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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A VYSVETLIVEK

A2780
A431
A549
AA

AD
AGEs
ACh
AChE
AKR
AKRI1B10
AKRIC3
APOE4
APP

AB

B16
BACEI
BChE
BJ

BMI
CaCo-2
CADD
CAT
CDK5
CNS
CYP3A4
CYP450
DTNB
DU-145
DYRKIA
EBM
eeAChE

linie karcinomu vaje¢niku
linie epidermalnich bun¢k

linie karcinomu plic

Amaryllidaceae alkaloidy (alkaloidy amarylkovitych)

Alzheimerova choroba

koncové produkty pokrocilé glykace
acetylcholin

acetylcholinesterasa
aldo-ketoreduktasa
aldo-ketoreduktasa z rodiny AKR1B
aldo-ketoreduktasa z rodiny AKRI1C
apolipoprotein E4

amyloidni prekurzorovy protein
B-amyloid

linie mySiho melanomu

B-sekretasa 1

butyrylcholinesterasa

linie fibroblastl

index télesné hmotnosti

linie kolorektalniho karcinomu
computer-aided drug design
cholinacetyltransferasa
cyklin-dependentni kinasa 5
centralni nervova soustava

isoforma cytochromu P450

cytochrom P450

5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

linie karcinomu prostaty
kinasa regulujici fosforylaci tyrosinu

medicina zalozena na dikazech

acetylcholinesterasa z elektrického uhote
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egAChE
e/AChE
eqBChE
FHs 74 Int
first pass
GIT
GSK-38
GST
H1299
hAChE
hBChE
HCT-15
HCT-8
HEB

Hel 92.1.7
HeLa
Hep-G2
HeylB
HL-60
HPLC
hrAChE
hrBChE
HT-29
Chk1
Chk2
CHO

IA

ICso

iChEs
Jurkat
K562

KB

acetylcholinesterasa z lidskych erytrocytarnich pouzder
acetylcholinesterasa z lidského erytrocytarniho lyzatu
konska sérova butyrylcholinesterasa

linie nenadorovych bunék epitelu tlustého stieva
prvotni prichod

gastrointestinalni trakt

glykogensynthasa-kinasa 33
gluthation-S-transferasa

linie karcinomu plic

lidska acetylcholinesterasa

lidska butyrylcholinesterasa

linie kolorektalniho adenokarcinomu

linie kolorektalniho adenokarcinomu
hematoencefalickd bariéra

linie leukemickych erytroblastt

linie cervikalniho karcinomu

linie nddorovych bunék jater

linie nddorovych bunék vajecniku

linie leukemickych bunék

vysokou¢inna kapalinova chromatografie

lidska rekombinantni acetylcholinesterasa

lidska rekombinantni butyrylcholinesterasa

linie kolorektalniho adenokarcinomu

checkpoint kinasa 1

checkpoint kinasa 2

chronicka onemocnéni

isochinolinové alkaloidy

koncentrace inhibitoru, kterd zpisobi pokles rastu linie bun€k o 50 % nebo

pokles aktivity enzymu o 50 %
inhibitory cholinesteras

linie T-lymfocytl

linie leukemickych bunék kostni dfené

linie karcinomu ust KB



K
Km
L1210

lead structure

MAO
mcAChE
MCF-7

MDA-MB-231

MDR
MOLT-3
MOLT-4
MRC-5

MS

MT-4

NDA review

NFT
NF-xB
NGF

NIH

NK
NMDAR
NMR
OVACR-3

| WAF1/Cipl

p2
P-388
P-388-D1
P53
PAMPA

PANC-1
PD
PDE-10

inhibi¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

linie mysi leukémie

vudc¢i struktura

monoaminoxidasa

acetylcholinesterasa z homogenatu mysiho kortexu
linie adenokarcinomu prsu

linie epitelovych bun¢k prsu

mnohocetna lékova rezistence

linie akutni lymfoblastické leukémie

linie akutni lymfoblastické leukémie

nenadorové linie embryonalnich plicnich fibroblasti
hmotnostni spektrometrie

linie lymfoblastické leukemie

proces posouzeni ucinnosti a bezpe¢nosti zamysleného uziti nového 1¢é-
Civa

neurofibrilarni klubka

transkrip¢ni nuklearni faktor kappa B

nervovy rustovy faktor

Narodni institut zdravi, USA

NK buriky (subpopulace lymfocyti)
N-methyl-D-aspartatovy receptor

nuklearni magnetickd rezonance

linie nadorovych bunék vajecniku

protein pusobici jako cyklin-dependentni inhibitor kinas
linie mysich leukemickych lymfocyti

linie mySiho lymfomu

protein p53

in vitro model pro testovani slouceniny prochazet pasivni difuzi pfes umé-

lou membranu napodobujici HEB
linie pankreatickych nadorovych bunck
Parkinsonova choroba

fosfodiesterasa 10



P-gp

POP

PPRy
RAGEs
Raji

RNS

ROS

s.l.

S.S.
SAOS-2
siRNAs
SK-BR-3
SKMEL 28
SK-MEL-2
SK-OV-3
SMMC-7721
SW480
TCM

Thi

Th2

U373
U937
WHO
YES-3
YES-4

efluxni glykoprotein intestinalnich bun¢k
prolyloligopeptidasa

jaderné receptory, které jsou aktivované proliferatory peroxizomu
receptory pro koncové produkty pokrocilé glykace
linie B-lymfoblastickych bun¢k

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

sensu lato (v 8irSim slova smyslu)

sensu stricto (v uz$im slova smyslu)

linie osteokarcinomu

dvouvlaknové ribonukleové kyseliny o délce 20 az 25 nukleotidi
linie adenokarcinomu prsu

linie melanomu

linie maligniho melanomu

linie karcinomu prsu

linie jaterniho karcinomu

linie kolorektalniho karcinomu

tradi¢ni ¢inskd medicina

Thl lymfocyty

Th2 lymfocyty

linie glioblastomu

linie myeloidni leukémie

Svétova zdravotnickd organizace

linie esofagélnich bunék

linie esofagalnich bun&k
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1 UVOD

Chronick4 onemocnéni (CHO), diive oznacovana nepiesné jako nepienosnéd nebo civili-
za¢ni onemocnéni, jsou spojovana s zivotnim stylem, maji obvykle protrahovany nastup
a prub¢h, komplexni etiologii a jsou nasledkem kombinace chovani, genetickych, fyziolo-
gickych, environmentélnich a ostatnich vnéjsich faktori [1,2]. Mezi hlavni rizikové faktory
podporujici rozvoj téchto nemoci patii hypertenze, nedostatek fyzického pohybu, vysoka
hodnota BMI, koufeni, nadmérna konzumace alkoholu a nevyvézena strava [3]. Bylo pro-
kazano, ze CHO mohou byt vyvolana i patogennimi organismy [4,5]. Rocné¢ CHO zabiji
zhruba 40 milioni lidi, coz odpovida ptiblizn€ 71 % vSech umrti [6]. Do skupiny nejvy-
znamngjSich CHO je nutné zatadit kardiovaskularni nemoci, nddorovd onemocnéni, chro-
nické respiracni nemoci a diabetes mellitus [6]. K CHO lze zaclenit i dal§i onemocnéni,
jejichz incidence vzrista se zvySovanim industrializace zemi a prodluzovanim délky lid-
ského Zivota — zanétlivé procesy, alergie, autoimunitni onemocnéni, psychicka onemocnéni
(deprese), cévni mozkové ptihody, chronickou bolest, chronické selhavani ledvin, obezitu,
osteoporozu, Alzheimerovu chorobu (AD) aj. [7].

Tato habilita¢ni prace zahrnuje pohled na izolaci, identifikaci a sledovani biologické
aktivity zaméfené na nalezeni perspektivnich isochinolinovych alkaloidl vyuzitelnych pro
dalsi studium u AD a nddorovych onemocnéni. Jak uz bylo naznaceno vyse, oba typy one-
mocnéni predstavuji vyznamny celosvétovy problém soucasnosti a zptisobuji imrti milionti
lidi kazdy rok. Nadorova onemocnéni jsou v soucasnosti v USA a mnoha dalSich zemich
druhou nejcastéjsi pric¢inou umrti a o¢ekava se, ze v nékolika pfistich letech prekonaji i kar-
diovaskularni choroby a stanou se pti¢inou hlavni [8]. Podobné nelichotiva situace je u AD,
protoze demografické piredpoklady naznacuji, Ze vyskyt tohoto onemocnéni se bude zvy-
Sovat, pokud se neobjevi nové preventivni nebo neuroprotektivni terapeutické zésahy [9].

Problematikou zkoumani pfirodnich latek, které by mohly potencialné ovlivnit neuro-
degenerativni procesy u AD nebo nadorovd onemocnéni se zabyva velka skupina védec-
kych pracovist, véetn¢ pracovni skupiny ADINACO na katedie farmaceutické botaniky,
Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, kterd byla zaloZena prof.
RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. v roce 2005 [10]. Jak bude uvedeno dale, isochinoli-
nové alkaloidy vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit, které se mohou terapeuticky
uplatnit u obou typt onemocnéni. Naptiklad studium moZznych terapeutickych zasahti u AD

nemuze byt zacileno jen na inhibici lidskych cholinesteras, jednoho ze dvou soucasnych
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terapeutickych pfistupti podle EBM, ale je nezbytné studovat i dalsi biologické aktivity
nadéjnych latek, aby bylo mozné z farmakoterapeutického hlediska komplexnéji ovlivio-
vat neurodegenerativni procesy v prubéhu AD, napf. inhibici enzymovych systému
BACE1, POP, GSK-3p a dalsich.

Protinadorova aktivita isochinolinovych alkaloidl, o které se v tomto prehledu také
zminuji, sice na prvni pohled s AD vlibec nesouvisi, ale nedavno publikované vysledky
naznacuji, ze klinicky pouzivand cytostatika ve velice nizkych koncentracich mohou mit
neuroprotektivni ucinek [11]. Hlavni naplni ¢innosti pracovni skupiny ADINACO je ,,sdru-
zené studium* aktivity alkaloidli na oba typy chronickych onemocnéni; v rdmci nasich stu-
dii bylo totiz zjisténo, Ze isochinolinov¢ alkaloidy maji nejen zajimavou cholinesterasovou
inhibi¢ni aktivitu [12—18], ale i slibnou aktivitu cytotoxickou. Vyznamné perspektivnimi
latkami se jevi amarylkovité alkaloidy, které vykazuji selektivni cytotoxicitu vici nadoro-

vym bunéénym liniim [19].
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2 PRIRODNI LATKY JAKO LECIVA

2.1 Vyhody vyuziti prirodnich latek

Léciva pochézejici z ptirodnich zdrojt, zvlasté 1éCiva rostlinného ptivodu, jsou uzivana lid-
stvem uz od nepaméti, o cemz sved¢i 1 jejich detailni vyobrazeni obsazena ve starovékych
textech v Cing, Severni Africe a Indii [20]. Velky pokrok ve farmaceutickém pramyslu od
pocatku 20. stoleti umoznil vyrabét synteticka 1€c¢iva, ktera dovolila 1é¢it diive nelécitelné
a/nebo zivot ohrozujici nemoci. Ptesto vSak rostliny zlstavaji dilezitym zdrojem terapeu-
ticky aktivnich substanci pro 80 % svétové populace, hlavné v rozvojovych zemich [21].
Jsou-li v8ak probirany ptirodni latky, je nutné vzit v tivahu i dal$i zivé metabolizujici sub-
jekty jako jsou houby riizného stupné fylogenetického vyvoje, bakterie, izolované bunky
nejen rostlinné, ale 1 zivoc¢isné nebo hmyzi, nebo rekombinantni enzymové systémy (které
jsou do jisté miry také ,,zivym* subjektem).

Ptiroda pfedstavuje cenny zdroj biologicky aktivnich latek. Z celkového poctu ptiblizné
250 000 znamych rostlinnych druht bylo do roku 1997 podrobné¢ studovano zatim 5 %
téchto taxont [22]. Védni obor, ktery se zabyva hledanim lé¢iv ptirodniho ptvodu, je far-
makognosie. Tato profilovad védni disciplina oboru farmacie neztratila nic na svém vy-
znamu 1 pies 200 let starou historii a rychly rozvoj 1é€iv syntetického ptivodu [23]. V sou-
casné dob¢ vsak stale existuji nazory, ze ptirodni latky jsou zaleZitosti pfekonanou, protoze
smysluplna cesta k ziskani efektivnich 1é€iv typu malych molekul povede v nejblizsi dobé
jen pres totalni syntézu. Tento nazor je extrémni, povazlivy a nepravdivy a vychazi z nein-
formovanosti, resp. zaujatosti vici lé¢ivym rostlindm jako takovym. Pohled na vyuziti pfi-
rodnich latek je totiz zcela jiny.

V roce 2106 publikovali Newman a Cragg, pracovnici NIH, studii s nazvem Natural
Products as Sources of New Drugs from 1981 to 2014 [24]. Jednalo se o zcela aktualizo-
vanou piehledovou praci, kterd vzesla ze 4 ptedchozich studii (1997, 2003, 2007 a 2012)
publikovanych v Casopise Journal of Natural Products a ktera se tykala generdlniho kon-
ceptu novych 1éCiv v letech 1981-2014. Zhodnoceni tohoto vyvoje po dobu 33 let pfedsta-
vuje dost dlouhou dobu na to, aby vysledky mohly byt pokladany za reprezentativni. Tyto
vysledky jsou graficky shrnuty na nasledujicich obrazcich (Obr. 1, Obr. 2).

13



V, 101, 6% B, 250, 16%

S*/NM, 162, 10%
N,67,4%

S*%,61,4%

|

NB, 9, 1%

S/NM, 172,11% ND,320,21%

S,420,27%
mB N mNB WND =S S/NM mS* mS*/NM mV

Obr. 1 VSechna nové schvalena 1é¢iva 1981-2014; n = 1562 [24].

S*/NM, 162, 13% N,67,6%

S* 61,5% ND, 320, 26%

S/NM, 172,14%

S,420,35%

N ENB END =S S/NM mS* mS*/NM

Obr. 2 Viechna lé¢iva pivodu malych molekul schvilena 1981-2014; n = 1211 [24].

Vysvétlivky:
B makromolekularni latky biologického piivodu (biological macromolecules)
N nezménéné piirodni produkty (unaltered natural products)
NB 1é¢iva ptirodniho piivodu (botanical drugs, defined mixture)
ND derivaty ptirodnich latek (natural product derivatives)
S synteticka 1é¢iva (synthetic drugs)
S* synteticka 1éciva s farmakoforem z ptirodnich latek (NP pharmacophores)
\" vakciny (vaccines)
NM mimika pfirodnich produktti (mimics of NP)
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Z této publikace vyplyva, Ze 51 % vSech schvalenych 1é¢iv mezi roky 1981-2014 byly
latkami pfirodniho piivodu a 65 % veskerych 1é¢iv povahy malych molekul mé ur¢ity vztah
k ptirodnim latkdm — jsou to slouceniny izolované z rostlinného materialu (paklitaxel, ga-
lanthamin) nebo synteticky pfipravené podle pfirodni pfedlohy (vinkamin) [24]. Za ucelem
zlepseni dostupnosti, vyssi i€innosti nebo snizeni nezadoucich Gc¢ink jsou piipravovany
polosyntetické derivaty ptirodnich latek (vinpocetin, docetaxel). Rada 16¢iv zcela syntetic-
kého ptivodu byla inspirovana strukturou ptirodnich latek (rivastigmin, alfentanil, meta-
don).

Antineoplastika piedstavuji skupinu 1é¢iv, ve které si ptirodni slouceniny udrzuji mi-
motadny potencial: v obdobi mezi roky 1940-2010 bylo zavedeno do klinické praxe 175
1é¢iv pro 1é€bu nddorovych onemocnéni a témét 50 % tohoto poctu byly slouceniny piirod-
niho piivodu nebo odvozené od ptirodnich predloh [25]. Kromé onkologickych indikaci
plni ptirodni slouc¢eniny nezastupitelnou roli jako imunosupresiva, jsou vyuzivany v terapii
metabolickych onemocnéni a indikaci nasly 1 u dalSich chorob, véetné AD [25-27].

Navzdory pokroktim v modernich technikach (NMR, krystalograficka rentgenova ana-
lyza, raciondlni design 1éCiv a kombinatorni chemie) existuje stale nedostatek ,,lead structu-
res* prochazejicich uspeésné fazemi zkousek na nova lé€iva. Vyskyt novych onemocnéni,
nartist CHO a rezistence patogennich mikroorganismil na antiinvazni 1é¢iva podnitil zajem
k hledani novych zdroja potencidlnich 1é¢iv [26-28]. U bézné vetejnosti také neustale na-
ruista zajem o fytofarmaka [23]. Existuje zde vSak urcity rozpor: u fady onemocnéni nemuize

byt tento z4jem naplnén.
Hlavni vyhody pfirodnich latek z hlediska vyvoje novych potencidlnich 1é€iv jsou:

1) chemicka a strukturni diverzita prirodnich sloucenin — ptirodni slou¢eniny maji v po-
znatelné mife povahu 1€¢iv; jejich struktury umoznuji pokrocilé vazebné interakce [25].
Strukturni pestrost pfirodnich latek umoziiuje rovnéz navrhnout nové slouc¢eniny na za-
kladé molekuldrniho modelovani in silico [21],

2) sekundarni metabolity jsou produkty evolucniho procesu, ktery jim ¢asto udéluje jedi-
necnost a piredpoklad pro biologickou aktivitu [25],

3) syntéza prirodnich latek de novo, je v souCasnosti v fadé piipadii mozna, ale finan¢ni

naklady na tento proces byvaji podstatné vyssi nez pfii izolaci z rostlin [21,29],
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4) prirodni zdroje jsou provéreny uzivanim po staleti v lidovém lécitelstvi — az 80 % 1éCiv
rostlinného ptiivodu vychazi z ptivodniho etnofarmakologického (resp. etnofarmaceu-
tického) pouziti, a prave tato zkusenost je cennym zdrojem pro védecky postup, ktery
muze vést k ziskani potencidlniho (a redlného) 1é¢iva [25],

5) rostliny jsou obnovitelnymi zdroji — v ptislusnych zemépisnych oblastech je mozné pés-
tovat je prakticky neomezen¢ a vytvotit dostatecné (a relativné levné) zdroje pro izolaci

ucinnych latek [30].

2.2 Fenomén léciva

S ohledem na tidaje uvedené v kapitole 2.1 by bylo velmi paradoxni uméle vytvaret rozdil
mezi lé¢ivem — chemickym individuem ptirodniho plivodu a latkou zcela syntetickou. Od-
porovalo by to pravdé o vyvoji nejstarsi farmaceutické discipliny — farmakognosie. Jeji
soucasny vyvojovy trend je na stejné trovni jako farmaceutickd chemie. Tato disciplina se
oddélila z Materia medica na zacatku 19. stoleti, kdy se zacala rozvijet syntetickd chemie
(pozdé&ji chemie analytickd), aby se v 70. letech minulého stoleti s farmakognosii k sobé
priblizily a vytvorily jeden funkéni celek: rezervodr pro vyzkum novych 1éCiv a je zcela
lhostejné, odkud toto 1é¢ivo pochazi [31]. Protoze do vyvoje novych 1é¢iv zasahuji odbor-
nici rizného vzdélani a predstav, dochazi nékdy k ne zcela pfesnému pouzivani zdkladnich
farmaceutickych pojmil a jsem pfesvédcen, Ze tomuto problému je potieba vénovat par
slov.

Lécivo je archetypalni entitou. Je to pravzor, tradici posvéceny, zahrnujici v sobé ideu,
vzorec véci nebo postupti. Takovou ideou je schopnost navratit zdravi anebo zivot; v reakcei
s Zivym organismem ma schopnost chranit, upeviiovat, nebo vracet organismu zdravi roz-
poznavat poruchu zdravi, projevy poruch mirnit, potlacovat, odstranovat, ptipadné ptizniveé
ovlivitovat fyziologické funkce organismu [32]. Ve smyslu mnou piedlozené prace je to
jednotna, presné definovana chemické sloucenina, kterd musi byt podrobena dal§im dvéma
procestim.

Lécivy pripravek vznika z 1é€iva piisluSnymi technologickymi procesy s vyuZzitim dal-
Sich (pomocnych) latek jednotné nebo nejednotné chemické povahy; vysledkem tohoto
procesu je 1ékova forma, ktera je urcena k ptimému pouziti [32,33].

Lék je 1&Civy pripravek podany do racionalné ur¢eného organismu s cilem ovlivnit
v ném predevsim piiznivé zdravotni stav (nebo podilet se na rozpoznani poruchy zdravi).
Lékem se v organismu stava 1é€ivo prostiednictvim lé¢ivého piipravku v okamziku jeho
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podani az do okamziku doznéni jeho interakce s organismem. L&k v tomto pojeti nelze vy-

rabét, skladovat, vydavat — vznika az po cileném podéani do organismu. A pravé zde se

vyskytuje fatalni chyba: obecné se tvrdi, Ze je provadén vyvoj novych 1€ki [33] a nasledné

vyrabime l¢ky [32].

