amarylkovité), kterd
zahrnuje okolo 1100 druhl jednodéloZnych viceletych cibulovitych rostlin a ty jsou
klasifikovany asi do 75 rodd.6 Mezi nejvyznamnéjsi rody, z pohledu poctu zastupcd, tak i jejich
vyuziti v lidovém lécitelstvi, patfi Narcissus L., Nerine Herb., Crinum L.” Rostliny éeledi
Amaryllidaceae jsou rozsifené predevsim v tropickych a subtropickych oblastech svéta, zfidka
zasahuji i do mirného aZ subalpinského podnebného pasma.® Celd fada téchto rostlin je
péstovana pro jejich krasné kvéty, za timto ucelem bylo vyslechténo velké mnozstvi jejich
zahradnickych a okrasnych péstovanych odrid, pficemz mezi nejcennéjsi patfi napt. rody
Amaryllis L., Clivia Lindl., Narcissus L.° U nds je moZné ve volné pfirodé nalézt zastupce tfi rodd,
jmenovité narcis (Narcissus L.)1°, bledule (Leucojum L.)! a sné%enka (Galanthus L.)*?, které

jsou vyobrazené na nasledujicim obrazku (Obr. 1).

4

a b C

Obr. 1 a-— Narcissus pseudonarcissus L., b — Galanthus nivalis L., c — Leucojum aestivum L.
Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou po staleti vyuzivané v lidovém lécitelstvi, prvni

dokumentované pouziti bylo zaznamendno jiz ve 4. stoleti pf. n. I. Hippokratem z Kdsu, ktery

doporucoval extrakt ve formé olejové emulze z cibuli narcist pFi 1é¢bé rakoviny délohy.3

Ve Francii se vyrabél ethanolovy odvar z narcisd, ktery byl podavan pfi astmatickych potizich.'4
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Dalsi hojné vyuzivanou rostlinou v lidovém |écitelstvi byla a je Lycoris radiata Herb., kterd ma
svoje zastoupeni predevsim v tradiéni ¢inské mediciné.'®> K tradi¢ni &inské mediciné také
neodmyslitelné patfi Narcissus tazetta L., ktery se pouzival k 1é¢bé koznich nador(. V Jizni
Americe byla starymi Mayi v tradi¢nim |écitelstvi vyuZivana rostlina Hymenocallis littoralis
Jacq. k 1é¢bé neoplastickych onemocnéni.'® Antineoplastickych G&inkd si v Jizni Africe vSimly
kmeny Zulud, kteti pouZivaly cibule Amaryllis belladonna L., Boophone disticha Herb. a Crinum
delagoense |. Verd.'” Na Arabském poloostrové byly cibule N. tazetta L. vyuZivdny jako
kontraceptivum. V nékterych lékarskych knihach miZeme najit zdznamy o uzivani narcist jako
antiepileptik i jejich vyuZiti k 1é¢bé infekénich koZnich onemocnéni.t4

Biologickd aktivita rostlin je ¢asto spojena s obsahem urcitého typu sekundarnich
metabolitl. V pfipadé celedi Amaryllidaceae jsou nejvyznamnéjsimi sekundarnimi metabolity
isochinolinové alkaloidy, které tvofi samostatnou skupinu a jsou oznacovany jako
amarylkovité alkaloidy. Biologicka aktivita téchto latek je velmi Siroka, v literature je uvadéna
protinddorovd, antimalarickd, antimikrobidlni, antivirovd, ddle schopnost inhibice
acetylcholinesterasy (AChE) a dal$i.* Ostatnim typam sekundarnich metabolitd byla u téchto
rostlin vénovana pouze okrajovd pozornost, jejich biologickd aktivita vétSinou nebyla ani
testovana. Do dnesni doby bylo izolovdno a identifikovano nékolik stovek téchto sloucenin,
které jsou klasifikovany do rGznych strukturnich typ(.® Z pohledu jejich biosyntetického
plavodu jsou tyto latky razeny mezi isochinolinové alkaloidy, nebot vychazeji ze stejného
prekurzoru tyrosinu. Prvnim izolovanym Amaryllidaceae alkaloidem byl lykorin (Obr. 2), ten se
podafilo ziskat jiz v roce 1877, struktura v3ak byla podrobnéji popsana aZ o 80 let pozdé&ji.3

Nejvyznamnéjsi latkou, ktera byla izolovana z amarylkovitych rostlin je v dnesni dobé
bezesporu galanthamin (Obr. 2), jehoz uvedeni na trh v roce 2000 pod komerénim nazvem
Reminyl, znamenalo pro pacienty s AD velky posun v lécbé. Galanthamin pUsobi jako
selektivni, reverzibilni inhibitor AChE, oproti ostatnim pouzivanym inhibitorim v terapii AD se
vyznacuje také schopnosti alostericky modulovat nikotinové receptory, ¢&imz brani
v desenzitizaci téchto receptorl a zvysuje ucinnost podavanych Iéciv (agonistll nikotinovych
receptord), kterd zlepsuji symptomatologii onemocnéni.'® Galanthamin byl pdvodné izolovén
z cibuli kavkazské snéZenky Galanthus woronowii Losinsk., pozdéji i z celé rady roda celedi
Amaryllidaceae; napf. Narcissus L., Zephyranthes Herb., Leucojum L., Lycoris Herb. dal$i.t?
Od uvedeni galanthaminu do praxe byla zpocatku vénovana velkd pozornost i dalSim

amarylkovitym alkaloidim jako potencidlnim inhibitorim AChE. V dnesni dobé jsou tyto latky
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intenzivné studovany z pohledu jejich protinadorové aktivity, kde mezi nejvice zkoumané latky
patfi jiz zminény lykorin, dale pankratistatin, haemanthamin a narciklasin (Obr. 2). Vzhledem
k pomérné dobré dostupnosti alkaloidd lykorinu a haemanthaminu z rostlinného materialu
jsou v souéasnosti studovany i rlizné semisyntetické derivaty téchto pfirodnich latek.?°

OH
HO,,

lykorin

OH O

pankratistatin haemanthamin

Obr. 2 Struktury galanthaminu, lykorinu, pankratistatinu a haemanthaminu

3.1.1 Biosyntéza a rozdéleni strukturnich typt amarylkovitych alkaloidu

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou syntetizovany v ramci biosyntetické cesty, kterd
je pojmenovana podle klicového meziproduktu norbelladinu jako tzv. norbelladinova cesta.
Syntéza vychazi z L-tyrosinu, ktery se méni na tyramin a L-fenylalaninu, ten je pfeménovan

na 3,4-dihydroxybenzaldehyd a jejich spojenim vznika 4-O-methylnorbelladin (Obr. 3).%
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HO

O-methylnorbelladin

Obr. 3 Syntéza klicového meziproduktu 4-O-methylnorbellladinu

Podle zplsobu intramolekuldrniho oxidativniho spojeni vySe zminéného klicového
meziproduktu vznika 9 zdkladnich strukturnich typ(, které jsou pojmenované podle hlavniho
zastupce (Obr. 4). Mezi hlavni typy patfi: norbelladinovy (belladin), galanthaminovy
(galanthamin), haemanthaminovy (haemanthamin), homolykorinovy (homolykorin), krininovy
(krinin), lykorinovy (lykorin), pankratistatinovy (narciklasin) a tazettinovy (tazettin). Jak je vidét
na nasledujicim obrdzku (Obr. 4) haemanthaminovy a krininovy typ se liSi pouze v prostorové
orientaci 5,10b-ethanového mustku. Mezi hlavni strukturni typy je fazen i montaninovy skelet,
zastoupeny hlavnim alkaloidem montaninem, biosynteticka cesta vedouci ktomuto

strukturnimu typu, ale nebyla doposud zcela objasnéna.
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Obr. 4 Biosyntéza zakladnich strukturnich typt Amaryllidaceae alkaloidt
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V ramci velkého mnozstvi fytochemickych studii byla izolovana a identifikovana rada
latek patficich do dalSich strukturnich typa. Tyto strukturni typy jsou ¢asto zastoupeny pouze
jednou popsanou latkou, nebo byly nalezeny pouze v jediném rodu ¢i rostlinném druhu.
Castou se jedna o latky izolované v mnoZstvi jednotek miligramd, které umoZfiovalo pouze
strukturni analyzu a o jejich biologické aktivité neni ve vétsiné pripadl nic znamo. Jedna se
napf. o nasledujici strukturni typy: gracilinovy typ (gracilin), augustaminovy typ (augustamin),
gracilaminovy typ (gracilamin).?2 Kompletni pfehled v3ech strukturnich typd s vyétem hlavnich
alkaloidu a jejich rostlinnych zdroju je shrnut v nasledujici tabulce (Tab. 1). Zvlastni skupinou
jsou alkaloidy patfici do mesembranového strukturniho typu, které byly identifikovany
a izolovany pouze u dvou druhi narcis(l, jmenovité Narcissus triandrus L. a Narcissus pallidus
Garells.?! Tyto alkaloidy jsou strukturné podobné alkaloidim krininového typu, a proto se
predpokladalo, Ze budou mit stejny biosynteticky ptvod. Dalsi studie zabyvajici se biosyntézou
amarylkovitych alkaloidd vSak ukdzaly jinou biosyntetickou cestu, i kdyz ze stejnych

prekurzor(. Vyznamnym zdrojem téchto alkaloidi je rod Sceletium L. (Aizoaceae).??

Tab. 1 Vsechny strukturni typy alkaloidl dosud izolovanych z celedi Amaryllidaceae, jejich

hlavni zastupci a rody, ze kterych byly izolovany

Strukturni typ Hlavni zastupce Rod
HiC
Crinum L.23
Norbelladinovy Belladin Lycoris Herb.?*

o)
HsC™ CH ;

s e Nerine Herb.?
HiC N

Amaryllis L.2°
Ammocharis Herb.?’

Brunsvigia Heist.??

OH Crinum L.%8
HO,, )
., N ) Eucharis Planch.?®
Lykorinovy Lykorin ]
<O Hippeastrum Herb.??
0 N Hymenocalis Salisb.?®

Leucojum L.??
Narcissus L.22

Zephyranthes Herb.3°
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Tab. 1 Vsechny strukturni typy alkaloidd dosud izolovanych z ¢eledi Amaryllidaceae, jejich

hlavni zastupci a rody, ze kterych byly izolovany

Homolykorinovy Homolykorin

Clivia Lindl.?
Galanthus L3132
Haemanthus L.33
Lycoris Herb.3*

Narcissus L.31

‘\\\O H

Krininovy o} Krinin

Ammocharis Herb.??
Brunsvigia Heist.??
Crinum L.%8

Eucharis Planch.®®
Narcissus L.2?
Nerine Herb.?>

Hymenocallis Salisb.3®

Haemanthaminovy Haemanthamin

Herb.??

Brunsvigia Heist.??

Ammocharis

Crinum L.%8
Eucharis Planch.?
Narcissus L.??
Nerine Herb.?>

Hymenocallis Salisb.3®

Tazettinovy Tazettin

Crinum L.%8
Galanthus L.37
Hippeastrum Herb.??

Hymenocallis Salisb.38

Montaninovy Montanin

Boophone Herb.??
Haemanthus L.33
Hymenocalis Salisb.3°

Narcissus L.4°

Gracilinovy Gracilin

Galanthus L.37
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Tab. 1 Vsechny strukturni typy alkaloidd dosud izolovanych z ¢eledi Amaryllidaceae, jejich

hlavni zastupci a rody, ze kterych byly izolovany

Cyrtanthus Aiton*!

Galanthus L.37

Plikaminovy Plikamin

OH

] Galanthus L.*
Galanthindolovy Galanthindol

Lycoris Herb.3*

Crinum L.?3
Hymenocallis Salisb.*3
Galanthaminovy _CHjs Galanthamin Leucojum L.**

Lycoris Herb.34

Narcissus L.22

Hymenocallis Salisb.*
Pankratistatinovy Narciklasin Brachystola Girard?®

Lycoris Herb.3*

O Crinum L4
Trisphaeridin Cyrtanthus Aiton*!
_N

Hymenocallis Salisb.*?

Phenantridinovy <0 O
o)

. ’ H \\\\ . .
Cheryllinovy H C/OI;@ Cheryllin Crinum L%
3
N
HO “CH,4

o)
Buflavinovy HyC Buflavin Boophone Herb.*®
HaC
N

\
CH,
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Tab. 1 Vsechny strukturni typy alkaloidd dosud izolovanych z ¢eledi Amaryllidaceae, jejich
hlavni zastupci a rody, ze kterych byly izolovany

H;C—0 O/CH3O
S “CH,
Kripowellinovy Kripowellin B Crinum L%
HO
Augustaminovy . Augustamin Crinum L.?3
Gracilaminovy Gracilamin Galanthus L.>°
Pallidiflorinovy Pallidiflorin Narcissus L.>!
Galasinovy Galasin Galanthus L.??
Hostasininovy Hostasinin Lycoris Herb.*?
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Tab. 1 Vsechny strukturni typy alkaloidd dosud izolovanych z ¢eledi Amaryllidaceae, jejich

hlavni zastupci a rody, ze kterych byly izolovany

CHj3
CH3

Mesembrin

Mesembranovy Joubertiamin Narcissus L2153

Skeletin A4

HaC

/

22



3.2 Biologicka aktivita alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae

Jak jiz bylo uvedeno v Uvodu alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae se vyznacuji Sirokym
spektrem biologickych aktivit, celd fada latek i jejich pfipravenych analog byla podrobena
velkému mnozstvi studii. Mezi nejvyznamnéjsi aktivity patfi jejich protindadorova aktivita

indukci apoptdzy>4°>° a inhibi¢ni aktivita vici AChE.>’

3.2.1 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jako latky vyuzitelné v terapii Alzheimerovy

choroby

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni spojené se starnutim
populace, které se projevuje poruchou paméti a kognitivnich funkci. RozliSujeme dvé formy
AD a to ¢asnou a pozdni, zplsob |é¢by se nelisi.’® Onemocnéni Ize rozdélit do nékolika stadii,
dle samostatnosti postizeného a Urovné ztraty paméti. Pocatecni stadium je charakteristické
poruchou uceni se novym informacim, pacient hleda odloZené predméty a zapomina
vykonavat béziné ukony, ale stale je sobéstacny. Ve druhém stadiu dochazi k prohloubeni
deficitu paméti a pacienti si vybavuji pouze hluboce vstipené informace. V prabéhu tohoto
stadia nemoci nastupuje obdobi dezorientace, kdy si pacienti nevybavuji mista svého bydlisté
ani jména svych blizkych. V poslednim tfetim stadiu dochdzi k Uplné ztraté paméti, postizeni
si vybavuji pouze utrzky informaci a nedokazou se naudit Zadnym novym vécem. Pacienti
nepoznavaji své blizké a jsou nesobéstaéni.>® Vzhledem k tomu, Ze doposud neni objasnéna
vlastni pri¢ina tohoto zavainého onemocnéni, |écba je stdle pouze symptomaticka.
Etiopatogeneze onemocnéni neni sice dostatecné vysvétlena, ale je znama celd fada moznych
teorii. Hlavni teorie vzniku AD jsou cholinergni a amyloidni hypotézy.>°

Podle cholinergni teorie v mozku dochazi ke snizeni hladin neurotransmiteru
acetylcholinu a degeneraci cholinergnich neuron(. Jednim ze zp(sob( jak tuto ztratu ¢aste¢né
kompenzovat jsou inhibitory AChE. Prostfednictvim AChE je u nemocnych pacientd
modulovan metabolismus amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktery se pfirozené
vyskytuje v neuronech. U zdravého ¢lovéka je APP Stépen a-sekretasou na fragmenty, které
dosahuji délky do 40 aminokyselin (AMK). Takto velké fragmenty jsou rozpustné a maji dvé
dalsi fyziologické funkce: jednak neuroprotektivni a dale se podili na tvorbé novych synapsi.

