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1. Uvod

Ludia uz odpradavna skumali prirodu a jej prostriedky vyuzivali k obzive, lovu, ako zdroje
materialov pre vyrobu odevov, ale zarovei aj k lieCbe zraneni ¢i ochoreni. Prave prinavratenie
a udrzanie l'udského zdravia viedlo l'udi k tomu, aby vyhladavali nové zdroje s obsahom
lieCivych latok, ktoré by bolo mozné v liecbe zraneni ¢i ochoreni vyuzit'. Jednym z najviac
vyuzivanych prirodnych zdrojov s terapeutickym alebo popripade toxickym ucinkom boli
rastliny, ktoré az do obdobia iatrochémie predstavovali zdklad liecby a profylaxie [1]. Vyuzivali
sa bud’ celé, ich casti, ale aj extrakty z nich ziskané. Ich pouzivanie bolo spociatku zalozené
na empirickom podklade. Postupom Casu ich pouzivanie opustilo empiricky ramec a zacali
sa pouzivat’ cielene, k lieceniu konkrétnych ochoreni. K najstar§im zachovanym dokladom
o pouzivani lie¢ivych rastlin patria sumerska hlinena doska z Nagpur, Ebersov papyrus
zahfnajici zdznamy s viac ako 800 lieCivymi rastlinami ur¢enymi k liecbe ochoreni, dielo
,,De Materia Medica“ spisané ,,otcom farmakognozie® — Dioscoridom, zahfiajiice informacie
aj o rastlinach s obsahom alkaloidov, ¢i dielo Plinia starSieho ,,Historia naturalis®, v ktorom
popisal priblizne 1000 lieCivych rastlin. Neutichajuci a trvaly zaujem l'udi o lieCivé rastliny

viedol k poznatkom, ze rastliny neliecia celé, ale nositel'mi u¢inku su ich obsahové latky [2].

Jednym zo znaéne vyuzivanych zdrojov obsahovych latok, vyznacujicich sa Sirokym
spektrom biologickych ucinkov, je cel'ad’ Amaryllidaceae, obsahujuca charakteristicka skupinu
alkaloidov, zndmych ako Amaryllidaceae alkaloidy (AmA), ktoré sa vyskytuju skrze celu
celad’, vo vsetkych jej rodoch. Ich prvé terapeutické pouzitie sa datuje do obdobia
4. storoCia p. n. L., klieCbe naddoru v oblasti maternice [3,4]. Alkaloidy st definované
ako prirodné organické latky bazickej povahy, obsahujice heterocyklicky viazany dusik,
majlce vyrazné, zvycCajne Specifické UCinky. Jedna sa o sekunddrne metabolity, ktoré
st biosyntetizované z prekurzorov pochadzajicich z primarneho metabolizmu rastlin —
aminokyselin. Vyskytuju sa vo vysSich dvojkli¢nolistovych a jednokli¢nolistovych rastlinach,
avSak ich vyskyt bol potvrdeny aj u niektorych druhov vytrusnych rastlin — paprad’orastov
a plavunorastov a taktiez aj u niektorych zivo¢ichov. Doposial boli alkaloidy najdené vo viac
nez 4000 rastlinnych druhoch a odhaduje sa, ze asi 10 — 20 % vSetkych rastlin obsahuje
alkaloidy [5].

Alkaloidné extrakty rastlin tejto celade st predmetom chemického vyskumu takmer
200 rokov. V priebehu poslednych troch desatro¢i bolo mnoho tychto alkaloidov izolovanych

a testovanych na rozne biologické aktivity. Medzi zname aktivity poskytované tymito
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alkaloidmi patri antibakteridlna, antimikrobna, antifungalna, antimalarickd, protizapalova,
analgetickd a v neposlednom rade aj inhibi¢na aktivita vo¢i humannym cholinesterazam

a aktivita protinadorova [6,7].

Jednym z najzlozitejSich problémov dnesnej doby su chronické neprenosné ochorenia,
u ktorych sa predpoklada, ze st dosledkom prave ,,moderného* Zivotného Stylu, spojeného
so zvySenou konzumadciou alkoholu, fajcenim, fyzickou inaktivitou alebo dlhodobym
a nadmernym stresom. Mimo ochoreni aterosklerotickej etioldgie, diabetu mellitu ¢i obezity,
sem patria neurodegenerativne ochorenia ako je Alzheimerova choroba (AD) a onkologické
ochorenia. Prave zhubné novotvary, sa podl'a tdajov zo zdravotnickej ro¢enky CR v roku 2018,

podiel’ali na Standardizovanej imrtnosti s podielom 24,1 % u muzov a 21,9 % u Zien [8].

Za ucelom ziskat’ biologicky aktivne latky, ktoré by boli schopné vyssie uvedené ochorenia
ucinne liecit, je mnoho z nich podrobovanych vyskumu. Za tymto ucelom su podrobované
testovaniu aj kultivary (cv.) rastlin rodu Narcissus L., priCom do dnesného dina bolo z rastlin
tohoto rodu izolovanych viac nez 100 alkaloidov rozli¢ného Struktirneho typu, poskytujice
Siroké spektrum biologickych ucinkov [9]. Jednym z najvyznamnejSich AmA je alkaloid
galantamin, ktory sa dnes vyuziva ako selektivny, reverzibilny a kompetitivny inhibitor I'udskej

acetylcholinesterazy (hAChE), k liecbe AD [9,10].

Nemenej zname su aj alkaloidy ako narciklasin, hemantamin, ¢i lykorin, ktory vykazuje
pomerne sl'ubné cytostatické u¢inky voc¢i nddorovo transformovanym bunkém in vitro a jeho
derivat pseudolykorin, ktory bol navrhnuty ako prototyp pre dalsi vyskum v lieCbe
metastadzujucich rakovinovych buniek, rezistentnych voci vicsine, v sti€asnej dobe dostupnych

cytostatik [11,12].
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2. Ciel’ prace

Tato diplomova praca vychadza z vyskumnej Cinnosti pracovnej skupiny ADINACO
(Alzheimer Disesaes and Natural Compounds), ktora prebiecha na Katedre farmaceutickej
botaniky Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové. Téato vyskumnéd skupina sa zaobera
izolaciou obsahovych latok vybranych alkaloidnych rastlin a skimanim ich inhibi¢nej aktivity

vo¢i humannym cholinesterazam - ZAChE a butyrylcholinesteraze (#/BuChE).
Ciele diplomovej prace:

= spracovanie teoretickej Casti k problematike alkaloidnych rastlin zo zadanych
taxonomickych jednotiek celade Amaryllidaceae (vyskyt, Struktura, biologicka
aktivita, vyuzitie a pod.),

» priprava sumarnych alkaloidnych extraktov,

* GC-MS analyza jednotlivych sumarnych alkaloidnych extraktov a vyhodnotenie
ziskanych alkaloidnych spektier,

» screeningové stanovenie inhibi¢nej aktivity sumarnych alkaloidnych extraktov voci
humannym cholinesterazam (AAChE a 4ABuChE),

» stanovenie cytotoxickej aktivity in vitro (bunecnej viability) testovanych extraktov,

* vyhodnotenie vysledkov a spisanie préce.
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3. CePad’ Amaryllidaceae (Amarylkovité)

Celad’ amarylkovité je farmaceuticky vyznamna ¢elad’, patriaca do radu Amaryllidales.
Medzi dalSie vyznamné Celade patriace do tohto rddu st napriklad ¢elade Hyacinthaceae,

Alliaceae ¢i Agavaceae [13].

3.1. Zakladna charakteristika rastlin z ¢e’ade Amaryllidaceae

Rastlinné druhy cel'ade Amaryllidaceae sa radia medzi jednokli¢nolistové krytosemenné
rastliny. Jedna sa o vytrvalé viacro¢né kvitnuce byliny. Stonky tychto rastlin si pomerne ¢asto
neolistené a najCastejSie maju podobu stvolu. Listy su striedavé, Ciarkované a dvojradové,
zriedka byvaju $piralovité. Cepel listov je len zriedkavo rozsirena. Kvety st obvykle
obojpohlavné a maji spodny semennik [4,14]. U véac¢siny druhov tejto ¢el'ade su kvety velké
andpadné. Maju silnl vonu aich farba sa meni od Zltej, oranzovej, cervenej, ruzovej
po bielu a obCas je mozné najst’ aj modré sfarbenie kvetov [15]. Kvety vyrastajii samostatne
alebo v skrutkovitych ¢&i hroznovitych kvetenstvach. Kvetné obaly su charakteristické
tym, Ze su nerozliSené a usporiadané v dvoch kruhoch. Z okvetnych listkov niekedy napadne
vystupuje pakorunka, ako je tomu napriklad u niektorych druhov rodu Narcissus L. Plodom
tychto rastlin je tobolka alebo bobula [13,14]. Celad’ sa povodne vyvinula v Afrike a neskor
bola rozptylena aj na iné kontinenty ako Eurdpu, Aziu, Ameriku & Australiu. Typickymi
miestami vyskytu rastlinnych druhov tejto celade su tropické a subtropické oblasti Juznej
Afriky (hlavne Kapska oblast’) a Juznej Ameriky a zdroven byvaja hojne pestované k okrasnym

ucelom [4,15].

Tato ¢el'ad’ zahriuje najmenej 1100 druhov rastlin (vac¢Sina z nich byva Casto kultivovana),
zaradenych do 85 rodov. K najznamej$im rodom patria: Amaryllis L. (amarylka), Clivia L.
(klivia), Crinum L. (krinum), Narcissus L. (narcis), Galanthus L. (snezienka) a Leucojum L.
(bledul’a) (Obrazok 1) [6,13]. Niektorych zastupcov z vyssie uvedenych rodov, ako napriklad
narcisy, bledule alebo sneZienky je mozné najst’ vol'ne v prirode aj v Ceskej republike. Rastliny
tejto Celade boli vyuzivané v l'udovej] medicine po storo¢ia kvoli ich terapeutickym
vlastnostiam. Celadi je v poslednej dobe venovany stale narastajuci zdujem vedeckych
pracovnikov. Pri¢inou tohto zaujmu je biologicky vyznamna skupina alkaloidov (AmA). Tieto

alkaloidy su predmetom chemického vyskumu uz takmer 200 rokov [4,6].
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Narcissus bulbocodium L. Galanthus elwesii(Hook. f) Kuntze eucojum aestivumL.

Obrazok 1 — Prehl’'ad rodov ¢elade Amaryllidaceae [17,18,19,20,21,22]

3.2. Botanicky popis rodu Narcissus L.

Rastliny rodu Narcissus L. su jedny z najvyznamnejsich, zna¢ne pestovanych zahradnych
rastlin s vel'kym mnozstvom druhov, hybridov a variet. Rod Narcissus L. zahfha priblizne
80 — 100 vol'ne sa vyskytujucich druhov, ktoré sa nachadzaju hlavne v oblastiach juhozapadnej
Eurdpy a severnej Afriky. Povodnymi stanoviskami ich vyskytu st niZinné oblasti, trdvnaté

porasty, brehy riek, lesy, ale aj horské oblasti [9,23].

Jedna sa o odolné, viacro¢né, jednodomé cibul'ovité rastliny. Podzemnou ¢ast'ou tychto
rastlin je cibul'a bledohnedej farby, dosahujuca vel'kosti v rozmedzi od 0,6 cm do 10 cm, pri¢om
kazdy rok sa okolo materskej cibule vytvaraji nové cibule dorastanim ich suknic.
Prostrednictvom cibule narcisy prezimuju a na jar kvitntl. Dorastaju do vysky az 60 cm. Kratko
po rozkvete listy rychlo starnti a nasleduje letné, tzv. ,,spiace” obdobie. Par druhov,
ako napriklad Narcissus elegans (Haw.) Spach, Narcissus serotinus L. alebo Narcissus humilis

(Cav.) Traub, kvitna v jeseni [23,24,25,26,27].

Stonka ma podobu dutého stvolu, je sploStena a neolistend. Listy narcisov st matné,

majuce subeznu Zilnatinu, udrzuja si rovnaku Sirku po celej svojej dlzke a na svojom konci
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byvaju zaSpicatené. ViacSina druhov nesie na svojej stonke 2 — 4 listy, ale vyskytuja

sa aj viaclisté, v pocte 7 — 8 listov [23,27].

Obojpohlavné kvety dosahuju velkosti od 12 do 125 mm a vyrastaji bud’ to samostatne
alebo v kvetenstvach. Okvetie tvori koruna skladajica sa zo Siestich okvetnych listkov, ktoré
st v dvoch praslenoch a su zrastené do okvetnej trabky (pakorunka) roznych tvarov (disk,
trubka, pohar alebo lievik) a farieb. Farba kvetov je vicSinou biela, svetlozlta, tmavozlta,
marhul’ovéd alebo oranzova. Okvetné listky mozu mat’ farbu totoznu s farbou pakorunky
alebo ich sfarbenie méze byt odlisné. Farebnt vynimku tvori Narcissus viridiflorus Schousb.,

ktory kvitne v noci a ma vyrazne vonajuce kvety zelené¢ho sfarbenia [23,24].

Narcisy sa rozdeluju do trinastich divizii, na zaklade poctu kvetov nachadzajucich
sa na stonke a na zéklade odliSnych pomerov vo velkosti a tvare okvetia a pakorunky. Na tomto
principe sa rozliSuju narcisy trubkovité, velkokorunné, kratkokorunné, plnokveté a pod. Rod
Narcissus L. obsahuje viac ako 100 alkaloidov, ktoré su zname svojimi roéznymi

farmaceutickymi vlastnostami [9,28].

Vicsina druhov rodu Narcissus L. je schopna 'ahko hybridizovat’, coho vysledkom sa stalo
vel'ké mnozstvo dnes existujucich kultivdrov. Hybridizécia viedla k vzniku komerénych
kultivarov, ktoré su Castokrat mohutnejSie a robustnejSie, nez divoko sa vyskytujice druhy.
Podrla niektorych autorov historia hybridizacie siaha az do obdobia 17. storocia a s postupom
Casu sa stala tito metdda Coraz populérnejSia. Momentalne je v medzinarodnom registri

narcisov zaevidovanych viac nez 27 000 nadzvov kultivarov rodu Narcissus L. [9,23].

3.2.1. Taxonomicka klasifikacia rodu Narcissus

RISA (REGNUM) Plantae Rastliny

PODRISA (PHYLUM) Tracheophyta Cievnaté rastliny
ODDELENIE (DIVISIO) Magnoliophyta Krytosemenné rastliny
TRIEDA (CLASSIS) Liliopsida Jednokli¢nolistové
RAD (ORDO) Asparagales Asparagotvaré
CELAD (FAMILIA) Amaryllidaceae Amarylkovité
PODCELAD (SUBFAMILIA) Amaryllidoideae Amarylkové

ROD (GENUS) Narcissus L. Narcis [13,29]
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3.3. Botanicky popis kultivarov pouzitych v experimentalnej ¢asti

Jednym z ciel'ov experimentalnej Casti tejto diplomovej prace bola priprava sumarnych
extraktov z piatich kultivarov a jednej variety druhov rodu Narcissus L. Menovito sa jedna
o kultivary Narcissus cv. Acropolis (Obrazok 2), Narcissus cv. Delta (Obrazok 3), Narcissus
cv. White Marvel (Obrazok 4), Narcissus cv. Kedron (Obrazok 5), Narcissus cv. Scarlet Gem

(Obrazok 6) a varietu Narcissus albus var. plenus odoratus (Obrazok 7).

3.3.1. Narcissus cv. Acropolis
Za hybridizatora tohto kultivaru je povazovany J. Lionel Richardson a je registrovany
od roku 1955. Tento kultivar vznikol hybridizaciou kultivarov Narcissus cv. Falaise
a Narcissus cv. Limerick. Jedn4 sa o kultivar patriaci do divizie plnokvetych narcisov. Dorasta
do vysky az 67,5 cm. Velkost kvetov dosahuje 11 cm. Je charakterizovany krémovo bielym
okvetim (okvetné listky st ulozené v niekol’kych zavitniciach a navzajom sa prekryvaju z viac
ako polovice) a segmenty stredovej Casti su oranzového sfarbenia, so zeleno-zltym sfarbenim

na bazi [30].

Obrazok 2 — Narcissus cv. Acropolis [31]

3.3.2. Narcissus cv. Delta
Jedna sa o kultivar patriaci do divizie narcisov s ¢lenenou pakorunkou. Za hybridizatora
tohto kultivaru sa povazuje W. F. Leenen a je zaregistrovany od roku 1983. K hybridizécii bol
vyuzity kultivar Narcissus cv. Nippon. V dospelosti dorasta do vysky 45 cm. Hlboko ¢lenena
Sesthranna pakorunka je oranzovozltej farby s charakteristickym bielym olemovanim. Okvetie

je krémovo bielej farby [32,33].
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Obrazok 3 — Narcissus cv. Delta [34]

3.3.3. Narcissus cv. White Marvel
Dlho kvitntci kultivar, patriaci do divizie plnokvetych narcisov. Bol registrovany
pred rokom 1950 a k hybridizécii bol vyuzity kultivar Narcissus cv. Tresamble sport. Dorasta
do vysky 40 cm, kvety dosahuju Sirky az 87 mm. Na jednom stvole sa nachadzaju 2 — 4 kvety,

charakterizované bielym okvetim [35,36].