Vyvoj nového 1éCiva, resp. 1€civého piipravku je az na vyjimky velmi zdlouhavy. Tento
proces ma de facto 4 taze [34]: vyzkum a vyvoj s preklinickym testovanim, klinické testo-
vani, NDA review a postmarketingové sledovani. V ramci tohoto procesu se operuje s né-
kolika pojmy, které je vhodné zde v zékladni zkratce uvést.

Potencialni lécivo je pojem patiici zdsadné do oblasti vyzkumu a vyvoje, resp. prekli-
nického testovani. Definované slouceniny (nebo u fytofarmak definované smési latek),
u kterych byla nalezena vhodna biologicka aktivita, vétSinou in vitro (at’ uz na enzymovych
systémech, izolovanych buiikach nebo tkéanich), vytvareji sensu lato (s.l.) zdroj pro vybér
optimalnich chemickych struktur, které vstupuji do dal§iho testovani v rdmci preklinického
vyzkumu. Zde 1ze hovofit o dvou typech chemickych struktur [35]:

1) ,, hit-structures “, které jsou predstavovany biologicky aktivnimi latkami, vyvolavaji-
cimi ve specifickém testu pozitivni odpovéd’ a které jsou podrobeny optimalizacnimu
vybéru vedoucich k vytvofeni

2) ,,lead-structures ““ (vidcich struktur), coz jsou selektované slouceniny nadéle vykazu-

vvvvvv

vyhovujicich predpovédi farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti latek.

Prevazna vétsina téchto zdanliveé perspektivnich latek se v§ak v dal§im studiu neuplatni,
protoZe nevyhovi poZadavkim na optimalni l1é¢ivo. Velmi Casto vSak provedou dobrou
sluzbu v tom smyslu, ze na zaklad¢ vztahu struktura-ucinek vytvoii povédomi farmako-
foru.

Farmakofor je soubor sterickych a elektronickych vlastnosti, které jsou nezbytné k za-
jisténi optimalnich supramolekuldrnich interakci se specifickym biologickym cilem
a k ovlivnéni jeho biologické odpovédi. Soucasna vize farmakoforu nevychazi pouze z ex-
perimentalniho zjisténi v laboratofi, ale je vétSinou kombinaci experimentalniho zjiSténi
a vyuziti CADD (computer-aided drug design) technologit, které sehravaji vyznamnou roli
v prvnich fazich vyzkumu pfi charakterizaci aktivniho mista, validaci biologického cile,
prohledavani databazi a identifikaci [35].

Kandidatni lécivo (kandidatni struktura) vychazi ze znalosti ,,kandidatniho farmako-

foru* a jeho interakce s receptorem (vazebnymi strukturami). Rlizné matematické modely
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pak umozni ptiblizovat se k optimalni chemické struktufe a jit cilené ke struktuie zddaného
1éciva [35].

Realné lécivo — tento pojem neni dosud v terapeutické praxi bézny, ale je opodstatnény;
jedna se o 1écivo, které uspeésné proslo klinickymi testy a vstoupilo do faze NDA review,
ve form¢ 1é¢ivého ptipravku je schvaleno narodnimi (nadnarodnimi) autoritami a je urceno
k béznému terapeutickému vyuziti. Realné 1é¢ivo vSak muze realné skoncit, pokud se ve
fazi postmarketingového sledovani zjisti neakceptovatelné vedlejsi (nezadouci) Gcinky.

Mohlo by se zdat, Ze tato terminologie bude pln€ vyhovovat pouze latkdm pfipravenym
synteticky, ale neni tomu tak: vyhovuje plné i latkdm piirodniho ptivodu. U tohoto typu
potencialnich 1é¢iv mohou byt nékteré faze zkraceny (protoze se vychazi z etnobotanickych
znalosti), nebo naopak prodlouzeny, pokud je provadén screening na biologické Uc¢inky
latek zcela neznamé struktury (metabolity mikroorganismu).

Velmi jednoduchym ptikladem pfirodniho terapeutického zdroje, na kterém lze tuto
terminologickou §ifi ukazat, je opium. Tento zaschly latex z nezralych makovic Papaver
somniferum L. byl po staleti pouzivan pfedevs§im jako analgetikum-anodynum. Pomérné
jednoduchym izola¢nim postupem se z ného podafilo v 19. stoleti izolovat nejenom morfin
jako hlavni latku, ale i n€kolik dalSich isochinolinovych alkaloidt (IA). Morfin ptesel oka-
mzit¢ do kategorie realného 1é€iva — byla zde historicka zkuSenost. Navykovost na tuto
latku (psychickou i fyzickou zavislost) z né¢ho vsak vytvoftily nové potencialni 1éCivo, které
proslo vyse uvedenymi fazemi: po objeveni farmakoforu a opioidnich receptort byly do-
konale rozpracovany parcialni syntézy s cilem ziskat latky analgeticky vysoce uc¢inné bez
vyrazné psychické a fyzické zavislosti. Vznikla nova reélna 1é¢iva morfinanového typu
(butorfanol), derivaty 6,7-benzomorfanu (pentazocin), derivaty 4-fenylpiperidinu
(pethidin), derivaty 3-fenylpropylaminu (methadon, tramadon, tapentadol, piritramid dife-
noxylat, loperamid) a anodyna anilidového typu (fentanyl aj.) [36]. Kazd4 z uvedenych la-
tek ma svoje terapeuticka specifika v souvislosti se zdsahem do farmakoforu, nékteré z nich
maji uzsi pouziti, nicméné je zde patrné, ze morfin jako kandidatni struktura se vyznamné

uplatnil v pfipravé novych redlnych 1éciv.
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3 ALKALOIDY VYUZITELNE K OVLIVNENI ALZHEIMEROVY CHO-
ROBY A NADOROVYCH ONEMOCNENI

3.1 Alzheimerova choroba

AD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které obvykle postihuje lidi nad 65 let.
Tato nemoc je charakterizovdna zhorSenim kognitivnich schopnosti, riznymi behavioral-
nimi poruchami a omezenim aktivit denniho zivota. AD reprezentuje nejcastéjsi formu de-
mence, jeji prevalence se exponencialné zvysuje mezi 65. — 85. rokem, piicemz kazdych
5 let se zdvojnédsobuje. Demografické predpoklady naznacuji, ze vyskyt onemocnéni se
bude zvysovat, pokud se neobjevi preventivni neuroprotektivni nebo terapeutické moznosti
[9], zvlasté v zemich s horsi kvalitou stravy, nekvalitnim hygienickym stavem a nizkou
kupni silou obyvatel, ve kterych nartistd vyskyt kardiovaskuldrnich onemocnéni a diabetu
[37]. V soucasnosti neni znama piesna etiopatogeneze nemoci, nicméné jsou znamy hlavni
rizikové faktory: vek, genetické dispozice, tj. porucha metabolismu APP, polymorfismus
APOE4, mutace presenilinu 1 a 2. Dale hraje roli pohlavi (u Zen existuje vyssi incidence),

vzdélani, urazy hlavy, ptipadny iktus, Zivotni styl a dalsi faktory [38—40].

3.1.1 Patofyziologie AD

V mozku pacientl s AD jsou nalézany dva charakteristické patologické znaky — extracelu-
larni ukladani B-amyloidu (AP) do amyloidnich plaki a intraneurondlni tvorba hyperfosfo-
rylovanych vlaken t-proteinu v neurofibrilarnich klubkach (NFT), které zptisobu;ji progre-
sivni ztratu neurond a rozpad nervovych drah, zvlast¢ v mozkové kiie [41,42]. Deficit cho-
linergnich funkci a snizena hladina acetylcholinu (ACh) v mozkov¢ kiife jsou zodpovédné
za zhorSeni paméti u lidi s touto chorobou [43]. Cela patofyziologie AD je vSak mnohem
komplexnéjsi a zahrnuje Sirokou kaskadu riznych patologickych procest, jak je zminéno
v ptehledovém ¢lanku nasi pracovni skupiny [44], ale 1 dalSich publikacich [45—47]. Exis-
tuje rovnéZ nazor, ze spousStéem geneticky nepodminéné AD neni AP, ale ze se jedna
o vaskulérni onemocnéni s neurodegenerativnimi konsekvencemi [48].

Jak bylo naznaceno vyse, je AD komplexnim onemocnénim s dosud neobjasnénym
vznikem. Na zaklad¢€ neuropatologickych zmén jsou nej€asteji zminované dveé zékladni te-
orie — amyloidni a cholinergni. Podle amyloidni teorie vede porucha metabolismu APP pfti

Stépeni prostiednictvim BACEI a nésledné plisobenim y-sekretasy ke vzniku a ukladéani
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patologického proteinu AR (zvlaste APi-42) do vytvarejicich se senilnich plakli. Nasledné
dochazi k degeneraci neuronalniho t-proteinu (ziejme i zde hraje vyznamnou roli AB), coz
je zptsobeno zvysenou fosforylaci tohoto proteinu enzymem GSK-3[. Nasledkem celého
procesu je porucha tvorby mikrotubuld a agregace t-proteinu do NFT. V ptipad¢ tzv. cho-
linergni teorie je tvorba a distribuce ACh patologicky snizena. ACh hraje dilezitou roli
v procesu uceni, paméti, pozornosti a motoriky. Je syntetizovan v cholinergnich neuronech
enzymem CAT. V mozku zdravych lidi je ACh odbouravéan v neuronech a synapsich ma-
joritné AChE, v mnohem mens$im rozsahu prostiednictvim BChE, jejiz hladina a aktivita
se u AD postupné zvySuje a v pokrocilé fazi choroby mize BChE nahradit AChE v jeji
funkci. BChE se naléza 1 v neuritickych placich, neuroglii a NFT. U AD hraji dilezitou
patologickou roli také ROS a RNS, kter¢ jsou tvofeny ve vétsi mife v senilnich placich,
dochazi k aktivaci mikroglie, coz ma za nasledek tvorbu neuritickych plaki, které mohou
produkovat potencidlni neurotoxické cytokiny. Fibrily AP reaguji na povrchu bunék
s RAGEs. Tato reakce vede k depolarizaci bunééné membrany, aktivaci NMDA receptorti
a zvyseni intracelularni koncentrace Ca**, které zpiisobi sterilni zanét a nasledn& smrt neu-
ronl. Zanik neuronii je podporovan také nedostatkem NGF a jeho receptorti, poklesem
koncentraci CAT, noradrenalinu, neuropeptidii (negativni roli zde hraje POP, ktera §tepi
peptidové hormony a neuropeptidy a neptiznivé ovliviiuje proces uceni), zvySenim aktivity
kaspas zptsobené oxidacnim stresem v mitochondriich a dal§imi patologickymi pro-

cesy [44].

3.1.2 Soucasna terapie AD

Spektrum pouzivanych 1é€iv u AD je velice omezené, navic plisobi jen symptomaticky,
protoZe v soucasnosti neexistuje kauzalni terapie. Za poslednich 10 let stoupl signifikantné
pocet studii zabyvajicich se potencidlni 1é¢ivy z oblasti malych molekul a slou¢enin pfirod-
niho pivodu. K ovlivnéni produkce AP byly testovany inhibitory BACE1 (napt. E2609,
AZD3293, CNP520, INJ-548619111J), které dosahly v probihajicich studiich povzbudivych
klinickych vysledki [49]. Dale jsou zkoumany monoklonalni protilatky (solanezumab, cre-
nezumab a gantenerumab) piisobici pfimo proti toxickému AP, slouceniny sniZujici toxicitu
hyperfosforylace t-proteinu (napf. inhibitory GSK-3p), inhibitory POP snizujici degradaci
neuropeptidll aj. Praktické pouZivani téchto potencialnich 1é¢iv bude zhodnoceno az po
ukonceni klinickych studii [49-51]. Podle EBM existuji v souc¢asnosti pouze dva terapeu-

tické ptistupy: jsou aplikovany inhibitory cholinesteras (iChEs; galanthamin, rivastigmin
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a donepezil) a antagonist¢ NMDAR (memantin) ovliviiyjici glutamétergni systém [9].
Z diavodu komplexnosti AD jsou uzivany kromé iChEs a blokatorit NMDAR 1 antioxidanty
(DL-a-tokoferol), inhibitory MAO (selegilin), latky zlepSujici metabolismus v mozku
a prutok krve mozkem (extrakty z Ginkgo biloba L., vinpocetin), ptipadné estrogeny
u postmenopauzalnich Zen. Uzivani nootropik (piracetamu) a cerebrolysinu nepfineslo
v terapii AD zadouci ucinky [52]. Soubézné jsou v terapii AD casto efektivné uzivana 1¢é-
¢iva ovliviwjici psychické poruchy — depresi a strach (antidepresiva a anxiolytika). Protoze
se v pozd¢jsich stadiich AD mohou rozvinout agrese, agitovanost nebo psychoéza, je ddvana

piednost atypickym antipsychotiktim [37].

3.1.3 Alkaloidy potencialné vyuZitelné v terapii AD

Latky ptirodniho ptivodu, jako zdroje potencidlni 1é¢iv AD, jsou intenzivné zkoumany uz
delsi dobu, o ¢emz svédci velké mnozstvi piehledovych ¢lankt napt. [41,44,53-56]. Mezi
pocetnou skupinu metabolitti, vykazujicich perspektivni terapeutickou aktivitu, patii ne-
sporng alkaloidy [41,45,54,57,58]. N¢které z nich jsou uz klinicky vyuzivany (galantha-
min, huperzin A) jako selektivni inhibitory AChE, jiné se zdaji byt pro terapii této nemoci
perspektivni, nebo predstavuji ,,lead structures* ve vyvoji novych 1é¢iv, jak je uvedeno nize
u vybranych zéastupct. Ve vét§im rozsahu je vhodné zminit se o alkaloidu huperzinu A,
ktery se jevi jako velice perspektivni pro terapii AD. Jde o alkaloid izolovany z ¢inské
rostliny vrance pilovitého Huperzia serrata (Thunb.) Trevis., ktery se v Ciné nachazi ve
fazi IV klinického testovani u pacientii s AD a vaskularni demenci. Latka je u€innym se-
lektivnim a reverzibilnim inhibitorem AChE s lepSimi farmakologickymi vlastnostmi nez
v pfipadé¢ takrinu. Ve srovnani s donepezilem a rivastigminem vykazuje huperzin A lepsi
ptechod pies HEB, lepsi biodostupnost po p.o. podani, déletrvajici inhibici AChE s mini-
malnimi nezadoucimi perifernimi cholinergnimi UCinky a nevykazuje v terapeutickych
davkach vyznamnou toxicitu. Na zvitecich modelech bylo objasnéno, Ze latka zlepSuje ko-
gnitivni funkce, chrani bunky pfed indukovanou cytotoxicitou a apoptdzou (zmirituje oxi-
daéni stres, reguluje expresi apoptickych proteinli, ma protektivni u¢inek na mitochondrie,
zlepSuje regulaci NGF a jeho receptori a interferuje s metabolismem APP). Dale bylo zjis-
téno, ze za neuroprotektivnimi U¢inky huperzinu A stoji 1 jeho schopnost antagonizovat
NMDAR a tok K" iontt [59]. Z huperzinu A byly pfipraveny derivaty s vyraznou inhibici
AChE tzv. ,hupriny* (konjugaty molekul huperzinu A a takrinu) [60] i hybridni molekuly

alkaloidu, které jsou schopné modulovat vice potencidlnich cili u AD soucasné [55].
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Berberin, kvarterni isochinolinovy alkaloid ze zastupct rodu Berberis L. (ptedevSim
Berberis vulgaris L.), Coptis chinensis Franch. a Hydrastis canadensis L., vykazuje celé
spektrum biologickych aktivit potencialné vyuzitelnych v terapii AD: m4 antioxidaéni, pro-
jako antagonista NMDAR, blokuje napétoveé fizené K" kanaly, snizuje tvorbu AB ovlivné-
nim metabolismu APP a hyperfosforylaci t-proteinu. U¢inné ovliviuje i nkteré dalsi rizi-
kové faktory pro vznik a rozvoj AD. Omezujicim faktorem pro jeho uziti v terapii AD je
jeho dosud jednozna¢né neuzaviena toxicita a nizka biodostupnost (Spatné vstiebatelnost
z intestina je zpusobena hlavné P-gp a first pass metabolismem CYP450) [61,62].

Harmin, indolovy alkaloid izolovany napt. z Peganum harmala L. a Banisteriopsis
caapi (Spruce ex Griseb.) Morton ma Siroké spektrum biologickych ucinkt, napt. antioxi-
a DYRKI1A) [58]. Pro zlepSeni biologickych vlastnosti byly pfipraveny jeho polosyntetické
derivaty [53].

Manzamin A, alkaloid izolovany z motskych hub rodu Haliclona Grant, je silnym inhi-
bitorem GSK-3p a CDKS5; oba enzymy jsou zapojeny do hyperfosforylace t-proteinu
a latka tak predstavuje perspektivni strukturu pro dalsi studium, mozna i vyuziti. Alkaloid
rovnéz efektivné snizuje tvorbu NFT [54].

Oxoisoaporfinové a oxoaporfinové alkaloidy izolované z Menispermum dauricum DC.
a z nich pfipravené derivaty inhibovaly AChE a agregaci AP, vykazovaly antioxida¢ni ak-
tivitu [53]. Maji udajné také schopnost zasahovat do imunoreaktivity, jak bylo ukdzano na
ptikladu apomorfinu, kdy po jeho aplikaci doslo u transgennich my$i témét k Gplnému vy-
mizeni intraneuronalni imunoreaktivity AP u hemizygotnich jedinct a vyraznému poklesu
intraneuronalni imunoreaktivity A} u homozygott [63].

Korynoxein, hirsutin a hirsutein, oxindolové a indolové alkaloidy, které jsou hlavnimi
ucinnymi alkaloidy Uncaria rhynchophylla Miq, destabilizuji tvorbu agregati AP, maji

rovnéZ neuroprotektivni u€inek a inhibuji glutamatem indukovanou neurotoxicitu [44].

3.2 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou velkou komplexni skupinou onemocnéni, ktera jsou charakte-
rizovana nekontrolovanym ristem bunék, které se zpravidla §ifi (metastazuji) do ostatnich
piilehlych tkéni nebo jinych ¢asti téla. Po jejich vaskularizaci (solidni tumory) dochazi

k tvorb¢ dalSich naddort. Tato onemocnéni predstavuji druhou nejcastéjsi pri¢inu amrti ve
22



svéte. V roce 2018 bylo zaznamenano 18,1 milionti novych pfipadi a nasledkem tohoto
typu onemocnéni zemielo 9,6 miliont lidi, pfi€emz 70 % vSech umrti pochazi z mélo az
sttedné€ rozvinutych zemi. Celosvétové ma prevalence nadorovych onemocnéni vzristajici
tendenci a pro jednotlivce, rodiny a zdravotnické systémy piedstavuje velké biimée z hle-
diska psychického, fyzického i1 ekonomického. Mezi hlavni rizikové faktory téchto one-
mocnéni patfi nejen behavioralni a stravovaci navyky (metabolicky syndrom, vysoké hod-
nota BMI, nevhodné slozeni potravy, nikotinismus, nedostatek fyzické aktivity a kon-
zumace alkoholu) [64], ale karcinogenezi mohou ovliviiovat kromé genetickych zmén
v bunkéch [65] 1 zevni faktory biologické (nékteré infekce jako piic¢ina maligni transfor-
mace bunky zplisobend onkogennimi viry, baktériemi, parazity), fyzikalni (UV a ionizujici

zateni) a chemické (karcinogenni slouceniny ptitomné v potravnim fetézci) [4,5,66].

