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1. UVOD

Rostliny jsou nepostradatelnym zdrojem cennych latek. Uz v pravéku lidé uméli vyuzit
|écivé vlastnosti rostlin. Dukazy o pouzivani rostlin k Ié¢eni nalezneme napf. v Egyptskych
papyrech, Cinskych spisech, nebo Galénovych spisech, ve kterych mimo jiné zmifuje,
Ze rostlina obsahuje vice uc¢innych latek. [1]

Ucinek rostlin at uz Ié¢ivy nebo toxicky je spjat se schopnosti rostlin hromadit produkty
sekundarniho metabolismu. Ty vznikaji z produktl primarniho metabolismu, jimZz jsou
predevsim sacharidy, aminokyseliny, acetylkoenzym A, Sikimat a mevalonova kyselina.
Sekundarni metabolity nalezneme ve vSech vyssich rostlindch. Jejich ucel je vysvétlovan
rdznymi hypotézami — alelochemikalie (ochrana proti predatordm: pozZeraciim, houbam,
mikroblm, virGm) nebo signdlni slouceniny (lakani opylovacl, prenasecd semen). V daném
taxonu se vétsinou vyskytuje jedna majoritni skupina chemicky pribuznych latek. [2]
alkaloidy nalézt. Obsahuji ve své struktufe dusik a jsou zpravidla alkalické povahy. Alkaloidy
vznikaji vétsinou biosyntetickou cestou z aminokyselin. Rozdélit je mizeme podle struktury
na vlastni (pravé) alkaloidy, protoalkaloidy a pseudoalkaloidy. Pravé alkaloidy maji dusik
vazan heterocyklicky, pficemzZz dusik pochazi z prekurzorové aminokyseliny. Potoalkaloidy
vznikaji také z aminokyseliny, ale dusik nemaji heterocyklicky vazany. Pseudoalkaloidy
obsahuji sice dusik z aminokyseliny, ale jejich biosyntéza z ni nevychazi. Alkaloidy jsou
v rostlinach ulozeny ve formé soli s organickymi kyselinami. Tyto ve vodé rozpustné soli
umoznuji izolaci alkaloid béhem extrakce s rGzné poldrnimi rozpoustédly pti rdzném pH.
Kromé hlavniho alkaloidu se v rostliné vyskytuji i vedlejsi alkaloidy, které maji stejnou
zakladni strukturu, ale lisi se substituenty, poctem a polohou nasobnych vazeb nebo poétem
a polohou hydroxylovych ¢i jinych skupin. Obsah a sloZeni alkaloidl je dale rlizny v zavislosti
na ontogenezi rostliny, typu orgdnu a rlstovych podminkdch rostliny. Rlstovymi
podminkami se rozumi podnebi, prostredi, sloZeni pldy a Ziviny, které rostlina pfijima. [3]

Alkaloidy maji velmi rozdilné ucinky vzhledem k velmi rozdilné chemické strukture.
Lokalné anestetickym ucinkem se vyznacuje kokain. Analgeticky, pripadné narkoticky ucinek
ma morfin. V terapii se pro sv{j antitusicky ucinek pouziva kodein. Na Upravu srdecniho

rytmu pUsobi chinidin, ajmalin ¢i spartein. Uterotonicky ucinek maji namelové alkaloidy,



konkrétné ergometrin. V o¢nim lékarstvi nasSel uplatnéni atropin. Toxickym Uclinkem se
vyznacuji alkaloidy akonitin nebo strychnin. [3]

Kromé alkaloid(i jsou toxické i dalsi Iatky nealkaloidni povahy, napf. z kyanogennich
glykosidi hydrolyzou vznikd jedovaty kyanovodik. Bilkovinny toxin ricin je obsaZen
v semenech Ricinus communis. [3] Je vSak dilezité si uvédomit, Ze i jedovaté rostliny jsou
zdrojem |écCivych latek a Ze rozmezi mezi terapeutickou a toxickou davkou je velmi malé [4].
Digoxin jako zastupce kardioaktivnich glykosid(i se ziskdva z jedovaté rostliny Digitalis lanata
a ma své uplatnéni v lécbé srdecnich chorob. Naopak mlZeme zminit jedovaty thujon
pfitomny v |éCivé rostliné Salvia officinalis, kterd se vyuziva pro své antiseptické vlastnosti.
3]

