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SEZNAM ZKRATEK

A2780
A549
AB
AChE
AD
Akt
AmA
ApoE
APP
ATP
BuChE
Caco-2
CDK-5
CEM
Cv.
DMARD’s
DR4
DU145
EBM
GSK 3B
GTP
HCT116
Hela
HepG2
HeyB1
H460
HL-60
Hs683

karcinom vajecniku

buriky plicniho karcinomu

B-amyloid

acetylcholinesterasa

Alzheimerova choroba

proteinkinasa B

amarylkovité alkaloidy

apolipoprotein E

amyloidni prekurzorovy protein
adenosin trifosfat
butyrylcholinesterasa

buriky kolorektalniho karcinomu

cyklin dependentni kinasa-5
T-lymfoblasticka leukemie

péstovana odr(ida - kultivar
Disease-modifying antirheumatic drugs
Death receptor 4

bunécna linie karcinomu prostaty
Evidence-based medicine, medicina zalozena na dikazech
glykogen syntasa 3 B

guanosin trifosfat

buriky kolorektdlniho karcinomu

lidsky adenokarcinom délozniho hrdla
buniky jaterniho hepatoceluldrniho karcinomu
buriky nadoru vajecnik

buriky plicniho karcinomu

akutni promyelocytarni leukemie

buriky lidského mozkového gliomu



HT-29 buriky kolorektalniho karcinomu

Jurkat T-lymfoblasticka leukemie

K562 chronicka myeloidni leukemie

KM-3 lidsky mnohocetny myelom

L5178 buriky mysiho lymfomu

LNCaP androgen senzitivni buriky lidského adenokarcinomu prostaty
MEK 2 mitogenem aktivovana proteinkinasa
MCF-7 buriky adenokarcinomu prsu
MOLT-4 T-lymfocytdrni bunécna linie

MRC-5 zdravé plicni fibroblasty

mTOR mammalian target of rapamycin
N4OMT 4'-O-methyltransferasa

NCI-H460 buriky karcinomu plic

NFTs neurofibrilarni klubka

NHF normalni lidsky fibroblast
NMDA- N-methyl-D-aspartat

NT-2 buriky lidského teratomu
OE21 human Caucasian oesophageal squamous cell carcinoma
PC-3 buriky karcinomu prostaty

PAL fenylalanin amonium-lyasa
PANC-1 epitelidlni karcinom pankreatu
POP prolyloligopeptidasa

RHS Royal Horticultural Society
RIP-1 receptor-interacting protein 1
RIP-3 receptor-interacting protein 3
ROS reaktivni formy kysliku

SAOS-2 bunky osteosarkomu

SHSY-5Y buriky lidského neuroblastomu
SKMEL buriky lidského melanomu
SK-0V-3 buriky ovarialniho karcinomu
SW1573 buriky plicniho karcinomu



T47-D
TCRP1
TYDC

VM-48
VpVAN

buriky rakoviny prsu

tongue cancer resistance-associated protein 1
tyrosin dekarboxylasa

melanomové buriky rezistentni vici apoptdze

vanilin syntasa
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1 UVOD

Jiz v ddvnych dobach se lidé spoléhali na pfirodu a jeji zdroje. Rostliny byly vyuzivany
nejen jako obZiva a zdroj zakladnich potteb, ale i pro své Gcinky, které byly |éCivé, nebo naopak
toxické. Z pocatku bylo pouZivani rostlin pro lé¢ebné ucely zaloZeno pouze na empirii.
Ziskavani téchto zkusenosti bylo doprovazeno mnoha stastnymi nahodami, ale i tragickymi
omyly. Ty postupné vedly k formovani celé skupiny léCivych rostlin a jejich cilenému
pouzivani?. To, Ze je léCitelstvi staré jako lidstvo samo, dokazuji nejraznéjsi historické
artefakty. NejstarSim pisemnym zdznamem, ktery doklada pouzivanilécivych rostlin k pripravé
IéCiv, je sumerska deska z Nagpuru, jejiz stafi se odhaduje na 5000 let. Deska obsahovala
12 receptl popisujicich pfipravu léciv s odkazem na vice nez 250 rostlin. Jako dal$i z mnoha
dlkazd mZeme zminit Eberslv papyrus, ktery obsahuje zaznamy s vice nez 800 |éCivymi
rostlinami a zpUsoby jejich uZiti, jehoZ vznik se datuje do doby kolem roku 1500 pf.n.I3.

S jistotou tedy mlzZeme fict, Ze se lidé jiz odnepaméti pokouseli najit zpUsob, jak lécit
nejriznéjsi onemocnéni. V kazdém z historickych obdobi byly identifikovany a zaznamenany
nové vlastnosti léCivych rostlin. Tyto nové nabyté poznatky byly predavany z generace na
generaci a ddle rozsifovany, a to po cela staleti aZ do souéasnosti. Trvajici zajem lidstva o [éCivé
rostliny ved| aZ k vyvoji sou¢asnych modernich zpGsob( pro jejich zpracovani a pouZiti®.

Ptiblizné dvé tfetiny novych IéCivych pripravki registrovanych v poslednich letech maji
pfedlohu pravé v pfirodnich latkach*. Velké mnoZstvi téchto biologicky Géinnych latek, pat¥i
mezi sekunddrni metabolity, kam fadime i alkaloidy. Alkaloidy jsou bazické organické latky,
které vznikaji biosynteticky z rlznych aminokyselin. Ve své chemické strukture obsahuji atom
dusiku. Vyskyt alkaloidl je pozorovan prevazné ve vyssich rostlinach, méné pak v rostlinach
nizsich>.

Jednou z vyznamnych skupin alkaloid(, které jsou zndmé pro své Siroké spektrum
biologickych aktivit, jsou amarylkovité alkaloidy (AmA). Dulezitym zdstupcem je galanthamin,
ktery je indikovan pfi lé¢bé mirné a stiedni formy Alzheimerovy choroby (AD)®.

V soucasné dobé je velkd pozornost vénovana vyzkumu a vyvoji novych uéinnych Iéciv
vyuzitelnych v terapii civilizacnich onemocnéni. S prodluzujici se délkou Zivota, stoupa

i prevalence téchto neprenosnych, chronickych onemocnéni, které predstavuji stale vétsi
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problém novodobé moderni spoleCnosti. Pfedpoklada se, Ze jejich vznik je vysledkem
kombinace genetickych, fyziologickych, environmentdlnich a behavioralnich faktor(. K témto
onemocnénim patfi naptiklad kardiovaskularni choroby, nddorova onemocnéni, onemocnéni
dychaciho Ustroji, diabetes a demence. Nejc¢astéjsi formou demence je AD, o které se mluvi
také jako o tiché epidemii. Civilizacni choroby zpusobuiji pfiblizné 71 % celosvétovych umrti
rocné’89,

Védecka skupina ADINACO, kterd plsobi na Katedre farmaceutické botaniky FaF UK
v HK, se dlouhodobé vénuje intenzivnimu vyzkumu sekundarnich metabolitd rostlin a hub,

které mohou byt potencidlné vyuzity pfi terapii AD a nddorovych onemocnéni.
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2 CIL DIPLOMOVE PRACE

e Vypracovani literarni reSerSe na téma alkaloidy rodu Narcissus a jejich biologicka
aktivita

e Zpracovani pridélené podfrakce za ucelem izolace alespor dvou alkaloidu v Cisté formé
z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton

e Strukturni identifikace izolovanych alkaloid(i, stanoveni jejich biologické aktivity
ve vztahu k Alzheimerové chorobé a nddorovym onemocnénim

e Vyhodnoceni ziskanych vysledk(l a sepsani diplomové prace
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika celedi Amaryllidaceae

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae (¢esky amarylkovité) se fadi mezi jednodélozné rostliny.
Tato Celed zahrnuje vytrvalé byliny, které maji podzemni cibule, oddenky nebo cibulové hlizy.
Jejich listy jsou pfizemni, ¢arkovité, uzké, vyjimecné byvaji i lodyZzni. Kvéty amarylkovitych
rostlin jsou pravidelné, oboupohlavni se spodnim semenikem ze tti plodolistl. Okvéti se sklada
ze Sesti listkd (3+3), které mohou byt srostlé, a z tyCinek (3+3). Plodem byvaji bobule nebo
tobolky,

Celed Amaryllidaceae je velmi rozsahld a obsahuje vice nez 85 rod(i a pres 1100
druh('2. Mezi zndmé rody patfi napfiklad rody Leucojum (bledule), Galanthus (snéZenka),
Narcissus (narcis), Crinum (k¥in), Amaryllis (amarylka), Clivia (klivie) a dals$i'®. Vyskyt rostlin
celedi amarylkovitych je velice rozmanity a miZeme je najit v tropickych a subtropickych
oblastech Jizni Afriky a Jizni Ameriky. V Evropé jsou ¢asto vyuzivany jako okrasné rostliny.

V Ceské republice se nejéastéji setkdame s rody Narcissus, Galanthus a Leucojum (Obr. 1)13.

Obr. 1: Galanthus nivalis (snéZenka bild)*, Narcissus pseudonarcissus (narcis Zluty)®,
Leucojum vernum (bledule jarni)*®

3.1.1 Rod Narcissus

Rod Narcissus zahrnuje 80-100 druhl. To jej radi k nejobsahlejsSimu rodu celedi
Amaryllidaceae. VétSina téchto druhl podléha hybridizaci, ¢ehoz je s oblibou vyuzivano
k ziskavani Sirokého spektra narcist jako okrasnych rostlin. Pocetné mnozZstvi kultivar(i vede

také k identifikaci téch, které obsahuji vy$si koncentrace AmA a slouzi pak jako jejich zdroje.
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V soucasné dobé je v The International Dafoddil Register registrovano vice nez 27 000
kultivard?l’.

Rod Narcissus je rozsireny pfevainé na Uzemi jihozdpadni Evropy a severni Ameriky,
nékteré druhy se vyskytuji také na Gzemi Balkanu, Itdlie a Francie®. Stanovisté, na kterych
mulzZeme najit rostliny narcis(, jsou velmi rGznoroda. Jejich vyskyt je Siroky a to od niZinnych
travnatych luk, bieha rek, les az po horské oblasti, kde mlZeme narcisy najit ve skalnatych

puklindch?8,

Taxonomické fazeni a klasifikace rodu Narcissus®

Ride: Plantae (Rostliny)

PodfiSe: Tracheobionta (Cévnaté rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (Krytosemenné)
Trida: Liliopsida (Jednodélozné)

Rad: Asparagales (Chiestotvaré)

Celed: Amaryllidaceae (Amarylkovité)

Rod: Narcissus

3.1.2 Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton

Klasifika¢ni systém RHS (Royal Horticultural Society) rozdéluje narcisy do 13 divizi, a to
podle poctu kvétll, které se nachdazi na stonku, a podle nejrlznéjSich poméru ve velikosti
a tvaru okvéti a pakorunek. Tato péstovana odrlida narcisli spada do divize 2 a radi se tak
k narcisim s velkou korunkou. Stonek nese jeden kvét a velka korunka je del$i nez jedna
tretina okvétnich listkl, ale ne delsi. Kultivar Carlton dordsta vysky 40-50 cm. Ma
dvoubarevné Zluté kvéty, které maji jemnou vanilkovou vini. Kvete béhem rané a stfedni faze
sezdny a stejné jako ostatni druhy narcist je opylovdn hmyzem?%20.21,

Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton je péstovan pro komercni izolaci galanthaminu,
ktery se nachazi v cibulich ve vysokych koncentracich (0,10-0,13 %). Tento kultivar byl vybran
i zddvodu vyhodné velikosti cibuli, které maji v priméru 4-5 cm. Stal se tak hlavnim zdrojem
pro izolaci galanthaminu. Nizozemsko a Spojené Kralovstvi jsou nejvétSimi péstiteli cibuli rodu

Narcissus a pFiblizné 70 % celosvétové produkce pochdzi pravé z téchto dvou zemi?>23,
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3.2 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou v lidovém |éCitelstvi pro své ucinky pouzivany jiz po
nékolik tisicileti. Prvni zdznam potvrzujici tuto skute¢nost je datovan jiz ve 4. stoleti pf. n. I,
kdy Hippokratés z Késu poufZil extrakt z Narcissus poeticus pro 1é€bu rakoviny délohy. Pouziti
olejovych extraktl narcisti pro Ié¢bu nddorovych onemocnéni se v obdobi stfredovéku rozsifilo
i do Ciny, oblasti Blizkého Vychodu, severni Afriky a stfedni Ameriky!324,

Studii o vyznamu AmA pro samotné rostliny je v porovnani se studiemi jejich
farmakologické aktivity o dost méné. Z dosud dostupnych informaci se predpokladd, ze AmA
nejsou nezbytné pro rast a vyvoj rostlin. Hraji ale velkou roli jako obrana proti
mikroorganismdm, bylozravcim a predatoram?82>,

AmA predstavuji rozsahlou a stale se rozrUstajici skupinu isochinolinovych alkaloid,
které jsou typické pro tuto celed. Jako prvni byl vroce 1877 izolovan z Narcissus
pseudonarcissus lykorin?!. Od té doby bylo izolovéno vice nez 650 amarylkovitych alkaloid(
a jejich pocet se nadale zvySuje’?.

AmA maji Siroké spektrum biologickych aktivit. Mezi ty doposud zndamé patfi jejich
schopnost inhibovat cholinesterasy. Ddle se jedna o aktivitu protinadorovou, antivirovou,

antimalarickou, protizanétlivou, antimikrobidlni a dal3i?>.

3.2.1 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidt

Spole¢nym znakem AmA je jejich syntéza, kterd probihd norbelladinovou cestou.
Nezbytna je pfitomnost dvou aromatickych aminokyselin, L-fenylalaninu a L-tyrosinu, které
jsou transformovany. Pfeména L-fenylalaninu probiha v nékolika reakcnich krocich. V prvnim
kroku je L-fenylalanin (1) pfeménén fenylalanin amonium-lyasou (PAL) na kyselinu
trans-skoticovou (2). Ddle je kyselina trans-skoticovd hydroxylovdana na kyselinu
p-kumarovou (3) a to pomoci enzymu cinnamat-4-hydroxylasy, cytochromu P450 CYP73A1.
Kyselina p-kumarovd je metabolizovana CYP98A3 na kyselinu kivovou (4)
a 4- hydroxybenzaldehyd (5). Prokatechovy  aldehyd (6) mlze  vznikat
z 4-hydroxybenzaldehydu nebo z kyseliny kavové, kterd je transformovdna pomoci enzymu
vanilin syntasy (VpVAN). L-Tyrosin (7) je preménén tyrosin dekarboxylasou (TYDC) na tyramin

(8), ktery v dalSim kroku kondenzuje s protokatechovym aldehydem za vzniku Schiffovy baze.
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Schiffova bdaze je reduktasou preménéna na norbelladin (9). Plsobenim enzymu
4'-0-methyltransferasy (N4OMT) dochazi k methylaci norbelladinu a vznikd klicovy
meziprodukt 4’-O-methylnorbelladin (10). 4’-O-Methylnorbelladin podléha cyklizaci pomoci
oxidace fenol-fenol za vzniku vazby C-C. Jsou rozliSovany tfi typy cyklizace: para-ortho’,
para-para’ a ortho-para’. Tato spojeni vedou k tvorbé nejrdznéjsich strukturnich typt AmA.
Obr. 2 uvadi schéma popisujici tyto reakéni kroky. Cyklizace ortho-para’ umoznuje vznik
lykorinového a homolykorinového typu. Cyklizaci para-para’ vznikaji alkaloidy krininového,
narciklasinového, tazettinového a montaninového typu. Para-ortho’ cyklizaci vznika

galanthaminovy typ AmA213.26,
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4-hydroxybenzaldehyd (5) protokatechovy aldehyd (6)  tyramin (8) L-tyrosin (7)

syntasa OH
N
Schiffova badze

izomerickd struktura

OH
reduktasa
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para-ortho”  para-para’  ortho-para’

Obr. 2: Biosyntéza 4’-O-methylnorbelladinu?®

Jak jiz bylo zminéno vyse, intramolekularnim oxidativnim spojenim vznikaji zakladni
skelety AmA, které mGzeme rozdélit do deviti zakladnich skupin. Tyto zakladni strukturni typy
jsou pojmenovany podle svého hlavniho zastupce. Jedna se o typ lykorinovy (lykorin),
galanthaminovy (galanthamin), tazettinovy (tazettin), pankratistatinovy (pankratistatin),
homolykorinovy (homolykorin), haemanthaminovy (haemanthamin) a krininovy (krinin).
K témto sedmi skupinam dale radime i osmy typ, montaninovy (montanin), jehoz biosyntéza

nebyla doposud zcela jasné popsana. Poslednim, devatym zakladnim strukturnim typem je typ
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norbelladinovy (O-methylbelladin), ktery je klicovym meziproduktem pro vznik vyse

zminénych alkaloidd (Obr. 3)13:26,

OH
MeO
T4
HO

4’-0-methylnorbelladin

para-orth:)/ para-para ortho-para’ homolykorin
OH
= (0]
O MeO B
MeO HO NH

galanthamin

vittatin

OH O

montanin narciklasin

tazettin

Obr. 3: Biosyntéza zdkladnich typt AmA?!326
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3.2.2 Alkaloidy izolované z rodu Narcissus L.