3.2.1 Patofyziologie nadorovych onemocnéni

Mezi nejéastéji prijimany nazor z hlediska piivodu a patogeneze nadori patii poskozeni
genetické vybavy bunék, po které dochazi k mutacim, poruSe genové exprese, aktivaci na-
dorového promotorového genu, inaktivaci genli tlumici nddor apod. [67,68]. Bézny mecha-
nismus patofyziologie nadorovych onemocnéni je ve zkratce popisovan takto: za fyziolo-
gickych podminek je vzdy pozorovano docasné lokalni potlaceni antitumorové aktivity
imunitniho systému pfi reparativnich procesech v poSkozené tkani organismu, které je zpl-
sobeno nasledkem chemického, fyzického nebo biologického plisobeni [69,70]. Vyznam
tohoto lokéalniho potlaceni antitumorové imunity spociva v zajisténi uspé€Sné obnovy po-
Skozené tkané [71]. Kromé této suprese dochazi v misté poskozeni k aktivaci imunitnich
reakci podporujicich reparacni a zanétlivé procesy [72,73]. Opétovna aktivace protinado-
rové imunity chrani organismus pied maligné pozménénymi buiikami, které se prakticky
vZzdy objevi po dokonceni reparacnich procesti a potlaceni zanétu v tkani [74]. Normalni
fyziologicky prubé¢h téchto reakci probihd diky rovnovaze vegetativniho nervového sys-
tému — sympatiku a parasympatiku. Fyziologické mechanismy obnovy tkdn¢ se mohou stat
patofyziologickymi pii vyskytu lokdlniho mnohocetného ,,mikroposkozeni® organismu
zpiisobené vnéjsimi faktory (biologickymi, chemickymi, fyzikalnimi), ale také pfitomnou
nerovnovahou vegetativniho nervového systému. Dusledkem této nerovnovahy dochazi
k mistnimu poskozovani tkan¢ chronickym zanétem s neustalou tvorbou nadorovych bunék
[74]. Staly prabéh mikrotraumatizace tkan€ a chronicky zanét v organismu muize byt zpl-

soben endogennimi karcinogeny (ROS a RNS) a nasledkem psychoemo¢niho stresu
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[46,47], ktery ptedstavuje u Clovéka jiny typ karcinogeneze — tzv. psychogenni karcinoge-
nezi [77]. Po shrnuti téchto skutecnosti Ize fici, Zze mnohonasobné a dlouhotrvajici mikro-
poskozovani tkan¢ v kombinaci s nerovnovahou vegetativniho nervového systému vede
k permanentnimu udrzovani proliferace bun€k se systematickou inhibici protinadorové
imunity. Tyto patologické podminky v organismu piispivaji k vyskytu, vyvoji a generali-
zaci neoplazmat [66].

Nadorové bunky zpiisobuji celou fadu patofyziologickych procest v organismu — zanét
(buniky produkuji prozanétlivé cytokiny, riistové faktory a dalsi latky) [74], dochazi k po-
ruSe imunitniho systému (negativné jsou ovlivnény funkce a ptisobeni NK bunék, lymfo-
cytl, makrofagi, je ovlivnén vyskyt T-regulacnich bun¢k, vznika nerovnovaha Th1/Th2
a dal$i nezaddouci procesy) [ 78]. Nastava unik nadorovych bunék pted imunitnim systémem
[79,80] a neustala tvorba nadorovych bunck pod vlivem autokrinni a parakrinni stimulace
bunécného déleni [81]. Dalsimi vyznamnymi faktory tohoto procesu jsou angiogeneze
(produkce rtstovych faktor cévnimi buiikami, endotelidlni bunécné proliferace aj.) [82],
oxidacni stres (produkce ROS a RNS) [82—84] a procesy metastazy (Sifeni nadorovych bu-
n¢k do okolnich tkdni nebo organt, které je podporovano produkei invaznich faktord, pro-
toZe nastavd zhorSeni mezibunécnych interakei) [85]. Za uzavieni tohoto procesu Ize po-
kladat zjiSténi, Ze metastazy u solidnich tumort pfedstavuji hlavni pfi¢inu morbidity a mor-
tality nadorovych onemocnéni [86]; v pfipad¢ krevni slozky je situace ponc¢kud odlisna
— vytvaii se extrémni nerovnovaha mezi buiitkami zdravymi a patologickymi, sniZzuje se

vyznamn¢ imunita a krevni slozka pfestava plnit svoji funkei [87].

3.2.2 Soucasna terapie nadorovych onemocnéni

Podle protokolt soucasné mediciny pro terapii nadorovych onemocnéni (guidelines) pied-
stavuji radioterapie, chirurgické zakroky a chemoterapie hlavni terapeutické pfiistupy.
I pfes zna¢né pokroky ve znalostech a terapii téchto chorob je nejvétsi tskalim v klinické
praxi vyskyt l1ékové rezistence, zvlast¢ MDR. BohuZel, tento fenomén se u nadorovych
bun¢k objevuje velmi Casto a je zodpovédny za sniZeni G€innosti klinicky pouzivanych
chemoterapeutik [88]. O MDR se hovofi, kdyZ se nadorové buniky stanou rezistentnimi
k rozdiln€ ptisobicim nebo strukturné odlisSnym chemoterapeutikiim, dokonce i kdyz u pa-
cienta nedoslo k expozici daného 1éCiva [89]. Nadmérna exprese P-gp je velmi dobfe zna-
mym mechanismem vzniku MDR. P-gp plisobi jako efluxni pumpa redukujici intracelu-

larni koncentrace chemoterapeutik. Mezi dalSi bézné mechanismy rezistence nddorovych
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bunék patii zvySena regulace vnimani posSkozeni DNA a reparac¢ni kapacita bun¢k [90,91],
vyvolani zastavy bunécéného cyklu, které je nasledovano ¢asovym usekem pro obnovu po-
Skozené DNA [92,93] a defekty v kaskad¢ signalizace apoptdzy [94]. Je proto ziejmé, ze
Castd komplikovanost terapie nddorovych chorob vede k hledani novych a G¢innéjsich 1é¢iv
1 terapeutickych cil.

Terapeuticka schémata musi vzit také v tivahu, o jaky typ nadoru jde: zda se jedna o so-
lidni tumory (pevné néadory, které metastazuji, vaskularizuji a dale rostou) nebo nadory
krevni tkanég, které ve vlastnim slova smyslu nemetastazuji. Nékterda antineoplastika je
mozné pouzit u obou strukturnich typii neoplazmat, ale existuji zde i specifické ptistupy.

Mezi chemoterapeutiky (alkylacnimi slou¢eninami, antimetabolity, antibiotiky, hor-
mony a ostatnimi typy) nasly uplatnéni také alkaloidy ptirodniho ptivodu: vinkristin [95],
vinblastin [96], kamptotecin [97], ptipadné jejich polosyntetické derivaty vinorelbin, vin-
desin a omacetaxin-mepesukcinat (derivat alkaloidu homoharringtoninu izolovany ze
stromu Cephalotaxus harringtonii (Knight ex J.Forbes) K.Koch), které jsou pouzivany pro
1é¢bu riznych typt nadort [95,98,99]. Tato alkaloidni cytostatika pfirodniho ptivodu vy-
znamn¢ snizila za poslednich 20 let imrtnost pacient na nddorova onemocnéni.

Onkologick4 onemocnéni jsou slozitd a zahrnuji komplexni faktory a z téchto divodl
je potiebné hledat kromé cytostatik nové moznosti terapeutickych strategii, napt. terapii
cytokiny, pouziti upravenych bun¢k, u solidnich tumort zajistit blokovani angiogeneze
v rostoucich metastazach a vyuzivat principti genové terapie — biologické 1€¢by — ovlivnéni
exprese genu spoustéjicich apoptézu, zaméteni na onkogeny, cilené tlumeni nadora zpro-
sttedkované aplikaci RNA k ,,uml¢ovani genti* (siRNAs) a dalsi. Velky vyznam maji ge-
netické screeningové sekvencni metody, aplikace magnetické a tepelné terapie (lokalizo-
van¢ a presné), imunoterapie, virova a nanocasticova terapie, inovace v radiometrii, zobra-
zovani a dal$i [66,100,101]. Mezi perspektivni potencidlni terapeutické ovlivnéni nadoro-
vych onemocnéni lze zatadit 1 pouziti antioxidacni terapie (pouZiti pfirodnich antioxidantl
samotnych [102—104] nebo v kombinaci s chemoterapii [105]), inhibici enzymii aldo-keto
reduktas, které hraji vyraznou roli v karcinogenezi nebo v aktivaci prokarcinogent aj.

[106,107].

3.2.3 Alkaloidy potencialné vyuZitelné v terapii nadorovych onemocnéni

Intenzivni zkoumani sloucenin pfirodniho plivodu vcetné alkaloidli piedstavuje cenny

zdroj potencialnich 1é¢iv a vadcich struktur pro vyvoj novych chemoterapeutik. Krome
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vyse uvedenych alkaloidii ispéSné pouzivanych v klinické praxi, jsou v soucasnosti zkou-
many alkaloidy raznych strukturnich typt, v€etné isochinolinovych, z nichz n¢které se na-
chéazeji v preklinickych fazich testovani a ¢ast znich se dostala do klinickych studii
[98,108,109]. Nize jsou uvedeni vybrani zastupci alkaloidd jako potencialni 1é¢iva pro te-
rapii té€chto chorob.

Berberin, protoberberinovy alkaloid, vykazoval v preklinickych studiich antineoplas-
tickou aktivitu vii€i cetnym nadorovym liniim. V soucasnosti probiha randomizovana, dvo-
jité zaslepend a placebem kontrolovana klinicka studie (fdze II/III), kterd mé urcit uc¢innost
této latky v prevenci relapsu kolorektalniho adenokarcimu u 1000 pacienti, u kterych bylo
toto onemocnéni diagnostikovano a Ié¢eno [98].

Pankratistatin, alkaloid pankratistatinového strukturniho typu, pisobil cytotoxicky viici
leukemickym bunkam a proti fad¢ dalsich typti nadord. Jeho vyhodou je vysoka selektivita
vici nddorovym bunikdm. Alkaloid indukoval apoptézu v nddorovych buiikach poklesem
mitochondridlniho membranového potencidlu a nezplisoboval zlomy ve vldknech DNA
[108]. Dalsi vyhodou jeho cytotoxického ucinku je zlepSeni autofagie v nddorovych buii-
kach [110]. V soucasnosti se pankratistatin nachazi v klinickém testovani [111].

U narciklasinu, rovnéz pankratistatinového strukturniho typu, byla nalezena v testech in
vitro/in vivo vyraznd cytotoxickéd/antitumorova aktivita, navozend rliznymi mechanismy
(indukci apoptozy, tvorbou komplexti s DNA, inhibici peptidyltransferasy v ribozomalni
podjednotce 60S a nékterymi dal$Simi procesy) [112]. Latka byla postoupena klinickému
testovani [111].

Lykorin, lykorinovy typ, patii k nejznamé&j$im a nejvice prozkoumanym slou¢enindm
s cytotoxickou aktivitou z alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae. Bylo u néj zjisténo, ze selek-
tivné inhibuje proliferaci lidskych nadorovych bunék SK-BR-3, SK-OV-3 a Hey1B, indu-
kuje apoptdzu u vybranych nddorovych linii (napt. HepG2, K562, U937 a HL-60) a vyka-
zuje cytotoxickou aktivitu vici velkému spektru nddorovych linii. Latka se stala pfedloho-
vou strukturou pro ptipravu derivatl s vyraznou cytotoxickou aktivitou [19,112,113].

Matrin, chinolizidinovy alkaloid, vykazuje slibné biologické ucinky k potencialnimu
vyuziti v terapii nddorovych onemocnéni — inhibuje proliferaci, tvorbu metastdz a rozsev
nadorovych bunék, zastavuje bunécny cyklus a indukuje apoptozu. Déle u n¢j bylo zjisténo,
ze alkaloid piisobi na nadorové bunky rezistentni vici antineoplastikiim a snizuje toxicitu
pouzivanych chemoterapeutik. Slou¢enina vykazuje 1 dalsi biologické aktivity vyuzitelné

v terapii jinych onemocnéni [114].
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Tetrandrin, bisbenzylisochinolinovy alkaloid, vykazuje Siroké antitumorové ucinky
vi¢i riznym typim nadord. Inhibuje proliferaci nadorovych buné¢k a indukuje
apoptdzu [19]. V pokusech in vitro/in vivo je siln€ cytotoxicky/antitumorove aktivni a sy-
nergizuje ucinek nékterych soucasné podavanych antineoplastik [115,116].

Chelidonin, terciarni benzofenanthridinovy alkaloid, vykazuje velice slibné u€inky jako
potencialni 1é¢ivo u nadort, u nichz se projevuje MDR. Chelidonin inhibuje P-gp a rezis-
tenci nadorovych bunéénych linii vii¢i doxorubicinu, indukuje apoptdzu, inhibuje CYP3A4
a GST. Alkaloid synergizuje cytotoxicky uc¢inek dalSich chemoterapeutik [19,117].

Noskapin, ftalidisochinolinovy alkaloid, inhibuje progresi riznych nddorovych bun¢k
a indukuje v nich apoptézu. Mechanismus ptlisobeni je zalozen na zastaveni déleni bunck
v metafazi — vaze se na tubulin v jiném misté nez paklitaxel, tudiz lze tento alkaloid poten-
cialn¢ pouzit u paklitaxel-rezistentnich nadort. U alkaloidu bylo zjisténo, ze mtize ovlivnit
nadorovou rezistenci a zesilovat u€inek dalSich chemoterapeutik (napf. vinkristinu, doxo-
rubicinu). Jeho velkou vyhodou je fakt, ze se uz delsi dobu klinicky pouZziva jako antitusi-
kum, které vykazuje velice nizkou toxicitu. Velice slibné antineoplastické u¢inky vykazuji
ijeho derivaty [118,119].

Spektrum novych potencialnich perspektivnich cytotoxicky/antitumorové piisobicich
alkaloidii je mnohem S$irSi, o ¢emz svéd¢i i celd fada ptehledovych ¢lankli napf.

[19,98,108-110].
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4 BIOLOGICKA AKTIVITA ISOCHINOLINOVYCH ALKALOIDU A AL-
KALOIDU CELEDI AMARYLLIDACEAE

Isochinolinové alkaloidy (IA) a amarylkovité alkaloidy (AA) ptedstavuji v pfirod¢ jednu
chézet z mnoha chemickych struktur. IA jsou v rostlindich pomérné Siroce rozsifeny — jsou
charakteristickymi sekundarnimi metabolity v Celedich fadii Ranunculales (Papaveraceae,
Ranunculaceae, Menispermaceae a Berberidaceae), Laurales (Lauraceae a Monimiaceae),
Magnoliales (Magnoliaceae a Annonaceae), Liliales (Colchicaceae), Sapindales
(Rutaceae), a Caryophyllales (Cactaceae), sporadicky se vyskytuji napt. v ¢eledich Rubia-
ceae a Fabaceae [120,121]. Naopak, vyskyt AA je vyrazné uzky, tyto alkaloidy jsou pfi-
tomny jen v Celedi Amaryllidaceae, zejména v rodech Galanthus L., Lycoris Herb., Ama-
ryllis L., Lecojum L., Boophone Herb., Haemanthus L., Hippeastrum Herb., Hymenocallis
Salisb., Chlidanthus Herb., Clivia Lindl., Zephyranthes Herb., Nerine Herb., a dalSich
[13,17,18,122-126].

Je nutné pfipomenout, Ze oba typy alkaloidil spolu uzce souviseji, obecné jsou fazeny
mezi isochinolinové alkaloidy, protoze vychazeji biogeneticky z L-fenylalaninu a L-tyro-
sinu [120]. Nicméné mnozi autofi zafazuji AA do samostatné skupiny, protoze vznikaji
z vySe uvedenych aminokyselin specifickou biosyntézou, tzv. norbelladinovou cestou
[127]. Vzacn€ mohou byt AA syntetizovany i jinou biosyntetickou cestou jak je vidét u al-
kaloidi mesembranového typu, které jsou hojné zastoupené v rodu Sceletium (L.) N.E.
(Obr. 3) [112,120,122].

Biologické uciny obou typu alkaloidi maji urcité odliSnosti, ale n€které ti€inky jsou
velmi blizké. Je to dano poctem zastupcti, resp. strukturou alkaloidnich typl. U IA byla
zjiSténa aktivita analgetickd, cytotoxickd, antibakterialni, antifungélni, antiflogisticka,
spasmolyticka, antimitotickd, cholagogni, sympatomimeticka, antihypertenzni, halucino-
genni a antitusickd, déle je zndma inhibice MAO, AChE a BChE a dalsi [14,120,16,128].
Mezi hlavni biologické ucinky AA patii inhibice AChE a BChE a protinddorova aktivita,
dale antiviroticka, antifungalni, antibakterialni, analgeticka, antiflogisticka a antimalaricka
aktivita aj [112,122]. Piehled hlavnich a vyznamnych [A a AA, spole¢né s biologickymi

ucinky a jejich praktickou vyuzitelnosti jsou uvedeny v Tab. 1.
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Obr. 3 Zakladni skelety hlavnich strukturnich typi IA a AA; upraveno [112,120].

V ramci tohoto pfehledu je nutné uvést poznamku k uvedenym zékladnim typim [A
a AA. Mezi IA jsou obvykle fazeny i tropolonové alkaloidy napt. kolchicin, jehoZ biosyn-

téza vychazi z L-fenylalaninu a L-tyrosinu, z kterych vznika v n€kolika krocich intermediat
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O-methylandrocymbin s isochinolinovym skeletem, ktery dal§imi reakcemi pfechdzi na

kolchicin [129].

Tab. 1 Pfehled vyznamnych IA a AA, jejich biologické tcinky a vyuziti.

Alkaloid Biologicky ucinek Praktické pouziti
berbamin cytotoxicky [130], imunosupresivni [131], potencialni antineoplasti-
protizanétlivy [132] a antihypertenzni [133] kum [119]; terapie psori-
azy [134]
berberin antibakterialni (in vitro Staphylococcus, Strepto- potencialni 1é¢ivo u AD
coccus, Salmonella, Proteus, Vibrio aj.), fungicidni, [61] a dalSich nemoci
antiprotozoalni (Leshmania, Plasmodium) [120], inhi- [136]
bice AChE, BChE [128] a MAO [61]; cytotoxicky,
antiflogisticky, antihyperlipidemicky, antidiabeticky
(diabetes mellitus typ 2) aj. [135,136]
boldin cholereticky [120]; hepatoprotektivni, protizanétlivy cholagogum [120]; po-
[137], antiprotozoalni efekt a cytotoxicky [138], tencialné vyuzitelny ex-
antioxidacni a antiradikalovy [140] terné¢ v dermatologii, pfi
1é€bé mozkové, srdeéni
a enteropatické ischemie
a chorob souvisejicich
s metabolickym syndro-
mem [140]
galanthamin selektivni, reversibilni, kompetitivni inhibitor AChE; terapie AD [141]
alostericky modulator nikotinovych receptord [140]
glaucin antitumorovy [142]; antiprotozoalni, antiagregacni antitusikum [144]
[143], antibakteridlni (Helicobacter pylori), antioxi-
daéni a scavengerovy [140]
haemanthamin antiproliferaéni a  cytotoxicky, antiprotozoalni potencialni antineoplasti-
(Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei rhode- kum a antiprotozoikum
siense, T. cruzi, Entamoeba hystolytica, Leshmania [146]
donovanii) [146]
chelerythrin antitumorovy [146], antibakterialni (zabranéni tvorby potencialni antineoplasti-
biofilmu S. aureus, S. epidermidis) [147,148], protiza- kum [150]
nétlivy (p.o. aplikace) [149]
kodein analgeticky, antitusicky [120] antitusikum [120]
kolchicin cytotoxicky, protizanétlivy, ovlivnéni hyperurikemie dfive antiuratikum, cen-

(dny) [120];

tralné puasobici myorela-
xans thiokol-

chikosid) [95]

(derivat
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Tab. 1 Prehled vyznamnych IA a AA, jejich biologické ucinky a vyuZiti (pokracovani).

Alkaloid Biologicky ucinek Praktické pouZiti

lykorin cytotoxicky, antiviroticky (poliovirus, virus pravych dfive jako potencialni an-
nestovic a SARS-asociovany koronavirus), antifun- tineoplastikum [113]
galni (Saccharomyces cerevisiae), antiprotozoalni
(Trypanosoma brucei) [112]

morfin analgeticky (agonista opiodnich p receptort), eufo- anodynum [95]
ricky (vznik psychické a somatické zavislosti), utlum
dechového centra, zvySeni tonu hladkého svalstva
GIT, svalstva urogenitalniho traktu, snizeni tonu dé-
lohy aj. [95]

narciklasin cytotoxicky (indukce apoptoézy, tvorba komplexti potencialni antineoplasti-
s DNA, inhibice peptidyltransferasy v ribozomalni kum [112]
podjednotce 60S), baktericidni (Corynebacterium fas-
cians), antifungalni (Candida albicans) a antiviroticky
(RNA viry hemoragické horec¢ky reprezentované fla-
viviry a bunyaviry) [112]

noskapin antitusicky (slabsi nez kodein, pisobi centralnim me- antitusikum [120], poten-
chanismem, nikoliv pfes klasické opioidni receptory) cialni antineoplastikum
a slaby bronchodilataéni, [120]; antitumorovy [119,151]
[119,151]

pankratistatin vyznamny cytotoxicky (leukemické bunky), rovnéz potencidlni antineoplasti-
ucinny proti celé fadé dalSich typti nadort [112] kum [112]

papaverin spasmolyticky na hladké svalstvo [95]; selektivni inhi- spasmolytikum [95]
bitor PDE-10 (protizanétliva a neuroprotektivni akti-
vita) [152]

protopin spasmolyticky, antiviroticky, antiprotozodlni (L. do- spasmolytikum hladkého
novani, P. flaciparum); nematocidni (Strongyloides svalstva GIT [120]; ne-
ratti, S. venezuelensis); chemoprotektivni a antioxi- matocidum  (Zivoc¢i$na
daéni (hepatoprotektivni, antioxidaéni — snizeni pero- vyroba) [154]
xidace lipidl a poskozeni bun€k), antiagregacni, neu-
roprotektivni, protizanétlivy, cytotoxicky [153]

sanguinarin antitumorovy, protizanétlivy (p.o.) [146,149], antibak- potencialni  adjuvantni
teridlni (methicilin rezistentni S. aureus) [155] antineoplastikum [146],

diive v ptipravcich
k ustni hygieng [149]
tetrahydropalmatin  analgeticky, sedativni, a anxiolyticky [120] v TCM jako analgetikum

(Corydalis turtschanino-
vii Besser) [120]
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Tab. 1 Prehled vyznamnych IA a AA, jejich biologické ucinky a vyuZiti (pokracovani).