| kdyz se v dnesni dobé do klinické praxe Castéji dostavaji latky vyrobené chemickou
cestou, ¢ast novych IéCiv je odvozena od latek, které se prirozené vyskytuji v rostlindch [5].
Soucasné studie se zabyvaji i pripravky tradi¢ni mediciny jizni a vychodni Asie, Afriky
a Stfedni a Jizni Ameriky a cilem je ovéfit jejich uc¢inky pomoci modernich metod [2]. V misté
svého prirozeného vyskytu jsou tyto pripravky v terapii bézné pouzivany a vysledky jsou
spojeny i s klinickymi studiemi. Zato v Evropé jsou rostlinné pfipravky obsazeny spiSe

v doplicich stravy nebo jsou vyuZivdna jako podpurna léciva. [2, 5]

10



2. CiL PRACE

Cilem diplomové prace je:

Zpracovani reSerSe zamérené na problematiku zadanych taxonomickych jednotek
(kultivard) rodu Narcissus sp. z ¢eledi Amaryllidaceae

Pfiprava 7 sumarnich alkaloidnich extraktl z kultivarud rostlin rodu Narcissus

GC-MS analyza sumarnich alkaloidnich extrakt( a jeji vyhodnoceni

Stanoveni  inhibi¢ni  aktivity = sumdrnich  alkaloidnich  extraktd  vUci
acetylcholinesterase (AChE) a butyrylcholinesterase (BuChE)

Izolace alkaloid( z alkaloidniho extraktu AL-730 pomoci preparativni tenkovrstvé
chromatografie (TLC)

Shrnuti vysledki

Sepsani diplomové prace
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Celed Amaryllidaceae

Rostliny z celedi Amarylkovitych jsou krytosemenné vytrvalé byliny. Rostou hlavné
v subtropech a tropech, pfevazné ve stiedni a jizni Evropé a v jizni Americe i Africe. Celed
Amaryllidaceae obsahuje 65 rodd a 1000 druh rostlin. VV Ceské republice se vyskytuji druhy
Narcissus (narcis), Galanthus (snéZienka) a Leucojum (bledule). Z dalSich rodd mulzeme
jmenovat napt. Crinum (kfin), Amaryllis (amarylka), Clivia (klivie). [2, 3, 6]

Tyto suchozemské byliny maji podzemni cibuli, oddenky nebo hlizy. Stonek je vétsSinou
bezlisty. Listy téchto bylin jsou carkovité, a to ptizemni nebo lodyzni. Kvéty jsou
oboupohlavné se spodnim semenikem. Mohou byt jednotlivé nebo jsou usporadany
do Sroubelovitého kvétenstvi. Nékdy je pfitomna pakorunka. Plodem je tobolka nebo
bobule. [2, 7]

Zastupci Celedi Amaryllidaceae byly vyuzivany jiz v tradi¢ni mediciné. Napf. anticti
Rekové jej vyuzivali k 16¢bé rakoviny, ostatni narody z Afriky, Asie a Polynésie k 1é¢bé riiznych
nemoci. [8] Dnes se Casto péstuji jako okrasné kvétiny, ale rostou i volné v pfirodé. Jsou také

vyznamnym zdrojem cennych latek — alkaloidd. [2]

3.1.1. Rod Narcissus

Taxonomie tohoto druhu je slozitd kvali vyskytu rozmanité populace narcisd,
snadnému prirozenému ktizeni divokych druhu, kultivaci, Slechténi a hybridizaci [9]. Narcisy
rostly uz v antickych zahradach, ale v 16. stol. se na rozvoji péstovani a kultivaci narcisu
nejvice podilel slavny holandsky botanik Charles de L'Ecluse, té7 zndmy jako Carolus Clusius.
Slechténi a hybridizace narcis byla v Evropé vyznamna v druhé poloviné 19. stol a pfinesla

tisice kultivard. Vétsina cibuli byla dovezena ze Spanélska. [7, 10]

12



Obrazek 1 Narcissus poéticus [11] a Narcissus pseudonarcissus [12]