Z rodu Narcissus bylo doposud izolovdno vice nez 100 AmA patticich mezi rGzné
strukturni typy!’. Tab. 1 uvadi hlavni zastupce zakladnich strukturnich typd AmA a druhy rodu
Narcissus L., ze kterych byly tyto alkaloidy izolovany?’. Popséna byla také pFfitomnost alkaloidd,
jejichz struktura je charakterizovana spojenim dvou strukturnich typ0. Prikladem je alkaloid
pallidiflorin (Obr. 4), izolovany z Narcissus pallidiflorus. Tato slou€enina je tvorena
galanthaminovym a tazettinovym strukturnim typem. Vyzkum probihajici na katedre
farmaceutické botaniky FaF UK v HK vedlI k izolaci a identifikaci tfi novych alkaloidu, jejichz
struktura predstavuje kombinaci jiz znamého galanthaminového a galantindolového typu,
tento novy strukturni typ byl nazvan jako narcikachninovy. Konkrétné se jednd o alkaloidy
narcipavlin a narcikachnin (Obr. 4), ziskané z druhu Narcissus poeticus cv. Pink Parasol,
a alkaloid narcimatulin (Obr. 4) obsazieny v Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch
Master”.282930 7y|3stnim typem AmA jsou alkaloidy mesembranového typu, které byly
identifikované i ve dvou druzich narcist, Narcissus pallidulus a Narcissus triandrus®..
V N.pallidulus byl tento typ zastoupen z vice nez 95%, detekovanymi alkaloidy byly
mesembrenon (Obr. 4), mesembrenol a mesembrin. Alkaloidy mesembranového typu jsou
typické pro rod Sceletium (Aizoaceae), vyskyt i u rodu Narcissus je vysvétlovan moznou mutaci

genu kddujicich prvni kroky biosyntézy AmAZ,

Tab. 1: Vybrani zastupci AmA jednotlivych zakladnich strukturnich typl izolovanych z rodu
Narcissus L.2

Strukturni typ?® Hlavni zastupci Druhy rodu Narcissus
Lykorinovy Lykorin N. leonensis Pugsley
Galanthin N. pseudonarcissus L.

cv. Grand Mattre

Karanin Narcissus L. cv. Ice Follies
Pluviin Narcissus L. cv. Twink
Norpluviin Narcissus L. cv. Texas
Narcissidin N. tazetta L.
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Tab. 1 pokracovani: Vybrani zastupci AmA jednotlivych zakladnich strukturnich typ(

izolovanych z rodu Narcissus L.%’

Galanthaminovy

MeO

Galanthamin
Narwedin

Lykoramin

Norlykoramin

Epinorgalanthamin

N. poeticus L.

N. cyclamineus DC.

N. cyclamineus DC.

cv. February Gold
Narcissus L. cv. Ice Follies

N. leonensis Pugsley

Tazettinovy

OMe

Tazettin

Pretazettin

3-Epimakronin

N. bujei (Fdez. Casas) Fdez.
Casas, N. cantabricus DC.
N. bicolor L., N. tazetta L.
N. bicolor L.

9-0-Demethylhomolykorin
Masonin

Hippeastrin

Odulin

Narciklasin N. pseudonarcissus L.
OH cv. Golden Harvest
- OH . .
m Ismin N. bicolor L.
™
0 NH
OH O
Homolykorinovy Homolykorin N. eugeniae Fdez. Casas

N. bicolor L.

N. tazetta L.

N. pseudonarcissus L.
cv. Carlton

N. pseudonarcissus L.

cv. Carlton
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Tab. 1 pokracovani: Vybrani zastupci AmA jednotlivych zakladnich strukturnich typ(
izolovanych z rodu Narcissus L.%’

Haemanthaminovy Haemanthamin N. pseudonarcissus L.
Haemanthidin N. tazetta L.
Maritidin N. tazetta L. var. chinensis
Roem
8-0-Demethylmaritidin N. primigenius (Lainz) Fdez.

Casas and Lainz

Vittatin N. cantabricus DC.

Krininovy Krinin Narcissus pseudonarcissus L.

cv. Dutch Master?”

Pankracin N. poeticus L.

Norbelladinovy O-Methylnorbelladin N. pseudonarcissus L.

OH
MeO
Ty
HO

@vzorec ve sloupci Strukturni typ patfi vzdy prvnimu uvedenému zastupci daného typu.
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OMe

OH OH

pallidiflorin narcipavlin*® narcikachnin*

MeO
0]
(0]
OMe
N OMe
O O ‘ N

narcimatulin* mesembrenon

*Absolutni konfigurace nebyla doposud uréenal’-28

Obr. 4: Struktury pallidiflorinu, narcipavlinu, narcikachninu, narcimatulinu a mesembrenonu

3.2.2.1 Alkaloidy druhu Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton

Jak jiz bylo vyse uvedeno, kultivar Carlton je péstovan nejen pro okrasné ucely, ale také
pro pfitomnost galanthaminu, ktery je pouzivan pfi 1é¢bé mirnych a stfedné tézkych forem
AD. Diky této skutecnosti stale vzrdsta zajem o tuto rostlinu a snaha izolovat nové typy
alkaloidd, které by mohly vykazovat zajimavé a vyuZitelné biologické aktivity?3.

Koncentrace jednotlivych metabolitl se méni v zavislosti na rlistovém cyklu rostliny
a jejim stari. Pro ziskani maximalnich vytézka je nezbytné znat obdobi, kdy je obsah alkaloid(i
v cibuli nejvy3si a tomu pfizplsobit jejich sklizeri. Tim se zabyvala jedna ze studii?3, ktera
zjistovala, jaky vliv ma stafi cibuli na obsah alkaloidG u Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton.

Ve studii byly porovnavany cibule staré jeden, dva a tfi roky. Z vysledk(l vyplyvd, Ze nejvyssi
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obsah alkaloid( se nachazi ve dvouletych cibulich. Jednoro¢ni cibule obsahovaly vyssi mnozstvi
cholinu, kyseliny octové, glukosy a aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. V tfiletych cibulich
byly detekovény vy3si hladiny haemanthaminu, mastnych kyselin a valinu?3.

Izolaci alkaloid( z cibuli tohoto kultivaru a zjisStovanim jejich biologické aktivity se
zabyva i vyzkumna skupina ADINACO. Z vysledk( vyplyva, Ze nejvice obsazenymi alkaloidy
v Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton jsou galanthamin a haemanthamin. Dale bylo
izolovano  tfinact jiz zndmych AmA, jmenovité lykosinin B, trisphaeridin,
3,4-anhydrogalanthamin, odulin, masonin, galanthamin, galanthin, lykorenin, lykoramin,
homolykorin, haemanthamin, vittatin a 9-O-demethylhomolykorin. Izolovany byly i tfi nové
AmA. Nové izolované slouceniny byly pojmenovany jako karltonin A, karltonin B a karltonin C,

(Obr. 5). Tyto alkaloidy se fadi k norbelladinovému typu®.

MeO l o) O MeO O O
MeO o ‘ MeO
L L L O
OH OH HO

karltonin A karltonin B karltonin C

Obr. 5: Tfi nové izolované alkaloidy norbelladinového typu

3.3 Biologicka aktivita alkaloidti celedi Amaryllidaceae

3.3.1 Protinadorova aktivita

Rakovina je celosvétové povaZovana za jeden z hlavnich zdravotnich problémd.
Predstavuje druhou nej¢astéjsi pri¢inu umrti. V dlsledku nadorovych onemocnéni rocné
zemie téméF 10 milion( osob3L. V Ceské republice jsou nddorova onemocnéni zodpovédnd za
amrti vice nez 27 000 lidi roéné, co? je témérF Etvrtina celkové umrtnosti®?.

Jiz nékolik let jsou pro |écbu nadorovych onemocnéni vyuzivany latky, které byly

ziskany z rostlinnych zdrojd. K nejznaméjsim patii vinka alkaloidy (vinkristin a vinblastin),
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taxany (paklitaxel, docetaxel), alkaloid podofylotoxin a jeho derivaty topotekan a irinotekan,
a v neposledni fadé také antracykliny (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin). V poslednich
letech je ¢im dal vétSi pozornost sméfovdna i k AmA, které vykazuji Siroké spektrum
biologickych aktivit3334,

Pro svlj cytotoxicky potencial byly intenzivné studovany alkaloidy lykorin,
pankratistatin, narciklasin, haemanthamin a montanin. Jejich cytotoxickda aktivita byla
pozorovana u Sirokého spektra bunéénych linii MOLT-4, HepG2, Hela, MCF-7, CEM, K562,
A549, Caco-2, HT-29, A2780 a dalsich3.

3.3.1.1 Lykorinovy strukturni typ

Lykorin (Obr. 6) je hojné se vyskytujici AmA. Patfi do skupiny alkaloid(, které jsou
derivaty pyrrolo[de]fenanthridinu. Lykorin je cytotoxicky aktivni jiz pfi velmi nizkych
koncentracich, pisobi vysoce selektivné proti nadorovym burikdm, a to za soucasného vyskytu
jen mirnych vedlejSich ucink(. Aktivitu vykazuje i u nddorovych bunék rezistentnich v{ci
apoptéze. Jeho cytotoxické vlastnosti byly pozorovany vin vitro i in vivo studiich.
Protinddorova aktivita lykorinu a jeho derivatl byla zkoumana napfiklad u linie lidskych
T lymfocytd (Jurkat). Tyto vyzkumy ukazaly, Ze za indukci apoptdzy jsou zodpovédné
hydroxylové skupiny, umistény v poloze 1 a 2 na C kruhu, které umoznuji vazbu s guanosin
trifosfatem (GTP)1234:36,

Za protinadorovou aktivitu lykorinu je zodpovédnych nékolik mechanismu. Lykorin je
schopen indukovat apoptdzu u nadorovych bunék. Tento efekt byl pozorovan u rakoviny prsu,
mocového méchyre a hematologickych malignit (leukemie a myelomU). K apoptdéze dochazi
vnitfni mitochondridlni cestou nebo vnéjsi cestou, a to pres receptory smrti. Dale dochazi ke
zvysené aktivité kaspas-3, kaspas-8 a kaspas-9. Lykorin zvySuje aktivitu proapoptickych
proteint BAX a sniZuje aktivitu anti-apoptickych protein( Bcl-234.

Dal$im z mechanismu je zastava cyklu bunééného déleni ve fazi GO/G1 nebo ve fazi
G2/M. Zastava bunécéného déleni ve fazi GO/G1 byla popsana béhem studie provadéné na
burikach lidského mnohocetného myelomu (KM-3). Vysledky vedly k poznani, Ze pti pGsobeni
lykorinu na tyto bunééné linie dochazi k akumulaci bunék, ireverzibilnimu poSkozeni DNA
a indukci apoptdzy. Zastava déleni v G2/M fazi byla pozorovana pfi testovani linie lidskych

leukemickych promyeolocytl (HL-60) a u bunééné linie nddoru vajeéniku (HeyB1)13:34,

25



Mezi dosud zjisténé ucinky lykorinu patfi i jeho schopnost zahajit programovanou
nekrézu. Ta je spojena se zvySovanim exprese RIP-1 (receptor-interacting protein 1) a RIP-3
(receptor-interacting protein 3), které funguji jako spoustéce nekrézy. Tyto jevy jsou dale
spojeny s depleci ATP, poskozenim DNA a dysfunkci mitochondrii, coZ je doprovazeno vznikem
reaktivnich forem kysliku34.

V jedné z in vitro studii byla protinadorova aktivita lykorinu a jeho derivat( sledovana
u sedmi nadorovych bunécnych linii. A549 (karcinom plic), HCT116 (kolorektalni karcinom),
SK-OV-3 (ovaridlni karcinom), NCI-H460 (karcinom plic), K562 (myeloidni leukemie), MCF-7
(rakovina prsu) a HL-60 (promyelocytarni leukemie). Z vysledku bylo zjisténo, Zze v porovnani
s ostatnimi derivaty, derivaty substituované v poloze C2 aminoskupinami (Obr. 6) vykazuji
velmi dobrou protinddorovou aktivitu. Namérené hodnoty lykorinu a jeho aminoderivatd jsou

uvedeny v Tab. 2%7,

Tab. 2: In vitro ptsobeni lykorinu a jeho derivat( na nadorové linie, hodnoty ICso (LM)37.

9b: R=_N._~

H
9e: R= /N\(

Obr. 6: Vzorec lykorinu a jeho aminoderivatd testovanych in vitro3’

A549 HCT116 SK-OV-3 | NCI-H460 K562 MCF-7 HL-60
Lykorin 6,5+03 | 3,0+0,2 | 3,003 | 3,003 | 7,5+0,5 | 3,9+0,2 | 41+0,1
Derivat9a | 14,2+0,5| 79+0,3 | 45203 | 99+0,4 >20 >20 8,3+0,2
Derivat9b | 152+0,6 | 6,4+0,2 | 168+0,4 | 80+0,4 | 12,8+0,5 | 5,2%0,3 >20
Derivat 9c >20 >20 15,5+0,3 | 81+0,7 | 12,0+0,8 | 209+0,6 | 9,1+0,5
Derivatod | 16,3+1,3 | 10,1+0,1 | 126+0,7 | 65+0,2 | 6,1+0,3 >20 9,7+0,2
Derivat 9e >20 205+0,7 | 13,4+£0,2 | 19,8+0,3 >20 19,7 £ 0,5 >20
; . e
HO,, 1 2 Lykorin: R= OH 9c: N
o M, ] o Re O . H
< a:R=~ 9d: R= _N_~_~
" O N 6 K

Dalsi studie se zabyvaly pdsobenim lykorinu vici bunkam kolorektalniho karcinomu.

Kolorektalni karcinom je celosvétové tretim nejcastéji diagnostikovanym malignim nadorem.

| presto, Ze detailni mechanismus plsobeni lykorinu pfi 1é¢bé kolorektalniho karcinomu je
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dosud neobjasnény, byla v testech in vitro a in vivo, zjisténa interakce lykorinu s doménami
MEK 2 (mitogenem aktivované proteinkinasy). To bylo dale potvrzeno degradaci fosforylované
MEK 2 a jejich dalSich cill, ke kterym dochazelo béhem terapie lykorinem. Navic kombinace
s lé¢ivem verumafenibem vedla k lepSim vysledk({im a tato kombinace se jevi jako mozna lécba
kolorektalniho karcinomu3®. Lykorin pUsobil cytotoxicky i na bunééné linie kolorektélniho
karcinomu Caco-2 a HT-29%,

Lykorin také potlacuje rGst bunék hepatoceluldrniho karcinomu. Studie probihaly se
tfremi bunécnymi liniemi hepatocelularniho karcinomu a kontrolni nenadorovou bunéénou
linii. Z vysledku vyplyva, Ze lykorin podporuje autofdgii a indukovanou apoptézu cestou
TCRP1/Akt/mTOR. Tato aktivita je popisovana snizenim hladin proteinu TCRP1 (tongue cancer
resistance-associated protein 1), coz vede ke sniZzeni fosforylace Akt (proteinkinasa B)
a Utlumu Akt/mTOR signalizace®®.