Alkaloid Biologicky ucinek Praktické pouziti

tetrandrin antihypertenzni a koronarné vazodilatacni (blokator potencialni antineoplasti-

Ca?" kanali) [120], antiprotozoalni [156], antineoplas- kum [157], antihyperten-

ticky, protizanétlivy a imunosupresivni [131] zivum [158] a antimalari-
kum [156]
thebain analgeticky a narkoticky [120], stimula¢ni a konvul- prekurzor pro syntézu

zivni aktivita na CNS (antagonista glycinovych recep- morfinu [161]

tortt) [159], zptisobuje kongenitalni malformace [160]

4.1 Studované taxony

V ramci vyzkumné ¢innosti skupiny ADINACO, zabyvajici se isochinolinovymi alkaloidy
s.l., spocivalo moje zaméfeni v izolaci alkaloidll a studiu jejich biologické aktivity u vy-
branych taxoni =z celedi Papaveraceae: Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte
[12,16,162,163], Fumaria officinalis L. [164], Eschscholzia californica Cham. [165], Ar-
gemone platyceras Link & Otto [166]; Monimiaceae: Peumus boldus Molina [167];
a Amaryllidaceae: Nerine bowdenii W. Watson [123], Narcissus pseudonarcissus L. cv.
Dutch Master [18], Narcissus L. cv. Sir W. Churchill [168], Narcissus poeticus L. cv. Pink
Parasol [17], Chlidanthus fragrans Herb. [125] a Zephyrantes citrina Baker [169].

4.2 Cholinesterasova inhibic¢ni aktivita alkaloidu

Hledani novych potencialnich inhibitorit AChE a BChE z pfirodnich zdroju je stale véno-
véana zna¢na pozornost, nebot’ spektrum pouZivanych léCiv je zké a navic bylo zjisténo, ze
inhibitory cholinesteras vykazuji 1 dal$i neuroprotektivni ti€inky. Inhibice cholinesteras se
méii nejCastéji Ellmanovou spektrofotometrickou metodou [170]. Porovnani inhibi¢nich
aktivit slouc¢enin uvedenych v literatue, které jsou nej€astéji vyjadiené jako hodnoty inhi-
bi¢ni koncentrace (ICso), je velice nesnadné. Tato obtiZznost je dana jinymi podminkami
méteni ve studiich (koncentrace substratil, teplota méteni, doba reakéniho ¢asu) a zejména
pouziti riznych zdroji cholinesteras [171]. Nejc€astéji jsou v testech pouzivany eeAChE
[172], hrAChE [12], egAChE [16] nebo e/AChE [166], jako zdroj BChE ptichdzi v tvahu
hBChE [16], h¥BChE [173] nebo egBChE [174]. Pouziti riznych zdroji enzym vede u n¢-
kterych sloucenin k rozdilnym hodnotdm ICso, které se mohou vyznamné lisit (v desitkach

az stovkach uM) [153,166].
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Obvykle nebyva v publikovanych pracich blize definovéana cholinesterasova inhibicni
aktivita slouc¢enin vyjadfend inhibi¢ni konstantou (Kj), pfipadné konstantou podle Michae-

lise-Mentenové (Km), a tak porovnani ziskanych dat je spiSe obrysovou zélezitosti.

4.2.1 Isochinolinové alkaloidy

Taxony Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte, Fumaria officinalis L., Eschscholzia cali-
fornica Cham., Argemone platyceras Link & Otto a Peumus boldus Molina obsahujici jako
hlavni sekundarni metabolity IA, byly vybrany ke studiu inhibi¢ni aktivit alkaloidi viaci
lidskym cholinesterasam (AAChE, ABChE) na zaklad¢ obvyklého postupu v pracovni sku-
pin¢ ADINACO: po provedeni literarni reserse byly z vybranych taxonil ptipraveny alka-
loidni extrakty, které byly podrobeny screeningu na inhibi¢ni aktivitu viéi AAChE
a hBChE za pouziti modifikované Ellmanovy metody a referen¢nich sloucenin (galantha-
minu, huperzinu A a fysostigminu) s provedenim kvantifikace biologické aktivity téchto
extraktd [123,168,175]. Diive pouzivana bioautograficka metoda pro screening cholineste-
rasové inhibi¢ni aktivity na TLC kvantifikaci neumoziiovala [176]. Soucasné byla u alka-
loidnich extraktii provedena GC-MS analyza pro predikci pfitomnosti alkaloidd v extrak-
tech napt. [168,175]. Z vyse uvedenych studovanych taxont vykazujicich zajimavou inhi-
bicni aktivitu vii¢i cholinesterasam (s hodnotami ICsp <100 pg/ml; Tab. 2), byly izolovany
alkaloidy riznych strukturnich typl a byla stanovena jejich inhibi¢ni aktivita vii¢i FPAChE
a hBChE.

Tab. 2 Inhibi¢ni aktivita alkaloidnich extrakti ze studovanych taxoni vii¢i ZAChE a h/BChE

Dokoncené studie taxond ICso (ng/ml) Cit.
hAChE (pg/ml) hBChE
Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte 91,5+4,6 26,5+ 1,4 [171]
Fumaria officinalis L. 39,2+2,0 40,3+ 1,1 [164]
Eschscholzia californica Cham. -2 -2 [177]
Argemone platyceras Link & Otto 15,7+2,9 255+ 1,8 [166]
Peumus boldus Molina 69,7+ 11,2 469+ 7,1 [167]
galanthamin® 0,49 + 0,02 12,2+ 0,4 [166]
huperzin A® 8,0+0,24 x 103 >242 [166]
fysostigmin® 17,3+£0,28 x 103 35,8+ 1,1 x 10° [166]
b

# aktivita extraktu byla sledovana autobiografickou metodou na TLC bez kvantitativniho vyjadfeni; ° refe-

renéni slouc¢enina
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Na zaklad¢ literarnich udajt byla cholinesterasova inhibicni aktivita isochinolinovych
alkaloidii prokézéana u téchto strukturnich typii: jednoduché isochinoliny, protoberberiny,
protopiny, pavinany, (pro)aporfiny, benzofenanthridiny, benzylisochinoliny a bisbenzyli-

sochinoliny [14,54,128,153,165,178-183].

4.2.1.1 Protoberberinové alkaloidy

Vzhledem ke kladnému naboji na atomu dusiku, planarité a rigidité molekul jsou in
vitro kvarterni protoberberinové alkaloidy silnymi inhibitory cholinesteras s aktivitou lepsi
nez jejich terciarni analoga (berberin, Obr. 4; palmatin, koptisin, epiberberin) [128,184], na
které¢ byly studie pracovni skupiny ADINACO zaméteny. Je zde ovSem dosud ne zcela
vyfeSeny problém, tykajici se prechodu kvartérnich alkaloidti ptes HEB, ktery bude v pfi-
protoberberinové alkaloidy je typické, ze vyrazngji inhibuji AChE nez BChE [128]. Tato
selektivita viici AChE koreluje s vysledky izolovanych tercidrnich alkaloidii ze studova-
nych taxont, které lze z hlediska inhibice ABChE poklédat za neaktivni (ICso >100 uM)
[16,163,164], vaci hAChE byla zjiSténa vyraznd inhibice u (+)-thaliktrikavinu, (+)-kana-
dinu a (+)-korydalinu (Obr. 4) [12,16]. Pii stanoveni selektivity a typu inhibice (+)-kana-
dinu a (+)-thaliktrikavinu vii¢i ArAChE byly pro oba alkaloidy vypocteny hodnoty ICso
aK; ve stovkach nM: (+)-kanadin vykazoval hodnoty ICso = 0,70 + 0,07 uM
aKi=1289+44,0 nM, =zatimco (+)-thaliktrikavin mél stanovené hodnoty
ICs0=10,38 £0,05 uM a K; = 174,3 + 56,9 nM. Ze zjisténych dat se ukazalo, Ze oba alka-
loidy jsou silnymi a selektivnimi kompetitivnimi inhibitory ZAChE s podobnou aktivitou
jako galanthamin a na zaklad€ predikce maji schopnost prochazet pasivni difuzi pfes HEB
[12]. Nésledné provedena in silico vypocetni studie ukazala, ze (+)-kanadin a (+)-thaliktri-
kavin se vazi do aktivniho centra ZAChE na stejnou podjednotku jako se vaze ACh
(Obr. 5) [12].

Ze vztahu struktura-t¢inek vyplyva, Ze pro zachovani signifikantni inhibice AChE je
zasadni, aby protoberberinové alkaloidy obsahovaly v pozici C-2 a C-3 methylendioxysku-
pinu, jeji otevieni vede nasledné k poklesu aktivity [12,16,128]. Pfitomnost methylové sku-
piny v poloze C-13 naopak mirn€ zvySuje inhibi¢ni aktivitu [12]. V piipad¢ terciarnich de-
rivatl je zaroveil nutné pro zachovani inhibice AChE skute¢nost, Ze se musi se jednat
o (+)-isomery: napt. (—)-kanadin, izolovany z Hydrastis canadensis L., byl shledan vici

ACHhE jako neaktivni (ICso >100 uM) [186].

34



o0\ 0\
H5C o 0
o OH H,CO N

OCH,

R' = -CHj ()-korykavidin _ .
(+)-korynolin berberin

R'=-H protopin

H,CO

(+)-thaliktrikavin R! + R? = -O-CH,-O-; R® =11 CHj
(+)-korydalin ~ R'=R2?=-OCHj3; R ="' CHs
(+)-kanadin R! + R2 = -0-CH,-O-; R® = -H

I O
N?
o) R277 7 "CHs
0 2 T SEASR?
| ,

R5
escholamin (+)-retikulin R!=R*=-OCH,; R? = R3 = -OH: R® = -H
(+)-methylkoklaurin R'=-OCHj5; R =R*=-OH; R®=R%=-H
(+)-kanadalin R'+ R2 =-0-CH,-0-; R® = R*= -OCHj; R® = -CHO

(+)-1-(3-hydroxy-4-methoxybenzyl)-2-methyl-6,7-methylendioxy-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin R' + R? = -O-CH,-O-; R3 = -OH; R* = -OCHj,

,CH3

I_‘N
o QQ 0

H5CO OCH,

(+)-bulbokapnin R'+ R? = -OCH,0-; R? -OCH,; R* = -OH (-)-pallidin
(+)-korydin R' =-OH; R? = -OCHj; R® = R* = -OCHj;

(-)-kalifornidin

)-munitagin R' = R® = -OH; R? = R* = -OCHj; R® = -H

(_
(-)-karyachin R' + R? = -OCH,0-; R® = -H; R* = -OCHj3; R% = -OH

Obr. 4 Vybrané IA s inhibi¢ni aktivitou vii¢i cholinesterasam (ICso <100 pM).
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Zaveérem je mozné konstatovat, ze (+)-kanadin a (+)-thaliktrikavin se jevi jako perspek-
tivni latky pro dalsi studium, které vykazuji minimalni akutni toxicitu a také byly shledany

jako cytotoxicky neaktivni vi¢i vybranym bunéénym nadorovym liniim [187,188].
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Obr. 5 Docking (+)-thaliktrikavinu (A, B) a (+)-kanadinu (C, D) v aktivnim misté AAChE [12].

4.2.1.2 Aporfinové alkaloidy

Aporfinové alkaloidy predstavuji do urcité miry Siroce probadanou skupinu IA, mezi kte-
rymi byly nalezeny slouceniny s vyraznou inhibicni aktivitou vii¢i cholinesterasam (epiga-
nin, dehydrodecentrin, roemerin, dicentrin, liriodenin aj.) [179,189-192]. Z vysledk na-
Sich studii vyplynulo, Ze aporfinové alkaloidy izolované z Corydalis cava (L.) Scheigg.
& Koerte a P. boldus Mol. byly shledany z hlediska inhibice #ZAChE jako neperspektivni
pro dalsi studium (ICso >100 uM) [167]. ABChE byla inhibovana pouze (+)-bulbokapninem
(Obr. 4), ktery vykazoval stiedné silnou aktivitu s hodnotami ICso = 67,0 = 2,1 uM [16].
Tento alkaloid nepifedstavuje potencialni latku pro vyvoj selektivniho silného inhibitoru
hBChE, zvlasté kdyz je fazen mezi toxické slouCeniny (navozuje katatonii) [193].

Pti porovnani vysledkt inhibice cholinesteras pisobenim aporfinovych alkaloidii izo-
lovanych v pracovni skupiné¢ ADINACO, lze nalézt u alkaloidu (+)-boldinu shodu s litera-
turou [194,195]. V ptipad€ cholinesterasovych aktivit (+)-bulbokapninu a (+)-korydinu
(Obr. 4), uvadi Adsersen a spol., Ze (+)-bulbokapnin inhiboval AChE 1 BChE (ICs ecachi
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=40 + 2 uM, ICso ¢gBche = 83 + 3M), zatimco (+)-korydin egBChE (ICso = 52 + 4 uM)
a vii¢i eeAChE byl neaktivni (ICso >100 uM) [181]. V této publikaci nebyly pouzity lidské
cholinesterasy a z vysledk je znova patrné, ze zdroj enzymu je jednim z faktord, které
hraji dtilezitou roli pfi stanoveni cholinesterasové aktivity téchto alkaloidi.

Ze vztahu struktura-ucinek je patrné, Ze pro zachovani cholinesterasové inhibi¢ni akti-
vity aporfinovych alkaloidll je nezbytna pfitomnost 5¢etného cyklu (bulbokapnin) [16],
tvofené¢ho methylendioxyskupinou v poloze C-1/C-2, ptipadné otevieni tohoto kruhu vede
ke ztrat¢ aktivity (korydin, boldin, norisoboldin, N-methyllaurotetanin, laurotetanin)
[16,167]. Tyto poznatky z pracovni skupiny ADINACO koreluji s daty publikovanymi ve
studii Donga a spol. [179], kteti udavaji, Zze silnymi inhibitory jsou aporfinové alkaloidy,
které maji ve struktufe navic ptitomnou dvojnou vazbu v poloze C-6a a C-7. ZvysSeni cho-
linesterasové inhibi¢ni aktivity u aporfinovych alkaloidi zvySuje pfitomnost kvarterniho

dusiku [128].

4.2.1.3  Pavinanové alkaloidy

Z hlediska inhibice AChE a BChE pfedstavuji pavinanové alkaloidy skupinu velice malo
studovanych IA. Mimo studii z naseho pracovisté byla publikovdna jen jedna prace
(Stejskal a spol.) pted 35 roky [180]. Mezi pavinanovymi alkaloidy byly ve studiich
skupiny ADINACO izolovany 3 alkaloidy s inhibi¢ni ZAChE aktivitou: (—)-kalifornidin
(ICso = 36,7 £ 0,9 uM), (—-)-karyachin (ICso = 19,6 = 0,4 pM) a (—)-munitagin
(ICs0 = 62,3 £ 5,8 uM; Obr. 4), ostatni alkaloidy byly viici ZAChE shledany jako neaktivni
(ICs0 >100 uM).

Z nalich studii také vyplynulo, Ze izolované pavinanové alkaloidy nevykazovaly
vyznamnou inhibi¢ni aktivitu ABChE (ICso >100 uM). V uvedené publikaci Stejskala a kol.
bylo popséano, ze pavinanové alkaloidy jsou jen slabymi inhibitory cholinesteras. Nicméng,
ze vztahu struktura-ucinek vyplyva, Ze nejsiln€j$i inhibice byla dosazena, jestlize
na pavinanovém skeletu byla v poloze C-2/C-3 methylendioxyskupina (kalifornidin,
karyachin). Otevieni 5¢etného kruhu v poloze C-2/C-3 vedlo k poklesu inhibi¢ni aktivity
a bylo prokazano, Ze ptitomnost kvarterniho dusiku inhibici #ZAChE nezvySuje [165,166].

4.2.1.4  Benzyltetrahydroisochinolinové alkaloidy

Alkaloidy tohoto strukturniho typu ptedstavuji zdroj potencialné zajimavych iChEs (napf.
escholamin; Obr. 4) [171]. Velice slibnych vysledkll bylo dosaZeno 1 v ptipadé€ synteticky
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piipravenych derivati benzyltetrahydroisochinolinovych alkaloida [196,197]. Ve studiich
provedenych skupinou ADINACO byla detekovana nezanedbatelna inhibi¢ni aktivita al-
kaloidt tohoto strukturniho typu vici ABChE u (+)-retikulinu (ICso = 33,6 £ 3,0 uM),
(+)-methylkoklaurinu (ICso = 15,0 + 1,4 uM) [167] a (+)-1-(3-hydroxy-4-methoxybenzyl)-
2-methyl-6,7-methylendioxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolinu (ICso = 27,8 £+ 0,4 uM), nové
izolovaného alkaloidu z Eschscholzia californica Cham. [165]. Vic¢i AAChE byly tyto al-
kaloidy neaktivni (ICso >100 puM). Naopak (+)-kanadalin (Obr. 4), izolovany z Corydalis
cava (L.) Schweigg. & Koerte, vykazoval dualni uc¢inek na cholinesterasy: vyraznégji inhi-
boval AAChE (ICso rache =20,1 + 1,1 uM) nez ABChE (ICso = 85,2 £2,2 uM) [16]. Pfestoze
studované alkaloidy vykazovaly zajimavou inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu, nedosa-
hovaly ucinkli srovnatelnych se standardy (Tab. 2). Lze fici, ze z hlediska inhibice choli-
nesteras neptredstavuji tyto latky potencialni struktury pro dalsi studium.

Ze vztahu struktura-ucinek izolovanych slouc¢enin vyplyva, ze pro zachovani vyznamné
inhibice ABChE u C-6, C-7 substituovanych benzyltetrahydroisochinolinovych alkaloidi
(+)-retikulinu, (+)-N-methylkoklaurinu a (+)-1-(3-hydroxy-4-methoxybenzyl)-2-methyl-
6,7-methylendioxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolinu je nutné, aby v poloze C-3" nebo C-4’
na benzylovém substituentu byla pfitomna hydroxylova skupina. V piipad¢ ptitomnosti
pouze methoxyskupin inhibi¢ni aktivita viici ABChE vyrazné klesa, jak bylo zjiSténo napf.
u (+)-kanadalinu [16] nebo (+)-laudanosinu izolovaného z Argemone platyceras Link
& Otto [166]). Pro vystupniovani inhibi¢ni aktivity vii¢i ZAChE je nezbytna pfitomnost me-
thylendioxyskupiny v poloze C-6/C-7 na isochinolinovém skeletu, spolecné s pfitomnosti
methoxyskupin v poloze C-3" a C-4" (Obr. 4).

Inhibi¢ni AAChE aktivita (+)-kanadalinu (ICso = 20 uM, [16]), ktery je n€kdy oznaco-
van jako alkaloid sekoberberinového strukturniho typu [198], nedosahovala intenzity inhi-
bovat cholinesterasy v takové mife jako kvarterni protoberberinové alkaloidy. Diivodem je,

ze (+)-kanadalinu chybi planarni, rigidni struktura [128].

4.2.1.5 Dalsi strukturni typy

Ze studovanych taxont ve skupiné ADINACO byly v dostatecném mnozstvi pro biolo-
gické testy izolovany alkaloidy 1 dalSich strukturnich typl: protopiny (allokryptopin, pro-
topin, (£)-korykavidin, kryptopin a (—)-korykavamin), benzofenanthridinovy alkaloid

(+)-korynolin, morfinanové¢ alkaloidy (—)-sinoakutin a (—)-pallidin, spirobenzylisochino-
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liny (+)-fumaritin, (—)-fumarofycin, (+)-parfumin a ftalidisochinolinovy alkaloid (+)-biku-
kulin [164,165,167]. Z vyse uvedenych alkaloidi vykazoval inhibi¢ni cholinesterasovou
aktivitu jen alkaloid (#)-korykavidin (Obr. 4) se stfedni intenzitou inhibice #BChE
(ICs0 = 46,2 + 2,4 uM), viici AAChE byl neaktivni (ICso >100 uM; [16]). Lze tedy fici, ze
(£)-korykavidin se nejevi jako potencialné perspektivni farmakofor pro dal$i podrobnéjsi
vyzkum z hlediska inhibice cholinesteras.