Obrazok 4 — Narcissus cv. White Marvel [37]

3.3.4. Narcissus cv. Kedron
Jedna sa o kultivar patriaci do divizie Jonquilla narcisy. Za hybridizatora kultivaru

sa povazuje H. Willis a je registrovany od roku 1974. K hybridizacii bol vyuzity druh Narcissus
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jonquilla L. a kultivar Narcissus cv. Apricot Distinction. Dorasta do vySky menej ako 32,5 cm.
Je charakterizovany sladko vonajiucimi kvetmi, dosahujucimi Sirky 70 mm. Jeden stvol nesie

obvykle 2 kvety bronzovo Zzltej farby s oranzovymi poharikmi [38].

Obréazok 5 — Narcissus cv. Kedron [39]

3.3.5. Narcissus cv. Scarlet Gem
Kultivar patriaci do divizie Tazetta narcisy. Za hybridizatora kultivaru sa povazuje
Percival D. Williams. Dosahuje vysky 40 cm. Stvol nesie 4 — 6 kvetov, charakterizovanych

okvetim sirovo Zltej farby s pakorunkou cervenej farby [40,41].

Obréazok 6 — Narcissus cv. Scarlet Gem [42]
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3.3.6. Narcissus albus var. plenus odoratus
Varieta patri do divizie plnokvetych narcisov. Do kultivéacie bola zavedend v roku 1861
a ¢asto je nazyvand aj ,,Double Pheasant’s Eye“ alebo zjednoduSene Narcissus plenus.
V dospelosti dosahuje vysky od 32 cm az do 67,5 cm. Kvitne v obdobi neskorSej jari
a je charakteristicka silno vonajucimi kvetmi. Segmenty okvetia st snehovo bielej farby,
ulozené vo viac ako jednej zavitnici a navzajom sa prekryvaju. Vonkajsie zavitnice sa rozsiruju

a st mierne ohnuté, vnitorné sa postupne skracuju a viac ohybaju [43].

Obrazok 7 — Narcissus albus var. plenus odoratus [44]
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3.4. Alkaloidy ¢el’ade Amaryllidaceae

Rastliny ¢el'ade Amaryllidaceae pritahuju znaéné mnozstvo pozornosti vd’aka vysokému
obsahu alkaloidov rozmanitej Struktary avdaka ich Sirokému spektru poskytovanych
biologickych aktivit. Prvym vyizolovanym alkaloidom bol lykorin, pri¢om izolaciu uskutocnil
vroku 1877 A. W. Gerrard zdruhu Narcissus pseudonarcissus L. [12]. Doposial’ bolo
izolovanych a Struktirne popisanych viac ako 500 alkaloidov, ktoré¢ sa vyskytuju samostatne
alebo v skupinach skrze cela celad Amaryllidaceae, ztoho viac ako 100 v rode
Narcissus L. [4,45]. Alkaloidy je mozné ngjst’ v celej rastline, ale ich najvysSie mnoZstvo
sa nachddza v cibuliach. AmA predstavuji velkl astidle sa rozvijajicu skupinu

izochinolinovych alkaloidov, z ktorych vac¢Sina sa nevyskytuje v Ziadnej inej ¢el'adi [6].

Prave vd’aka vysokému obsahu alkaloidov boli rastliny rodu Narcissus L. vyuzivané
uz v l'udovej medicine. Prvé dokumentované lekarske vyuzitie sa datuje do doby pdsobenia
Hippokrata z Kosu, ktory uz v 4. storo¢i pred Kristom pouzil extrakt z Narcissus poeticus L.
na bazi olejovej emulzie k liecbe nadoru v oblasti maternice [4]. Cibule druhu Narcissus
tazetta L. boli v minulosti vyuzivané ako kontraceptiva a v Turecku boli zna¢ne vyuzivané
ako domaci prostriedok k liecbe abscesov vdaka ich antiflogistickym a analgetickym
vlastnostiam. Zaujimavostou je, ze Narcissus poeticus L. bol zmieneny aj v Biblii,
ako prostriedok k liecbe symptémov spdjanych s rakovinou. Dnes je zname, ze Narcissus
poeticus L. obsahuje v Cerstvych cibuliach 0,012 % alkaloidu narciklasinu, ktory je zndmy

svojimi antineoplastickymi vlastnost'ami [46,47].

3.4.1. Biosyntéza amarylkovitych alkaloidov — norbelladinova cesta
Na rozdiel od zna¢ného mnoZstva dostupnych informacii o farmaceutickych vlastnostiach

AmA, informacie o ich biosyntéze stale nie sit kompletné [48].

Biosyntetickéd cesta AmA vychadza z aminokyselin L-fenylalaninu (L-Phe) a L-tyrozinu
(L-Tyr). Prostrednictvom enzymu fenylalaninamoénium lyaza (PAL) dochédza k oxidacnej
deaminécii L-fenylalaninu, za vzniku kyseliny trans-Skoricovej, ktora je pésobenim CYP73A1
(trans-cinamat-4 monooxygenaza) transformovana na kyselinu p-kumérovu. T4 je nasledne
prostrednictvom  oxidoreduktdzy = CYP98A3  premenend na  kyselinu  kavovl
alebo 4-hydroxybenzaldehyd. Kyselina kdvova je transformovana prostrednictvom homologu
vanillin syntdzy (VpVAN) na 3,4-dihydroxybenzaldehyd (3,4-DHBA). Aminokyselina
L-tyrozin je dekarboxylovand na tyramin pomocou enzymu tyrozin dekarboxylaza (TYDC).

Kondenzéciou 3,4-DHBA a tyraminu dochddza k vzniku Schiffovej baze. Tato kondenzéaciu
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katalyzuje enzym NBS (norbelladin syntdza). Shiffova baza je nésledne transformovana,
pomocou neznamej reduktazy na norbelladin, ktory je prostrednictvom enzymu norbelladin
4’-O-metyltransferdza (N4OMT) metylovany za vzniku kI'i¢ového medziproduktu biosyntézy
AmA, 4’-O- metylnorbelladinu [6,49,50,51].

U tohto kl'i¢ového medziproduktu dochadza k cyklizacii pomocou intramolekularne;j
oxidacie fenol-fenol (‘phenol oxidative coupling*) za vzniku vazby C-C. Pozname tri typy tohto
oxida¢ného spojenia, ato typ para-ortho’, ortho-para’ a para-para’, ktoré¢ vedu k tvorbe
rozli¢nych Struktirnych typov AmA. Spojenie para-para’ je katalyzované enzymom CYP96T1
(noroxomaritidin syntdza) avedie k vzniku alkaloidov hemantaminového, krininového,
pankratistatinového, tazettinového a montaninového Struktirneho typu. Intramolekularna
cyklizacia typu ortho-para’ vedie k syntéze lykorinovych a homolykorinovych alkaloidov

a para-ortho’ spojenie k alkaloidom galantaminového typu [6,49,50,51]. (Obrazok 8).

Ako vyplyva z predchadzajiceho textu, mé6zeme AmA rozdelit’ do deviatich zakladnych
Struktirnych skupin, vymenovanych podl'a typického zastupcu: belladinovy/norbelladinovy,
lykorinovy, homolykorinovy, galantaminovy, hemantaminovy, krininovy, pankratistatinovy,

tazettinovy a montaninovy Struktarny typ [4,47]. (Obrazok 9).

K dalsim S$truktirnym typom, vymenovanych podla typického zastupcu, patria:
augustaminovy, buflavinovy, galantindolovy, galasinovy, gracilaminovy, gracilinovy,
hostasininovy, cheryllinovy, kripowellinovy a plikaminovy Struktirny typ [15,49]. Jedna
sa o Struktarne typy alkaloidov, ktoré byvaju zastipené jednou az Styrmi zliCeninami
u kazdého typu, boli izolované v minoritnych mnozstvach a ndjdené v jednom rastlinnom rode

alebo druhu [49]. (Obrazok 9).

Specifickym typom st alkaloidy mesembranového tuktirneho typu, doposial’ izolované
z dvoch druhou narcisov Narcissus pallidus Poir. a Narcissus triandrus L. [52]. Hlavnym
zdrojom ich vyskytu je rod Sceletium L. (Aizoaceae) a hlavnymi zastupcami st mesembrin

a mesemrenon [53,54].
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3.4.2. Biologicka aktivita amarylkovitych alkaloidov
Ako uz bolo naznacené v uvode tejto prace, AmA st zname predovSetkym Sirokym
spektrom biologickych aktivit, ktoré poskytuji. K najvyznamnej$im aktivitdm patri schopnost’
inhibovat’ aktivitu fyziologicky vyznamnych enzymov ako je AZAChE, ¢oho sa vyuziva v terapii

AD, antibakterialna, antiviroticka aktivita a protinadorova aktivita [4].

3.4.2.1. Lykorinovy Struktirny typ

Alkaloidy lykorinového Struktirneho typu boli najdené takmer vo vSetkych rodoch
cel'ade Amaryllidaceae, ako napriklad Ammocharis Herb., Boophone Herb., Brunsvigia Heist.,
Crinum L., Galanthus L., Haemanthus L., Hippeastrum Herb., Hymenocallis Salisb.,
Leucojum L., Lycoris L., Narcissus L., Sternbergia Waldst. & Kit. alebo Zephyranthes
Herb. [55]. Jedna sa o alkaloidy patriace medzi derivaty pyrrolo[de]fenantridinu a vznikaja
ortho-para’ intramolekuldrnym oxidacnym spojenim 4’-O-metylnorbelladinu [6]. Hlavnym
zastupcom tejto skupiny je alkaloid lykorin, nazyvany aj galantidin alebo amaryllin. Izolovany
bol A. W. Gerrardom v roku 1877 z Narcissus pseudonarcissus L., ajeho Struktira bola
podrobnejSie popisand Nagakawom a spol. v roku 1956. Zarovenn sa jedna o Uplne prvy
vyizolovany alkaloid z ¢el'ade Amaryllidaceae, pri¢om doposial’ bolo popisanych celkovo 119

alkaloidov tohto Struktarneho typu [4,6,49,55].

Tieto alkaloidy vykazuju Siroké spektrum biologickych aktivit. Z hl'adiska cytotoxicity
patria alkaloidy tejto skupiny kjednym znajucinnejSich AmA. Lykorin bol prvou
identifikovanou zli€eninou s cytostatickymi uU¢inkami z ¢elade Amaryllidaceae [4,55].
Indukciou apoptdzy a prostrednictvom mitochondridlnych drah vykazuje antiproliferativny
uc¢inok uz v mikromolarnych mnozstvach voc¢i vicSine multidrug rezistentnych nadorovo
transformovanych buniek abuniek rezistentnych voci apoptéze. Redukciou expresie
VE-kadherinu, vykazuje lykorin antiangiogénnu aktivitu a vyrazné inhibi¢né u¢inky vo¢i DNA
topoizomeraze I, ktord je nutnd pre rast rakovinovych buniek [55]. Napriek tomu, Ze AmA
st zname schopnostou inhibovat’ ZAChE, lykorin nevykazuje takmer Ziadnu alebo vel'mi slabu

inhibi¢nu aktivitu vo¢i AAChE (ICso=213 £ 1 uM) [56].

Aj napriek vel'mi slabému inhibi¢nému G¢inku lykorinu vo¢i ZAChE, je tento alkaloid
ucinny proti celej rade virusov ako je poliovirus, virus pravych kiahni a SARS-asociovany
koronavirus [4]. Vykazuje antimykotickt aktivitu voci kvasinke Saccharomyces cerevisiae,
ma fatdlny vplyv na Zivot parazitujuceho prvoka Trypanosoma brucei, vykazuje

antiprotozoalnu aktivitu vo¢i anaerobnému parazitujicemu prvoku Trichomonas vaginalis,
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spOsobujicemu sexualne prenosné ochorenie trichomoniadu. Je aktivny proti parazitom
Entamoeba hystolitica, Tribolium castaneum a Aphys gossypii [4,55]. Podrobeny Sstudii
s vyuzitim bune¢nych kultar cholorichin citlivych (T9.96) a chlorochin rezistentnych (K)
kmenov Plasmodium falciparum, vykazoval lykorin na davke zavislu antimalarickt aktivitu
v Styroch testovanych davkach (0,04; 0,2; 1,0 a 5,0 ug/ml) s hodnotami ICso = 1,026 (T9.96)
a 0,379 (K1) pg/ml [55,57].

Pri testovani na rozlicnych zvieracich modeloch vykazuje lykorin pomerne dobry
antiartriticky potencial, u¢inne redukuje toxicitu zapalového faktoru kalprotektinu, ktory vedie
k rozvoju zapalu a naslednému poskodeniu tkaniva pri zavaznych zapalovych ochoreniach
a blokuje lipopolysacharidmi indukovanu tvorbu zapalovych mediatorov a lipopolysacharidmi
indukovanii umrtnost umysi [55,58]. K d’alsim aktivitam patri aj hepatoprotektivna,
imunosupresivna, antioxidacna a analgetickd [55]. K alkaloidom lykorinového Struktirneho
typu patria aj d’alSie alkaloidy podobnej Struktiry, pricom najvyznamnejsie z nich su karanin,
pseudolykorin, anhydrolykorin,, 1,2-epoxylykorin, 1-O-acetyllykorin, lykorin-2-on, goleptin,
jonquillin, pluvin, norpluvin, galantin a amarbellisin. Prave amarbellisin a pseudolykorin
vykazuji podla niektorych S§tadii velmi dobri protinddorova aktivitu, s hodnotou
ICs0< 10 uM, pocas 72 hodin dlhého pdsobenia na bunky nadorovych linii [4,49]. Amarbellisin
vykazuje taktiez sI'ubnt aktivitu vo¢i gram negativnemu patogénu Escherichia coli a kvasinke

Candida albicans [59].

3.4.2.2. Homolykorinovy Struktarny typ

Jedna sa o alkaloidy Strukturne odvodené od 2-benzopyrano-[3,4-glindolu a vznikaji
ortho-para’ intramolekularnym oxidaénym spojenim. Sucastou tejto Strukturnej skupiny
je velké mnozstvo alkaloidov (priblizne 80), ale iba niektoré vykazuju sl'ubnu biologicki
aktivitu [4,6]. K pomerne zndmym aktivitdm patri inhibicia rastu nddorovo transformovanych
buniek 'udského karcinomu pec¢ene HepG2, leukemickych buniek MOLT-4 a buniek rakoviny
prostaty LNCaP, za ktoru st zodpovedné alkaloidy homolykorin, 8-O-dimetylhomolykorin,
lykorenin, hippeastrin a duvoisin. Nevyhodou je, Ze tieto alkaloidy vykazuju cytotoxicky
ucinok aj vo€i zdravym bunkdm mySich fibroblastov LMTK. Duvoisin, lykorenin
a 8-O-dimetylhomolykorin vykazuji schopnost’ viazat’ sa na molekulu DNA porovnatelnu
s vinblastinom. Alkaloid hippeastrin vykazuje, mimo vyS$Sie spominanych aktivit,
aj antivirusovu aktivitu proti Herpes simplex virusu typu 1 a antimykotickll aktivitu
vo¢i kvasinke Candida albicans [4,60]. U normotenznych potkanov bol preukézany

hypotenzivny G¢inok na arterialny tlak krvi navodeny alkaloidmi duvoisinom, homolykorinom,
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lykoreninom a 8-O-dimetylhomolykorinom. Lykorenin sposobuje v kardiovaskuldrnom
systéme vazodepresivny ucinok a modifikdciou vagovej aktivity navodzuje bradykardiu.

Mimo iného vykazuje aj analgeticky ucinok [60].