Dalsi studie popisuji protiinvazivni ucinky lykorinu u bunécnych linii karcinomu plic
(A549 a H460). Protinadorové ucinky lykorinu byly spojeny s potlacenim Wnt/B-katenin

signalizaéni kaskady*.

3.3.1.2 Pankratistatinovy strukturni typ

Narciklasin (Obr. 7) je jednim z nejdUlezitéjSich AmA, které plsobi jako antineoplastika.
Byl objeven v druzich Narcissus v roce 1967. Od té doby je narciklasin pro své selektivni
avysoce silné cytotoxické plsobeni na rakovinové bunky intenzivné studovan. Jeho
protinadorova aktivita byla sledovana in vitro na 60 lidskych nadorovych bunécnych liniich,
nejvice citlivymi bunikami byly buriky melanomu. Byly provadény také in vivo studie na mysich
modelech®34%,

Narciklasin narusSuje bunécné déleni ve stadiu metafdze. Interaguje s 60S
podjednotkou ribozomu a brani tvorbé peptidové vazby a navazani 3'terminalniho konce
donorového substratu na centrum peptidyltransferasy. Tyto procesy vedou Kk inhibici
proteosyntézy. Predpokladd se, Ze tato aktivita je zavisla na konformaci C kruhu a volné
hydroxylové skupiné v poloze 7. DalSim z popsanych mechanismd ucinku narciklasinu je
inhibice eukaryotického translacniho elongacniho faktoru eEF1A. Tato aktivita byla sledovana
béhem studie na imunodeficientnich mysich, do kterych byly vpraveny melanomové vici

apoptoze rezistentni buniky VM-48. Terapeutické ucinky byly sledovany pii podavani
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narciklasinu v davkach 1mg/kg. Narciklasin uzivany ve vysokych koncentracich 1uM zplsobuje
smrt rakovinovych bunék, a to mechanismem aktivace receptorl smrti Fas a DR4 (death
receptor 4). Narciklasin také plsobi proti celé fadé nadorovych bunék, jako je lidska a mysi
lymfocytdrni leukemie, karcinomy délozniho Cipku a hrtanu. Vykazuje inhibi¢ni aktivitu vici
linii HeLa bunék a Ehrlichovym nadorovym burikdm. Dalsi studie také potvrdily schopnost
indukce apoptézy ubunék adenokarcinomu prsu MCF-7, karcinomu prostaty PC-3
a u nadorovych bunék Zaludku'3214142,

Pankratistatin (Obr. 7) byl poprvé izolovan roku 1984 z rostliny Hymenocallis littoralis.
Nasledné bylo zjisténo, 7e ma antineoplastické a cytotoxické ucinky. Jedna ze studii*®
potvrdila, Ze pankratistatin v koncentraci 1 uM, je schopen indukovat apoptézu a plsobit
vysoce selektivné proti nadorovym bunkam. Jeho aktivita byla hodnocena napftiklad
u bunécné linie MCF-7 (rakovina prsu), SHSY-5Y (lidsky neuroblastom), NT-2 (lidsky teratom),
Jurkat (T-akutni lymfoblastickd leukémie) a nenddorové, kontrolni linie NHF (normalni lidsky
fibroblast). Z vysledkl vyplyvd, Ze pankratistatin nevyvolava apoptézu u zdravych bunék,
jelikoz u téchto bunék nedoslo k Zadnym morfologickym zméndm. Pankratistatin béhem
plUsobeni na nddorové bunky zvysuje tvorbu reaktivnich forem kysliku a sniZzuje koncentraci
molekul ATP v bufikdch®*#4. Déle bylo zjiténo, Ze indukce apoptdzy je spojend s aktivaci
kaspasy-3. Nasledné dojde k nerovnovaze mezi vnitfnim a vnéjsim prostfedim a produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), coz vede ke zméndm membranového potencidlu mitochondrii
a ztraté jejich funkce. Tento priabéh byl sledovan pfi plsobeni pankratistatinu proti bunécné
linii Jurkat, kdy byla zaroven znovu potvrzena vysoka selektivita proti nddorovym burikam,
jelikoZz u zdravych lymfocytd nebyly evidovany Zadné zmény*. Tato aktivita byla dale
sledovana i u bunék karcinomu prostaty, konkrétné na bunécnych liniich DU145 a LNCaP.

U obou téchto bunéénych linii byla zvysena produkce ROS a kolaps funkce mitochondrii“®.

OH
HOL__~_ LOH
<O OH
o NH
OH O
narciklasin pankratistatin

Obr. 7: Struktury vybranych AmA alkaloidl pankratistatinového typu
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3.3.1.3 Haemanthaminovy strukturni typ

DalSimi alkaloidy s cytotoxickou aktivitou jsou haemanthamin a haemanthidin, které
patfi khlavnim zastupcdm haemanthaminového strukturniho typu®’. Zakladem
haemanthaminového, ale i krininového typu je 5,10b-etanofenanthridin?!. Tyto dva typy se lisi
pouze v prostorové orientaci etylového mustku vedouciho z atomu dusiku na uhlik C10b,
dlsledkem toho vznikaji dvé stereoizomerni formy, a-krininova (haemanthaminovy strukturni
typ: haemanthamin) a B-krininova (krininovy typ: krinin) (Obr. 8). Tato skutecnost vede

k tomu, Ze jsou tyto dva typy nékdy spole¢né fazeny do skupiny krinanového typu®®.

haemanthamin haemanthidin krinin

Obr. 8: Struktura haemanthaminu, haemanthidinu a krininu

Cytotoxické puUsobeni haemanthaminu bylo potvrzeno u rozliénych bunécnych
nadorovych linii, napfiklad MOLT-4, HepG2, Hela, MCF7, CEM, K562, A549, Caco-2, HT-29,
A2780, SW1573 a T47-D. PGsobeni haemanthaminu bylo sledovano i na bunécné linii Jurkat,
ktera je vyuzivana ke studiu akutni lymfoblastické leukemie. Haemanthamin v koncentracich
od 5 uM do 20 uM zvysoval apoptdzu Jurkat bunék. Dale byla pozorovana aktivita kaspasy-3,
kaspasy-7, kaspasy-8 a kaspasy-9, snizeni membranového potencidlu mitochondrii a zastaveni
bunééného cyklu v G1 a G2/M fazi*’. Pfedpoklddanym mechanismem G&inku haemanthaminu
je jeho schopnost inhibovat proteosyntézu, a to zabranénim vazby peptidyltransferasy na 60S
ribozomalni podjednotku®®.

Druhym zastupcem je haemanthidin, ktery mdze vznikat ireverzibilni enzymatickou
pfeménou z haemanthaminu. Haemanthidin pUsobil vin vitro studiich cytotoxicky proti
nadorovym liniim A549, OE21, Hs683 a SKMEL. Dalsi jeho vlastnosti je schopnost inhibovat
rast bunék mysiho lymfomu L5178. Efekt haemanthidinu sledovany u bunécéné linie Jurkat byl

velmi podobny Géinku haemanthaminu?’.
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Vjedné ze studii byly alkaloidy haemanthamin a haemanthidin spolu s dalSimi
11 alkaloidy testovany a hodnoceny pro svou cytotoxickou aktivitu. Cytotoxicita byla
testovdna u dvou p53-mutovanych gastrointestinalnich rakovinovych bunéénych liniich HT-29
a Caco-2 (bunécné linie kolorektalniho adenokarcinomu). Semisynteticky vinka alkaloid
vinorelbin, byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledné hodnoty experimentu byly srovnany

s u¢inkem na nenadorové buriky stfevniho epitelu FHs-74Int (Tab. 3)38.

Tab. 3: Cytotoxicita testovanych alkaloidd proti dvéma nadorovym bunécénym liniim (Caco-
2,HT-29) a nenadorové gastrointestinalni bunééné linii (FHs-74Int), vyjadrena jako hodnota
ICso uvedena v pM38,

Alkaloid Caco-2 HT-29 FHs-74Int
Haemanthamin 0,99+0,14 0,59+0,01 19,5+ 8,9
Haemanthidin 3,309 1,70+ 0,10 11,6 +0,9
Vinorelbin 0,03 +0,00 - 4,0+0,3

3.3.2 Inhibic¢ni aktivita viéi cholinesterasam

3.3.2.1 Alzheimerova choroba

3.3.2.1.1 EPIDEMIOLOGIE

Demence patfi mezi jedny z nejcastéjSich a nejobdvanéjsSich onemocnéni, které se
vyskytuji u osob vy3$siho véku*. Jedna se o heterogenni skupinu onemocnéni, jejichZ typickym
klinickym obrazem je nejprve zhorSeni a nasledné postupna ztrata paméti a orientace,
poruchy mysleni a snizend schopnost uéeni°.

Podle odhadu trpi demenci vice nez 6 % populace nad 65 let. Se stoupajicim vékem se
vyskyt zvySuje a miZe postihovat aZz 50 % osob starSich 80 let*. Celosvétové trpi nékterou
z forem demence vice nez 47 milion(i obyvatel. Podle WHO se pocet pacient( s touto indikaci
do roku 2050 ztrojnasobi na vice nez 135 milionu ptipad(°!. Ceska alzheimerovska spole¢nost
ve svych odhadech uvéadi, Ze na Uzemi Ceské republiky Zije pfiblizné 150 000 lidi trpicich

demenci a vice neZ polovina vsech téchto demenci je zplsobena AD>2.
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3.3.2.1.2 HISTORIE AD

Alzheimerova choroba byla pojmenovdna podle némeckého neuropatologa
a psychiatra Aloise Alzheimera (1864-1915). Alois Alzheimer zacal po UspéSném ukonceni
studia mediciny pracovat v psychiatrické |écebné ve Frankfurtu nad Mohanem, kde se
spole¢né s uznavanym neurologem Franzem Nisslem vénoval experimentalnimu studiu
anatomie mozkové klry. Pozdéji sméfoval svou pusobnost na velmi zndmé pracovisté
univerzitni psychiatrické kliniky v Mnichové. Alois Alzheimer poprvé popsal symptomy této
choroby v roce 1906. Jednalo se o pfipad 51leté Zeny, u které byl pozorovan rapidné se
zhorsujici stav paméti a psychické potize. Pacientka zemfela o 4 roky pozdéji, ve véku 55 let za
stavu Uplné demence. Pfi pitvé mozku zemfielé, objevil Alzheimer mnozstvi abnormalnich

vldken a plaka°1°3,

3.3.2.1.3 CHARAKTERISTIKA AD

AD je zavainé progresivni a ireverzibilni neurodegenerativni onemocnéni. Zacatek
onemocnéni je vétSinou nenapadny, nebyvd mu vénovana takova pozornost a je ¢asto mylné
spojovan s fyziologickym procesem starnuti. Vétsinou na projevy a zmény upozorni pacientovi
nejblizsi, nikoliv on sam. V zac¢atcich onemocnéni dochazi k oslabeni kognitivnich funkci,
porucham paméti, ztratdm pozornosti a zménam chovani, které se manifestuji jako anxieta,
deprese a apatie. U pacientl se objevuji potize slogickym myslenim a orientaci
v prostoru®°1°4, Progrese onemocnéni vede aZ k pozdnimu, téZkému stadiu. Pacienti v této
fazi nejsou schopni poznat své pribuzné. Snizuje se jejich mobilita, a ¢asto z(stdvaji upoutani
na lGzko. Objevuji se také potize s polykanim a inkontinence®>.

Podle véku, ve kterém se u pacienta vyskytnou klinické projevy, se AD déli na dvé
formy. Presenilni forma se vyskytuje nejcastéji u pacientll mezi 30. az 50. rokem Zivota. Jeji
vyskyt je vzacny (méné nez 0,5 % pripad(). Pri¢inou vzniku jsou mutace genu pro amyloidovy
prekurzorovy protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN 2). Podstatné castéjsi je

senilni forma, kterad se manifestuje u osob starsich 65 let®>¢,

3.3.2.1.4 ETIOPATOGENEZE
K charakteristickym patologickym naleziim patfi extracelularni senilni plaky tvorené

B-amyloidem (AB) a intracelularni depozita neurofibrilarnich klubek (NFTs), které jsou tvoreny
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T-proteinem>’. Pozorovana je také zvysena aktivita acetylcholinesteras (AChE), ktera vede ke
Stépeni acetylcholinu a snizeni jeho hladin. Zaznamendvana je i dysregulace hladin
butyrylcholinesteras (BuChE)'2. Makroskopicky pozorovatelné zmény zahrnuji zlZené
mozkové zdvity, dilatované komory mozkové a atrofované subkortikdlni i kortikalni struktury
amygdaly, hippokampu a temporalnich lalokd8.

Za vice nez 100 let, co je toto onemocnéni znamé, bylo zkoumano a popsano velké
mnozstvi rizikovych faktord a celd fada hypotéz vénujicich se vzniku AD. | pres tyto skutecnosti,
nebyla hlavni pfi¢ina patologickych zmén doposud presné vysvétlena. AD je tak povaZzovana
za multifaktoridlni onemocnéni. Mezi rizikové faktory patfi starnuti, Urazy hlavy, infekce, cévni
onemocnéni, hypercholesterolémie, mutace genu, oxidacni stres, neurogenni zanéty
a dalsi®>°8>° Mezi dvé hlavni hypotézy patfi hypotéza cholinergni a amyloidni, které jsou spolu

s dal$imi popsany nize>>.

Cholinergni hypotéza

Fyziologickd funkce cholinergniho systému je esencialni pro sprdvnou ¢innost paméti
a udrzovani kvalitativni drovné védomi. Jiz v casnych stadiich AD dochazi k postizeni
cholinergniho neurotransmiterového systému a k snizeni syntézy a vydeje acetylcholinu (Ach).
To se projevuje kognitivnimi a behavioralnimi poruchami. Za fyziologickych podminek je Ach
ve zdravém mozku rozkladan uc¢inkem AChE. BuChE jsou zastoupeny pouze mensinové a maji
podplrnou funkci. Tyto dvé cholinesterasy se navzdjem lisi ve své struktufe, coz se projevuje
i jejich rozdilnou substratovou specifitou. AChE je vysoce selektivni vi¢i molekuldm Ach, oproti
tomu BuChE mlze metabolizovat rlizné molekuly a neuroaktivni peptidy. AChE existuje ve
tfech rdznych izoformach, které se déli podle poctu katalytickych podjednotek na monomerni
G1, dimerni G2 a tetramerni G4. V jednotlivych oblastech lidského mozku se nachazi izoformy
G1 a G4 v rGznych pomérech. BuUChE existuje také ve vice izomernich formach, ale ve zralém
mozku se nejvice vyskytuje izoforma G4. BEhem AD dochazi k vyznamnym zméndm v mnozstvi
vySe zminénych izoforem, predpokladd se, Ze tyto déje jsou zplsobeny pritomnosti AP.
Hladiny G4 AChE klesaji az o0 90 %, ale ke zménam v mnozZstvi G1 AChE dochazi jen velmi
sporadicky. 1zoforma G4 BuChE klesd nebo je nezménéna. Naopak G1 izoforma BuChE se
zvysuje az 0 60 %. Inhibici AChE a BUChE dojde ke zvySeni mnozstvi synaptického acetylcholinu,

zlepSeni acetylcholinergni transmise a odddleni progrese ptiznak(i AD. Bylo potvrzeno, Ze
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ucinnost jednotlivych inhibitor( cholinesteras se lisi, pravé kvali jejich rozdilné selektivité

k izoformam AChE a BuChE>40.

