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Seznam zKkratek

AChE acetylcholinesterasa

BuChE butyrylcholinesterasa

AD Alzheimerova choroba

NO oxid dusnaty

ICso 50% inhibi¢ni koncentrace

A549 adenokarcinom plic

MCF-7 adenokarcinom prsu

HeLA karcinomu délozniho ¢ipku

MNTD maximalni netoxicka davka

PMST prodlouzenim medidnu doby preziti

MOLT-4 akutni lymfoblasticka leukémie

MIC minimalni inhibiéni koncentrace
Jurkat akutni T-bunécéna leukémie
HT-29 karcinom tlustého stfeva

PANC-1 karcinom slinivky bfi$ni

A2780 ovarialni karcinom

SAOS-2 osteogenni sarkom

HT-29 karcinom tlustého stfeva

1D NMR jedno dimenzionalni nuklearni magneticka rezonance
2D NMR dvou dimenzionalni nuklearni magneticka rezonance
IH NMR protonova nuklearni magneticka rezonance

I3C NMR  uhlikové nukledrni magneticka rezonance
HRESIMS  high resolution electrospray ionisation mass spektrometry (hmotnostni

spektrometrie s ionizaci elektrosprejem s vysokym rozliSenim)

ECD electronic circular dichroism (elektronicky cirkularni dichroismus)

COX-1 cyklooxigenasa 1

COX-2 cyklooxigenasa 2

SC-560 selektivni inhibitor COX-1

NS-398 N-(2-cyklohexyloxy-4-nitrofenyl)methansulfoamid, selektivni inhibitor COX-2
MS hmotnostni spektrometrie

gHMBC heteronuclear multiple bond coherence (heteronuklearni korelace vice vazeb)

POP prolyl oligopeptidasa (cytosolova serinova proteasa)



HRMS high resolution mass spektrometry (vysoko u¢innd hmotnosti spektrometrie)
LDso 50% latentni davka
RAW 264,7 mysi makrofagova bunécna linie



1 Uvod

Lidska spolecnost byla od pocatku svého vzniku v uzkém kontaktu se svym prostiedim
a zdroje, které v pfirod¢ nachéazela, vyuzivala kromé pfijmu potravy také k lé€eni nemoci.
Ziskévani poznatkl a zkuSenosti bylo tehdy realizovano prostiednictvim metody pokus omyl
a tyto informace se nésledné¢ predavaly z generace na generaci [1].

Nejstarsi ditkazy o pouzivani rostlin jako 1éku pochazeji ze 4000 let starych asyrskych
tabulek psanych klinovym pismem. V tabulkdch je uvedeno pftiblizné¢ 250 riiznych rostlin
veetné téch, co obsahuji alkaloidy jako napt. Papaver somniferum nebo Atropa belladona. Rané
,»farmakognozie* dosdhla vrcholu s Hippokratem v obdobi 460-377 pt. n. 1., ktery kriticky
zhodnotil vice nez 200 1écivych rostlin. Svou medicinu zalozil na empirickych diikazech
a jako takovou ji osvobodil od mytické minulosti. JiZ v této dobé byly zndmé nékteré ucinky
rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae, napt. Hippokrates doporucoval narcisovy olej ziskavany
z Narcissus poeticus k 16¢bé nadort d€lohy. Vyznamny meznik piichazi s Dioskoroidésem,
ktery ve svém dile De materia medica popsal ptes 500 [éCivych rostlin pro vice nez 50 indikaci.
Sbirka slouzila jako herbai a z informaci, které obsahovala, se vychazelo az do sttedovéku [2].

Tradi¢ni rostlinna medicina se v rozvojovych i rozvinutych zemich pouziva jiz pres
tisice let. Hojné je vyuzivéna predevSim v Asii, Africe nebo Latinské Americe a Casto
je oznacovana jako alternativni nebo dopliikova medicina. Vice nez 80 % svétové populace
se dle WHO (svétova zdravotnickd organizace) spoléhé na tradi¢ni 1éCiva (pfevazné rostliny).
Fytoterapie je Siroce vyuzivana po celém svété a zdjem o ni stale roste. Celosvétovy trend
syntetickych sloucenin se tak postupné obraci zpét k rostlinnym 1é¢ivim. Diky tomuto
zvySenému zajmu o rostlinnd 1é¢iva po celém svéte je tieba presné a komplexné studovat otazky
tykajici se kvality, bezpecnosti a ucinnosti. Na rozdil od pouzivani celych rostlin nebo jejich
casti, jak tomu bylo v minulosti, se dnes uptednostiiuje izolace sloucenin nebo Cistych latek
s konkrétni biologickou aktivitou. Diivodem jsou zmény obsahu latek v rostlinach, které mohou
nastat vlivem riznych klimatickych podminek. V disledku Spatného skladovani nebo
podminek transportu mizZe dochdzet také ke zméné nebo ztraté biologicke aktivity. Jednou
z dalSich pfekazek je i ibytek rostlinnych druhti. Odhaduje se, Ze 50000 az 80000 rostlinnych
druhti se pouziva k farmaceutickym uceliim a z tohoto poctu je asi 15000 druhti vystaveno
riziku vyhynuti v disledku nadmérného sbéru a niceni stanovist’, proto je dilezité vzit v ivahu
i eticky kodex ochrany Zivotniho prostiedi. I pfes tato rizika maji rostliny vyznamnou pozici
v terapii fady chorob. Na svété existuje pies pul milionu rostlin a vétSina z nich nebyla doposud

I¢kaisky zkoumana [2].



2 Cil prace

Cilem diplomové prace je:

Zpracovani teoretické¢ Casti, zaméfené na problematiku zadanych taxonomickych
jednotek, tj. jednotlivych kultivara rodu Narcissus sp. z Celedi Amaryllidaceae
(zafazeni, struktura, vyskyt, biosyntéza alkaloidi, biologicka aktivita apod.)

Druhd cast je soustiedéna na nové izolované alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae v
poslednich 5 letech (2016 az 2022)

Ptiprava sumarnich alkaloidnich extrakth

GC-MS analyza sumarnich alkaloidnich extraktt a jeji nasledné vyhodnoceni
Stanoveni inhibi¢ni aktivity sumarnich alkaloidnich extraktii vii¢i acetylcholinesterase
a butyrylcholinesterase (AChE, BuChE)

Shrnuti vysledki a sepsani diplomové prace



Teoreticka cast

3 Celed Amaryllidaceae

Amaryllidaceae (Amarylkovité) jsou fazeny do fadu Amaryllidales spolu s dal§imi

farmaceuticky vyznamnymi ¢eledi jako jsou Hyacinthaceae a Agavaceae [3].

3.1 Zakladni charakteristika

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae jsou jednodé€lozné, krytosemenné, vytrvalé byliny
obvykle s cibulemi, méné Casto s hlizami nebo oddenky. Stonek tvoii zpravidla stvol. Listy jsou
typicky stfidavé, ¢arkovité, mohou byt jen pfizemni, ale také lodyZzni. Vzacné mtize byt Cepel
rozsifena [4]. Pro Celed” Amaryllidaceae, jsou charakteristické oboupohlavné kvéty se spodnim
semenikem. VétSinou jsou uspotadany do okolikovitého nebo Sroubelovitého kvétenstvi,
ale mohou bytijednotlivé. NerozliSené kvétni obaly jsou uspotadany ve 2 kruzich, jsou obvykle
volné, pravidelné a ziidka srlstaji na bazi. Plodem je tobolka nebo bobule [4].

Amaryllidaceae tvofi Sirokou ¢eled’ zahrnujici priblizn€ 1000 druhti az v 65 rodech [5].
Navzdory pantropickému rozsifeni, jsou zastupci této ¢eledi vyznamné zastoupeni ve tfech
rozdilnych zemépisnych oblastech, pocitaje Andy v Jizni Americe, Sttedomoii a jizni Afriku.
Az jedna tietina z celkového poctu se nachazi v Jihoafrické republice, pficemZ vétSina z nich
je zastoupena v kvétné 1i8i Capensis v Zapadnim Kapsku [6].

Do této Celedi patii fada okrasnych druhi jako jsou narcisy (Narcissus), snézenky
(Galanthus), bledule (Leucojum), hvézdniky (Hyppeastrum), klivie (Clivia) nebo kalokvéty
(Agapanthus), které maji kvEty nejriznéjsich tvarh a barev, diky ¢emuZ jsou velmi Zadané, jak
pro domaci péstovani, tak pro kvétinarsky primysl. Prvni misto v produkci evropskych narcist
drzi Velké Britanie [6]. Mimo druhy péstované zejména pro okrasny a ekonomicky vyznam, je
celed’ zajimava predevSim pro sviij obsah biologicky cennych alkaloidl, jejichz vyuziti v
tradi¢nich lécebnych postupech je mozné vysledovat az do dob Hippokrata a Plinia [7].
V soucasnosti jsou alkaloidy z c¢eledi Amaryllidaceae predmétem vyzkumné cinnosti,
ale n¢které z nich, jako naptiklad galanthamin, jsou jiZ pouzivany v terapii Alzheimerovy

choroby (AD) [5].



3.2 Rod Narcissus sp.

Rod Narcissus je povazovan za nejrozsifenéjsi z Celedi Amaryllidaceae. Od ostatnich
rodi z této Celedi se 1iSi pfitomnosti perigonalni korunni struktury, ktera tvofi prstenec nebo
trubku. Jsou to vytrvalé, viceleté byliny s cibulemi, které na spodni stran¢ nesou adventni,
nevétvené koteny s vyraznou kotenovou cepickou. Horni ¢ast cibule se skldda z cibulovych
Supin, které obklopuji pupen a plni funkci zasobnich organii. Pupen roste po cely prvni rok a ve
druhém roce iniciuje vznik kvéth. Kvétni stvol je bezlisty, jednoduchy a obsahuje velké
mnozstvi Skrobovych zrn a rafidii Stavelanu vapenatého. Je zakoncen jednim kvétem nebo
kvétenstvim. Kvéty jsou oboupohlavné, obvykle jarni, jednotlivé a vonné [7]. Okvéti se sklada
z 6 okvétnich listkli ve dvou pieslenech srostlé v dolni ¢asti v okvétni trubku [8]. Listy, které
mohou byt ¢arkovité nebo lalocnaté dortistaji do velikosti v rozmezi 5 cm - 1,2 m [9]. Plodem
je tobolka [10].

StanoviSté narcisii jsou velmi pestra, zahrnuji pastviny, lesy, kfoviny, biehy fek a skalni
Stérbiny. VétSina druhi rozkvétd na jafe a po odkvétu dochdzi k rychlému starnuti listt
s naslednym klidovym obdobim [7].

V soucasnosti ¢ita rod 80 - 100 volné rostoucich druhti. Piestoze je mozné zaradit ¢eled’
Amaryllidaceae jako celek mezi tropické a subtropické rostliny, zastupci rodu Narcissus jsou
lokalizované hlavné ve stfedomofi s nejvétsi diverzitou na Pyrenejském poloostrové, vyskytuji
se také v jihozapadni Francii, severni Africe, v Italii nebo na Balkané [7].

Klasifikace tohoto rodu je obtiznd vzhledem k pfirozené hybridizaci,
ktera je doprovazena Slechténim, kiizenim a selekci [11]. Vysledkem hybridizace jsou
komeréni kultivary, které jsou odolnéjsi a vétsi nez divoce rostouci druhy. Bylo vyslechténo
velké mnozstvi kultivarti zejména pro okrasné ucely, napt. kultivary s velkou korunou vznikly
ktizenim N. pseudonarcissus a N. poeticus, vicehlavé kultivary kiizenim N. poeticus
aN. tazzeta [7].

V soucasnosti je v mezinarodnim registru narcisii uvedeno vice nez 27 000 jmen
kultivart. Dal$i vyhodou je, ze jsou dostupné ve vétSim meétitku pro komeréni ziskavani
alkaloidi. Z rostlin rodu Narcissus bylo izolovano ptes 100 alkaloidii rozdilnych strukturnich
typa. Kromé jiz vySe zminéného alkaloidu galanthaminu, ktery se pouziva v terapii AD a plisobi
jako selektivni, reverzibilni a kompetitivni inhibitor acetylcholinesterasy, vykazuji nékteré dalsi
alkaloidy také protinddorovou (haemanthamin, lykorin), antimalarickou, antivirovou

nebo antimykotickou aktivitu [12].



3.3 Kultivary narcisti pouZité v experimentalni ¢asti

Experimentalni Cast této diplomové prace je zaméefena na ziskani alkaloidnich extrakta
a jejich nasledné vyhodnoceni. Pro tento ucel bylo vybrano sedm kultivart. Narcissus cv.
Daydream (Obrazek 1), Narcissus cv. Gay Kybo (Obrazek 2), Narcissus cv. High Society
(Obrazek 3), Narcissus cv. Love Call (Obrazek 4), Narcissus cv. Peach and Cream (Obrazek

5), Narcissus cv. Sunny Girlfriend (Obrazek 6) a Narcissus cv. Yellow Salome (Obrazek 7).

3.3.1 Narcissus cv. Daydream

Kultivar je registrovany od roku 1960. Jedna se o velkokvéty narcis dorustajici vysky
14 - 16 cm. Okvétni listky zelenozluté barvy jsou Siroké a na vrcholu zaoblené, okraje mohou
byt zvinéné [13]. Pakorunka je vélcovita, hladkd, zbarvena do Zzluta, ale postupné bledne
a prechazi do bilé barvy. Listy jsou uzké, ¢arkovité ve vzptimenych az rozloZenych trsech.

Kvete v dubnu, v poloving sezony [14].