3.4.2.3. Galantaminovy Struktirny typ

Alkaloidy tohto Struktirneho typu su tvorené para-ortho " intramolekularnym oxidacnym
spojenim  4’-O-metylnorbelladinu  a zdklad ich Struktry tvori dibenzofuran [60].
Z medicinskeho hl'adiska je najvyznamnejSim alkaloidom galantamin, ktory bol po prvykrat
izolovany zo snezienky Galanthus woronowii Losinsk. Fyziologicky podstatna aktivita
galantaminu bola neocakdvane objavend bulharskymi farmakologmi na zaciatku 50. rokov
20. storoCia a od tejto doby bol vyuzivany k terapii rozlicnych neurologickych ochoreni
ako myastenia gravis, k lieCbe detskej obrny, alebo réznych typov demencie [4,49]. Jedna
sa o dlhodoby, selektivny, reverzibilny a kompetitivny inhibitor cholinesteraz, pricom vykazuje
az 53-krat vyssiu selektivitu k ZAChE nez k ABuChE [4,10]. Zaroven ovplyviiuje pre- a post-
synaptické nikotinové receptory, kedy prostrednictvom zvysenia uvol'nenia neurotransmiterov
dochadza k stimulacii neuronalnych funkcii. Mechanizmus inhibicie ZAChE je vyuzivany
v symptomatickej terapii AD, pricom bolo preukazané, ze terapia AD galantaminom vedie
k zlepSeniu kognitivnych, funkénych a behaviordlnych symptémov [4,60]. K dal$im
farmakologickym tc¢inkom patri obnova neuromuskuldrneho transferu, v kardiovaskularnom
systéme spdsobuje bradykardiu alebo poruchy atrioventrikuldrneho prevodu, je vyuzivany
ako reverzné Cinidlo v anestézii, bol patentovany k liecbe zavislosti na nikotine, posobi
ako mierne analeptikum, vykazuje analgeticky U¢inok zrovnatel'ny s morfinom a aplikovany
vo forme oénych kvapiek znizuje vnutrooény tlak [60]. Dalsimi alkaloidmi tohto $truktirneho
typu su chlidantin, habrantin, lykoramin, lykoraminon, narcisin, narwedin, sanguinin. Prave
sanguinin vykazuje 10-krat vyS$Siu inhibic¢nu aktivitu a selektivitu k ZAChE nez galantamin.
Biogeneticky prekurzor galantaminu, narwedin, zvySuje amplitidu a znizuje frekvenciu
srdecnych kontrakcii, zniZzuje uc¢inok narkotik a hypnotik a zvySuje analgeticky G¢inok morfinu

a d’alSich latok ako nikotinu ¢i kofeinu [4,49,60].

3.4.2.4. Hemantaminovy a Kkrininovy Struktirny typ
Podl'a niekol’kych autorov st alkaloidy tychto dvoch Strukturnych skupin, liSiace
sa priestorovou orientaciou etanového mostika, sithrnne ozna¢ované ako alkaloidy krinanového
Struktarneho typu, pri¢om alkaloidy hemantaminového typu su oznaované ako alkaloidy
B-krinanového typu a alkaloidy krininového Strukturneho typu ako alkaloidy o-krinanového

typu. Zaklad ich Struktiry je tvoreny 5,10b-etanofenantridinom a rozdiel v tomto priestorovom
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usporiadani zohrava zaroven dolezitti ulohu v ich cytotoxickej aktivite [6,49,61]. Schopnostou
inhibovat’ rast roznych typov nadorovo transformovanych buniek sa vyznacuju alkaloidy
hemantamin, hemantidin, krinamin, maritidin a papyramin, ktoré patria k hlavnym zastupcom
tychto dvoch skupin. Z pohladu cytotoxickej aktivity vocCi nddorovym bunkdm patria
k najvyznamnej$im hemantamin, hemantidin a krinamin [4]. Alkaloid hemantidin pdsobi
in vitro vo¢i vnutrobunkovym parazitom 7rypanosoma brucei rhodesiense a v mensej miere
vo&i Trypanosoma cruzi. Dalej vykazuje silnej$iu analgeticki a antiflogisticka aktivitu
nez aspirin (kyselina acetylsalicylova) [60]. Spolu s hemantaminom vykazuji antimalaricku
aktivitu vo¢i kmenom chlorochin senzitivneho prvoka Plasmodium falciparum [60]. Alkaloid
krinamin vykazuje miernu antimalaricku aktivitu, pomerne silnt aktivitu vo¢i gram-pozitivnym
patogénom, ako napriklad Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus. Dalej bola preukazana
jeho schopnost’ inhibovat’ produkciu oxidu dusnaté¢ho. Vittatin je zndmy svojou
antibakteridlnou aktivitou voci gram-negativnej tyCinke E. coli a gram-pozitivnemu koku
Staphylococcus aureus. Dalej je tieZ znamy svojou schopnost'ou potencovat’ analgeticky a¢inok
morfinu. Niektoré alkaloidy tejto skupiny, ako papyramin a hemantamin maju hypotenzivny
ucinok [4,57,60]. U hemantaminu a jeho semisyntetickych derivatov bola zaroven preukazana
silnd in vitro antiretrovirotickd aktivita voci virusu influenzy A H5N1 s hodnotou
ECso = 6,7 uM [59]. K d’als$im zndmym alkaloidom patria napriklad makowin, powelin,

narcidin ¢i elwesin [49].

3.4.2.5. Pankratistatinovy Struktirny typ

Struktira pankratistatinovych alkaloidov je odvodena od molekuly fenantridinu.
K najvyznamnejSim, z pohladu biologickej aktivity, patri narciklasin a pankratistatin.
Narciklasin bol prvykrat izolovany z cibil' rodu Narcissus L. v roku 1967 G. Ceriottim
a 10 rokov po jeho objave Carrasco a kol. poskytol prvy dokaz o protirakovinovej u¢innosti
tohto alkaloidu, mechanizmom inhibicie tvorby proteinov v krali¢ich retikulocytoch [4,59].
Podrobenim d’al§im §tadiam bol zisteny jeho antimitoticky G€inok spdsobeny inhibiciou delenia
buniek v M-fazi bunkového cyklu [4,60]. Dalej je schopny viazat’ sa na velki ribozomalnu
podjednotku 60S, kde inhibuje enzym peptidyltransferazu, ¢im brani vzniku peptidovej vdzby
a inhibuje tak elongaciu novovznikajucich proteinov, vytvara komplexy s molekulou DNA
a inhibuje kalprotektinom indukovanu cytotoxicitu, vo viac nez 10-nasobne nizsej koncentracii,
nez lykorin [4,60]. Je povazovany za najdoleZitejsi AmA s antineoplastickou aktivitou,
nakolko inhibuje rast l'udskych adenokarcindmovych buniek krc¢ka maternice (HeLa),

ma antileukemické vlastnosti aje aktivny proti celej rade dalSich nadorovych buniek.
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K nemenej zndmym patri jeho antibakteridlna aktivita voc¢i gram-pozitivnej tycinke
Corynebacterium fascians, antifungalna aktivita voci kvasinke Cryptococcus neoformans
a antiviroticka aktivita proti RNA virusom z ¢el'ade Flaviviridae a Bunyaviridae [4,59,60].
V roku 2015 bol narciklasin podrobeny Studii, kde bola vysetrovana jeho aktivita vo¢i AD.
Zo stadie vyplynulo, ze narciklasin znizoval produkciu amyloidov  (AB), znizenim hladin
amyloidnych prekurzorov in vitro. Extrakt obsahujici narciklasin, ziskany z Lycoris
x chejuensis K.H.Tae & S.C.Ko, redukoval mnozstvo AP a amyloidnych plakov a vykazoval
pozitivny u¢inok na kognitivne funcie u mysieho modelu AD [62]. Struktirne blizky analég
narciklasinu, pankratistatin, bol prvykrat izolovany v roku 1984 zcibul' havajskej Tlalie
Hymenocallis littoralis (Jacq.) Salisb. aprvé poznatky ojeho cytotoxickom pdsobeni
pochadzaju z roku 1993 [4]. Cytotoxicka aktivita pankratistatinu bola Studovanad na paneli
60 bunkovych linii, obsahujicich nddorovo transformované bunky z vaje¢nikov, pluc, ¢reva,
ladvin, mozgu, melandmu a buniek akatnej myeloidnej leukémie. Behom $tudii bolo zistené,
7ze vykazuje pomerne slubni protinddorova aktivitu vo¢i HeLa bunkdm, celej rade

leukemickych buniek a d’alSich réznych typov nadorov [4,59].

K minoritne sa vyskytujucim alkaloidom pribuznym pankratistatinu a narciklasinu
v rastlindch patria: narciklasin-tetraacetat, cis-dihydronarciklasin, trans-dihydronarciklasin,
C10b-R-hydroxypankratistatin a ismin, vykazujuci cytotoxicky ucinok vo¢i nadorovym
bunkdm MOLT-4, aalkaloid trisferidin, ktory sa vyznacuje antiretrovirotickou aktivitou.
Izolaciu tychto latok a nasledné biologické testovanie st'azuje ich nizky obsah v prirodnych

rastlinnnych zdrojoch [4,60].

3.4.2.6. Tazettinovy Struktirny typ

Do tejto Struktiirnej skupiny patria derivaty odvodené od 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu,
nachadzajuce sa predovsetkym v rodoch Narcissus L., Galanthus L., Lycoris L., Crinum L.,
Hippeastrum L. a Lapiedra Lag. K hlavnhym zastupcom patria alkaloidy tazettin a jeho
biosynteticky prekurzor pretazettin [4,49]. Z pohl'adu biologickej aktivity je menej vyznamny
tazettin, ktory vykazuje pomerne slabu cytotoxicku aktivitu, antimalarickt aktivitu a ma slaby
hypotenzivny ucinok. VyznamnejSi je pretazettin, vd’aka svojej antivirusovej a hlavne
cytotoxickej aktivite. V pripade premeny pretazettinu na tazettin dochddza k pomerne znacnej
strate jeho biologickej aktivity [60]. Pretazettin patri k najaktivnejSim alkaloidom G¢innym
voci bunkdm MOLT-4, inhibuje rast HeLa buniek a je G€¢inny voc¢i r6znym typom leukémie
(Rauscher leukémia, spontdnna AKR lymfocytarna leukémia) a karcinomov (Lewisov

karcinom, Ehrlich ascites karcindm). Vykazuje dobrt antiviroticku aktivitu vo¢i vybranym
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flavivirusom (hortcka dengue, zIta hortcka, japonska encefalitida), bunyavirusom (horucka
Punta Toro a horucka Rift Valley) v organovych kultirach a voci virusu Herpes simplex typu

I, mechanizmom inhibicie syntézy proteinov v priebehu ich replikécie [4,59,60].

3.4.277. Montaninovy Struktirny typ

Alkaloidy tejto Struktirnej skupiny boli izolované z fylogeneticky odlisnych rodov,
ako je rod Narcissus L., Lycoris L., Pancratium Dill.ex. L., Hippeastrum L. a Haemanthus L.
Zakladny skelet je odvodeny od molekuly 5,11-metanomorfantridinu. K pomerne vyznamnym
zastupcom patria montanin, pankracin, nangustin, brunsvigin, alebo montabufin [6,49].
O alkaloidoch montaninového Struktirneho typu je zndme pomerne malé mnozstvo informacii,
no vyznamnd je antibakteridlna aktivita pankracinu proti gram-pozitivnemu koku
Staphylococcus aureus, gram-negativnej tyCinke Pseudomonas aeruginosa a antiparaziticka
aktivita voc¢i endoparazitickym prvokom Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi

a Plasmodium falciparum [60].
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3.5. Alzheimerova choroba

AD bola prvykrat popisand v roku 1907 nemeckym lekdrom Aloisom Alzheimerom.
Jedna sa o zavazné, ireverzibilné, progredujuce, neurodegenerativne ochorenie mozgu, ktorého
podkladom je kortikdlna degeneracia. Neurény nachadzajice sa v tejto oblasti st narusené
alebo znicené a dochédza tak k postupnému ubudaniu mozgovej hmoty, s maximom zmien
v okcipitalnych a frontalnych lalokoch. Klinicky je toto ochorenie manifestované syndromom
demencie, Co znamend, ze dochadza k poruchdm paméte, myslenia, chépania reci, strate
orientacie aporuche dalSich kognitivnych funkcii. NajCastejSou pri¢inou demencie
je prave AD (62 %). K d’al§im typom demencie patria vaskularna demencia (17 %), vznikajica
na zéklade mozgovych infarktov, Parkinsonova choroba (5 %) alebo demencia zmieSanej

genézy (10 %) [63,64].

Podla Ceskej alzheimerovskej spolo¢nosti vroku 2015 trpelo celosvetovo AD
46,8 miliona Tudi, pri¢om ich podet v CR presahoval 156 tisic, z oho viac ako dve tretiny
chorych tvorili Zeny. S postupne sa zvySujucou hranicou starnutia populacie dochadza
aj k zvySovaniu poctu pacientov trpiacich AD, nakol'ko s narastajucim vekom sa zvysuje riziko
vzniku demencie [63]. Na zdklade meta-analyzy prevadzanej v roku 2017 sa predpoklada,
7e do roku 2050 bude pocet pacientov trpiacich demenciou v CR 383 tisic a celosvetovo

106,8 milidonov, s po¢tom 16,51 milidna pacientov trpiacich AD v Eurépe [65].

Zname su dve formy AD. Familidrna (vrodend), ktora postihuje pacientov v nizSom veku,
(hlavne okolo 50. roku zivota a skor) a je pomerne vzacna. Druhou formou je sporadicka
(obcasnd) forma AD, objavujuca sa v seniorskom veku, nad 65 rokov a tvori 80 % vSetkych
pripadov. K rizikovym faktorom zvySujlicim Sancu vzniku AD patria starnutie, dedi¢nost’,
zenské pohlavie, nezdravy Zivotny $tyl, dlhodoby stres, prekonané ochorenia alebo trazy

mozgu, depresia [66].

V sucasnej dobe je mozné klasifikovat’ niekol’ko zdkladnych $tadii AD, na zéklade rozsahu
znehodnotenia nervovych buniek v rozlicnych Castiach mozgu, a to predklinické Stadium,
mierne Stadium, stredne tazké atazké Stddium, pricom posledné 3 S§tadia su klinicky
manifestovatelné. Predklinické Stadium je charakterizovatelné meratelnymi zmenami
v mozgu, likvore a krvi (meranie pritomnosti bio markerov ozna¢ovanych ako likvorovy triplet
alebo proteinova tridda), ale bez symptomatologie [66,67,68]. Predpokladana doba prezitia
po diagnostikovani AD je priblizne 7 — 10 rokov, nakol'’ko dochadza k postupnému zhorSovaniu

kognitivnych funkcii, ako je strata kratkodobej a v tazSich §tadiach dlhodobej pamite,
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priestorova dezorientdcia v neznamom, neskor aj vlastnom prostredi, ¢asova dezorientécia,
postupné zhorSenie recovych schopnosti, behaviordlne poruchy (nepokoj, agresivita,
halucindcie), strata schopnosti postarat’ sa sdm o seba, vznik inkontinencie, porucha prijmu
potravy a uputanie na 16zko. V dosledku porusenia tych Casti mozgu, ktorych tlohou je riadenie
pohybu ¢&i prehitania, sa najfrekventovanej$ou pri¢inou Gimrtia u pacientov trpiach AD, stava

aspira¢na pneumonia alebo rozli¢né urazy [69].

o | 8
SN

Negativny sken Pozitivny sken

Obrazok 10 — Pozitrénova emisna tomografia mozgu zdravého a chorého pacienta' [70]

Na multifaktoridlnej etiopatogenézii tohto ochorenia sa podiela celd rada faktorov,
ako napriklad kortikosubkortikdlna atrofia, ku ktorej dochadza na zdklade neurondlneho
a synaptického Ubytku, extracelularne hromadenie patologického proteinu AP, vo forme
neuritickych amyloidnych plakov (Obrazok 10), vznikajiceho z amyloidného prekurzorového
proteinu (APP), ktory je za patologickych okolnosti Stiepeny B- a y-sekretazou, za vzniku
nerozpustnych fragmentov — AB40 a AP42, ktoré su nasledne aglomerované do plakov.
Vich tesnej blizkosti dochadza v dosledku rozvoja zépalu a oxidativneho stresu
k strate neurénov a synapsii. Dalej dochadza, vdaka zoskupovaniu extracelularneho proteinu
AB, kukladaniu t-proteinu, ktory je hyperfosforylovany prostrednictvom enzymu
glykogénsyntaza kinaza 3B (GSK-3B) a cyklin-dependentnd kindza 5 (CDKS5), vo forme
nerozpustnych neurofibrilarnych wuzlikov, ¢im dochddza k blokovaniu transportu zivin

a d’al$ich esencialnych molekul vo vnutri neurénov. Jedna sa o Struktury ukladané vo vnutri

! Zdravy pacient (vlavo). Pacient trpiaci na AD (vpravo). Teplé farby indikujii pritomnost’ Ap.

Kontrast: Flutemetanol '8F [70].
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neuréonov, su badatelné najpv v oblasti hippokamu a nasledne moézu byt pozorované

v mozgovej kore [67,68,69,71].