Za patologickych podminek u pacientd postizenych AD dochazi ke Stépeni APP
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prostfednictvim B- a y-sekretasy, takto vznikaji fragmenty delsi nez 40 AMK. Tyto fragmenty
extraceluldarné koaguluji, polymerizuji a davaji tak vzniku B-amyloidu ve formé fibril (Obr. 5),
které se nazyvaji amyloidni plaky. Komplex takto vzniklych fibril je mnohem toxictéjsi nez
fibrily samotné. V misté vzniku plak(l dochdzi k oxidaénimu stresu, k narudeni hladin Ca?*,
k poruse funkce mitochondrii a k produkci volnych kyslikovych radikal( a cytokinG, k aktivaci

cyklooxygenasy Il a nasledné k apoptdze.>®

Non-amyloidogenic m

Amyloidogenic
pathway

Extracellular Intracellular

Obr. 5 Vznik fibril B-amyloidu®®

Amyloidni teorie se pfiklani k vysvétleni, Ze dlivodem ukladani AB do fibril je porucha
metabolismu APP. Zaroven dochadzi i k poruse metabolismu t-proteinu. U zdravého jedince
T-protein ovliviiuje axondlni transport a zpeviiuje neurondlni mikrotubuly tim, Ze se podili
na inkorporaci tubulinu do mikrotubull a jejich stabilizaci. U nemocného AD je tento protein
ve vétsi mite fosforylovdn a misto vystavby mikrotubulli dochazi k tvorbé parové helikalnich
filament, kterd se shlukuji do neurofibrilarnich klubek (NFTs) (Obr. 6). Takto postizené neurony
ihned zanikaji.®® Mezi vyznamné enzymy, které ovliviiuji vznik t-proteinu pat¥i cyklin-
dependentni kinasa 5 (CDKS5), ktera ovliviiuje funkci synapsi a procesy paméti. V patologickém
stavu dochézi k jeji hyperaktivaci a nasledné zvy$ené tvorbé APP.' Druhym enzymem je

glykogensynthasa kinasa (GSK-3pB),%? kterd hraje duleZitou roli v prozénétlivych procesech.
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Inhibitory GSK-3B mohou sniZit neuronalni zanét, toxicitu plakll a mohou ovlivnit plasticitu

nervovych synapsi.%3

Microtubule Subunits

Tangled Clumps
.~ of TauProteins

Obr. 6 Vznik neurofibrilarnich klubek®

V terapii AD se dnes vyuzivad biologickych ale i dalSich podplrnych metod. Velmi
dilezita je zdkladni péce o pacienta, k niz nalezi reedukace dennich aktivit, konfrontace
srealitou a rGzné pocitatové techniky.”® K biologickym metoddam patfi predevsim
farmakoterapie; tu Ize rozdélit na kognitivni a nekognitivni. V ramci kognitivni farmakoterapie
dochdzi kovlivnéni acetylcholinergniho systému. NejucinnéjSim zplsobem je podavani

Ve

inhibitord acetylcholinesteras — donepezilu, rivastigminu a galanthaminu.®® Jako méné uéinné
se jevi podavani prekurzor( acetylcholinu; nedostatecny efekt téchto latek je vysvétlovan
malou prostupnosti pres hematoencefalickou bariéru. DalSim zplGsobem lécby, ktery se
vyuziva predevsim v pokrocilém stadiu choroby, je zlepseni glutamatergni transmise pomoci
inhibice N-methyl-p-aspartatovych receptord (NMDA receptory), které jsou dulezité
pro mechanismy uceni a paméti. V terapii se vyuZiva pouze jedind latka, kterou je parcialni
inhibitor memantin.®®

Jednou z nejvyznamnéjsich latek s inhibi¢ni AChE aktivitou je pravé alkaloid izolovany
z Amaryllidaceae rostlin galanthamin (ICso = 1,07 uM).%” Poprvé byl izolovan z cibuli snéZenky
Galanthus woronowii Losinsk. a pozdéji i z dalSich rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Dfive se

vyuzival k antagonizaci ucinka latek vyvolavajicich neuromuskularni blokddu a pro terapii

paralytické poliomyelitidy nebo myasthenia gravis. Da se vyuzit i jako antagonista dechového
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utlumu, ktery je navozeny opioidy, dale antagonizuje centrdlni cholinergni syndrom vyvolany

droperidolem a diazepamem.®’

Nezddouci Ucinky jsou spojené sjeho cholinergnimi
vlastnostmi a patfi sem nevolnost, zvraceni, bolesti bficha, prljem a poruchy spanku.
Vyznamnym nezadoucim ucinkem je i Ubytek hmotnosti a chuti k jidlu.®® Pro vazebny Géinek
galanthaminu na enzym jsou dulezité nasledujici strukturni detaily: hydroxylova skupina
cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh, tercidrni aminoskupina a methoxyskupina
(Obr. 2).%°

Od zavedeni galanthaminu do praxe IéCby AD je vénovana velkd pozornost i dalSim
amarylkovitym alkaloidim jako potencidlnim inhibitoriim cholinesteras. V rdmci rdznych
studii bylo pfipraveno a testovano velké mnozstvi alkaloidnich extrakt( z rostlin této celedi.
Tyto screeningové studie slouzi predevSim kvybéru rostlinnych druhG vhodnych
pro fytochemické prace za Ucelem izolace aktivnich latek s cholinesterasovou inhibi¢ni
aktivitou. BohuZel, ne vZdy aktivita alkaloidniho extraktu rostliny koreluje s izolaci aktivnich
latek. Prikladem takovéto skutecnosti je aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli Nerine bowdenii
Watson, ktery byl pripraven v nasi laboratofi, analyzovan pomoci GC/MS a testovan
na inhibi¢ni aktivitu va¢i AChE i BuChE. Vzhledem k zajimavé aktivité v0c¢i BuChE
(ICso = 14,8 + 1,1 pg-ml )70 byla tato rostlina podrobena fytochemické studii, béhem které se
podafilo izolovat 22 alkaloidl rliznych strukturnich typd. BohuZel ani jedna z latek nevykazala
vyraznou inhibiéni aktivitu va¢i BuChE.”?

Vedle galanthaminu byly z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae izolovany dalsi slouceniny
svyssi nebo srovnatelnou AChE inhibi¢ni aktivitou. VétSina téchto Ilatek patfi
do galanthaminového nebo lykorinového strukturniho typu. Zrostlin Galanthus elwesii
Hook”?, Lycoris sanguinea Maxim.”> a nékolika mdlo dalsich byl izolovan alkaloid
galanthaminového strukturniho typu sanguinin (Obr. 7), ktery ma ve své struktufe misto
methoxyskupiny hydroxyskupinu (zbytek molekuly je totozny se strukturou galanthaminu).
Tato mald zména ma za nasledek aZz desetinasobné zvySeni inhibiéni aktivity oproti
galathaminu’* (Tab. 2). Stejny efekt byl popsén i u latek s allylovou skupinou na atomu dusiku,
jako je N-allylnorgalanthamin a N-(14-methylallylnorgalanthamin) (Obr. 7).#* Oproti tomu
zaména pozice methoxyskupiny s hydroxyskupinou, jak je tomu v molekule chlidanthinu
(Obr. 7), méla zcela opaény efekt’”> a doslo ke ztraté aktivity (Tab. 2). Dalsi alkaloidy se
zajimavou inhibiéni aktivitou galanthaminového strukturniho typu jsou leukotamin

(ICso= 5,3 uM) a O-methylleukotamin (ICso = 6,0 uM) (Obr. 7). 7
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Obr. 7 Alkaloidy galanthaminového strukturniho typu s acetylcholinesterasovou inhibi¢ni
aktivitou

Nékteré Amaryllidaceae alkaloidy patfici do lykorinového strukturniho typu jsou
v literatufe uvddény jako zajimavé AChE inhibitory. Asi nejvyraznéjsi latkou je
1-O-acetyllykorin (Obr. 8), pro ktery se udava, Ze je az 2x aktivnéj$i nez galanthamin.” Tato
l[atka byla izolovdna v ramci fytochemické studie Nerine bowdenii Watson a byla testovana
v nasi laboratofi na inhibici vici erytrocytarni AChE. BohuzZel v provedenych studiich se tato
latka jevila jako zcela neaktivni.”* Na zdkladé zcela rozdilnych vysledku byla latka podrobena
studii na inhibicni aktivitu vici komeréné dostupné AChE z elektrického uhore, tak jak tomu
bylo ve starsich studiich, ve kterych byl 1-O-acetyllykorin uveden jako silny inhibitor AChE.
V ramci této studie byla ziskand mnohem zajimavé;jsi hodnota ICso (ICso = 28,40 + 0,35 uM)
oproti inhibici erytrocytdrni AChE (ICso > 1000 uM), ale i tak nedosahuje hodnot uvadénych
ve star$i literatufe (ICso=0,96 + 0,04 uM).”” Mezi dalsi alkaloidy lykorinového typu se
zajimavou inhibiéni aktivitou patfi assoanin (ICso = 3,87 uM) a oxoassoanin (ICso= 47,21 uM)”’4
(Obr. 8). Vyssi inhibi¢ni aktivita téchto alkaloidli oproti alkaloidiim lykorinového strukturniho

typu je vysvétlovana postavenim kruhu C, ktery do molekuly pfinasi urcitou planaritu.
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Alkaloidy krininového typu byly v literatufe uvadény jako velmi slabé inhibitory AChE.
V ramci fytochemickych praci na rostliné Chlidanthus fragrans Herb. byl izolovan alkaloid
undulatin (Obr. 8), ktery byl podroben studii na jeho inhibi¢ni aktivitu a zaroven byl studovan
typ inhibice a schopnost této latky prestupovat pfes hematoencefalickou membranu.’®
Na zakladé vysledkl se tato latka jevi jako pomérné zajimava i s ohledem na schopnost
inhibice prolyl oligopeptidasy (POP), o které bude pojednano ddle. Z rostliny Nerine bowdenii
Watson byl izolovan spole¢né s undulatinem i dalsi alkaloid krininového typu powellin (Obr.
8), ktery se také vyznacoval zajimavou inhibi¢ni AChE aktivitou srovnatelnou s undulatinem

(Tab. 2).7?

assoanin oxoassoanin 1-O-acetyllykorin

CH
o) e

W0
O
<o O N

Och, "o,
undulatin powellin

WOH

Obr. 8 Amaryllidaceae alkaloidy ostatnich strukturnich typl s AChE inhibi¢ni aktivitou

Co se tyka inhibice BuChE, je v literature prozatim omezené mnoizstvi informaci,
prakticky vSechny studie zabyvajici se inhibi¢ni aktivitou Amaryllidaceae alkaloid(i pochazeji
pouze znaSi laboratofe. Zatim nejzajimavéjsi latkou je 4°-O-demethylbelladin
(ICso0=30,7£4,2uM), jehoz aktivita je srovnatelnd s aktivitou galanthaminu

(ICso = 43,3 + 1,3 uM) (Tab. 2).

4’-O-demethylbelladin

Obr. 9 Struktura 4’ -O-demethylbelladinu
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Zajimavym terapeutickym cilem a podpUlrnou lécbou u pacientl s AD by mohla byt
inhibice POP. Prolyl oligopeptidasa je cytosolova serinovd peptidasa Stépici malé peptidy
obsahujici aminokyselinu prolin. Substraty tohoto enzymu jsou napfiklad substance P,
vazopresin a nékteré peptidy. Tyto substraty plni funkci moduldtord kognitivnich funkci
a jejich degradace prostrednictvim POP muze urychlovat proces starnuti, pripadné hrat roli
pfi neurodegenerativnich onemocnénich.” V poslednich letech inhibice poutd pozornost
pro terapii schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy a kognitivnich poruch, které se vyskytuji
i u pacientd s AD.

Stejné jako u inhibice BuChE veskeré literarni Udaje tykajici se POP inhibice
Amaryllidaceae alkaloidU pochdzi z naSeho pracovisté. Prozatim bylo testovano cca 25 téchto
latek patficich dordznych strukturnich typl, znichz mezi nejzajimavéjsi patfi
9-O-demethylgalanthin izolovany ze Zephyranthes robusta (Herb. Ex Sweet) Baker.®°, jeho?
inhibi¢ni aktivita POP je srovnatelna s aktivitou isochinolinového alkaloidu berberinu
(ICs0=0,14 + 0,02 mM), ktery je povazovan za standardni inhibitor POP. Dalsi alkaloidy se
zajimavou POP inhibi¢ni aktivitou jsou 1-O-acetyllykorin, powellin (Obr. 8), bufanidrin

a acetylkaranin (Obr. 10, Tab. 2).

H3C\o

acetylkaranin bufanidrin

9-0O-demethylgalanthin

Obr. 10 Struktura vybranych Amaryllidaceae alkaloid s POP inhibi¢ni aktivitou

Tab. 2 Inhibiéni aktivity vybranych alkaloid( ¢eledi Amaryllidaceae vici AChE, BUChE a POP

Alkaloid ICs0 AChE (uM) | ICso BUChE (uM) | ICso POP (mM)
Sanguinin®’4 0,10+ 0,01 NT NT
Galanthamin®’4 1,07 +£0,18 43,3+1,3 > 100
N-Allylnorgalanthamin®44 0,18 NT NT
N-(14-Methylallyl)norgalanthamin®%4 0,16 NT NT
Chlidanthin®7> 147+ 6 422 +£15 NT
Leukotamin®76 5,3 NT NT
O-Methylleukotamin® 76 6,0 NT NT
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Tab. 2 Inhibi¢ni aktivity vybranych alkaloid(i ¢eledi Amaryllidaceae v(ci AChE, BUChE a POP

Oxoassoanin®74 47,21+1,13 NT NT
Assoanin®74 3,87 +0,24 NT NT
Lykorin®74 > 500 >1000 NT
1-O-Acetyllykorin®71 0,96 £ 0,04 176,2 £ 14,2 0,45+ 0,05
Undulatin®’8 23,0+ 1,0 >1000 1,96 +0,12
Powellin®7* 29,1+1,6 394,0+£4,8 0,77 £ 0,02
4’-0-Demethylbelladind 71 606,8 + 74,2 30,7 +4,0 0,37 + 0,03
Bufanidrin® 7? 72,6 £8,2 >1000 0,37+0,04
Acetylkaranin® 7% 443,7 £ 62,4 141,2+£12,6 0,65+ 0,04

a — galanthaminovy typ, b — lykorinovy typ, ¢ — krininovy typ, d — norbelladinovy typ,

NT — nebylo testovano

3.2.2 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jako latky vyuzitelné v terapii nadorovych

onemochéni

Onkologicka onemocnéni jsou jednou z nejéastéjSich pricin umrti ve svété. V Evropé
patfi onemocnéni rakovinou k druhé nejcastéjsi pficiné umrti hned po kardiovaskuldrnich
chorobdach.® Nejéastéji se objevuji nadory plic, prsu, tlustého stfeva, Zaludku a prostaty.
Vétsina postizenych umira v disledku rozsifeni metastaz a zasazeni Zivotné dulezitych organ.
Standardni [éCba se skladd z chirurgickych zakrok(, ozafovani a chemoterapie.
Chemoterapeuticka Iécba vsak mUzZe poskodit i zdravé tkané, coz ma za nasledek celou radu
vedlejSich ucinkd. Zavaznou komplikaci [é¢by onkologickych onemocnéni je také rezistence
nadorovych bunék vi&i pouZitému chemoterapeutiku.®! V nékterych pfipadech mize dokonce
dojit k rozvoji rezistence i na chemoterapeutika liSici se jak strukturné tak i mechanismem
uéinku. V takovych pfipadech pak mluvime o mnoholetné Iékové rezistenci.®? V soudasné
dobé tak nabyva na vyznamu hledani novych latek s cytostatickym ucéinkem, které by jednak
selektivné nicily nadorové buriky a zaroven neposkozovaly buriky zdravé.

Mezi takové slouéeniny patfi alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae®3, které se
vyznacuji protinadorovou aktivitou indukci apoptdzy. Vyhodou je navic jejich vysokd
selektivita vic¢i nadorovym bunkam a relativné nizka toxicita pro zdravé a klidové buriky.
Stejné jako v pfipadé schopnosti inhibice cholinesteras je i vtomto pripadé aktivita spojena
s urcitym strukturnim typem. Z doposud publikovanych studii je moZné konstatovat,
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Ze nejzajimaveéjsi protinadorovou aktivitu vykazuji alkaloidy lykorinového,
pankratistatinového, haemanthaminového a krininového strukturniho typu.®3

Mezi zajimavé Amaryllidaceae alkaloidy, které jsou v posledni dobé studovany
z pohledu protinddorové aktivity, patti lykorin (Obr. 11). Tato latka se vyznacuje Sirokym
spektrem biologickych Gcink(; spolu s dalsim alkaloidem lykorinového typu galanthinem
(Obr. 11) maji schopnost inhibovat syntézu kyseliny askorbové v jejim poslednim kroku,
inhibici L-galaktono-y-lakton dehydrogenasy, ktera se nachazi na mitochondridlni membrané,
¢imz dochazi k indukci apoptdzy. Lykorin interaguje s mitochondrialni DNA,%* déle puasobi
proti celé radé viri, jako je poliovirus, virus pravych nestovic a SARS-asociovany
koronavirus.®8>8687 Lykorin byl také testovan na antimykotickou aktivitu, kde byla zjisténa
aktivita vici Saccharomyces cerevisiae®®, Candida albicans a Lodderomyces elongisporus.®

Protinddorova aktivita lykorinu byla in vitro testovana na Sirokém spektru nddorovych
a zdravych linii. Pfehledovy ¢lanek z roku 2014°° uvadi 42 testovanych linii, ziskané 1Cso se
pohybovaly mezi hodnotami od 0,3 pg:mlt pro linii KB (ICs0=0,3 pg-ml?t), U373
(ICs0= 0,3 pg-ml )L, LMTK (ICso = 0,3 pug-ml?)®? aZ po jednotky pug-ml?, napfiklad pro linie Hela
(ICs0=6,33 pg'ml?), BCA-1 (ICso=1,6 pg-ml?), a celou fadu dalSich (Tab. 3). Hodnoty ICso
pro zdravé a klidové linie jako W138, WS1, a NHDFZ byly vyssi jak > 100 uM.*° Protinddorova
aktivita lykorinu byla prokdzana i v in vivo studiich u mysiho melanomu BL6 a Lewisova
plicniho karcinomu.?® V nedavné dobé bylo zjisténo, Ze lykorin vykazuje cytotoxickou aktivitu
vici nddorovym burikdm, které jsou rezistentni k apoptdze.®* Tohoto zjisténi se mlze vyuZit
pfi lécbé metastazujicich nadord, které jsou rezistentni k I1éCiviim indukujicim apoptdzu. Bylo
provedeno i nékolik studii zabyvajicich se analyzou bunééného cyklu. Pfi testovani lykorinu
na p-53 negativni linii lidskych promyelocytl HL-60 in vitro byla pozorovana zastava
bunécného cyklu v G2/M fazi a nasledna indukce apoptdzy, ktera byla doprovazena zvysenou
aktivitou kaspas-3, -8, -9.%> Dalsi studie byly provedeny na burikach lidského mnohodetného
myelomu KM-3, kde u bunék vystavenych ucinku lykorinu doslo k akumulaci v GO/G1 fazi
bunééného cyklu.®®

Mezi dalsi lykorinové alkaloidy s cytotoxickou aktivitou mulzeme zaradit
5,6-dehydrolykorin, karanin, 1-O-acetyllykorin, pseudolykorin a amarbellisin (Obr. 11, Tab. 3).
U 5,6-dehydrolykorinu byl zjistén cytotoxicky ucinek pfi testovani na nadorovych liniich HL-60,
CHG-5, SHG-44, U251, W480 (Tab. 3).°” 1-O-Acetyllykorin vyvolava apoptdzu u leukemickych

buné&énych linii Jurkat.''> Pseudolykorin inhibuje proteosyntézu ve stadiu tvorby peptidové
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vazby, ale na jiném misté neZ je tomu u lykorinu.’® Ungeremin, metabolit lykorinu, ma vliv

na inhibici bunééného rustu leukemickych linii (Obr. 11).%°

HaC

o)

karanin 1-O-acetyllykorin pseudolykorin

OH

0] O
<O _ N*

amarbellisin ungeremin

Obr. 11 Alkaloidy lykorinového strukturniho typu se zajimavou cytotoxickou aktivitou