Obrazek 1. Narcissus cv. Daydream [14]

3.3.2 Narcissus cv. Gay kybo

Tento napadny kultivar byl zaregistrovan spolec¢nosti du Plessis Bros. v roce 1980
a pojmenovan po slavném irském dostihovém koni [13, 15]. Sitka kvétu je v praiméru 10 cm
[16]. Vnéjsi az Sesticetné okvéti tvori tupé, ohnuté a prekryvajici se okvétni listky krémove-bilé
barvy. Listky pakorunky jsou prolozené, ty nejblize stfedu maji zprohybany okraj a jsou syté
oranzové barvy [13]. Diky centralnimu shluku okvétnich listka s téméft riizicovym tvarem, je
fazen mezi tzv. ,,dvojité narcisy*. Dortista vysky 16 - 20 cm. Kvete mezi dubnem a kvétnem

[15].



Obrazek 2. Narcissus cv. Gay Kybo [15]

3.3.3 Narcissus cv. High Society

Za slechtitele tohoto kultivaru je povazovan Brian S. Duncan ze Severniho Irska
a je registrovan od roku 1979 [13]. Okvétni listky jasné bilé barvy jsou vejcité, hladké, nékdy
vroubkované, pravidelné, piekryvajici se do poloviny. Pakorunka je citronové zluta, na bazi
zelena a na okraji syté rizova. Merunkové usti pakorunky je rozSifené a vroubkované [17].
Doriistd do vysky v rozmezi 30 - 60 cm [18]. Kvete v poloving€ az na konci sezény (bfezen

az kvéten) [19]. Svym vzhledem je podobny kultivaru Bridesmaid [13].
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Obrazek 3. Narcissus cv. High Society [18]



3.3.4 Narcissus cv. Love Call

Tento kultivar byl zaregistrovan v roce 1962. Hybridizatorem tohoto kultivaru je J.
Garritson a syn z Nizozemska. Vnéjsi vejcité okvétni listky bilé barvy se ptekryvaji do
poloviny. Vnitini listky jsou lopatkovitého tvaru s vroubkovanymi okraji. Az k bazi rozdélena
pakorunka se sklada ze Sesti narasenych, syté oranzovych listki polovi¢ni délky nez listky
okvétni, se kterymi se piekryvaji [13]. Doristd do vysky 30 - 60 cm, kvete na zacatku
az uprostied sezony [18].
Tento typ kultivaru je fazen mezi narcisy s délenou pakorunkou mize byt oznacovan také jako
motylokvéty narcis, pro ktery je charakteristické stfidani pakorunnich a okvétnich listka

v Sestithelniku [20, 21].

Obrazek 4. Narcissus cv. Love Call [22]

3.3.5 Narcissus cv. Peach and Cream

Jak jiz ndzev napovida, tento kultivar je tvofen krémovée bilymi zaspic¢atélymi okvétnimi
listky s malou pakorunkou broskvové barvy, u které je patrny nataseny okraj [23]. Modrozelené
¢arkovité listy si zachovavaji svou barvu po celou dobu sezény [24]. Byl registrovan pred
rokem 1950 cibulovou farmou v Oregonu v USA. Doriista do vysky 30 - 60 cm, kvete uprostied

az na konci sezony [13].



Obrazek S. Narcissus cv. Peach and Cream [22]

3.3.6 Narcissus cv. Sunny Girlfriend

Sladce vonici kvét tohoto kultivaru je tvofen rozprostienymi, Siroce vej€itymi okvétnimi
listky bilé barvy dosahujici délky 4 cm. Listky pakorunky o velikosti dvou tretin listkll
okvétnich jsou dvoulalo¢né, k bazi délené, se siln€ zvinénymi okraji [13]. Listky jsou na bazi
zluté zbarveny a k syté merunkovym okrajim ptechazeji pies bilou barvu [25]. Dortsta do
vysky 40 cm [26]. Kultivar je registrovany od roku 2009. Stejné jako u kultivaru Love Call je
1 zde hybridizatorem J. Garritson a syn z Nizozemska. DalSim spole¢nym znakem je zatazeni

mezi motylokvété narcisy [25].

Obrazek 6. Narcissus cv. Sunny Girlfriend [27]
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3.3.7 Narcissus cv. Yellow Salome

Hybridizatorem tohoto kultivaru je Paul van Bentem z Nizozemska a je registrovany
od roku 2005. Primér kvétu je 10,6 cm. Vnéjsi krémove Zluté okvétni listky jsou vejcité,
rozlozené a rovné, kultivar je dale zdoben syté zlutou pakorunkou s narasenym ustim [13].
Doriistad do vySky od 30 - 65 cm a kvete na konci sezony [18]. Pfibuznym kultivarem je Pink
Salome [28].

Obrazek 7. Narcissus cv. Yellow Salome [18]



4 Alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae

Jak jiz bylo zminéno, Celed’ Amaryllidaceae, tudiz 1 rod Narcissus obsahuje specifické
metabolity s charakteristickym vyskytem. Tvoii stile se rozsifujici skupinu latek rozmanité
struktury 1 biologické aktivity [29].

Existence téchto specializovanych metabolitl, které jsou charakteristické pfitomnosti
minimaln¢ jednoho dusiku v heterocyklu, je povazovana za ochranou adaptaci pied napadenim
predatory a mimo jiné zprostfedkovavaji také intra- a inter-specifické signaly uvnitf rostlin [30].
Ackoliv jsou alkaloidy pfitomny ve vSech Castech rostliny, jejich nejvétsi koncentrace se
nachdazi v cibulich a obsah kolisa béhem vegetace [31].

Prvnim izolovanym alkaloidem byl lykorin z Narcissus pseudonarcissus v roce 1877.
Od té doby doslo k izolaci vice nez 300 alkaloidt, z toho témét 100 se nachazi v rodu Narcissus.
Na zakladé struktury se rozdéluji do deviti zadkladnich typa skeletti, pfi¢emz jednotlivymi
zastupci jsou norbelladin, lykorin, homolykorin, krinin, haemanthamin, narciklasin, tazettin,
montanin a galanthamin [29]. Ackoliv se alkaloidy mezi sebou 1isi svoji strukturou, vSechny
maji spole¢nou biosyntetickou cestu vychdzejici z norbelladinu [5]. Diky jejich strukturalni
rozmanitosti je mozné u této skupiny latek nalézt celou fadu biologicko-farmakologickych
aktivit. Mezi nejvyznamnéjsi patii cytotoxické, protinadoroveé, antimalarické, antimykotické,
antibakterialni, antivirotické, emetické analgetické a AChE/BuChE inhibi¢ni G¢inky. Diky
tomuto Sirokému spektru vlastnosti jsou vhodnymi adepty na lécbu neurodegenerativnich,
nadorovych nebo infekénich onemocnéni [11].

Vice nez tisice let se rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae vyuzivaji jako zdroj 1écebnych
prostiedkii. Pies velké mnozstvi tradi¢nich rostlinnych zdroji, patii cibulové rostliny z této
celedi mezi 20 nejpouzivangjSich Celedi [32]. Jsou pfedmétem aktivniho vyzkumu jiz témét 200
let [29]. Vyznamnou nevyhodou je dostupnost alkaloidd, jelikoZ se v rostlinach vyskytuji pouze
v malé koncentraci a pro ziskani premefeného mnozstvi alkaloidu je tfeba péstovat rostliny ve
velkém objemu. Takovato spotieba je pak obecné neekologickd. Chemickéd syntéza by dokazala
zmirnit naroky na omezené mnozstvi alkaloidl, nicmén¢ i ta celi n¢kolika vyzvam, protoze
vyroba téchto slozitych sloucenin je narocné a ndkladnd. VSechny tyto skutecnosti tak davaji
silny divod pro nalezeni bud’ pfiméfené kratké a finanéné dostupné syntézy nebo dalSich

rostlinnych zdroju téchto alkaloidt [30].
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4.1 Biosyntéza alkaloidi

Navzdory intenzivnim vyzkumiim nebyla biosyntéza alkaloidi z ¢eledi Amaryllidaceae
doposud zcela objasnéna. Enzymy zodpovédné za produkci alkaloidli nejsou zcela znamy, ani
geny kodujici tyto enzymy nebyly pIné€ charakterizovany [30]. Tento nedostatek informaci
o biosyntetickych cestach, regulaci a transportu alkaloidi komplikuje nalezeni pfiméfené
kratké syntetické cesty, ktera by umoziiovala vyrobu sloucCenin ve vétSim mnozstvi
a v ekonomicky udrzitelném métitku [32].

I ptes velkou strukturni rozmanitost se na alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae pohliZzi jako
na derivaty spole¢ného skeletu norbelladinu [29]. Biosyntéza probiha tzv. norbelladinovou
cestou, kterd vychazi ze dvou prekurzora, aminokyseliny L-fenylalaninu a L-tyrosinu [30]. Oba
substraty pochézeji z primarnich metabolickych drah, a ackoliv jsou si aminokyseliny
chemicky blizké, nejsou v rostlindch zaménitelné [29]. Pocatecni krok zahrnuje preménu
L-fenylalaninu na meziprodukt 3,4-dihydroxybenzaldehyd (3,4-DHBA) a pfeménu L-tyrosinu
na tyramin. Pfeména L-fenylalaninu probiha tzv. fenylpropanoidni cestou, ktera je mimo jiné
soucasti metabolismu fenylpropanoidii. Tak je moZné zpozorovat propojeni dvou
biosyntetickych cest alkaloidni a fenylpropanoidni [32].

V prvnim kroku, za plisobeni fenylalanin-amoniak lyasy (PAL), dochazi k eliminaci
amoniaku za vzniku kyseliny trans-cinnamové, nasleduje hydroxyla¢ni reakce katalyzovana
dvéma cytochromy P450, a to cinnamat-4-hydroxylasou (Ca4H) a kumarat-3-hydroxylasou
(Ca3H) a vznika kyselina p-kumarova. Fenylpropanodini cesta je zakoncena ztratou dvou
uhliki za vzniku meziproduktu 3,4-DHBA jako prekurzoru fragmentu C6-C1. Na druhé strané
je L-tyrosin dekarboxylovan pomoci tyrosin dekarboxylasy (TYDC). TYDC vystupuje
v mnoha rostlinach produkujicich alkaloidy jako klicovy regulacni enzym. Podili se na fizeni
pfechodu od primarniho ke specializovanému metabolismu, dalsi funkci je 1 zajiSténi
dostatecného mnozstvi tyraminu pro syntézu ruznych isochinolinovych alkaloidd [33].
Kondenzaci 3,4-DHBA a tyraminu vznikd nejprve produkt schiffovy baze, ktery po redukci
poskytuje kli¢ovy meziprodukt norbelladin. Enzymy katalyzujici tuto rekci nejsou zcela
objasnény, ale ptfedpokladd se ucast norbelladin syntetasy (NBS) a/nebo noroxomaritidin
reduktasy (NR). Norbelladin je nésledné methylovan prostiednictvim norbelladin
4'-O-methyltransferasy (N4OMT) za vzniku ustfedniho produktu 4'-O-methylnorbelladinu, od
n¢hoz vedou pocetné biosyntetické drahy k riznym strukturnim typtim alkaloidt. Tato reakce
ptedstavuje zlom, kdy dochézi k pfechodu primérnich metabolitii do sekundarni metabolické

drahy [32].
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Po syntéze ustiedniho produktu nasleduje jeho cyklizace intramolekularni, oxidativni
fenolovou vazbou, kterd mtize probihat ortho-para, para-ortho nebo para-para [29]. Para-ortho
vazba vede k alkaloidim galanthaminového typu, naproti tomu vazba ortho-para vytvaii
strukturu lykorinového a homolykorinového typu. Spojovaci reakci para-para mohou vznikat
alkaloidy krininového, narciklasinového, tazettinového a montaninového typu [32]. Cyklizaci
tedy vznikaji tfi patefni struktury, které dale poskytuji oporu stovkam doposud znamym

alkaloidiim z ¢eledi Amaryllidaceae [33].
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4.2 Strukturni typy alkaloidii

4.2.1 Lykorinovy strukturni typ

Alkaloidy lykorinového typu se ftadi mezi nejbéznéjsi alkaloidy v celedi
Amaryllidaceae. Jsou charakterizované pyrrolo[d,e]fenanthridinovym skeletem a témét
vSechny alkaloidy tohoto typu maji transsjednoceni kruhit B a C, které je velmi citlivé vici
oxida¢nimu pisobeni [34, 29].

Hlavnim alkaloidem této skupiny je lykorin, jehoz struktura byla poprvé popsana
Nagakawaem a spol. v roce 1956. Vykazuje Siroké spektrum farmakologickych uc¢inkt pocinaje
protinddorovymi, antiangiogennimi, protivirovymi, antibakteridlnimi, antimalarickymi,
hepatoprotektivnimi, analgetickymi a dal§imi. Diky tomuto obrovskému biologickému
potencialu ptitahuje zajem celé fady vyzkumniki [35].

Lykorin byl prvni identifikovanou cytostatickou slouceninou z ¢eledi Amaryllidaceae
a obecné je uznavan jako antiproliferativni latka proti Siroké Skale multirezistentnich a apoptoze
odolavajicich nadorovych bun¢k. Vykazuje selektivni cytotoxickou aktivitu prostiednictvim
mitochondridlni drahy a indukce apoptdzy. Mé schopnost snizovat regulaci MCL-1 (mantle cell
lymphoma) u lidskych leukemickych bunék a indukovat apoptdzu prostiednictvim regulace
bunécnych liniich HL60 a KM3 uvolnénim cytochromu-c a aktivace kaspas. Dalsi zajimavou
vlastnosti je antiangiogenni aktivita. Lykorin ma schopnost zastavit vaskulogenni stimulaci
metastatickych melanomovych buné€k a zabranuje tvorbé nddorovych cév in vivo. Tyto ucinky
jsou spojovany s inhibici aktivity promotoru VE-kadherinu (Vascular endothelial-cadherin),
exprimované¢ho na spojich normalnich a nadorovych cév, sehravajici klicovou roli v jejich
sestavovani a endotelialni permeabilité [35].