B-Amyloidni hypotéza

APP je transmembranové uloZeny protein, ktery se vyskytuje zcela béziné a podili se
naptiklad na tvorbé neurdalnich synapsi. Fyziologicky je APP pfirozené Stépen a-sekretasamina
kratké solubilni fragmenty o délce 26 aminokyselin, které jsou schopny prechazet pres
bunécéné membrany. U AD pusobi patologicky enzymy B-sekretasa a y-sekretasa, které stépi
APP na Castice sestavajici se z vice nez 42 aminokyselin, které se spojuji mezi sebou. To vede
ke vzniku neurotoxickych oligomer(i. Ty se dale shlukuji a koaguluji v mezibunécnych
prostorech za vzniku AB, ktery se vyskytuje ve formé AP 40 a AB 42. Tyto formy tvoti zaklad
senilnich plak(. Pritomnost plakl vede k rdznym neuropatologickym déjam, jako je aktivace
glykogen syntasy kinasy-3B (GSK-3B), degradace Tt-proteinu, a nasledny vznik NFTs.
Pozorovény jsou i dalSi neurodegenerativni procesy, jako je aktivace cyklooxygenas a vznik
zanétu v misté senilnich plakd, dale také vyplaveni nadbytku excitacnich aminokyselin.

V dusledku téchto déjd dochdazi k apoptdze poskozenych neurond®>>.

Hypotéza t-proteinu

t-Protein je protein obsazeny v neuronech. Jeho normalni funkci je stabilizace
bunéénych mikrotubulG. U AD dochazi k hyperfosforylaci t-proteinu, coZz vede k zvysSené
depolymerizaci mikrotubul( a vzniku nerozpustnych oligomerd, které dale akumuluji a formuiji
se v parova helikalni filamenta. Tato filamenta se ndsledné sdruZuji do NFTs v nervovych
burikach. NFTs interaguji sbunéénymi proteiny a brani jejich normalni funkci. Na
hyperfosforylaci t-proteinu se podili kinasy, zndmym typem je GSK-3B (glykogen syntasy
kinasy-3B) a CDK-5 (cyklin-dependentni kinasa 5). Predpoklada se, Ze aktivace téchto enzymu
je iniciovana akumulaci AB. Existuji také dikazy o tom, Ze toxicky t-protein zvySuje produkci

AB mechanismem zpétné vazby. Tyto déje vedou aZ k zaniku neuron(°’-61.62,

Apolipoprotein E
Apolipoprotein E (ApoE) se nejvice nachazi v jatrech, méné pak také v mozkové tkani,

kde je tvoren mikrogliemi a astrocyty. SlouZi jako ligand pro Castice lipoprotein(, a vyznamné
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se podili na transportu cholesterolu, ktery je nezbytny pro normalni funkci mozku a produkci
myelinu. Gen pro ApoE je lokalizovan na 19. chromozomu. ApoE je pfitomny ve tfech
izoformach: ApoE2, ApoE3 a ApoE4, které jsou kddovany tfemi alelami genu pro ApoE, a to
sice epsilon2 (€2), epsilon3 (€3), epsilon4 (e4). ApoE-€4 hraje vyznamnou roli v ukladani AB
a tvorbé senilnich plak(, a to jej fadi k silnym rizikovym faktoriim pro vznik presenilni i senilni
formy. U osob s dvéma kopiemi ApoEe4 bylo sledovano az 8krat vyssi riziko vzniku AD,
v porovnani s lidmi, ktefi tuto alelu nemaji. ApoE byl také detekovan v amyloidovych placich.
Oproti tomu alely ApoEg2 and ApoEe3 maji protektivni funkci a jsou povazovany za faktory

snizujici riziko vzniku AD>>°8,

Cholesterol a AD

Znama je také spojitost mezi AD a metabolismem lipid(. Cholesterol ovliviiuje
neurodegenerativni procesy u AD pozitivné i negativné. Jednim zvysvétleni tohoto
protikladného pulsobeni je jeho nerovnomérna distribuce v rdznych kompartmentech
bunécénych membran. Pozitivni je jeho protektivni funkce, jelikoz brani vlivu toxického AB na
bunééné membrany. Na druhé strané vysoké hladiny cholesterolu v krvi stimuluji B-sekretasy.
V dUsledku toho dochdzi ke zvySeni mnozstvi AB a vzniku plakd. Vysoké hladiny cholesterolu
zpUsobuji aterosklerézu mozkovych arterii, coz vede k cerebrovaskuldrnim alteracim a zvyseni
pravdépodobnosti vzniku AD. Z téchto zjisténi vyplyva, Ze se hypercholesterolémie radi mezi

rizikové faktory pro vznik AD8,

3.3.2.1.5 TERAPIE ALZHEIMEROVY CHOROBY

Jak jiz bylo zminéno vySe, jednd se o multifaktoridlni onemocnéni, jehoz presnd
etiopatogeneze neni stdle popsana. Terapie AD probihd farmakologickymi
i nefarmakologickymi postupy?®.

Nefarmakologicka |écba zahrnuje psychoterapeutické techniky, ke kterym patfi
napriklad behavioralni terapie, relaxaéni techniky a aromaterapie. Pro pacienty je také velmi
dllezité procvicovani doposud zachovalych dovednosti. Podstatny je i laskavy pfistup a velka
trpélivost oSetfovatel(, ktefi se o pacienty staraji a rehabilituji s nimi. V neposledni fadé je
dllezité podporovat a pracovat s lidmi pecujicimi o takto nemocné, mnohdy jim velmi blizké,

osoby. Jedn3 se totiZ o velmi vy&erpdvajici a psychicky ndroénou ¢innost®4°,
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Soucasné dostupna farmakoterapie neni schopna nemoc zastavit, ¢i ji zcela vylécit.
Cilem je zpomalit progresi a oddalit tak nastup tézkych stadii. Podle EBM (Evidence-based
medicine, medicina zaloZena na dikazech) jsou k dispozici dva typy zpUsobu IéCby, a to |éCba
pomoci inhibitorll cholinesteras a |é¢ba za pomoci inhibitori NMDA receptoru

glutaméatergniho systému®.

Inhibitory cholinesteras

Takrin (Obr. 9) byl prvnim pouZivanym zastupcem I|éCiv ze skupiny inhibitor(
cholinesteras. Kvuli jeho toxickému pUsobeni, které se manifestovalo jako hepatotoxicita a GIT
dyskomfort, byl stazen z trhu. Huperzin A (Obr. 9) je alkaloid izolovany z plavuné Huperzia
serrata. Tato latka patfi do skupiny inhibitord cholinesteras, dale vykazuje neuroprotektivni
ucinky a snizuje glutamatem indukovanou excitotoxicitu. V tradi¢ni ¢inské mediciné je znamy
a pouzivany jiz po velmi dlouho dobu. Huperzin A se dostal do IIl. faze klinického hodnoceni>?.

V soucasné dobé jsou pro klinické pouziti dostupnd pouze tfi l1éCiva spadajici do této
skupiny. A to sice donepezil, galanthamin a rivastigmin. Tyto |éCivé latky zpomaluji pribéh
choroby a oddaluji pfechod z mirnych a stfednich forem do tézkych stadii. Nejsou schopny AD
vylécit nebo trvale zastavit jeji progresi, ale zlepsuji kvalitu Zivota pacientd s touto

diagnézou®s.

DONEPEZIL

Donepezil (Obr. 9) je velmi selektivni inhibitor acetylcholinesteras. Ma dlouhy
biologicky poloc¢as vice nez 70 hodin a diky tomu je moZné jej poddvat jedenkrat denné.
Terapie zacind na davkdch 5 mg p.o. Pfi dobré toleranci se po mésici davky zvysuji na
dvojnasobnou davku 10 mg. Donepezil je metabolizovdan pomoci CYP 3A4 a CYP2D6, je tedy

nutné sledovat a pfedchazet interakcim s inhibitory nebo induktory téchto enzymui®364,

RIVASTIGMIN

Rivastigmin (Obr. 9) je dualni inhibitor. Blokuje AChE a na rozdil od donepezilu
a galanthaminu i BuChE. Davky rivastigminu se postupné titruji, pfi p.o podavani se zacina
davkou 1,5 mg dvakrat denné, postupnym navysSovanim se od ¢tvrtého mésice uziva az 6 mg

dvakrat denné. Pfi p.o uzivani se vyskytuji nezadouci ucinky, které postihuji gastrointestinalni
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trakt (nauzea, zvraceni, nechutenstvi). V téchto pfipadech je vyhodna terapeuticka alternativa
v podobé transdermdlni ndplasti. Rivastigmin je vhodny i pro pouziti u demenci

doprovazenych psychotickymi pFiznaky®364,

GALANTHAMIN

Galanthamin (Obr. 9) je selektivni, dlouhodobé pUsobici, reversibilni inhibitor AChE.
Déle také allostericky moduluje nikotinové receptory?%93. Stejné jako u rivastigminu, je nutna
titrace ddvek. Existuji formy neretardovanych i retardovanych tablet. Retardované tablety
jsou vyhodnéjsi diky davkovani jedenkrat denné. U neretardovanych tablet se zac¢ina s ddvkou
4 mg dvakrat denné a postupné se navysSuje az na davku 12 mg dvakrat denné, ktera je uzivana
od tretiho mésice |écby. Galanthamin je dobte tolerovanou substanci a ma minimum
nezddoucich u¢inka®3. Stejné jako u donepezilu musi byt z ddvodu metabolismu galanthaminu
vénovana zvy$ena pozornost moznym interakcim s induktory a inhibitory CYP 3A4 a CYP 2D6°%*.
Galanthamin se diky jeho schopnostem prechdzet pres hematoencefalickou bariéru
a ovliviiovat centralni nervovy systém, stal prospektivnim kandiddtem nejen k |écbé AD
a dalsich demenci, ale i pro lé¢bu paralytickych syndromd, schizofrenie a dalSich nervovych

onemocnéni?l,

Inhibitory glutamatergnich receptor( typu NMDA

V pokrocilejsich stadiich AD probihaji patologické procesy vedouci k degeneraci
glutamatergniho systému, ktery je velmi dllezZity pro spravnou funkci paméti a mechanismus
uceni. V dlsledku téchto procesl dochazi k nadmérnému uvolfiovani glutamatu a dalSich
excitacnich aminokyselin. To se projevuje poruchami v pfenosu signalt na Urovni receptord.
N-Metyl-D-aspartatové (NMDA) receptory jsou spojeny s otevirdnim Ca?* kanalG. U AD jsou
tyto receptory nadmérné stimulovény, co? vede k nadmérnému vstupu Ca?* do neuron(. Tyto
abnormalni procesy sméfuji az k apoptdze a smrti neurond®*.

Jedinou latkou ze skupiny slabych antagonisti NMDA receptor(, ktera je dostupna ke
klinickému pouZiti a pouZivand pfi terapii pokrocilejSich stadii AD, je memantin (Obr. 9).
Memantin je indikovan u stfedné tézkych a tézkych forem AD. Terapeutickd davka je

20 mg/den. Obecné byva velmi dobre tolerovan, vzacné se mohou objevit bolesti hlavy,
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nauzea, nadmérnd excitace ¢i Utlum a halucinace. Vyhodné je jeho uZivani v kombinaci

s inhibitory acetylcholinesteras*¥:3,
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Obr. 9: Struktury takrinu, huperzinu A a Ié¢iv pouzivanych k terapii AD

Dalsi 1éCebné alternativy

Standardizovany extrakt z Ginkgo biloba EGb 761 je doporucovan jako adjuvantni
|é¢ba. Jeho ucinnost je nizsi nez u memantinu a inhibitord cholinesteras. Pfipadné se muze
pouZit jako alternativa pfi jejich nesnasenlivosti®*. Dal$i potencidlné G¢innd a nové vyvijend
lé¢iva vychazi z dosud znamych patofyziologickych hypotéz. Jednou ze zkoumanych skupin
jsou substance, které by pUsobily proti tvorbé patologického AP a t-proteinu. U¢innost je
sledovana u latek ze skupin inhibitor( B-sekretas, inhibitor( y-sekretas a blokatord GSK-3.
Dale jsou zkoumany latky puUsobici jako blokatory oligomerace solubilniho AB. Velmi
prospektivni se zda byt také imunoterapie vici AB. Velkd pozornost je vénovana vyvoji dalsich
[éCiv ze skupin inhibitor( cholinesteras a inhibitord monoaminooxidas. Studovany jsou i latky,
které ovlivriuji zanétlivé procesy, inzulinovou rezistenci nebo mitochondrialni dysfunkci#62,

Jako dalsi potencidlni zplsob |écby AD se jevi inhibitory prolyloligopeptidasy.
Prolyloligopeptidasa (POP), znama také jako prolylendopeptidasa, je cytosolova serinova

peptidasa, kterd Stépi peptidy s relativné malou molekulovou hmotnosti na karboxylovém
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zbytku prolinu. Diky nejrGznéjsSim studiim byla zjiSténa spojitost mezi POP
a neurodegenerativnimi procesy. U pacientll s AD byly zaznamendny jeji vyssi hodnoty.
Doposud ale nebyl pfesné objasnén mechanismus, kterym POP zplsobuje poruchy paméti
a uceni. Bylo zjisténo, Ze inhibitory POP mohou zlepSovat kognitivni funkce, k ¢emuz dochazi
v dlsledku blokace metabolismu endogennich peptidl. Objeven byl i vliv POP na Stépeni APP

a naslednou tvorbu a akumulaci AB%,

3.3.2.2 Norbelladinovy strukturni typ

Jak bylo popsano vyse, v rdmci fytochemické studie druhu Narcissus pseudonarcissus
cv. Carlton, byly identifikovany i tfi nové alkaloidy norbelladinového typu karltonin A,
karltonin B a karltonin C. Ty byly podrobeny in vitro studiim, béhem kterych byl testovan jejich
potencidl plsobit inhibicné vac¢i lidské AChE, BuChE a POP. Aktivita vUici lidskym
cholinesterasam byla mérena spektrofotometrickou metodou podle George L. Ellmana a také
jeji modifikovanou verzi. Jako standard byl pouzit galanthamin a fysostigmin. Karltonin A byl
jako jediny z nové objevenych alkaloidl izolovan ve vétSim mnozstvi. Diky tomu mohla byt
testovana i jeho inhibi¢ni aktivita vici POP. Z vysledku studie vyplyva znacna selektivita
a inhibi¢ni aktivita karltoninu A a karltoninu B vic¢i BUChE. U karltoninu A byly zjisténé hodnoty
inhibice POP ve stejném rozsahu jako u standardu berberinu. Hodnoty ICso jsou shrnuty

v Tab. 4°.

Tab. 4: Inhibi¢ni aktivity alkaloid( norbelladinového typu vici AChE, BuChE a POPS.

Alkaloid AChE ICso (uM) BUChE ICso (uM) | POP ICso (LM)
Karltonin A >100 0,91+ 0,02 143+ 12
Karltonin B >100 0,031 + 0,001 -
Karltonin C >100 14,8+ 1,1 -
Galanthamin 1,72+0,12 42+1 -
Fysostigmin 0,063 £ 0,005 0,13+0,01 -
Berberin 0,72+0,11 31+4 142 £ 21
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3.3.2.3 Galanthaminovy strukturni typ

NejzndméjSim zastupcem je galanthamin, ktery je dlleZzitym lécivem pouZivanym
v lécbé AD. Diky tomu je vénovana velkd pozornost i dalsim AmA alkaloidl tohoto typu
a zjistovani jejich inhibi¢nich aktivit vaéi cholinesterasam®®.

Galanthamin byl poprvé objeven a izolovan z Galanthus woronowii roku 1952. Hlavnim
zdrojem pro jeho ziskavani nadale z(istava rostlinny material, a to i pfesto, Ze chemicka syntéza
galanthaminu je jiz zndma. Ve stfedni a zapadni Evropé jsou zdrojem kultivary rodu Narcissus,
ve vychodni Evropé je to Leucojum aestivum, v Ciné je ziskavan z Lycoris radiata??.