Tab. 3 Inhibi¢ni aktivity rlstu nékterych studovanych Amaryllidaceae alkaloid( lykorinového

strukturniho typu vici vybranym nadorovym liniim

Alkaloid Bunécné linie in vitro 1Cso (UM) inhibice rlstu

HL-60 A549 OE21 Hs683 U373 HSC-2
Lykorin®0:107 1,1+0,1 | 4303 | 45+0,7 6,9+0,5 7,604 51+0,1
Pseudolykorin®9°7,112 NT 7,4+02 | 79+0,3 79%0,1 7,810,1 NT
Galanthin®® NT >10 >10 >10 >10 NT
Amarbellisin®%°? NT 7,2+0,3 | 6,7%0,2 8,3+0,3 7,3+0,2 NT
Karanin® NT >10 >10 >10 >10 NT
Ungeremin®® NT >10 >10 >10 83+1 NT

HL-60 CHGS SHG-44 U251 W480 U251
5,6-Dehydrolykorin®® | 10,8+1,6 | 10,2+16 | 9,4+1,3 | 11,8+0,7 | 11,6 +1,1 | 11,8+0,7

NT — netestovano
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Druhym strukturnim typem, ktery se vyznacuje protinddorovou aktivitou, je typ
pankratistatinovy, kde nejzajimavéjSimi slou¢eninami jsou pankratistatin a narciklasin
(Obr. 12). Pankratistatin puUsobi inhibicné na mnoho typl rakovinnych bunék
napf. na leukemické, bunky rakoviny prsu, tlustého stfeva, osteosarkom a dalsi. Aktivita
pankratistatinu je patrnd uz pfi nizkych koncentracich a minimalné ovliviiuje buriky zdravé.
Selektivita pankratistatinu byla potvrzena u dvou typ( kolorektdlniho karcinomu: p-53
mutovany HT-29 a p-53 wild type HCT 116 v porovnani se zdravymi fibroblasty CCD-18Co.
Pankratistatin indukuje apoptézu v nadorovych bunkach, presny biochemicky mechanismus
tohoto ucinku ale stdle neni zcela objasnén. Predpokladd se, ze plisobi v mitochondriich
na urovni mitochondrialni membrany.% Nevyhodou této latky je jeji pomérné problematicka
dostupnost z rostlinného materidlu, v némz je tato latka zastoupena pouze v minoritnich
mnoistvich. Tento alkaloid byl poprvé izolovan vroce 1984 z Pancratium littorale Jacq.'°?
Pfikladem dalsich zdroja je Hippeastrum vittatum Herb.'%2, kde byl izolovan z kvétd
a Pancratium maritimum L.1% Z dlvod( potfeby vétsiho mnoZstvi této latky pro podrobné;si
biologické studie byla vypracovdna fada syntetickych postupl, které jsou ale pomérné
naro¢né. Totdlni syntézy zahrnuji vidy minimélné 13 krokd!%* a vytéZek pankratistatinu se
pohybuje u vSech postupl do 10 %. Syntéza vychazejici z narciklasinu, ktery je z pfirodnich
zdroji dostupnéjsi, zahrnovala 10 krok(!® a byla vypracovdna a publikovdna v roce 2001
Pettitem a kol.1%

Narciklasin je antimitoticky a protinadorové pusobici alkaloid, ktery ovliviiuje bunécné
déleni v metafazi a inhibuje syntézu proteind v eukaryotickych bunkach interakci
s ribozomalni podjednotkou 60S, ¢imzZ inhibuje ¢innost peptidyltransferasy, ktera se podili
navzniku peptidové vazby.l®® Dile mulZe vytvafet komplexy s DNA nebo interagovat
s mikrotubuly déliciho vieténka.'®” Studie prokazaly cytotoxické plsobeni na buriky

adenokarcinomu MCF-7 a buriky karcinomu prostaty PC-3.108

OH O OH O

narciklasin pankratistatin

Obr. 12 Alkaloidy pankratistatinového typu se zajimavou cytotoxickou aktivitou
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Dalsim zajimavym strukturnim typem, ktery stoji z pohledu protinddorové aktivity
za zminku je haemanthaminovy, resp. B-krininovy typ, jak je v literatufe nékdy oznacovan.
Alkaloidy krininového a haemanthaminového typu se liSi pouze v prostorové orientaci
5,10b-ethanového mustku a je zajimavé, Ze tento fakt hraje klicovou roli, co se tyka
protinadorové aktivity téchto latek. Ta je spojena predevsim s haemanthaminovym
strukturnim typem, kde bylo identifikovano vice latek disponujicich touto aktivitou
(napt. haemanthamin,  haemanthidin,  krinamin);  z alkaloidd  krininového  resp.
a-krininového typu je tato aktivita popisovdna pouze u vzacného alkaloidu distichaminu, ktery
byl prozatim izolovan v miligramovém mnozZstvi z cibuli Boophone disticha Herb. a je
chemotaxonomickym znakem této rostliny.1%°

Protinddorova aktivita haemanthaminu a haemanthidinu (Obr. 13) byla zjiSténa
pfi testovani na nadorovych bunéénych liniich A549, OE21, U373, Hs683, SKMEL a B16F10
(Tab. 4). 110111 v této studii vykazoval haemanthidin vy3si cytotoxickou aktivitu neZ lykorin.'*!
Vyznamnym poznatkem ziskanym u obou alkaloid( je jejich protinadorovy Gcinek i u linii
rezistentnich va¢i apoptdze.!'! Dalsi testované linie byly HL-60, HSC-2 a leukemickd linie
Jurkat!??, u kterych obé latky indukovaly apoptdzu. Oba dva alkaloidy zpdsobuji zmény exprese
nékterych proteind ovliviiujicich apoptdzu a zastavovaly bunécény cyklus v G1 a G2/M fazi.
Haemanthamin navic selektivné inhibuje rlist nadorovych bunék, aniz by poskozoval buriky
zdravé. Tato schopnost byla prokdzana pfi studiich na nadorovych bunkach hepatocelularniho
karcinomu u potkand, kdy doslo k indukci apoptézy u nadorovych bunék a naopak nedoslo

k poskozeni lidskych embryondlnich bunék.>®

haemanthamin haemanthidin

Obr. 13 Struktura haemanthaminu a haemanthidinu
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Tab. 4 Protinadorova aktivita lykorinu, haemanthaminu a haemanthidinu

Bunécné linie in vitro ICso (LM) inhibice ristu
Alkaloid

SKMEL A549 OE21 Hs683 U373 B16F10 HT-29

Lykorin 8,4+0,2|43+03|51+04|6,7+£03 |7,6%0,2|6,3%£0,2| 1,2%0,1

Haemanthamin | 8,5+0,2 | 4,5+0,6 | 6,8+0,7| 70+03|7,7+0,5|6,8+0,2|0,59+0,01

Haemanthidin |4,2+0,2|4,0+04|3,7+0,2|4,3+0,238+0,2|3,1+0,2| 1,7+0,1

Distichamin (Obr. 14) vykazal ve studiich cytotoxicitu k nddorovym burikdm MCF-7
(ICs0=2,3 + 0,8 uM), Hela (ICsp=2,2 + 0,1 puM), G-361 (ICso=14,7 + 0,1 pM), K562
(ICs0=4,1+£0,9 uM) a CEM (IC50=4,5 = 1,6 uM), ale neni selektivni pouze k nadorovym
burikdm a pUsobi i na buriky zdravé.''*> Mechanismem Uc¢inku je redukce bunééného cyklu
v GO/G1 fazi a Sfazi a nasleduje zastava v G2/M fazi, kterd je zavisla na davce a aktivité
kaspas.114

Mezi dalsi studované alkaloidy tohoto typu patfi vittatin, ktery byl testovan
na bunéénych liniich HT-29 (ICs50=21,91 uM), H460 (ICs0=15,88 uM) a RFX393
(ICso= 29,57 uM), bohuzel nedosahoval takovych hodnot [Csp jako haemanthamin
a haemanthidin.'*> Testovany byly i 3a,6B-diacetylbulbispermin a 3a-hydroxy-6B-
acetylbulbispermin (Obr. 14); u téchto latek byla zjiSténa aktivita na nadorové linie HL-60

a mirné plsobily i na CCF-STTG1, CHG-5 a U251.%

WOH

3a-hydroxy-6p-acetylbulbispermin 3a,6p-diacetylbulbispermin distichamin

Obr. 14 Alkaloidy haemanthaminového a krininového typu s cytotoxickou aktivitou

Posledni zajimavou latkou je pretazettin, patfici do tazettinového strukturniho typu,
ktery byl testovan na bunkach mysiho i lidského lymfomu se zajimavymi vysledky. Nejvétsi
ucinek byl prokazan na T-lymfoidni bunky MOLT-4, buriky Rauschnerovy leukémie a bunky

Lewisova karcinomu. Pretazettin inhibuje aktivitu Pg-P, Hela bunék a potencuje aktivitu
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doxorubicinu vici mySim lymfoidnim bunkam. Mechanismem ucinku pretazettinu je inhibice

proteosyntézy ve fazi formovani peptidové vazby.®3

Tab. 5 Vyznam zkratek bunécénych linii pouZivanych pro testovani cytotoxicity

A549 Karcinom plic

B16F10 Mysi melanom

BCA-1 Karcinom prsu

CCD-18CO Lidsky stfevni fibroblast
CCF-STTG1 Astrocytom

CEM Lymfoblasticka leukémie
G-361 Melanom

H460 Karcinom plic

HCT 116 Kolorektalni karcinom

Hela Adenokarcinom délozniho Cipku
HL-60 Promyelocytarni leukémie
Hs683 Gliom

HSC-2 Dlazdicobunécny karcinom
HT-29 Kolorektalni adenokarcinom
CHG-5 Gliom

K562 Myelogenni leukémie

KB Epidermalni karcinom ust
LMTK Mysi fibroblasty

MCEF-7 Karcinom prsu

MOLT-4 Akutni lymfoblastickd leukémie
NHDFZ Lidské kozni fibroblasty

OE21 Nador dlazdicobunééného epitelu jicnu
RFX393 Adenokarcinom ledvin

SHG-44 Gliom

SKMEL Melanom

U251 Gliom

U373 Glioblastom astrocytom

W138 Lidské plicni fibroblasty

W480 Kolorektalni karcinom

WSs1 Lidské kozni fibroblasty
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3.2.3 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jako latky vyuzitelné v terapii protozoalnich

onemocnhéni

vyskytem v tropickém a subtropickém pasmu. Patfi mezi tzv. transmisivni ndkazy, tedy nakazy,
které jsou prendseny pomoci vektor(, vtomto pfipadé prostiednictvim komdra rodu
Anopheles. Malarie je zpuUsobena prvoky rodu Plasmodium, mezi nejzndméjsi patfi
P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale.*'® Nejrozsifenéjsim druhem je P. falciparum,
které byva zarover rezistentni na stavajici 1é¢bu chlorochinem.?! Mezi p¥iznaky malarie patfi
horecka, zimnice, bolest kloubl a poceni. V nékterych pfipadech mulzZe zpusobit
malarie se vyuziva artemisinin (Artemisia annua L.), ktery je pfirodniho plvodu, a to je
divodem pozornosti, kterd je vénovana pfirodnim latkdm pfi hledani novych 1égiv. 17
Antimalaricka aktivita vaci chlorochin-rezistentnim kmentdm D10 a FAC8 P. falciparum
byla studovana a zjisténa u lykorinu a 1,2-di-O-acetyllykorinu. DalSim testovanym alkaloidem
lykorinového typu byl 5,6-dehydrolykorin, ktery byl Géinny proti P. falciparum D-6 a W-2.4
Studiim byly podrobeny krinin, 11-O-acetylambellin a ambellin, které vykazovaly mensi
antimalarickou aktivitu proti uvedenym chlorochin-rezistentnim kmenUm. Aktivita
vuci rezistentnim  kmenlim  FCR3  byla zjiSténa také u derivatd lykorinu,
1,2-di-O-butanoyllykorinu a 1-O-propanoyllykorinu.''® Mezi alkaloidy haemanthaminového
a krininového typu vykazujici antimalarickou aktivitu patfi haemanthamin a krinamin,11%:120
Zavaznym protozodlnim onemocnénim je i leishmanidza, kterd je zplsobend prvoky
rodu Leischmania. Klinicky se projevuje pomalu se hojicimi viedy, které jsou u nékterych forem
pouze na kiZi, u zavaznéjsich pripadld se mohou vyskytovat i v nosohltanu, na sliznicich Ust
a chrupavéitych tkanich obli¢eje. Nékdy toto onemocnéni mulzie skonéit i smrtelné.t?!
Trypanosomoza, ktera je zplsobena prvokem Trypanosoma brucei, je pfi¢inou spavé
nemoci. Toto onemocnéni se projevuje zdurenim uzlin, anémii, kardiologickymi problémy
a onemocnénim ledvin. Posledni stadium nemoci je neurologické, kdy dochazi k napadeni
nervového systému projevujici se zmatenosti, Unavou a téZzkou malatnosti. Chagasova nemoc,
kterou zplsobuje Trypanosoma cruzi, , se projevuje horeckou, otoky vicek, zdurenim miznich

uzlin, hepatosplenomegalii aZ selhanim srdeéni svaloviny.'??
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Urcitou aktivitu vacéi T. brucei vykazoval pankracin, ktery disponoval i slabou
antimalarickou aktivitou. Antiparaziticka aktivita proti obéma kmenlm rodu Trypanosoma
byla zjisténa u nangustinu, ungereminu, 3-O-acetylsanguininu. Pankracin i nangustin byly
aktivni i proti prvoku Leischmania.'??

Dalsi pozornost je v literature vénovana Amaryllidaceae alkaloidim i z pohledu jejich
anxiolytické, protizanétlivé i antivirové aktivity, prozatim je téchto studii malé mnozstvil23 124,

z tohoto dlivodu zde nebudou rozebrany podrobnéji.
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3.3 Botanicka charakteristika rostliny Narcissus poeticus L. — narcis bily

PL33%. WNarcisse des poctes. Narcissus poeticus L.

Obr. 15 Narcissus poeticus L.1?>

Nazev ,Narcissus” pochazi z feckého slova ,narkao”, coz znamena strnuly a pochazi
z narkotickych ucinkG rostliny. Prirozenym vyskytem této rostliny je oblast stfedni a jizni
Evropy od Spanélska pres Francii, Svycarsko, Rakousko, Chorvatsko, Recko aZ po Ukrajinu. 127
Na jinych mistech doslo ke zplanéni jeho kultur. Péstovan vsak m{ze byt po celém svété.

Jedna se o vytrvalou bylinu dorstajici vysky 20-40 cm, ktera ma cibuli vejcovitého
tvaru o priiméru asi 20 mm. Listy jsou celokrajné, ¢arkovité, Siroké az 1 cm se soubéznou
Zilnatinou, prisedlé s listovymi pochvami a vytvareji prizemni riiZici. Kvéty jsou oboupohlavné
a navrcholu stonku se nachazi pouze jeden kvét. Pod kvétem se naléza toulcovity listen. Okvéti
je sloZzeno ze 6 bilych okvétnich listki ve 2 preslenech, které v dolni ¢asti srlstaji v trubku.
V usti trubky se nachazi pakorunka vytvarejici izky limecek, kterd je Zlutd s ¢ervené zbarvenym
vroubkovanym okrajem. Ty¢inek je 6, gyneceum je sloZeno ze 3 pestik(. Plodem je tobolka.12®

Pfirozend prostfedi vyskytu jsou rozmanitd, prevainé se vyskytuji na otevfenych

prostranstvich na horskych pastvinach a na brezich rek. Rostliny rostou pfevazné v kyselych
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pladach. Divoce rostouci populace narcist dnes z divoké prirody z mnoha mist vymizely, nékde

se mohou objevovat zplanélé péstované odrldy téchto rostlin.'?’

3.3.1 Alkaloidy izolované z Narcissus poeticus L.

Do dnesni doby bylo provedeno nékolik fytochemickych studii a bylo izolovano nebo
identifikovano (nejcastéji GC/MS technikou) 16 alkaloidli, které patii do nasledujicich
strukturnich  typG: lykorinového (lykorin, galanthin, poetaminin, narrcissidin),
haemanthaminového (haemanthamin), homolykorinového (homolykorin, lykorenin,
poetinatin), tazettinového (tazettin), narciklasinového (narciklasin) a galanthaminového
(galanthamin). V nasledujici tabulce jsou shrnuty a uvedeny struktury vsech alkaloidd

izolovanych z Narcissus poeticus L., jeho variet a péstovanych odrdd (Tab. 6).128

Tab. 6 Strukturni typy alkaloid(i izolovanych z Narcissus poeticus L. a jeho péstovanych odrad

Lykorinovy typ

Alkaloid R1

Vyskyt

Narcissus poeticus L.*%°
var. ornatus*3°

Lykorin H OH CH» cv. Actea®3!

cv. Daphne!®?

cv. Sarchedon!?®

Narcissus poeticus L.12°

' var. ornatus*3®
Galanthin H OMe Me Me

cv. Acteal3?

cv. Sarchedon!?®

Narcissus poeticus L.*%°

Poetaminin Ac OH CH»

var. ornatus30

9-O-Methylpseudolykorin H OH Me Me | Narcissus poeticus L.*%?°

Pluviin H H Me Me | Narcissus poeticus L.1%°
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Tab. 6 Strukturni typy alkaloidl izolovanych z Narcissus poeticus L. a jeho péstovanych odrid

A — Narcissidin — Narcissus poeticus L.1?°, N. poeticus. cv. Actea'3!, N. poeticus cv.

Sarchedon!??

B — Nartazin — Narcissus poeticus L.*?°

Homolykorinovy typ

Alkaloid R1 R, R3 ‘ Ra Rs Re | Vyskyt

Narcissus poeticus L.12°
Homolykorin | Me Me o} H Me | var. ornatus'3°

cv. Daphne!3?