Uz na pociatku AD je znacne poSkodeny cholinergny systém, pricom dochadza k redukecii
tvorby auvolnenia acetylcholinu (ACh) zo synaptickej Strbiny, k mensej tvorbe
cholinacetyltransferazy, ktora je nutna k syntéze ACh z acetyl-CoA a cholinu. Redukované
je aj mnozstvo nikotinovych receptorov, pricom mnozstvo muskarinovych receptorov zostava
relativne zachované [72]. ACh je metabolizovany enzymami acetylcholinesterazami,
podiel’ajucimi sa na jeho hydrolyze. Zname s dve formy tohto enzymu, a to G1 a G4 forma.
U zdravého ¢loveka znacne prevlada G4 forma, zatial’ ¢o u pacientov trpiacich AD dochadza
k narastu mnozstva G1 a redukcii G4 formy tohto enzymu [72,73]. Pre neskorsie stadia tohto
ochorenia je charakteristickd nadmerna tvorba ABuChE, posobiacej hlavne na periférii, ktora
sa taktiez podiel'a na metabolizacii ACh a u zdravého cloveka sa vyskytuje v minoritnych
mnozstvach [9]. V neskorSich S§tadidch AD je poskodeny aj glutamatergny systém,
kde dochadza k priliSnému uvolfiovaniu a zniZeniu spédtného vychytdvania excitaénych
aminokyselin — glutamatu a aspartatu, v oblastiach dolezitych pre pamidt, ¢o vedie
k hyperexcitacii ich receptorov — N-metyl-D-aspartatovych receptorov (NMDA). Do neurénov
tak vstupuje nadmerné mnozstvo vapenatych ionov, ¢o vedie k zvySenej expresii niektorych
génov a aktivacii proteinkinaz, zodpovedajucich za zmenu Struktiury proteinov, v dosledku
c¢oho sa zvySuje excitotoxicita a dochadza k apoptdze neurdnov. V strednych a tazkych
Stadiach AD, preto dochddza k poskodeniu procesu dlhodobej potenciacie, ktora je realizovana

prave prostrednictvom NMDA receptorov [72,73].

K dals$im moZznym mechanizmom prispievajucim k rozvoju AD patri poSkodenie
mitochondridlneho metabolizmu, u ktorého sa predpoklada, Ze stivisi s rozvojom neurotoxicity
a apoptdzy neurdnov, zvySend hladina kyslikovych a dusikatych radikalov a zniZenie tvorby
nervovych rastovych horménov [72]. Mutacia genetickych faktorov, konkrétne génu
kodujuceho APP, Presenilinu 1 a Presenilinu 2, vedlcich k narastu tvorby a agregacie AP,
je zodpovedna za vyskyt autozomalne dedi¢nej formy AD, postihujicej pacientov v mladSom
veku. Dalsim genetickym faktorom zvySujlicim riziko vzniku AD po 65. roku Zivota,
je pritomnost’ alely ApoE 4. Pritomnost’ tychto alel nie je nutne spita s vyskytom AD,

ale s narastanim rizika jej vzniku a zniZovanim veku nastupu ochorenia [74].

Vzhladom ktomu, Ze doposial stidle eSte nie je zndma Uplnd etiologia AD,

nie je mozné toto ochorenie lie€it’ kauzalne. VyuZzivanymi farmakoterapeutickymi postupmi
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su ovplyvilované uz zname patologické mechanizmy. Sucasnd terapia neumoziiuje uplné
vylieCenie, ale iba spomalenie progresie choroby a oddialenie tazkych S§tadii, ktoré
su spojené s postupnym zhorSovanim kvality zivota pacientov [73]. V komplexnej terapii AD
si  vyuzivané  kombindcie  farmakologickych  a nefarmakologickych  postupov.
U farmakologickej lieCby rozliSujeme liecbu kognitivnych a nekognitivnych portch. Liecba
nekognitivnych poruch, ktoré doprevadzaju pacientov hlavne vo vyssich Stadiach ochorenia,
zahfnia terapiu antidepresivami zo skupiny selektivnych inhibitorov spédtného vychytavania
serotoninu (citalopram, fluoxetin, sertralin) alebo selektivnych inhibitorov spétného
vychytavania noradrenalinu (venlafaxin, duloxetin), u pacientov trpiacich sucasnou depresiou.
U pacientov s agitovanostou alebo agresivitou si vyuzivané atypické neuroleptikd
(hlavne tiaprid, olanzapin a risperidon) [69,72]. V terapii kognitivnych portich st na zaklade
,mediciny zaloZenej na dokazoch (evidence based medicine, EBM)*“ vyuzivané inhibitory
cholinesteraz (iChE). Prvym vyuZivanym bol takrin, dnes sa vSak uz kvoli jeho nizkej

znasanlivosti a hepatotoxicite nepouziva a inhibitory NMDA receptorov [73,75].

Z iChE, tzv. kognitiv, su klinicky vyuzivané hlavne tri liec¢iva, a to donepezil (inhibitor
hAChE, dostupny v peroralnych liekovych formach), galantamin (inhibitor AAChE
a alostericky modifikator nikotinovych receptorov) a rivastigmin (inhibitor ZAChE a #/BuChE,
dostupny vo forme transdermalnych néplasti a peroralnych liekovych formach). Tieto latky
ovplyviiuji poruSenu cholinergnt transmisiu a tvorbu patologického AB. St indikované hlavne
umiernych astredne tazkych S§tadii AD, priCom rivastigmin je vyuzivany aj v terapii
Parkinsonovej choroby. Pri ich uZzivani pacientmi je vyuZivana postupnd titracia davky,
aby sa prediSlo nimi spdsobenym neziadicim uU¢inkom ako gastrointestindlne problémy

(nauzea, dyspepsia, nechutenstvo) a poruchy srde¢ného rytmu [69,73,76].
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Obrazok 11 — Inhibitory cholinesteraz [77]

Dal§im, vSeobecne dobre znaSananym lieCivom s minimom neziaducich ucinkov,
vyuzivanym v terapii stredne tazkych az tazkych §tadii AD je memantin, ktory je parcidlnym

inhibitorom NMDA receptorov, spojenych s otvorenim iénovych kanalov pre Ca*>"a Na* iony.
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Dal§im jeho predpokladanym téinkom je pokles degeneracie t-proteinu, inhibiciou enzymu
GSK-3B aschopnost sucasne miernit priznaky behaviordlnych poruch. Je vyuZzivany

bud’ samostatne alebo v kombin4cii s inhibitormi cholinesterdz, najmi donepezilom [69,73].

H2N CH;

Hs;C
memantin

Obrazok 12 — Inhibitor NMDA receptorov [77]

Zname su aj dalSie terapeutické moznosti, u ktorych nie je v ddsledku absencie
klinickych $tadii preukdzand dostatocnd uc€innost u neurodegenerativnych demencii.
Ich pouzitie nie je zalozené na principe EBM, avsak aj bez tychto ddokazov moézu mat
na pacientov s AD urcity pozitivny efekt. Napriklad urCity neuroprotektivny t€inok mdze
vykazovat’ uzivanie antioxidantov ako doplnkovych lie¢iv (retinol, P-karotén, tiooktova
kyselina, alfa-tokoferol), majucich schopnost’ vychytavat’ vol'né radikaly, ktorych uvolfiovanie
je u nerodegenerativnych ochoreni zvysené [72]. Aj napriek faktu, ze niektoré Studie povazuju
ich pouZitie v terapii AD za uplne neraciondlne, je mozné vyuzit’' k podpore myslenia a pamite
niektoré nootropika, ako je piracetam alebo piritinol [73]. Stadie zamerané na ug&inok
nicergolinu (dihydrovany ndmel'ovy alkaloid, ktory spdsobuje vazodilataciu mozgovych ciev
a zlepSuje tak jeho mikrocirkul4ciu) u pacientov s AD nepreukazali dostatocnii uc¢innost’
pri jeho vyuZiti v terapii. Ani v pripade cerebrolysinu, latky posobiacej ako prekurzor tvorby
nervovych rastovych hormoénov, ziskany z prasacich mozgov, Stidie nepreukézali dostatocnti
ucinnost’ u pacientov trpiacich AD [72,73]. Suplementécia vitaminmi u pacientov trpiacich AD,
konkrétne vitaminom B12 (koncentracia u pacientov s AD byva znizend), kyselinou listovou,
ktorej nedostatok mdze viest' k zhorSeniu kognitivnych funkcii, alebo koenzymom Q10,
v klinickych §tadiach nepreukdzala terapeuticku efektivitu [72]. Mierny pozitivny efekt, ktory
bol preukédzany viacerymi Studiami ma uZivanie extraktu z ginkgo biloba (EGb 761), ktory je
zdrojom viac neZ 60 aktivnych zlucCenin, ako napriklad diterpény, ginkgolidy A a B,
seskviterpén bilobalid alebo flavonoidy. Uginnost’ tohto extraktu v terapii AD je pripisovana
antioxidanému pdsobeniu, ktoré ma za nésledok obsah flavonoidov a antiflogistickym
ucinkom, za ktoré st zodpovedné terpenoidné zlozky. Doporufované je jeho uZzivanie
v terapii zaCinajucich demencii a ako doplnkova terapia pri sucasnom uzivani iChE

a memantinu [78,79,80].
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V suvislosti s vytvaranim amyloidnych plakov, ktoré spistaji neurodegenerativnu
kaskadu (vznik zapalu s uvolnenim interleukinov, volnych radikalov a d’alSich mediatorov
zapalu, strata neurénov a synapsii) su vyvijané antiamyloidné terapeutické stratégie, posobiace
roznymi mechanizmami [72]. Patria sem stimulatory a-sekretdz (etazolat), podporujice
Stiepenie APP a tvorbu rozpustného amyloidu. Nedavne stadie prevadzané u 159 pacientov
v miernom a stredne tazkom S$tadiu AD preukazali, ze tato latka bola bezpecnd a dobre
tolerovatel'na, ¢o poskytlo sl'ubné vysledky do d’alsich klinickych hodnoteni na vi¢Som pocte
pacientov [81]. Dal§imi, pomerne sPubnymi terapeutickymi cielmi v terapii AD, st latky
schopné inhibovat’ [B-sekretazy, konkrétne typ 1, pricom niektoré latky, ako napriklad
verubecesta, podstupuju tretiu fazu klinického hodnotenia. Blokator y-sekretdzy, avagacestat,
preukazal v prvej fazi klinického hodnotenia redukciu hladin AB40 a AB42, uz po 18 dioch
uzivania o 30 %, pri podani dennej davky 100 mg a pri podani davky 150 mg denne pokles
az o 60% [81]. Dalsiu moznost’ predstavuju latky zabrafiujuce oligomeracii a polymeracii
B-peptidu, kam patri glykosaminoglykan tramiprotat, ktorého uzivanie viedlo k nadmernému
zhlukovaniu t-proteinu, alebo polypeptid colostrinin, obsahujlici vysoké mnozstvo prolinu,
ziskavany z ovéieho kolostra, u ktorého Studie prevadzané pocas 15 mesiacov u pacientov
v miernom S§tadiu AD preukdzali mierne zlepSenie, pocas dalSich 15 mesiacov liecby
vSak pozitivny G€inok udrZany nebol. Potencidlnymi lie€ivami st inhibitory GSK-3 (litium
a memantin), zabranujice hyperfosforylacii t-proteinu alebo aktivna a pasivna imunoterapia,

ktoré st predmetom aktivneho skumania [72,80,81].

K nefarmakologickych moZnostiam terapie AD patria kinezioterapia, tane¢na terapia,
reminiscencnd terapia, programové a individualizované aktivity a kognitivna rehabilitacia.
Ich cielom u pacientov trpiacich AD je zachovat alebo skvalitnit’ zhorSené kognitivne
funkcie, zlepsit’ celkovi kvalitu zivota a zmiernit' behaviordlne priznaky ako depresia,
agresivita, ¢i poruchy spanku. Délezitou sucast’ou nefarmakologickych postupov je pracovat’

s blizkymi a personalom starajicim sa o pacientov trpiacich AD [66].

35



3.6. Narodové ochorenia

Podla udajov WHO st nadorové ochorenia (NO) druhou najcastejSou pri¢inou umrtia,
pricom zarok 2018 st zodpovedné za celkovo 9,8 miliéna umrti. Po kardiovaskularnych
ochoreniach, zodpovedajucich za takmer polovicu vietkych umrti v CR, predstavuju zhubné
NO druhti najc€astejSiu pricinu umrti. Najviac frekventovanymi su nadory pluc, prsnika,

hrubého Creva, zaludka a prostaty [82,83].

Jednym z najvyznamnej$ich rizikovych faktorov, zvySujucich riziko vzniku zhubnych NO
je starnutie, priCom najviac tychto ochoreni byva diagnostikovanych u pacientov
v 6. a 7. decéniu zivota. Epidemiologické studie, prevadzané poslednych 40 rokov preukazali,
ze hlavnou pri¢inou, podielajicou sa na vzniku tychto ochoreni, su faktory vonkajSieho
prostredia, hlavne nezdravy zivotny $tyl, kam zaradzujeme fajcenie, konzumaciu alkoholu,
nespravne zlozenie stravy a sposob stravovania, ionizujuce ziarenie, UV Ziarenie, karcinogénne

latky atd’. [84].

Na trovni molekuldrnej patolégie NO zohrava dolezita tlohu komplexny viacstupiiovy
proces, nazyvany kancerogenézia. Proces je charakterizovany malignou premenou buniek
anaslednym vznikom nadoru, na zédklade vzajomnej interakcie vnutornych faktorov (spontanna
mutacia, gendmova nestabilita, klonalna expanzia) a vonkajSich faktorov (pdsobenie
chemickych, fyzikdlnych a biologickych kancerogénov) [83]. K vzniku zmien dochadza
na Urovni DNA, kddujlcej gény dolezité pre rozvoj nadorov. Prvymi doleZitymi génmi
su onkogény, vznikajuce mutaciou alebo aktivaciou fyziologickych protoonkogénov,
podiel’ajucich sa na regulécii diferenciécie a proliferacie bunkového cyklu. V poradi druhymi
dolezitymi génmi st nadorové supresory, nazyvané aj antionkogény, ktoré sa za fyziologickych
podmienok zucastiiuji procesu bunkového delenia, apoptézy a reparaénych mechanizmov
molekuly DNA, a tak brania vzniku a rozvoju NO [84]. Ich inaktivaciou dochadza k procesom
veducim k rozvoju NO. V procese kancerogenézie dochadza teda k viacerym genetickym
zmendm, ako je bodova muticia, delécia, translokacia, alebo inzercia nukleotidov
a epigenetickym zmenam, ako je metylacia molekuly DNA alebo acetylacia histonov.
Nadorovo transformované bunky su nemé vocCi kontrole procesu proliferacie a vytvaraja
si vlastny program bunkového delenia. Nebezpecnou vlastnost'ou tychto buniek je schopnost’
metastazovat’. V pripade napadnutia zivotne dolezitych tkaniv a organov, sa tak stavaju

letalnymi [83,84].
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Iniciacia Promécia Progresia

Mutageny
Radiacia Negenotoxické Genotoxickeé +
Virusy karcinogény Negenotoxické faktory

Génova toxicita

J J

; iciovana y ické Mali Invazia
Normalna — Iniciovana . Preneoplastické : eny '
bunka bunka poruchy nador metastazy

Aktivacia proto-onkogénov
Inaktivacia nadorovych supresorovych génov
Inaktivacia antimetastatickych génov

Obrazok 13 — Viacstupiiovy proces kancerogenézie® [83]

Liecba NO sa obvykle deli na protinddorovt terapiu a podpornu starostlivost’, orientovant
na rieSenie problémov suvisiacich s tymito ochoreniami, ako je bolest’ alebo psychologicka
podpora, vcetne odstraiiovania neziaducich ucinkov vznikajicich v doésledku lieCby [84].
K zakladnym liecebnym modalitdm protinadorovej terapie patri chirurgicka liecba, radioterapia
ionizujicim ziarenim, systémova terapia cytostatikami, hormondlna liecba, imunoterapia

a cielena terapia, veduca k ovplyvneniu konkrétnych signalnych dréh a proteinov [85].

Svoje vyuzitie v terapii NO nasli aj latky prirodného povodu a ich derivaty, pricom klinicky
vyuzivané si napriklad vinblastin, vinkristin ¢i paklitaxel [86]. Protinddorovou aktivitou
sa vyznaCuju aj alkaloidy celade Amaryllidaceae, ktorym je venovana pozornost v tejto
diplomovej praci. Jednou zpomerne vyraznych vyhod tychto alkaloidov je ich vysoka
selektivita vo¢i nadorovo transformovanym bunkédm a nizka toxicita voc¢i zdravym a kl'udovym
bunkdm [4]. Do dnes$ného dna bolo viac nez 300 alkaloidov podrobenych screeningovym
stanoveniam s vyuzitim rozli¢nych typov nadorovo transformovanych bune¢nych linii.
K najvyznamnejS$im Struktirnym typom poskytujiicim pomerne sl'ubnu cytotoxicka aktivitu,
patria alkaloidy lykorinového, hemantaminového, pankratistatinového a krininového

Struktarneho typu [4,87].