Dalsim  zajimavym  alkaloidem galanthaminového typu je  sanguinin
(9-O-demethylgalanthamin) (Obr. 10), ktery vykazoval v in vitro studiich 10krat vyssi aktivitu
nez galanthamin (Tab. 5). Ze studii vztahu mezi strukturou a aktivitou vyplyvd, Ze tato silna
inhibic¢ni aktivita je zplisobena pfitomnosti volné hydroxylové skupiny. Pfedpoklada se, Ze se
sanguinin vaze na vazebna mista AChE pomoci vodikovych vazeb, které jsou tvofeny mimo jiné
i pravé témito hydroxylovymi skupinami®. BohuZel, jejich pfitomnost zvy$uje hydrofilitu
molekuly, kterd znesnadriuje pfechod sanguininu pfes hematoencefalickou bariéru®’. Inhibi¢ni
uéinek podobny galanthaminu byl sledovan i u alkaloidu 11-hydroxygalanthaminu (Tab. 5).

Dalsim alkaloidem, u kterého byla popsana aktivita viici AChE, je chlidanthin (Obr. 10),
ktery byl izolovan zrostliny Chlidanthus fragrans®®. Zajimavou latkou je i alkaloid
11a-hydroxy-O-methylleukotamin (Obr. 10), ktery byl poprvé izolovan z rostliny Pancratium
illyricum L. V in vitro testech byla naméfena zajimava inhibi¢ni aktivita vi¢i AChE (Tab. 5)%°.
Z Leucojum aestivum byly izolované N-alkylované alkaloidy galanthaminového typu
N-allylnorgalanthamin (Obr. 10) a N-(14-metylallyl)norgalanthamin. Ze studia jejich
inhibi¢niho plsobeni vyplyva, Ze jejich inhibicni aktivita vic¢i AChE, je vyssi nez u galanthaminu
(Tab. 5). To je prisuzovano substituci N-metylové skupiny galanthaminu allylovou nebo

metylallylovou skupinou®”.
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sanguinin chlidanthin 11a-hydroxy- O-methylleukotamin N-allylnorgalanthamin

Obr. 10: Struktury vybranych AmA galanthaminového typu

Tab. 5: Inhibi¢ni aktivity vybranych AmA galanthaminového typu v(ci AChE.

Alkaloid AChE ICs (uM)
Sanguinin® 0,10+ 0,01
Galanthamin® 1,07 +0,18
11-Hydroxygalanthamin®® 1,61+0,21
Chlidanthin”® 23,50+ 0,65
11a-hydroxy-O-methylleukotamin®® 3,50+1,10
N-allylnorgalanthamin®’ 0,18+ 0,01
N-(14-metylallyl)norgalanthamin®’ 0,16 + 0,01

3.3.2.4 Lykorinovy strukturni typ

Lykorinovy strukturni typ patfi k dalSimu typu AmA, které vykazuji zajimavou inhibiéni
aktivitu vaci AChE. Velmi aktivnimi alkaloidy jsou assoanin a oxoassoanin (Obr. 11), které byly
izolované z Narcissus assoanus. V porovnani s ostatnimi alkaloidy lykorinového typu je jejich
inhibi¢ni aktivita vyrazné vyssi (Tab. 6). To je spojovano s pfitomnosti aromatického kruhu C,
ktery zajistuje plandrni uspofadani molekuly®®. Daldim sledovdnim vztahu mezi strukturou
a inhibi¢nim ucéinkem alkaloidd lykorinového typu bylo zjisténo, Ze pro spravnou vazbu na
enzym a naslednou inhibi¢ni aktivitu je dulezZita pritomnost acetoxy a hydroxy skupin
v polohach C1 a C2. Tyto strukturni vlastnosti se nachazi u alkaloidu 1-O-acetyllykorinu
(Obr. 11)7, ktery mda vyraznou inhibiéni aktivitu ICso= 0,96 + 0,04 uM’2. U alkaloidu
ungiminorinu  (Obr. 11) byla pozorovana az 10krat wvys$si aktivita vG¢i AChE

nez u galanthaminu’3.
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Obr. 11: Struktura vybranych AmA lykorinového typu

Tab. 6: Inhibi¢ni aktivity vybranych AmA lykorinového strukturniho typu v(ici AChE.

Alkaloid AChE ICso (uM)
Assoanin®® 3,87+0,24
Oxoassoanin®® 47,21 +1,13
1-O-Acetyllykorin? 0,96 + 0,04
Ungiminorin’3 0,35

Heterodimerni alkaloidy nové zavedeného narcikachninového strukturniho typu
vykazuji zajimavé inhibi¢ni aktivity vici lidskym cholinesterasam. Z cibuli rostlin Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton byl izolovan alkaloid narciabduliin (Obr. 12), ktery se lisi od
ostatnich doposud izolovanych alkaloidl tohoto strukturniho typu schopnosti vyvazené
inhibovat jak AChE, tak i BUChE a to v podobnych koncentracich (Tab. 7)3°. Narciabduliin je
svoji strukturou podobny druhému nové ziskanému alkaloidu narcieliinu (Obr. 12), lisi se
pouze v substituci benzenového jadra°. Narciabduliin md na benzenovém jadfe navazanou
hydroxy a metoxy skupinu, zatimco benzenové jadro narcieliinu je substituovano tremi
metoxy skupinami. Tento strukturni rozdil je zodpovédny za zvySenou inhibi¢ni aktivitu
Narciabduliinu vi&i AChE3°, Alkaloid narcieliin, ktery byl izolovan z cibuli rostliny Zephyranthes
citrina, vykazuje velmi zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterasam i vic¢i POP
(Tab. 7). Vin vitro testech byla potvrzena schopnost narcieliinu prechazet pres
hematoencefalickou bariéru pasivni difuzi’.

Dalsi heterodimerni alkaloidy byly uvedené jiz v kapitole 3.3.2. Z rostliny Narcissus
poeticus cv. Pink Parasol byly izolovany alkaloidy narcipavlin a narcikachnin. U alkaloidu
narcipavlinu byla naméfena vyznamnd aktivita vic¢i BuChE (Tab. 7). Druhy z alkaloid(,

narcikachnin, ktery se od narcipavlinu liSi pouze v nepfitomnosti dvojné vazby mezi
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C’13 a C'14, byl izolovan v malém mnozstvi a z toho dlivodu nemohl byt podroben testlim.
Ovsem pokud by testy mohly byt provedeny, jejich vysledky by pomohly zjistit, jak velky
vyznam ma pfitomnost dvojné vazby na miru inhibiénich aktivit?®. Alkaloid narcimatulin
izolovany z rostliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master vykazoval velmi dulezité
inhibiéni koncentrace nejen vaéi BuChE, ale i viéi POP a GSK-3B (Tab. 7). Na rozdil od

narciabduliinu, inhibuji alkaloidy narcipavlin a narcimatulin AChE jen slabé&3°.

Tab. 7: Inhibi¢ni aktivity vybranych heterodimernich alkaloid(.

Alkaloid AChE ICso (uM) | BUChE ICso (uM) | POP ICs0 (M) GSK-3B ICso (M)
Narciabduliin3® 3,29+0,73 3,44 + 0,02 nm nm
Narcieliin’* 18,7+2,3 1,34+ 0,31 163 +13 nm
Narcipavlin?® 208 + 37 244+1,2 nm nm
Narcimatulin'’ 489 *+ 60 59+0,23 29,2+0,9 20,724

nm — nebylo méfeno

narciabduliin narcieliin

Obr. 12: Strukturni vzorce noveé izolovanych alkaloid(i narcikachninového typu

3.3.3 Antivirova aktivita

Alkaloidy lykorin, homolykorin, trisphaeridin (Obr.12) a haemanthamin, které byly
ziskané z Leucojum vernum, vykazovaly v in vitro studiich vysokou antiretrovirovou aktivitu
vrozmezi ICso= 0,4-7,3 pg/ml, kterd byla doprovazena nizkym terapeutickym indexem
(Tlso=1,3-1,9). Tato aktivita proti HIV-1 byla testovana na MT4 bunécné linii lidskych T bunék.

Hodnoty jsou uvedeny v Tab. 87°.
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Tab. 8: Cytotoxické a antivirové Géinky AmA? 7>,

Alkaloidy TCso (pug/ml) ® IDso (ug/ml) © IDso (ug/ml) @ Tlso ®
Lykorin 0,75 0,4 0,4 1,9
Homolykorin 12,8 7,3 - 1,8
Trisphaeridin 7,50 5,0 5,0 1,5
Haemanthamin 1,0 0,8 - 1,3

@vsechny hodnoty jsou priméry vysledkd péti nezavislych experiment(; b Hodnoty TCso byly stanoveny pomoci
MTT a [3H] thymidinového inkorporaéniho testu; € bylo uréeno testem antigenu p24, s vyjimkou homolykorinu,
kde byl pouzit MTT test; 9 bylo stanoveno RT testem; € Tlso= IDso/ TCso

U alkaloid(i lykorinu a haemanthaminu izolovanych z Lycoris radiata byla v in vitro
studii potvrzena i schopnost inhibice replikace viru ptadi chfipky H5N178. Lykorin pUsobi
inhibi¢né vaéi flavivirdm, bunyavirGm, viru hepatitidy C a enterovirim?%77. Lykorin byl
povazovan za perspektivni latku vyuZitelnou v |é¢bé SARS-CoV. Problémem je jeho toxicita,
toxické plazmatické koncentrace sledované u psd se pohybovaly v hodnotdch 1 mg/kg’®.
Derivat lykorinu, 1-O-acetyllykorin ma schopnost potlacit proliferaci nékolika kmenu
EV71 (Enterovirus 71), coZ bylo potvrzeno u riznych bunéénych linii’”.

Lykorin ma potencidl se vbudoucnu stat jednou z moZnosti terapie infekci
zpUsobenych virem Zika. Tento virus predstavuje vadiné zdravotni problémy v tropickych
a subtropickych oblastech a dosud nebyla objevena vhodnd substance pro |éc¢bu tohoto
onemocnéni. U lykorinu byla v in vitro experimentech potvrzena aktivita a selektivita jeho
pusobeni vici viru Zika. V nasledné provadénych in vivo experimentech zvysoval preZiti mysi
a prokazal tak schopnost sniZovat koncentrace viru v krvi’®. Lykorin plsobi inhibi¢né i na
Herpes Simplex virus typu | a proti polioviru. Pfesny mechanismus ucinku antivirového
pusobeni lykorinu neni doposud zcela jasné objasnén®, Inhibice Herpes Simplex viru typu 1
byla potvrzena i u dalSiho alkaloidu, pretazettinu. Pretazettin dale spole¢né s narciklasinem

pusobi inhibi¢né i proti flavivirdm a bunyavirdm®’.

3.3.4 Antimalaricka a dalsi antiprotozoalni aktivity

Malarie je protozoarni onemocnéni, které je endemické v tropickych oblastech. Jen na
Uzemi tropické Afriky se incidence pohybuje kolem 200 miliond pfipad(i ro¢né a neustale se

zvysuje. V Evropé se muzeme setkat s malarii importovanou®?.
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Za prenos a Sifeni malarie je zodpovédny prvok Plasmodium a vektor choroby, kterym
je samicka komara rodu Anopheles. Pro Clovéka jsou patogenni P. falciparum, P. vivax,
P. ovale a P. malariae. Zivotni cyklus Plasmodia mGZeme rozdélit na dvé €asti. Prvni faze
(sexudlni) probiha ve stfevé samicky komadra, kterd pfi sani uvolfiuje ze svych slinnych Zlaz
infekéni formy parazitQ (sporozoity) do krve ¢lovéka. Tim zacina druhd ¢ast Zivotniho cyklu,
Cast asexualni. Sporozoity napadaji bunky jaterniho parenchymu. V hepatocytech se déli
a vyvijeji v mnohojaderné schizonty. Nasledné se schizonty déli na tisice merozoit(, coz vede
k ruptufe hepatocytu a uvolnéni merozoitl do krve, kde okamzité napadaji erytrocyty.
Nékteré merozoity se v erytrocytech diferencuji na gametocyty a po opétovném pfrisati
komara dochazi k reiniciaci reprodukéniho cyklu®l.
malarii, takzvanou maligni tercianu. Nejcastéjsim typem je maldrie zplsobena P. vivax. Mezi
pfiznaky patfi periodické akutni zachvaty, které se projevuji atakami horecky s tfesavkou,
doprovazenou pocenim. Tyto opakujici se ataky jsou zpisobovany periodickym vyplavovanim
merozoitd a pyrogen(. Dale se objevuji hepatosplenomegalie, abdominalni bolesti a anémie8’.

Z ddvodu sniZzovani ucinnosti antimalarik a se zvySujici se rezistenci komard na
insekticidy, je kladen velky dliraz na vyzkum a vyvoj novych Ié¢iv pro tuto indikaci®%#2,

Jedna ze studii se zabyvala zkoumanim antimalarické aktivity u AmA, konkrétné
u lykorinového, krininového, tazettinového a galanthaminového typu. Dale byla zjistovana
aktivita u ethanolickych extraktl zcibuli Pancratium maritimum, Leucojum aestivum
a Narcissus tazetta ssp. tazetta. In vitro byl sledovan inhibi¢ni potencial téchto sloucenin vici
dvéma kmendm P. falciparum, chlorochin-senzitivnimu (T79.96) a chlorochin-rezistentnimu
(K1) kmenu. Nejvyssi potencial plsobit proti P. falciparum byl sledovan u haemanthaminu,
6-hydroxyhaemanthaminu (Obr. 13) a lykorinu. Alkaloidy galanthamin a tazettin byly nejméné
uéinné. Pfehled ziskanych hodnot ICso testovanych alkaloidi je shrnut v nasledujici Tab. 982.

Vztah mezi strukturou a antimalarickym pusobenim byl podrobnéji popsan v jedné
z in vitro studii, kterd sledovala aktivitu proti chlorochin-senzitivnim kmenu P.falciparum
u 31derivatd odvozenych od haemanthaminu, haemanthidinu a 11-hydroxyvittatinu
(Obr. 13). Z vysledkd vyplyvd, Ze pro dobrou aktivitu derivati haemanthaminu je dulezita
pritomnost metoxy skupiny na C3 a volné hydroxylové skupiny na C11. Dalsim dulezitym

prvkem je dvojna vazba mezi C1 a C2 v kruhu D%,
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Tab. 9: Hodnoty ICso testovanych alkaloidl a standard( chlorochinu a meflochinu proti T9.96
a K1 kmendm P.falciparum?®?.

ICs0 (nug/ml)
Testované latky P.falciparum (T79.96) P.falciparum (K1)
Lykorin 1,026 0,379
Krinin 2,110 1,650
Haemanthamin 0,703 0,433
6-Hydroxyhaemanthamin 0,348 0,352
3-Epihydroxybulbispermin 1,139 0,553
Galanthamin 4,38 15,93
Tazettin 5,420 5,080
Meflochin - 3,94
Chlorochin - 6,06

Alkaloid lykorinového typu, acetylkaranin (Obr. 13), ktery byl izolovan z cibuli Amaryllis
belladonna Steud., vykazoval silnou aktivitu proti chlorochin rezistentnim kmenu Dd2.
Hodnota ICso &inila 3,3 + 0,3 uM®4,

Alkaloid ungeremin, ktery byl izolovan z cibuli rostliny Phaedranassa dubia, je aktivni
proti P. falciparum a dobrou aktivitu vykazuje i proti prvokim Trypanosoma brucei
rhodesiense a proti T. cruzi. DalSim alkaloidem s aktivitou v0ci T. brucei rhodesiense je
haemanthamin®. Antiprotozodlni aktivita byla sledovana i u alkaloid(i izolovanych z Galanthus
trojanus. Konkrétné alkaloidy arolykoricidin, haemanthamin a dihydrolykorin byly nejvice

aktivni proti T. brucei rhodesiense.®®

3.3.5 Dalsi biologicka aktivita

Alkaloid montanin (Obr. 13), ktery byl izolovan z Rhodophiala bifida, ma dle doposud
provedenych studii potencial stat se novym farmakologickym pfistupem [écby autoimunitnich
onemocnéni, konkrétné artritidy. Mohl by se tak zaradit mezi DMARD’s (Disease-modifying
antirheumatic drugs). Montanin v in vitro studiich plsobil silné inhibicné na proliferaci

lymfocyt( a inhiboval i invazivnost fibroblastoidnich synovialnich bunék”’.