Narcissus poeticus L.12°
var. ornatus**°
Lykorenin Me Me OH H Me Me | cv. Actea®??

cv. Daphne!®?

cv. Sarchedon!?®

Poetinatin — Narcissus poeticus var. ornatus*3°
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Tab. 6 Strukturni typy alkaloidl izolovanych z Narcissus poeticus L. a jeho péstovanych odrid

Haemanthaminovy typ

/ O\CH3
OH
o \\\\\E ;)
< ‘\\
o) I j\ N

Haemanthamin — Narcissus poeticus var. ornatus*3°

Galanthaminovy typ

Alkaloid R1 R2 Rs Ra | Vyskyt

Narcissus poeticus L.*2°
var. ornatus**°
Galanthamin OH H Me Me | cv. Actea®3!

cv. Daphne!®?

cv. Sarchedon!?®

Epinorgalanthamin | H OH Me | Me | Narcissus poeticus L.**°

Tazettinovy typ

Tazettin — Narcissus poeticus var. ornatus*3°

Narciklasinovy typ

OH O

Narciklasin — Narcissus poeticus cv. Actea®3!
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Tab. 6 Strukturni typy alkaloidl izolovanych z Narcissus poeticus L. a jeho péstovanych odrid

Montaninovy typ

Pankracin — Narcissus poeticus L.1%°
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4,

4.1

4.1.1

4.1.2

EXPERIMENTALNI CAST

Materialni a instrumentalni vybaveni pro izolaci alkaloidu

Chemikalie pro izolaci alkaloid

Vodny roztok amoniaku 22-25% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH;OH)
Diethylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et;NH)

Dusi¢nan bismutity zdsadity (Lachema, Brno) (BiNO3(OH), . BiO(OH))
Hydroxid sodny €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)

Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl.)

Jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)
Kyselina L-vinna p. a. (Balex, Pardubice) (C4aHesOs)

Kyselina sirovd 96% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (H2S04)

Uhli¢itan sodny bezvody €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,CO3)

Rozpoustédla

Aceton p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Me,CO)

Acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice) (MeCN)

Benzin Iékaisky RN vyhovujici CL a CSN 656544 (Ing. Svec — Penta, Praha) (Bz)
Cyklohexan €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH12)

Diethylether p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et;0)

Dioxan p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (C4sHsO>)

Ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)

Ethylester kyseliny octové €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

Chloroform €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCI3)

Chloroform deuterizovany pro NMR analyzu — Chloroform-d 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CDCls)

Methanol p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (MeOH)

Methanol deuterizovany pro NMR analyzu — Methanol-ds 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CDs0D)
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e Methanol HPLC (J. T. Baker, Denver, Netherlands) (MeOH)
e n-Hexan (Carlo Erba Reagents, Val-de-Reuil, France) (CsH14)
e Toluen p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsCHs)

e Voda supercista

4.1.3 Adsorbenty pro chromatografii

e Oxid hlinity (Al,03) neutrdlni, pro chromatografii, 63 — 200 um; Across (Lach-Ner,
Neratovice) pred pouZitim byl promyt smési CHCls : EtOH a vysusen. Aktivace probihala
pfi teploté 200 °C po dobu 8 hodin. Aktivni Al,03 byl po vychladnuti deaktivovan
pfidavkem 6 % vody a michan v uzaviené nadobé po dobu 1 hodiny

e Komercni analytické TLC desky Silica gel 60 GF2s4 for TLC (Merck Millipore, Praha) desky
o rozmérech 20 x 20 cm, pro kontrolni Ucely se pouZivaly desky o vySce 10 cm a Sirka
zavisela na poctu analyzovanych vzork(

Pro pripravu litych vrstev byl pouzit silikagel: Silica gel 60 GF2s4 (Merck Millipore, Praha)

4.1.4 Vyvijeci soustavy pouZzité pfi izolaci alkaloidt

Béhem izolacnich praci bylo pouzito celkem 10 rGznych mobilnich soustav. Jejich prehled

je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 7).

Tab. 7 Vyvijeci soustavy pro preparativni a analytickou tenkovrstvou chromatografii

Smés SloZeni

S1 cHx? : ToP : Et;NHE 24 : 24 : 2
S2 To:EtoNHO9: 1

S3 To:EtoNH 97 : 3

S4 To : EtOAcY : Et;NH 50:20: 3
S5 cHx : Benzin : Et;NH : EtOAc45:45:6: 4
S6 To:EtoNH95:5

S7 EtOAc: MeOH®9: 1

S8 EtOAc: MeOH 95 : 5

S9 cHx : Me,C08 : NH5f50:50: 1
S10 cHx : Me2CO:NH320:70:1

acyklohexan, Ptoluen, ¢ diethylamin, ¢ ethylacetdt, e methanol, f amoniak, & aceton
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4.1.5

Cinidla pro detekci alkaloidd

Dragendorffovo cinidlo (podle Muniera) bylo pfipraveno jako zasobni roztok smisenim

roztoku A (1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné rozpusténé v 80 ml

vody) a roztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) v objemovém poméru 1 : 1. Detekéni roztok byl

pfipraven smisenim 10 g kyseliny vinné v50 ml vody a 5 ml zdsobniho roztoku. Cinidlo

pro postfik i zasobni roztok byly uchovavany v chladniéce pfi teploté 4°C.

Mayerovo cinidlo bylo pfipraveno rozpusténim 5 g Kl ve 30 ml vody a do vzniklého

roztoku bylo pridano 1,35 g chloridu rtutnatého v prasku. Vznikla srazenina byla michana

do rozpusténi, vznikly roztok je bezbarvy nebo svétle Zluty. Cinidlo bylo uchovéavano

v chladnicce pfi 4°C.

4.1.6

4.1.7

Pomocny material

Kfemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha)
Silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)

Siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2S04)

Pristroje

Spektrometr EI/MS na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; El méd
70 eV; kolona HP-5 MS (30m x 0.25 mm x 0.25um) (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA)

Spektrometr ESI/MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Arcade, New York,
USA)

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

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

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

Vakuova odparka pro poloprovozni pouZiti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,

Schwabach, Germany)
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e Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland)

4.1.8 Databaze pouzivané pro vyhodnocovani vysledku

e Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA)
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4.2

4.2.1

4.2.2

Material a instrumentalni vybaveni pro stanoveni biologickych aktivit

Chemikalie pro stanoveni biologickych aktivit

Acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChl)

Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha) (C20H1sNO4Cl)

Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)

Diethylether p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et,0)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2POa)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO4 . 2H,0)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (DMSO)

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
Ethylester kyseliny octové p. a. (Sigma Aldrich, Némecko)

Galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., People Republic
of China) (C17H21NO3)

Glukosa-6-fosfat (Sigma Aldrich, Némecko) (CsH1309P)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche, Némecko)

Hydrogenfosforeénan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na;HPO,)
Huperzin A 98% (Tai"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., People Republic of China)
Chlorid draselny p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (KCl)

Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

NADPH (Sigma Aldrich, Némecko)

Oracin (Vyzkumny Ustav pro farmacii a biochemii, Ceskd republika)

Rekombinantni AKR1C3 (Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové)
Z-Gly-Pro-p-nitroanilid = 99% (Sigma Aldrich, Praha) (C13H16N40a4)

Z-Pro-prolinal 2 98% (Sigma Aldrich, Praha) (CigsH22N20a)

Pufry

5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 se pfipravi smisenim 57 ml roztoku A a 283 ml roztoku B

a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 10 mM roztok NaH2PO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno
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1,20 g NaH;POa). Zasobni roztok B je 10 mM roztok Na;HPO4 (v 1 litru roztoku je
obsaZzeno 1,42 g NaH,POa).

5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného 8,766 g chloridu
sodného p. a. se rozpusti v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a doplni se jim do 1000 ml.
100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4 se pfipravi smisenim 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku
B a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 200 mM roztok NaH;PO4 (v 1 litru roztoku je
obsazeno 24,0 g NaH;P04). Zasobni roztok B je 200 mM roztok Na;HPO4 (v 1 litru
roztoku je obsaZzeno 28,4 g Na;HPO4).

PBS: 100mM Na/K fosfatového pufru pH 7,4 obsahujici 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI —
roztok A byl pfipraven smisenim 0,68 g KH,PO4 a 1,5 g NaCl a rozpustén ve 100 ml
destilované vody. Roztok B se pfipravil rozpusténim 0,89 g NaH;PO4-2-H,0a 1,5¢
NaCl ve 100 ml destilované vody. Nasledné bylo smichano 20 ml roztoku a 100 ml

roztoku B.

Hodnoty pH byly kontrolovany u vsech pufrd na kalibrovaném pH metru PHM 220.

4.2.3

Pristroje

Microplate ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)
Mikrotitraéni desti¢ky 96 jamek (Fisher Scientific, Pardubice)

Odstredivka AVANTI J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California, USA)
Odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)

Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

Statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2006)
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4.2.4 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢ci AChE a BuChE

Roztok 5mM DTNB byl pfipraven prfimym rozpousténim prislusSného mnozstvi DTNB
v 100 mM fosfatovém pufru pH 7,4. Roztok smi byt jen slabé naZloutly. Cinidlo bylo
uchovavdano v chladnicce pfi 4°C po dobu maximalné 1 tyden.

Roztok 10mM ATChI byl pfipraven rozpusténim prislusného mnozstvi latky ve vodé.
Roztok musel byt ¢iry. Cinidlo bylo uchovavano v chladniéce pfi 4°C po dobu maximalné
1 tydne.

Roztok 10mM BuTChl byl pfipraven stejnym postupem jako roztok ATChl.

4.2.5 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢éi POP

Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu byl pfipraven rozpusténim pfislusSného mnozstvi

latky v 40% 1,4-dioxanu. Cinidlo bylo uchovavano v chladniéce pfi 4°C.
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4.3 Metody

4.3.1 Obecné postupy

Pfiprava rozpoustédel
Komercni rozpoustédla (vSechna kromé rozpoustédel deklarovanych pro HPLC a NMR)
byla pfed pouzitim destilovana dle standardniho postupu a destilat byl jiman podle tabelarnich

teplot varu pfislusnych rozpoustédel.

Odparovani a zahustovani extraktt a frakci
Sumadrni ethanolové extrakty pro izolaci alkaloidd byly odpafovadny na poloprovozni
vakuové odparce Laborota 20 Heidolph na vodni lazni pfi teploté 50 °C a tlaku 1,33 kPa.
Frakce ziskané ze sloupcové chromatografie eluci smési benzin : CHCls byly odpareny
na vakuové odparce Laborota 4000 Heidolph na vodni lazni pfi 35 °C. Frakce ze sloupcové
chromatografie ziskané eluci CHCls : EtOH a eludty ziskané pfi preparativnim TLC byly

odparovany stejnym zplsobem pfi teploté vodni lazné 40 °C.

Detekce alkaloidtli v roztoku
Béhem vytfepdvani alkaloidniho extraktu z vodné faze byla pfitomnost alkaloid(
ve vodné fazi prokazovana pomoci Mayerova ¢inidla.
Roztok zkoumaného vzorku byl po odstranéni organickych rozpoustédel okyselen
pomoci 2% HCI (pH 3) a tento roztok byl smichdn s nékolika kapkami ¢inidla. Pokud roztok

obsahuje bazické latky (alkaloidy) dojde ke vzniku vyrazné bélavé srazeniny.!*3

Suseni extrakttl a frakci, izolovanych latek a jejich skladovani

Alkaloidni extrakty, frakce i chemicky Cisté latky byly vysuseny ve vakuovém exsikatoru
(vakuum cca 1,33 kPa) nad susicimi perlami silikagelu minimalné 24 hodin. Po vysuseni byly
zaviené banky skladovdny v chladni¢ce pfi teploté 2-8 °C, v pfipadé extraktd a frakci

v atmosfére argonu.

Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven nalitim Al,O3 ve smési rozpoustédel, ktera byla
pouzita pro zahajeni eluce. Déleny alkaloidni extrakt byl nanesen na sloupec v podobé roztéru
s adsorbentem v poméru 1:4 (w/w), ktery byl pfipraven rozpusténim extraktu v malém

mnozstvi CHClz a pfidanim adsorbentu a nasledné michan na vodni lazni do odpareni
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rozpoustédla. Vznikly roztér byl nasledné vysuSen v exsikdtoru po dobu 24 hodin.

Chromatografie probihala formou stupriovité eluce.

Vakuova sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven za pouziti 7 g silikagelu, ktery byl navrstven
do kolony o priméru 2,5 cm do vysky pfiblizné 4,5 cm. Extrakt byl na sloupec nanesen
ve formé roztéru, jehoZ priprava byla popsdna vyse. Chromatografie probihala formou
stupnovité eluce zacinajici n-hexanem, ktery byl obohacovdn o ethylacetdt (0 — 100 %)
a nasledné byl ethylacetat obohacovan methanolem (0 — 100 %). Frakce byly jimany po 100
ml a obsah alkaloidG byl detekovdn pomoci TLC a nasledné postfikem Dragendorffovym

¢inidlem.

P¥iprava litych vrstev pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

Preparativni TLC desky s litou vrstvou byly pfipraveny nalitim suspenze komercéniho
silikagelu Silikagel 60 GF2s4 (6,5 g) a vody (20,5 ml) na sklenéné desky (rozmér 15 x 15 cm).
Pfed pouzitim byly desky suseny za pokojové teploty po dobu 24 hodin.

Preparativni tenkovrstva chromatografie (prep TLC)

Smés alkaloidl uréend k déleni byla rozpusténa ve smési CHCls : EtOH (1 : 1) a nanesena
na chromatografickou desku v linii startu 1 cm od okraji a 1,5 cm od spodni hrany desky tak,
aby mnoZstvi délené smési nepfesahovalo 3 mgcecm? u litych vrstev nebo
1 mg-cm™ u komerénich Merck desek. Po odpafeni rozpoustédel z nanasené smési alkaloid(
byly desky vyvijeny v nasycenych komorach (25 min) zvolenymi vyvijecimi smésmi
rozpoustédel. Jednotlivé desky mohly byt po vysuseni vyvijeny opakované za vyuziti stejné
nebo odlisné mobilni faze. Po jednondsobném nebo nékolikandsobném vyvijeni byly
chromatografické desky vysuSeny a analyzovany za vyuziti UV detekce (A =254 a 366 nm),
separované zény byly oznaeny preparativni jehlou a izolovany mechanickou separaci
z jednotlivych zén z chromatografické desky. Zéony s totoznym Rf ze vSech vyvijenych desek
byly spojeny. Separovany adsorbent byl smichan s kfemelinou Celite 535 a eluovan

v chromatografické trubici 15nasobnym mnozstvim smési CHCls : EtOH (1 : 1).

Detekce alkaloidli po tenkovrstvé chromatografii
Po TLC frakci ze sloupcové chromatografie, pfi kontrole Cistoty izolovanych latek
¢i pfi hledani vhodnych vyvijecich smési byly chromatogramy detekovany vizualné pomoci UV
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svétla pfi dvou rdznych vinovych délkach A=254 nm a A =366 nm. Chromatogramy
s ozna¢enymi zénami byly nasledné detekovany postfikem Dragendorffovym ¢inidlem. Cinidlo
bylo pouzito k postfiku suchych desek. V pfitomnosti alkaloidi se na chromatografické desce

objevily intenzivné oranzové skvrny.

4.3.2 Metody pouzité pro strukturni identifikaci izolovanych alkaloidt

GC/MS analyza

Analyza izolovanych alkaloidd byla provedena pomoci plynového chromatografu
Agilent 7890A GC 5975 pracujiciho s hmotnostnim detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV.
Separace byla provadéna na koloné HP-5. Byl pouzit nasledujici teplotni program: 100 °C —
180 °C (15 °C:min‘t), 180 °C (1 min), 180 — 300 °C (5 °C-mint), 300 °C (15 min). Jako nosny plyn
bylo pouZito helium o pritokové rychlosti 0,8 ml/min. Nastfik vzorku byl proveden pfi teploté
280 °C. Byl nastfiknut 1 pl methanolického roztoku sumarniho extraktu (koncentrace
1 mg-pl?) pfi splitu 1:10. Alkaloidy byly identifikovany porovnavanim jejich spekter se spektry
dostupnymi v komeréni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards
and Technology Library, USA), s daty publikovanymi v literatufe a se standardy latek, které

byly v nasi laboratofi jiz izolovany.

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

MS (ESI) spektra byla méfena pro latky neionizujici pomoci elektronové ionizace.
Spektra byla ziskdna pomoci spektrometru LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo s ionizaci
elektrosprejem v kladném médu a analyzdtorem byla iontova past. MS" byla provadéna

pfi kolizni energii 40 eV. Alkaloidni roztok v MeOH (1 mg-mlt) byl zavddén pfimo na sondu.

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS-Q-TOF MS (ESI))

Tato metoda byla vyuZivdna v pfipadé izolace latek novych, doposud nepopsanych,
apro originalné pfipravené derivaty hippeastrinu. Hmotnostni spektra byla méfrena
na spektrometru svysokym hmotnostnim rozliSenim Waters Synapt G2Si s ionizaci
elektrosprejem v kladném mdédu a kombinovanym analyzatorem — kvadrupdl s analyzatorem
doby letu. Vzorky byly méfeny vroztoku MeCN a bylo porovnavano teoretické m/z

s experimentalné zjisténym.
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Analyza pomoci nuklearni magnetické rezonance

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCls pfi teploté 25 °C na spektrometru VNMR
S500 pracujicim pfi 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 pro jadra 3C. K ozafovani a detekci
signalu byla pouZita sonda OneNMR, Sirokopasmovd dvoukanalova gradientovd sonda
s regulaci teploty. Chemické posuny byly méreny jako hodnoty & pars per milion (ppm) a byly
neptrimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci zbytkového signdlu rozpoustédla. Hodnoty
chemického posunu pro CDCls jsou u atom@ 1H 6 = 7,26 ppm a u atom@ 13C 6 = 77,0 ppm.
Mérenim ziskana data jsou uvadéna v nasledujicim poradi: chemicky posun (8), integrovana
intenzita spekter 1H NMR, multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet dubletu, t: triplet,
g: kvartet, m:multiplet) a interakéni konstanta J (Hz).

Dvoudimenzionalni (2D) NMR experimenty (gCOSY, gHSQC, gHMBC, NOESY) byly
méreny standardnimi sekvencemi dodanymi firmou Varian. Parametry méreni byly stanoveny
zejména podle mnoiZstvi vzorku, cistoty a molekulové hmotnosti. Pro upfesnéni jsou
v ndsledujicim odstavci uvedeny stru¢né popisy metod.

gCOSY (gradient corelation spectroscopy): 2D NMR technika, kde se crosspeak objevuje
mezi protony, které maji pfimé spojeni proton-proton ptes tfi vazby, 3/un.

gHSQC (gradient heteronuclear single quantum coherence): 2D NMR technika,
kde jedna osa predstavuje 'H a druhd 3C. Tato spektra pfedstavuji korelace mezi H a C
pres jednu vazbu.

gHMBC (gradient heteronuclear multiple bond coherence): 2D NMR technika, ktera
pomaha urcit korelace C s H pres 3 vazby (v nékterych pfipadech i 2 nebo 4 vazby).