Pfi hodnoceni antibakteridlni aktivity nevykazoval lykorin Zddné vyznamné inhibi¢ni
ucinky vuci Staphylococus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa nebo
Flavobacterium columnare. Naproti tomu jeho disubstituované O-analogy (O-acetyllykorin) se
ukazaly byt u¢inngj$i. Vysledky studii vedly k zavéru, ze substituce na Cl a C2 je pro
antibakterialni ti€innost klicova [35].

Antivirova aktivita lykorinu a jeho derivath byla hodnocena proti dvéma celedim
Flaviridae, Bunvaviridae a japonské encefalitidé. Lykorin mé schopnost inhibovat flaviviry
potlatenim syntézy virové RNA, soucasné také slabé inhibuje translaci virovych proteini.
Prokdzana byla i schopnost potlacovat cytopaticky ucinek vyvolany koronavirem, ktery je
spojeny s té¢zkym akutnim respiratnim syndromem s hodnotou ECso (polovi¢ni efektivni

koncentrace) 15,7 £ 1,2 nM [35].
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Béhem hodnoceni Gi¢innosti proti Plasmodium falciparum projevoval lykorin na davce
zavislou antimalarickou aktivitu. Silnéjsi aktivitu vSak vykazovaly jeho syntetické derivaty jako
1,2-di-O-butanoyllykorin, 1-O-propanoyllykorin, 1-O-(3’R)-hydroxybutanoyllykorin
a 1-0-(3’S)-hydroxybutanoyllykorin, které¢ byly ucinné i proti rezistentnim kmenim.
Z vysledkl bylo mozné odvodit, Ze nejlepsi antimalarické aktivity dosahuji derivaty s volnymi
hydroxylovanymi skupinami na C-1 a C-2, popfipad¢ esterifikované jako acetaty nebo
isobutyraty [35].

Dobry antiartriticky potencial projevoval lykorin na zvifecich modelech. Usp&iné
blokuje edém a snizuje cytotoxicitu kalprotektinu, ktery pfispiva k rozvoji zanétu a vede
k destrukci tkéni. Dale snizuje produkci oxidu dusnatého (NO), prostoglandin E2, tumor
nekrotizujici faktor-alfa (TNF-alfa), mitogenem aktivované kaspasy P38 a bunétnou
celé fady artritickych a zanétlivych onemocnéni [35].

Soucasti biologického potencialu lykorinu je i schopnost potlacovat biosyntézu kyseliny
askorbové in vitro a in vivo, a to prostfednictvim inhibice aktivity L-galaktonu-gama-lakton
dehydrogenasy lokalizované v mitochondrialni membrané rostlin [29]. Kyselina askorbova je
syntetizovana z glukozy a ptlisobi jako antioxidant v riznych bunécnych procesech, ma také
schopnost vyznamn¢ inhibovat peroxidazy in vitro. Bylo prokézano, ze lykorin v davce 50 uM
inhibuje biosyntézu kyseliny askorbové a jeho ucinek pretrvava 1 po odstranéni alkaloidu
z inkubacniho media [35]. Tyto ucinky je mozné vyuzit pti inhibici bunécného ristu, tedy jako
herbicidni prosttedek [29].

Mimo vyse zminéné biologické aktivity ma lykorin vét§i analgetickou ucinnost nez
indometacin a aspirin, prokazany byly i antikonvulzivni G¢inky. U fady alkaloidi z celedi
Amaryllidaceae véetné lykorinu, bylo zjiSténo vazorelaxa¢ni plisobeni na hladké svalstvo, které
se pfipisuje podobnosti s isochinolinovymi alkaloidy jako je papaverin [29]. Diky své
antioxidacni povaze mél lykorin schopnost ochranit erytrocyty pifed plisobenim
2-amidinopropanem. Potvrzeny byly i hepatoprotektivni a choleretické ucinky [35]. Naproti
tomu, ze alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae jsou zndmé inhibitory AChE a BuChE, tak lykorin
tyto u€inky nevykazuje nebo jen velmi slabé. Byly vSak vyvinuty strukturné bioaktivni derivaty
lykorinu, u kterych se docililo zesileni inhibi¢nich UcCinkdi vG¢i cholinesterasam.
2-O-terc-butyldimethylsilyl-1-O(methylthio)methyllykorin ptsobi jako dudlni inhibitor lidské
AChE a BuChE. Acylované nebo esterifikované derivaty oproti ptedchozimu derivatu vykazuji

vyssi aktivitu k BuChE nez AChE [35]. U 1-O-acetyllykorinu byla naméfena silna inhibice vici
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AChE, dokonce byl dvakrat Gc¢inngj$i nez galanthamin s hodnotou ICso 0,96 + 0,04 puM,
nicméné ve studii byl pouzit enzym z thote elektrického [36].

U dalSich zastupct této skupiny jako je pseudolykorin, amarbellisin a ungeremin byla
také zaznamenana aktivita proti nddorovym bunkam. Ve srovnani se standartnimi 1éky jako je
vinkristin prokéazal pseudolykorin schopnost prodlouzit zivot leukemickych mysi infikovanych
Rauscherovym virem, a navic nebyl zjistén zadny negativni vliv na tvorbu humoralnich
protilatek. Silny cytotoxicky uc¢inek proti fadé ndadorovych bunék, mezi které patii
A549 (adenokarcinom plic), OE21 (skvamdzni karcinom jicnu), HS683, U373 bunécna linie
gliomu lidského mozku), SKMEL-28 a B16F10 (maligni melanom) byl zaznamendan
u amarbellisinu. Alkaloid byl také podroben antibakterialnimu a antimykotickému screeningu,
pii kterém byla zaznamendna silna aktivita proti Escherichia coli a Candida albicans.
Ungeremin, znamy také jako lykobetain, vykazuje inhibi¢ni G¢inky vii¢i Ehrlichovu ascites
karcinomu, ascites hepatomu, Lewisovu karcinomu plic a Yoshidovu ascites sarkomu. M4 také
schopnost interferovat s aktivitou topoizomeraz 1 a II, které jsou zodpovédné za spravné
rozietézeni DNA. Inhibice téchto enzymt vede ke vzniku jedno vlaknovych a dvouvldknovych

zlomt a ke kovalentnimu pfipojeni enzymu k DNA [37].
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Obrazek 9. Lykorinové strukturni typy [37]
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4.2.2 Homolykorinovy strukturni typ
Zastupci homolykorinového strukturniho typu vznikaji biogeneticky ptestavbou alkaloidi
lykorinové skupiny a jsou odvozeny od 2-benzopyrano-[3,4-glindolu. Béhem hodnoceni
cytotoxické aktivity homolykorinu bylo vyuzito péti lidskych nadorovych bunéénych linii,
které¢ zahrnovaly builkky karcinomu prsu (MCF-7), myelogenni leukemie (K562),
lymfoblastické leukemie (CEM) a maligniho melanomu (G-361). Homolykorin vykazoval
ucinnost proti nddorovym buinkam, doslo vsak i k posSkozeni lidskych BJ fibroblastii. Podobnost
vykazuje i 8-O-demethylhomolykorin, lykorenin a hipeastrin [38].

U hipeastrinu byla dale potvrzena aktivita proti viru Herpes Simplex a jeho
antimykoticky ucinek proti Candida albicans [5].
Hypotenzni G¢inek na arteridlni krevni tlak u normotenznich potkanii vykazoval dubiusin,

homolykorin, 8-O-demethylhomolykorin a lykorenin [29].

H; C(HO)HCH ,COCO.
H,CO

dubiusin hipeastrin

Obrazek 10. Homolykorinové strukturni typy [38]

4.2.3 Haemathaminovy a Krininovy strukturni typ

Zaklad téchto strukturnich typd tvofi ethanofenantridinovy skelet a podle orientace
ethanového mustku umisténého v poloze N-5 a C-10 je mozné oba typy odlisit. Pro krininovy
typ je charakteristicky [p-orientovany ethanovy mustek, zatimco u alkaloida
haemanthaminového typu je ethanovy mistek orientovany do polohy a [34]. Cytotoxicka
aktivita na nddorové buiiky byla potvrzena u haemanthaminu, haemanthidinu a krinaminu, které

se fadi k nejucinnéjsim. Dale byly prokazany i apoptotické uc¢inky u alkaloidnich struktur na
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bazi krinanu. V této souvislosti byla hodnocena aktivita ptirodnich i polosyntetickych derivata
na builky potkaniho hepatomu. Svou ucinnosti vynikaly haemanthamin a krinamin
s apoptotickym indexem 95 % po 48hodinovém plsobenim 25 pM. Pozoruhodné je
izaznamenani zanedbatelnych apoptotickych ucinki na normélni buiky lidskych
embryonalnich ledvin, coZ poukazuje na jejich urcitou selektivitu. Slabsi G¢inek vykazoval
6-hydroxyundulatin s 25 % apoptotickym indexem pii stejné koncentraci i dob¢€ ptisobeni [39].

Antimalaricka aktivita proti P. falciparum byla zpozorovana u haemanthaminu
a haemanthidinu, mirngj$i aktivitu vykazoval i krinamin. Za ucinek je pravdépodobné
zodpovédna methylendioxybenzenova ¢ast a tercialni dusik bez methylu [29].

Pfi hodnoceni antiprotozomdlnich U€inkGl in vitro proti Trypanosoma brucei
aktivita, kterd je ve srovnani s kyselinou acetylsalicylovou vyssi, podobn¢ jako u lykorinu [5].
U dalsiho zastupce vittatinu se potvrdila antibakterialni aktivita proti gramnegativni E. coli
a grampozitivnimu Sthaphyloccocus aureus, zjisténa byla i schopnost potencovat uc¢inek
morfinu [29].

Za zminku stoji 1 silnd antibakteridlni aktivita krinanu proti S. aureus a Bacillus subtilis.

U haemanthaminu se déle potvrdily hypotenzni u€inky a silné antiretrovirova aktivita [29].

haemanthidin

OH

krinamin vittatin

Obrazek 11. Haemanthaminové a krininové strukturni typy [39]

4.2.4 Narciklasinovy strukturni typ
Alkaloidy tohoto typu jsou odvozeny od molekuly fenanthridinu. Narciklasin byl poprvé
izolovan v roce 1967 v ramci vyzkumného projektu pti hledani protirtstovych faktor. O rok

pozdé&ji byl izolovan i alkaloid lykorcidinol, jehoz struktura, jak se pozd¢ji ukazalo, je naprosto
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identicka s narciklasinem [40]. Dalsi zajimavosti je, Ze na rozdil od vétSiny alkaloidii nema
narciklasin bazicky charakter. Tato skute¢nost je dana pfitomnosti amidického dusiku [41].

V roce 1967, kdy byl poprvé izolovan, doSlo také k prvnimu hodnoceni jeho biologicke,
resp. protinadorové aktivity. Narciklasin vykazoval silnou blokddu mitézy u bun¢k mysiho
karcinomu a u¢inn¢ inhiboval 1 riist radikuli pSeni¢ného zrna. Pozdéji byly poznatky rozsiteny
o dalsi studie, ve kterych narciklasin inhiboval riist bunék lidského karcinomu délozniho ¢ipku
(HeLA). Béhem hodnoceni byla zaznamenana snizena syntéza DNA bez ovlivnéni RNA, piima
interakce s DNA byla ale vylou¢ena [40]. Narciklasin ma schopnost vazat se na ribozomalni
podjednotku 60S a inhibovat peptidyltransferasu, vysledkem je zamezeni vzniku vazby v nové
vznikajici fetézci proteinu [5].

Apoptotické ucinky byly prokazany pii vysoké koncentraci 1 puM narciklaisnu,
a to prostfednictvim aktivace komplexu DISC (Death-Inducing complex), Fas, receptoru smrti
4 (DR4) a nasledné aktivace kaspas -8 a -9. Vysokd koncentrace vSak neni podminkou
apoptotického piisobeni. V lidskych promyeloidnich buiikach HL-60 a v bunkach skvamézniho
karcinomu dutiny tstni doslo k redukci bunék 1 pti nizkych koncentracich (18 a 50 nM) [40].
na modelu potkani artritidy a soucasné potlacuje produkci TNF-a. V riiznych typech leukocyti
také snizil produkci prozanétlivych cytokint [40].

Informace o antivirové aktivité byly zvetejnény v roce 1992. Byla prokdzéana in vitro
ucinnost proti japonské encefalitidé, Zluté zimnici a horecce dengue. Aktivita byla patrna az pfi
vyssich koncentracich, které s sebou nesly riziko cytotoxickych uc¢inkt [40]. Za zminku stoji i
antibakterialni aktivita proti Corynebacterium fascians a antifungalni aktivita proti Candida
albicans [5].