2 Povodny obrazok bol prelozeny a upraveny autorom.
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3.6.1. Alkaloidy lykorinového Struktirného typu

Z cytotoxického hladiska patria kjednym znajacinnejSich a zaroven najviac
preskimanych alkaloidy lykorinového Struktiirneho typu. Hlavny zastupca tejto Strukturnej
skupiny, alkaloid lykorin, bol prvou identifikovanou cytostatickou zlic¢eninou, pri¢om jeho
antiproliferativne G¢inky voci r6znym linidm nddorovo transformovanych buniek boli zname
uz od dvadsiatych rokov 20. storo¢ia [55,87]. Jeho protinadorové aktivita bola testovana in vitro
a in vivo na viacerych bunecnych liniach, ktorych supis je uvedeny v kapitole 3.6.4. V bunkach
HL-60, viedol lykorin k zastave G2/M faze bunkového cyklu, zvySeniu aktivity
proapoptotickych faktorov kaspazy 3, 8 a 9, uvol'neniu cytochrému-c a naslednému navodeniu
apoptozy [4,88]. Stidie prevadzané na tejto buneénej linii viedli k vysledkom vykazujucim
pomerne sl'ubnu protirakovinovu aktivitu v koncentraciach od 0,31 do 5 uM [59]. Pri testovani
na bunkach l'udského mnohocetného myelomu KM-3 bolo preukdzané, ze lykorin zastavuje
GO0/G1 fazu bunkového cyklu a nésledne vedie k aktivacii procesu apoptozy, prostrednictvom
,,down* regulécie cyklinu D1 a cyklin-dependentnej kinazy 4. U naddorovo transformovanych
bune¢nych linii HL-60, K-562, U-937, vedie lykorin k navodeniu apoptdzy prostrednictvom
,down* regulacie proteinu Mcl-1, patriaceho do skupiny proteinov Bcl-2, ktoré zohravaji
dolezita tlohu v regulacii procesu apoptozy [4,88]. Na zdklade §tadii bolo tiez preukazané,
ze lykorin modze indukovat’ poSkodenie DNA, zrovnatelné s poskodenim spdsobenym
ionizujicim ziarenim a niektorymi chemoterapeutickymi latkami a spdsobovat’
tak programovani nekrézu v bunkiach mnohocetného myelomu ARH-77. Prevedenim
viacerych in vitro a in vivo §tudii bolo zistené, ze lykorin je schopny inhibovat rast, pohyb,
invaziu a prezitie nddorovo transformovanych buniek prostaty u bunec¢nych linii PC-3M,
DU145, LNCaP a 22Rvl1, s pomerne malou afinitou k zdravym bunkam [59,89]. Vysledky
Stadii, zameranych na preukdzanie antiproliferativneho ucinku lykorinu vo¢i bune¢nym liniam
rakoviny prsnika (MDA-MB-231, MCF-7, HMEC) potvrdili, Ze lykorin dokazal vyznamne
potlacit’ narast, pohyb, kolonizaciu a invazivitu tychto naddorovych buniek. Prevedenim tychto
Studii bolo potvrdené, Ze na molekuldrnej Urovni vedie lykorin k zdbrane aktivacie
epidermalneho rastového faktoru, interleukinu 6 a néslednej aktivacii JAK/STAT signalizacnej
drahy, d’alej vedie k inhibicii fosforylacie transkripéného faktoru STAT3, vyznamného pre rast
buniek a ich apoptdézu, reguluje expresiu génov Mcl-1, Bel-xL, MMP-2 a MMP-9, a vedie
k inhibicii expresie transkripéného faktoru TWIST. Vsetky tieto fakty vedi k zisteniu,
ze lykorin sa tak stdva potencionidlnym kandidatom v prevencii a liecbe rakoviny prsnika
a prostaty [59,89,90]. Pomerne zaujimavy vysledok poskytol lykorin vo forme soli

hydrochloridu, ktory pri in vitro testovani viedol k potlaceniu proliferacie buniek
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nadorovej linie HeylB, s hodnotou ICso = 1,2 = 0,1 uM [59]. Zéaroven bolo preukéazané,
ze lykorin vyznamne inhibuje aktivitu DNA topoizomeradzy I, ktora je nevyhnutna pre rast
rakovinovych buniek. U lykorinového derivatu, oznacovan¢ho ako HLY78 bolo preukazané,
ze vedie k aktivacii fosforylacie ko-receptoru LRP6 a signalizacnej drahy Wingless/INT-1,

ktoré su uzitocné v boji proti nadorovym bunkam prostaty, prsnika a glioblastomu [55].

K d’alsim alkaloidom tohoto Strukturneho typu, vykazujucim sl'ubnt cytotoxicku aktivitu
vo¢i nadorovym bunkdm, patri pseudolykorin, galantin, amarbellisin, ungeremin, karanin
a 2-O-acetylpseudolykorin. Alkaloid pseudolykorin vykazuje schopnost’ inhibovat syntézu
proteinov nadorovo transformovanych buniek v Stddiu formacie peptidovej vézby [60].
Po vystaveni poOsobeniu 1-O-acetyllykorinu a lykorin-2-onu bola preukdzana apoptdza
leukemickych buniek linie Jurkat. Alkaloid amarbellisin vykazuje pomerne silnu cytostaticka
aktivitu voci bune¢nym linidam nadorovych buniek A549, OE21, Hs683, U373, SK-MEL-28
a B16F10, s hodnotou ICso v rozmedzi 5-10 uM [4,59]. Metabolit lykorinu, ungeremin,
nazyvany aj lycobetain, vykazuje vézbou na topoizomerazu IIf cytotoxicky ucinok na paneli
bune¢nych linii HL-60, MOLT-4, K-562, U-937, LXFL529L, s priemernou hodnotou
ICso= 1,3 uM [59].

OH

< /N+

amarbellisin ungeremin

karanin 2-O-acetylpseudolykorin 1-O-acetyllykorin lykorin-2-on

Obrazok 14 — Lykorinov¢ alkaloidy s cytotoxickou aktivitou [49]

3.6.2. Alkaloidy pankratistatinového Strukturného typu
Nemenej vyznamnu cytotoxickl aktivitu poskytujii alkaloidy pankratistatinového
Struktarneho typu. Z pohladu cytotoxickej aktivity patria k najucinnejSim narciklasin

a pankratistatin. Prevddzanim $tadii bolo zistené, Ze pdsobenim narciklasinu dochadza
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v bunkéach k ovplyvneniu ich delenia v Stadiu metafazy, ma schopnost’ blokovat’ formaciu
peptidovej vdzby naviazanim na 60S ribozomdalnu podjednotku tRNA, kde inhibuje
peptidyltransferazu. Daldim jeho predpokladanym ug¢inkom je schopnost’ vytvarat komplexy
s molekulou DNA a zabranovat’ vzniku kalprotektinom indukovanej cytotoxicity v 10-nadsobne
nizsej koncentracii nez lykorin. Jeho schopnost’ znizovat’ proliferaciu a migraciu nadorovych
buniek sa prejavuje uz pri koncentracii nizsej nez 1 uM [4,59,60]. U melanomovych buniek
VN-48, implantovanych do mozgu imunodeficitnych mysi a nasledne lieCenych narciklasinom,
bola preukazana jeho schopnost’ viazat’ sa na elongac¢ny faktor eEF1A, Co predstavuje novy
potencialny ciel’ v terapii tychto metastazujicich buniek, rezistentnych voc¢i apoptdze.
U bune¢nych linii U373, Hs683, GL19, narciklasin vedie k naruseniu proliferacie
glioblastomovych buniek, spomalenim procesu mitdzy a spdsobuje indukciu polymerizacie
aktinu [7,59]. U nadorovo transformovanych buniek prostaty PC-3 a prsnika MCF-7, viedol
narciklasin k navodeniu procesu apoptodzy prostrednictvom aktivécie receptorov smrti (Fas
a DR-4) asucasnou aktivaciou kaspazy 8 a9, s viac nez 250-krat vySSou ucinnostou
k nddorovym bunkam, nez k bunkdm zdravych fibroblastov CCD-25Lu. V nedavnej dobe bol
tieZ popisany cytotoxicky ucinok narciklasinu vo¢i bune¢nym linidm HL-60 (ICso= 0,018 uM)

a HSC-2 (ICso = 0,05 uM), navodeny indukciou apoptozy [4,7,59].

Cytotoxickd aktivita bola preukdzand aj u d’alSieho alkaloidu tohto Struktirneho
typu - pankratistatinu, ktory bol v roku 2004 predmetom Studii, ktoré popisali jeho schopnost’
navodit’ apoptézu leukemickych buniek Jurkat, v koncentracii 1 uM, bez toxického ucinku
voCi zdravym bunkam [59]. Neskor bolo zistené, Ze pankratistatinom navodena apoptdza
je spojena s aktivaciou kaspazy 3, produkciou reaktivnych foriem kyslika a stratou
mitochondridlneho membranového potencidlu, priCom prave mitochondrie néadorovo
transformovanych buniek predstavuji potencidlne miesto posobenia pankratistatinu v terapii
nadorovych ochoreni. U nddorovo transformovanych buniek l'udského neuroblastomu
SHSY-5Y, viedol pankratistatin v davke 1 pM k aktivacii kaspazy 3, zvySeniu produkcie
reaktivnych foriem kyslika a poklesu mnoZstva ATP v mitochondridch, ¢im viedol k ich
posSkodeniu [59,91]. Podobny proapoptoticky mechanizmus spdsobeny pankratistatinom bol
potvrdeny aj u dvoch typov bunecnych linii rakoviny prostaty LNCaP, DU145 a bunecnej linie
rakoviny prsnika MCF-7 [92]. Pankratistatin vykazoval synergicky ucinok v kombinacii
s Tamoxifenom, v lieCbe nadorovo transformovanych buniek rakoviny prsnika, zdsahom
do mitochondrii a navodenim apoptozy [93]. Jeho pomerne vysoka selektivita vo¢i nddorovym

bunkdm bola potvrdena aj pri prevadzani in vitro ain vivo §tadii, na bune¢nych liniach
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kolorektalneho karcinomu HT-29, HCT116, bez vyznamného vplyvu voci zdravym bunkam
¢reva CCD-18Co [4,59]. Indukciou apoptdzy, autofagie buniek a zastavou buneéného cyklu
v G2/M fazi, vedie pankratistatin k inhibicii rastu nédorovych buniek kolorektalneho

karcinomu HCT-15 in vitro [94].

OH O

narciklasin pankratistatin

Obrazok 15 — Pankratistatinové alkaloidy s cytotoxickou aktivitou [49]

Struktarne blizky alkaloid pankrastatinu, narciprimin, vykazuje strednd cytotoxicku
aktivitu vo¢i bunkam nadorovej linie CEM, a slabu aktivitu vo¢i bune¢nym linidm MCF-7,
K-562, G-361 a HeLa. Nevyhodou je, ze tento alkaloid vykazoval pri testovani cytotoxicky
ucinok aj voci zdravym l'udskym fibroblastom (BJ) [88].

<o NH

OH O

narciprimin

Obrazok 16 — Struktdra narcipriminu [49]

3.6.3. Alkaloidy hemantamininového a krininového Stukturného typu

Z alkaloidov hemantaminového a krininového Struktirneho typu vykazuji najvysSiu
cytotoxickl aktivitu vo¢i nadorovym bunkam alkaloidy hemantamin, hemantidin a krinamin.
B-krinanovy alkaloid hemantamin vykazoval prevadzanim in vitro $tudii cytotoxicku aktivitu
voCi rozlicnym liniam nadorovo transformovanych buniek, zahffiaujicich bune¢né linie
MOLT-4, HepG2, HeLa, MCF-7, CEM, K562, A549, Caco-2, HT-29, A2780, SW1573
aT47-D [4,59,60]. Jeho predpokladany uc¢inok spoc¢iva v mechanizme inhibicie syntézy
proteinov v momente, kedy dochddza k vdzbe peptidyltransferazy na 60S ribozomalnu
podjednotku. Indukcia apoptéozy doprevadzana aktivaciou kaspaz 3, 7, 8, 9, pokles
mitochondridlneho membranového potencialu a zastava bune¢ného cyklu vo fazi G1 a G2/M,

bola pozorovana u buniek nadorovej linie Jurkat, po jej vystaveni pdsobeniu hemantaminu
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a hemantidinu, ktory moZe vznikat ireverzibilnou premenou hemantaminu. Stidie prevedené
na bunkéach mysieho lymfomu L5178 preukézali schopnost’” hemantaminu sposobovat’ silni
inhibiciu ich rastu, tvorbou komplexov s molekulou RNA. Hemantidin vykazoval sl'ubnu
cytotoxicku aktivitu prevedenim in vitro $tadii vo¢i nadorovym liniam A549, OE21, Hs683
a SK-MEL-28. Dal§im vyznamnym alkaloidom je krinamin, ktory rovnako ako hemantamin,
je  potencidlnym  induktorom  apoptézy  nadorovo  transformovanych  buniek

uz v mikromolarnych koncentraciach [59,88,95].

hemantamin hemantidin krinamin

Obrazok 17 — Hemantaminové alkaloidy s cytotoxickou aktivitou [49]

Stadie  prevedené vroku 2012  poukizali na  protinadorovi  aktivitu
a-krinanového alkaloidu bulbisperminu. Tento alkaloid viedol v koncentracii 10 pM
k signifikantnej inhibicii proliferacie glioblastomovych buniek T986 a U373, rezistentnych
voCi apoptdze, prostrednictvom cytostatického U¢inku v doésledku zvySenia mnozstva
polymerizovaného aktinu. V ramci tejto Stiidie bola potvrdena aj jeho silna cytotoxicka aktivita

proti bunkdm HL-60 [96].

V priebehu poslednych rokov sa viacero Studii zameralo na protinddorovt aktivitu
B-krinanového alkaloidu distichaminu. V in vitro stadiach vykazoval tento alkaloid cytotoxicku
aktivitu vo¢i naddorovym liniam HeLa, CEM, K562, MCF-7 a G361, uz v mikromolarnych
mnoZzstvach, s najvysSou aktivitou voci linii HeLa buniek (ICso= 2,2 uM). U nadorove;j linie
leukemickych buniek CEM, viedol distichamin k navodeniu apopt6zy aktivaciou kaspazy 3 a 7,

veducich k tvorbe fragmentov DNA [4,59].
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bulbispermin distichamin

Obrazok 18 — Hemantaminovy alkaloid bulbispermin a krininovy alkaloid distichamin

s cytotoxickou aktivitou [49]

3.6.4. Vyznam skratiek narodovych buneénych linii

22Rvl
A2780
A549
ARH-77
B16F10
BJ

Caco-2
CCD-18Co
CCD-25Lu
CEM
DU145
G-361
GL19
HCT116
HeLa
HepG2
Hey1B
HL-60
HMEC

Hs683

bunecna linia epitelidlneho karcindmu prostaty
bunec¢na linia l'udského karcindmu vajecnikov
bunecna linia 'udského adenokarcinomu pltc
bunky mnohopocetného myelomu

bunecnd linia mySieho melanoému koze

bunecnd linia l'udskych zdravych fibroblastov
bunec¢na linia l'udského kolorektalneho karcindmu
fibroblasty, izolované zo zdravého tkaniva hrubého creva
fibroblasty, izolované zo zdravého pl'icneho tkaniva
bunec¢nd linia akutnej leukémie T-lymfoblastov
bunec¢na linia 'udského karcindmu prostaty

bunecna linia maligneho melanému

bunec¢na linia multiformného glioblastomu

bunec¢na linia kolorektalneho karcindmu

bunec¢nd linia adenokarcindému krcka maternice
bunecna linia hepatocelularneho karcindmu
bunecna linia karcindmu vajec¢nikov

bunec¢na linia akttnej promyelocytarnej leukémie
primarne l'udské epitelidlne bunky mlie¢nej zl'azy

bunec¢na linia glioblastomu mozgu
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HSC-2
HCT-15
HT-29
Jurkat
K-562
KM-3
L5178
LMTK
LNCaP
LXFL529L
MCF-7
MDA-MB-231
MOLT-4
OE21
PC-3M
SHSY-5Y
SK-MEL-28
SW1573
T47D
T-98G
U373
U-937

VM-48

bunec¢na linia skvamocelularneho karcinomu tstnej dutiny
bunecna linia 'udského kolorektalneho adenokarcindému
bunecna linia 'udského kolorektalneho adenokarcindému
bunec¢na linia akatnej leukémie T-lymfocytov

bunec¢na linia chronickej myeloidnej leukémie

bunec¢na linia 'udského mnohopocetného myelomu
bunky mysieho lymfomu tymu

zdravé bunky mysich fibroblastov

bunky l'udského hormoén-dependentného karcindmu prostaty
bunecna linia I'udského karcinému pluc

bunecna linia adenokarcinomu pfs

bunecna linia adenokarcinomu pfs

bunecna linia akitnej lymfoblastickej leukémie

bunky skvamoceluldrneho karcinomu pazeraka

bunecnd linia l'udského karcindmu prostaty

bunecnd linia l'udského neuroblastomu

bunec¢na linia l'udského maligneho melanomu koze
bunec¢na linia karcinomu pltac

bunky l'udského nadoru pfs

bunky glioblastému

bunky l'udského glioblastomového astrocytomu

bunky histiocytického lymfoému

I'udské metastdzujlice melanomové bunky mozgu, rezistetné voci
apoptoze
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4. Experimentalna cast’

4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilacia
Vsetky komeréné rozpustadla, ktoré boli pri experimentalnej praci pouzité, boli
pred samotnym pouzitim predestilované. V prvom kroku bol zachyteny destilacny predok
(asi 5 % poOvodného objemu), nasledne bola zachytend hlavnd frakcia, pricom bolo
predestilovanych maximalne 90 % pdvodného objemu rozpustadla. Rozpustadla boli
uchovavané v hnedych Sirokohrdlych fl'aSiach, patricne oznacenych a chranenych

pred svetlom.