NOESY (nuclear overhauser effect spectroscopy): 2D NMR technika, kde se crosspeak
objevuje mezi protony od sebe vzdalenymi do 6 A; intenzita crosspeaku klesd se zvysujici se

vzdalenosti proton( v prostoru.

Méreni optické otacivosti
Optickd otacivost alkaloidd byla méfena v jejich chloroformovych roztocich

na polarimetru P3000 a specifickd otacivost byla dopocitana podle vzorce:

100 X «

t _
[a]D_ CXl

t — teplota méreni; D — sodikovd ¢ara A = 589,3 nm; a — namérena otdcivost [°];

¢ — koncentrace méfeného alkaloidu [g-100 ml']; | — délka kyvety [dm)].
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4.3.3 Testovani biologické aktivity izolovanych alkaloidu

Pfiprava hemolyzatu a plazmy

Jako zdroj acetylcholinesterasy (HUAChE) je pouZit hemolyzat lidskych erytrocytu.
Zdrojem butyrylcholinesterasy (HuBuChE) je lidska plazma.

Erytrocyty se ziskaji z ¢erstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolnikd (18 ml
krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu). Bezprostfedné po odbéru se krev rozdéli stejnomérné
po 5 ml do Sroubovacich zkumavek a provede se centrifugace pfi rychlosti 4000 rpm pfi 4 °C
po dobu 10 minut. Po prvni centrifugaci se plazma odsaje tak, aby v ni nebyly erytrocyty,
a uchovava se do doby stanoveni aktivity BUChE v chladnicce pfti 4 °C (nejdéle vSak 6 hodin).

Zbytek plazmy zerytrocytarniho sedimentu se opatrné odsaje bezpopelnym
filtracnim papirem s hlazenym povrchem, jehoZz Spi¢ka je sestfizena, odelte se objem
erytrocytarni masy a tento sediment se zfedi takovym mnozstvim 5 mM fosfatového pufru
pH 7,4 obsahujicim 150 mM NaCl, aby byl objem suspenze 13 ml. Obsah se dobte promichd
a provede se centrifugace stejnym zplsobem, jak je uvedeno vyse pfi oddélovani plazmy.
Promyti timto zplsobem se provede celkem 3x a promyvaci kapalina se dokonale odstrani.
Po tomto promyti se pfida takové mnoistvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu
chloridu sodného, aby byl objemovy pomér erytrocyty : pufr 1 + 8 -9, smés se opét
homogenizuje, prelije do Erlenmeyerovy banky a erytrocyty se ponechaji spontanné
hemolyzovat za michani teflonovym michadlem pfi 300 rpm. lhned po skonéeni této fizené
hemolyzy se u suspenze stanovi acetylcholinesterasova aktivita, pfipadné se 5mM fosfatovym
pufrem upravi absorbance (hodnota absorbance musi byt 0,08 — 0,15) a nafedény hemolyzat
se uchovava do doby pouziti pfi -22 °C.

Butyrylcholinesterasova aktivita plazmy se stanovi stejnym zplsobem (hodnota

absorbance musi byt 0,15 — 0,20), uchovava se stejnym zpldsobem jako hemolyzat.

Vlastni stanoveni inhibicni aktivity izolovanych alkaloidt

Pro stanoveni hodnoty ICsp se pouzije Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)! [A = 436 nm (AChE), nebo
A =412 nm (BuChE)]. Sleduje se narlst absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso jsou vypocitany
z namérenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterasy nebo butyrylcholinesterasy

nelinedrni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPaD
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Software, San Diego, CA, USA). Vysledky jsou porovnany s hodnotami ICsp znamych inhibitor(

cholinesteras: galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% |) jsou pocitana podle

vzorce:
%1 =100 — (100 X AA‘”)
AAg,
% | — procento inhibice; AAs — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;

AAsa — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity enzymi: do 6 jamek mikrotitracnich desti¢ek se napipetuje 8,3 ul
plazmy nebo hemolyzatu, pfida se 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO, po 1lminutovém
promichani na mikrotfepacce se smés inkubuje v komore readeru pti 37 °C po dobu 5 minut,
potom se pridd 33,3 ul roztoku substratu (10 mM acetylthiocholinjodidu nebo 10 mM
butyrylthio-cholinjodidu) a zjisti se pfi ptislusné vinové délce absorbance (AChE-hemolyzat:
436 nm; BuChE-plazma: 412 nm). Obvyklym zplsobem se vypocte rozdil a stanovi primér se
smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek: pouZiji se stejné objemy cinidel a roztoku substratu (6 fad
po 3 jamkach), stejny postup méreni, a pouziji se koncentrace latky: 40 mM, 10, 4, 1, 0,4,
pfipadné dalsi série koncentraci v tomto pocetnim modu, je-li aktivita vysokd. Do posledni
6. fady se pipetuje DMSO jako slepy vzorek.

Ziskané inhibicni aktivity 1Cso Huache @ ICso Husuche pro jednotlivé latky byly porovnavany
s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek — galanthaminem (ICso nuache = 1,710 £ 0,065 uM,
ICso,HuBuche =42,301 0,065 uM), huperzinem A (ICsonusuche = 0,033 + 0,001 uM,
ICs0,HuBuche > 1000 uM) a berberinem (ICsonuache = 0,705 + 0,104 UM, [Cso,Husuche = 30,721 +
3,492 uM).

Stanoveni inhibic¢ni aktivity izolovanych alkaloidt vtci prolyl oligopeptidase

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS, specifickd aktivita
enzymu byla 0,2 U-mll. Testovani aktivit bylo provedeno na polystyrenové mikrotitraéni
desti¢ce s rovnym a prlihlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly pfipraveny
jejich rozpusté&nim v DMSO (10 mM). Roztoky pro testovani (10 — 107 M) byly pfipraveny
fedénim zdsobnich roztokl supercistou vodou, slepé vzorky byly pouzity o stejné koncentraci
DMSO. Jako substrat pro testovani inhibicni aktivity byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, ktery

byl rozpustén v 40% 1,4-dioxanu (10 mM). V jamce mikrotitracni desticky bylo smichdno
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170 ul PBS, 5 pl roztoku testované latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP, nésledné
doslo k inkubaci po dobu 5 min pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkubaéni doby bylo pfidano
do kazdé jamky 20 ul substratu a smés byla znovu inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté
37 °C. Sleduje se vznik p-nitroanilinu, ktery je pfimo Umérny aktivité POP, a je méren
spektrofotometricky pfi A = 405 nm na microplate ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita
testovanych latek byla vyjadfena jako ICso. Ziskané inhibicni aktivity testovanych latek byly
porovnany s hodnotami ICso referencnich latek berberinu (ICsp =142,3 + 21,1 mM)

a Z-Pro-prolinalu (ICsp = 3,269 + 0,021 mM).

Stanoveni inhibicni aktivity vic¢i AKR1C3 izolovanymi alkaloidy
Nejdfive byla stanovena redukéni aktivita rekombinantni AKR1C3 inkubaci s oracinem
za pritomnosti NADPH-generujiciho systému. Standardni inkubace byly provedeny
v mikrozkumavkach Eppendorff, smési se skladaly vidy z 10 pl AKR1C3 (odpovidajici 1,76 pg
v inkubacni smési), 40 pl NADPH-generujiciho systému a v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,4.
Protoze se inhibitory rozpoustély v methanolu, bylo jesté do kontrolnich inkubaénich smési
pfiddno 5 % methanolu, aby bylo vylou¢eno ovlivnéni ndsledné inhibice alkaloidy
methanolem. Reakce byly vidy nastartovany pfiddnim 20 pl roztoku oracinu (vyslednd
koncentrace 0,5 mM). Celkovy objem inkuba¢nich smési byl 200 pl. Cas inkubace byl 30 min
a inkubovalo se pfi 37 °C. SloZeni pouzivaného NADPH-generujiciho systému - 0,8 mM NADP*,
6 mM glukosa-6-fosfatu, 35 Ul glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, 3 mM MgCl; v 0,1 mM
fosfatovém pufru, pH 7,4. Po uplynuti doby inkubace byly reakce zastaveny ptidanim 80 pl
26% NHiOH ainkubacni smés byla ochlazena na 0°C na ledové tfiSti. Metabolit
11-dihydrooracin (DHO) byl extrahovdn do 600 pl oethylesteru kyseliny octové
pfi 10 s intenzivnim michani na tfepacce. Vzorky byly ndasledné centrifugovany 2 min
v mikrocentrifuze. Organické faze byly pak preneseny do novych mikrozkumavek a extrakty
byly odpateny pfisnizeném tlaku a teploté. Odparky byly nasledné rozpustény v 250 pl mobilni
faze a pfipraveny pro HPLC analyzu. Jednotlivé inkubace byly provedeny ve ¢tyrech paralelnich
stanovenich.
Prvni sada inhibi¢nich experimentl byla provedena pro vybrané alkaloidy, jichz bylo
dostatecné mnoistvi k dispozici tak, Ze jejich vysledna koncentrace v inkubacni smési byla
20 uM. Vsechny latky byly rozpustény v methanolu na zasobni roztoky o koncentraci 1 mM, ty

byly pak zfredény smési methanol : voda 1: 1 (v/v) na 0,2 mM roztoky. Pro zjisténi miry inhibice
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jednotlivych latek byly provedeny inkubace a zastaveni tak Ze do inkubacni smési bylo ptridano
20 ul 0,2 mM roztoku jednotlivych alkaloid( a byla tak ziskana jejich vysledna koncentrace

v inkubaéni smési 20 uM.

Stanoveni cytotoxicity, antimikrobialni a antifungalni aktivity
Vsechny studie tykajici se cytotoxicity izolovanych latek byly provedeny ve spolupraci
s katedrou mikrobiologie, vyZivy a dietetiky na Ceské zemédélské univerzité v Praze,
s katedrou biologickych a biochemickych véd Univerzity Pardubice a ustavem lékarské
biochemie na Lékarské fakulté v Hradci Krdlové. Podrobny soupis pouZitych chemikalii
a vysvétleni postupd je moziné nalézt v nasledujicich publikacich Doskodil et al. (2015)1°
Havelek et al. (2014)12,
Antimikrobidlni a antifungdlni aktivita vybranych alkaloid( byla testovana ve spolupraci
s katedrou kvality zemédélskych produkt(i na Ceské zemédélské univerzité v Praze. Podrobny
popis experiment( je mozné nalézt v nasledujici literatufe Opletal et al. (2014)3* a Locarek

et al. (2015)®°.
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4.4 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z ¢erstvych cibuli N. poeticus cv. Pink

Parasol

V radmci screeningové studie 80 péstovanych odrld rostlin rodu Narcissus L. byly
provedeny GC/MS analyzy pfipravenych alkaloidnich extraktl. Tato rozsahla studie vedla
k vybéru rostliny N. poeticus cv. Pink Parasol pro podrobnou fytochemickou praci za ucelem
izolace alkaloid(l v Cistém stavu pro dalsi biologické studie. Na nasledujicim obrazku je
zachycen chromatogram spolecné s nékterymi identifikovanymi alkaloidy (vzorce

identifikovanych latek mozno nalézt v kapitole 5).
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Obr. 16 GC/MS analyza alkaloidniho sumarniho extraktu z cibuli Narcissus poeticus cv. Pink
Parasol
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4.5 lzolace alkaloidu

18,5 kg Eerstvych cibuli Narcissus poeticus cv. Pink Parasol bylo rozemleto v mlynku
a nasledné rozmixovano ru¢nim mixérem na velikost ¢astic mensi nez 5 mm. Rozemleta
rostlinnd ¢ast byla 3x extrahovana 2nasobnym objemovym mnozstvim 95% EtOH 30 minut
za varu. Spojené extrakty byly zahusStény na hnédy viskézni odparek, ke kterému bylo
po zahtati po ¢astech pridavano 200 ml 2% HCI (pH ~ 1,5). Suspenze byla kratce sonikovana
a nasledné zfiltrovana pres vrstvu kfemeliny Celite 535, filtracni vrstva byla ndsledné promyta
0,5 litrem vody. Kysely vodny extrakt byl vytfepan 3 x 250ml Et,0 (hnédy viskdzni nealkaloidni
vytfepek), vodna faze byla po vytfepani Et,O alkalizovana pomoci 10% Na>COs (pH ~ 9,5)
a vznikla suspenze byla vytfepavana 4 x 250 ml CHCls. Chloroformovy vytrepek byl zahustén
za vzniku hnédého viskdzniho odparku (18 g). Alkaloidni extrakt byl jesté jednou precistén
pretifepanim. K odparku bylo pfidano 100 ml 2% HCI, smés byla zahtata ve vodni |azni a roztok
byl zftedén vodou na objem 500ml a po zchladnuti byl vytfepan 3 x 200 ml Et,0. Vodna faze
byla alkalizovana 10% Na»COs3 (pH ~ 9,5) a vytfepana 5 x 200 ml CHCls. Chloroformovy
vytfepek byl vysusen Na;SO4 a po zfiltrovani a odpareni rozpoustédla byl vysusen v exikatoru
za vzniku hnédého alkaloidniho odparku (13 g). Alkaloidni vytfepek byl ndsledné zpracovan

za vyutziti sloupcové chromatografie na Al,03 (Tab. 8).

Tab. 8 Podminky sloupcové chromatografie alkaloidniho vytfepku

Hmotnost odparku 13 g
Adsorbent na roztér 65¢g
Adsorbent 840¢g
Délici vrstva ve sloupci 46,5 cm

Vrstva s alkaloidni frakci 3,5cm

Frakce 500 ml (fr 1-15), 200 ml (fr16-180)
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Podrobny pribéh vlastni sloupcové chromatografie je shrnut v nasledujici tabulce

(Tab. 9) a na obrazku je zachycena TLC analyza jednotlivych frakci (Obr. 17).

Tab. 9 Vysledek sloupcové chromatografie alkaloidniho extraktu

. Spojené VRV .
Oznaceni SloZeni elu€ni smési Hmotnost (g) | Popis
frakce
bez obsahu
- 1-21 Bz : CHCI3 (75 : 25) .
alkaloidu
A 22 -27 Bz : CHCIs (65 : 35) 0,027 hnédy, viskdzni
Bz : CHCls (65 : 35) 5 L
svétlehnédy,
B 31-50 Bz : CHCIs (60 : 40) 0,296
krystalizujici
Bz : CHCls (55 : 45)
Bz : CHCIs (55 : 45) hnédy,
C 51-64 1,220
Bz : CHCIs (50 : 50) krystalizujici
Bz : CHCI3 (50 : 50) o
D 65 —82 2,007 hnédy, viskdzni

Bz : CHCls (45 : 55)

Bz : CHCIs (40 : 60) L o
E 83-92 1,239 hnédy, viskozni
Bz : CHCI; (35 : 65)

Bz : CHCl3 (35 : 65)

F 93 -108 0,210 hnédy, viskozni
Bz : CHCI; (15 : 85)
109 -115 Bz : CHCls (15 : 85) 0,068 hnédy, viskdzni
H 116 -122 Bz : CHCl; (10 : 90) 0,017 hnédy, viskdzni
Bz : CHCI; (10 :90)
I 126-123 0,018 hnédy viskdzni
CHCl3 (100)
CHCl3 (100)
CHCls : EtOH (98 : 2)
J 127 - 157 1,746 hnédy, viskozni

CHCls : EtOH (95 : 5)
CHCls : EtOH (90 : 10)

CHCls : EtOH (90 : 10)
K 158 — 180 CHCls : EtOH (50 : 50) 2,646
EtOH (100)

hnédy,

krystalizujici
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Obr. 17 TLC sumarniho alkaloidniho extraktu a frakci A-F

4.5.1 Zpracovani jednotlivych frakci

Frakce A (27 mg) na zakladé TLC a GC/MS analyzy nebyla zpracovana z divodu jejiho
malého mnozstvi a velkého mnozstvi pfitomnych alkaloidu.

Frakce B (296 mg) byla zpracovana pomoci preparativni TLC na litych deskdch pomoci
soustavy S1. Desky byly vyvijeny 1x a bylo separovdno sedm zén oznaéenych jako B1 — B7.
Zbéna B2 byla nasledné dvakrat krystalizovana ze smési CHCl3: EtOH (1 : 1) a bylo ziskdno 53 mg
latky oznacené NP-B-2, latka byla identifikovana jako alkaloid galanthaminového strukturniho
typu. Ze zény B3 bylo po odpareni ziskana Cista latka ve formé bilych krystald. Latka byla
oznacena jako NP-B-3 a po strukturni analyze byla latka identifikovdana jako alkaloid
homolykorinového strukturniho typu (2 mg). Zéna B4 byla opétovné podrobena preparativni
TLC na komerénich deskach Merck za vyuZziti mobilni smési S2. Zéna byla separovana do péti
dalsich zén oznacenych jako B4/1 — B4/5. Ze z6ny NP-B4/3 byla po prekrystalizovani ziskana
latka NP-B-4/3 (19 mg). Latka byla identifikovana jako alkaloid homolykorinového
strukturniho typu. Zbylé podfrakce byly z divodl komplexnich smési a malého mnoZstvi

odpareny a ulozeny pro pripadné dalsi zpracovani.
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Frakce C (1,2 g) byla zpracovana preparativni TLC na litych deskach soustavou S3, kdy
desky byly vyvijeny 1x. Bylo separovano pét zén oznacenych jako C1 - C5. Frakce C1 byla ddle
podrobena preparativni TLC na komerénich deskdch Merck mobilni smési S4. takto byly
ziskany 4 zény oznacené jako C1/1 — C1/4. Ze z6ny NP-C1/2 byla opakovanou krystalizaci
ze smési CHCl3 : EtOH (1 : 1) ziskana latka NP-C-1/2 (93 mg), latka byla pozdéji identifikovana
jako alkaloid galanthaminového typu. Frakce C4 byla ddle podrobena preparativnimu TLC
a rozdélena soustavou S5 na Ctyri podfrakce oznacené jako C4/1 — C4/4. Ze treti zony byly
krystalizaci ze smési CHCls : EtOH (1:1) ziskany oranzové krystaly NP-C-4/3 (7,5 mg). Ze z6ny
C4/4 byla ziskdna nahnédld mazlava latka oznacena jako NP-C-4/4 (5 mg). Ostatni podfrakce
byly spojeny z dlivodu pfitomnosti velkého mnoZstvi minoritnich latek a byly uloZeny pro dalsi
zpracovani. V ramci studijniho pobytu ve Spanélsku na Universitat de Barcelona byl pomoci
vakuové chromatografie zpracovan zbytek frakce C. Frakce byla rozdélena na 9 podfrakci
oznacenych 1-9. Podfrakce 6 byla nanesena na komer¢ni litou desku a vyvijena soustavou S7,
byly ziskany tfi zény, krystalizaci zony 2 byla ziskdna latka NP-C-6/2 (2 mg). Z podfrakce 8 byla
krystalizaci ze smési CHCls : EtOH (1 : 1) ziskana latka NP-C-8 (3 mg).