Neméné vyznamnym zastupcem tohoto strukturniho typu je pankratistatin. Jeho
cytotoxicka aktivita byla hodnocena na Sedesati bunéénych liniich, zahrnujicich naddorove
transformované bunky z tkani plic, stieva, ovarii, ledvin, mozku, melanomu a bunék akutni
myeloidni leukemie. Pankratistatin prokazateln¢ inhiboval HeLA bunky, patrna byla i vysoka
cytotoxicka aktivita na leukemické buiiky. Protinadorova ucCinnost byla hodnocena i na
bunéénych liniich karcinomu prostaty DU145 a LNCaP. Pti koncentraci 1 pM bylo prokéazano,
ze selektivné snizuje zivotaschopnost rakovinnych bunék prostaty a soucasné nezvysSuje
bunécnou smrt u nenadorovych bun¢k. Ma schopnost selektivné indukovat apoptézu bunék
karcinomu prostaty, snizuje jejich migraci, indukuje produkci kyslikovych radikali a iniciuje

apoptotickou smrt zprostfedkovanou mitochondriemi [5].
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narciklasin pankratistatin

Obrazek 12. Narciklasinové strukturni typy [40]

4.2.5 Tazettinovy strukturni typ

Zastupci tazettinového strukturniho typu piedstavuji minoritni skupinu alkaloidl
z Celedi Amaryllidaceae. Jejich struktura je odvozena od 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu [5].
Pretazettin izolovany z Narcissus Tazetta byl jako prvni zkouman na antiproliferativni u¢inky
v roce 1971. Hodnoceni probihalo na mySich s modelovou Rauscherovou leukemii, maximalni
netoxickd davka (MNTD) byla stanovena na 50 mg/kg jako déavka, kterou mysi tolerovaly
béhem 14 dnii podavani, aniz by doslo ke zjevné intoxikaci. Pretazettin vykazoval vysokou
ucinnost s prodlouZzenim medidnu doby pteziti (PMST) 132 % oproti kontrolnim davkam
cyklofosfamidu, vinkristinu a purinetholu s hodnotami 57 %, 53 % a 78 %. Navic bylo zjiSténo,
ze 1 pii dlouhodobé terapii byly mysi schopny plné udrZet imunitni odpovéd’. Studie byla
provadénd také s tazettinem, ktery vykazoval vyrazné€ nizs§i G€innost s hodnotami MNTD
25 mg/kg a PMST 35 %. Podobné tomu bylo 1 pfi hodnoceni antiproliferativni aktivity proti
buitkam HeLA, béhem kterého se pretazettin ukazal jako mnohonasobn¢ u¢innéjsi nez tazettin.
Pozoruhodné bylo i1 zjis$téni, Ze pretazettin byl €¢innéjsi nez lykorin nebo haemanthamin. Ve
form¢ soli hydrochloridu byla zkouména jeho antileukemicka G¢innost u mysi. Dlouhodobé
podavani pretazettinu mySim vedlo v tomto ptipadé k vyznamnému prodlouzeni délky jejich
zivota ve srovnani s neléCenymi jedinci. Patfi také k nejaktivnéj$im alkaloidim proti
T- lymfoidnim bunkam MOLT-4 [42].

Ackoliv se tazettin a pretazettin 1iSi pouze v poloze hydroxylové skupiny, kterd je
u tazettinu v poloze C-11 a u jeho protéjsku v poloze C-6, se pretazettin v fadé studii jevil jako
mnohem U¢innéjsi [42]. Bylo prokazano, ze pretazettin je schopen inhibovat syntézu bunécnych
proteinti bez ovlivnéni syntézy DNA a RNA v bunkéch lidského oralniho epidermalniho
karcinomu. V zavislosti na davce také inhibuje tvorbu peptidovych vazeb v ribozomech S-30
[42]. Kromé antiproliferativni aktivity vykazuje ucinnost 1 proti virim Herpes simplex

a flaviviram [5].
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tazettin pretazettin

Obrazek 13. Tazettinové strukturni typy [42]

4.2.6 Montaninovy strukturni typ

Biosyntéza vedouci k alkaloidiim montaninového strukturniho typu nebyla doposud
spolehlivé vysvétlena. Jedna z moznych teorii je prestavba 11-hydroxyvittatinu na pankracin
a jeho nasledna 2-O-methylace za vzniku montaninu podle studie z roku 1976. Jina teorie byla
popsana v roce 2007 Jinem, ktery vychézel z biosyntézy cherilinového typu alkaloidd. Ty
pravdépodobné vznikaji intramolekularni adici na p -pozici aromatického kruhu do benzylové
polohy oxidované chinoidni formy. Alkaloid montaninového typu pak vznika néslednou adici
sekundérniho aminu na dienom [43].

Prvni ¢tyfi alkaloidy byly izolovany v roce 1995 Wildmannem a spol., jmenovité se
jednalo o kokcinin, manthidin, manthin a montanin, dalsi izolace probihaly v nasledujicich
letech do celkového poctu ¢trnacti doposud izolovanych alkaloidd tohoto typu. VétSina se lisi
pouze konfiguraci a substituci na stereoizomerech C-2 a C-3 v kruhu E [43].

Prvni zminky o uréité protinadorové aktivit¢ byly podany pro montanin v roce 2008.
Aktivita montaninu byla hodnocena proti péti riaznym lidskym bunénym liniim,
a to adenokarcinomu tlustého stieva, nemalobunécného karcinomu plic, karcinomu ledvin, prsu
a epitelidlniho karcinomu vajecniki ve srovnani s vittatinem. Podle studie snizil montanin
vyrazné rast 7 riznych adherentnich linii. Také byl schopen inhibovat rst nadorovych
leukemickych bunék MOLT-4 pfti jednorazové davce 10 uM. Antiproliferativni a cytotoxicky
ucinek montaninu byl déle potvrzen i v jinych studiich napt., Masi a spol., kde se hodnotila
ucinnost na panelu Sesti nddorovych bunécnych liniich. Protinadorova aktivita byla prokazana
i u kokcininu a pankracinu [43].

Antibakterialni aktivita montaninu byla testovana vO¢i Mycroccocus luteus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureaus, Staphylococcus epidermis a Escherichia
coli spolu s antimykotickou aktivitou proti Candida albicans a Saccharomyces cerevisae.

Davkované mnoZstvi montaninu pii koncentraci 1 mg/ml probihalo po 5, 10, 15, 20 a 50 pul
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Jako referencni latky byly pouzity chlormfenikol a ketokonazol o stejné koncentraci jako
montanin. Mycroccocus luteus a Candida albicans se ukéazaly byt rezistentni vii¢i jeho ucinktim,
u ostatnich byla stanovena MIC (minimdalni inhibi¢ni koncentrace) o hodnotach 20, 5, 15, 5,
a 10 g [44].

Pti hodnoceni in vitro antiprotozomalni aktivity u nangustinu a pankracinu proti
T. brucei rhodesiensis, T cruzi a P. falciparum vykazoval pankrastin vys$$i i¢innost ve srovnani
s nangustinem, ale i piesto je jeho antimalaricka aktivita slaba [43].

Hodnocena byla i antirevmaticka u¢innost montaninu. Vyznamn¢ tlumil rozvoj artritidy
v akutnich 1 chronickych modelech, a to v zavislosti na davkach, pficemz nizs§i davka byla
ucinngjsi. Dlvodem je vyssi dostupnost montaninu, vedouci k desenzibilizaci receptoru
a nasledné k jeho nizsi aktivaci a snizeni biologického uc¢inku. U montaninu se dale potvrdily
1 sedativni, anxiolytické, antikonvulzivni a antidepresivni ucinky [43].

Cytotoxickd ucinnost pankracinu byla hodnocena proti deviti nadorovym bunécnym
liniim zahrnujici Jurkat (akurni T-bunécnd leukémie), MOLT-4, A549, HT-29 (karcinom
tlustého stieva), PANC-1 (karcinom slinivky bfi$ni), He-La, MCF-7, A2780 (ovarialni
karcinom) a SAOS-2 (osteogenni sarkom) s I pM doxorubicinem jako pozitivni kontrolou.
V této souvislosti byla hodnocena 1 aktivita proti nenadorovym bunkém plicnich fibroblastt
MRC-5. V davce 10 uM byl pankracin schopen inhibovat rist vSech liniich kromé PANC-1.
Hodnoty 1Cso se pohybovaly v rozmezi 2,20-5,15 uM [45].

Pfi studii vlivu pankracinu na bunéfny cyklus u nadorovych bun¢k A549 byl
zaznamenan procentudlni narast a kumulace bun¢k v G1 a G2-fazi s poklesem rtstu v S fazi pti
koncentraci 5 pM. Jinak tomu bylo pfi pouZziti 20 uM, kde doslo k naristu bunék v G2-fazi se
snizenim bun¢k ve fazi S a G1. Vysledky naznacuji, ze blokada bunécného déleni ve fazi Gl
vede k inhibici proliferace nadorovych bunék. U bunécéné linie MOLT-4 byla pouZita nizsi
koncentrace pankracinu (2,5 uM) vzhledem k vyssi citlivosti bun¢k. V intervalu 24 hodin doslo
k nartstu bun¢k v G1-fazi s poklesem bun¢k ve fazi S [46].

Hodnoceny byly i apoptotické ucinky pankracinu na zakladé aktivace kaspaz-3, -7, -8
a -9 po 24hodinovém pulsobeni. V piipadé nadorovych bunék A549 nebyla detekovana zadna
aktivace. OdliSnd situace byla zpozorovana u bunék MOLT-4, kde pii pouziti pankracinu

v koncentraci 10 a 20 uM, doslo k aktivaci vSech typu kaspas [46].
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pankracin nangustin montanin

Obriazek 14. Montaninové strukturni typy [43]

4.2.7 Galanthaminovy strukturni typ

Alkaloidy galanthaminového typu vznikaji St€penim vazby v poloze C-4 a N-5 na
skeletu krininového typu a na atomech C-1, C-15 a O. Vznikd dibenzofuranové jadro s riznymi
substituenty, které tvoii zakladni skelet alkaloidl tohoto strukturniho typu. Nejvyznamnéj$im
zastupcem této skupiny je galanthamin, piivodné izolovany ve 40. letech 20. stoleti z Galanthus
nivalis. Je zndm predev§im ve spojeni s 1écbou Alzheimerovy choroby. Zdkladem 1écby je
pouziti slou€enin, které jsou schopné zvysit postsynaptickou dostupnost acetylcholinu
a vyrovnat deficit nikotinergni aktivity zpiisobeny zanikem neurontl. V této souvislosti pisobi
galanthamin jako reversibilni a kompetitivni inhibitor AChE, navic ma charakter alostericky
potencujicitho ligandu na nikotinovych receptorech. UmoZiiuje otevieni iontové fizenych
nikotinovych kanald jiz pfi pomérné nizké koncentraci acetylcholinu. Tento mechanismus je
zvlast vyhodny, jelikoz nedochazi k desenzibilizaci receptoru vlivem vysoké koncentrace
ligandu. Ve spojeni s terapii AD je galanthamin dobfe snasen a vétSina nezddoucich ucinkd,
které jsou prevazné cholinergni povahy, je mirna nebo stfedni. Nema zadné klinicky relevantni
ucinky na vitalni funkce, ani na hematologické nebo biochemické laboratorni parametry [47].
Mezi dalsi vlastnosti galanthaminu patii schopnost zesilovat nervosvalovy pienos, snizovat
traumaticky Sok, zmirflovat Gnavovy syndrom, snizovat zavislost na alkoholu. Pfi 1écbé
zavislosti na nikotinu bylo jeho pouziti dokonce i patentovano. Mimo jiné piisobi tento alkaloid
jako mirné analeptikum a antimalarikum, kompenzuje GCinky opidth na dychani a jeho
analgetickd ucinnost je srovnatelna s morfinem [29].

Sanguinin, ktery se od galanthaminu 1i§i pouze hydroxylovou skupinou na C-14, je
nejmén¢ tiikrat silnéjSim inhibitorem a desetkrat selektivnéjsim vici AChE neZ galanthamin.
Nicméné jeho pouziti v terapii AD je omezeno diky pfitomnosti fenolové skupiny, kviili které
vykazuje niz$i biologickou dostupnost v mozku a piedpoklada se, ze je okamzité inaktivovan

glukuronidaci v jaternich bunikach [48]. U biogenetického prekurzoru galanthaminu, narwedinu
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byla prokézana schopnost zvySovat frekvenci a amplitudu dychacich svalt. Dale snizuje

frekvenci srde¢nich stahti, inhibuje u¢inek hypnotik a zvysuje analgeticky ¢inek morfinu [49].

galanthamin narwedin sanguinin

Obrazek 15. Galanthaminové strukturni typy [47]
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5 Nové izolované alkaloidy z Celedi Amaryllidaceae

Alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae jsou v poslednich letech pfedmétem intenzivniho
vyzkumu pifedev§sim diky své rozmanité biologické aktivite. Navzdory velkému poctu
alkaloidt, které byly jiz objeveny, izolovany a zkoumany, jsou stale nachazeny nové strukturni
typy [32].

S prodluzujici se praimérnou délkou zivota roste i incidence civilizacnich chorob, mezi
které fadime mimo jiné AD nebo nadorova onemocnéni. V soucasné dob¢ se odhaduje, Ze na
celém svéte trpi AD piiblizn€ 46 mil. lidi a ptedpoklada se, Ze toto ¢islo dosahne do roku 2050
prvni mista zaujimaji nadory prsu a plic. Na zaklad¢ téchto skutecnosti je velmi diilezité hledat
nova potencionalni 1é¢iva, ktera by naSla uplatnéni v terapii nejen civilizacnich chorob,
ale i fady dalSich [50].

Od roku 2016 byly objeveny desitky novych alkaloidl této celedi. Nasledujici ¢ast je
vénovana tém, které maji z hlediska struktury nebo biologické aktivity potencial pro budouci

vyuziti.