Narcisy rostou rdznorodé. Nalezneme je v nizinach, ale i vhorskych oblastech,
na sussich mistech i podél ek jihozapadni Evropy [4, 9]. Narcisy stejné jako dalsi druhy celedi
Amaryllidaceae rostou brzy na jare [9]. Narcissus poéticus (narcis bily) a Narcissus
pseudonarcissus (narcis zluty) rostou volné v jihozapadni Evropé. Okrasné jsou péstovany
ve stfedni Evropé v zahraddch i ve sklenicich. Nalézt je mGzeme na slunnych az polostinnych
mistech s propustnou piscitohlinitou puUdou, kterda ma dostate¢nou vldhu na jare
a na podzim. [4, 7]

Narcis je 20-50 cm vysoka bylina. Z cibule vyrastaji pfimo az Sikmo vzhiru 2-4 ¢arkovité
az paskovité listy a bezlistd lodyha. Lodyhu zdobi obvykle jeden kvét uvnitf s pakorunkou,
ktera ma casto odliSnou barvu od okvéti. Okvéti u N. poéticus je typicky bilé,
u N. pseudonarcissus zZluté. U kultivar ma okvéti rGzné odstiny Zluté, oranZzové, rizové
aZz cervené a objevuji se i barevné kombinace. Okvétnich listkd je vétSinou 6, ale u nékterych
kultivar mohou byt i zmnoZené. Pakorunka je hlavni odliSnosti od ostatnich rod( celedi
Amaryllidaceae a mize byt rGzné velikosti i tvaru — mald, uzka, plocha, dlouhd, miskovita,
valcovitd, nalevkovitd nebo kalichovitd. Jeji okraj je hladky, vroubkovany, zvinény
az laloénaty. Plodem je kulovitad nebo elipsoidni tobolka. PfestozZe je celd rostlina jedovata, je

Narcissus poéticus i Narcissus pseudonarcissus oblibenou okrasnou rostlinou. [4, 7]

3.1.2. Kultivary narcisti pouzité v experimentalni ¢asti

Narcissus pseudonarcissus byl predlouhou mnoha komercénich kultivar(, a to hlavné
trubkovitych narcisu. Kultivary jsou v porovnani s plvodnim divokym druhem vétsSinou vétsi
a robustnéjsi. [13] Kvytvoreni nadhernych kvétl byly krizeny velké zahradni kultivary

s malymi divokymi druhy. Kington popsal 13 divizi zahradnich kultivard narcisd a od roku
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1998 je The International Daffodil Register and Classifield List kazdoro¢né aktualizovadn a
doplnén o nové kultivary narcist. [9] V ramci této diplomové prace bylo vyuZito 7 kultivard

narcisU, které byly zakoupeny od firmy Lukon Glads se sidlem v Lysé nad Labem.

3.1.2.1. Narcissus cv. Arkle

Kultivar Arkle je vysoky a patfi mezi trubkovité narcisy. Jak naznacuje nazev, jejich
trubka (pakorunka) je dlouha, nékdy delsi nez okvétni listky. Tento kultivar se vyznacuje
velkymi zlaté Zlutymi kvéty. Okvétni listky jsou Siroce vejcité, tupé zakoncéené a prekryvaji se
z jedné tretiny aZ poloviny. Jsou ohnuté, ploché nebo vypouklé. Pakorunka je valcovita,
mirné se rozsifuje a jeji okraj je vroubkovany. [13, 14]

Autorem hybridizace kultivaru Arkle je J. Lionel Richardson zlIrska. Arkle vznikl
hybridizaci kultivarG Narcissus cv. Yellow Idol a Nasrcissus cv. Golden Clarion. Registrace

kultivaru Arkle probéhla v roce 1968. [14]

LukonbGlads

Obrazek 2 Narcissus cv. Arkle [15]

3.1.2.2. Narcissus cv. Blazing Starlet

Kultivar Blazing Starlet je fazen mezi orchideokvété narcisy neboli kolary. Pakorunka
téchto narcisl je rozStépend na nékolik ¢asti. Je zvinénd a jeji okraj je vyrazné naraseny.
Kultivar Blazing Starlet ma svétle zelenozluté okvétni listky vej¢itého tvaru, na konci
zaSpicatélé. Bild az svétle Zlutd pakorunka je lemovdna Zlutooranzovym okrajem. Tvar
pakorunky je miskovité plochy. Kvéty sméruji vzhiru v celkové vysce 40 cm. [13, 16, 17]