Frakce D (2 g) byla pomoci preparativni TLC na litych deskach rozdélena soustavou S6
na Ctyti zony oznacené jako D1 — D4, pro dalsi izolaci alkaloid(i byla pouZita pouze zéna D4.
Tato zéna byla ddle podrobena déleni na komercnich deskach pomoci soustavy S2 a byly
ziskany cCtyfi zony oznacené jako D4/1 — D4/4. Ze treti zony byla krystalizaci ze smési
CHCIl3 : EtOH (1 : 1) ziskana latka NP-D-4/3 (13 mg). Zbylé podfrakce byly spojeny a byly
ulozeny pro pripadné pozdéjsi zpracovani.

Frakce E (1,2 g) byla rozdélena pomoci litych desek mobilni smési S9 a bylo ziskano
6 podfrakci oznacenych jako E1 —E6. Zéna E6 byla ndsledné odparena a podrobena krystalizaci
ze smési CHCls : EtOH (1 : 1). Z podfrakce 6 byly ziskany bilé krystaly latky NP-E-6 (85 mg).
Ostatni podfrakce byly z dlivodu komplikovanosti smési uchovany pro pozdé;si zpracovani.

Frakce F (210 mg) byla podrobena vakuové sloupcové chromatografii v ramci studijniho
pobytu ve Spanélsku na Universitat de Barcelona a bylo ziskdno sedm podfrakci F1 — F7,
kde prvni neobsahovala zZadné alkaloidni latky a pro dalsi zpracovani byla vybrana podfrakce
F3, ze které bylo zpracovano 20 mg na komercnich litych deskach a vyvijeni probihalo
v soustavé S7. Z této podfrakce byl krystalizaci ziskan ze smési NP-F-3/1 (10 mg) a NP-F-3/5

(1 mg). Podfrakce F2 byla nanesena na desky a vyvijena v soustavé S7. Po vyvinuti byly ziskany
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dvé zény, které byly nasledné separovany a eluovany smési CHCls : EtOH (1 : 1), krystalizaci
byly ziskany dvé latky NP-F2/1 (1 mg) a NP-F2/2 (2 mg).

Frakce G (68 mg), Frakce H (17 mg), Frakce | (18 mg) nebyly na zakladé TLC a GC/MS
analyzy zpracovany z divodu pfritomnosti velkého mnoZstvi alkaloidu, predevsim v minoritnim
mnoZstvi. Proto byla frakce ponechdna pro pfipadné pozdéjsi zpracovani.

Frakce J (1,7 g) byla rozdélena pomoci preparativniho TLC soustavou S10. Bylo ziskano
5 zén, oznacenych jako J1 — J5. Pro dalsi zpracovani byla pouzita zéna J5, po odpareni elu¢ni
smési byla podrobena krystalizaci smési CHClz : EtOH (1 : 1), ziskdna bila krystalicka latka
oznacena jako NP-J5 (180 mg). Zbylé zény nebyly zpracovany pro vysoky podil minoritnich
alkaloidt a byly spojeny pro pfipadné pozdéjsi zpracovani.

Frakce K (2,6 g) bylo zpracovana za vyuziti 300 mg. Smés alkaloidli byla vyvijena
v soustavé S10 na preparativnich litych deskach. Byly ziskany 4 zén, které byly oznaceny
K1 -K2. Ze z6ny K2 byly ziskdny krystalizaci ze smési CHClz : EtOH (1 : 1) bilé krystaly (120 mg),
které byly identifikovany jako jiz dfive nalezeny alkaloid NP-J5 a byly nasledné vyuzity
pro pripravu analog. Zbytek frakce spolu s ostatnimi zénami, byl spojen a bude zpracovan

pozdéji.
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5. VYSLEDKY

5.1 Prehled izolovanych alkaloidl a jejich strukturni analyza

5.1.1 NP-B-2: Narwedin

Sumarni vzorec: C17H1sNO3
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otdacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovdna jako alkaloid galanthaminového typu

narwedin. 13°

Obr. 18 Narwedin

MS analyza
EIMS m/z (%): 285(M*, 84), 284(100), 242(18), 216(20), 199(18), 174(31)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

6,9 (1H, d, J = 10,4 Hz6,H-4a), 6,7 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-8), 6,6 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-7), 6,0
(1H, d, J = 10,4 Hz, H-4), 4,7 (1H, M, H-1), 4,1 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-6a), 3,8 (3H, s, OMe), 3,8
(1H, d, J = 14,9 Hz, H-6), 3,3 (1H, t, H-12), 3,1 (2H, m, H-2, H-12), 2,7 (1H, dd, J=13,9 Hz, /= 2,5
Hz, H-2), 2,5 (3H, s, NMe), 2,3 (1H, dt, H-11), 1,9 (1H, d, J =13,8 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCl3, 25 °C)

194,4 (C-3), 147,0 (C-9), 144,3 (C-4a), 144,0 (C-10), 130,5 (C-10a), 129,4 (C-6a), 127,1
(C-4),122,0(C-7),111,8 (C-8), 88,0 (C-1), 60,7 (C-6), 56,0 (OMe), 54,1 (C-12), 49,0 (C-10b), 42,4
(NMme), 37,3 (C-2), 33,2 (C-11).
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Opticka otacivost

[a]3°=-27,3° (c = 0,22; CHCl3)

5.1.2 NP-B-3: Homolykorin

Sumarni vzorec: C1sH21:NO4
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu

homolykorin.13¢

Obr. 19 Homolykorin

MS analyza
EIMS m/z (%): 206(<1), 178(2), 109(100), 150(1), 108(22), 94(3), 82(3)

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

7,56 (1H, s, H-7), 6,96 (1H, s, H-10), 5,50 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-3), 4,80 (1H, t, H-1), 3,95
(3H, s, OMe), 3,94 (3H, s, OMe), 2,71 (1H, m, H-4a), 2,63 (3H, m, H-2, H-10b), 2,50 (2H, m, H-
11), 3,12 (1H, ddd, J = 9,8, 3,3, 7,2 Hz, H-12), 2,39 (2H, m, H-2), 2,23 (1H, q, J = 9,8 Hz,
H-12), 2,00 (3H, s, NMe).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCls, 25 °C)

165,9 (C-6), 153,1 (C-9), 148,9 (C-8), 140,9 (C-4), 137,8 (C-10a), 116,9 (C-6a), 115,2 (C-3),
111,9 (C-7), 110,8 (C-10), 77,7 (C-1), 66,6 (C-4a), 56,6 (C12), 56,4 (OMe), 56,2 (OMe), 44,2
(NMe), 43,8 (C-10b), 31,3 (C-2), 28,1 (C-11).

66



Opticka otacivost

[a]3°= +80° (c = 0,02; CHCl3)

5.1.3 NP-B-4/3: Masonin

Sumarni vzorec: C17H17NO3
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu

masonin.137

Obr. 20 Masonin

MS analyza
EIMS m/z (%): 299(M*, 1), 190(2), 162(4), 134(1), 109(100), 108(25), 94(3), 82(3)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C)

7,49 (1H, s, H-7), 6,96 (1H, s, H-10), 6,07 (2H, dd, J = 4,7, 0,9 Hz, OCH;0), 5,50 (1H, d,
J=2,2Hz, H-3), 4,75 (1H, m, H-1), 3,18 (1H, ddd, J = 7,4, 6,3, 4,2 Hz, H-12), 2,72-2,76 (2H, m,
H-4a), 2,58-2,62 (2H, m, H-2), 2,48-2,52 (2H, m, H-11), 2,27 (1H, dd, J = 18,7, 9,2 Hz, H-12),
2,06 (3H, s, NMe).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCl3, 25 °C)

165,4 (C-6), 151,8 (C-8), 147,8 (C-9), 140,2 (C-4), 139,7 (C-10a), 118,5 (C-6a), 115,6 (C-3),
109,7 (C-10), 102,0 (OCH,0), 77,3 (C-1), 66,8 (C-4a), 56,3 (C-12), 43,8 (C-10b), 43,5 (NMe), 31,1
(C-2), 27,9 (C-11).
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Opticka otacivost

[a]3°= +100° (c = 0,15; CHCl3)

5.1.4 NP-C-1/2: Lykoramin

Sumarni vzorec: C17H17NO3
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid galanthaminového typu

lykoramin.138

Obr. 21 Lykoramin

MS analyza
EIMS m/z (%): 289(57), 288(100)

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

6,57 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6,51 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 4,28 (1H, m, H-1), 3,98 (1H, m,
H-3), 3,92 (1H, d, J = 15Hz, H-6a), 3,76 (3H, s, OMe), 3,54 (1H, d, J = 15Hz, H-6), 3,12 (1H, t,
H-12), 2,96 (1H, t, H-12), 2,4 (1H, d, J = 16 Hz, H-2), 2,29 (3H, s, NMe), 1,4 — 1,9 (1H, m, H-2),
1,4—-1,9 (2H, m, H-4), 1,4 = 1,9 (2H, m, H-4a), 1,4 — 1,9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCls, 25 °C)

146,2 (C-9), 144,0 (C-10), 136,3 (C-10a), 129,1 (C-6a), 121,6 (C-7), 111,3 (C-8), 89,8 (C-1),
65,2 (C-3), 60,4 (C-6), 55,9 (OMe), 54,1 (C-12), 46,7 (C-10b), 41,9 (NMe), 31,7 (C-4a), 31,5
(C-2), 27,6 (C-4), 23,9 (C-11).
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Opticka otacivost

[a]3°= +66,9° (c = 0,269; CHCl5)

5.1.5 NP-C-4/3: Narcipavlin

Sumarni vzorec: C33H3sN205

V pripadé této latky se jedna o zcela novou doposud nepopsanou strukturu, ktera je
pojmenovana narcipavlin, systematicky ndzev této latky je: 3-methoxy-11-((6-(1-methyl-1H-
indol-7-yl)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)methyl)-4a,5,7,8,9,10,11,12-octahydro-6H-benzo[2,3]-
benzofuro[4,3-cd]azepin-6-ol. Jedna se o alkaloid, v jehozZ strukture je spojen galanthaminovy

a galanthindolovy strukturni typ.

Obr. 22 Narcipavlin

MS analyza
HRMS-QTOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro C33H3aN20s539,2541; experimentalné:
539,2542.
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NMR analyza

Na zakladé NMR analyzy se jedna o smés diastereomer( v poméruccal:1

1H NMR (500 MHz, CDs0D)

§7,48dd (J=7,7, 1,0 Hz) + 7,46 dd (J = 7,7, 1,0 Hz) (1H, H12’), 7,03-6,96 m + 6,94-6,92
m (1H, H14'), 7,03 s 7,01 s (1H, H3'), 7,03-6,96 m + 6,89 t (J = 7,4 Hz) (1H, H11"), 6,83 dd
(J=74,1,0 Hz) + 6,66-6,63 m (1H, H10"), 6,76 s + 6,74 s (1H, H7’), 6,66-6,63 m + 6,56 d
(J=8,2 Hz) (1H, H7), 6,43 d (/= 2,9 Hz) + 6,39 d (J = 2,9 Hz) (1H, H13"), 6,34 d (J = 8,2 Hz) + 6,29
d (J = 8,2 Hz) (1H, H8), 6,01-5,99 m (2H, H5), 4,02-3,93 m + 3,87-3,80 m (1H, H4a), 4,02-3,93
m (1H, H3), 3,87-3,80 m + 3,78-3,72 m + 3,54-3,45 m (2H, H9), 3,80 s + 3,77 s (3H, OMe),
3,36-3,24 m + 3,24-3,11 m (2H, H1’), 3,27 s + 3,16 s (3H, NMe), 2,96 -2,87 m + 2,71-2,64 m
(2H, H11), 2,25—-2,15 m + 1,91-1,77 m (2H, H4), 1,72-1,53 m (2H, H1), 1,72-1,53 m + 1,42-1,23
m (2H, H2), 1,42-1,23 m (2H, H12).

13C NMR (125 MHz, CDs0D)

5148,8 2 148,8 (C3'a), 147,8, 147,8 (C5a), 147,5 a 147,3 (C6’a), 145,3 a 145,1 (C6), 137,4
a 137,2 (C8b), 135,9 a 135,8 (C157a), 135,0 a 134,7 (C8’), 133,1 a 132,9 (C2'), 131,8 a 131,7
(C14°),131,2 a 131,1 (C12’a), 130,3 (C8a), 126,0 a 125,8 (C9’), 124,9 (C10°), 122,6 a 122,3 (C8),
121,0a120,9(C12°),119,7a119,6 (C11°), 112,7a112,6 (C7),111,9a 111,8 (C7’), 110,1 a 109,9
(C3%), 102,6 a 102,5 (C5°), 101,8 a 101,8 (C13’), 90,4 a 90,4 (C4a), 65,9 a 69,9 (C3), 59,3 a 58,7
(C9), 56,7 a 56,7 (OMe), 55,4 a 54,2 (C1°), 52,6 a 52,5 (C11), 48,0 a 47,9 (C13), 36,0 a 35,8
(NMe), 33,12 32,3 (C12),32,8a32,7(C4),27,9a27,8(C2), 25,3 a 25,2 (C1).

Opticka otacivost

[a]2°= +77,7° (c = 0,0011; CHCls)

5.1.6 NP-C-4/4: Narcikachnin

Sumarni vzorec: C33sH3sN205

V pripadé této latky se jedna o zcela novou doposud nepopsanou strukturu, ktera je
pojmenovana narcikachnin, systematicky nazev této Ilatky je: 3-methoxy-11-((6-(1-
methylindolin-7-yl)benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)methyl)-4a,5,7,8,9,10,11,12-octahydro-6H-

benzo[2,3]benzofuro[4,3-cd]azepin-6-ol. Jednd se o alkaloid, vjehoz strukture je spojen
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galanthaminovy a galanthindolovy strukturni typ. Tato latka se od predchozi struktury lisi

pouze pritomnosti jednoduché vazby v poloze C-13"a C-14"oproti dvojné vazbé u narcipavlinu.

Obr. 23 Narcikachnin

MS analyza

Nemeéreno, latka se rozkladala.

NMR analyza

Na zakladé NMR analyzy se jedna o smés diastereomer( v poméru cca 1:1,2

1H NMR (500 MHz, CDCls)

07,06 s +7,04-6,99 m (1H, H3"), 7,04-6,99 m (1H, H12"), 6,82 d (J = 7,1 Hz) + 6,68-6,62
m (1H, H10), 6,75 s + 6,72 s (1H, H7), 6,66 t (J = 7,1 Hz) + 6,62-6,57 m (1H, H11’), 6,62-6,57
m (1H, H7), 6,51 d (J = 8,3 Hz) + 6,40 d (J = 8,3 Hz) (1H, H8), 5,98-5,96 m (2H, H5’), 4,28-4,25
m + 4,14-4,11 m (1H, H4a), 4,04 bs (1H, H3), 3,89d (/= 15,0 Hz) + 3,88 d (/= 15,0 Hz) + 3,65 d
(J = 15,0 Hz) + 3,52-3,43 m (2H, H9), 3,85 s (3H, OMe), 3,52-3,42 m + 3,39-3,32 m (2H, H1'),
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3,31-3,21m +3,17dd (J=9,1 Hz, J= 9,1 Hz) + 3,08 dd (/= 9,1, 9,1 Hz) (2H, H14"), 3,05-2,85 m
+2,83-2,72 m (2H, H11), 3,05-2,85 m + 2,83-2,72 m (2H, H13"), 2,46 t (/ = 14,7 Hz) + 1,88-1,47
m (2H, H4), 2,23 s + 2,18 s (3H, NMe), 1,88-1,47 m (2H, H1), 1,88-1,47 m (2H, H2), 1,88-1,47
m + 1,44-1,37 m (2H, H12).

13C NMR (125 MHz, CDCls)

§150,5 a 150,4 (C15'a), 146,9 (C3"a), 146,0 (C5a), 145,9 a 145,7 (C6’a), 143,9 (C6), 136,6
(C8b), 133,6 a 133,4 (C8), 131,9 (C9’), 131,0 (C12"a), 130,4 + 130,2 (C10°), 130,1 (C8a), 123,2
(C12°), 122,82 122,8 (C2°), 121,7 a 121,7 (C8), 118,0 + 117,9 (C11°), 110,6 + 110,5 (C7), 110,4
a110,3 (C7’), 108,7 a 108,5 (C3°), 100,9 a 100,9 (C5°), 90,0 a 89,9 (C4a), 65,5 a 65,5 (C3), 58,6
a 58,3 (C9), 57,1 a 56,9 (C14°), 55,9 a 55,9 (OMe), 54,9 a 53,7 (C1°), 52,3 a 51,2 (C11), 46,7 a
46,7 (C13), 38,7 a 38,7 (NMe), 32,1 a 31,2 (C12), 31,5 a 31,4 (C4), 28,6 a 28,6 (C13"), 27,7 (C2),
23,8 a 23,7 (C1).