5.1 Giganteliin, Gigantellinin a Gigankrinin

Tyto tii nové alkaloidy byly spolu s dal§imi jiz znamymi alkaloidy izolovany z Crinum
Jjagus rostouciho v Senegalu. Chemicka struktura byla charakterizovana na zdklad¢ chemickych
a spektroskopickych metod jako je jedno a dvou dimenzionalni nuklearni magneticka rezonance
(1D a 2D), protonova nuklearni magneticka rezonance (1H), uhlikovéd nuklearni magneticka
rezonance (13C NMR) a hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem s vysokym
rozliSenim (HRESIMS), béhem niz se roztok vzorku pievadi v elektrickém poli na jemnou
mlhu a pfesna hmotnost se ur¢i z poméru naboje a hmotnosti pii analyze iontt [51, 52].
Gigantellin spolu s gigantellininem byly indentifikovany jako
4-(6,7-dimethoxy-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-4-yl)-fenol a jeho
7-0O-demethyl-5°‘-hydroxy-4°‘-methoxy derivat. Latky se navzdjem li§i v poloze dvou methoxy
skupin a polohou hydroxy skupiny na C-7 a C-5°. Absolutni konfigurace byla
uréena porovnanim jejich ECD (electronic circular dichroism) spekter s cherillinem na zakladé
shodnych chromofort a skeletd. Témét dokonalé ptekryti bylo zaznamenano u gigantellininu,
zatimco gigantellin se k nému jevil jako zrcadlové obraceny diky S konfiguraci na C-4 a C-5.
Gigankrinin se strukturnim vzorcem 5,6a,7,7a,8a,9-hexyhydro-6,9a-ethano[1,3]dioxolo[4,5-
jloxyrenol[2,3-b]fenathridin-9-ol je blizce pfibuzny krininu a také vystupuje jako konstitu¢ni
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izomer alkaloidu flexininu, ktery vznikd posunem polohy hydroxy skupiny a epoxidového
kruhu na kruhu C [51].

VSechny tii slouceniny byly testovany na inhibi¢ni aktivitu viéi AChE s pouzitim
galanthamin hydrobromidu jako srovnavaci laky. Jediny alkaloid gigantellinin inhiboval enzym
s hodnotou ICso 174 2,30 uM. Ve srovndni s hodnotou referencni latky s ICso 7,50 + 0,02 uM
je jeho aktivita nizka. Cytotoxicka aktivita byla hodnocena na bunécné linit MCF-7. Ze vSech
tii testovanych sloucenin vykazovaly gigantellin a gigantellinin pfi koncentraci 400 uM
vysokou cytotoxickou tc¢innost, ale pfi hodnoté 100 uM se antiproliferativni potencial ztratil

[51].

o

Obrazek 16. Gigantelin (1), gigantellinin (2), gigakrinin (3), flexinin (4) [51]

5.2 4, 8-dimethoxy-kripovelin C a D, 9-methoxy-kripovelin B, a 4-methoxy-8-
hydroxy-kripovelin B

Z rostliny Crinum latifolium byly izolovany Ctyfi noveé, vysoce bioaktivni alkaloidy.
Po objasnéni struktury pomoci spektroskopickych metod byly latky testovany z hlediska

Vsechny jsou svoji strukturou blizké jiz znamému alkaloidu kripovelinu C. V ptipad¢
prvni latky je rozdil patrny v nahrazeni methylendioxy substituentu v poloze mezi C-4 a C-8
u kripovelinu C dvéma ethoxy skupinami. 4,8-dimethoxy-cripowellin D se lisi pfitomnosti
dvou methoxy skupin a nepfitomnosti kruhové casti 1,3,5-trioxepanu u 4,8-dimethoxy-
cripowellinu C. Druha a tfeti sloucenina jsou strukturné blizké analogy liSici se ptfitomnosti
methylendioxy substituentu u latky 3 na misto dvou methoxy skupin u slouceniny 2. Posledni
latka je strukturné blizkd uz dfive izolovanému kripovelinu B, rozdilem je nahrazeni
methylendioxy skupiny v poloze C-4 a C-8 u kripovelinu B methoxy skupiny v poloze C-4
a hydroxylem na C-8 [53].
Cytotoxicka aktivita byla hodnocena na sedmi bunéénych liniich karcinomu plic s pouZzitim

doxorubicinu jako pozitivni kontroly. Vysokou cytotoxickou ucinnost vykazovaly vSechny
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latky kromé prvni s hodnotami 1Cso 14,5-17,3; 7,1-9,6 a 7,4-10,1 nM. Prvni latka vykazovala
cytotoxicitu s hodnotou ICso < 30 nM [53].

Pfi testovani antimikrobialni u¢innosti bylo pouzito celkem 8 mikroorganismil, z toho
3 grampozitivni (Streptoccocus pneumoniae, Staphyloccocus aureus a Staphyloccocus
epidermidis) a 5 gramnegativnich (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, Enterobacter cloaceae a Shigella dysenteriae). Nejvyssi
antimikrobialni potencial byl naméten u tieti a ¢tvrté slouceniny s hodnotou MIC <0,50 mM
[53].

Protizanétliva  aktivita byla hodnocena proti cyklooxygenase 1 (COX-1)
a cyklooxygenase 2 (COX-2). Vsechny latky vykazovaly srovnatelnou inhibici COX-1
s hodnotami 69,7, 66,8, 70,2 a 67,9 % ve srovnani s pozitivni kontrolou SC-560 (63,5 %)
a COX-2 s hodnotami 93,6, 92,7, 91,1 a 95,2 % v porovnani NS-398 (97 %) [53].

SC-560 je selektivni inhibitor COX-1 patiici do skupiny diarylheterocykli inhibitort
COX [54]. NS-398 [ N-(2-cyklohexyloxy-4-nitrofenyl)methansulfonamid] byl navrzen tak, aby
piednostn¢é inhiboval COX-2, a pfitom byly snizeny nezaddouci uinky v gastrointestindlni

oblasti, které jsou typické pro latky ze skupiny nesteroidnich antiflogistik [55].

OCH; OCH,3

ro CH, H;CO, CH,
N Q’

OCH, 3 4

Obrazek 17. 4,8-dimethoxy-kripovelin C (1), 4,8-dimethoxy-kripovelin D (2),
9-methoxy-kripovelin C (3), 4-methoxy-8-hydroxy-kripovelin B (4) [53]
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5.3 Scillitazettin, Scilli-V-desmethylpretazettin, 3-O-acetylvitattin a
4¢-0,N-dimethylnorbelladin NV-oxid

Dalsi ¢tyfi nové alkaloidy byly izolovany z dosud neprobadané rostliny Crinum
scillifolium. Struktury byly charakterizovany za pouziti HRESIMS a 1D a 2D NMR dat
s porovnanim s literarnimi  Gdaji.  Scillitazettin =~ byl definovdn jako acylderivat
3-O-demethyltazettinu. Druhy alkaloid se od néj li§i ztratou N-methylové skupiny a hydroxylu
v poloze C-11. Dals$i zajimavosti je i a-orientace vodiku v poloze C-11, kterd byla poprvé
popsana u fady pretazettinl/tazettini. 3-O-acetylvitattin byl zafazen mezi alkaloidy
krinanového/haemanthaminového typu, posledni alkaloid do norbelladinového [56].

Prvni dvé latky byly testovany na antiplasmodiadlni aktivitu proti Plazmodium
falciparum  rezistentni ~ vici  chlorochinu.  Nejvyznamnéj$i  aktivitu  projevil
scilli-N-desmethylpretazettin s hodnotou 1Cso 46,5 + 2,0 uM, scillitazettin vykazoval pouze

mirnou u¢innost s ICso 77 £+ 2,0 uM. Hodnocena byla i cytotoxické aktivita proti bunécéné linii

karcinomu tlustého stfeva. V tomto ptipad¢ vSechny latky vykazovaly jen slabou aktivitu [56].

Obrazek 18. Scilitazettin (1), scilli-N-desmethylpretazettin (2), 3-O-acetilvitattin (3) a
4°-0,N-dimethylnorbelladin N-oxid (4) [56]

5.4 Narcipavlin a Narcikachnin
Narcipavlin a narcikachnin byly izolovany jako dva nové strukturni typy z Cerstvych
cibuli Narcissus poeticus cv. Pink Parasol. Charakterizace struktury byla objasnéna pomoci MS

a 1D a 2D NMR. V jejich skeletu se kombinuji dva zdkladni strukturni typy alkaloidd,
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galanthamin a galanthamidol a daji se tak nazvat dimernimi sloufeninami. Podle vysledka
gHMBC (heteronuclear multiple bond coherence) experimentt byly identifikovany tii zdkladni
fragmenty tvofici strukturu téchto novych alkaloida [57].

Mezi né patii 4a,5,7,8,9,10,11,12-oktahydro-6H-benzo[2,3 Jbenzofuro[4,3-cd]azepin
(fragment A), benzo[d][1,3]dioxol (fragment B) a N-methylindol v ptipad€ narcipavlinu nebo
N-methyl-2,3-dihydroindol u narcikachninu. Fragmenty A a B jsou spojeny methylenovou
skupinou v poloze C-10 a C-2¢. N-methylindol nebo N-methyl-2,3-dihydroindol jsou navazany
na polohu C-8° fragmentu B [57].

Narcipavlin byl spolu s dal§imi jiz znamymi alkaloidy testovan na inhibi¢ni aktivitu
vici AChE a BuChE za pouziti galanthamin hydrobromidu a Huperzinu A jako pozitivni
kontroly. Z celkového poctu 14 alkaloidii vykazoval narcipavlin nejsiln€jsi inhibici BuChE

s hodnotou ICso 24,4 + 1,2 uM. Narcikachnin nemohl byt testovan z diivodu nizkého mnozstvi,

které bylo pfti izolaci ziskano [57].

Obrazek 19. Narcipavlin (1) a narcikachnin (2) [57]

5.5 Karltonin A,BaC

Z cibuli Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton byly izolovany tfi nové alkaloidy
belladinového strukturniho typu. Alkaloidy izolované v dostate¢ném mnozstvi byly nasledné
hodnoceny na in vitro inhibi¢ni aktivitu viici AChE a BuChE a na inhibici enzymu prolyl
oligopeptidasy (POP). Slouceniny byly identifikovany pomoci spektroskopickych metod
s vyuzitim MS, HRESIMS, 1D a 2D NMR [58].

Karltonin A a B maji stejnou jadrovou strukturu, kterd se sklada ze dvou fragmentd,
belladinového a lykosinového. Latky se 1iSi substituci v polohach C-5’a C-6°. V piipadé

karltoninu A jsou v polohach navazany dvé methoxy skupiny, u druhé slouceniny se v téchto
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mistech nachazi 1,3-dioxolan. Karltonin C, se od piedeslych latek odliSuje dal§im lykosinovym
fragmentem [59].

Béhem hodnoceni inhibi¢ni aktivity vic¢i esterasam byly jako pozitivni kontrola,
zvoleny galanthamin a eserin. Prvni dvé latky vykazovaly silnou inhibi¢ni aktivitu viici BuChE
s hodnotami ICso 910 nM pro karltonin A a 31 nM pro karltonin B a s indexem selektivity
vysSim nez 100 %. Na zaklad¢ dokovacich studii je za mimotadnou uc¢innost karltoninu A
pravdépodobné zodpovédna piitomnost 2H-1,3-benzodioxolova ¢ast, kterd rozsifuje rozsah
hydrofobnich reakci mezi ligandem a enzymem [58].

Berberin byl pouzit jako pozitivni kontrola pfi stanoveni inhibice enzymu POP, coz je
cytosolovd, serinova proteasa, exprimovana v n¢kolika oblastech mozku, ktera s vysokou
specifitou katalyzuje Stépeni kratkych peptidi obsahujicich prolin. POP je zodpovédny
za degradaci neurotransmiterti, jako je substance P, arginin-vasopresin-oxytocin a neurotensin.
Degradace vede nésledné ke snizeni moZznosti vzniku toxickych peptidi a B-amyloidu.
Vzhledem k nizkému mnozstvi, které bylo izolovano, prob&éhlo méteni pouze u karltoninu A,
ktery prokazal inhibici srovnatelnou s berberinem s hodnotami POP ICso 143 £ 12 uM pro
karltonin A a 142 + 21 uM pro berberin [58].

Obrazek 20. Karltonin A (1), B (2) a C (3) [58]
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5.6 Narcimutalin

Narcimutalin je novy alkaloid izolovany z Narcissus pseudonarcissus. cv. Dutsch
Master. Struktura byla objasnéna kombinaci MS, vysoko G¢innou hmotnosti spektrometrii
(HRMS) 1D a 2D NMR a porovnanim s literarnimi udaji. Ve své struktuie kombinuje dva
zakladni skelety galanthaminu a galanthidolu. Pomoci 2D experimentti jako je gHMBC a
gCOSY (gradient correlation spektroskopy) doslo k jednoznacnému urceni jeho struktury, ktera
zahrnuje kombinaci tfi fragmentii. Fragmenty A a B jsou navzajem spojeny methylenovou
skupinou v poloze N fragmentu A a C-2’fragmentu B. Fragmenty B a C jsou spojeny vazbou
mezi uhliky C-8’a C-9° N-methylindolinu. Od narciplavinu a narcikachninu se odliSuje
substituci v poloze 3 fragmentu A, kde je misto hydroxylu navazana oxo skupina [60].

U zminovaného alkaloidu byla testovana také inhibi¢ni aktivita vii€ci AChE a BuChE
v porovnani s hydrobromidem galanthaminu a Huperzinem A. Narcimutalin vykazoval
vysokou inhibi¢ni u€innost vii¢i BuChE s hodnotou ICso 5,90 = 0,23 uM [60].

Hodnocena byla téz jeho inhibice vi¢i enzymu POP s pozitivni kontrolou
prostfednictvim Z-Pro-linalu a berberinu, i v tomto pfipadé byl narcimutalin vysoce Uc¢inny.
Dosahl sedminasobného zvySeni inhibi¢ni ucinnosti ve srovnani s berberinem s hodnotou
1Cs0 29,2 £ 0,9 uM [60].

Posledni inhibi¢ni aktivita byla provedena vii¢i GSK-3f (glykogen syntasa kinasa-3§3),
kde se narcimutalin opét prokazal jako uCinny s hodnotou 20,8 + 2.4 uM. Inhibice byla
studovana luminiscenéni metodou s pouzitim syntetického derivatu arylindolemaleimidu

SB-415286 s hodnotou 70 nM [60].