N. cv. Blazing Starlet vypéstoval v Nizozemsku J. Gerritsen a syn. Registrace kultivaru

probéhla v roce 2009. [16]
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Obrazek 3 Narcissus cv. Blazing Starlet [18]

3.1.2.3. Narcissus cv. Dr. Alex Fleming
Tento 40-50 cm vysoky narcis patfi mezi velkokorunné narcisy, jejichz korunky maji

tvar trubek, kalisk(, poharkd nebo podsalkl. Pakorunky jsou kratsi nez okvétni listky. Kultivar
Dr. Alex Fleming mGze mit na stonku i 2 zaoblené kvéty. Bilé okvétni listky jsou velmi Siroké,
trochu prohnuté a vzajemné se prekryvaji az z jedné poloviny. Syté oraniova miskovita
pakorunka je silné fasenad a jeji okraj je vroubkovany. [19, 20]

Kultivar Dr. Alex Fleming byl registrovan pred rokem 1948. V Nizozemsku ho

vypéstovala spolec¢nost J. W. A. Lefeber. [19]

Obrazek 4 Narcissus cv. Dr. Alex Fleming [21]
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3.1.2.4. Narcissus cv. Heamor

Tato plnokvétd odrlda ma zaobleny kvét. Zarivé Zluté okvétni listky jsou ve 3
pfeslenech, jsou Siroce vejCité a prekryté z jedné poloviny. Okvétni listky jsou ploché,
smérem do stfedu vice ohnuté a okraje sto¢ené. Typickd pakorunka chybi, jeji ¢asti jsou
roztrouSeny mezi okvétnimi listky. Jsou o jednu tretinu kratSi nez okvétni listky, jsou
tmavsiho ténu a jsou vice fasené. [22]

Registrace kultivaru Heamor byla provedena v roce 1996. Ron A. Scamp vytvofil tento
kultivar v Anglii. Je vysledkem hybridizace kultivar( Narcissus cv. Saint Keverne a Narcissus

cv. Tamar Fire. [22]

Lukon Glads

Obrazek 5 Narcissus cv. Heamor [23]

3.1.2.5. Narcissus cv. Isha

Narcisy kultivaru Isha patfi mezi plnokvété narcisy, které maji zmnozené okvétni listky.
Maiji silné stonky, které jsou velice odolné proti ohybani. Okvéti je tvorfeno Sirokymi jasné
Zlutymi listky, pakorunka, resp. jeji ¢asti jsou syté oranZové. [24, 25]

V Nizozemsku ho vypéstoval Th. van der Hulst. Vznikl hybridizaci kultivart Narcissus cv.

Extol a Narcissus cv. Ascot. V roce 2000 byl kultivar registrovan. [24]

16



3.1.2.6. Narcissus cv. Lorikeet
Tento vétsi kultivar pochazi zUSA a je fazen mezi trubkovité narcisy. Kvéty maji

v priméru az 10 cm. Okvétni listky jsou jemné citrénové Zluté. Uprostied je dlouha
pakorunka merunkové rizové barvy, kterd se ke konci vyrazné rozsifuje do tvaru zvonu a je
na okraji zoubkovana. [27]

Autorem hybridizace je Grant E. Mitsch z Oregonu v USA. K hybridizaci byl pouzit

Narcissus cv. Rima. Kultivar Lorikeet byl registrovan v roce 1979. [27]

Obrazek 7 Narcissus cv. Lorikeet [28]

3.1.2.7. Narcissus cv. Woodland Star
Kultivar Woodland Star patfi do skupiny malokorunnych narcisti. Kvéty jsou celkové

symetrické, pakorunka je dlouhd maximalné jako tfetina délky okvétnich listk(. Kultivar
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Woodland Star ma cisté bilé okvétni listky, které jsou vejCité a na okraji mirné zaoblené.
Miskovita pakorunka je syté oranZova az Cervena a jeji lem je zvinény. [29]
Registrace kultivaru probéhla v roce 1962. Vytvofil ho Tom Bloomer v Severnim Irsku

z kultivard Narcissus cv. Bravura a Narcissus cv. Glenwherry. [29]