Opticka otacivost
[a]3°= +103,8° (c = 0,001; CHCl3)
5.1.7 NP-C-G/2: 8-O-Demethylhomolykorin

Sumarni vzorec: C16H21NO3
Latka byla na zdkladé provedenych experimentd (MS, NMR) a porovnani ziskanych dat

s literaturou identifikovéna jako alkaloid 8-O-demethylhomolykorin. 136139

12 4y

Obr. 24 8-0O-Demethylhomolykorin
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MS analyza
EIMS m/z (%): 192(1), 164(2), 110(8), 109(100), 108(23), 94(3), 82(3)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C)

7,59 (1H, s, H-7), 7,08 (1H, s, H-10), 6,07 (2H, s, OCH20), 5,53 (1H, s, H-3), 4,77 (1H, s,
H-1), 4,38 (1H, s, H-2), 3,97 (3H, s, OMe), 3,26 (1H, m, H-4a), 3,25 (1H, m, H-12), 3,04 (1H, d,
J=9,4 Hz, H-10b), 2,54 (2H, m, H-11), 2,31 (1H, dd, J = 17,2, 8,5 Hz, H-12), 2,06 (3H, s, NMe).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCl3, 25 °C)

165,4 (C-6), 150,9 (C-9), 145,7 (C-8), 139,6 (C-4), 117,6 (C-6a), 136,2 (C-10a), 116,1(C-3),
115,9 (C-7), 110,5 (C-10), 77,2 (C-1), 66,7 (C-4a), 56,4 (OMe), 56,2 (C-12), 55,9(C-12), 43,1
(NMe), 43,1 (C-10b), 31,2 (C-2), 27,8 (C-11).

Opticka otacivost

Z dlvodu izolace malého mnoizstvi latky nebyla mérena opticka otdcivost.

5.1.8 NP-C-I: Galanthamin

Sumarni vzorec: C17H21:NO3

Latka byla na zakladé provedenych experimentld (MS, NMR, optickd otdcivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovéna jako alkaloid galanthamin.'3>
HsC
N6
N

Obr. 25 Galanthamin
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MS analyza
EIMS m/z (%): 287(83), 286(100), 270(15), 256(2), 244(30), 230(15), 216(39), 174(37),
128(9), 115(15)

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, 6, CDCls, 25 °C)

6,65 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6,60 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 6,05 (1H, dd, J = 10,4, 1,6 Hz,
H-4a), 5,98 (1H, ddd, J = 10,4, 5,0, 1,3 Hz, H-4), 4,59 (1H, m, H-1), 4,12 (1H, m, H-3), 4,07 (1H,
d, J = 15 Hz, H-6), 3,81 (3H, s, OMe), 3,66 (1H, dd, J = 15, 1,2 Hz, H-6), 3,25 (1H, ddd, J = 14,4,
12,8, 1,9 Hz, H-12), 3,03 (1H, ddd, J = 14,4, 4,0, 3,2 Hz, H-12), 2,6 — 2,8 (1H, m, H-2), 2,39 (3H,
s, NMe), 2,07 (1H, ddd, J= 13,7, 12,8,0, 3,2 Hz, H-11), 1,99 (1H, ddd, J = 15,7, 5,0, 2,5 Hz,H-2),
1,56 (1H, ddd, J = 13,7, 4,0, 1,9 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCls, 25 °C)

145,7 (C-10), 143,8 (C-9), 132,8 (C-10a), 129,2 (C-6a), 127,3 (C-4), 126,6 (C-4a), 121,7
(C-7),111,1 (C-8), 88,4 (C-1), 61,7 (C-3), 60,3 (C-6), 55,7 (OMe), 53,6 (C-12), 47,9 (C-10b), 41,9
(NMe), 33,6 (C-11), 29,8 (C-2).

Opticka otacivost
[a]3°=-98° (c = 0,15; CHCl3)
5.1.9 NP-D-4/3: Seko-isopowellaminon

Sumarni vzorec: C16H17NO3
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového typu

seko-isopowellaminon.140
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Obr. 26 Seko-isopowellaminon

MS analyza
EIMS m/z (%): 271(100), 221(24), 187(45)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C)

7,93 (1H, d,J=9,8 Hz, H-1), 6,72 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6,53 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 5,98
(1H, d, J = 9,8 Hz, H-2), 4,24 (1H, d, J = 17,6 Hz, H-6b), 3,86 (3H, s, OMe), 3,70 (1H, d, J = 17,6
Hz, H-6a), 3,44 (1H, ddd, J= 13,0, 10,2, 3,1 Hz, H-12), 3,17 (1H, dd, J = 14,4, 4,1 Hz, H-4a), 2,92
(1H, ddd, J = 15,2, 8,4, 6,8 Hz, H-12), 2,85 (1H, dd, J = 16,7, 3,8 Hz, H-4), 2,53 (1H, dd, J = 16,4,
14,2 Hz, H-4), 2,35 (1H, ddd, J = 11,7, 8,4, 4,3 Hz, H-11), 1,99 (1H, ddd, J = 10,8, 10,8, 6,8 Hz,
H-11).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCls, 25 °C)

198,9 (C-3), 154,8 (C-1), 145,6 (C-9), 142,8 (C-10), 128,2 (C-2), 126,0 (C-10a), 125,1
(C-6a), 116,9 (C-7), 109,4 (C-8), 65,2 (C-4a), 56,2 (OMe), 54,7 (C-6), 53,5 (C-12), 43,6 (C-10b),
40,3 (C-11), 38,8, (C-4).

Opticka otacivost

[a]3°= +20° (c = 0,03; CHCl3)

5.1.10 NP-E2-D2: Odulin

Sumarni vzorec: C17H1aNO4
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickd otacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu

odulin.136
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Obr. 27 Odulin

MS analyza
EIMS m/z (%): 283(3), 222(2), 175(3), 109(100)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, 8, CDCls, 25 °C)

6,90 (1H, s, H-10), 6,85 (1H, s, H-7), 5,99 (1H, s, H-6), 5,97 (2H, d, J = 14,7 Hz, OCH0),
5,46 (1H, dd, J =4,5, 2,9 Hz, H-3), 4,35 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-5a), 3,14 (1H, ddd, J =9,2, 6,3,
3,8 Hz, H-12), 2,72 (1H, dd, J = 11,1, 9,5, H-4a), 2,62 (1H, d, J = 19,3 Hz, H-2), 2,43 — 2,50 (3H,
m, H-11, H-10b), 2,31 (1H, d, / = 19,0 Hz, H-2), 2,25 (1H, dd, J = 18,7, 9,5 Hz, H-12), 2,11 (3H, s,
NMe).

13C NMR (125 MHz, 6§ ,CDCls, 25 °C)

147,0 (C-8), 147,0 (C-9), 140,6 (C-4), 132,0 (C-6a), 128,2 (C-10a), 115,7(C-3), 109,8
(C-10), 107,4 (C-7), 101,0 (OCH:0), 91,8 (C-6), 67,5 (C-4a), 66,7 (C-1), 56,7(C-12), 44,3 (NMe),
44,2 (C-10b), 31,7 (C-2), 28,1 (C-11).

Opticka otacivost

[a]3= +105° (c = 0,2; CHCl3)
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5.1.11 NP-F2/1: Galanthindol

Sumarni vzorec: C17H19NO4
Latka byla na zakladé provedenych experimentd (MS, NMR) a porovnani ziskanych dat

s literaturou identifikovana jako alkaloid galanthindol. 42

Obr. 28 Galanthindol

MS analyza
EIMS m/z (%): 281(100), 263(16), 238(49), 191(6), 149(6), 107(5), 75(3)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

7,62 (1H, dd, J =7,9, 1,0 Hz, H-3), 7,09 (1H, t, H-2), 7,04 (1H, s, H-7), 6,95 (2H, d,
J=3,1Hz, H-12), 6,93 (1H, dd, J =7,1, 1,2 Hz, H-1), 6,82 (1H, s, H-10), 6,52 (1H, d, J = 3,1 Hz,
H-11), 6,04 (1H, d, J = 1,2 Hz, OCH20), 6,03 (1H, d, J = 1,2 Hz, OCH;0), 4,30 (2H, s, CH,0H),
3,29 (3H, s, NMe).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCl3, 25 °C)

6 147,5 (C-8), 146,5 (C-9), 134,1 (C-4a), 133,6 (C-6a), 132,1 (C-10a), 130,9(C-12), 129,7
(C-4), 123,8 (C-1), 123,7 (C-10b), 120,6 (C-3), 119,1 (C-2), 110,9 (C-10), 107,9(C-7), 101,2
(OCH:0), 101,1 (C-11), 63,2 (CH20H), 35,8 (NMe).

Opticka otacivost

Nebyla mérena z dlivodu izolace malého mnozstvi latky.
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5.1.12 NP-F-2/2: Inkartin

Sumarni vzorec: C1gH23NOs
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR) a porovnani ziskanych dat

s literaturou identifikovana jako alkaloid inkartin.3?

Obr. 29 Inkartin

MS analyza
EIMS m/z (%): 333(58), 332(100), 296(10), 259(80), 258(82), 244(12), 214(6), 162(4)

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

6,78 (1H, s, H-10), 6,57 (1H, s, H-7), 4,46 (1H, s, H1), 4,07 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-6), 3,85
(1H, s, H-2), 3,65 (1H, dd, J = 14,0, 1,0 Hz, H-6), 3,84 (3H, s, OMe), 3,80 (3H, s, OMe), 3,54 (3H,
s, OMe), 3,48 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-3), 3,20 (1H, ddd, J = 9,0, 7,5, 2,0 Hz, H-12), 2,82 (1H, d,
J =11,2 Hz, H-10b), 2,59 (1H, ddd, J = 10,3, 9,0, 6,5 Hz, H-12), 2,56 (1H, d, J = 11,2 Hz, H-4a),
2,39 (1H, ddd, J = 14,5, 10,3, 7,5 Hz, H-11), 2,00 (1H, ddd, J = 14,5, 6,5, 2,0 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCls, 25 °C)

147,9 (C-9), 147,8 (C-8), 128,5 (C-6a), 127,9 (C10a), 110,7 (C-7), 107,6 (C-10), 78,2 (C-2),
67,7 (C-1), 66,9 (C-4), 61,3 (C-4a), 59,2 (OMe), 59,0 (C-3), 56,7 (C-6), 56,2 (OMe), 56,1 (OMe),
53,0 (C-12), 40,1 (C-10b), 30,1 (C-11).

Opticka otacivost

Nebyla mérena z dlivodu izolace malého mnozstvi latky.

78



5.1.13 NP-F-3/1: Norlykoramin

Sumarni vzorec: C16H21NO3
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otdacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid galanthaminového typu

norlykoramin.#!

Obr. 30 Norlykoramin

MS analyza
EIMS m/z (%): 275(M*, 77), 274(100), 202(11), 188(17), 178(10)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

6,61 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6,51 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 4,32 (1H, m, H-1), 4,04 (1H, m,
H-3), 3,90 (1H, d, J = 15Hz, H-6a), 3,80 (3H, s, OMe), 3,54 (1H, d, J = 15Hz, H-6), 3,12 (1H, t,
H-12), 2,96 (1H, t, H-12), 2,4 (1H, d, J =16 Hz, H-2), 1,4 - 1,9 (1H, m, H-2), 1,4 — 1,9 (2H, m,
H-4),1,4-1,9 (2H, m, H-4a), 1,4 -1,9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCl3, 25 °C)

146,2 (C-9), 144,0 (C-10), 136,3 (C-10a), 129,1 (C-6a), 121,6 (C-7), 111,3 (C-8), 89,8 (C-1),
65,2 (C-3), 60,4 (C-6), 55,9 (OMe), 54,1 (C-12), 46,7 (C-10b), 31,7 (C-4a), 31,5 (C-2), 27,6 (C-4),
23,9 (C-11).

Opticka otacivost

[a]3°= -41° (c = 0,5; CHCl3)
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5.1.14 NP-F-3/5: Haemanthamin

Sumarni vzorec: C17H1aNO4
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickda otdacivost)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového typu

haemanthamin.4!

Obr. 31 Haemanthamin

MS analyza
EIMS m/z (%): 301(M*, 15), 272(100), 240(18), 257(20), 211(16), 181(23)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

6,74 (1H, s, H-10), 6,41 (1H, s, H-7), 6,36 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-1), 6,25 (1H, dd, J = 10,2,
4,7 Hz, H-2), 5,81 (1H, s, OCH;0), 5,76 (1H, s, OCH,0), 4,25(1H, d, /= 17,1 Hz, H-6), 3,96 (1H,
dd, J = 6,7, 3,3 Hz, H-11), 3,82 (1H, m, H-3), 3,72 (1H, d, J = 17,1 Hz, H-6), 3,36(3H, s, OMe),
3,25 -3,30 (2H, m, H-12, H-4a), 3,19 (1H, dd, J = 14,1, 3,3 Hz, H-12), 2,11 (1H, ddd, J = 13,8,
5,4,1,8 Hz, H-4), 1,96 (1H, m, H-4).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCls, 25 °C)

146,5 (C-8), 147,0 (C-9), 135,0 (C-10a), 128,0 (C-1), 127,2 (C-2), 126,9(C-6a), 106,9 (C-7),
103,3 (C-10), 101,0 (OCH20), 80,0 (C-11), 73 (C-3), 63,3 (C-6), 62,7(C-4a), 61,5 (C-12), 56,0
(OMe), 50,0 (C-10b), 29,5 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3°= +37° (c = 0,29; CHCl3)
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5.1.15 NP-J-5: Hippeastrin

Sumarni vzorec: C16H21NO3
Latka byla na zakladé provedenych experimentl (MS, NMR, optickd otdacivost)

a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovéna jako alkaloid hippeastrin.t3?

Obr. 32 Hippeastrin

MS analyza
EIMS m/z (%): 297(10), 279(9), 190(28), 126(84), 125(100), 124(84), 96(99)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C)

7,48 (1H, s, H-10), 6,98 (1H, s, H-7), 6,08 (1H, s, OCH20), 6,07 (2H, s, OCH:0), 5,70 (1H,
s, H-3), 4,61 (1H, s, H-1), 4,38 (1H, s, H-2), 3,25 (1H, m, H-12), 3,04 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-10b),
2,73 (1H,d, J=9,4 Hz, H-4a), 2,54 (2H, m, H-11), 2,31 (1H, dd, J= 17,2, 8,5 Hz, H-12), 2,10 (3H,
s, NMe).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCls, 25 °C)

165,0 (C-6), 151,9 (C-9), 148,0 (C-8), 142,4 (C-4), 118,0 (C-6a), 138,8 (C-10a), 119,4(C-3),
109,8 (C-7), 108,5 (C-10), 102,1 (OCH20), 82,2 (C-1), 67,1 (C-4a), 66,2 (C-2), 55,9(C-12), 42,9
(NMe), 38,4 (C-10b), 27,3 (C-11).

Opticka otacivost

[a]3°= + 130° (c = 0,3; CHCl3)
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5.2  Vysledky provedenych biologickych testi izolovanych alkaloidt

5.2.1 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidli ve vztahu k Alzheimerové demenci

Alkaloidy byly testované na in inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterasam a POP,
inhibi¢ni aktivity jsou shrnuty v tabulce (Tab. 10), ervené jsou vyznaceny latky s nejzajimavé;jsi

aktivitou.

Tab. 10 Biologicka aktivita izolovanych alkaloid( vi¢i HUAChE, HuBuUChE a POP

Alkaloid ICso HUAChE (uM) | ICso HUBUChE (uM) | 1Cso POP (mM)
8-0-Demethylhomolykorin NT NT NT
Galanthindol NT NT NT
Haemanthamin > 1000 > 1000 > 10000
Hippeastrin > 1000 > 1000 > 1000
Homolykorin 63,7+4,3 151+ 19 40,6 + 1,3
Inkartin 208+ 14 943 + 140 907 + 87
Lykoramin 456 + 57 > 1000 > 1000
Masonin 304+ 34 22924 314 +33
Narcikachnin NT NT NT
Narcipavlin 208 + 37 24,4 +1,2 NT
Narwedin 281+33 911+ 68 945 + 115
Norlykoramin > 1000 > 1000 0,21 +0,01
Odulin > 1000 > 1000 252 +27
Seko-isopowellaminon 293 £33 581 +47 > 1000
Galanthamin 1,71 £ 0,07 42,3+1,3 > 1000
Huperzin A 0,033 +0,001 > 1000 > 1000
Berberin 0,71+0,01 30,7+3,5 0,14 £ 0,02
Z-Pro-prolinal NT NT 3,27 £ 0,02

NT — netestovano
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5.2.2 Antimikrobidlni a antifungalni aktivita izolovanych alkaloidi

Testované latky nevykazaly vyznamnou aktivitu vUci

Gram-pozitivnim (kmeny

Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus a Staphylococcus hyicus) a Gram-negativnim

bakteriim (kmeny Escherichia coli, Proteus mirabilis a Pseudomonas aeruginosa).®®

Antifungdlni aktivita byla zjisténa u dvou izolovanych alkaloid(i, vysledky jsou shrnuty

v nasledujici tabulce (Tab. 11).

Tab. 11 Vysledky antimikrobialni aktivity testovanych alkaloid(i z N. poeticus cv. Pink Parasol

MICso/MFC (ug-ml?)
Latky
Candida albicans | Candida dubliniensis | Lodderomyces elengiosporus
Haemanthamin 512 512 256
Lykoramin NT 512 512
Thiokonazol 0,06 <0,03 <0,03

NT — netestovano
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5.2.3 Vysledky inhibi¢ni aktivity aldo-keto reduktasy AKR1C3 izolovanych alkaloidui

Nékteré izolované alkaloidy byly testovany na AKR1C3 (zelené oznaceny jsou alkaloidy

izolované z N. poeticus cv. Pink Parasol).

100

Iton

50

% inhi

1 2 34 5 6 78 9 10 11 12 13

Obr. 33 Screening aldo-keto reduktasové inhibi¢ni aktivity Amaryllidaceae alkaloidu

1 —indometacin (pozitivni standard), 2 — tazettin, 3 — galanthamin, 4 — undulatin, 5 —hamayn,
6 — 1-O-acetylbulbisin, 7 — lykorin, 8 — homolykorin, 9 — masonin, 10 — lykorenin,
11 — 9-O-demethylgalanthin, 12 — belladin, 13 — tetrahydromasonin
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5.2.4 Vysledky single dose screeningové studie izolovanych alkaloidt

na leukemickych nadorovych liniich

Alkaloidy homolykorinového typu spoleé¢né s haemanthaminem byly formou screeningu

testovany na dveé leukemické nadorové linie (Obr. 34).