45



Z Hippeatrum equestre byly izolovany pankracin (Tab. 1), vittatin, 11-hydroxyvittatin
a novy alkaloid lykorinového typu amarbellisin (Obr. 13). Tyto alkaloidy pusobi antibakteridlné
proti G+ Staphylococcus aureus. Amarbellisin i vittatin vykazuji aktivitu i vic¢i G-bakterii
Escherichia coli. Lykorin, amarbellisin, a hippeastrin (Obr. 13) vykazuji antifungalni aktivitu vici
Candida albicans®’. Lykorin déle inhibuje rast C. dubliniensis a to s minimalni inhibiéni
koncentraci 32 pug/ml. Alkaloidni extrakty ziskané z Narcissus jonquilla L. ptsobi inhibi¢né vici

kvasinkam, MIC= 128 pg/ml”’.

trisphaeridin 6-hydroxyhaemanthamin acetylkaranin

OH

o
ST

ungeremin montanin vittatin

OMe

11-hydroxyvittatin amarbellisin hippeastrin

Obr. 13: Struktury vybranych alkaloidG
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material a pristroje

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

Aceton p.a. (Ac), (Penta a.s.)

Cyklohexan p.a. (cHx), (Penta a.s.)

Destilovana voda (H20)

Diethylamin p.a. (DeA), (Penta a.s.)

Dusi¢nan bismutity [Bi(NOsz)s], (Penta a.s.)

Ethanol 95 %, denaturovany methanolem, p.a. (EtOH), (Penta a.s.)
Chloroform p.a. (CHCI3), (Penta a.s.)

Jodid draselny (KI), (Penta a.s.)

Kyselina vinna (C4Hs0¢), (Penta a.s.)

Toluen p.a. (To), (Penta a.s.)

4.1.2 Pomocny material

Cisténa vata

4.1.3 Detekcni Cinidla

Pro detekci alkaloidd po provedeni TLC bylo pouzivano Dragendorffovo Cinidlo.

Zasobni roztok Dragendorffova cinidla (podle Muniera) vznikne smichanim roztoku A

a roztoku B v poméru 1:1.

Roztok A: 1,7 g bazického dusiénanu bismutitého se rozpusti spolu s 20 g kyseliny vinné
v 80 ml vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti v 40 ml vody.

Detekéni roztok: 5 ml zdsobniho roztoku se smisi s 10 g kyseliny vinné a 50 ml destilované

vody. Roztoky jsou uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C
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4.1.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: To: DeA 95:5

S2: To: DeA 9:1

S3: cHx: DeA 95:5

S4: To: cHx: DeA 30:65:5
S5: To: cHx: DeA 50:45:5
S6: cHx: Ac: DeA 7:3:1

S7: CcHx: To: DeA 45:45:10
S8: CHx: To: DeA 65:25:10

4.1.5 Chromatografické adsorbenty

Lité sklenéné desky 15 x 15 cm, Kieselgel 60 GF 254
Komer¢ni hlinikové TLC desky Silikagel 60 F2sa, (Merck, Praha)

4.1.6 Pristroje

Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem Agilent 7890 A GC 5975 (Agilent
Technologies Santa Clara, Kalifornie, USA)

Polarimetr Automatic P3000, (A.Kriiss Optronic, Némecko)

Spektrometr Varian Inova VNMR S500, (Varian, USA)

Vakuova odparka Laborota 4000, (Heidolph, Némecko)

Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA)

4.2 Vseobecné postupy

4.2.1 Priprava rozpoustédel
Vsechna pouzitd komercni rozpoustédla byla z dlvodu jejich precisténi nejdrive
predestilovana. Nasledné byla rozpoustédla rfadné oznacena a uchovavana v hnédych

sklenénych lahvich chrdnéna pred svétlem.
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4.2.2 Odparovani rozpoustédel

Rozpoustédla byla odparovdna za pomoci vakuové rotacni odparky na vodni lazni pfi
teploté 40 °C, za snizeného tlaku. Mensi objemy byly umisténé ve sklenénych ampulkach

a odparovany na vodnilazni o teploté 60-80 °C, vysouseni bylo urychlovano proudem vzduchu.

4.2.3 Priprava litych desek pro preparativni TLC

Omyté sklenéné desky o rozméru 15 x 15 byly nejdfive ocistény chloroformem. Poté
byla na jejich povrch aplikovdna suspenze 6,5 g silikagelu a 20 ml destilované vody. Po

rovhomeérném naneseni schnuly desky po dobu alespon 24 hodin pfi laboratorni teploté.

4.2.4 Tenkovrstva chromatografie

Proces izolace alkaloid( byl provadén za pomoci preparativni a analytické tenkovrstvé
chromatografie. Byly pouzivany desky komerc¢ni a lité. Lité desky byly pouzity v pfipadé vétsiho
objemu extraktu, jelikoZ jejich kapacita Cini priblizné 5mg/cm. Komercni desky, jejichZ kapacita
¢ini Img/cm, byly vyuzity pro déleni mensiho mnoZstvi smési a také pro kontrolni analytickou
TLC. Vzorek byl rozpustén v CHCI3:EtOH (1:1) a poté nanasen na start chromatografickych
desek perem nebo kapildrou, v zavislosti na typu TLC. Tenkovrstva chromatografie byla
provadéna vzestupné. Pro vyvijeni byly pouzity sklenéné komory, které byly predem
dostatecné nasyceny pfisluSnou mobilni fazi. Komory pro analytickou TLC byly syceny po dobu
15-20 minut a pro preparativni TLC tato doba Cinila 60 minut. Desky byly po vyvinuti vytazeny
z prislusnych komor a suseny v digestofi. Pfitomnost zon jednotlivych alkaloidd byla na
chromatografickych deskach potvrzena pomoci UV detekce pfi vinové délce 254 nm. Poté byl
proveden postfik Dragendorffovym ¢Cinidlem, které reaguje s alkaloidy za vzniku oranZzové
zbarvenych skvrn. Oznacené zény byly z desek vyskrabnuty a promyvany smési CHClz a EtOH
pres vrstvu precisténé vaty, aby se oddélil silikagel. BEhem eluce se sledovala pfitomnost
alkaloidd v promyvaném materidlu jeho odebranim sklenénou kapildrou a detekci
Dragendorffovym Cinidlem. Eluce byla ukonéena, kdyz byla potvrzena nepfitomnost alkaloidu

v promyvaném materialu. Po eluci alkaloidl byla smés pouzZita pro promyvani odparena.
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4.3 lzolace alkaloidu

4.3.1 Rostlinny material

Cerstvé cibule rostliny Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton byly zakoupené od firmy
Lukon Glads (Sadska, Ceska republika). Botanickou verifikaci proved| Prof. RNDr. L. Opletal,
Csc. Dokladové vzorky jsou uchované v herbariu na Katedre farmaceutické botaniky FaF UK

v HK, pod oznadenim: CUFPH-16130/AL-654.

4.3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Tato diplomova prace navazuje na praci vyzkumné skupiny ADINACO.
Abdullah Al Mamun, MSc. se béhem svého doktorského studia vénoval izolaci a strukturni
identifikaci hlavnich alkaloidi studované rostliny. Stru¢ny popis pfipravy a zpracovani
alkaloidniho extraktu je stru¢né uveden na nasledujicich fadcich. Podrobny popis je mozné
nalézt v nasledujici referenci®.

V rdmci podrobné fytochemické studie bylo zpracovano 30 kg Cerstvych cibuli rostliny
Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton. Cibule byly rozemlety a tfikrat extrahovany
96% ethanolem po dobu 30minutového varu pod zpétnym chladicem. Ethanolové extrakty
byly zfiltrovany a odpafeny na vakuové odparce. Vznikly odparek o hmotnosti 485 g byl
okyselen 2% HCl a doplnén destilovanou vodou az do objemu 5000 ml. Tato suspenze
(pH 1-2) byla filtrovdna a nasledné precisténa od tuk(l vytfepavanim s diethyletherem (Et;0)
(3 x 1,51). Vodny roztok byl zalkalizovan na pH 9-10 pomoci 10% Na>COs a extrahovan
ethylacetdtem (EtOAc) (3 x 1,5l). Po odpareni na vakuové odparce bylo ziskdno 245 g
sumarniho alkaloidniho extraktu, ktery byl znovu rozpustén v 1000 ml 2% HCI a vytfepavan
Et0 (3 x 300 ml). Nasledné doslo k alkalizaci za pomoci 10% Na,COs. Vodna faze byla
vytifepavana Et,0 (4 x 350 ml) a CHCIs (4 x 350 ml). Po pozitivni Dragendorffové reakci byly
vytfepky spojeny a byl ziskdn koncentrovany alkaloidni extrakt hnédé barvy a sirupovité
konzistence o celkové hmotnosti 187 g.

Alkaloidni extrakt byl separovan pomoci gradientové sloupcové chromatografie. Jako
staciondarni faze byl pouzit Al,03 o hmotnosti 5800 g. Mobilnimi fazemi byly zvoleny: smés
|ékarského benzinu a CHCIs ve tfech pomérech (1:1, 2:3, 1:4), kazdd o objemu 5000 ml;
3000 ml CHCls; a smés CHCls a EtOH v Sesti pomérech (99:1, 49:1, 97:3, 12:1, 1:1, 0:100), kazda
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o objemu 3000 ml. Celkem bylo odebrano 423 frakci, které byly na zakladé GC-MS analyzy
a stejnych profil( slouceny do finalnich deviti frakci. Jednotlivé frakce byly pouZity pro vlastni
izolaci alkaloidG. Pfehled izolovanych alkaloid( je moiné nalézt v nésledujici literatufe®.
Vzhledem ktomu, Ze nékteré podfrakce zlstaly nezpracovany, byly pouzZity vrdmci

predlozené diplomové prace pro pfipadnou izolaci novych doposud nepopsanych alkaloida.

4.3.3 Proces izolace alkaloidu

Z podfrakci Fj 3, Fc, Fj a Fe2 byla do vialek odebrana mala mnozstvi, ktera byla déle
rozpusténa v CHCls:EtOH (1:1). Z téchto vzorkl byla pfipravena analytickd deska (Obr. 14),
ktera byla vyvijena v soustavé S1. Pro dalSi zpracovani a izolaci alkaloid( byla vybrana

podfrakce Fj 3.

Foma G

Obr. 14 TLC frakci Fj3, Fc, Fja Fe2

4.3.3.1 Zpracovani podfrakce Fj 3

Z podfrakce Fj 3 bylo odvazeno celkem 450 mg, které se ddle zpracovavaly. Vzorek byl
rozpustén v malém mnozstvi smési CHCI3:EtOH (1:1) a byla pfipravena analytickd deska
vyvijena v mobilni fazi S2. Na analytické desce byly patrné 4 zény, které byly oznaceny jako
Fj 3-1, Fj 3-2, Fj 3-3 a Fj 3-4 (Obr. 15). Vznikly tekuty extrakt nazloutlé barvy byl nanesen
chromatografickym perem na celkem 10 litych sklenénych desek. Desky byly dvakrat vyvinuty
v komordach nasycenych smési S1. Po vyvinuti a nasledném vysuseni v digestori, byly desky
podrobeny detekci pod UV lampou, kde byly viditelné 4 oddélené zény. Na casti desky byl

proveden kontrolni posttik detekénim Dragendorffovym Cinidlem.
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Fj 3-1
Fj 3-2
Fj 3-3
Fj3-4

Obr. 15: TLC jednotlivych zén Fj3

Vsechny oznacené zény byly postupné zpracovavany timto zplisobem: kazda zéna byla
vyskrabnuta, nanesena na kolonu a nasledné pres vatu promyvana smési CHClz:EtOH
v poméru 1:1. Rozpoustédla z extraktu byla odparena a ziskané podfrakce byly kvantitativné

prevedeny do vialek.

4.3.3.1.1 Zpracovani Fj3-4

Jako prvni se vySe popsanym postupem zpracovala zéna Fj 3-4. Po odpareni se vzorek
v bance rozpustil ve smési CHCI3:EtOH (1:1) a preved| do vialky, latka byla oznadena jako
Fj 3-4/kr. Ve vialce po chvili zacaly vznikat krystaly. Nasledné byl do druhé vialky odebran
matecny louh. Krystaly byly promyty malym mnoZstvim smési CHCls:EtOH (1:1), poté byl
odebran vzorek krystal, ktery byl podroben analyze GC-MS. Na zakladé vysledk( byla
provedena kontrolni TLC s krystaly lykoreninu (6/008), které byly na katedfe izolovany jiz dfive.
Podle TLC se potvrdila totoZnost téchto krystalQ. Krystaly lykoreninu byly prevedeny do vialky
a zvazeny. Byly vyizolovany krystaly o hmotnosti 94 mg. Analyticka TLC krystal( a standardu

lykoreninu je uvedena na Obr. 16.

52



o tas 4§

3

Obr. 16: Analyticka TLC krystalQ lykoreninu a standardu lykoreninu (6/008)

4.3.3.1.2 Fj3-4 matecny louh (ML)

Matecny louh Fj 3-4 byl nanesen na Sest litych desek, které byly podrobeny
preparativni TLC a jedenkrat vyvijeny ve smési S5. Po vysuseni byly desky jedenkrat vyvijeny
v soustavé S1. Vznikly dvé zony, oznacené jako ML Z-1 a ML Z-2. Zéna ML Z-1 byla vyvijena na
komeréni desce v soustavé S5, aby doslo k eliminaci malého mnozstvi pritomnych nedistot.
Tato zéna byla nasledné vyskrabdna, promyta a odparena. Zéna ML Z-1 (m= 12,9 mg)
(Obr. 17) byla porovnana na TLC se zénou Fj 3-3/1 a vyvijena v mobilni fazi S3 (Obr. 18). Byla
zjisténa totoznost skvrny ML Z-1 a Fj 3-3/1 a potvrzeno, Ze se jednda o totozné latky. ML Z-1
byla pfevedena do vialky a spojena s Fj 3-3/1. Tyto spojené zény byly rozpustény v CHCl3:EtOH
(1:1) a pro precisténi od necistot byly naneseny na jednu komeréni desku a vyvinuty v mobilni

fazi S3, po vyskrabani a promyti byla ziskana latka o hmotnosti 2,9 mg.
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ML 2|

Obr. 17: TLC ML Z-1 Obr. 18: TLC Fj 3-3/1a ML Z-1

Ze z6ny 2 matec¢ného louhu (ML Z-2) bylo odebrdno 22 mg, které byly rozpustény ve
smési CHCI3:EtOH (1:1). Roztok byl nanesen na 2 komercni desky, které byly tfikrat vyvijeny
v mobilni soustavé S1. Horni zéna byla nazvana jako ML Z-2/1. Ta byla nasledné vyskrabnuta,
promyta a odpafena. Z ML Z-2/1 byla ptipravena analytickd deska, kterd byla vyvijena
v mobilni fazi S6 (Obr. 19). Z divodu pfitomnosti vice latek a malého mnoZstvi tohoto vzorku

(m=15,9 mg) s nim nebylo dale pracovano.

54



W&/

Obr. 19: TLC ML Z-2/1

4.3.3.1.3 Zpracovani Fj 3-1

Vzorek o hmotnosti 15,7 mg byl rozpustén v malém mnozstvi CHCl3:EtOH (1:1)
a prefiltrovan pres Cisténou vatu, aby doslo k eliminaci pfitomného silikagelu. Vzorek byl
nanesen na jednu komeréni desku, kterd byla jedenkrat vyvinuta v mobilni fazi S1. Vysledkem
byla pfitomnost pouze jedné zény, kterd byla vysSkrabnuta. Ndsledovalo promyti, odpareni
a byla ziskana latka o hmotnosti 7,5 mg. Kontrolni analyticka deska byla vyvijena v S3 (Obr. 21).
Byl odebran vzorek s oznaéenim Fj 3-1 pro GC-MS analyzu.