Hsc\o

Obrazek 21. Narcimutalin [60]
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5.7 Oxoinkartin, 3,11-O-diacetyl-9-O-demethylmaritidin a
11-0-acetyl-9-O-demethylmaritidin

Tt1 nové¢ alkaloidy byly izolovany z Galanthus fosteri. Pro charakterizace jejich struktury byly
pouzité spektroskopické analyzy jako UV, IR, ECD a 1D, 2D NMR. Na jejich zaklad¢ byl
oxoinkartin zafazen mezi alkaloidy lykorinového strukturniho typu, dalsi dvé latky nesly
strukturni podobnost s alkaloidy haemanthaminového typu. Nasledné byl stanoven jejich
inhibi¢ni potencidl vi¢i AChE a BuChE spouzitim galanthaminu jako standardu.
Ve vysledcich byl 11-O-acetyl-9-O-demethylmaritidin ucinnéjsi nez
3,11-O-diacetyl-9-O-demethylmaritidin s hodnotami ICso 6,04 uM a 67,04 puM. Aktivita
ziejme souvisi s hydroxy skupinami v poloze 3 a 11 v nékterych alkaloidech haemanthinového

typu. Oxoinkartin se projevil jako neaktivni [61].

Obrazek 22. Oxoinkartin (1), 3,11-O-diacetyl-9-O-demethylmaritidin (2) a 11-O-acetyl-9-O-
demethylmaritidin (3) [61]

5.8 Sarniensin, Krinsarnin a Sarniensinol

Z Nerine sarniensis byly izolovéany tifi nové alkaloidy patiici k mesembrinovému
(sarniensin a sarniensinol) a krininovému typu (krisarnin). Na zakladé spektroskopickych
metod  byla  objasnéna  jejich  struktura. Sarniensin byl  charakterizovan
jako (3aR, 4Z, 6S, 7aS)-6-methoxy-3a-(-2‘-methoxymethyl-benzo[1,3]dioxol-1°-yl)-1methyl-
2,3,3a,6,7,7a-hexyhydro-1H-indol. Sarniensinol je svoji strukturou blizce pfibuzny sarniensinu

s jedinym rozdilem substituentu v poloze 2°, kde se misto methoxymethyl skupiny nachazi
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hydroxymethyl substituent. Posledni alkaloid byl definovan jako (1S,2S,4aR)-2,7-dimethoxy-
1,2,3,4,4a,6-hexyhydro-5,11b-etheno [1,3]dioxolo[4,5-j]fenantridin-1-yl-acetat [62].

Vsechny tii alkaloidy byly hodnoceny proti referenénimu kmeni Aedes aegypti (komar
tropicky). Tento hmyz je vyznamnym pienaseCem horecky dengue, zluté zimnice a viru Zika,
zpusobujici mikrocefalii a dal$i zavazné anomadlie béhem t&hotenstvi. Rozsahlé pouzivani
chemickych insekticidl k jeho regulaci vede mimo jiné ke vzniku rezistence a k nezaddoucim
uc¢inkiim vic¢i Zivotnimu prostiedi, proto se sekundarni metabolity na rostlinné bazi t&si
znaénému zajmu jako insekticidy a repelenty [62].

Sarniensinol a krinsarnin byly hodnoceny pii testovaci davce 5 pg/komar ve trech
opakovanych pokusech, pficemz 97% + 6% mortalita byla zaznamenana u krinsarninu, ktery
byl dale testovan a mél hodnotu LDso (50% latentni davka) 2,3 pg/komar. Za jeho vysokou
ucinnost je zfejme zodpoveédna substituce na C-2. Sarniensinol vykazoval pouze 33% mortalitu
[62].

Podobnym podminkdm byl vystaven i sarniensin v jiné studii. Pfi koncentraci
5 pg/komar vykazoval 93,3% mortalitu a LDso 1,38 pg/komar. Obé latky tak maji potencial byt
pouzity jako insekticid na ptirodni bazi proti Ade. Aegypti [63].

QCH, QCH;

_CH,

Obrazek 23. Sarniensin (1), sarniensinol (2) a krinsarnin (3) [63]
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5.9 1,4-dihydroxy-3-methoxy povellan

Tento novy alkaloid byl izolovan z Amaryllis belladonna. Struktura byla objasnéna kombinaci
spektroskopickych metod HRESIMS, CD a 2D-NMR na jejichz zaklad€ byl zatfazen mezi
alkaloidy krinanového typu. Nésledné byl hodnocen na antiplazmodialni aktivitu proti kmenu
Plasmodium falciparum rezistentnimu na chlorochin. Ve vysledku vykazoval slabou inhibi¢ni
aktivitu s hodnotou ICso 37 = 3 uM. U alkaloidu byla také testovana antiproliferativni u¢innost
proti bunécné linii A2780, bohuZzel byla patrna jen velmi slaba inhibi¢ni aktivita s hodnotou
ICs0> 60 uM [64].

H Q///, ‘\\\\OC H 3

Obrazek 24. 1,4-dihydroxy-3-mehoxy povellan [64]

5.10 Zephykandidin L, IT a I1I

Ze Zephyranthes candida byly izolovéany tfi nové alkaloidy. Jejich struktury byly
odvozeny pomoci spektroskopickych analyz zahrnujicich HRESIMS, 1H NMR, 13C NMR,
1H-1H COSY, HMBC a ECD [65].

Zephynokandidiny I a III pfedstavuji nové typy skeletii a jako prvni slouceniny byly
zafazeny mezi strukturni typy 7-fenyl-hexahydroindolovych
a 5,2°-dimethyl-bifenyl-2-ylaminovych alkaloidti. Druhy alkaloid, jehoz strukturu tvofi
C3a-fenyl-hexahydroindol, je viibec prvni latkou tohoto typu, kterd byla izolovana z rodu
Zephyrathes [65].

Biosyntéza zephynokandidinu I vychézi pravdépodobné z alkaloidi mesembrinového
typu. Tyramin a kyselina 4-hydroxyskoficova jsou kondenzovany za vzniku dilezitého
intremedidtového Dbis-fenylaminového alkaloidu. Po oxidaci fenol, dvojnych vazeb
a rearomatizace vznika klicovy meziprodukt
5-(2-aminoethyl)-4‘-hydroxy-[1,1-bifenyl]-2(5H)-on. Za katalyzy kyselinou
vzniké 7-fenyl-tetrahydroindolovy alkaloid, ktery naslednou oxidaci, methylaci a kone¢nou
redukci dava vznik 7-fenyl-hexyhydroindolovému alkaloidu. V ptipad¢ zephynocandidinu III
je pravdépodobny biosynteticky prekurzor 3-hydroxy-4-methoxybenzaldehyd (znamy jako

isovanilin), ktery reaguje s tyraminem za vzniku schiffovy béaze. Po redukci, oxidaci fenold,
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radikdlové vazbé, rearomatizaci a intramolekularni nukleofilni adici vznika dilezity
meziprodukt, alkaloid haemanthaminového typu. Kone¢nou methylaci, oxidaci a redukci
alkaloidu 5-formyl-bifenyl-2-ylaminového typu vznikd 5,2°-dimethyl-bifenyl-2-ylaminovy
alkaloid [65].

Vsechny tfi alkaloidy byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE za pouziti
galanthaminu jako pozitivni kontroly. Vysledky ukézaly, ze zephynokandidin III vykazuje
silnou inhibiéni aktivitu s hodnotou ICso 8,82 uM ve srovnani s ICso 1,02 uM galanthaminu,

zbyvajici dva alkaloidy nevykazovaly vyznamnou inhibici [65].

cny
e e

Obrazek 25. Zephykandidin I (1), II (2) a IIT (3) [65]

5.11 9-O-demethyl-113-hydroxygalanthamin, N-hydroxykarbonylpropyl-5,6-
dihydroplikan, NV-fenethyl-5,6 dihydroplikan, N-3-indolylethyl-5,6-
dihydroplikan, Biliquin N-oxid a NV-isopentyl-11,12-seco-5,6-dihydroplikan

Ze stejné rostliny (Zephyrantes candida) bylo izolovano celkem Sestnact novych
alkaloidi. Pouze Sest vySe zminénych alkaloidl ale vykazovalo biologickou aktivitu. Jejich
struktury byly urceny rozsahlou spektroskopickou analyzou a nasledné byly zarazeny mezi
alkaloidy galanthaminového (9-O-demethyl-11B-hydroxygalanthamin) a plikaminového typu.
Alkaloidy plikaminového typu jsou v piirodé vzacné, doposud byly zndmé pouze Ctyfi
slou€eniny (plikamin, plikam, obliquin a secoplikamin) [66].

Latky byly testovany z hlediska inhibi¢ni aktivity viici AChE. Aktivitu vykazoval pouze
9-O-demethyl-11p-hydroxygalanthamin s hodnotou ICso 168,7 uM, u alkaloidt plikaminového
spocivajici ve sniZzeni produkce NO vyvolané lipopolysacharidy v mySich makrofdzich RAW
264,7 za pouziti dexamethasonu jako pozitivni kontroly. Latky plikaminového typu vykazovaly
vyznamnou inhibi¢ni aktivitu s hodnotami ICso 18,77; 10,21; 18,01; 7,50 a 23,55 uM. Diky
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témto vysledkl byla hodnocena i jejich celkova cytotoxicita vici bunikdm RAW 264,7, Zzadna

ze sloucenin ale nejevila celkovou cytotoxicitu [65].

Obrazek 26. 9-O-demethyl-11p-hydroxygalanthamin (1),
N-hydroxykarbonylpropyl-5,6-dihydroplikan (2), N-fenethyl-5,6-dihydroplikan (3),
N-3-indolylethyl-5,6-dihydroplikan (4), Biliquin N-oxid (5)

a N-isopentyl-11,12-seco-5,6-dihydroplikan (6) [66]

5.12 Zephygraniditin A, B,C,D,E aF

Sest novych alkaloidi bylo izolovano z rostliny Zephyrantes grandiflora. Struktury
izolovanych sloucenin byly stanoveny na zéklad¢ 1D, 2D (1H-1H COSY a HMBC) NMR
spektroskopie. Tyto alkaloidy 4a-epi-plikaminového typu byly nasledné testovany in vitro na
cytotoxicky potencial a na inhibi¢ni aktivitu vii¢i produkci NO a COX-1 a COX-2 [67].

Cytotoxicka aktivita byla hodnocena proti sedmi bunéénym liniim maligniho melanomu
(A375, HS-4, SK-MEL-1, SK-MEL-2, WM278, 451Lu a MeWO) s pouzitim doxycyklinu
jako pozitivni kontroly. Siln¢;si cytotoxickou aktivitu S hodnotami

ICs00d 9,2 do 10,6 aod 12,4 do 13,9 uM vykazovaly zephygranidiny A a B. Slabs$i u¢innost
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s hodnotou ICso v rozmezi 15,8 - 19,7 uM byla naméfena u zephygranidinu C. Alkaloidy
D, E a F nevykazovaly zddnou cytotoxickou aktivitu [67].
Béhem testovani inhibicni aktivity vic¢i COX-1,2 byly pro srovnani pouzity SC-560

aktivita v obou testech byla zaznamenéna u zephygraniditini A a B s hodnotami ICso 17,3 +
0,4 a 20,1 £ 1,3 uM v inhibici NO, v pfipadé¢ cyklooxygenas byly naméfeny hodnoty
50,2 a 48,3 % pro COX-1 a 88,7 a 85,1 % pro COX-2 [67].

Vysledky naznacuji, Ze ptitomnost ketonu na C-6 ve struktufe zephygraniditinu

A a B zvysuje bioaktivitu téchto alkaloidi [67].

C
/
o)

Obrazek 27. Zephygranditin A (1), B (2), C (3), D (4), E(5) aF (6) [67]

5.13 Zephykarinatin F a1

Z celé rostliny Zephyranthes carinata bylo izolovano celkem 11 novych alkaloidd,
ale pouze dva vykazovaly béhem hodnoceni biologickou aktivitu. Jejich struktura byla

stanovena rozsahlou interpretaci spektroskopickych dat, po které byly nasledné zatazeny mezi
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alkaloidy plikaminového (zephycarinatin F) a lykorinového (zephycarinatin I) typu, pficemz
zephyrakarinati F je teprve ¢tvrtym predstavitelem plikaminovych alkaloidti N-oxidovaného
typu [68].

Alkaloidy byly testovany z hlediska inhibicni aktivity vi¢i AChE s pouzitim
galanthaminu jako pozitivni kontroly. Mirnou aktivitu vykazoval alkaloid zephykarinatin F
s hodnotou ICso 126,16 £ 2,72 uM, podobné¢ na tom byl i zephykarinatin I s hodnotou
1Cs0 35,61 £ 1,90 uM, ktery ve své struktufe obsahuje aromaticky kruh C, pravdépodobné
zodpovédny za zvyseni inhibicni aktivity [68].

Za zminku stoji i izolované alkaloidy zephykarinatinu A, B a G, které¢ ptredstavuji prvni
ptiklady 12-acetylplicaminovych, N-deformyl-seco-plikaminovych a 4a-epi-plikaminovych
alkaloidu [68].

O/CH3
> N
7
CHj
1 2

Obrazek 28. Zephykarinatin F (1) a I (2) [68]

5.14 6a-ethoxyhippeastidin, 10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin, narcieliin,
zephyjanin, zephycitrin I, 7-ethoxy-10-methoxy-1-methyllykorenan-9-ol a
zephycitrin 11

Sedm novych alkaloidd bylo izolovano z rostliny Zephyranthes citrina. Jejich struktury
byly identifikovany za pouziti MS, NMR, optické otacivosti a porovnanim s literarnimi udaji

a byly zafazeny mezi alkaloidy krininového (6a-ethoxyhippeastidin,

10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin), narcikachninového (narcieliin),

krininového/haemanthaminového  (zephyjanin), haemanthaminového (zephycitrin I,

homolykorinového (7-ethoxy-10-methoxy-1-methyllykorenan-9-ol) a krinanového

(zephycitrin II) typu [69].