Photo Copyright

Obrazek 8 Narcissus cv. Woodland Star [30]

3.1.3. Amaryllidaceae alkaloidy

Rostliny z celedi Amaryllidaceae jsou dulezitym fytochemickym zdrojem, ze kterého
bylo izolovano a strukturné popsano 500 alkaloid(. V roce 1877 byl jako prvni z této skupiny
alkaloidd izolovan lykorin a to z rostliny Narcissus pseudonarcissus. [6, 9] Amarylkovité
alkaloidy (AmA) maji strukturu isochinolinovych alkaloidd. Rod Narcissus obsahuje pres 100
alkaloidu. Alkaloidy nalezneme v celé rostling, ale nejvice jsou zastoupeny v cibulich. [9]

Syntéza alkaloidi probihd zfejmé v nadzemni ¢asti rostliny a po oplodnéni jsou
alkaloidy transportovany do cibule [9]. Amarylkovité alkaloidy vznikaji Norbelladinovou
cestou. Biosyntéza vychazi ze dvou aromatickych aminokyselin — L-tyrosinu a L-fenylalaninu.
L-tyrosin je tyrosindekarboxylasou (TDC) dekarboxylovdn na tyramin [31]. L-fenylalanin je
enzymem fenylalanin-amoniaklyasou (PAL) pfeménovan na kyselinu trans-skoficovou a dale
se nékolika reakénimi kroky méni na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Kondenzaci tohoto
aldehydu a tyraminu katalyzuje norbelladinsynthasa (NS) a vznikd Schiffova baze a z ni pak
hlavni prekurzor AmA norbelladin. [6, 9, 31] Schéma vzniku norbelladinu mizeme vidét

na Obr. 9.
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Obrazek 9 Biosyntéza norbelladinu

Methylaci norbelladinu za katalytického plsobeni norbelladin-4’-O-methyltransferasy
(NAOMT) vznika 4'-O-methylnorbelladin, ktery je vychozi slouceninou dalSich typtd AmA [31].
Vznikaji oxidativnim spojovanim 4’-O-methylnorbelladinu, a to ortho-para’, para-para' nebo
para-ortho'. Vysledkem biosyntetické cesty je 9 zakladnich strukturnich typl AmA -
norbelladinovy, lykorinovy, = homolykorinovy, galanthaminovy, haemanthaminovy,

tazettinovy, narciklasinovy, krininovy a montaninovy. [6, 9]
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Obrazek 10 Strukturni typy AmA

AmA mohou byt vyznamné toxické. Toxicita rostliny Narcissus poéticus se mlze objevit
pfi zdméné cibule za cibuli kuchynskou. Otrava se projevuje salivaci, zvracenim a prdjmem.
Vyssi ddvka lykorinu muze vyvolat paralyzu, jaterni poskozeni a kolaps. [4]

AmA jsou nepostradatelné pro preziti rostlin, napf. mohou byt ochranou pred
napadenim hmyzem. Maji mnoho zajimavych fyziologickych ucinkd, které se daji vyuzit, nebo
se jiz vyuzivaji v klinické praxi. Dostupnost téchto alkaloid(l je nedostatecnd, protoZe se
izoluji z ptirodnich zdroji, a to jen vmalém mnoiZstvi. To vedlo kvyvoji syntéz téchto
alkaloidd nebo k pripravé jejich polosyntetickych derivatd, které by mohly byt vyuZity jako

potencialni [éCiva. [9]
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3.2. Biologicka aktivita

Biologickd a farmakologicka aktivita AmA je znacnd a v posledni dobé se vyzkumu

aktivit ¢i samotnym alkaloid(im vénuje vice a vice pozornosti.