Tato latka byla pomoci GC-MS identifikovana jako
10,10-dimethyl-9,10-dihydroantracen-9-on (Obr. 20). Vzhledem k tomu, Ze tato latka ve své
struktufe neobsahuje Zadny atom dusiku, predpoklada se, Ze doslo k faleSné pozitivni reakci
s Dragendorffovym cCinidlem. Stav, kdy Dragendorffovo cinidlo reaguje s nealkaloidnimi
strukturami za stejného vysledku jako se strukturami alkaloidnimi, byl popsan u celé fady
latek. Spoleénym znakem téchto latek je to, Ze vazba mezi atomem kysliku a B uhlikem ma
vysokou elektronovou hustotou. Mezi latky, které s Dragendorffovym Ccinidlem reaguji

s fale3né pozitivnim vysledkem, patfi napf.: aldehydy, ketony, estery a peroxidy®2.
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Obr. 20: vzorec 10,10-dimethyl-9,10-dihydroantracen-9-onu

4.3.3.1.4 Zpracovani Fj 3-2
Fj 3-2 byla zpracovéana stejnym zplsobem jako Fj 3-1. MnozZstvi Fj 3-2 ¢inilo 10,6 mg.
Vzhledem k malému mnozZstvi a pfitomnosti 4 vzniklych zén, které byly patrné na analytické

desce vyvijené v mobilni fazi S3 (Obr. 21), nebylo s touto frakci nadale pracovano.

Obr. 21: TLC z6n Fj 3-1 a Fj 3-2

4.3.3.1.5 Zpracovani Fj 3-3

Po zpracovani zény Fj 3-3 bylo ziskano 58,9 mg, které byly rozpustény v CHCl3:EtOH
(1:1). Nasledné byl tekuty extrakt nanesen na 5 komercnich desek. Desky byly vyvijeny dvakrat
v soustavé S4. Vzniklé 4 zény byly oznaceny jako Fj 3-3/1 — Fj 3-3/4 (Obr. 22). Tyto zény byly
vySkrabnuty, promyty na koloné smési CHCl3:EtOH (1:1) a odpareny.
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B Fj3-3/3
B ——— Fj3-3/4

Obr. 22: TLC z6n Fj 3-3/1—-Fj 3-3/4

Jak jiz bylo zminéno vyse, Fj 3-3/1 byla porovnana pomoci analytické TLC se zénou Z1
matecného louhu podfrakce Fj 3-4 (Obr. 18). Byla zjiSténa totoznost skvrn a ML Z-1 byla
pridana k Fj 3-3/1. Tyto spojené zény byly rozpustény v CHClza EtOH (1:1) a pro precisténi od
necistot byly naneseny na jednu komeréni desku a vyvinuty v soustavé S3, po vyskrabani
a promyti byla ziskdna hmotnost 2,9 mg.

Zbny Fj 3-3/2, Fj 3-3/3 a Fj 3-3/4 byly vyskrabnuty, promyty, vysuseny a prevedeny do
vialek. Z jejich vzork(i byla pfipravena analytickd TLC vyvijend v Soustavé S5 (Obr. 23).
Hmotnost latky Fj 3-3/2 byla 7,5 mg a hmotnost Fj 3-3/3 ¢inila 4,5 mg. Se zénami Fj 3-3/3 a Fj
3-3/4 nebylo déle pracovano vzhledem k minimalnimu mnoZstvi a pfitomnosti smési nékolika
latek. Zéna Fj 3-3/2 byla podrobena GC-MS analyze, kterd neposkytla jednoznacnou
identifikaci latky, izolovana latka byla odeslana na NMR analyzu a je v soucasné dobé v feseni.
Predpoklada se, Ze by se mohlo jednat o novou latku, identifikace je tedy delsi. V pripadé nové
latky, bude tato struktura publikovdna s dalSimi dodateéné izolovanymi novymi strukturami,

které jiz byly izolovany.
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Obr. 23: Souhrnna TLC Fj 3-3/2, Fj 3-3/3 a Fj 3-3/4

Pro lepsi prehlednost procesu izolace priklddam Obr. 24 predstavujici schéma postupu

izolace a hmotnosti izolovanych latek z frakce Fj 3

Fj3

m= 450 mg

Fj3-1 Fj 3-2 Fj 3-3
m=7,5mg m= 10,6 mg m=58,9 mg

I
| | | | [ ]
Fj 3-3/1 Fj 3-3/2 Fj3-3/3 Fj 3-4/Kr énv
j3-3/ j3-3/ j3-3/ Fi3.3/4 j 3-4/ Mateény
m= 2,9 mg m= 7,5 mg m= 4,5 mg m= 94 mg louh

I_I_I

ML Z-1 ML Z-2

Obr. 24: Frakce Fj 3 - schéma postupu izolace a hmotnosti izolovanych latek

4.3.3.2 Zpracovani matecného louhu frakce 7

Jako dalsi byla zpracovavana ¢ast matecného louhu z frakce 7. Tato frakce byla nejdfive
podrobena preparativni TLC v soustavé S7. Vznikly podfrakce F 7/1, F 7/2 a F 7/3. Pro dalsi
zpracovani byla vybrana podfrakce F 7/2 (Obr. 25). Byly pfipraveny dvé analytické desky
podfrakce F 7/2, jedna byla vyvijena v mobilni fazi S7 a druha v mobilni fazi S8. Vzorek

o hmotnosti 180 mg byl nanesen na 12 komercnich desek, nejdfive byl Ctyfikrat vyvijen
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v soustavé S8 a nasledné dvakrat v soustavé S7. Po vyvinuti a vysuseni desek byla vyskrabnuta
zéna F 7/2-1, kterd byla nasledné promyta. Ziskano bylo 70 mg latky, ktera byla identifikovana
jako homolykorin. Dale byla zpracovana dobfe oddélena zéna F 7/2-3, jejiz hmotnost Cinila

30,3 mg a byla identifikovana jako alkaloid hippeastrin.

CHr Ta: DEA

WS T s

Obr. 25: TLC podfrakce F 7/2

4.4 Urceni struktury izolovanych alkaloidti

4.4.1 GC-MS analyza

Izolované alkaloidy byly podrobeny analyze pomoci plynového chromatografu (Agilent
Technologies 7890A) spojenym s hmotnostnim detektorem (Agilent Technologies 5975C).
Analyza probihala pfi elektronové ionizaci 70 eV. Pro separaci sloZzek byla pouzita kolona HP- 5,
30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Nosnym plynem bylo Helium 5.0 (Linde), jehoZ prutokova rychlost
¢inila 0,8ml/min. Byl zvolen nasledujici teplotni program: 100-180 °C (15 °C/min),
180 °C (1 min), 180-300 °C (5 °C/min), 300 °C (15 min). Methanolicky roztok o objemu 1 pl,
byl nastfiknut pfi split médu v poméru 1:10. Nastfik vzorku byl proveden pfi teploté 280 °C.

Identifikace alkaloid( probéhla porovnanim jejich spekter se spektry dostupnymi v komercni

59



knihovné NIST, s daty v odborné literature a se spektry referencnich latek, které byly jiz drive

izolovany na Katedre farmaceutické botaniky FaF UK v HK.

4.4.2 LC-MS analyza

Vzorky o hmotnosti 0,2—0,3 mg byly pfed méfenim rozpustény v 1ml metanolu. Pro
analyzu byl pouZit kapalinovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem Waters
Autopurification™ HPLC-MS systém (Milford, USA). Méreni probihalo za laboratorni teploty.
Vzorky byly separovdny za pomoci kolony s reverzni fazi XSelect ® CSH™ Prep C18 OBD™
(100 mm x 4,6 mm i.d., 5um) (Milford, USA). Mobilni fazi byla zvolena smés vody
s 0,1% kyselinou mravenci (rozpoustédlo A) a metanol s0,1% kyselinou mravenci
(rozpoustédlo B). Rychlost pritoku mobilni faze byla 1ml/min. Gradientova eluce byla
naprogramovana nasledovné (v/v): 0 min 5% B, 5 min 100% B, 8,5 min 5% B a 1,5 min
pfi pocatecnich podminkdch pro ekvilibraci. Analyzy LC ESI-MS probihaly v pozitivhim
iontovém rezimu. Hodnoty parametr( ESI-MS byly nasledujici: kapilarni napéti: 0,8 kV, teplota
sondy: 600 °C, kuZelové napéti: 15 V. Hmotnostni spektra LC-MS byla zaznamendvana
v rozmezi 200—-800 m/z. Se zvysujici se elucni silou mobilni faze, dochazi k eluci latek v poradi

od vice polarnich k méné polarnim.

4.4.3 NMR analyza

NMR analyza byla provedena za pomoci spektrometru VNMR S 500, ktery pracuje
o frekvenci 499,87 MHz pro jadra 'H a frekvenci 125,70 MHz pro jadra '3C. MéFeni probihala
pfi teploté 25 °C, jako rozpoustédlo byl pouzit deuterovany chloroform CDCls. Pro vyjadreni
chemickych posun( latek byly pouZity hodnoty & pars per milion (ppm), které byly vztazeny
k tetramethylsilanu (TMS) jako vnitfnimu standardu. Hodnoty chemického posunu CDCI3 byly
nasledujici: pro atomy 1H 6 = 7,26 ppm a pro 13C & = 77,0 ppm. Data, ktera byla ziskand
méfenim, byla uvadéna ve vysledcich v tomto poradi: chemicky posun (8), integrovana
intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s je singlet, d je dublet, t je triplet, q je kvartet,

dd je dublet dubletl, m je multiplet) a interakéni konstanta J (Hz).
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4.4.4 Méreni optické otacivosti

Optickd otacivost izolovanych alkaloidli byla mérena na polarimetru P3000 za
laboratorni teploty. Vzorky byly pfed mérenim rozpustény v chloroformu. Specificka otacivost

byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:
100 - «a

t
a =
lalh = ——
a = naméfena opticka otdcivost [°]; t = teplota méfeni [°C]; D= D-linie sodikového

svétla (A=589,3 nm); c = koncentrace méfeného alkaloidu [g-:100 mI]; | = délka kyvety [dm].

4.5 Testovani biologické aktivity

4.5.1 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity

4.5.1.1 Pouzité chemikalie

Acetylthiocholin jodid, (10 mM roztok), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)

Butyrylthiocholin jodid, (10 mM rozok), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)

Dimethylsulfoxid pro biologické testy > 99,7% p.a. (DMSO), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (5mM roztok), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
Galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., Cina)

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

Fysostigmin, (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)

4.5.1.2 Pufry

Fosfatovy pufr (5 mM), pH=7,4

Fosfatovy pufr (5 mM) s obsahem NaCl (150 mM), pH=7,4
Fosfatovy pufr (100 mM), pH=7,4

4.5.1.3 Biologicky material

Jako zdroj AChE byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytll, zdrojem BuChE byla lidska
plazma.

K Cerstvé odebrané krvi od zdravych dobrovolnikd bylo pfidané antikoagulacni ¢inidlo

citrat sodny, a to v poméru 9:1 (18 ml krve a 2 ml 3,4% roztoku citratu). Krev byla okamzité po
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odbéru rozdélena do zkumavek, a to po konstantnich objemech 5 ml. V dalSim kroku byla
centrifugaci oddélena plazma, odstfedéni probihalo rychlosti 4000 ot/min. po dobu 10 min pfi
teploté 4 °C. Po odstredéni byla ze zkumavek odebrana plazma, oddélena od erytrocyt(, a byla
uchovavana v lednici pfi teploté 4 °C az do doby provedeni stanoveni aktivit BUChE.

K sedimentu erytrocytl bylo pfidano takové mnozstvi 5mM fosfatového pufru o pH 7,4
obsahujicim 150 mM NaCl, aby bylo dosaZeno erytrocytarni suspenze o objemu 13 ml.
Nasledné byla vySe popsanym zplsobem provedena centrifugace. Erytrocytarni sediment byl
timto pufrem béhem centrifugace trikrat promyt, aby doslo k dokonalému odstranéni zbytku
plazmy, BuChE a promyvaciho pufru. Vdals$im kroku bylo k erytrocytim pfiddano
5 mM fosfatového pufru o pH 7,4 bez obsahu NaCl, a to v poméru erytrocyty: fosfatovy pufr
(9:1), tato smés byla zhomogenizovdna a poté prelita do Erlenmayerovy bariky. Na magnetické
michadce za neustalého michani (300 ot/min.) byly erytrocyty ponechany spontanni hemolyze
po dobu 10 min. Po ukonceni procesu hemolyzy byla u suspenze stanovena jeji
acetylcholinesterasovd aktivita. Hodnota absorbance mulzZe byt upravovdna pridanim
potfebného mnoistvi 5 mM fosfatového pufru (rozmezi absorbance pro AChE = 0,08-0,15
a pro BuChE = 0,15-0,20). Ziskany hemolyzat i plazma byly uchovavany pfi teploté -22 °C az
do doby jejich poufziti.

4.5.1.4 Stanoveni inhibicni aktivity vici AChE a BuChE

Ke stanoveni hodnot ICsp byla pouzitd Ellmanova spektroskopickd metoda s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substrat byl pouZit acetylthiocholin jodid
nebo butyrylthiocholin jodid. Principem této metody je hydrolyza téchto esterd
cholinesterasami, kdy dojde ke vzniku thiocholinu a pfislusné kyseliny. Thiolové funkéni
skupiny thiocholinu reaguji spolu s DTNB za vzniku Zlutého produktu.

Do jamek v mikrotitracnich destickach bylo napipetovano 8,3ul plazmy nebo
hemolyzatu, dale bylo pfidano 283 ul DNTB a 8,3 pl roztoku mérené latky v DMSO s klesajici
koncentraci (40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM a 0 mM). DMSO o objemu 8,3 ul byl pouzit
jako porovnavaci roztok. Pfi teploté 37 °C probihala po dobu 5 minut inkubace v komore
Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA). V dalSim kroku bylo

pridano 33,3 pl roztoku substratu a doslo ke vzniku Zlutého produktu, jehoz absorbance byla
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mérena pfi prislusné vinové délce (AChE hemolyzat: 436 nm; BuChE plazma: 412 nm).

Procenta inhibice byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

AAg;
%I=100—(100><AA )
Sa

% 1 = procento inhibice; 4Ag; = pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;
AAg, = absorbance testovaného vzorku béhem 1 min

4.5.2 Stanoveni inhibicni aktivity viici POP

Inhibi¢ni aktivity vaci POP byly méreny ve spolupraci s Centrem pokrocilych studii
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany v Hradci Kralové. Podrobny popis metody

je uveden v nasledujicim literarnim zdroji%2.

4.5.3 Stanoveni cytotoxické aktivity

Stanoveni protinddorové aktivity izolovanych alkaloidnich latek bylo realizovano ve
spolupraci s Ustavem |ékaFské biochemie, LékaFské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy. Testovani cytotoxickych ucink(l provedl RNDr. Radim Havelek, Ph.D. Cytotoxické
ucinky byly sledovany na nadorovych bunécnych liniich Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1,
A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2. Jako nadorova kontrolni linie bunék byla pouzita bunééna linie
MRC-5. Popis pouzité metody a systému xCELLigence je uveden v nasledujicim literarnim

zdroji8.
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza izolovanych latek

5.1.1 Fj 3-4/kr: Lykorenin

Latka byla na zakladé provedenych experimentt (GC-MS, NMR) a porovndnim ziskanych
dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu.

Sumarni vzorec: C1gH23NO4

MeO

MeO

Obr. 26: Strukturni vzorec lykoreninu

5.1.1.1 GC-MS analyza
EIMS m/z (%): 317(-), 110(9), 109(100), 108(18), 94(3), 82(2)

5.1.1.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C)

6,94 (1H, s), 6,88 (1H, s), 6,04 (1H, bs), 5,49-5,44 (1H, m), 4,39-4,35 (1H, m), 3,89
(3H, s), 3,88 (3H, s), 3,17-3,10 (1H, m), 2,75-2,69 (1H, m), 2,69-2,59 (1H, m), 2,51-2,44
(3H, m), 2,37-2,29 (1H, m), 2,21 (1H, dd, J = 17,5 Hz, J = 9,3 Hz), 2,09 (3H, s).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCls, 25 °C)

148,3, 148,3, 140,8, 130,5, 126,8, 115,6, 112,6, 109,8, 91,8, 67,3, 66,8, 56,9, 56,1, 55,8,
44,3,44,2,31,8, 28,1.
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5.1.1.3 Opticka otacivost

[a]Z® = + 180° (c=0,02; CHCl3)

5.1.2 F 7/2-1: Homolykorin

Latka byla na zdkladé provedenych experimentd (GC-MS, NMR) a porovnanim
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu
homolykorin®.