Vsechny latky byly izolovany v dostate¢ném mnozstvi pro stanoveni inhibi¢ni aktivity
vii¢i AChE a BuChE v porovnani s galanthaminem a Huperzinem A. Pozoruhodnou aktivitu

projevil narcieliin s hodnotami ICso 18,66 + 2,28 a 1,34 = 0,31 uM. Jeho ucinnost vii¢i AChE
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pravdépodobné souvisi s pfitomnosti galanthaminové ¢asti molekuly, naopak galanthindolova
¢ast je zodpoveédna za inhibici BuChE [69].

Testovana byla 1 inhibi¢ni aktivita vii¢i enzymu POP za pouziti berberinu jako
referencni latky. I zde narcieliin vykézal zajimavou aktivitu s hodnotou ICso 163 + 13 uM,
podobna ucinnost byla naméteni 1 u zephycitrinu Il s ICso 160 + 10 uM [68].

V ramci studie byly latky hodnoceny i z hlediska cytotoxické aktivity vaci deviti
bunécnym nadorovym liniim (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7
a SAOS-2) pti koncentraci 10 pM. Doxorubicin byl pouzit jako standard. BohuZzel Zadné z nové

objevenych latek nevykazovala vyznamnéjsi aktivitu [69].

Obriazek 29. 6a-ethoxyhippeastidin (1), 10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin (2), narcieliin (3),
zephyjanin (4), zephycitrin I (5), 7-ethoxy-10-methoxy-1-methyllykorenan-9-ol (6) a
zephycitrin 11 (7) [69]
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6 Experimentalni ¢ast
6.1 VSeobecné postupy

6.1.1 Destilace
Veskerd rozpoustédla pouzivand v experimentdlni Casti, byla pfed samostatnym

vyuzitim ptedestilovana. Destilaéni pfedek zachyceny v prvnim kroku ¢inil ptfiblizn€é 5 %
celkového objemu. Ve druhém kroku byla zachycena hlavni frakce, pii které bylo
ptedestilovano maximaln€ 90 % plvodniho objemu rozpoustédla. Pfedestilovana rozpoustédla
byla uchovavana v hnédych Sirokohrdlych lahvich, adekvatné oznacena a chranéna pted

svétlem.

6.2 Chemikalie, rozpoustédla a pristrojové vybaveni pro izolaci alkaloidi

6.2.1 Chemikalie, rozpoustédla a pomocny material
e FEthanol 90%, denaturovany methanolem (EtOH), (Penta a.s.)
e Destilovana voda (H20)
e Chloroform p.a., (CHCl3) (Penta a.s.)
e Diethylether, Cisty destilovany bez stabilizatoru, (Et2O) (Penta a.s.)
e Uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w), (Na2COs3), (Lachema)
e 2% kyselina chlorovodikova (HCL) (Penta a.s.
e Siran sodny bezvody Cisty, (Na2SOs4), (Penta a.s.)

e Mayerovo ¢inidlo

6.2.2 Pristrojové vybaveni
e Vakuova odparka Heidolph — Hei-VAP Advatage G1
e Ultrazvukova lazenn Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
e Plynovy chromatograf Agilent Technologies 90 A s hmotnostnim detektorem 5975 C
inert MSD, EI méd 70 eV, kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA)

6.2.3 Databaze pouzité k vyhodnoceni vysledki
e Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST Gaithersburg, Maryland,
USA)
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6.3 Priprava sumarnich extrakti

6.3.1 PouZzity rostlinny material

Rostlinnym materialem byly cibule rodu Narcissus sp. o rizné hmotnosti zakoupené od
firmy LUKON GLANDS, kterd ma své sidlo v Lysé nad Labem.
Po dodani byly jednotlivé kultivary zmrazeny a uchovavany v mrazicim boxu. Pfed samotnym
pouzitim byly ponechany piti pokojové teploté do rozmrznuti, nasledné¢ zvézeny a dale

zpracovavany.

6.3.2 Priibéh extrakce cibuli

Rozmrznuté cibule byly nejprve zvazeny a poté na hrubo roziezany kuchyiiskym
nozem. Nakrajené cibule byly vlozeny do odmérné nadoby a zality pfiméfenym mnozstvim
ethanolu 96% tak, aby byly ponotfeny. Cibule byly nésledné rozmixovéany ty¢ovym mixérem
pro snadnéjsi extrakci obsahovych latek. Takto vytvofend masa byla pielita do 2000 ml
Erlenmayerovy barky a doplnéna ethanolem 96% do objemu 1 1. Obsah Erlenmayerovy banky
ve vodni lazni na vafici byl poté pfiveden k varu po dobu 30 minut. Poté byl obsah zfiltrovan.
Zbytky cibuli byly nésledné opétovné vyvateny v Cerstvém ethanolu (96%) celkem 3x. Po
ukonceni extrakce se ponechala varna banka s obsahem vSech tii filtrati ochladit ve studené
vodni lazni. Cast filtratu se pievedla do destilaéni baiiky pro nasledné odpafeni. Odpaieni
extraktu probihalo na vakuové odparce Heidolph — Hei-VAP Advatage G1 pii teploté, 40 °C
a otackach 80 za minutu. Postupné se takto odpafil veskery extrakt do sucha. Destila¢ni banka

s odpafenym extraktem se uchovavala do dalSiho zpracovani v lednici pfi teploté 2-8 °C.

6.3.3 Zpracovani extraktu

Dal§im krokem pro ziskdni sumarniho alkaloidniho extraktu bylo vytfepavani
odpafené¢ho extraktu. Destila¢ni banika, o zndmé hmotnosti, se suchym extraktem se nejprve
zvézila a nasledné se obsah baiiky rozpustil 2% kyselinou chlorovodikovou. Okyselenim
vznikla ve vod¢ rozpustné alkaloidni stl. Pro snazsi a rychlej$i rozpusténi extraktu se barika
vlozila do ultrazvukové lazn€. Jakmile se cely obsah rozpustil byl nasledné zfiltrovan ptes
vlizelin. V prabéhu filtrace byl vlizelin nékolikrat promyt destilovanou vodou. Takto ziskany
filtrat se pak pfevedl do dé¢lici ndlevky. Namétend hodnota pH filtratu byla cca 2. V dal§im
kroku byl extrakt vytfepavdn etherem o objemu 150 ml. Do etheru, jako nepolarniho
rozpoustédla, prechdzeji balastni, neutralni latky, jako napt. tuky nebo silice. Vytfepavani se

provadélo 3x. Spojené vodné, kyselé vytiepky se nésledné zalkalizovali 10% roztokem
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uhli¢itanu sodného o objemu ptiblizn¢ 150 ml na pH cca 10. Zalkalizovanim se stl alkaloidu
ptevedla opét na ptivodni lipofilni alkaloidni bazi. Alkaloidni vrstva byla poté 3x vytfepana 200
ml chloroformu za pribézného oddélovani dolni chloroformové vrstvy do kédinky. Pro ovéfeni,
zdali do chloroformové vrstvy piesly vSechny alkaloidy, se provedla zkouska za pouziti
Mayerova ¢inidla, které je schopno zachytit i stopy alkaloidii. Vzorek vodné alkaloidni frakce
se okyselil na hodnotu pH pfiblizné 3 a poté se pridalo n€kolik kapek Mayerova cinidla.
V ptipad¢ pritomnosti alkaloidii by se vyloucila bila srazenina. Po prokazani, ze se jiz ve vodné
vrstvé zadné alkaloidy nenachazi, se do chloroformové vrstvy ptfidalo potfebné mnozstvi siranu
sodného bezvodého pro odstranéni zbytkové vody. Nasledovala filtrace pies filtracni papir do
destila¢ni banky a opétovné odpareni do sucha na vakuové odparce. Po odstranéni chloroformu
se extrakt dosusil v exikatoru a nasledné zvazil. Vznikly sumarni alkaloidni extrakt byl uchovan

v dobie uzaviené vialce v lednici pfi teploté 4 - 6 °C.

6.4 GC-MS analyza a identifikace alkaloidi

Pro zjisténi obsahu alkaloidi v jednotlivych kultivarech rodu Narcissus byl pouzit
plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnim detektorem Agilent
Technologies 5975C, ktery pracoval pii elektronové ionizaci 70 eV. Separace probihala
s vyuzitim kolony HP-5MS, 30 m x 0,250 mm s teplotnim programem v rozmezi 100-180 °C
(15 °C/min), 180 (1 min) a 180-300 °C (5 °C/min), 300 °C (5 min). Helium s rychlosti priitoku
0,8 ml/min bylo pouzito jako mobilni faze. Nastfik 1ul analyzovaného methanolického vzorku
o koncentraci 1 mg/ml byl proveden za teploty 180 °C pfi splitu 1:10. Namétené hodnoty byly
v rozsahu 40-600 m/z.

Nésledna identifikace jednotlivych alkaloidii byla provedena porovnanim ziskanych
spekter se spektry dostupnymi v komeréni knihovné NIST 11 (National Institute of Standards
and Technology Library, USA) a s latkami, které byly jiz izolovany v laboratofi.

6.5 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i humanni AChE a BuChE
6.5.1 Chemikalie
e Acetyltiocholin jodid (ATChI), (Sigma-Aldrich s.r.0.)
e Butyrylcholin jodid (BuTChl), (Sigma-aldrich s.r.o.)
e 5,5¢-ditiobis-2-nitrobenzoova kyselina = 98% (DTNB), (Sigma-Aldrich s.r.0.)
¢ Dimethylsulfoxid p.a. (DMSO), (Sigma-Aldrich s.r.0.)
e Galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)
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6.5.2

6.5.3

6.5.5

Hupezin A 95% (TAZHONGHUI-Tai’an an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)

Eserin (Sigma-Aldrich s.r.0.)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a. (NaH2PO4 « 2H20), (Lachema)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a. (Na2HPO4 ¢ 2H20), (Lachema)

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

Tlumivy roztok

100mM fostatovy pufr o pH 7,4

Cinidla

5mM roztok DTNB
10mM roztok ATChI
10mM roztok BuTChI

Pristrojové vybaveni a pouzité programy

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

Ttepacka VWR standart analog shaker 1000 (vWR, Radnor, Pensilvania, USA)
Program na vyhodnocovani statistickych dat GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, 2006)

Rekombinantnich enzymy

Pouzité enzymy byly pfipraveny rekombinantni technologii na katedie chemie

Ptirodovédecké fakulty, Univerzity v Hradci Kralové. Médium obsahujici enzymy se v Case

potteby natedilo 100mM fosfatovym pufrem o pH 7,4. Hodnota absorbance pro AChE musela

byt v rozmezi 0,08-0,15 a pro BuChE v rozmezi 0,15-0,20. Medium bylo rozpipetovano na

zaklad¢ spocitaného mnozstvi potfebného pro nasledné fedéni k méfeni do mikrozkumavek.

Zmrazené enzymy byly uchovavany v mrazaku pfi teploté -22 °C do doby pouziti.

6.5.6

Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE a BuChE

Inhibi¢ni aktivita ICso byla stanovena Ellmanovou spektrofotometrickou metodou

s vyuzitim DTNB.
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Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity enzymu bylo do Sesti mikrotitraénich desti¢ek napipetovano
8,3 ul pripraven¢ho media, 283 ul 5SmM DTNB a 8,3 ul DMSO. Smés byla promichavana na
mikrotfepacce po dobu 1 minuty a nasledné inkubovéna 5 minut v komote readeru pfi teploté
37 °C. Po inkubaci bylo pridano 33,3 pl roztoku substratu, pfi¢emz se jednalo bud’ o 10mM
ATChI nebo 10mM BuTChI. Nasledné byla zméfena absorbance za piislusné vlnové délky,
ktera byla v ptipadé¢ obou rekombinantnich enzymii 412 nm. Procenta inhibice (%/) se

smérodatnou odchylkou byla spoc¢itina pomoci uvedeného vzorce

AABL
%I = 100 —mx 100

AABL — nartist absorbance slepého vzorku béhem jedné minuty

AASA — narist absorbance méfeného vzorku béhem jedné minuty

Stejnym zpusobem probihalo meétfeni inhibi¢ni aktivity u ziskanych alkaloidnich
extrakti. Do mikrotitracnich desticek byly napipetovany stejné objemy cinidel a roztoku
substratu. Misto 8,3 ul DMSO byl pouzit roztok extraktu v pfislusné in koncentraci — 50 pg/ml.
Posledni jamka obsahovala ¢isty DMSO jako slepy vzorek. U extraktd, které vykazovaly
procenta inhibice vyS$$i nez 60 % byla stanovena hodnota ICso.

Hodnoty ICso byly urceny nelineédrni regresi poklesu aktivity AChE a BuChE s vyuzitim
programu GraphPaD Prism. Extrakty byly méfeny v in koncentra¢ni fad¢ 500; 50; 5; 0,5; 0,05
pg/ml. Ziskané hodnoty byly porovnany s ICso referencnich latek - galanthaminu, eserinu

a Huperzinu A.
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7 Vysledky

7.1

Chromatogramy jednotlivych sumarnich extrakti

V nésledujici kapitole jsou uvedeny chromatogramy ptisluSnych alkaloidnich extraktu.
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Obriazek 30. chromatogram sumarniho extraktu AL-725
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Obriazek 31. chromatogram sumarniho extraktu AL-728
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Obriazek 32. chromatogram sumarniho extraktu AL-734
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Obriazek 33. chromatogram sumarniho extraktu AL-739
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Obriazek 34. chromatogram sumarniho extraktu AL-743

x103

9.5

+ EI TIC Scan 5967LC.D

demethyllykoramin

CH,CH, 0,

H,CO.