Srovname-li publikované vysledky skupiny ADINACO s udaji v literatuie, narazime
u nékolika uvedenych alkaloidii na rozdilné udaje o aktivité viici cholinesterasam. U pro-
topinu (Obr. 4) byla diive publikovana nezanedbatelnd inhibice vii¢i eeAChE a mcAChE
(ICs0 ~ 16 uM) [199,200]. Také u (+)-korynolinu byla zjisténa vyraznd inhibicni aktivita
vici mcAChE (Obr. 4). Latka byla shledana nekompetitivnim a reverzibilnim inhibitorem
(ICs0=30,6 uM) [183]. V roce 2019 byl publikovan ¢lanek, ve kterém vykazoval (-)-palli-
din (Obr. 4) stiedné silnou inhibici eeAChE (ICso = 63,4 uM) [201]. Opét je mozné kon-
statovat, Ze nejvyznamnéjsi roli pii stanoveni inhibi¢niho potencidlu hraje zdroj pouzitého
enzymu.

Bisbenzylisochinolinové alkaloidy nebyly v ramci mych studii izolovany, nicméné
predstavuji alkaloidy s vyznamnou cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitou. [14,202,203].
Jako priklad Ize uvést (+)-aromolin (Obr. 4), izolovany z Berberis vulgaris L. Dr. Annou

Hostalkovou, ktery vyznamné¢ a selektivné inhiboval ABChE (ICso = 0,8 £ 0,1 uM) [14].

4.2.2 Alkaloidy amarylkovitych rostlin

PrestoZe by se mohlo zdat, Ze vyzkum z pohledu izolaci AA je uZ ptekonan (prvni vy-
znamny inhibitor AChE a v soucasnosti terapeuticky uzivany alkaloid u AD — galanthamin
byl izolovan uz v 50. letech z Galanthus woronowii Losinsk. [204]), opak je pravdou.
Sveéd¢i o tom Cetné publikace z poslednich let nejen z naSeho pracovisté, ale i1 ze zahrani¢ni.
Z amarylkovitych rostlin jsou stale izolovany nové slouceniny [17,18,122,205-208], do-
chazi k revizim struktur diive publikovanych slouc¢enin [209] a jsou pfipravovany derivaty
s vyraznou biologickou aktivitou [146,210-212].

V ramci screeningu novych potencidlnich inhibitorti cholinesteras byly ve skupiné
ADINACO testovany desitky alkaloidnich extraktii z vybranych botanickych druhii a pés-
tovanych odrtid rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae [168,175,213,214]. Vybrané extrakty s vy-
raznou inhibici AAChE a A/BChE jsou uvedeny nize (Tab. 3). Taxon Nerine bowdenii Wat-
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son byl vybran pro blizsi studium biologickych aktivit diky vyznamnému obsahu krinano-
vych alkaloidi [215], Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master a Narcissus poeticus
cv. Pink Parasol byly selektovany na zaklad¢ piitomnosti homolykorinovych alkaloidi
[168], které patii z hlediska izolace i biologickych aktivit k malo probadané skupin¢ AA.
Chlidanthus fragrans Herb. byl vybran pro izola¢ni praci na zdkladé GC-MS analyzy alka-
loidniho extraktu, ktera potvrdila pfitomnost 15 alkaloidii patficich do 5 strukturnich typt
(byly detekovany galanthaminové, krinanové, belladinové, tazettinové a lykorinové alka-
loidy). Taxon Zephyrantes citrina Baker byl vybran pro blizsi studium biologickych aktivit
na zaklad¢ obsahu krinanovych a lykorinovych alkaloid [216] a slibné cholinesterasové

inhibi¢ni aktivité sumarniho alkaloidniho extraktu vii¢i ZAChE a ABChE (Tab. 3).

Tab. 3 Inhibi¢ni aktivita alkaloidnich extrakti u vybranych studovanych taxoni a péstovanych odrid
rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae vii¢i FAChE a hBChE.

Studované taxony ICso hAChE (ng/ml) ICso hBChE (pg/ml) Cit.
Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch 255+0,8 62,9+1,9 [175]
Master

Narcissus poeticus cv. Pink Parasol 191,3 £20,2 3,3+0,5 [168]
Narcissus L. cv. Sir Winston Churchill 23,0+£5,2 41,3+ 6,4 [168]
Chlidanthus fragrans Herb. 20,1 +2,9 136,8 + 6,9 [217]
Nerine bowdenii W. Watson 87,9+ 3,5 14,8+ 1,1 [215]
Zephyrantes citrina Baker 6,02 +0,6 23,0+2,5 -2
galanthamin® 0,49 +£0,02 12,2+0,4 [166]
huperzin A® 8,0+0,24 x 103 >242 [166]
fysostigmin® 17,3+£0,28 x 1073 35,8 +1,1 x 107 [166]

2 nepublikované vysledky skupiny ADINACO; ® referenéni latka

Z udaju v literatufe je znamo, Ze silnymi inhibitory AChE jsou alkaloidy galanthami-
nového typu, slabsi inhibi¢ni aktivita vii¢ci AChE byla nalezena u alkaloidli lykorinového
typu [178,218]. Z hlediska inhibice ABChE se jevi jako velice perspektivni slouceniny nor-
belladinového a galanthamin-galanthindolového (narcikachninového) strukturniho typu

izolované na naSem pracovisti [13,17,18,169].

4.2.2.1 Galanthaminovy typ

Nejznaméjsim alkaloidem tohoto strukturniho typu je galanthamin, ktery byl zaveden do
klinické praxe pro terapii AD v roce 2001 a ptisobi jako selektivni, reversibilni a kompeti-
tivni inhibitor AChE s alosterickou modulaci nikotinovych receptort [140]. Galanthamin

je hojné zastoupen ve vétsin€ taxont této Celedi [178,219]. Pro zachovani vysoké aktivity
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alkaloidii tohoto strukturniho typu je nezbytné, aby obsahovaly cyklohexenovy kruh s hyd-
roxylovou skupinou, terciarni atom dusiku s navazanym alkylovym substituentem a met-
hoxyskupinu na aromatickém jadie. Sanguinin vykazuje desetindsobn¢ vyssi inhibi¢ni ak-
tivitu AChE (ICs0 = 0,10 = 0,01 uM) nez galanthamin (ICso = 1,07 + 0,18 uM [218], ktera
je vysvétlovana pritomnosti hydroxyskupiny na aromatickém jadie. K zlepSeni inhibi¢ni
aktivity viac¢i AChE dochazi i v pfipad¢ substituce atomu dusiku (N-allylnorgalanthamin;

ICs0 = 0,18 uM a N-(14-methyl)allylnorgalanthamin; ICso = 0,16 uM; Obr. 6) [220].

galanthamin R'=-H; RZ=R®%=-CH,
sanguinin R'=R%=-H: R®=-CH,
chlidanthin R'=R3=-CH;; R?=-H
N-allylnorgalanthamin R'=-H; R? = -CHj; R® = -CH,CH=CH,

N-(14-methyl)allylnorgalanthamin R' = -H; R? = -CHj; R3 = -CH,C(CH3)=CH,

H3CO 0 O O
< N
H,CO N o
O

lykorin R'=R?=-H assoanin oxoassoanin
1-O-acetyllykorin R'=-COOCH;; R?=-H
1,2-di-O-acetyllykorin R' = R? = -COOCH;;

Obr. 6 AA s vyraznou inhibi¢ni aktivitou vi¢i AChE (ICso <100 pM).

PrestoZe sanguinin a N-alkylované derivaty galanthaminu vykazuji vyraznou inhibi¢ni
aktivity vii¢i AChE, jejich klinickému vyuZiti brani vyssi polarita (sanguinin), ktera limi-
tuje ptechod pres HEB a obecné i nizky obsah v rostlindch oproti galanthaminu. Z izola¢-
niho hlediska jsou latky obtizné ziskatelné, a pokud nebude nalezen zdroj anebo zpiisob
jejich ptipravy, jsou tyto alkaloidy neperspektivni pro podrobné;jsi studie.

U chlidanthinu (polohového izomeru galanthaminu, Obr. 6) jsou polohy methoxysku-

piny a hydroxyskupiny obracené, coz ma za nasledek vyrazné sniZeni aktivity v porovnani
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s galanthaminem (ICso = 147,0 + 6,0) [221]. Tento nélez byl potvrzen i ve studii pracovni
skupiny ADINACO [125].

Absence methylové skupiny na atomu dusiku (napf. u epinorgalanthaminu) vede také
k vyraznému poklesu inhibi¢ni aktivity. V pfipadé nasyceni dvojné vazby cyklohexeno-
vého kruhu (epinorlykoramin, lykoramin) je vysledkem uplna ztrata inhibice AChE [218].
Z hlediska inhibice BChE Ize galanthaminovy typ alkaloid povazovat za neperspektivni,
mirnou aktivitu vykazoval pouze galanthamin (ICso = 43,3 + 1,3 uM) [218].

4.2.2.2 Lykorinovy typ

Aktivni lykorinové alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou viici AChE jsou spojovany s derivaty
v poloze C-1, samotny lykorin neni aktivni. 1-O-Acetyllykorin vykazoval dokonce lepsi
aktivitu neZ galanthamin (ICso = 0,96 uM), zatimco 2-O-acetyllykorin a 1,2-O-diacetylly-
korin byly neaktivni (ICso >100 uM) [222,223]. Zda se, Ze zajimava AChE inhibi¢ni akti-
vita 1-O-acetyllykorinu je zavisla na zdroji AChE. V nasi studii, ve které byla eeAChE
nahrazena hAChE, byl 1-O-acetyllykorin neaktivni (ICso >100 uM) [123]. U alkaloid as-
soaninu (ICso = 3,87 + 0,24) a oxoassoaninu (ICso = 47,21 £ 1,13 uM) je jejich inhibi¢ni
aktivita vi¢i AChE zdidvodnovéana ptitomnosti plandrniho aromatického kruhu C

(Obr. 6) [218].

4.2.2.3 Belladinovy typ

Publikované vysledky inhibice cholinesteras alkaloidy belladinového strukturniho typu po-
chazeji vyhradné z nasi laboratote. Tyto latky vykazuji selektivni inhibi¢ni aktivitu vici
hBChE (ICso rache >100 uM). Z Nerine bowdenii Watson byly izolovany 3 alkaloidy bella-
dinového typu, nejaktivnéjSimi inhibitory byly 4'-O-demethylbelladin (ICso = 30,7 £+ 4,0
uM), zatimco 6-O-demethylbelladin vykazoval vyrazn€¢ nizSi inhibi¢ni potenciél
(ICso =115+ 10,1 uM) [123]. Belladinové alkaloidy s velmi silnou #ZBChE inhibi¢ni akti-
vitou byly izolovany z Narcissus pseudonarcissus L. cv. Carlton. V ptipad¢ pfitomnosti
N-methylindolinového substituentu v poloze C-3” byly detekovany hodnoty ICso v nano-
molarnich koncentracich u karltoninii A a B. Tyto slouc¢eniny se vzajemn¢ 1i$i substituci na
C-5"a C-6". V pripad¢ substituce téchto poloh methylendioxyskupinou (karltonin B), byla
hBChE inhibi¢ni aktivita az 30x vyS$§i (ICso = 30,1 + 1,0 nM) oproti karltoninu A
(ICs0 =910 = 20 nM), ktery mé ve své struktufe v t€chto polohach 2 methoxyskupiny.
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V ptipad¢ alkylace atomu dusiku objemnym substituentem (karltonin C) dochézi k vyraz-
nému poklesu ZBChE inhibi¢ni aktivity (ICso = 14,8 = 1,1 uM; Obr. 7) [13]. Lze fici, Ze
alkaloidy belladinového strukturniho typu mohou ptedstavovat farmakofor ve vyvoji 1é¢iva
pro terapii AD jako selektivni inhibitory BChE. Alkaloidy belladinového strukturniho typu
jsou zajimavé i z hlediska ptipravy de novo, protoze neobsahuji ve své struktuie chiralni

centra.

karltonin A R' = R? =-OCH,4
karltonin B R + R? = -OCH,0-

H3CO 5 7
B
_N
HaC
6
R

8-O-demethylbelladin R! = -OH; R? = -OCH,
4°-O-demethylbelladin R" = -OCHj; R? = -OH

karltonin C

1

Obr. 7 Belladinové alkaloidy s vyraznou inhibi¢ni aktivitou vii¢i ABChE.

4.2.2.4 Galanthamin-galanthindolovy (narcikachninovy) typ

Galanthamin-galanthindolovy strukturni typ, ktery byl neddvno pojmenovan Berkovem
a kol. jako narcikachninovy typ [224], pfedstavuje konjugat dvou bézné se vyskytujicich
alkaloidli v taxonech ¢eledi Amaryllidaceae — galanthaminu (nebo alkaloidu galanthami-
nového strukturniho typu) a galanthindolu (Obr. 8). Galanthindol byl dfive izolovan z Ga-
lanthus plicatus M. Bieb. ssp. byzantinus (Baker) D.A. Webb. [225] a detekovan GC-MS
1 v dal$ich druzich [206,226]. Vyskyt heterodimernich alkaloidii v ¢eledi Amaryllidaceae
je vzacny, diive byl izolovan jen dimer galanthaminu a tazettinu (pallidiflorin) [227]. V ne-
davno publikované praci Safratové a kol. byly z Narcissus poeticus cv. Pink Parasol izolo-

vany dva alkaloidy tohoto strukturniho typu. Narcipavlin inhiboval selektivné ZBChE
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(ICso = 24,4 = 1,2 uM) a viici hAChE byl neaktivni (ICso >100 uM), dalsi alkaloid narci-
kachnin se nepodafilo izolovat v dostate¢ném mnozstvi pro biologickeé testy [17]. Vyraznou
selektivni inhibici ABChE vykazoval rovnéz narcimatulin (ICso = 5,9 + 0,2 uM), izolovany
z Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master [18] a narcieliin (ICso = 1,34 = 0,31 uM),
ktery byl izolovan ze Zephyrantes citrina Baker. Narcieliin inhiboval nezanedbatelnou mi-

rou i AAChE (ICso = 18,7 + 2,3 uM) [169].

; \“x\galanthaminovy skelet

N
OH -
.
.
.
.

\\\\ 137 12
narcimatulin* narcipaviin* ~ 9alanthindolovy skelet *~.__narcieliin

* absolutni konfigurace nebyla stanovena Tt -7

Obr. 8 Galanthamin-galanthindolové alkaloidy s vyraznou inhibi¢ni aktivitou vii¢i ABChE.

Narcimatulin, narcipavlin a narcieliin jsou strukturné velice podobné slouceniny. Ze
vztahu struktura-ucinek vyplyva, ze pokud heterodimer ma v molekule zabudovany ga-
lanthamin, dochazi k vyrazné inhibici AAChE (narcieliin). Pokud dojde k hydrogenaci
dvojné vazby cyklohexenového kruhu v poloze C-1/C-2 v galanthaminové ¢asti alkaloidu
(narcimatulin a narcipavlin), latky byly shledany vici AAChE neaktivnimi (ICso >100
uM) [17,18]. Naopak, ze vztahu struktura-u¢inek je mozné dedukovat, ze za inhibici
hBChE bude odpovidat galanthindolova ¢ast heterodimeri, nebot’ je zndmo, Ze galantha-
minové alkaloidy nejsou povaZovany za slouceniny s vyraznou inhibi¢ni aktivitou vici
BChE (kapitola 4.2.2.1). Vystupiiovana inhibi¢ni aktivita narcieliinu vii¢i ABChE je ziejmé
spojena s ptritomnosti 3 methoxyskupin v polohach C-3",C-4" a C-5" fenylového substitu-
entu galanthindolového skeletu (narcipavlin a narcimatulin maji na fenylu galanthindolo-
vého skeletu navazanou methylendioxyskupinu v polohdch C-4" a C-5"; Obr. 8) [169].

K objasnéni interakci narcieliinu s ZAChE a #/BChE byly vyuZity kineticka studie a in
silico modelovani. Z hlediska kinetiky tento alkaloid inhibuje #ZAChE kompetitivnim zpt-
sobem (Ki=10,3 + 1,8 uM) a slou€enina se vaze do aktivnimu mista enzymu reverzibilng.

V piipadé ABChE inhibuje alkaloid enzym také reverzibilng, ale smiSenym typem inhibice

44



s vetsi afinitou k volnému enzymu nez komplexu substrat-enzym (K; < Ki; Ki=1,43 £ 0,73
uM a Ki' = 9,2 + 3,0 uM) [169]. In silico studie objasnila, ze galanthaminova cast nar-
cieliinu se dostava do katalytického anionického mista ZAChE a ptisobi zde interakcemi,
mirné odliSnymi v porovnéni s galanthaminem. Pro interakce galanthaminové ¢asti alka-
loidu narcieliinu v anionickém mist¢ je dilezita pfitomnost atomu kysliku dihydrofuranové
¢asti molekuly, hydroxylové skupiny na cyklohexenovém kruhu a aromaticky kruh. Ga-
lanthindolova ¢ast je zakotvena mimo hrdlo kavity enzymu. Alkaloid dale neovliviiuje pe-
riferni anionické misto #ZAChE a jeho nizsi schopnost inhibovat ZAChE mtizeme vysvétlit
vyssi molekulovou hmotnosti (Mr = 584; Obr. 9, A). Chceme-li vysvétlit vliv narcieliinu
na #ABChE, musime se zam¢fit na galanthindolovou ¢ast molekuly, kterd se vaze do bliz-
kosti katalytické triady ABChE, ale neni v pfimém kontaktu s touto ¢asti enzymu. Galantha-
minova ¢ast alkaloidu je posunuta vné hrdla kavity ABChE. Pro interakce galanthindolové
¢asti alkaloidu s enzymem je dllezita pfitomnost dihydroindolového jadra s trimethoxyfe-
nylem. Na vyraznéjsi inhibici ABChE se podili 1 komplexni struktura narcieliinu skladajici

se z galanthaminového a galanthindolové jadra (Obr. 9, B) [169].

Obr. 9 MoZné interakce narcieliinu v aktivnich mistech ZAChE (A) and ZBChE (B).

Zavérem lze tict, Ze alkaloid narcieliin se jevi jako velice perspektivni molekula pro
dalsi studie, nebot’ vykazuje dudlni inhibici ZAChE a ABChE s vystupniovanym u¢inkem
vuci ABChE. Z vysledki PAMPA testu navic vyplynulo, Ze narcieliin mtize prochazet pa-
sivni difuzi ptes HEB [169].

4.2.2.5 Dalsi strukturni typy

Krinanové alkaloidy byly obecné povazovany za slabé inhibitory cholinesteras. Ve studii

Vanéckové a spol. vykazoval undulatin stfedni inhibi¢ni aktivitu va¢i AAChE
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(ICs0 = 23,5 = 1,2 uM), ale siln¢€ inhiboval eeAChE (ICso = 7,4 £ 0,03 uM) [15]. 8-O-De-
methylmaritidin, izolovany ze Zephyrantes robusta Baker, demonstroval podobnou inhi-
bi¢ni aktivitu vici #AAChE jako undulatin (ICso = 28 = 0,9 uM) [228]. Z hlediska inhibice
humannich cholinesteras jsou oba uvedené alkaloidy pro dalsi studium spiSe neperspek-
tivni.

V ramci syntézy derivatii haemanthaminu pro screening cytotoxické aktivity byly pii-
praveny aromatické estery, z nichz nékteré vyrazné inhibovaly ZAChE a ABChE (ICso
nejaktivnéjsi derivatl se pohybovala mezi 3—18 uM). Vzhledem k tomu, Ze vychozi slou-
¢enina — haemanthamin — je vSak vuc¢i cholinesterasdm neaktivni (ICso >100 puM)
[211,229], byly tyto vysledky pomérné piekvapujici. Selektivni a vyraznou inhibici A BChE
v nanomolarnich a mikromolarnich koncentracich vykazovaly také aromatické estery am-
bellinu, ktery je v nederivatizované formé vici lidskym cholinesterasam také neaktivni
[212]. Zd4 se, ze derivaty krinanového typu mohou pfedstavovat perspektivni molekuly
z hlediska vyvoje nového lé€iva pro terapii AD, zvlasté pokud budou ptipraveny derivaty
se stabiln€jsi vazbou nez esterovou, ktera zpravidla podléha rychlé hydrolyze v zivém or-
ganismu [230].

Ostatni testované AA riznych strukturnich typi nevykazovaly vyznamnou cholineste-

rasovou aktivitu, aby byly potencialné zajimavé jako ,,lead structures* pro 1é€bu AD.