JURKAT MOLT-4

120 - 120
100 - 100 -
80 20
60 - 60 -
40 - a0
20 20 -

0 - 0 J

Obr. 34 Vysledky single dose screeningové studie alkaloid(i izolovanych z N. poeticus cv. Pink
Parasol na leukemickych nadorovych liniich JURKAT a MOLT-4

1 — DMSO (slepy vzorek), 2 — hippeastrin, 3 — homolykorin, 4 — masonin, 5 — odulin,

6 — cisplatina, 7 — haemanthamin
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5.2.5 Vysledky cytotoxické aktivity na nadorovych liniich kolorektalniho karcinomu

Z izolovanych alkaloidl byly vzhledem k omezenému mnoiZstvi testovany pouze dva

alkaloidy; jejich aktivita je shrnuta v nasledujici tabulce (Tab. 12).110

Tab. 12 Vysledky cytotoxické aktivity na nadorovych liniich kolorektalniho karcinomu

Bunécné linie in vitro 1Cso (LM) inhibice ristu

Alkaloid

Caco-2 HT-29 FHs 74
Haemanthamin 0,99+0,14 0,59+0,01 19,5+8,9
Galanthamin 61,43+ 1,56 49,27 + 2,38 67,63+7,70
Vinorelbin 0,03+0,01 NT 4,0+0,3
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6. DISKUZE

Vivodu a vprabéhu celé doktorské prace byly predstaveny alkaloidy celedi
Amaryllidaceae jako latky s velkym potencidlem pfi hleddni novych IéCiv pouzitelnych v terapii
rdznych chronickych onemocnéni. V dnesni dobé se vyzkum zminénych sloucenin zaméfuje
na oblast hleddni latek vyuzitelnych v protinadorové terapii, predevsim z divodu jejich vysoce
selektivniho ucdinku na nadorové buriky a také relativné snadné izolace nékterych alkaloid(i
z pfirodniho materialu. Nadale je také vénovdna pozornost studiu jejich inhibi¢ni aktivity
vUci cholinesterasdm a nové se vyzkum zaméfuje i na jejich antimalarickou aktivitu.
V neposledni fadé byla pfipravena i fada derivatd (prfedevsim od lykorinu), které byly
studovany z pohledu nejriiznéjsich biologickych aktivit.

Po fytochemické strance byla rostlinam rodu Narcissus L. vénovana velka pozornost jak
v oblasti analytické tak izola¢ni.'*? Z rostlin tohoto rodu bylo identifikovano pomoci riznych
metod (pfedevsim GC/MS), a izolovano velké mnozstvi alkaloid( nejriznéjsich strukturnich
typU od miligramovych mnoZstvi az po gramova. Rostlina Narcissus poeticus L., zaroven jeji
variety a péstované odridy po fytochemické strance jiz byly studovany, péstovana odrida
Pink Parasol doposud nikoliv.}?8132 Tato odrGda byla pro fytochemickou studii vybrana
na zakladé GC/MS screeningu 80 rliznych komercéné dostupnych péstovanych kultivard rodu
Narcissus L. GC/MS analyza ukdazala pfitomnost Sirokého spektra alkaloid(l, pficemz nékteré
z nich se podafilo identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie, u nékterych se podafilo
urcit o jaky strukturni typ Amaryllidaceae alkaloidu se mohlo jednat, ostatni se nepodafilo
identifikovat vlibec. S velkou pravdépodobnosti se jednalo o latky nové doposud nepopsané.
Tato rostlina byla vybrana i na zakladé vysokého obsahu alkaloidd homolykorinového
strukturniho typu, kterych nebylo doposud izolovano mnoho, a v nasi laboratofi prozatim
izolovany nebyly. O biologické aktivité téchto latek bylo v literature pouze malé mnozstvi
informaci. Alkaloidni extrakt byl také podroben studiu na jeho HUAChE a HuBuChE inhibi¢ni
aktivitu (ICso,ache =191,3 £ 20,2 uM a ICsg uche = 3,3 £ 0,5 uM). Ziskané hodnoty ICso,ache tohoto
extraktu byly relativné nezajimavé a pro vybér rostliny nebyly rozhodujici. Oproti tomu
inhibice vac¢i HuBUChE byla velice slibna.

V ramci vlastni fytochemické studie rostliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol bylo

izolovano 15 alkaloid(, z nichz 13 bylo jiz popsano dfive, dva alkaloidy byly zcela nové doposud
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nepopsané struktury. lzolované alkaloidy patfi do nasledujicich strukturnich typu:
galanthaminovy (narwedin, lykoramin, galanthamin, norlykoramin), lykorinovy (inkartin),
homolykorinovy (homolykorin, masonin, 8-O-demethylhomolykorin, odulin, hippeastrin),
haemanthaminovy (seko-isopowellaminon, haemanthamin) a galanthindolovy typ
(galanthindol). Alkaloidy odulin a norlykoramin zatim nebyly z Zadné dalsi rostliny kromé rodu
Narcissus L. izolovany. Dalsim zdrojem homolykorinu, haemanthaminu, galanthaminu je
napf. Hippeastrum aulicum Herb.'*3, H. vittatum L¥?8 Lycoris sprengeri Herb.144,
narwedinu Hippeastrum papilio Van Scheepen!®, lykoraminu a inkartinu Lycoris incarnata
Comes ex Sprenger’>4  masoninu Nerine masonorum L. Bolus'#’, 8-O-demethyl-
homolykorinu Lycoris radiata Herb.'3¢, hippeastrinu Amaryllis beladona L.2°, seko-
isopowellaminonu Crinum asiaticum L.14° a galanthindolu Crinum angustum Steud.'#,
Alkaloidy narcipavlin a narcikachnin v sobé kombinuji galanthaminovy a galanthindolovy
strukturni typ a jsou podobné pallidiflorinovému strukturnimu typu. Tyto dvé nové doposud
nepopsané latky se vzdjemné liSi pouze pritomnosti dvojné vazby v poloze C13°-C14’
v narcipavlinu oproti jednoduché vazbé v narcikachninu. Slouc¢enina narcipavlin byla izolovdna
v mnozstvi umoziujici i studium nékterych biologickych aktivit, bohuzel Iatky narcikachninu se
podafilo izolovat v mnoZstvi dovolujici provedeni studii strukturni analyzy za ucelem jeji
identifikace.

Alkaloidy byly testovany na rlizné biologické aktivity. Na Katedie farmaceutické
botaniky je dlouhodobé studovana HUAChE a HuBuChE inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloid(
jako latek potencialné vyuzitelnych v terapii AD. Vyznam inhibice cholinesteras v terapii je
podrobné popsan v kapitole pojednavajici o latkach vyuzitelnych v terapii Alzheimerovy
choroby. Ztestovanych latek byla ziskdna zajimavd inhibi¢ni aktivita pouze
vuci butyrylcholinesterase u nové izolované latky narcipavlinu (ICsonusuche = 24,4 = 1,2 uM).
Ostatni studované latky, kromé galanthaminu, ktery je jiz vyuzivan v terapii AD, byly bohuzel
neaktivni. Latky byly dale studovany z pohledu jejich POP inhibi¢ni aktivity. Tato cytosolicka
serinova endopeptidasa se uplatfiuje pri biosyntéze a degradaci peptidovych hormoni
a neuropeptidd pritomnych v mozku, které jsou zapojeny do procesu uceni a paméti. Presné
pUsobeni a role POP v AD neni zcela objasnéna, ale ma se za to, Ze jeji inhibice mlze vést
ke zlep$eni kognitivnich funkci.'*® Z izolovanych latek byla ziskdna velmi zajimava POP inhibice
u norlykoraminu (ICsp = 0,21 + 0,01 mM), jehoZz schopnost inhibice POP je nezajimavéjsi

z doposud testovanych Amaryllidaceae alkaloidd a jeho aktivita je srovnatelna s inhibicni
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aktivitou berberinu (ICsp = 0,14 + 0,02 mM), ktery je v literature povazovan za standardni POP
inhibitor. Hodnoty ICso pro POP u ostatnich alkaloid(i dosahovaly hodnot desitek az stovek
mM.

V teoretické ¢asti byl podrobné popsan potencidl téchto sloucenin pfi hledani novych
latek vyuzitelnych v terapii nadorovych onemocnéni. Velkou vyhodou Amaryllidaceae
alkaloidu je jejich selektivita vici nadorovym bunkam a nizkd toxicita pro bunky zdravé nebo
klidové. V ramci spoluprace s Lékarskou fakultou v Hradci Kralové a katedrou biologickych
a biochemickych véd Univerzity Pardubice byly prozatim formou screeningu testovany
alkaloidy homolykorinového typu spole¢né s haemanthaminem pfi koncentraci 10 uM
na dvou leukemickych nadorovych liniich: Jurkat a MOLT-4. Zajimavé vysledky této
screeningové studie byly ziskdny pro alkaloid haemanthaminového strukturniho typu
haemanthamin a spolecné s nim i hippeastrin. Dalsi studie vedouci k vypoctu ICso probihaji.

Hippeastrin se od ostatnich prozatim izolovanych a testovanych alkaloid(
homolykorinového typu odlisuje pfitomnosti hydroxylové skupiny v poloze C-2. Zda je tento
strukturni detail klicovy pro cytotoxickou aktivitu hippeastrinu, bude muset byt ovéreno
otestovanim dalSich alkaloid homolykorinového typu, pfipadné pfipravou semisyntetickych
derivatl hippeastrinu, ktery byl izolovdn v mnoZstvi umoZnujici jak podrobnéjsi biologické
studie, tak i zminénou pfipravu derivata.

Cytotoxicita haemanthaminu je v literatufe dobfe zndma a byla shrnuta v teoretické
&asti.11? Haemanthamin byl v ramci provedené fytochemické studie izolovan v miligramovém
mnozstvi, ale v laboratofi jiz mame z jiné odriddy rodu Narcissus L. izolovano cca 10 g této
slouceniny a v soucasné dobé se pracuje na pripravé ruznych derivatl, které by mohly
disponovat jesté zajimaveéjsi aktivitou. Galanthamin a haemanthamin byly izolovany jako prvni
a byly zahrnuty do studie, v ramci které bylo testovdano celkem 21 Amaryllidaceae alkaloidd,
izolovanych na nasem pracovisti z rGznych Amaryllidaceae rostlin, na dvé nadorové linie
kolorektdlniho karcinomu Caco-2 a HT-29 a zéaroven na linii zdravych stfevnich fibroblastu
FHs-74. Ze vSech testovanych latek byl haemanthamin nejzajimavéjsi slouceninou, hodnoty
ICso proti nddorovym bunkdam se pohybovaly do 1 puM (ICsocaco-2 = 0,99 = 0,14 uM,
ICso,HT-29 = 0,59 + 0,01 uM), zatimco cytotoxicita haemanthaminu na linii zdravych fibroblastt
byla vyrazné nizsi (ICso rHs-74 = 19,5 + 8,9 uM).110

Latky byly v rdmci spoluprace s katedrou biochemickych véd Farmaceutické fakulty

také testovany na inhibici aldo-keto reduktasy AKR1C3, kterd dle literarnich Gdajl hraje roli
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v rozvoji nékterych onemocnéni (napf. hormon-dependentni nadory). Bohuzel Zadny
z alkaloid( izolovanych z rostliny N. poeticus cv. Pink Parasol nevykdzal v testech slibnou
inhibi¢ni aktivitu AKR1C3.

V literature je vénovana pozornost i antimalarické aktivité Amaryllidaceae alkaloida.
Mezi nejzajimavéjsi latky ztohoto pohledu patfi lykorin* a jeho derivaty!!®. Vzhledem
k neddvno uzaviené spoluprdci s laboratofi ,,Prudéncio Lab — Plasmodium infection and anti-
malarial strategies” na Univerzité v Lisabonu, jsou latky izolované vramci této prace
v soucasné dobé testovany a vysledky budou k dispozici v blizké dobé.

Zavérem lze konstatovat, Ze alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae zUstavaji slibnou
skupinou latek s Sirokym spektrem biologickych aktivit a mohou také slouzit jako tzv. lead-
structures pro pfipravu semisyntetickych derivatl pfi vyvoji |éCiv pouzitelnych v terapiich

rozliénych onemocnéni a jejich studium je stéle atraktivni.
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Kandidat: Mgr. Marcela Safratova

Skolitel: Doc. Ing. Lucie Cahlikova PhD.

Nazev disertaéni prace: Studium inhibi¢niho (toxického) vlivu alkaloidii vybranych druht
rostlin z celedi Amaryllidaceae na nékteré lidské enzymové systémy (in vitro studie) Il
Klicovd slova: Narcissus poeticus cv. Pink Parasol, Amaryllidaceae, alkaloidy,

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyl oligopeptidasa, cytotoxicita

Jako zdroj Amaryllidaceae alkaloid( pro studium jejich biologické aktivity byly vybrany
cibule rostliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol. Koncentrovany alkaloidni extrakt byl
pfipraven standardnimi extrakénimi postupy a separovan sloupcovou chromatografii na oxidu
hlinitém za poufZiti stupriovité eluce benzinem, chloroformem a ethanolem. Sloupcova
chromatografie, vakuova sloupcovd chromatografie, preparativni TLC a krystalizace vedly
k izolaci 15 alkaloidd, z nichZ 2 slouceniny byly identifikovany jako nové struktury. Identifikace
viech izolovanych latek byla provedena na zakladé spektrometrickych technik (NMR, MS,
opticka otacivost) aporovnanim ziskanych dat s literaturou. Alkaloidy izolované
v dostatecném mnozstvi byly testovany na schopnost inhibovat erytrocytarni AChE a sérovou
BuChE, POP (byla stanovena ICsg), cytotoxicitu, inhibici AKR3C1 a antimikrobidlni aktivitu.

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita byla stanovena in vitro modifikovanou
spektrofotometrickou Ellmanovou metodou. V ramci testovani inhibi¢ni aktivity AChE byly
vSechny testované alkaloidy kromé galanthaminu neaktivni. Nejuéinnéjsim inhibitorem BuChE
byla nové izolovana latka narcipavlin, kterd méla inhibi¢ni aktivitu ICso = 24,4 + 1,2 uM. Dalsi
izolované alkaloidy byly vzhledem k jejich vysoké butyrylcholinesterasové aktivité povazovany
za neaktivni (ICsp > 40 uM).

Inhibi¢ni aktivita viéi POP byla stanovena spektrofotometrickou metodou, jako
substrat byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid. NejucinnéjSim POP inhibitorem v ramci studie byl
norlykoramin (ICso = 0,21 + 0,01 mM), jehoz aktivita byla srovnatelnd se standardem

berberinem (ICso = 0,14 + 0,02 mM), a vykdazal tak nejsilnéjsi POP inhibici v rdmci doposud
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testovanych Amaryllidaceae alkaloidd. Dalsi izolované alkaloidy byly povaZovany za neaktivni
(ICs0 > 20 mM).

Z izolovanych alkaloidl, které byly testovany na cytotoxicitu, byl nejvyznamnéjsi
haemanthamin, ktery se vyznacoval selektivnim ucinkem na nadorové buriky. Testovanymi
nadorovymi liniemi byly Caco-2 (ICso=0,99 + 0,14 uM), HT-29 (ICs0 = 0,59 + 0,0,01 uM) a zdrava
linie bunék FHs 74 (ICso = 19,5 + 8,9 uM).

Nékteré alkaloidy byly v ramci vyzkumu testovany na inhibici enzymu AKR1C3, byly
shledany jako neaktivni.

Antimikrobialni a antifungdlni studie, kterd byla provedena na vybranych alkaloidech,
neprokazala Zadny vyznamny inhibi¢ni efekt na rdst vybranych bakteridlnich kmenu

a kvasinek.
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Bulbs of Narcissus poeticus. cv. Pink Parasol were selected as a source of Amaryllidaceae
alkaloids for study of their biological activity. Concentrated alkaloid extract has been prepared
were prepared by standard extraction and fractionated in aluminium oxide column
chromatography column using step gradient elution with petrol, chloroform and ethanol.
Column chromatography, vacuum liquid column chromatography, preparative TLC
and crystallizations resulted in the isolation of 15 alkaloids, 2 of them were identified as new
structures. The chemical structures of isolated compounds were determined on the basis
of spectrometric techniques (NMR, MS, optical rotation) and by comparison with literature.
Alkaloids isolated in sufficient amounts were tested on their inhibitory ability of human
erythrocyte AChE and serum BuChE, POP (ICsp was ascertained), cytotoxicity, inhibition
AKR3C1 and antimicrobial activity.

The cholinesterase inhibitory activity was determined in vitro by modified
spectrophotometric Ellman’s method. Within testing the inhibitory activity of AChE all
the tested alkaloids proved negative activity except of galanthamine. The most potent
inhibitor of BUChE was narcipavline with I1Csg value of 24,4 + 1,2 uM. Other isolated alkaloids
were considered to be inactive in these terms given their high butyrylcholinesterase activity
(ICs0 > 40 uM).

The POP inhibition activity was determined spectrophotometric method using
Z-Gly-Pro-p-nitroanilid as substrate. The strongest inhibition activity was shown
by norlycoramine (ICso = 0,21 + 0,01 mM) was comparable to the standard berberine

(ICs0=0,14 £ 0,21 mM). Norlycoramine demonstrated strongest POP activity from till the date
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tested Amaryllidaceae alkaloids. Other isolated alkaloids were considered to be inactive
(ICs0 > 20 mM).

Haemanthamine was chosen as most potent structure from the isolated alkaloids that
were tested on their cytotoxicity, because its selectivity on cancer cell lines. Tested cell lines
were Caco-2 (ICso = 0,99 £ 0,14 uM), HT-29 (ICso = 0,59 + 0,0,01 uM) and healthy cell line FHs
74 (ICs0 = 19,5 £ 8,9 uM).

Some of the isolated alkaloids were tested on their inhibition activity of AKR1C3 enzyme
and were considered as inactive.
Antimicrobial and antifungal studies carried out on chosen alkaloids did not prove

any significant inhibitory effect on growth of selected bacterial strains and yeast cells.
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