4.1.2. Odparovanie ziskanych extraktov

Odparovanie sumarnych etanolovych extraktov a nasledne alkaloidnych etylacetatovych
vytrepkov, ktoré boli urené pre stanovenie biologickej aktivity, bolo prevadzané na vakuove;j
odparke Buchi Rotavapor R-114, pri tlaku 1,33 kPa apri teplote, ktord neprevysSovala
40 — 50 °C. Alkaloidné vytrepky boli odparené¢ dosucha. Po ukonceni odparovania boli banky,
ktorych hrdlo bolo prekryté alobalom, uloZzené do eksikatora a dosusované po dobu minimalne
24 hodin za vékua nad perlami silikagélu. Po vybrati z eksikatora boli extrakty uchovavané tak,
aby boli chranené pred svetlom a pri teplote 2 — 8 °C, az do doby navazovania pre prislusni

analyzu.

4.2. Chemikalie, rozpust’adla a pristrojové vybavenie pre izolaciu alkaloidov

4.2.1. Rozpustadla, chemikalie a pomocny material
= Etanol 95%, denaturovany metanolom, (EtOH), (Penta a.s.)
= Destilovana voda, (H20)
= Chloroform p.a., (CHCL), (Penta a.s.)
= Dietyléter, Cisty destilovany bez stabilizatoru, (Et20), (Penta a.s.)
= Metanol p.a., (MeOH), (Penta a.s.)
= Etyl-acetat p.a., (EtOAc), (Penta a.s.)
= Uhlicitan sodny 10% roztok (w/w), (Na2COs3), (Lachema)
= 2% kyselina chlorovodikova, (HCI)
= Siran sodny bezvody ¢Cisty, (Na2SO4), (Penta a.s.)
=  Kremelina Celite C 535 Jonh’s Manville (Sigma-Aldrich s.r.o0.)

= SuSiace perly silikagélu (Penta a.s.)
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4.2.2. Pristrojové vybavenie
= Viakuové odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG,
Switzerland)
= Ultrazvukovy vodny kupel’ Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
= Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnym detektorom
5975C inert MSD, EI méd 70 eV, kolona HP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)

4.2.3. Databaze pouzité k vyhodnocovaniu vysledkov
= Khniznica EI-MS spektier NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg,
Maryland, USA)

4.3. Priprava sumarnych extraktov

4.3.1. Pouzity biologicky material
Ako biologicky materidl boli pouzité zmrazené cibule rastlin rodu Narcissus L.,
jednotlivych kultivdrov (Scarlet Gem, Acropolis, Kedron, Delta, White Marvel) a variety
Narcissus albus var. plenus odoratus, ktoré boli tesne pred pouzitim rozmrazené. Jednotlivé
vzorky cibul’ boli zaktipené od firmy LUKON BULBS (Lov¢ice 30) a LUKON GLANDS
(Lysd nad Labem). Doba zberu cibil’ — 09/2013. Botanickd verifikdcia bola prevedena
prof. RNDr. Lubomirom Opletalom, CSc. Dokladové vzorky boli ulozené v herbariu
na Katedre farmaceutickej botaniky FAF UK, pod oznacenim Narcissus cv. Acropolis
CUFPH-16130/AL-450, Narcissus cv. Delta CUFPH-16130/AL-457, Narcissus cv. White
Marvel CUFPH-16130/AL-460, Narcissus cv. Kedron CUFPH-16130/AL-463,
Narcissus cv. Scarlet Gem CUFPH-16130/AL-467, Narcissus albus var. plenus odoratus

CUFPH-16130/AL-508.

Tabul'ka 1 — Prehl'ad hmotnosti jednotlivych vzoriek pouzitych pri extrakeii

Hmotnost’ [g]

Cislo vzorku* Nazov kultivaru Cibule Sumarny
k extrakcii extrakt
AL - 450 Narcissus cv. Acropolis 198 0,150
AL — 457 Narcissus cv. Delta 188 0,168
AL - 460 Narcissus cv. White Marvel 210 0,113
AL — 463 Narcissus cv. Kedron 185 0,171
AL - 467 Narcissus cv. Scarlet Gem 256 0,184
AL - 508 Narcissus albus var. plenus odoratus 103 0,122

* ¢islo vzorku z katalogizacie pracovnej skupiny ADINACO group
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4.3.2. Priebeh procesu extrakcie drogy a spracovanie extraktu

Prvy krok procesu extrakcie drogy spocival v vpraveni nasekanych a rozmrazenych cibal’
do 500 ml Erlenmeyerovej banky. Cibule boli zaliate dostatocnym mnozstvom EtOH 95%,
aby nad drogou bola aspoit 1-2 cm vrstva kvapaliny. Droga bola extrahovand po dobu
20 minut na vodnom kupeli za varu a pod spatnym chladicom. Po uplynuti tejto doby, bola
banka odpojenda aodobrand zvarica a ponechana k ochladeniu. Nasledne bola zmes
prefiltrovana cez vliselin. Tento cely proces bol prevedeny celkovo trikrat. Spojené filtraty boli
prefiltrované cez vrstvu kremeliny s Willdstddterovou ihlou (vzhl'adom k obsahu vyssieho
mnozstva slizovych latok), ktora bola umiestnend do filtracného tubusu a pred samotnou
filtraciou bola premyta destilovanou vodou. Spojené etanolové extrakty boli nasledne odparené
na vakuovej odparke Buchi Rotavapor R-114 dosucha. Odparky boli po odpareni zvazené
a podla ich jednotlivych hmotnosti okyselené takym mnozstvom 2% HCI, aby doslo
k dosiahnutiu koncentracie 100 mg odparku / 0,5 ml kyseliny. Nasledne bol odparok zriedeny
vodou do objemu priblizne 50 ml, priCom bola prevedena kontrola jeho vysledného pH.
Hodnota pH by mala byt v rozmedzi 1 — 2. Aby doslo k odstraneniu zbytkov odparkov, ktoré
sa prichytdvaju na stenu banky, banka bola ponorena do ultrazvukového kipela SONOREX
a sonikovand pri normalnej teplote po dobu priblizne 5 minat. Doslo k odlepeniu zbytkov
odparkov od stien banky a rozbitiu jednotlivych véacsich kusov. Ziskany ¢iry kysly filtrat bol
vytrepany v deliacej nalevke, za pouzitia predestilovaného a nestabilizované¢ho Et2O, celkovo
trikrat, z dovodu odstranenia neziaducich nepolarnych latok nealkaloidnej povahy ako st silice,
¢i tuky. Po vytrepani bola éterova vrstva oddelend a nachédzala sa hore. Kysla vodnd vrstva
bola nasledne zalkalizovana 10% Na>COs, do dosiahnutia pH 9 — 10, a znova vytrepana celkovo
trikrat, za pouzitia predestilovaného EtOAc. Polarne necistoty po vytrepani zostali vo vodne;j
vrstve. Alkaloidné vytrepky boli néasledne spojené. Stopy vody boli odstrdnené pridanim
malého mnozstva Na>:SO4 bezvodého, za mierneho premieSania a nasledného prefiltrovania
cez filtraény papier. Ciry filtrat bol odpareny dosucha. Po odpareni boli odparky dosusované
po dobu minimalne 24 hodin v exsikatore za vakua nad perlami silikagélu. Z kazdého
alkaloidného extraktu boli pripravené vzorky pre analyzu pomocou GC-MS a pre screeningové

stanovenie biologickych aktivit extraktov (inhibicia ZAChE + ABuChE a cytotoxicitu).

4.4. GC-MS analyza a identifikacia jednotlivych alkalodov
Analyza zlozenia aidentifikdcia jednotlivych alkaloidov rodu Narcissus L. bola
prevadzana s vyuzitim plynového chromatografu (Agilent Technologies 7890A)

s hmotnostnym detektorom (Agilent Technologies 5975C), pracujucim pri elektronovej
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ionizacii 70 eV. Separacia bola prevedena s vyuzitim kolony HP-5MS, 30 m x 0,250 mm,
za pouzitia teplotného programu: 100 — 180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min),
180-300 °C (5 °C/min), 300 °C (5 min). Ako mobilna f4za bolo pouzité¢ hélium s rychlostou
prietoku 0,8 ml/min. Teplota, pri ktorej bol prevedeny nastrek vzorku bola 280 °C, pri¢om bol
nastreknuty 1 pl metanolického roztoku analyzovaného vzorku o koncentracii 1 mg/ml,

pri splite 1:10. Rozsah merania hodnét bol 40-600 m/z.

Identifik4cia alkaloidov prebiehala porovnévanim ich spektier so spektrami dostupnymi
v komer¢nej kniznici dostupnych spektier NIST 11 (National Institute of Standards
and Technology Library, USA), dalej s datami, ktoré su publikované v literature

a so Standardami latok, ktoré uz boli v naSom laboratoriu izolované.

4.5. Stanovenie inhibi¢nej aktivity alkaloidov a alkaloidnych extraktov voci
erytrocytarnej hAChE a sérovej ABuChE

4.5.1. Chemikalie, material a pristrojové vybavenie pre stanovenie biologickych
aktivit
4.5.1.1. Chemikalie

= Acetyltiocholin jodid, (ATChI), (Sigma — Aldrich s.r.0.)

= Butyryltiocholin jodid, (BuTChlI), (Sigma — Aldrich s.r.o.)

= 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB), (Sigma — Aldrich s.r.o0.)

= Dimetylsulfoxid p.a. (Sigma — Aldrich s.r.0.), (DMSO)

= Galantamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

= Huperzin A 95% (TAZHONGHUI — Tai’an Zhonghui Plant Biochemical Co.,
Ltd., China)

= Eserin (Sigma — Aldrich s.r.0.)

* Dihydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a. (NaH2PO4 -2H>0), (Lachema)

= Hydrogénfosforecnan disodny dodekahydrat, p.a. (Na,HPO4 - 12H>0),
(Lachema)

4.5.1.2. Tlmivé roztoky
* 5 mM Fosfatovy tlmivy roztok (pH 7,4) - pripraveny zmieSanim 57 ml zdsobného
roztoku A (10 mM roztok NaHoPO4; 1 liter roztoku obsahuje 1,20 g
NaH;POg4) s 283 ml zasobného roztoku B (10 mM roztok Na;HPOy; 1 liter roztoku
obsahuje 1,42 g Na,HPOs), a 300 ml vody.
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SmM Fostfatovy tlmivy roztok, obsahujici 150 mM chloridu sodné¢ho (NaCl)
o pH 7,4 — pripraveny rozpustenim 8,766 g NaCl v 5 mM fosfatovom tlmivom
roztoku o pH 7,4 a doplneny nim na 1000 ml.

100 mM Fosfatovy tlmivy roztok (pH 7,4) — pripraveny zmieSanim 57 ml
zasobného roztoku A (200 mM roztok NaH>POs; 1 liter roztoku obsahuje 24,0 g
NaH>POy4) s 243 ml zasobného roztoku B (200 mM roztok NaHPOy; 1 liter
roztoku obsahuje 28,4 g NaHPO4) a 300 ml vody.

Hodnoty vsetkych pouzitych tlmivych roztokov boli kontrolované na kalibrovanom

pH metri PHM 220.

4.5.1.3. Biologicky material

Zdrojom hAChE bol hemolyzat I'udskych erytrocytov.
Ako zdroj ABuChE bola pouzita I'udska plazma.

4.5.1.4. Pristrojové vybavenie a pouzité programy

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

Centrifuga 5810/5810R (Eppendorf, Hamburg, Germany)

Mikrotitracné dosticky 96 jamiek (Fisher Scientific, Pardubice)

pH meter PHM 220 (Radiometer, Kodan, Denmark)

Trepatka VWR standard analog shaker 1000 (VWR, Radnor, Pensylvéania, USA)
Odstredivka AVANTI J-301 s rotorom JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea,
California, USA)

Odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorom Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

Program pre vyhodnocovanie Statistickych dat GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, Kalifornia, USA, 2006)

4.5.2. Ziskavanie humannych cholinesteraz h AChE a hBuChE

Erytrocyty pouZité k ziskavaniu huméannych cholinesteraz boli ziskané z Cerstvo

odobranej krvi zdravych dobrovol'nikov, ku ktorej bolo pridané protizrazanlivé ¢inidlo — citrat

sodny, (18 ml krvi + 2 ml 3,4% roztoku citratu). Okamzite po odbere bola krv rozdelena

rovnomerne po 5 ml do Srubovacich skiamaviek, konického tvaru. Nasledne bola prevedena

centrifugacia krvi, za pouzitia odstredivky Boeco U-32R s rotorom Hettich 1611, pri rychlosti

4000 otacok/minttu, teplote 4 °C, po dobu 10 minut. Po ukonceni tejto centrifugacie bola
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plazma zo skimaviek odobrana tak, aby v nej nezostali Ziadne erytrocyty. Plazma bola
uchovavana v chladnicke, pri teplote 4 °C, do doby stanovenia aktivity ABuChE. Uchovévanie

plazmy je mozné najdlhSie po dobu nepresahujticu 6 hodin.

Zvysok plazmy z erytrocytdrneho sedimentu bol opatrne odsaty za pouzitia
bezpopolového filtraéného papiera s hladenym povrchom. Spi¢ka tohto filtru bola zostrihnuta.
Po od¢itani objemu erytrocytov bol sediment zriedeny 5 mM fosfatovym tlmivym roztokom
o pH 7,4 obsahujicim 150 mM NaCl. Pridané bolo také mnozstvo tohto tlmivého roztoku,
aby vysledny objem erytrocytarnej suspenzie bol 13ml. Po rovhomernom premieseni suspenzie
bola vykonana centrifugacia rovnakym sposobom, ako pri oddelovani plazmy. Tymto
sposobom bolo prevedené premytie erytrocytov (za ucelom odstranenia zbytkov plazmy
a hBuChE), celkovo trikrat a premyvacia kvapalina bola dokonale odstranend. V nasledujucom
kroku bolo pridané také mnozstvo 5 mM fostatového tlmivého roztoku o pH 7,4 bez obsahu
NaCl, aby bol objemovy pomer erytrocyty : tlmivy roztok 1:9. Preklapanim skumaviek bola
zmes opédt’ zhomogenizovand a nasledne preliata do Erlenmayerovej banky. Erytrocyty boli
ponechané spontannej hemolyze po dobu 10 minut za miesania teflonovym miesadlom pri pocte
300 otaCok/minatu. Po wukonceni riadenej hemolyzy bola u suspenzie stanovena

acetylcholinesterazova aktivita.

V pripade potreby je mozné upravit’ absorbanciu pridanim 5 mM fosfatového tlmivého
roztoku (rozmedzie absorbancie pre #ZAChE musi byt’ 0,08 — 0,15 a pre ABuChE 0,15 — 0,20).
Nariedeny hemolyzat bol v Eppendorfkach uchovavany az do doby pouZitia pri teplote - 22 °C.

4.5.3. Stanovenie inhibi¢nej aktivity extraktov voci ZAChE a ABuChE (ICso)
K stanoveniu cholinesterdzovej inhibi¢nej aktivity (ICso) bola pouzitd Ellmanova

spektrofotometrickd metdda za vyuzitia DTNB.

K stanoveniu inhibi¢nej aktivity enzymov bolo do Siestich jamdk mikrotitra¢nej dosticky
napipetovanych 8,3 ul plazmy alebo hemolyzatu, 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 ul DMSO.
Po pretrepani na mikrotrepacke po dobu 1 minuty bola nasledne zmes inkubovana v komore
readeru Reader Synergy ™ pri teplote 37 °C po dobu 5 mintit. Po inkubAcii bolo néasledne
pridanych 33,3 ul substratu. Ako substraty sa vyuzivaju estery tiocholinu, pricom bol pouzity
10 mM roztok ATChI alebo 10 mM roztok BuTChl, ktoré su cholinesterazami Stiepené
na tiocholin a prislusna kyselinu. Po uplynuti dvoch minut bola za pouzitia vhodnej vinovej
dizky premerana absorbancia [(A = 436 nm (hAChE-hemolyzat); A = 412 nm
(hBuChE-plazma)]| vzniknutého zltého produktu. Tento produkt je vysledkom naviazania

50



SH-skupiny z tiocholinu na DTNB. V priebehu analyzy bol sledovany narast absorbancie
za 1 minatu. Prostrednictvom vzorca, ktory je uvedeny nizSie, bola vypocitand priemerna

hodnota inhibicie so smerodatnou odchylkou.

Pri stanoveni inhibi¢nej aktivity extraktov bolo postupované rovnakym sposobom, pricom
zhodny bol aj postup merania. Do mikrotitra¢nej dosticky boli napipetované rovnaké objemy
Cinidiel aroztoku substratu (vyuzivand bola plocha Siestich riadkov po troch jamkéach).
Do jednotlivych jamok boli priddvané roztoky extraktov v DMSO v pouzitych out
koncentraciach 20,0; 2,0; 0,2; 0,02; 0,002 mg/ml, pripadne v nizsej koncentracii. Mozné su
aj iné série koncentracii, ak je aktivita vysoka. Do poslednej Siestej jamky bol napipetovany

samotny DMSO, ktory funguje ako slepa vzorka.