4.3 Vliv alkaloidii na BACE1

Ptestoze sekundarni metabolity rostlin byly pomém¢ intenzivné testovany na inhibici
BACE1 [231-235], IA ptedstavuji malo probaddanou skupinu téchto latek rostlinného pti-
vodu. V soucasnosti existuji jen dvé publikace, pficemZ jedna pochazi z nasi pracovni sku-
piny [128,162]. Ve studii Junga a spol. byly kvarterni protoberberinové alkaloidy epiber-
berin a groenlandicin identifikovany jako vyrazné inhibitory BACE1 (ICso = 8,55 + 1,29
uM a 19,68 + 1,42 uM). Ve studii zamétené na terciarni IA (Chlebek a spol.) byla nalezena
sttedni BACE] inhibi¢ni aktivita u (—)-korykavaminu (ICso = 41,16 + 7,82 uM) a (+)-ko-
rynolinu (ICsp = 33,59 £+ 0,23 uM). Z publikovanych studii vyplyva, ze u kvarternich pro-
toberberinovych alkaloidl souvisi jejich vyrazné inhibice BACE1 se substituci methylen-
dioxyskupiny na kruhu D a dvéma methoxyskupinami, ptipadné methoxyskupinou a hyd-
roxyskupinou na aromatickém kruhu A. Pokud je na kruh A navdzdna methylendioxysku-

pina, slouceniny jsou neaktivni [128]. Zda se, ze ptitomnost methylendioxyskupiny je pro
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inhibici BACE1 nezbytna i v pfipad¢ terciarnich IA patficich do jinych strukturnich
typa (Obr. 10).

Driive zajimava oblast vyzkumu inhibitordt BACELI je v souCasnosti nejspiSe uzaviena.
Vyvoj 1é¢iv tohoto typu byl u farmaceutickych spolecnosti ukonéen z diivodi selhani kan-
didatnich molekul v klinickych zkouskach (ve fazi II a III) u pacientli s prodromalni, mir-
nou az stiedni formou AD a také z obav ohledné bezpec¢nosti pouzivani 1é¢iv tohoto typu

(nezadouci vedlejsi ucinky) [236,237].

groenlandicin R' = -OH; R2 = -OCHj,4 (+)-korynolin (-)-korykavamin
epiberberin  R'= R?=-OCHj,4

Obr. 10 IA s inhibi¢ni aktivitou vii¢ci BACEL.

4.4 Vliv alkaloidi na GSK-3f3

Hledanim potencialnich inhibitort GSK-3f, zamétenych na studium IA a AA, se zabyva
pouze pracovni skupina ADINACO. GSK-3p inhibitory pfirodniho ptivodu byly poprvé
objeveny u alkaloidii manzaminového strukturniho typu, izolovanych z moiskych hub
[238,239].

V ramci testovani IA rlznych strukturnich typt, izolovanych z Fumaria officinalis L.
[164] a Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte (nepublikované vysledky), bylo zjisténo,
ze 1A nevykazuji inhibiéni aktivitu viici GSK-3f (procenta inhibice se pohybovala pfi scre-
eningoveé koncentraci 10 uM maximalné jen okolo 10 %), a proto se IA nejevi vhodnym
zdrojem pro hledani vyznamnych inhibitort této kinasy.

V pilotni studii inhibi¢nich aktivit AA byla zji$téna stfedni inhibi¢ni aktivita vici
GSK-3B (ICso ~ 20-30 uM) u sloucenin lykorinového (karanin), homolykorinového
(9-O-demethylhomolykorin a masonin) a galanthamin-galanthindolového strukturniho
typu (narcimatulin; Obr. 11) [18,240]. Narcimatulin, vykazoval pomérné slibnou inhibicni
aktivitu (ICso = 20,7 + 2,4 uM), kterd je zpusobena ziejmé ptitomnosti N-methylindolino-
vého skeletu. Z dosud publikovanych vysledka vyplyva, ze inhibice GSK-3f souvisi s pfi-

tomnosti indolového skeletu (manzaminové alkaloidy) [238]. Tato strukturni zavislost byla
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potvrzena i v dosud nepublikovanych vysledcich skupiny ADINACO na barvinkovych al-
kaloidech (Vinca minor L.), které vykazuji vyraznou inhibici GSK-38 v mikromolarnich

koncentracich.

H,CO

0]

karanin

R'=R?=-0-CH,-O- masonin
R'=-OH; R?=-OCH; 9-O-demethylhomolykorin

narcimatulin®
*absolutni konfigurace nebyla doposud stanovena

Obr. 11 AA s inhibi¢ni aktivitou vii¢i GSK-3.

4.5 Vliv alkaloidu na POP

POP, n¢kdy oznac¢ovana jako prolylendopeptidasa, je cytosolova serinova peptidasa nacha-
zejici se v mozku (hlavné v kortexu) a dalsich télnich organech, ktera se stala potencidlnim
terapeutickym cilem v terapii psychickych poruch (schizofrenie a bipolarni afektivni poru-
cha) a neurodegenerativnich onemocnéni (PA, AD). Divodem je skutecnost, Ze tento en-
zym hraje dtlezitou roli v modulaci hladin neurondlnich hormoni a peptidii a rovnéz v sig-
nalnich drahach bun&k [241]. Uginné inhibitory POP byly nalezeny nejen mezi piirodnimi
latkami nealkaloidniho charakteru [242-245], ale i alkaloidy [246], vCetné IA a AA izolo-
vanych na nasem pracovisti. POP inhibi¢ni aktivita byla studovéna ve spolupraci s Univer-
zitou obrany, Fakultou vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové. Ze studovanych taxonii
vykazovaly slibnou inhibi¢ni aktivitu IA (—)-kalifornidin, dihydrosanguinarin, (—)-sinaktin,
(+)-N-methyllaurotetanin, (+)-parfumidin a (+)-korypalmin. Ze zjisténych dat je patrné, ze
pritomnost kvarterniho dusiku u pavinanovych alkaloidd inhibici POP zvySuje [166,247],
v pfipad¢ tercidrnich protoberberinovych alkaloidi je inhibi¢ni schopnost zvyraznéna
u (—)-isomerti. (—)-Sinaktin vykazoval vice nez 2% silngj$i inhibici POP nez (+)-isomery
protoberberinovych alkaloidi [247]. V ramci studie zaméfené na aktivitu IA z Berberis
vulgaris L. byly nalezeny inhibitory POP 1mezi bisbenzylisochinolinovymi alkaloidy
(Tab. 4).

48



Tab. 4 IA a AA s inhibi¢ni aktivitou vii¢i POP (ICso <200 puM).

Alkaloid Strukturni typ 1Cso POP (uM)? Cit.
(+)-aromolin bisbenzylisochinolinovy 189 +32 [14]
(+)-bersavin bisbenzylisochinolinovy 67+6,0 [14]
(+)-bikukullin ftalidisochinolinovy 190 £ 50 [164]
(+)-parfumidin spirobenzylisochinolinovy 99 +5,0 [164]
(-)-sinoakutin morfinanovy 143,1£254 [16,167]
(+)-N-methyllaurotetanin aporfinovy 135+11,7 [16,167]
(+)-kanadin protoberberinovy 152 +12,5 [16]
(+)-korypalmin protoberberinovy 128 £ 10,5 [16]
(-)-sinaktin protoberberinovy 53,0+2,0 [164]
(-)-kalifornidin pavinanovy 55,6 +3,5 [165]
dihydrosanguinarin benzofenanthridinovy 99,1+£7,6 [248]
karltonin A belladinovy 143 +12 [13]
homolykorin homolykorinovy 173 £ 41 [18]
narcimatulin galanthamin-galanthindolovy 292+ 1,0 [18]
narcieliin galanthamin-galanthindolovy 163 +13 [169]
norlykoramin galanthaminovy 210+ 10 [17]
9-0-demethylgalanthin lykorinovy 150 £20 [209]
berberin protoberberinovy (standard) 142 £ 21,5 [247]
Z-pro-prolinal standard 2,75 %1073 [247]

2 yysledky jsou vyjadieny jako primér se smérodatnou odchylkou ze tii nezavislych méfeni

Mezi AA byly identifikovany jako POP inhibitory homolykorin, norlykoramin a nar-
cimatulin; posledni jmenovany alkaloid vykazoval vyraznou inhibici tohoto enzymu
(Tab. 4). V uvedené tabulce jsou shrnuty IA a AA s inhibi¢ni aktivitou srovnatelnou se
standardem berberinem a latky aktivnéjsi. Struktury alkaloidl s inhibi¢ni aktivitou ICso
<100 pM viici POP jsou zndzornény niZze (Obr. 12). Narcimatulin se jevi jako zajimava

struktura pro dal$i studium, zvlasté kdyz inhibuje i dal$i enzymy (ABChE a GSK-3p) [18].

OCH; H,CO HCO

_N N.
HaC OCHs CHs
N
0
N"CH, <o
L (+)-parfumidin

(+)-bersavin narcimatulin*

*absolutni konfigurace nebyla dosud stanovena
Obr. 12 Vybrané alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou vii¢i POP s hodnotami ICso <100 pM.
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Obr. 12 Vybrané alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou vici POP s hodnotami IC50 <100 pM (pokracovani).

4.6 Antineoplasticka aktivita alkaloidii

4.6.1 Vliv alkaloidii na AKR1C3 a AKR1B10

Nadrodina AKR zahrnuje skupinu riznych enzym, které katalyzuji redoxni pfemény pfi
dilezitych fyziologickych reakcich, intermediarnim metabolismu a detoxikaci organismu
[249,250]. Inhibitory AKR pfirodniho pivodu byly nalezeny mezi fenolovymi, terpeno-
vymi, steroidnimi, kumarinovymi slouceninami a také u kvarternich protoberberinovych

alkaloidd berberinu, palmatinu a dehydrokorydalinu (Obr. 13) [250-253].

0\ OCH, OCH;
O 0 O OCH, CH, O OCH,
O X X O X
HaCO N3 HaCO N H3CO N
OCH3 perberin OCHs palmatin OCH, dehydrokorydalin

o)
\-0 (-)-stylopin OCH, (-)-kanadin tazettin

Obr. 13 IA a AA s inhibi¢ni aktivitou vii¢i AKR.

V ramci spoluprace s vyzkumnou skupinou prof. Wsola na katedfe biochemickych véd
na Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové byla zkouména inhibi¢ni aktivita IA vici
AKRIC3 a AKRIBI10. AA byly testovany pouze na inhibici AKR1C3. Tento enzymovy
systém se podili v lidském téle na redukci steroidi a prostangladinti hrajicich roli v bu-

nécné proliferaci [254-257], AKR1B10 se podili na konverzi retinalu na retinol a redukci
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isoprenylovych aldehydi [258]. Oba typy studovanych AKR se podili na transformaci xe-
nobiotik (1éCiv a prokancerogennich latek) a hraji vyznamnou roli ve vyvoji nékterych na-
dorovych onemocnéni [258-260]. Jelikoz jsou AKRIC3 a AKRIB10 vyrazné exprimo-
vany v riznych neoplastickych utvarech [258,261], pfedstavuji potencidlni terapeuticky cil
vic¢i nddorovym onemocnénim.

Ve studii Skarydové a spol. vykazovaly z testovanych IA riznych strukturnich typt
nejvyssi inhibi¢ni aktivitu viici AKR1C3 protoberberinové alkaloidy, ostatni strukturni

typy (aporfiny, protopiny a pavinany) se ukazaly jako neaktivni (Obr. 14).

protoberberines pavinanes aporphines protopines
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Obr. 14 Inhibi¢ni aktivita IA raznych strukturnich typa viaci AKR1C3 [107].

Vyznamny inhibi¢ni G¢inek byl zjiStén u protoberberinovych alkaloidl (—)-kanadinu
a zejména u (—)-stylopinu (Obr. 13). Stylopin se ukézal ve dvou testech jako silny a stfedné
silny selektivni inhibitor AKRI1C3 (Obr. 15) s inhibi¢ni aktivitou srovnatelnou se stan-

dardy [107].

) 1004 .
[ 20 uM stylopine B 20 uM canadine
s B 200 M stylopine 5 891 [ 200 uM canadine
3 3 o
€ s
ES 2
201
0-
o ¢ ¢ d
& & & & &
& E

Obr. 15 Inhibi¢ni selektivita (-)-kanadinu a (—)-stylopinu vic¢i vybranym podtypim AKR [107].

Pro zachovani inhibi¢ni aktivity vii€ci AKR1C3 je nezbytna pfitomnost dvou methylen-
dioxyskupin na aromatickych jadrech protoberberinového skeletu, v piipadé otevieni
téchto skupin dochézi k poklesu aktivity: (—)-stylopin > (—)-kanadin > (—)-tetrahydroko-
lumbamin > (+)-korydalin > (+)-tetrahydropalmatin > (-)-korypalmin > (-)-skoulerin
(Obr. 14) [107].
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Zaverem lze fici, ze (—)-stylopin ma potencidl se stat vad¢i strukturou pro vyvoj Gcin-
nych inhibitort AKR1C3 potencialné vyuzitelnych v terapii nddorovych onemocnéni.

V ramci testovani inhibi¢ni aktivity IA vic¢i AKRIB10 bylo zjisténo, ze IA jsou sla-
bymi inhibitory této AKR, pro dalsi studium se jevi jako neperspektivni [106]. Hulcova
a spol. testovali 28 AA rtznych strukturnich typii na inhibici AKR1C3. Z testovanych al-
kaloidi byl aktivni pouze tazettin (Obr. 13), ktery byl shledan jako stiedné G¢inny inhibitor
(ICs0=15,8 + 1,2 uM) [262]. Tato pilotni studie AA zamétfena na inhibici AKR1C3, mlze

podnitit dal§i vyzkum k nalezeni u€inngjSich inhibitori AKR.
4.6.2 Vliv alkaloidii na rist a vyvoj vybranych typti nadorovych linii bunék

4.6.2.1 Isochinolinové alkaloidy

IA, podobné jako AA, patii mozna k nejvice studovanym alkaloidiim z hlediska antitumo-
rové a cytotoxické aktivity [88]. Vzhledem k enormnimu poctu publikaci o cytotoxické ak-
tivité IA, patficich do riznych strukturnich podtypt, je tato habilitaéni prace zamétena na
komentat k cytotoxické aktivité alkaloidl nalezicich do vybranych strukturnich typt IA, tj.
protoberberinového, benzylisochinolinového, bisbenzylisochinolinového, spirobenzyliso-
chinolinového, aporfinového, ftalidisochinolinového, morfinanového a indenoazepino-
vého, které byly podrobeny cytotoxickému testovani ve spolupraci s katedrou mikrobiolo-
gie, vyzivy a dietetiky z Fakulty agrobiologie, potravinovych a p¥irodnich zdrojti, Ceské
zemede€lské univerzity v Praze, s katedrou biologickych a biochemickych véd z Fakulty
chemicko-technologické, Univerzity Pardubice a s Ustavem lékaiské biochemie, Lékatské

fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.6.2.1.1 Aporfinové alkaloidy s.L

Aporfinové alkaloidy s./., zahrnujici dehydroaporfinovy, aporfinovy sensu stricto (s.s.)
a oxoaporfinovy strukturni podtyp, jsou slouceninami vykazujicimi cytotoxickou aktivitu.
Z dosaZenych literarnich udaji vyplyva, ze dehydroaporfinové alkaloidy maji mnohem
vyssi cytotoxickou aktivitu nez aporfinovy strukturni typ — roli zde hraje konjugace dvoj-
nych vazeb a planarnost molekul tohoto podtypu alkaloidt, kterd umoziuje lepsi vimezeteni
jejich molekuly do vldken DNA a inhibici topoisomerasy II [263]. Také oxoaporfinové
alkaloidy vykazuji vyss$i cytotoxickou aktivitu nez strukturni podtyp aporfinovych alka-

loidt s.s. diky pfitomnosti oxoskupiny, ktera rozsifuje aporfinovy kruhovy systém. Jestlize
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je oxoskupina ze skeletu odstranéna, cytotoxicka aktivita klesa. Tento jev lze vysvétlit
planarni konformaci molekuly, ktera se mize 1épe vmezetit do RNA, DNA a proteinti v na-
dorovych bunéénych liniich [264]. Ze vztahu struktura-cytotoxicka aktivita u 3 uvedenych
podtypti aporfinovych alkaloida vyplyva, Ze pro zvyseni cytotoxické aktivity aporfinového
s.s. strukturniho podtypu je zadouci pfitomnost methylendioxyskupiny v poloze C-1/C-2
a substituentti na atomu dusiku. V ptipad¢ existence kvarterniho dusiku a substituentu v po-
loze C-7 cytotoxicka aktivita klesa (Obr. 16) [19].

Dehydroaporfinovy typ Aporfinovy typ sensu stricto Oxoaporfinovy typ

-OCH,0- o
naC-1aC-2 R2 kvarterni dusik

| N !

R . R
zvyseni cytotox. aktivity =6 snizeni cytotox. aktivity <
T R* T
5 5 C-7 =-OH, -CH;
R N-2-hydroxylpropyl-N-methyl- R

Obr. 16 Strukturni cytotoxicka zavislost u alkaloidd 3 aporfinovych podtypu.

V ramci spoluprace s katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky z Fakulty agrobiolo-
gie, potravinovych a piirodnich zdrojii, Ceské zemé&dglské univerzity v Praze byl proveden
screening 7 alkaloidd aporfinového s.s. strukturniho podtypu na cytotoxicitu viéi nadoro-
vym bunécnym liniim Caco-2 a Hep-G2. Bylo zji§téno, ze alkaloidy izolované na nasem
pracovisti nevykazovaly zddnou vyznamnou cytotoxickou aktivitu vii¢i vybranym bunéc-
nym liniim (ICso >10 uM) [187]. Dosazené vysledky koreluji se studii, v ramci které byly
testovany alkaloidy (+)-boldin a (+)-N-methyllaurotetanin na cytotoxicitu vii¢i humannim
nadorovym bunéénym liniim HT29, SKMEL 28 a primarnim keratinocytiim. Testované
alkaloidy (+)-boldin a (+)-N-methyllaurotetanin nevykazovaly zadnou vyznamnou cytoto-
xicitu [263]. V ramci dal$ich studii vykazoval (+)-boldin nizkou cytotoxickou aktivitu vici
nadorovym liniim A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 a HCT-15 (ICsp ~ 18-26 uM) [265].

Na zavér je vhodné uvést jako poznamku k aporfinovym alkaloidtim piiklad dvou slou-
¢enin, které maji potencial stat se 1é¢ivem s antineoplastickou aktivitou, nebo molekulami
pro vyvoj nového antineoplastika. Jednd se o alkaloidy oxostefanin a thailandin (Obr. 17)
izolované ze Stephania venosa Spreng. Oxostefanin vykazoval slibnou aktivitu vici liniim
BC (ICs0 = 0,24 pg/ml) a MOLT-3 (ICso = 0,71 pg/ml) a zaroveini vykazoval velmi nizkou
cytotoxicitu vic¢i MRC-5. Thailandin demonstroval slibnou cytotoxickou aktivitu viici
A549 (ICso = 0,30 pg/ml), kterd byla vyssi nez pozitivni standard doxorubicin (ICso = 0,36
pg/ml) [266].
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Obr. 17 Vybrané IA riznych strukturnich typi s cytotoxickou aktivitou.
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4.6.2.1.2 Benzofenanthridinové alkaloidy

Dihydrobenzofenanthridinové (obsahujici ve své struktuie terciarni dusik) a benzo-
fenanthridinové (obsahujici ve skeletu kvarterni dusik) alkaloidy zahrnuji slouceniny s vy-
soce cytotoxickou aktivitou. Mezi nejvice studované alkaloidy tohoto strukturniho typu
patii dihydrosanguinarin, dihydrochelerythrin, sanguinarin, chelerythrin, chelirubin a che-
lidonin, které byly aktivni vii¢i celé fad¢ nadorovych bunécnych linii [19]. Jako ptiklad
Sirokospektré cytotoxické aktivity je zde uveden vliv sanguinarinu a chelerythrinu

(Obr. 17) na vybrané nadorové bunééné linie (Tab. 5).

Tab. 5 Cytotoxicka aktivita sanguinarinu a chelerythrinu viidi vybranym nadorovym bunéénym liniim.

1Cso (ng/ml)

Nédorova linie Cit.
sanguinarin chelerythrin
MT-4 1,08 2,0 [267]
OVACR-3 0,66 2,5 [268]
MDA-MB-231 0,59 2,6 [268]
SW480 0,59 2,5 [268]
DU-145 0.85 2.0 [269]
A431 0,7 1,44 [270]
L1210 2 4.6 [271]
MCF-7 42 - [272]
* (ICso pM)

V ramci screeningu cytotoxicity IA vici Caco-2 a Hep-G2 nevykazoval benzo-
fenanthridinovy alkaloid (+)-korynolin v nasi studii vyznamnou aktivitu (ICso >10 pM).
Nicméné¢, podle literarnich tdaji méla tato latka izolovana z Corydalis incisa (Thunb.)
Pers. zajimavou cytotoxickou aktivitu vii¢i nadorovym liniim A549, SK-OV-3, SK-MEL-2
a HCT-15 (ICs0 5-6 uM) [273].