3.2.1. Inhibice cholinesteras

Cholinesterasy jsou enzymy, které rozkladaji acetylcholin (Ach) na cholin a kyselinu
octovou na synapsich cholinergnich neuron(, nervosvalovych spojenich a v cilovych
organech parasympatiku. Ach je degradovan v mozku spiSe acetylcholinesterasou (AChE),
nez butyrylcholinesterasou (BuChE). Inhibici AChE dochazi ke zvySeni mnozstvi Ach, zvyseni
stimulace nikotinovych i muskarinovych receptort a k posileni neurotransmise. [32, 33]

Galanthamin je nejznaméjsim inhibitorem AChE. M4 53x vyssi selektivitu k AChE nez
k BUChE. Galanthamin je tedy selektivni, reverzibilni a kompetitivni inhibitor AChE, ktery
pusobi dlouhodobé. Prochazi hematoencefalickou bariérou a mize tak plsobit v centralnim
nervovém systému (CNS). Déle je schopen alostericky modulovat nikotinové receptory a tim
zvysuje jejich citlivost k Ach. [6, 32]

Sanguinin je dalsim alkaloidem zceledi Amaryllidaceae, ktery vykazuje inhibicni
aktivitu vici AChE. Je uc¢innéjsim inhibitorem AChE nez galanthamin. M4 jednu hydroxylovou
skupinu navic, kterou muizZe interagovat s AChE, nicméné tato hydroxylova skupina
zpUsobuje, Ze je sanguinin hydrofilnéjsi a znesnadnuje prinik hematoencefalickou bariérou.
V mozku je jeho biologickad dostupnost nizsi nez u galanthaminu. [9, 34]

Inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE maji i assoanin a oxoassoanin. Jejich inhibi¢ni aktivita je
vySSi v porovnani s ostatnimi alkaloidy lykorinového typu. Samotny lykorin se vyznacuje jen

patrnou inhibiéni aktivitou proti AChE. [9, 32]

3.2.1.1 Klinickeé vyuZiti inhibice cholinesteras

V klinické praxi se vyuZivaji inhibitory cholinesteras k |[é¢bé mirnych az stfednich forem
Alzheimerovy choroby (AD). V prvni fadé se terapie zaklddda na zvySeni koncentrace
acetylcholinu v cilovych strukturach CNS, protozZe deficit cholinergni transmise je dulezitym
faktorem AD. [5, 35] Samotny Ach neni v praxi vyuzitelny, protoZe je jiz na periferii velmi
rychle rozkladan cholinesterasami. Proto nasly uplatnéni inhibitory AChE, které jsou schopny
dostat se do cilovych struktur CNS. Inhibici AChE se zvySuje mnoZstvi Ach na cholinergnich

synapsich a zlepsuji se kognitivni funkce u pacientli s AD. [5] Inhibice BUChE je také zadouci
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pro zvysSeni mnozstvi Ach, protoZe u pacientl s AD je BUChE pfitomna ve vétSim mnozstvi
[33].

K terapii AD se pouzivaji 3 latky ze skupiny inhibitord AChE — galanthamin, donepezil
a rivastigmin. U¢inek galanthaminu byl popsan vyse. Galanthamin se uZiva ve formé tablet
s prodlouZzenym uvolfiovanim 1x denné a davka galanthaminu se postupné titruje. Pocatecni
davka je 8 mg/den, davka se pfi dobré snasenlivosti zvySuje na 16 mg/den a 24 mg/den
po Ctyrtydennich intervalech. | kdyz je dobfe sndsen, muazZe vyvolat bradykardii
a gastrointestinalni nezadouci Ucinky. [33, 36]

Donepezil je derivat piperidinu. Je reverzibilni kompetitivni inhibitor AChE. Inhibice
BuChE je klinicky nevyznamnda. M4 schopnost aktivovat specifické nikotinové receptory
a chranit neurony proti toxicité glutamatu. Aktivuje i muskarinové receptory (M5) ve sténdch
mozkovych cév a tim zlepsSuje mikrocirkulaci. Jeho biologicky polocas je 70 hodin, takze se
podava jen 1x denné. Zahajovaci davka je 5 mg/den, ta se da po 4-8 tydnech zvysit na 10
mg/den. [33, 36]

Rivastigmin patti strukturalné mezi karbamaty. Inhibuje AChE i BUChE. Rivastigmin se
v peroralni formé podava 2x denné. Na zacatku se podava 2x denné 1,5 mg a po 4 tydnech
se vidy ddvka zvySuje o 1,5 mg aZ na konetnych 6 mg, které se podavaji 2x denné.
Rivastigmin pfi perordlnim poddni mulze vyvolat gastrointestindlni neZadouci ucinky.
Ve formé naplasti jsou tyto nezadouci Ucinky eliminovany. Naplast se lepi 1x denné a zacina
se s davkou 4,6 mg/den. Po 4-8 tydnech se davka navysuje na 9,5 mg/den. [33, 36]