Sumarni vzorec: C1gH21NO4

MeO

MeO

Obr. 27: Strukturni vzorec homolykorinu

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

5.1.2.2 NMR analyza

14 NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C)

7,56 (1H, s, H-7), 6,96 (1H, s, H-10), 5,50 (1H, d, J = 2,3Hz, H-3), 4,80 (1H, t, H-1), 3,95
(3H, s, OMe), 3,94 (3H, s, OMe), 2,71 (1H, m, H-4a), 2,63 (3H, m, H-2, H-10b), 2,50 (2H, m,
H-11), 3,12 (1H, ddd, J = 9,8; 3,3; 7,2 Hz, H-12), 2,39 (2H, m, H-2), 2,23
(1H, q,J = 9,8 Hz, H-12), 2,00 (3H, s, NMe).
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13C NMR (125 Hz, 8, CDCls, 25 °C)

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

5.1.2.3 Opticka otacivost
[a]Z® = + 80° (c=0,02; CHCls)

5.1.3 F 7/2-3: Hippeastrin

Latka byla na zakladé provedenych experimentll (GC-MS, NMR) a porovnanim
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu hippeastrin®,

Sumarni vzorec: Ci6H21:NO3

Obr. 28: Strukturni vzorec hippeastrinu

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

5.1.3.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, 8, CDCls, 25 °C)

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

13C NMR (125 Hz, 8, CDCls, 25 °C)

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

5.1.3.3 Opticka otacivost
[a]3® = + 130° (c=0,3; CHCls)

5.2 Biologicka aktivita

Izolované alkaloidy byly testované na inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterasam,
POP a GSK-3B. U alkaloidli hippeastrinu a homolykorinu byla testovana i jejich cytotoxicka
aktivita na deviti nadorovych bunécénych liniich. V Tab. 10 a Tab. 11 jsou uvedeny vysledky

téchto studii.

Tab. 10: Biologicka aktivita izolovanych alkaloid(i v(i¢i AChE, BuChE, POP a GSK-3p.

Latka AChE ICso BuChE ICso POP ICso GSK-3B
(uM) (uM) (mM) (% inhibice)?
Lykorenin >500 >500 >500 48 +3
Homolykorin 63,7+4,3 151+19 40,6 +1,3 54+1
Hippeastrin >1000 >1000 >1000 11+2
Galanthamin® 1,71 + 0,07 42,3+1,3 >1000 -
Huperzin AP 0,033 £ 0,001 >1000 >1000 -
Berberin® 0,71 +0,01 30,7+3,5 0,14 £ 0,02 -
Z-Pro-prolinal¢ - - 3,27 £ 0,02 -

2 testovano pfi koncentracich 10 uM, ® standardy pro AChE a BuChE, ¢ standardy pro POP
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Tab. 11: Biologicka aktivita izolovanych alkaloid(i vici burkdm nadorovych linii (viabilita
bunék 48 hodin po ovlivnéni alkaloidem pfi koncentraci 10 uM).

Bunécna linie Lykorenin Homolykorin Hippeastrin Doxorubicin®
Jurkat 97+6 100+ 10 40+1 2+0
MOLT-4 95+9 100+ 3 50+ 20 0+0
A549 104 +7 109+9 69+4 11+5
HT-29 89+10 106+ 8 665 47 +3
PANC-1 80+2 92+1 8415 78+3
A2780 98+0 94+5 50+ 10 5%1
Hela 93+9 96 + 10 865 11+6
MCF-7 91+3 102+8 70121 37+3
SAOS-2 95+4 103+4 8312 175
MRC-5 92+6 93+4 69 +10 29+3

2referenéni latka, c=1 uM
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6 DISKUZE A ZAVER

Rostliny celedi amarylkovitych jsou pro svlij obsah AmA intenzivné studovany jiz
mnoho let. Jako prvni byl roku 1877 izolovan z rostliny Narcissus pseudonarcissus alkaloid
lykorin, od té doby bylo diky rozvoji izolacnich a fyzikalné-chemickych metod izolovano
a strukturné identifikovéno vice nez 650 AmA patficich do vice neZ 15 strukturnich typa*2. Tyto
latky byly v pribéhu let studovany z pohledu riiznych biologickych aktivit a byly u nich popsany
nejriznéjsi ucinky. Ktém nejvyznamnéjSim patfi inhibicni aktivita vici cholinesterasam,
protinddorova, antivirovd, antimalarickd, protizanétliva a antimikrobidlni aktivita?%2>,

Jedinym AmA schvdlenym pro terapeutické pouZiti je galanthamin, ktery je indikovan
pfi 1é¢bé mirnych a stfednich forem AD. Galanthamin je z tohoto divodu pouzivan i jako
standard pfi méfeniinhibi¢nich aktivit alkaloid( vaéi lidskym cholinesterasam®. Nové objeveny
alkaloid narcikachninového typu narciabduliin ma schopnost vyvazené inhibovat AChE
i BUChE. Dalsi alkaloidy narcipavlin, narcikachnin a narcieliin, které také patfi k tomuto
strukturnimu typu se vyznacuji vysokou inhibi¢ni aktivitou vic¢i BuChE a radi se tak
k potencidlnim terapeutickym moZnostem |é¢by AD'7283074  Vyznamnd protinddorova
ucinnost byla potvrzena u alkaloidd lykorinu, pankratistatinu, narciklasinu, haemanthaminu
a montaninu a staly se tak pfedmétem dalSich studii®>. AmA potencidlné vyuZitelné v terapii
virovych onemocnéni jsou alkaloidy lykorin a haemanthamin, které vin vitro testech
vykazovaly vyznamnou aktivitu v0i¢&i retrovirlm a virGm ptaéi chfipky H5N17>7, Vysoky
potencidl antimalarického plsobeni byl v in vitro studiich sledovan u haemanthaminu,
a lykorinu®2.

Predmétem této diplomové prace byla izolace alkaloid( se zamérenim na minoritni
frakce, které byly ziskany ze sumarniho alkaloidniho extraktu Narcissus pseudonarcissus cv.
Carlton. Z pridélenych frakci, které doposud nebyly zpracovavany, byly za pouziti preparativni
TLC izolovany tfi alkaloidy Fj 3-4/kr, F 7/2-1, F 7/2-3, které byly podrobeny analyze. Dale byl
izolovan 10,10-dimethyl-9,10-dihydroantracen-9-on. Tato latka poskytla s Dragendorffovym
Cinidlem faleSné pozitivni reakci, jelikoz se nejednd o alkaloidni strukturu.
10,10-dimethyl-9,10-dihydroantracen-9-on nebyl podroben studiu biologickych aktivit. Zéna

oznacena jako Fj 3-3/2 je vsoucasné dobé v feseni. Ostatni zony se nepodafilo izolovat
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v Cistém stavu a dostatecném mnozZstvi pro analyzy. Dle vysledk(i GC-MS, NMR analyzy, uréeni
optické otacivosti a porovnanim sodbornou literaturou, byly izolované alkaloidy
identifikovany jako hippeastrin, homolykorin a lykorenin, které patfi k homolykorinovému
strukturnimu typu. U téchto tfi latek byla testovana inhibicni aktivita vic¢i AChE, BuChg, POP
a GSK-3B. Inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE a BUChE byla porovndvana se standardy galanthaminem
(ICso AChE = 1,71 + 0,07 pM, ICso BuChE = 42,3 = 1,3 uM) a huperzinem A
(ICso AChE = 0,033 + 0,001 uM, ICso BUChE > 1000 puM). Jako standardy pro porovnani inhibi¢ni
aktivity vaci POP byly pouzity Z-Pro-prolinal (ICso POP = 3,27 + 0,02 mM) a berberin
(ICso POP = 0,14 £ 0,02 mM). Inhibi¢ni aktivita vic¢i GSK-3B byla testovana pfi koncentracich
10 uM. Alkaloidy hippeastrin a homolykorin byly podrobeny screeningu cytotoxickych aktivit
u nasledujicich nadorovych bunécnych linii: Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780,
Hela, MCF-7, SAOS-2. Jako kontrolni bunééna linie byla pouzita linie MRC-5.

Vsechny z alkaloid(i, které byly béhem experimentalni ¢asti této diplomové prace
ziskany, jiz byly v minulosti z rodu Narcissus L. izolovany a identifikovany. Pfitomnost alkaloidu
hippeastrinu byla doposud popsana napftiklad v zastupcich N. tazetta L., N. x odorus L. var.
rugulosus®!, N. L. cv. Professor Einstein?*, N. serotinus®* a N. cv. Salome®?.

Alkaloid homolykorin byl identifikovdan u mnozstvi zastupch rodu Narcissus L.
Konkrétné se jedna o rostliny N. tazetta L., N. confusus Pugsley, N. mufiozii-garmendiae
Fdez.Casas, N. tortifolius Fdez.Casas, N. poeticus L.%3, N. poeticus L., N. poeticus L. var. ornatus
Hort., N. vasconicus Fdez.Casas, N. bujei Fdez. Casas, N. eugeniae Fdez. Casas, N. pallidiflorus
Pugsley, N. tazetta L. var. chinensis Roem?!, N. L. cv. Professor Einstein?*, N. pseudonarcissus
cv. Carlton®.

Lykorenin byl izolovdn z rostlin N. tazetta L.°3, N. mufiozii-garmendiae Fdez.Casas®?,
N. poeticus L., N. poeticus L. var. ornatus Hort., N. mufozii-garmendiae Fdez.Casas, N. bujei
Fdez. Casas, N. eugeniae Fdez. Casas, N. tazetta L. var. chinensis Roem?!, N. pseudonarcissus
cv. Carlton®.

Z vysledk( testd inhibi¢nich aktivit téchto alkaloid( vici AChE, BuChk, POP a GSK-383
vyplyva, Ze nejvice aktivni z izolovanych latek je homolykorin. Inhibi¢ni aktivita homolykorinu
vi&i AChE (ICso = 63,7 + 4,3 uM), BUChE (ICso = 151 + 19 pM) a POP (40,6 + 1,3 mM) je ale
v porovnani se standardy nizka. Inhibicni aktivita vac¢i GSK-3B je mirnd u alkaloidu

homolykorinu (% inhibice = 54 + 1) a lykoreninu (% inhibice = 48 £ 3). U hippeastrinu je tato
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inhibi¢ni aktivita va¢i GSK-3B (% inhibice = 11 + 2) vyrazné redukovana, coz byva pfisuzovano
pFitomnosti hydroxylové skupiny na C2%. Aktivita alkaloidd hippeastrinu a lykoreninu vagéi
AChE (hippeastrin 1Cso >1000, lykorenin 1Cso >500), BuChE (hippeastrin 1Cso >1000, lykorenin
ICso >500) a POP (hippeastrin ICso >1000, lykorenin ICsp >500) je nevyznamna.

Béhem screeningu cytotoxického plsobeni izolovanych alkaloid(i nebyla pozorovana
vyznamna protinadorova aktivita téchto latek.

Na zakladé ziskanych vysledkl mUizZeme konstatovat, Ze izolované alkaloidy lykorenin,
homolykorin a hippeastrin nevykazuji biologické aktivity v takové mire, které by indikovaly
jejich potencidlni vyuziti v terapii AD nebo nadorovych onemocnéni. Mohou predstavovat
zajimavy zdroj pro pripravu semisyntetickych derivati, a to predevsim z toho divodu, Ze se

jedna o alkaloidy, které se v ¢eledi Amaryllidaceae vyskytuji ve vys$sich koncentracich.
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7 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky
Resitel: Hana Simkova

Skolitel: prof. Ing. Lucie Cahlikovd, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Alkaloidy rodu Narcissus: isolace, strukturni identifikace, biologicka
aktivita

Klicova slova: Narcissus, alkaloidy, biologickd aktivita, Alzheimerova choroba, cytotoxicka

aktivita

Predmétem této diplomové préace byla izolace alkaloid(i se zamérenim na minoritni
frakce, které byly ziskany ze sumarniho alkaloidniho extraktu Narcissus pseudonarcissus cv.
Carlton. Pro ucel izolace byla pouZita metoda preparativni TLC, pomoci které byly
z pridélenych frakci izolovany tfi latky alkaloidni povahy Fj 3-4/kr, F 7/2-1, F 7/2-3. Tyto latky
byly za pouziti GC-MS, NMR analyzy, optické otacivosti a ndsledného porovnani s daty
v odborné literature identifikovany jako alkaloidy homolykorinového typu lykorenin,
homolykorin a hippeastrin.

U téchto tri alkaloidl byla testovana inhibi¢ni aktivita vici AChE, BUuChE, POP a GSK-3p.
Jejich inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE a BuUChE byly porovnavany se standardy galanthaminem
(ICso AChE = 1,71 + 0,07 pM, ICso BuChE = 42,3 + 1,3 uM) a huperzinem A
(ICso AChE = 0,033 + 0,001 puM, ICso BuChE> 1000 puM). Jako standardy pro porovnani inhibi¢ni
aktivity vaci POP byly pouZity Z-Pro-prolinal (ICso POP = 3,27 + 0,02 mM) a berberin
(ICso POP = 0,14 + 0,02 mM). Nejvice aktivnim zizolovanych alkaloidl byl homolykorin
s inhibi¢nimi aktivitami vic¢i AChE (ICso = 63,7 + 4,3 uM), BuChE (ICso = 151 + 19 uM) a POP
(40,6 £ 1,3 mM). Mirnd inhibi¢ni aktivita vi¢i GSK-3B byla zaznamenana u alkaloidu
homolykorinu (% inhibice = 54 * 1) a lykoreninu (% inhibice = 48 + 3).

U izolovanych alkaloid(l byla testovana jejich cytotoxicka aktivita u deviti nddorovych
bunécnych linii Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, Hela, MCF-7,
SAOS-2. Na zakladé vysledkl studii jejich protinadorovych aktivit, nebyla zaznamenana

u téchto latek vyznamna cytotoxicka aktivita.

72



8 ABSTRACT

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

Author: Hana Simkové

Supervisor: prof. Ing. Lucie Cahlikovd, Ph.D.

Title of diploma thesis: Alkaloids of genus Narcissus: isolation, structural identification,
biological activity

Key words: Narcissus, alkaloids, biological activity, Alzheimer’s disease, cytotoxic activity

The aim of the diploma thesis was an isolation of alkaloids with a focus on minor
fractions. These fractions were obtained from the summary alkaloid extract of Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton. The method of preparative TLC was used for the isolation of
alkaloids. Three substances of alkaloid origin marked as Fj 3-4/kr, F 7/2-1, F 7/2-3 were
isolated from the assigned fractions. These substances were identified as alkaloids of
homolycorine type lycorenine, homolycorine and hippeastrine by using GC-MS, NMR and
optical rotation. The results were also compared with data in the literature.

These three alkaloids were tested for their inhibitory activity against AChE, BuChE, POP
and GSK-3B. The inhibitory activity against AChE and BuChE was compared with the reference
substances galanthamine (ICso AChE = 1,71 + 0,07 uM, ICso BUChtE = 42,3 + 1,3 uM)
and huperzine A (ICso AChE = 0,033 £ 0,001 uM, ICso BUChE> 1000 uM). The inhibitory activity
against POP was compared to Z-Pro-prolinal (ICso POP = 3,27 + 0,02 mM) and berberine
(ICso POP = 0,14 + 0,02 mM). The most active one of the isolated alkaloids was homolycorine.
Inhibitory activity of homolycorine against AChE (ICso = 63,7 + 4,3 uM), BuChE
(ICso = 151 + 19 uM) and POP (40,6 + 1,3 mM). Moderate inhibitory activity against GSK-3f3
was observed in alkaloids homolycorine (% inhibition = 54 + 1) and lycorenine
(% inhibition = 48 + 3).

Isolated alkaloids were tested for their cytotoxic activity using nine cancer cell lines
including Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2. The results did

not indicate any significant cytotoxic activity.
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