Na zéklad€ shrnuti ziskanych dat Ize konstatovat, Ze benzofenanthridinové alkaloidy
predstavuji velice nosnou skupinu IA pro studium cytotoxické aktivity. Vztah struktura-
cytotoxicky U€inek je u téchto alkaloidli vyobrazen niZe. Pro zachovani signifikantniho cy-
totoxického ucinku u terciarnich benzofenanthridinovych alkaloidii (dihydrobenzo-
fenanthridin) je nezbytna pfitomnost methylendioxyskupiny, dale musi byt vodik navazan
v B-poloze na uhliku C-6. Cytotoxickou aktivitu zvySuje methoxyskupina navazana v po-
loze na C-6, v ptipadé pfitomnosti acetoxy-, nebo hydroxyskupiny aktivita klesa. U kvar-

ternich benzofenanthridinti hraje roli pro zachovani vysoké cytotoxické aktivity pfitomnost
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methylendioxyskupiny v poloze C-2/C-3, methoxyskupin v polohach C-10 a C-12. Otevie-
nim methylendioxyskupiny v poloze C-7/C-8 cytotoxicka aktivita kvarternich benzo-

fenanthridind klesa (Obr. 18) [19].

Dihydrobenzofenanthridinovy typ Benzofenanthridinovy typ
C-10,12 =-OCH3 > C-10 = -OCH3 a C-10,12 =-H > C-10,12 = -H

9 b
R3 5 NH o]
reH R C-7 + C-8 = -OCH,0-
>C-7,8 = -OCH; >
C-7 = -OCHj, C-8 = -OH,
C-6 = -OCHj > C-6 = -CH,COCHj > C-6 = -OH C-7=-OH, C-8 = -OCH;

Obr. 18 Zavislost cytotoxické aktivity na struktuie benzofenanthridinovych alkaloidi.

4.6.2.1.3 Protoberberinové alkaloidy

Béhem screeningu 11 tetrahydroprotoberberinovych a 1 protoberberinového alkaloidu na
cytotoxickou aktivitu vi¢i nadorovym bunéénym liniim Caco-2 a Hep-G2, vykazoval
pouze (—)-skoulerin vyznamnou aktivitu vici Caco-2 (ICso = 6,44 = 0,87 uM) a Hep-G2
(ICs0=4,57+ 0,42 uM). Tato latka vSak vykazala toxicitu 1 vii¢i kontrolni nenadorové linii
MRC-5 (ICs0 = 3,21 + 0,43 pM; Obr. 19). Ostatni studované alkaloidy byly povazovany za
neaktivni (ICso >10 uM) [187].

160"

Scoulerine
—_ @®CACO-2
9 @ HEP-G2
> 10 MRC-5
2 ; I
=
3
(&}

Concentration (uM)

Obr. 19 Cytotoxicka aktivita (—)-skoulerinu na davce vii¢i Caco-2, Hep-G2 a MRC-5 [187].

(—)-Skoulerin, cytotoxicky aktivni alkaloid z ptedchozi studie provedené ve spolupraci
s Ustavem 1ékai'ské biochemie, Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, byl
podroben testovani k objasnéni mechanismu jeho cytotoxicity. Alkaloid vykazoval vyraz-
nou cytotoxickou aktivitu vii€i leukemickym bunéénym liniim (MOLT-4, Jurkat, Raji, HL-

60, U-937 a HEL 92.1.7; hodnoty ICso se pohybovaly v rozmezi 2,7-6,5 uM). Dale bylo
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zjisténo, ze v nizkych koncentracich vyrazné snizoval viabilitu a proliferaci bunéck
u MOLT-4 a Jurkat. V ptipad¢ nadorovych linii A549, A2780, SK-BR-3 a MCF-7 neovliv-
nily nizké koncentrace skoulerinu (1 a 5 uM) proliferaci bun¢k. Podafilo se také zjistit, ze
skoulerin indukuje apoptézu v nddorovych buiikaich MOLT-4 a Jurkat prostiednictvim ak-
tivace kaspas-3/7, -8 a -9, inhibuje proliferaci vyvolanim zastavy bunécného cyklu v G2
a M fazi, ale nezptisobuje zlomy vldken DNA. U nadorové linie MOLT-4 a Jurkat se uka-
zalo, Ze puisobenim latky dochéazi ke zmén¢ hladin proteinli spojenych s apoptézou a kon-
trolou bunééného cyklu. Dal§im mechanismem antiproliferacni aktivity skoulerinu je sku-
teCnost, ze alkaloid naruSoval v bunikdch nadorové linie A549 strukturu mikrotubulti (do-
chazelo k vyrazné agregaci mikrotubulii v okoli bunécného jadra, naopak hustota mikrotu-

buld v okrajovych castech bunky byla nizsi) [274].
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Obr. 20 Utinek skoulerinu na indukci apoptézy u leukemickych bunék linii Jurkat (A) a MOLT-4 (B).
Apoptoza byla sledovana barvenim annexinem V a PI 24 hodin po aplikaci skoulerinu. Jsou zde uva-
dény reprezentativni histogramy jednoho ze t¥i nezavislych méi'eni. Jako pozitivni kontrola byly pou-
Zity buiiky oSeti‘ené cisplatinou (5 pM). Grafy predstavuji procenta ¢asnych a pozdnich apoptickych
bunék detekované priitokovym cytometrem (hodnoty jsou uvadény jako primér se smérodatnou od-
chylkou ze tFi nezavislych méieni). *Vyznamné se lisi od kontroly pro ¢asné a pozdni apoptické buriky
(P <0,05).

Vysledky pracovni skupiny ADINACO koreluji s publikovanymi daty v literatufe,
piestoze mezi tetrahydroprotoberberinovymi alkaloidy bylo nalezeno n¢kolik sloucenin

s vyraznou cytotoxickou aktivitou (korytenchin, 13-methoxytetrahydropseudoberberin,
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13-methyltetrahydropseudoberberin, demethylkorypalmin a thaikanin). Obecné plati, Ze
kvarterni protoberberinové alkaloidy (berberin, oxyberberin, korysamin) vykazuji mnohem
vy$si cytotoxickou aktivitu [19]. Vysoce perspektivnim se jevi alkaloid berberin, ktery de-
monstroval velice slibnou cytotoxicitu vic¢i nékolika nddorovym bunéénym liniim B16,
U937, L1210, YES-3, YES-4, Ehrlich-Lettreovu karcinomu, A549, SK-OV-3, SK-MEL-2
a HCT-15 [275-277].

4.6.2.1.4 Bisbenzylisochinolinové alkaloidy

Bisbenzylisochinolinové alkaloidy zahrnuji velky pocet alkaloidd s vyraznou cytotoxickou
aktivitou [278-282]. V kapitole 3.2.3 byla zminéna jako perspektivni sloucenina alkaloid
tetrandrin (Obr. 17), izolovany z Stephania tetrandra S. Moore, ktery vykazuje silnou cy-
totoxickou aktivitu inhibici proliferace a vyvoldnim apoptoézy vici riiznym nadorovym li-
niim [89,122,127]. Tetrandrin pisobil synergicky in vitro i in vivo pii souc¢asné kombinaci
s dal§imi chemoterapeutiky [115,116,283].

V ramci screeningu IA na cytotoxicitu vi¢i nadorovym bunéénym liniim Caco-2
a Hep-G2, pusobil bisbenzylisochinolinovy alkaloid (+)-aromolin cytotoxicky na Caco-2,
zatimco (+)-berbamin na Hep-G2. Oba alkaloidy (Obr. 17) ptisobily cytotoxicky i na nena-
dorovou kontrolni linii MRC-5 (Tab. 6). V navazujici praci bylo zjisténo, ze (+)-berbamin
vykazal cytotoxicky ucinek 1 na dal$i nddorové linie (Jurkat, HT-29, HeLa a MCF-7), pfi-
¢emz hodnoty ICso se pohybovaly ~ 6-10 uM [131].

Tab. 6 Cytotoxicka aktivita (+)-aromolinu a (+)-berbaminu.

Nadorové b. linie Nenadorova b. linie
Sloucenina

Caco-2 (ICso pM)? Hep-G2 (ICso uM)? MRC-5 (ICsp uM)*?
(+)-aromolin 5,58 +£0,14 >10 7,64 +£2,.23
(+)-berbamin >10 4,56 +0,32 491+0,49
vinorelbin® 0,08 = 0,00 0,014 +£0,03 0,01 +0,00

2yysledky vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka z 3 nezavislych méfeni; ® standard

Ve spolupréci s katedrou biologickych a biochemickych véd z Fakulty chemicko-tech-
nologické, Univerzity Pardubice a s Ustavem lékaiské biochemie, Lékaiské fakulty Uni-
verzity Karlovy v Hradci Kralové bylo zjisténo, ze novée izolovany bisbenzylisochinoli-
novy alkaloid (+)-bersavin (Obr. 17) z Berberis vulgaris L., inhiboval v pilotnim testu cy-
totoxicity po 48hodinové inkubaci proliferaci a viabilitu bun¢k linii Jurkat, MOLT-4,
HT-29, HeLa a MCF-7. Hodnoty ICso se pohybovaly v rozmezi 8,1 az 11 pM. 24hodinové
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pusobeni (+)-bersavinu o koncentraci 20 uM zptisobilo zastavu bunécného cyklu v G1 fazi
a indukovalo apoptézu bun¢k MOLT-4 [131]. Z publikovanych vysledkl je ziejmé, ze

tento strukturni typ IA miize ptedstavovat zdroj sloucenin pro vyvoj novych antineoplastik.

4.6.2.1.5 Spirobenzylisochinolinové alkaloidy

Spirobenzylisochinolinové alkaloidy pfedstavuji strukturni typ alkaloidd, které byly ojedi-
néle testovany na cytotoxicitu. Yang-Chang a spol. studovali 53 IA na lidskych nadorovych
bunécnych liniich A-549, HCT-8, KB, P-388 a L-1210. Jedina testovana sloucenina tohoto
typu (dihydroochotensimin-N-oxid) vykazovala vyraznou a selektivni cytotoxickou akti-
vitu vii¢i KB (EDso = 2,50 pg/ml) [284].

Ve studii Aljofana a spol. byly testovany v ramci screeningu 2 spirobenzylisochinoli-
nove alkaloidy viici HepG2; ani jedna ze sloucenin vSak signifikantni cytotoxicitu nevyka-
zala [285].

Ve studii pracovni skupiny ADINACO, zaméfené na screening cytotoxicity vici nado-
rovym liniim Caco-2 a Hep-G2, vykazoval selektivni cytotoxicitu (+)-parfumidin (Obr. 17)
na Hep-G2 (ICso = 8,74 £ 0,29 uM), ktery neovliviioval viabilitu bun¢k kontrolni nenado-
rové linie MRC-5 (ICso >10 uM). Ostatni testované spirobenzylisochinolinové alkaloidy
nevykazovaly vyznamnou cytotoxicitu [187].

Z dosavadnich studii vyplyva, Ze spirobenzylisochinolinové alkaloidy piedstavuji zaji-
mavou skupinu alkaloida se selektivni cytotoxickou aktivitou, ktera by si zaslouZila vétsi

pozornost pi1 hledani cytotoxicky aktivnich slou€enin ptirodniho pivodu.

4.6.2.1.6 Ftalidisochinolinové alkaloidy

Ftalidisochinolinové alkaloidy patii také mezi alkaloidy malo testované na cytotoxickou
aktivitu, a tudiz dal$i zkoumani je zddouci, zvlasté kdyz u nejvyznamnéjSiho zastupce to-
hoto strukturniho typu noskapinu (Obr. 17), byla objevena vyznamna cytotoxicka aktivita
vici riznym nadorovym bunécnym liniim [286,287]. V ptipadé tohoto alkaloidu jsou jeho
dal§imi vyhodami malad cytoxicita k nenddorovym bunkam [288], regulace bunécného
cyklu a aktivace metabolickych drah apoptozy; latka zvysuje citlivost rezistentnich nado-
rovych bunék na plsobeni cisplatiny [289]. Noskapin byl uz klinicky testovan v terapii
mnohocetného myelomu (faze I a II). Bylo zjiSténo, Ze jeho ptipadnému terapeutickému

vyuziti alkaloidu brani nizka biodostupnost a vysoka hodnota EDso. Nékteré pfipravené

59



derivaty noskapinu vykazovaly jesté vyraznéjsi cytotoxickou aktivitu nez vychozi alkaloid
[286,290].

Ve studii pracovni skupiny ADINACO, zaméfené na screening cytotoxické aktivity IA
raznych strukturnich typt vici Caco-2 a Hep-G2, byly zahrnuty izolované ftalidisochino-
linové alkaloidy hydrastin a (+)-bikukullin, které se vSak ukézaly jako cytotoxicky neak-

tivni (ICso >10 uM) [187] a jsou pro dalsi blizsi studie tohoto druhu neperspektivni.

4.6.2.1.7 Protopinové alkaloidy

Protopin (Obr. 17) nalezi mezi hojné zastoupené alkaloidy v rostlinach ¢eledi Papavera-
ceae, ktery ve studiich vykazoval stfedni cytotoxicitu vii¢i nadorovym bunéénym liniim
HeLa, MCF-7, U20S a HL-60 (hodnoty ICso se pohybovaly mezi 27 az 162 puM)
[153,291,292]. Zajimavy je mechanismus jeho cytotoxického plisobeni — plsobi jako sta-
bilizator mikrotubulil, zastavuje mitdzu a zptisobuje apoptickou smrt buniky [293]. Cytoto-
xicka aktivita protopinu byla testovana i na dal§ich nadorovych buiikéch (H1299, MCF-7
a SMMC-7721) vcetn€ Caco-2 a Hep-G2, nicméné vybrané nadorové linie nebyly citlivé
vici jeho plisobeni [294], jak ukézala studie skupiny ADINACO [187]. Cytotoxickou ak-
tivitu na vybrané naddorové linie nevykazaly ani dalsi protopinové alkaloidy allokryptopin,
kryptopin, (—)-korykavamin a (+)-korykavidin [187]. Tyto alkaloidy se tudiz jevi jako ne-

perspektivni pro dalsi studium.

4.6.2.1.8 Dalsi strukturni typy

Benzyltetrahydroisochinolinové a pavinanové alkaloidy patfi k méné studovanym struktur-
nim typtim alkaloid. Doposud u nich nebyly nalezeny slou¢eniny s vyznamnou cytotoxic-
kou aktivitou [19,295]. Zjisténa data koreluji s vysledky nasi studie: alkaloidy z uvedenych
strukturnich typti nebyly cytotoxicky aktivni vii¢i nadorovym bunéénym liniim Caco-2
a Hep-G2, rovnéz indenobenzazepinovy alkaloid O-methylfumarofin a morfinanové alka-
loidy (—)-sinuakutin a (—)-pallidin nevykazovaly cytotoxicky ucinek [187]. Morfinanové
alkaloidy jsou povazovany za latky bez cytotoxicity [295]. Benzazepinové¢ alkaloidy, které
byly izolovany z Papaver rhoeas L., jsou také cytotoxicky neaktivnimi slouceninami
(Tab. 7; nepublikované vysledky skupiny ADINACO), coz je vyhodné pro pouziti 1écivé
drogy Papaveris rhoeados flos, ktera je povaZovana za bezpe¢nou i pro pediatrické pou-

7iti [120].
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Tab. 7 Screening cytotoxicity rhoageninu, roeadinu a isorhoeageninu vici vybranym nadorovym bu-
néénym liniim p¥i koncentraci 10 pM (nepublikované vysledky).

o % bunécné viability po 48hodinové inkubaci
Buné¢na nadorova linie

rhoeadin isorhoeagenin  rhoeagenin doxorubicin®

Jurkat 94+ 13 84+ 14 95+13 0+3

MOLT-4 888 91+11 94 +1 0+1

A549 103+9 94 +5 93+6 66+ 16
HT-29 105+5 108 + 6 109 +7 77+12
PANC-1 89+7 88£2 107+4 59+9
A2780 90+ 15 84+5 98+3 5+1

HeLa 93 +18 104 + 19 117 +27 7+10
MCF-7 94 +18 96+9 105+9 41+7
SAOS-2 80£2 84 +3 98 +£3 73 +£8
MRC-5° 99+6 92+12 105+9 40 £ 4

2 standard (1 uM); ® kontrolni nenaddorova bun&éna linie

4.6.2.2 Alkaloidy amarylkovitych rostlin

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae byly odpraddvna pouzivany v tradi¢ni mediciné domoro-
dymi obyvateli napfi¢ svétem, ne¢které z nich byly indikovany pro 1é¢bu neoplastickych
onemocnéni v oblasti jejich vyskytu — v Andéch, Stitedozemi a Jizni Africe [296]. Cytoto-
xickd aktivita AA je zdvisla na jejich struktuie, mezi nejdéle studované slouceniny patti
alkaloidy lykorinového typu, déle byla tato aktivita objevena u alkaloidi montaninového,
haemanthaminového, krininového, tazettinového a pankratistatinového typu [19,112]. Spo-
lecnym mechanismem cytotoxického piisobeni AA je indukce apoptdzy v nadorovych bui-

kach [108]. Cytotoxickou aktivitou AA se intenzivné zabyva i skupina ADINACO.

4.6.2.2.1 Lykorinoveé alkaloidy

Nejvice studovanym alkaloidem tohoto strukturniho typu z pohledu cytotoxicity je lykorin
(Obr. 21), ktery byl poprvé izolovan z Lycoris radiata (L'Hér.) Herb. v roce 1877. Shro-
mazdeéna data ukazuji, Ze lykorin vykazoval vyraznou a selektivni cytotoxicitu inhibici pro-
liferace u nadorové bunééné linie Hey1B [297], indukoval apoptdézu zastavou bunécného
cyklu v GO/G1 fazi u HL-60 a KM3 [298]. Dale inhiboval proliferaci MCF [299] a ptisobil
cytotoxicky na dalsi nadorové linie [300]. Ve spolupraci s katedrou mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky z Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdrojt, Ceské zemédélské
univerzity v Praze a s katedrou biologickych a biochemickych véd z Fakulty chemicko-
technologické, Univerzity Pardubice byl zjistén vyznamny cytotoxicky Gcinek této latky na
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p53 mutovanou nadorovou linii Caco-2 a HT-29, ptfi¢emz lykorin ptisobil vysoce selektivné
na nadorové bunky a kontrolni nenadorovou bunécnou linii FHs 74 Int inhiboval mnohem
mén¢ (Obr. 22). Ostatni studované alkaloidy lykorinového typu galanthin a 9-O-demethyl-
galanthin byly neaktivni [301]. Vyzkum cytotoxickych vlastnosti lykorinu byl smérovan
1 k ptipravé derivata a vyustil v syntézu 1,2-di-O-allyllykorinu (Obr. 21), ktery byl 100x
ucinnéjsi vici humanni nadorové linii U373 nez vychozi slouCenina [302]. Mezi dalsi ly-
korinov¢ alkaloidy se silnou cytotoxickou aktivitou vii¢i riznym nadorovym liniim patii
pseudolykorin, 2-O-acetyllykorin a amarbellisin (Obr. 21). Celkové bylo na cytotoxicitu
testovano vice nez 150 lykorinovych alkaloidi nebo jejich polosyntetickych derivati
[19,111]. Pro zachovani cytotoxické aktivity tohoto typu alkaloidl je nezbytnd pfitomnost
terciarniho atomu dusiku, konfigurace 2 hydroxylovych skupin na kruhu C s volnou kon-

formaci a ptitomnosti dvojné vazby v poloze C-3/C-4 (Obr. 21) [19].

OCH,

H,CO

lykorin R'=R?=-H amarbellisin pseudolykorin
2-O-acetyllykorin  R'=-H, R? = -Ac
1,2-di-O-allyllykorin R = R2 = -allyl

OCH,

3 N
o) - 0
. { O H
montanin 0 (e}

OH
pretazettin

OCHj
||||OH

OCH3
distichamin haemanthidin

haemanthamin

Obr. 21 AA a jejich derivaty s vyznamnou cytotoxickou aktivitou.
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Obr. 21 AA a jejich derivaty s vyznamnou cytotoxickou aktivitou (pokracovani).

4.6.2.2.2 Montaninové alkaloidy

Cytotoxicita alkaloidi montaninového strukturniho typu byla zjisténa teprve nedavno.
Prvni zminka o cytotoxické aktivit€é montaninu byla publikovéna v roce 2008, kdy byl izo-
lovan z cibuli Hippeastrum vittatum (L'Hér.) Herb. Montanin (Obr. 21) diky slibné cytoto-
xické aktivité predstavuje potencialni antineoplastikum nebo ,,lead structure* pro vyvoj no-
vého antineoplastika. Vyznamna cytotoxicka aktivita byla zjisténa i u dalsich alkaloida
montaninového typu vic¢i riznym nadorovym bunéénym liniim (pankracin, kokcinin

a manthin) [303].