Tyto |é¢iva AD nemohou vylécit, ale zpomali jeji progresi. Proto je potieba |éCbu
inhibitory cholinesteras zahadjit co nejdfive. UZivanim inhibitor cholinesteras se oddali
nastup tézkych stadii nemoci, zlepsi se kognitivni symptomy a zlepsi se i kvalita Zivota

nemocného, pfipadné i oSetfovatele. [33, 35]
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Obrazek 11 Struktura galanthaminu, rivastigminu a donepezilu

3.2.1.2. Alzheimerova choroba

Tato kapitola se vice zaméfuje na problematiku Alzheimerovy choroby. AD je
neurodegenerativni onemocnéni, které je nejcastéjSi pricinou demence. Objevuje se
u pacient(l starSich 65 let a incidence svékem nardsta. Onemocnéni rychle progreduje
a postupné narusuje kognitivni funkce. Mezi prvni pfiznaky patfi ztrata kratkodobé paméti.
Jak nemoc postupuje, objevuji se dal$i symptomy jako ztrata dlouhodobé paméti, zmatenost,
problémy s reci (zadrhdvani a problém s pojmenovanim), zmény ndlad a Usudku, problémy
s béznymi dennimi aktivitami. Pacient se ¢asem zhorsSuje a je odkazan na pomoc rodiny
¢i pecovatele. [35, 37, 38]

Nezname presnou pficinu vzniku AD, ale existuje nékolik faktor(, které vedou k zaniku
neuronl. Charakteristickym patologickym znakem AD je pfitomnost amyloidnich plaku
a neurofibrilarnich klubek. Tyto zmény se objevuji predevsim ve frontalnim laloku,
hipokampu a mozkové kire. [35]

Amyloidni plaky jsou tvoreny B-amyloidnimi peptidy, které vznikaji enzymatickym
Stépenim amyloidniho prekurzorového proteinu (APP). APP je za normadlnich podminek
Stépen a-sekretasou, za patologickych podminek je Stépen B-sekretasou a y-sekretasou
za vzniku B-amyloidnich peptidl. B-amyloidni peptidy jsou delSimi fragmenty Stépeni, jsou
hydrofobni a maji vyssi tendenci se shlukovat v amyloidni plak. V oblastech vyskytu

B-amyloidu dochazi k odumirani neuront. [35, 37, 39] B-amyloidni peptidy jsou schopny
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navazat se na receptory na povrchu bunék, napf. na receptor for advanced glycation
endproducts (RAGE) a scavenger receptor. V mikrogliovych burkach aktivaci scavenger
receptorll a RAGE vznikd zanét, ktery zplsobuje neurotoxicitu. Vznikaji volné kyslikové
radikaly, které depolarizuji buné¢nou membranu a aktivuji NMDA receptory. Aktivaci NMDA
receptorl se zvysuje intraceluldrni koncentrace vdpenatych iont. Ca?* a kyslikové radikaly
poskozuji neurony a mohou vyvolat bunéénou smrt. [40]

Neurofibrildrni klubka jsou tvoreny shluky hyperfosforylovaného proteinu tau.
Fyziologickd role proteinu tau spociva v regulaci ristu axonu a axonalniho transportu. Dale
se podili na stabilité mikrotubul( a cytoskeletu neuronu. Ve zdravém mozku je proces
fosforylace proteinu tau dynamicky regulovan pomoci taukinas a taufosfatas. Nerovnovaha
mezi kinasami a fosfatasami vyskytujici se u nemocnych s AD zpUsobuje, Ze hladina
fosforylace tau proteinu je 3-4x vyssi, nez za normdlnich podminek. Nadmérna fosforylace
vyvolava nizsi afinitu proteinu tau k vazbé na mikrotubuly a jeho agregaci v neurofibrilarni
klubka. Ty narusuji stabilitu cytoskeletu a prispivaji ke smrti neurond. [35, 37, 41]