Jednotlivé hodnoty ICso [pg/ml] boli vypocitané nelinedrnou regresiou z nameranych
hodnot poklesu aktivity ZAChE a ABuChE, za vyuzitia programu GraphPaD Prism (verzia
pre Windows, vyrobca GraphPaD Software, San Diego, CA, USA). Ziskané hodnoty
ICs0 hAChE a ICso ABuChE v pg/ml, boli porovnavané s hodnotami ICso referen¢nych latok —

galantaminom, huperzinom A a eserinom.

Percentd inhibicie (%lI) je moZzné vypocitat’ podl'a nasledujiceho vzorca:

A ABL

%I =100 - A ASA

x100

AABL — narast absorbancie slepé¢ho vzorku behom jednej minuty
AASA — narast absorbancie meraného vzorku behom jednej minuty

Tabulka 2 — Hodnoty cholinesterazovej aktivity Standardov

Nazov Povod ICso [uM]
hAChE hBuChE
Galantamin HBr Changsha Organic Herb, China 1,710 £ 0,065 42,301 £ 0,065
Eserin Sigma Aldrich s.r.o. 0,063 £0,001 0,130 £+ 0,004
Huperzin A Tai’an Zhonghui Plant., China 0,033 £ 0,001 > 1000

4.6. Stanovenie in vitro cytotoxickej aktivity
Stanovenie bunecnej viability/cytotoxického pdsobenia testovanych extraktov, bolo
prevadzané v spolupraci s Ustavom lekarskej biochémie na Lekarskej fakulte v Hradci

Kralové.
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Stanovenie cytotoxickej aktivity prebiehalo s vyuzitim optickych kolorimetrickych metod.
V tomto pripade bolo prevedené stanovenie bunec¢nej viability pomocou WST-1 metddy, ktora
je obdobou MTT metdédy. Vyuziva ako reakéné ¢inidlo tetrazoliovi  sol
4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat namiesto
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromidu, ktory je  vyuZivany
pri prevadzani MTT metddy. Obe tieto metdody pouzivaji ako Cinidla tetrazoliové soli,
ale vyhodami metédy WST-1 je vynechanie kroku rozpustania a zaroven citlivejSie a rychlejSie

stanovenie testovanych extraktov.

V prvom kroku boli pripravené z testovanych extraktov roztoky o koncentracii 50 pg/ml.
V Case pouzitia bolo nutné zabezpecit, aby koncentrdcia DMSO v pripravenych roztokoch
bola < 0,1%, a tym bola vylicena jeho toxicita. Do 96-jamkovej dosticky boli nasadené bunky,
a to v koncentracii 1 X 103 — 50 x 103 buniek/jamku podla danej linie. Nasledne boli bunky
podrobené inkubdcii pri teplote 37 °C a koncentracii CO; odpovedajicej 5 %. Po 24 hodinovej
inkubdcii boli k bunkdm pridané roztoky testovanych extraktov o koncentracii 50 pg/ml.
Popripade bol pridany doxorubicin ako pozitivna kontrola v koncentracii 1uM. Po uplynuti
inkubéacie o dobe trvania 48 hodin za rovnakych podmienok, bolo do jamdk pridané ¢inidlo
WST-1. Toto c¢inidlo bolo nasledne v zivych bunkach redukované mitochondridlnymi
dehydrogendzami, za vytvorenia purpurovo sfarbené¢ho formazanu. Po pridani DMSO bol
nasledne purpurovo sfarbeny formazan rozpusteny a absorbancia bola zmerana pri vinovej

dizke A = 440 nm, na readeri Infinite M200.

Miera sfarbenia roztoku je priamo imernd mnoZstvu Zivych buniek. S prevedenim troch
nezavislych experimentov, bola nésledne spocitand bunecnd viabilita kazdého extraktu,
v porovnani s negativnou kontrolou. Pri negativnej kontrole nebola k bunkdm pridana ziadna

ucinna latka, iba DMSO o koncentracii 0,1%.
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5. Vysledky

5.1. Inhibi¢na aktivita vo¢i ZAChE a ABuChE

Tabul'ka 3 — Prehl’'ad vysledkov anticholinesterdzovej aktivity sumarnych alkaloidnych
extraktov rodu Narcissus L.

. ICso Inhibicia ICso Inhibicia
Cislo vzorku hAChE hAChE hBuChE hBuChE
[ng/ml]** [Yo]* [ng/ml]** [Yo]*
AL — 450 - 50,98+ 1,18 n.t, 58,06 + 0,62
AL — 457 9,69 + 1,24 82,24 + 0,80 n.t, 4532 + 0,83
AL — 460 3,34 £ 0,49 87,10 = 0,67 n.t, 53,96 + 0,68
AL —463 2,53 +£ 0,61 80,99 + 0,63 n.t. 45,18 £ 0,59
AL — 467 - 55,11 £ 1,66 n.t. 30,50 + 0,88
AL —-508 5,30 + 0,19 85,99 + 0,72 n.t. 37,58 £0,38
Galantamin*** (0,606 £+ 0,065 15,579 + 0,065
Eserin*** 0,017 £ 0,001 0,036 = 0,065
Huperzin A*** (0,008 £ 0,001 >1000

*  testovana koncentracia extraktov pre screeningové stanovenie bola 50 pg/ml
** prevadzané u extraktov dosahujucich pri screeningovom stanoveni inhibicie > 60 %

*#*pouzité Standardy — hodnota cholinesterdzovej aktivity Standardu v [pg/ml]

5.2. Vysledky cytotoxickej aktivity
Nasleduca tabulka (Tabulka 4) uvadza prehlad cytotoxickej aktivity jednotlivych
sumarnych alkaloidnych extraktov. Viabilita buniek bola stanovend po 48 hodinovej inkubacii,

v pritomnosti jednotlivych sumarnych extraktov o koncentrécii 50 pg/ml.
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Tabul'ka 4 — Prehl'ad cytotoxického pdsobenia testovanych sumarnych alkaloidnych extraktov vo¢i bunkdm nadorovych linii

Testovana vzorka!l Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC-1 A2780 HeLa MCF-7 SAOS-2 MRC-52

AL -450 34 31 28

AL - 457 34 26

AL - 460 30

AL -463 32

AL - 467 33

AL -508 32

Doxorubicin3

!'testovana koncentracia 50 pg/ml; > kontrola — zdravé bunky; * Standard

, . . N . o . . )
- 2650 | 5175 | 76-100 farebrrlanvysvethvka’k”heatmape (mnozstvo prezivSich buniek v % oproti kontrole po 48 hodinovej
inkubacii o koncentracii extraktu 50 pg/ml).
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5.3.I1dentifikacia jednotlivych alkaloidov v sumarnych extraktoch, popis ich
Struktury a prehl’ad hmotnostnych spektier

Nasledujuca podkapitola zhriiuje, formou tabuliek (Tabul’ka 5, Tabulka 6, Tabul'ka 7,
Tabulka 8, Tabul'ka 9 a Tabul'ka 10) a obrazkov (Obrazok 19, Obrazok 20, Obrazok 21,
Obrazok 22, Obrazok 23 a Obrazok 24), vysledky Strukturdlnej analyzy alkaloidov
z jednotlivych sumarnych extraktov. Ako prvé su v podkapitole uvedené tabul’ky hmotnostnych
spektier jednotlivych sumdérnych exktraktov — radené vzostupne podla cCisla sumarneho
extraktu. Za nimi nasleduji chromatogramy jednotlivych sumarnych extraktov (radené rovnako
ako tabulky). Na konci podkapitoly je uvedna tabulka (Tabulka 11) s percentudlnym
zastipenim identifikovanych alkaloidov, na ktordt nadvdzuje obrazok (Obrazok 25)

s popisom ich Struktur.
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Tabul'ka 5 — Alkaloidy identifikované v sumarnom extrakte AL-450

ORI QA NN AW N -

|k |k |k |k |
N AW N =

Nazov alkaloidu
Galantamin
Lykoramin

A1
Homolykorinovy typ
3-O-demetylmaritidin
Maritidin
11,12-dehydroanhydrolykorin
A2
Pankracin
Galantin
Lykorin
Homolykorinovy typ
Homolykorinovy typ
A3
A4

RT
15.936
16,091
16,497
16,657
16,762
16,831
17,593
17,803
18,131
18,281
18,612
18,695
18,847
19,995
20,150

[M*] m/z [%]
287(50) 286(100) 244(19) 216(35) 174(25) 141(9) 128(12) 115(19)
289(40) 288(100) 202(11) 187(8) 174(6) 161(6) 109(23)
271(50) 253(40) 252(100) 224(35) 199(46) 187(38) 109(39)
300(-) 253(3) 207(2) 191(4) 147(2) 110(7) 109(100) 108(15) 94(2)
273(85) 255(22) 207(29) 202(26) 201(100) 189(31) 175(23)
287(100) 268(41) 254(49) 253(79) 252(59) 224(46) 215(89)
249(62) 248(100) 207(5) 191(8) 190(17) 189(7) 133(5) 123(5)
329(34) 281(25) 270(34) 269(41) 268(100) 240(24) 232(29)
287(100) 270(21) 269(29) 264(31) 243(22) 199(29) 185(52)
317(8) 316(10) 284(8) 268(14) 258(44) 253(9) 243(80) 242(100)
287(19) 268(19) 252(12) 250(32) 248(18) 227(59) 226(100)
249(3) 110(10) 109(100) 108(22) 82(5)
315(20) 266(29) 248(38) 242(28) 241(56) 240(72) 109(100)
295(83) 294(100) 287(10) 250(5) 207(6) 194(6) 178(6) 147(10)
281(18) 280(48) 265(74) 264(100) 249(19) 248(14) 193(19)
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Tabul'ka 6 — Alkaloidy identifikované v sumarnom extrakte AL-457

ok |
ey~ N e N N N O N

DN | k| k| | k| | |k [ e
SN X AN AW

Nazov alkaloidu
Galantamin
Lykoramin

Homolykorinovy typ

Homolykorinovy typ

As

Ae

Pluvin
Assoanin
Hemantamin
Dehydroassoanin
Galantin
Inkartin
Homolykorinovy typ

A7

Homolykorinovy typ
Hippeastrin

RT
15,947
16,096
16,273
16,654
16,952
17,207
17,270
17,369
17,742
18,109
18,292
18,634
18,698
18,847
19,104
19,612
19,777
19,996
20,178
20,269

[M*] m/z [%)]
287(76) 286(100) 270(17) 244(23) 216(25) 174(43) 165(15)
279(35) 288(100) 216(15) 207(49) 202(30) 165(22) 152(13) 109(39)
273(60) 272(69) 230(21) 202(27) 175(11) 174(16) 115(12) 109(100)
191(6) 110(8) 109(100) 108(14) 94(4) 73(4)
329(45) 328(65) 270(35) 269(47) 268(100) 266(22) 256(17) 242(22)
287(59) 286(100) 270(13) 268(9) 258(17) 243(15) 242(38) 229(9)
287(59) 286(48) 268(44)266(13) 254(10) 243(49) 242(100) 228(10)
267(48) 266(100) 250)19) 222(10) 193(6) 191(6) 180(10) 133(6)
301(10) 273(16) 272(100) 242(15) 240(15) 211(17) 186(16) 181(31)
267(13) 265(76) 264(100) 248(14) 220(15) 207(8) 191(17) 178(28)
317(15) 316(12) 284(9) 268(15) 266(13) 244(13) 243(85) 242(100)
333(28) 332(95) 259(36) 258(100) 253(17) 250(19) 227(20) 226(22)
179(2) 110(8) 109(10) 108(25) 107(2) 94(2) 82(3) 81(2) 77(2)
315(23) 267(21) 266(21) 265(29) 264(20) 250(14) 241(100) 240(58)
281(46) 265(35) 253(17) 224(8) 208(50) 165(11) 133(16) 109(100)

315(-) 281(7) 209(5) 207(6) 193(6) 191(19) 178(6) 126(7) 125(100) 96(36)

315(27) 295(51) 294(70) 284(35) 266(35) 208(100) 191(84) 133(62)
295(86) 294(100) 278(11) 250(9) 194(9) 178(10) 147(11)

341(9) 283(26) 281(34) 280(29) 265(34) 208(100) 191(20) 178(25)
295(100) 294(72) 281(28) 265(42) 264(55) 257(62) 193(33) 133(39
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Tabul'ka 7 — Alkaloidy identifikované v sumarnom extrakte AL-460

Nazov alkaloidu RT [M*] m/z [%]
1 Galantamin 15,953  287(76) 286(100) 270(17) 244(24) 230(14) 216(44) 174(45) 115(28) [NIST]
2 Lykoramin 16,102 289(54) 288(100) 232(8) 202(16) 187(14) 175(13) 115(20) 109(96) [97]
3 Homolykorinovy typ 16,276 287(4) 286(5) 175(8) 115(3) 110(8) 109(100) 108(14) 94(4) 77(3) [NIST]
4 Narwedin 16,574 286(20) 285(96) 284(100) 216(18) 199(17) 174(55) 128(35) 115(28) [99,NIST]
5 A 16,834  265(53) 264(31) 209(6) 208(6) 207(8) 191(7) 103(12) 94(100) -
6 A3 16,933  281(60) 271(50) 252(45) 227(35) 226(100) 109(78) 108(25) 94(25) -
7 Homolykorinovy typ 17,102  283(4) 267(4) 250(4) 207(8)191(5) 110(7) 109(100) 108(21) 94(8) [NIST]
8 Norpluvin 17,483  273(39) 272(33) 254(20) 240(7) 229(36) 228(100) 214(10) 109(12) [99]
9 11,12-dehydroanhydrolykorin 17,596 249(44) 248(100) 190(25) 163(3) 123(5) 95(13) 73(13) [98]
10 Hippeastrin 17,858  253(7) 249(5) 207(55) 175(18) 126(7) 125(100) 96(31) 94(9) 77(7) [12,99]
11 Homolykorinovy typ 18,237  281(5) 162(2) 134(2) 110(6) 109(100) 108(27) 107(2) 82(3) 81(2) [NIST]
12 LyKkorin 18,596  287(19) 286(15) 268(17) 252(11) 250(26) 227(63) 226(100) 135(11) [NIST]
13 Pseudolykorin 19,134  289(24) 288(11) 270(11) 229(62) 228(100) 214(9) 209(13) 147(9) [97]

Tabul'ka 8 — Alkaloidy identifikované v sumarnom extrakte AL-463

Nazov alkaloidu RT [M*] m/z [%]
1 Galantamin 15,953  287(73) 286(100) 270(13) 244(22) 216(34) 174(39) 165(16) 128(15) [NIST]
2 11,12-dehydroanhydrolykorin 17,599 249(55) 248(100) 191(12) 190(20) 163(7) 123(10) 95(23) [98]
3 Tazettin 17,839 331(14) 316(8) 298(10) 281(23) 247(100) 225(29) 181(16) 152(31) [NIST]
4 Pankracin 18,143  287(100) 286(20) 270(23) 243(17) 223(40) 214(26) 199(38) 185(45) [NIST]
5 Lykorin 18,651 287(18)286(14) 268(19) 250(34) 248(33) 227(57) 226(100) 147(12) [NIST]
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Tabul'ka 9 — Alkaloidy identifikované v sumarnom extrakte AL-467

Nazov alkaloidu RT [M*] m/z [%]
1 Galantamin 15,939 287(43) 286(100) 270(13) 244(19) 216(26) 207(31) 174(32) 115(17) [NIST]
2 Hemantamin 17,748 301(10) 273(18) 272(100) 240(15) 214(17) 186(17) 181(30) 128(17) [99]
3 Lykorin 18,604 287(19) 286(11) 268(15) 250(30) 249(15) 248(24) 227(40) 226(100) [NIST]
4 Homolykorinovy typ 18,709 178(2) 110(8) 109(100) 108(22) 107(1) 94(3) 93(2) 82(3) [NIST]
5 A4 19,601 279(59) 278(100) 235(12) 178(18) 177(12) 133(9) 109(10) -

Tabulka 10 — Alkaloidy identifikované v sumarnom extrakte AL-508

Nazov alkaloidu RT [M*] m/z [%]
1 Galantamin 15,953  287(75) 286(100) 270(15) 244(24) 216(41) 174(44) 165(20) 115(29) [NIST]
2 Ais 16,361 287(90) 269(76) 253(45) 223(73) 217(100) 199(57) 174((49) 165(96) -
3 At 16,417 301(100) 286(54) 270(25) 269(91) 246(31) 231(75) 217(25) 115(83) -
4 A7 18,142  287(64) 272(100) 253(38) 223(61) 199(42) 185(66) 165(43) 141(32) -
5 Ais 18,438 329(45) 270(38) 268(71) 252(66) 224(42) 223(100) 194(43) 165(77) -
6 Lykorin 18,64 287(19) 268(19) 250(31) 227(59) 226(100) 191(6) 147(12) 77(8) [NIST]
7 A9 18,758 329(33) 270(100) 269(32) 252(50) 250(45) 249(37) 223(61) 248(59) -
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Obrazok 19 — Chromatogram sumarneho extraktu AL-450
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Obrazok 20 — Chromatogram sumarneho extraktu AL-457
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Obrazok 21 — Chromatogram sumarneho extraktu AL-460
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Obrazok 22 — Chromatogram sumarneho extraktu AL-463
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Obrazok 23 — Chromatogram sumarneho extraktu AL-467
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Obrazok 24 — Chromatogram sumarneho extraktu AL-508

x10 2

0.8 -
0.6
0.4 4

0.2 -

+EI TIC Scan 4919LC.D

Galantamin [15.953]

.