H,CO

acetylpluvin

9-0-methylpseudolykorin

16

16.2 16.4 16.6 16.8

17 172 174 176 178 18 182 184 186 188 19 192

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

50




Obriazek 35. chromatogram sumarniho extraktu AL-745
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7.2 Zastoupené alkaloidy v jednotlivych kultivarech

Tabulka 1. Prehled obsazenych alkaloida v kultivarech

, . AL- | AL- | AL- | AL- | AL- | AL- | AL-
ST T LSOl 723 | 725 | 728 | 734 | 739 | 743 | 745
galanthamin - + + + + - +
lykoramin - + - + + - +
Galanthaminovy | demethyllykoramin - - - - - + +
epi-norgalanthamin | + - - - + - +
narwedin = + = + - - -
lykorin - - + - - - -
pseudolykorin - - - - - - +
9-0O-
methylpseudolykorin | ~ i i i i i i
o pluvin - - - + - - +
lykorinovy acetylpluvin - - + + - + +
galanthin + - + + + + -
inkartin = + - - - - -
assoanin = = = = = + +
narcissidin = + + + - - -
krininovy krinin - +F - - - - -
haemanthaminovy haemanthamin + + - - = = +
7.3 Vytézky ethanolovych a alkaloidnich extrakti
Tabulka 2. VytéZky ethanolovych a alkaloidnich extrakti
Kéd . : Mnosstvi| EtOH | Alkaloidni | 57K
Nazev kultivaru e 1r alkaloida
vzorku cibuli (g) | extrakt (g) | extrat (g) (%]
0
AL-723 WIS G 371,6 21,9 1,038 0,279
Daydream
pigs | MEESES Ow Gy g 16,7 0.613 0.223
Kybo
pl | NEESES G BN gy 15.0 0.471 0.185
Society
AL-734 | N “Vc’ssé“; ﬁv' Love | 550, 2 37,5 0,205 0,039
AL | METESED O BN | s 18,9 0,341 0,115
and Cream
Narcissus cv.
AL- 743 Sy Gt 413, 4 25,3 0,641 0,155
Narcissus cv. Yellow
AL-745 324,6 48,8 0,364 0,112
Salome
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7.4 Inhibi¢ni aktivita sumarnich alkaloidnich extraktia vaci AChE a BuChE

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky méfeni inhibi¢ni aktivity vici lidskym

cholinesterasam. U extraktt, které béhem screeningu pii koncentraci 50 png/ml vykazovaly

aktivitu vice nez 60 %, byla zméfena hodnota ICso.

Tabulka 3. Piehled inhibi¢nich aktivit testovanych extrakti vii¢i AChE/BuChE

il iAChE % ICs0 AChE iBuChE % ICs0 BuChE
[50 pg/ml] [ng/ml] [50 pg/ml] [ng/ml]

AL-723 86,99 + 1,13 3,42+ 0,13 53,86 + 1,45 >20
AL-725 21,60 +2,101 >20 27,25+ 1,11 >20
AL-728 63,48 £ 1,06 17,34 + 0,40 21,80 +2,14 >20
AL-734 25,71 £1,88 >20 12,88 £ 1,16 >20
AL-739 83,69 + 0,80 3,54 £ 0,36 44,79 £ 1,44 >20
AL- 743 0 >20 45,59 £ 1,39 >20
AL-745 81,40 + 1,04 5,19 +£0,21 32,54 +£0,55 >20

galanthamin 100 0,74 + 0,05 100 12,41 +£0,98

eserin 100 0,06 £+ 0,00 100 0,08 £0,03
Huperzin A 100 0,01 0,00 - -
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8 Diskuze a zavér

Alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae jsou pfedmétem aktivniho vyzkumu jiz fadu let. Jednim
z divodt je hledani novych uc¢innych latek predev§im v terapii civiliza¢nich chorob, jako jsou
nadorova nebo neurodegenerativni onemocnéni, jejichZz incidence stile stoupa. DalSim
diivodem je 1 hleddni novych potencionalnich zdroju pro jejich izolaci, jelikoZ nékteré latky
jako naptiklad galanthamin, se v sou€asnosti ziskavaji prevazné izolaci z druhii rodu Narcissus.
Rostliny z této ¢eledi disponuji celou fadou rozmanitych biologickych aktivit, které je mozné
potencionalné vyuzit v terapii nejen civiliza¢nich chorob, ale také naptiklad k 1é¢bé malérie
nebo virovych onemocnéni.

Jednim z hlavnich cili této diplomové prace byl screening biologické aktivity sedmi
kultivart rodu Narcissus. Jmenovité se jednalo o Narcissus cv. Daydream (AL-723) Narcissus
cv. Gay Kybo (AL-725), Narcissus cv. High Society (AL-728), Narcissus cv. Love Call (AL-
734), Narcissus cv. Peach and Cream (AL-739), Narcissus cv. Sunny Girlfriend (AL-743)
a Narcissus cv. Yellow Salome (AL-745).

Kultivary byly zpracovany na sumarni alkaloidni extrakty, ktery byly nasledné
podrobeny GS-MS analyze za tucelem identifikace obsazenych alkaloidii. Ziskané
chromatogramy byly porovnany s knihovnou spekter NIST a s latkami, které byly jiz
v laboratofi izolovany. Celkem byla zji§téna ptitomnost 16 alkaloidi, které je mozné zaradit do
galanthaminového (galanthamin, lykoramin, demethyllykoramin, epi-norgalanthamin
a narwedin), lykorinového (lykorin, pseudolykorin, 9-O-methylpseudolykorin, pluvin,
acetylpluvin, galanthin, inkartin, assoanin a narcissidin), krininového (krinin)
a haemanthaminového (haemanthamin) strukturniho typu. Je tfeba fici, Ze ptitomnost téchto
alkaloidli je pouze orientacni, pro jejich potvrzeni by bylo nutno provést konkrétni izolaci
alkaloidu. Zastoupeni jednotlivych alkaloidl v kultivarech je mozné nalézt v tabulce 1.

V dalSim kroku byla testovana biologickd aktivita ziskanych alkaloidnich extrakti.
Prostfednictvim Ellmanovy spektrofotometrické metody byla stanovena procentudlni inhibic¢ni
aktivita vii¢i AChE a BuChE méfend pfi koncentraci 50 pg/ml. U extraktt, které vykazovaly
inhibi¢ni aktivitu pies 60 % byla nasledné stanovena hodnota ICso. Tato podminka byla splnéna
u Ctyt kultivari — Daydream (AL-723), High Society (AL-728), Peach and Cream (AL-739) a
Yellow Salome (AL-745). Latky byly porovnany snaméfenymi hodnotami standardii —
galanthaminem, eserinem a Huperzinem A v pg/ml. Nejslibnéjsi aktivitu vykazoval kultivar
Daydream (AL-723) s hodnotou ICso (AChE) 3,42 + 0,13 pg/ml. Tato G€innost zfejmé souvisi

s vy$$im obsahem epi-norgalanthaminu. Bohuzel, zddny z kultivarti nevykazoval uspokojivou
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aktivitu vici BuChE. Nizkd schopnost inhibovat AChE a BuChE ostatnich kultivari
pravdépodobné souvisi s mensim zastoupenim latek, které inhibuji oba enzymy, jako jsou
zejména zastupci galanthaminového typu. Dal$im moznym diivodem miize byt piekryti aktivity
jinymi alkaloidy, které byly v extraktu pfitomny. Pfehled jednotlivych aktivit lze nalézt
v tabulce 3.

Nejvétsi zastoupeni galanthaminu bylo zpozorovano u kultivaru Yellow Salome
(AL-745), ktery by mohl byt vyuzit jako jeho pfipadny zdroj. U kultivard Gay Kybo (AL-725),
a High Society (AL-728) bylo zaznamenano pomérn¢ velké zastoupeni haemanthaminu, ktery
je znam svoji cytotoxickou aktivitou a pro jeho izolaci by mohly byt vyuzity i tyto kultivary.

Z haemanthaminu byla také vyvinuta fada semisyntetickych derivati, obmény spocivaji
predevsim v modifikaci OH skupiny v poloze C-11 a dvojné vazby v kruhu D [70]. Ptikladem
muze byt 11-O-(4-chlor-3-nitrobezoyl)haemanthamin, ktery ve srovnani s cytotoxickou
aktivitou haemanthaminu vykazoval nejen vyssi G¢innost, ale byl aktivni 1 proti rezistentnim
bunéénym liniim (A549 - plicni karcinom a PANCI - epiteloidni karcinom pankreatu) viici
doxorubicinu [71].

Rod Narcissus ptedstavuje vydatny a bohaty zdroj latek s pozoruhodnou biologickou
aktivitou, ktera nabizi na poli soucasnych civilizacnich chorob, obtizné 1é¢itelnych chorob nebo
doposud nevylécitelnych nemoci (AD), nadé€ji do budoucna, kdy by i tato onemocnéni ptestala
byt fatalni.

Zkoumani rodu Narcissus bylo velice zajimavé, uz jen z toho pohledu, Ze vétSina laické
vefejnosti pohlizi na zéastupce tohoto rodu, jen jako na krasné jarni kvétiny, aniz by si
uvédomovala, jaké nepfeberné mnoznosti jejich alkaloidy nabizeji v oblasti farmacie a

mediciny.
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Nazev prace: Screening biologické aktivity riznych druhd rodu Narcissus sp. 11
Klic¢ova slova: Narcissus, Daydream (AL-723), Gay Kybo (AL-725), High Society
(AL728), Love Call (AL-734), Peach and Cream (AL-739), Sunny Girlfriend
(AL-743) a Yellow Salome (AL-745), inhibice AChE a BuChE

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae se po tisice let pouzivaji jako zdroj 1é¢ivych prostiedkd.
Jiz ve 4. stoleti pt. n. 1. pouzival Hippokrates z Késu olej z narcisu Narcissus poeticus k 1é¢be
nadortt délohy. Kromé jiz zminéné protinddorové aktivity ma tato Celed tadu dalSich
vyznamnych biologickych ucinkl, jako jsou antimalarické, antimykotické, antibakteridlni,
antivirové, emeticke, analgetické, acetylcholinesterazové (AChE) a butyrylcholinesterazové
(BuChE) inhibi¢ni Gc¢inky [11]. Toto Siroké spektrum vlastnosti z nich ¢ini vhodné kandidaty
pro 1é¢bu neurodegenerativnich onemocnéni, rakoviny nebo malarie, jejichz vyskyt v populaci
stoupd. Z tohoto diivodu je velmi diilezité hledat nova potencidlni 1éCiva, kterd by mohla najit
uplatnéni v terapii nejen civiliza¢nich, ale i mnoha dalSich chorob [32].

Cilem této prace byl screening biologické aktivity alkaloidnich extraktd ziskanych
ze sedmi kultivarti rodu Narcissus — Daydream (AL-723), Gay Kybo (AL-725), High Society
(AL728), Love Call (AL-734), Peach and Cream (AL-739), Sunny Girlfriend
(AL-743) a Yellow Salome (AL-745). Cerstvé cibule byly rozemlety a extrahovany ethanolem
(96 %). Souhrnny extrakt alkaloidll byl preciStén extrakci kapalina-kapalina. Vzorky extrakti
z kazdého kultivaru byly analyzovany pomoci GS-MS a podrobeny screeningu na schopnost
inhibovat lidské cholinesterasy pfti koncentraci 50 pg/ml.

Ctyfi extrakty vykazovaly inhibi¢ni aktivitu vy$$i nez 60 % (AL-723, AL-728, AL-739
a AL-745). U téchto extrakt byla stanovena hodnota ICso. Vysledky byly porovnany
s hodnotami ICso AChE/BuChE referencnich latek — galanthaminem (0,74 £+ 0,05 a 12,41 +
0,98 png/ml), eserinem (0,06+ 0,00 a 0,08 £ 0,03 pg/ml) a Huperzinem A (0,01 + 0,00 pg/ml).
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(AL-743) a Yellow Salome (AL-745), inhibition of the AChE and BuChE

For thousands of years, plants in the Amaryllidaceae family have been used as a source of
medicinal remedies. Already in the fourth century B.C., Hippocrates of Cos used oil from the
daffodil Narcissus poeticus, for the treatment of uterine tumors. In addition to the already
mentioned antitumor activity, this family has a number of other important biological effects
such as antimalarial, antifungal, antibacterial, antiviral, emetic, analgesic, acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) inhibitory effects [11]. This broad spectrum of
properties makes them suitable candidates for the treatment of neurodegenerative diseases,
cancer or malaria, whose incidence in the population is increasing. For this reason, it is very
important to search for new potential drugs that could find application in the therapy of not only
civilization diseases but also many others [32].

The purpose of this work was to screen the biological activity of alkaloid extracts obtained from
seven cultivars of the genus Narcissus - Daydream (AL-723), Gay Kybo
(AL-725), High Society (AL728), Love Call (AL-734), Peach and Cream (AL-739), Sunny
Girlfriend (AL-743) and Yellow Salome (AL-745). Fresh bulbs were ground and extracted by
ethanol (96%). Summary alkaloid extract was purified by liquid-liquid extraction. Samples of
extracts from each cultivar were analyzed by GS-MS and screened for the ability to inhibit
human cholinesterases at a concentration of 50 pg/ml.

Four extracts showed inhibitory activity greater than 60% (AL-723, AL-728, AL-739 and AL-
745). An IC50 value was determined for these extracts. The results were compared with the
IC50 values of the AChE/BuChE reference compounds, galanthamine (0.74 + 0.05 and 12.41
+ 0.98 pg/ml), eserine (0.06 £ 0.00 and 0.08 = 0.03 pg/ml) and Huperzine A (0.01 = 0.00

pg/ml).
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