4.6.2.2.3 Krinanové alkaloidy

Krinanov¢ alkaloidy jsou déleny na 2 strukturni podtypy — krininové a haemanthaminové.
Drive byly tyto slouc¢eniny oznacovany jako alkaloidy a- a B-krinanové [227]. Mezi krini-
novymi alkaloidy se jevi jako perspektivni slouc¢enina distichamin (Obr. 21), vyskytujici se
pouze v rodu Boophone Herb. [304], ktery vykazoval silny antiprolifera¢ni t¢inek viici linii
HeLa (ICso = 2,2 uM). Ostatni krininové alkaloidy byly neaktivni. Mechanismus cytoto-
xického piisobeni distichaminu spociva v ovlivnéni bunééného cyklu a indukci apoptozy
prostiednictvim aktivaci kaspas [305]. Distichamin byl cytotoxicky aktivni i vii¢i dal§im
nadorovym liniim CEM, MCF-7, K562 a G-361 (ICso = 1,6-10,6 uM), ale bohuZzel 1 k ne-
nadorové linii BJ [306]. Nicméné tuto latku mizeme oznacit za perspektivni pro vyvoj
potencialniho antineoplastika. Pro dalsi studie cytotoxicity alkaloidu je omezujici jeho do-
stupnost z ptirodnich zdroja, v nichz se nachazi v minoritnim mnozstvi. Bufanisin, krini-
novy alkaloid izolovany ve skupiné ADINACO z Nerine bowdenii W. Watson, vykazoval
zajimavou a selektivni cytotoxickou aktivitu viici nddorovym bunéénym liniim p53 muto-
vané Caco-2 (ICso = 8,6 £ 0,2 uM) a HT-29 (ICso = 5,3 £ 1,7 uM). Vici nenadorové linii
FHs 74 Int vykazoval nizkou cytotoxicitu (ICso >20 uM) [123].
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Haemanthaminové alkaloidy ptfedstavuji zdroj vysoce aktivnich slou¢enin s cytotoxic-
kym ucinkem. Mezi nejucinngjsi zastupce tohoto typu patii haemanthamin, haemanthidin,
a krinamin (Obr. 21) [19]. Ve skupiné ADINACO byly haemanthamin a haemanthidin nej-
prve izolovany ze Zephyrantes robusta Baker [228], haemanthamin pozdé&ji také z Narcis-
sus poeticus cv. Pink Parasol [17]. Ve spolupraci s katedrou biologickych a biochemickych
véd Fakulty chemicko-technologické, Univerzity Pardubice byl objasnén mechanismus je-
jich cytotoxického ptisobeni — alkaloidy indukuji apoptoézu v buitkach p53 negativni nado-
rové linie Jurkat, ve kterych tyto alkaloidy zastavuji bunéény cyklus v G1 a G2 fazi a zvy-
Suji expresi P16 a fosforylaci Chk1 Ser 345 [307]. Ve spolupraci s Ustavem lékaiské bio-
chemie, Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové bylo zjisténo, Ze pfi spo-
lecné aplikaci haemanthaminu s butyratem sodnym (na rozdil od samostatného podani
obou latek), dochazi k synergismu inhibice rastu a smrti v buitkach nadorové linie vajec-

| WAFI/Cipl 5 aktivaci

niku (A2780), ve kterych doslo ke zmén¢ acetylace histonil, exprese p2
Chkl1 a Chk2. Pfi sou¢asném podani obou slou¢enin nebyla zjiSt€na zvySena toxicita viici
nenddoroveé bunécné linii MRC-5 [308]. V dalsi spolupréaci s katedrou mikrobiologie, vy-
Zivy a dietetiky z Fakulty agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji, Ceské zemé-
délské univerzity v Praze byly testovany haemanthamin a haemanthidin spolu s dal§imi 11
alkaloidy vic¢i nddorovym liniim Caco-2 a HT-29. Oba jmenované alkaloidy plsobily sig-
nifikantn€ cytotoxicky na obé nadorové linie a zdroven neovliviiovaly negativné nenado-
rovou kontrolni linii FHs 74 Int [301]. Krinamin, ktery nebyl dosud izolovan na naSem

pracovisti, vykazoval slibnou cytotoxickou aktivitu indukci apoptdzy u nadorové linie Jur-

kat [309] a byl shledan vyrazné cytotoxicky aktivni i vii¢i dal§im nadorovym liniim [310].

12090 {A) Haemanthamine (1) contine 1207

Mcaco-2 |
WHT-29 K
FH.-TdImt

Mcaco-z
WHT-29
| FH.-74 Int

t (B) Haemanthidine (2) mgues; ' (C) Lycorine (12) Gl

WHT-28
FH, 74 Int I

Cell viability (%)
Il viability (%)

[ T 2z 4 8 18 32 e 1 o 12 4 8 1 32 64 18 ) 1z 4 8 18 32 e
Concentration (pM) Concentration (uM) ‘Concentration (uM)

Obr. 22 Kiivka zavislosti cytotoxicity haemanthaminu (1), (B) haemanthidinu (2) a (C) lykorinu (12)
na davce [301].
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4.6.2.2.4 Tazettinové alkaloidy

Do tohoto strukturniho typu patii alkaloidy odvozené od 2-benzo[3,4-c]indolu. VétSina al-
kaloidi této skupiny vykazuje jen mirnou (nebo stiedni) cytotoxickou aktivitu [311]. Tyto
vysledky jsou ve shodé s vysledky publikovanymi pracovni skupinou ADINACO, které
byly ziskany z testovani tazettinu na nadorovych liniich Caco-2 a HT-29 [123,301]. Cyto-
toxicky mnohem ucinnéjsSim alkaloidem je pretazettin (Obr. 21), ktery patii mezi nejaktiv-
n¢jsi alkaloidy piisobici na linit MOLT-4. V testech in vitro vykazoval signifikantni cyto-
toxickou aktivitu na Rauscher leukemické bunky, buiiky Lewisova karcinomu a bunky
spontanni AKR lymfocytarni leukemie [312]. Pretazettin rovnéz inhiboval rist HeLa bu-
nek, snizoval aktivitu P-gp a zesiloval u¢inek doxorubicinu u rezistentnich forem mysich
leukemii [112]. Je zfejmé, Ze mechanismus cytotoxicity tazettinovych alkaloidii spociva

v inhibici proteosyntézy, indukci apoptdzy a ovlivnéni efluxnich pump [311].

4.6.2.2.5 Homolykorinové alkaloidy

Homolykorinové alkaloidy nejsou obvyklym zdrojem vysoce aktivnich cytotoxickych
sloucenin. Mezi nejaktivnéjsi alkaloidy patii lykorenin (Obr. 21), u kterého byla nalezena
slibna aktivita vii¢i Hep-G2 (EDso = 1,2 pg/ml). Dubiusin (EDso = 4,4 ng/ml) a 9-O-deme-
thyl-2a-hydroxyhomolykorin (EDso = 2,5 pg/ml) ptisobily cytotoxicky vi¢i MOLT-4. Me-

chanismus uc¢inku homolykorinovych alkaloidi vychazi z inhibice topoisomerasy [313].

Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC-1
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Obr. 23 Cytotoxicka aktivita homolykorinu (2), massoninu (3), hippeastrinu (10) a odulinu (15) sledo-
vana po jednorazovém podani alkaloida (10 pM). Doxorubicin (1 pM) byl pouzit jako pozitivni stan-
dard.* P <0,05 vs. 0,1% DMSO (negativni kontrola).

65



Ve studii pochazejici z nasi laboratoie (Safratova a spol.) byly testovany na cytotoxic-
kou aktivitu homolykorinové alkaloidy homolykorin, massonin, hippeastrin a odulin vici
nadorovym liniim Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7,
SAOS-2. Jako kontrolni nenadorovéa bunécna linie byla pouzita MRC-5. Testované alka-
loidy nevykazovaly pfi koncentraci 10 uM v porovnani se standardem doxorubicinem
(1 uM) vyraznou cytotoxickou aktivitu (Obr. 23) [17]. Tyto izolované homolykorinové al-

kaloidy se jevi pro dalsi studium jako cytotoxicky neperspektivni slouc¢eniny.

4.6.2.2.6 Pankratistatinové alkaloidy

Na z&veér je pottebné zminit se kratce o alkaloidech pankratistatinového strukturniho typu,
zahrnujicich slouc¢eniny odvozené od fenanthridinu, které sice nebyly dosud izolovany ze
studovanych taxonl v nasi laboratofi, ale ptedstavuji velice zajimavy zdroj potencidlnich
antineoplastik s perspektivou klinického pouziti. Nejvyznamnéjsi zastupci toho struktur-
niho typu jsou alkaloidy narciklasin a pankratistatin (Obr. 21), které¢ vykazuji silnou a se-
lektivni antiproliferacni aktivitu vii¢i riznym naddorovym liniim in vitro [19,112]. Rovnéz
in vivo testovani na zvifatech prokéazalo vyraznou antitumorovou aktivitu [314-316]. Li-
mitujicim faktorem pro ptipadné klinické pouziti obou alkaloidu je jejich nizkéa rozpustnost
ve vode (zvySeni rozpustnosti pro preklinické pouziti bylo dosazeno piipravou esteru s ky-
selinou fosforecnou za tvorby pankratistatin-7-O-fosfatu) [314]. Z obou zdkladnich alka-
loidl bylo pfipraveno velké mnozZstvi derivatl, nékteré z nich vykazovaly slibnou aktivitu,
ktera byla az n¢kolikanasobné vyssi nez v pripad¢€ vychozich molekul. Jako zajimava latka
pro podrobnéjsi studie se jevi derivat 1-O-benzoylpankratistatin [317].

Z cibuli rostlin rodu Hymenocallis Salisb. byly kromé pankratistatinu a narciklasinu
izolovany 1 7-deoxy-trans-dihydronarciklasin a 7-deoxynarciklasin, které vykazovaly vy-
raznou cytotoxickou aktivitu [318]. Podobné¢ byly ziskany z cibuli Zephyranthes carinata
Herb. derivaty pankratistatinu:1-O-(3-hydroxybutyryl)pankratistatin a 1-O-(3-O-B-D-glu-
kopyranosylbutyryl)pankratistatin. Slouceniny vykazovaly vyznamnou cytotoxicitu na lid-
ské nadorové linie (HeLa, KB a P388-DI) srovnatelnou s pankratistatinem [319]. Nevyho-
dou izolovanych derivati narciklasinu a pankratistatinu pro podrobné&jsi studie je jejich ob-
tizna ziskatelnost z pfirodnich zdroji — z kvantitativniho hlediska pfedstavuji minoritné za-

stoupen¢ alkaloidy.
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5 ZAVER A VYHLED DO BUDOUCNA

Terapeutické ucinky IA a AA vyuziva lidstvo po staleti, proto nepiekvapi, ze prvni izolo-
vanou slou¢eninou pfirodniho ptivodu byl morfin, IA pochézejici z Papaver somniferum
L., ktery v roce 1804 izoloval z opia I¢karnik Friedrich Sertiirner. Diky jedine¢nym vlast-
nostem se morfin jako opioidni analgetikum-anodynum pouziva do soucasnosti, piestoze
jsou v klinické praxi ¢asto pouzivana i synteticky pfipravena opioidni analgetika. S rozvo-
jem chromatografickych a spektralnich metod od poloviny 20. stoleti bylo izolovano a iden-
tifikovano velké mnozstvi ptirodnich latek, vcetné IA a AA, a mohlo by se zdat, ze vyzkum
isochinolinovych alkaloidi s./. je uz prekondn a nemiize pfinaSet nové poznatky. Opak je
ale pravdou, protoze fytochemicky vyzkum obou typt alkaloidd vede k izolacim novych
slou¢enin a diky pokroku ve spektralnich metodach jsou revidovany struktury diive popsa-
nych sloucenin. Soucasné jsou s rozvojem novych farmakologickych a biochemickych mo-
deld objevovany nové biologické ucinky diive izolovanych alkaloidi a moznosti novych
indikaci u 1é¢iv v praxi uz pouzivanych. Jako ptiklad lze uvést noskapin, alkaloid izolo-
vany z Papaver somniferum L., ktery byl v této praci n€kolikrat zminén (dlouhodobé je
pouzivan jako antitusikum) a ktery ptedstavuje v soucasnosti potencialni antineoplastikum
s nizkou cytotoxicitou vii¢i nenddorovym bunkdm.

K nalezeni novych potencialnich 1éCiv ptirodniho ptivodu lze pouzit nové ptistupy,
které vychazeji nejen z poznatkii pouzivani rostlin v lidovém lécitelstvi, ale i diky stale
populdrnéjSim in silico metodam. Na zédklad¢ té€chto in silico studii byly objeveny mimo
jiné 1 silné alkaloidni inhibitory cholinesteras riznych strukturnich typt, pfipadné diky do-
ckingu byly navrzeny selektivnéj$i inhibitory AChE nebo BChE [126,320-323].

Jako ptiklad osobniho razu lze zminit vysledky studia IA izolovanych na naSem praco-
visti z dymnivky duté, Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte, kterd se pouzivala v dan-
ském lidovém lécitelstvi mimo jiné i v terapii pamétové dysfunkce [324]. Screening cho-
linesterasové inhibicni aktivity extraktu vedl k izolaci alkaloidd, z nichz (+)-thaliktrikavin
a (+)-kanadin vykazovaly vyraznou a selektivni inhibici #AChE, ktera je srovnatelna s po-
uzivanym lé¢ivem galanthaminem. Pomoci in silico modelovani bylo zjisténo, Ze oba al-
kaloidy se vazi do aktivniho centra enzymu na podjednotku stejnou jako substrat ACh.
[zolované alkaloidy z dymnivky duté inhibuji 1 dal§i enzymy, které predstavuji potencialni

terapeuticke cile u AD (POP). Na zakladé¢ modernich pfistupil 1ze fici, Ze pouZivani hliz
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dymnivky duté v lidovém lécitelstvi pii terapii pameétovych dysfunkci mizeme povazovat
z pohledu ziskanych dat za opodstatnéné.

Z obecného pohledu terapie neurodegenerativnich onemocnéni a neoplastickych pro-
cesu predstavuji [A a AA zdroj potencialnich a pozd¢ji snad i novych 1é¢iv, z nichz nékteré
jsou uz klinicky pouzivany, nebo se nachazejici v klinickych fazich zkousek. Jako ptiklad
tykajici se této prace Ize uvést soucasnou terapii AD, ktera vychazi z EBM a ktera je zalo-
zena na pouzivani inhibitorti cholinesteras a blokatorat NMDAR. Galanthamin, izolovany
poprvé z cibuli Galanthus woronowii Losinsk. v roce 1952 [204], je selektivnim inhibito-
rem AChE a do klinické praxe pro terapii AD byl zaveden v 2001. Inhibitory cholinesteras
jsou stale nosnym tématem pro hledanim novych potencialnich 1é¢iv, bylo totiz zjisténo, ze
mohou mit dalsi neuroprotektivni uc¢inky [56,140], které nejsou zalozeny jen na inhibici
cholinesteras, zvlasté pokud dalsi mozné terapeutické cile v klinickych fazich zkousek se-
lhaly [45]. Z praci, které byly publikovany v ramci skupiny ADINACO vyplyva, Ze per-
spektivnimi slouceninami pro dalsi studium se jevi alkaloidy galanthamin-galanthindolo-
vého (narcikachninového) typu. Tyto nové alkaloidy mohou ovliviiovat vice terapeutickych
ciltiu AD napf. narcimatulin (inhibitor ZBChE, POP a GSK-38; [18]) a narcieliin (inhibitor
hAChE, hBChE a POP; [169]), coz je Zadouci diky komplexnosti patofyziologie této ne-
moci. Perspektivni pro hledani potencidlnich 1éCiv se zdaji byt i alkaloidy belladinového
strukturniho typu, které selektivné inhibuji ABChE [13]. Dalsi slibny pfistup k nalezeni po-
tencidlnich 1€Civ predstavuje 1 piiprava semisyntetickych derivata.

Zajem o antineoplastika pfirodniho ptivodu mezi alkaloidy byl vyvolan Gspéchem alka-
loidli vinkristinu a vinblastinu, izolovanych z Catharanthus roseus (L.) G. Don a dalSich
ptirodnich sloucenin (viz kapitola 3.2.2), které znamenaly velky pokrok v terapii nadoro-
vych onemocnéni. Vyznamna cytotoxicita byla objevena u riznych strukturnich typi IA
a AA. Z AA predstavuji lykorinové, montaninové, krinanové a zejména pankratistatinové
alkaloidy perspektivni slouceniny. V soucasnosti probihé intenzivni klinické testovani al-
kaloidd posledné jmenovaného strukturniho typu (pankratistatin a narciklasin). Vyhodou
AA je jejich selektivni cytotoxicita vii¢i nadorovym buiikdm. Z IA s.s. jsou slibnymi alka-
loidy s cytotoxickym u¢inkem uZz zminény ftalidisochinolinovy alkaloid noskapin, déle
byly identifikovany alkaloidy se slibnou cytotoxickou aktivitou u protoberberinovych,
aporfinovych, benzofenanthridinovych a bisbenzylisochinolinovych alkaloida [19].

Po shrnuti ziskanych poznatkti o IA a AA, které jsou v soucasnosti k dispozici, 1ze kon-
statovat, Ze tyto latky pfedstavuji stale perspektivnéjsi oblast vyzkumu pro nalezeni poten-

cidlnich (novych) 1é¢iv nebo novych indikaci pouziti uz znamych molekul.
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Moje predstava — vyhled do budoucna — kterd by méla vést k naplnéni vySe uvedeného
piehledu, mize ptsobit do urcité miry jako vize, protoze prace s rostlinnym materidlem je
hlavnim tkolem:

1) Podilet se na optimalizaci separace biologicky aktivnich latek v pracovni skupin¢ ADI-
NACO za pouziti preparativni chromatografie. Zvlasté efektivni se jevi spojeni frakci-
onace extraktl/frakci flash chromatografii a nasledné izolovani cistych latek prepara-
tivni HPLC,

2) Doplinovani knihovny alkaloidi (MS spektra) s vyuzitim tdaji z vlastni prace 1 rele-
vantnich udaji z literatury,

3) Kromé IA rozsifit svoji praci do oblasti indolovych alkaloidt (izolaci alkaloidii z nati
Vinca minor L. jsem uz zacal provadét), nejen monomernich, ale zejména binarnich
indolovych alkaloidi, které se podle zkuSenosti v pracovni skupiné ADINACO ukazuji
jako velmi zajimavy zdroj ,hit-structures* pro inhibici BChE, GSK-3f a neoplastic-
kych procest. V soucasnosti patii mezi mnou studované latky i chinolizidinové alka-
loidy obsazené v Nuphar lutea (L.) Smith. Pfipraveny sumarni alkaloidni extrakt z ko-
fenil a oddenk této rostliny vykazoval ve screeningu vyraznou cytotoxickou aktivitu
vuci né€kolika vybranym nadorovym liniim a také selektivné inhiboval ABChE,

4) Vyuzit ve vétsi mife spolupraci v oblasti CADD, ptedev§im chemického dockingu s ci-
lem nalezeni farmakoforu v oblasti neuroprotektivni aktivity (inhibice AChE BChE,
GSK-3p, studium IA a AA jako potencialnich agonisti PPRY),

5) Zaméfit vétsi pozornost na taxony rostlin s obsahem IA a indolovych alkaloidi z jinych
geografickych oblasti pfedevsim téch, které nebyly z fytochemicko-farmakologického
pohledu studovany, anebo byly studovany jen omezeng.

Je velmi pozitivni, Ze pracovni skupina ADINACO se pohybuje z védeckého pohledu
v pomérné uzkém koridoru, ndvaznost prace jednotlivych ¢leni je vysoka a skupina je sva-
zéna s fadou mimofakultnich spolupraci, coz ji umoziiuje sousttedit se na hloubku pro-
blému obou témat, jimiz se zabyva. Nicmén¢ pievazujici pracovni zainteresovanost je lo-
gicky spojena s praci inven¢nich studentti doktorského studia. Praveé v této oblasti bohuzel
existuji dosud uréitd prazdna mista: Ceska republika neni zemi s vyraznym profilem far-
maceutického priimyslu, natoz ¢asti, zabyvajici se vegetabilnim materidlem a jeho vyzku-
mem. Ackoliv se v poslednich letech za¢ina zajem o tuto oblast rozsifovat produkci nutra-
ceutik, bude trvat jesté fadu let, nez bude situace konsolidovana na uroven zapadoevrop-

skych zemi, v nichZ ma pouziti (1é¢ivych) rostlin tradici (Némecko, Svycarsko, Francie).
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