Lykorin [18.640]

N

65

I [ | ] I [ I
2 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

o 26 27 28 29 3

0




Tabulka 11 — Percentualne zastipenie jednotlivych alkaloidov pritomnych v sumérnych extraktoch

Struktirny typ

Lykorinovy

Homolykorinovy

Galantaminovy

Hemantaminovy

Tazettinovy
Montaninovy

Cislo
obrazku

(S —
e e N N N N

I T S e S N Y
O 0 3 N L B~ W DN

Alkaloid

Assoanin
Dehydroassoanin
Galantin
Inkartin
Lykorin
11,12-dehydroanhydrolykorin
Norpluvin
Pluvin
Pseudolykorin
Hippeastrin
Alkaloid homolykorinového typu
Galantamin
Lykoramin
Narwedin
Hemantamin
Maritidin
3-O-demetylmaritidin
Tazettin
Pankracin
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16 17 18 19

Obrazok 25 — Prehl'ad Struktur izolovanych alkaloidov [49]
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6. Diskusia a zaver

Jednym z hlavnych problémov stcasnosti si chronické neprenosné¢ ochorenia ako AD
a onkologické ochorenia, ktoré po kardiovaskularnych ochoreniach predstavuji druhu
najéastej$iu pri¢inu umrti v CR. Za Gcelom ich lie¢by je podrobovanych vyskumu mnoho
prirodnych latok. Predmetom aktivneho vyskumu, trvajuceho uz viac nez 200 rokov,
je farmaceuticky vyznamna celad Amaryllidaceae, vdaka obsahu Specifickej skupiny
alkaloidov, znamych ako AmA. Mnoho tychto alkaloidov bolo izolovanych (viac nez 500)
a testovanych na rézne biologické aktivity. Medzi zname aktivity poskytované tymito
alkaloidmi patri antibakterialna, antimikrobna, antifungalna, antimalarickd, antiflogisticka
a analgetickd, pricom ktym najvyznamnej$im patri inhibi¢nd aktivita vo¢i huménnym

cholinesterazam, ktora je kI'i¢ova v liecbe AD a aktivita protinddorova.

Jednym z hlavnych ciel'ov tejto diplomovej prace bolo ziskanie sumarnych alkaloidnych
extraktov z cibul’ piatich kultivarov rodu Narcissus L. (Narcissus cv. Acropolis, Delta, White
Marvel, Kedron, Scarlet Gem) a jednej variety (Narcissus albus var. plenus odoratus),
pod oznaCenim AL-450, AL-457, AL-460, AL-463, AL-467 a AL-508. Zo sumarnych
extraktov boli nasledne pripravené vzorky pre prevedenie GC-MS analyzy a stanovenie
ich biologickej aktivity, konkrétne schopnosti inhibovat" ZAChE, /BuChE a cytotoxickej
aktivity.

Alkaloidy boli identifikované prevedenim GC-MS analyzy, na zéklade porovnavania
ich hmotnostnych spektier so spektrami dostupnymi v literatire, pricom celkovo bolo
identifikovanych 18 alkaloidov. Prehl'ad vysledkov GC-MS analyzy sa nachadza v podkapitole
5.3. Kidentifikovanym alkaloidom lykorinového Struktirneho typu patria alkaloidy
11,12-dehydroanhydrolykorin, assoasin, dehydroassoanin, galantin, inkartin, lykorin,
norpluvin, pluvin a pseudolykorin, pricom zarovenl sa jedna o najviac zastipenu skupinu
identifikovanych alkaloidov v sumarnych extraktoch. Medzi d’alSie identifikované alkaloidy
patri hippeastrin (homolykorinovy Struktuny typ), galantamin, lykoramin, narwedin
(galantaminovy  Struktirny  typ), hemantamin, maritidin, 3-O-demetylmaritidin
(hemantaminovy Struktarny typ), tazettin (tazettinovy Struktirny typ) a pankracin
(montaninovy Struktirny typ). Prehl'ad Struktar identifikovanych alkaloidov je moZné najst’
na Obrazok 25. U blizsie nedefinovanych alkaloidov, uvedenych ako ,,homolykorinovy typ*,
ktorych hmotnostné spektra obsahovali charakteristicky i6n s hodnotou m/z 109, nebolo mozné

blizSie urcit’ Struktiru na zaklade prevedenia GC-MS analyzy a k ich blizSej identifikacii
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by bolo potrebné previest elektrosprejovii ESI-MS analyzu, nakol'ko sa jedna o SetrnejSiu
joniza&nl techniku. Dalsie alkaloidy sa mi blizSie urcit’ nepodarilo, u niektorych (A2, As, A7,
As, Ao, Aie, A1, A19) sa ale na zaklade porovnévania ich hmotnostnych spektier méze jednat
o acetylované derivaty, kvoli pritomnosti charakteristickych i6nov s hodnotou m/z 315, 329

a 341, alkaloidy doposial’ neidentifikované alebo o necistoty.

Prostrednictvom Ellmanovej spektrofotometrickej metody bolo u sumarnych alkaloidnych
extraktov prevedené screeningové stanovenie (¢ = 50 pg/ml) cholinesterdzovej inhibi¢nej
aktivity vo¢i hAChE ahBuChE. Alkaloidné extrakty AL-457, AL-460, AL-463
a AL-508 vykazovali inhibi¢nu aktivitu vo€i AAChE dosahujicu viac nez 60 %. U tychto
extraktov bolo zaroven prevedené stanovenie hodnoty ICso. Prehl'ad spracovania vysledkov
inhibi¢nej aktivity testovanych extraktov voc¢i AAChE a #BuChE je mozné najst’ v Tabulka 3.
Vysledky stanovenia boli nésledne porovndvané s hodnotami Standardnych latok (v pg/ml)
galantaminom, Huperzinom A a eserinom. Na zaklade porovnania bol ako najucinnejsi
vyhodnoteny extrakt AL-463, s hodnotou ICso (#FAChE) = 2,53 + 0,61 pg/ml, ktord mdze byt
spojena s vySSim obsahom galantaminu a pritomnostou tazettinu, u ktoré¢ho bola inymi
studiami taktiez preukazana urcitd inhibicna aktivita [56]. VSeobecne sa uvadza, ze schopnost’
inhibovat’ A AChE je dana predovsetkym obsahom alkaloidov galantaminového a lykorinového
Struktirneho typu [99]. Extrakt AL-457 vykazoval z vysSie zmienenych aktivnych extraktov
najnizsiu aktivitu vo¢i AAChE (ICso= 9,69 + 1,24 pg/ml), ¢o mdze stvisiet’ s nizkym obahom
galantaminu a obsahom alkaloidov lykorinového Struktirneho typu, ktoré st vSeobecne
slabSimi inhibitormi cholinesterdz. K zvySeniu schopnosti inhibovat ZAChE vSak modze
prispievat’ aj obsah assoaninu, ktory v porovnani s galantaminom vykazuje Stvornasobne niz§iu
aktivitu [10]. Druhtl najucinnejSiu inhibi¢na aktivitu vo¢i AAChE z testovanych extraktov
vykazoval extrakt AL-460 (ICso = 3,34 + 0,49 pg/ml), ktory ma zo zmienenych extraktov
najvyS$i obsah galantaminu, priblizne 64 %. Prehl'ad percentudlneho zastipenia
identifikovanych alkaloidov v jednotlivych alkaloidnych extraktoch je moZné ndjst
v Tabulka 11. Kultivary Narcissus cv. Acropolis, Narcissus cv. Kedron a varieta
Narcissus albus var. plenus odoratus, by zaroven mohli byt’ vyuzité, vd’aka vysokému obsahu
galantaminu a lykorinu v ich sumérnych extraktoch, k izolacii tychto alkaloidov, za ticelom

d’alSieho vyskumu ¢i pripravy polosyntetickych derivatov.

Dal3ou, aktivne sledovanou aktivitou AmA, je ich schopnost’ inhibovat’ rast nddorovo
transformovanych buniek. Jednou z vyraznych vyhod tychto alkaloidov je ich pomerne vysoka

selektivita k nddorovo transformovanym bunkam a nizka toxicita vo¢i bunkdm zdravym
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a kl'udovym. NajvyznamnejSou cytotoxickou aktivitou sa vyznacuju alkaloidy lykorinového,
pankratistatinového, hemantaminového a krininového Strukturneho typu [4,87]. Prevedenim
screeningu cytotoxickej aktivity in vitro (¢ = 50 pg/ml), prostrednictvom WST-1 metody,
vykazovali vSetky testované extrakty vel'mi sl'ubnt cytotoxicku aktivitu voci pouzitému panelu
10 bune¢nych linii (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7
a SAOS-2). Z dovodu stanovenia toxicity testovanych alkaloidnych extraktov voci zdravym
bunkam, bola pri screeningu vyuzita bunecna linia zdravych plicnych fibroblastov (MRC-5).
Prehl'ad vysledkov cytotoxického pdsobenia testovanych alkaloidnych extraktov vo¢i bunkam
nadorovych linii je mozné najst v Tabul'ka 4. Tato vysoka cytotoxicka aktivita testovanych
extraktov je pravdepodobne dand obsahom alkaloidov vyznacujicich sa pomerne vyznamnou
protinadorovou aktivitou ako je lykorin, pseudolykorin, hemantamin ¢i pankracin. Prave
alkaloid lykorin, ktory bol identifikovany v piatich testovanych extraktoch, u troch (AL-450,
AL-463, AL-508) spomerne vysokym percentudlnym zastipenim, vykazuje slubné
protinadorové u¢inky voci Sirokému spektru nadorovych linii a jeho derivat pseudolykorin,
ktory sa podarilo identifikovat' v jednom extrakte (AL-460), bol navrhnuty ako prototyp
v terapii metastazujiicich multi-drug rezistentnych nddorovych buniek. Schopnost'ou inhibovat’
rast a indukovat’ apoptézu nadorovych buniek sa vyznacuje alkaloid hemantamin [11], ktory
bol identifikovany v dvoch testovanych extraktoch (AL-457 a AL-467). V alkaloidom extrakte
AL-463 sa podarilo identifikovat’ alkaloidy tazettin a pankracin, ktory dokazal, testovanim
na paneli nddorovych bunecnych linii zhodnych s panelom pouZitym v tejto praci, inhibovat’
rast vSetkych linii, s vynimkou linie PANC-1, s hodnotami ICso od 2,20 uM (SAOS-2)
do 5,15 uM (MRC-5) [100]. Prevadzanim §tudii zameranych na protinddorovu aktivitu AmA
bolo zistené, Ze tazettin vykazuje iba slabi protinddorovli aktivitu a cennej$i je jeho
biosynteticky prekurzor pretazettin [4], ktory v testovanych extraktoch nebol identifikovany.
Ako uz bolo uvedené v predchadzajicich Castiach tejto prace, kultivary rodu Narcissus
su aktivne podrobované testovaniu na ich biologické aktivity. Za ucelom stanovenia
biologickych aktivit bol na nasej katedre podrobeny vyskumu aj kultivar Narcissus L. cv.
Professor Einstein, ktory vykazoval na paneli bune¢nych linii zhodnym s panelom pouZitym

v tejto praci, pomerne sl'ubnu cytotoxicku aktivitu [100].

V zavere je mozné zhrnut', Ze kultivary rodu Narcissus L. si bohatym zdrojom biologicky
cennych alkaloidov, vyznacujicich sa Sirokym spektrom poskytovanych biologickych aktivit,
pricom niektoré znich st nevyhnutné pre liecbu chronickych neprenosnych ochoreni,

predstavujucich jeden z najzloZitejSich problémov si€asnosti. Zarovei sa tieto kultivary stavaja
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zdrojom k izolécii jednotlivych alkaloidov v mnozstvach, ktoré su potrebné pre prevadzanie
podrobnejsich biologickych §tadii a pripravy semisyntetickych latok, s cielom ziskat’ d’alSie

latky, ktoré by bolo mozné vyuzit’ v terapii tychto ochoreni.
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7. Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Ustav: Katedra farmaceutické botaniky (16-16130)

Riesitel’: Tkacova Beata

Skolitel: PharmDr. Katefina Breiterova, Ph.D.

Nazov prace: Alkaloidy kultivarov rodu Narcissus a ich biologicka aktivita I.
Klucové slova: Narcissus, alkaloidy, biologicka aktivita, Alzheimerova choroba.

Hlavnym ciel'om tejto diplomovej prace bolo ziskanie sumarnych alkaloidnych extraktov
z cibul’ piatich kultivarov (Narcissus cv. Acropolis, Delta, White Marvel, Kedron, Scarlet Gem)
ajednej variety (Narcissus albus var. plenus odoratus), pod oznaenim AL-450,
AL-457, AL-460, AL-463, AL-467, AL-508, zktorych boli nasledne pripravené vzorky
pre GC-MS analyzu a screeningové stanovenie biologickych aktivit (inhibicia cholinesteraz
a cytotoxicita).

Na zaklade GC-MS analyzy bolo identifikovanych celkovo 18 alkaloidov porovnavanim
ich hmotnostnych spektier. Medzi identifikované alkaloidy patria 3-O-demetylmaritidin,
11,12-dehydroanhydrolykorin, assoanin, dehydroassoanin, galantamin, galantin, hemantamin,
hippeastrin, inkartin, lykoramin, lykorin, maritidin, narwedin, norpluvin, pankracin, pluvin,
pseudolykorin a tazettin.

Vzorky kultivarov AL-457, AL-460, AL-463 a AL-508 vykazovali pri screeningovom
stanoveni (¢ = 50 pg/ml) pomerne sl'ubni inhibi¢nu aktivitu vo¢i ZAChE, pravdepodobne
vd’aka vysSiemu obsahu galantaminu. U tychto extraktov bolo zaroven prevedené stanovenie
hodnoty ICso. Vysledky boli porovnavané s hodnotami Standardnych latok galantaminom,
Huperzinom A a eserinom. Na zaklade porovnania, bol ako najicinnejsi, vyhodnoteny extrakt
kultivaru AL-463 s hodnotou ICso (#AChE) = 2,53 + 0,61 pg/ml. Pri screeningu cytotoxickej
aktivity (c = 50 pg/ml) vykazovali vSetky testované extrakty vel'mi sl'ubnu cytotoxicku aktivitu
voci pouzitému panelu 10 bune¢nych linii. Tato vysoka aktivita moze byt dand obsahom

znamych cytotoxickych alkaloidov, ako je hemantamin, lykorin ¢i pseudolykorin.
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8. Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Pharmaceutical Botany (16-16130)
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Supervisor: PharmDr. Katefina Breiterova, Ph.D.

Title of thesis: Alkaloids of Narcissus species cultivars and their biological activity 1.
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The main aim of this diploma thesis was to obtain summary alkaloid extracts from bulbs
of five species cultivars (Narcissus cv. Acropolis, Delta, White Marvel, Kedron, Scarlet Gem)
and one variety (Narcissus albus var. plenus odoratus), labeled as AL-450, AL-457, AL-460,
AL-463, AL-467 and AL-508, from which samples were subsequently prepared for GC-MS
analysis and screening of biological activities (cholinesterase inhibitory activity

and cytotoxicity).

Totally, 18 alkaloids were identified by GC-MS analysis, comparing their mass spectra.
Identified alkaloids include 3-O-demethylmaritidine, 11,12-dehydroanhydrolycorine,
assoanine, dehydroassoanine, galanthamine, galanthine, haemanthamine, hippeastrine,
incartine, lycoramine, lycorine, narwedine, norpluvine, pancracine, pluvine, pseudolycorine

and tazettine.

Samples of cultivars AL-457, AL-460, AL-463 and AL-508, showed relatively promising
hAChE inhibitory activity in screening assay (¢ = 50 pg/ml), presumably due to the higher
content of galanthamine. The ICso determination was also performed in these extracts.
The results were compared with the values of standard substances galanthamine,
Huperzine A and eserine. Based on the comparison, the cultivar extract AL-463 with
ICs0 (hAChE) =2,53 £0,61 pg/ml, was evaluated as the most efective. By performing cytotoxic
activity screening (¢ = 50 pg/ml), all tested extracts showed very promising cytotoxic activity
against the panel of 10 cell lines used. This high activity may be given due to the content

of known cytotoxic alkaloids, such as haemanthamine, lycorine and pseudolycorine.
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