Nejvice zasazenymi neurony u AD jsou cholinergni neurony lokalizované v nucleus
basalis Meynerti. Zdravy clovék ma pfiblizné 500 000 cholinergnich neuron( v nucleus
basalis, pacient s pokrocilou AD jich md pfiblizné 100 000. Progrese nemoci je navic
ovlivnéna snizenou transkripci cholinacetyltransferasy (enzym syntetizujici Ach)
ve zbyvajicich cholinergnich neuronech. Kromé degradaéni funkce AChE, jak bylo zminéno
vySe, je tento enzym také zapojen do patologie AD. AChE podporuje tvorbu amyloidnich
plakli tim, Ze interaguje s B-amyloidnim peptidem, jak ukazala studie molekularniho
modelovani. Cholinergni zmény, které souvisi s kognitivnim deficitem u pacientd, jsou cilem
terapie AD. [35]

Zakladem farmakoterapie jsou inhibitory AChE, které byly popisovany v predes|é
kapitole. V druhé fadé se v klinické praxi vyuzZiva jesté memantin, ktery blokuje NMDA
receptory a snizuje tak nadmérnou glutamatergni neurotransmisi. Je indikovan pro stfedné
zavainé az tézké stadium AD. [5] Memantin je obecné dobfe tolerovan, vzacné se mohou
vyskytnout bolesti hlavy, zavraté, halucinace ¢i nadmérnd excitace nebo Utlum. Zahajovaci
davka je 5 mg/den. V tydennich intervalech se davka navySuje vidy o 5 mg na konecnych
20 mg/den. UzZiva se v jedné nebo ve dvou dennich davkach. V nékterych pripadech muze

pacient profitovat i z kombinace inhibitor(i cholinesteras a memantinu. [36]
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Kromé farmakoterapie je tfeba se zaméfit i na dalsi aspekty |écby. Je potieba kazdého
pacienta posuzovat individudlné. Nemélo by se zapomenout na celkovy stav nemocného.
Dllezitd je spravna vyZiva véetné hydratace a télesna aktivita. Je potreba Iécit i dalsi
onemocnéni a pfi tom se vyhnout poddvani |éCiv s anticholinergni aktivitou, proto by byla
vhodna spoluprace s dalSimi |ékafi. Pacient by mél mit nékoho, kdo bude mit lécbu
na starost, idealné rodinného pfislusnika. Ten by mél mit prehled o uzZivané medikaci
a v pripadé lékarské prohlidky o ni informovat lékare. Ddle by mél dohliZzet na reSeni pravnich
a socidlnich problém0 (prispévek na péci, omezeni svéprdvnosti). V mirnych a stfednich
stadiich nemoci by mél pacient pokracovat ve svych béznych aktivitdch. Méla by se provadét
kognitivni rehabilitace. Doporucuje se i skupinova aktivita, aby mél nemocny kontakt
s ostatnimi ¢leny skupiny. V tézkych stadiich nemoci se doporucuje individualni aktivita,
kde je kladen ddraz na nonverbalni techniky a senzorickou stimulaci. V kone¢ném stadiu AD
se voli paliativni pfistup. [36]

V pribéhu nemoci se mohou objevit behavioralni problémy, které je potreba resit.
PFi¢inou téchto problém je, Ze pacient neni schopen spravné verbalizovat své potize nebo
pozZadavky. Pro priklad ma strach ze samoty, néco ho boli nebo neporozumél situaci. K témto
zménam dochazi vlivem kognitivniho deficitu. Jinou ptic¢inou behaviordlnich problémi maze
byt rozvoj uzkosti Ci deprese, které jsou casto zplsobeny nedostatkem serotoninu.
K zvlddnuti téchto stavli se pouZivaji antidepresiva ze skupiny selektivnich inhibitord

zpétného vychytdvani serotoninu (SSRI) nebo trazodon. [36]

3.2.2. Protinadorova a cytotoxicka aktivita

Vyznamnad je i protinadorova aktivita. Amarylkovité alkaloidy jsou vysoce selektivni
k nddorovym burikdm a maji relativné nizkou toxicitu k zdravym burnikdm nebo k burikdm
klidovym. Jsou schopny indukovat apoptdzu v rliznych typech rakovinnych bunék a maji silné
antiproliferativni ucinky. [6, 32]

Lykorin i jeho polosyntetické derivaty byly zkoupdny u nékolika typl rakovinnych
bunék. Studie probihaly in vitro i in vivo. Lykorin je G¢inny ve velmi nizké koncentraci, a navic
ma nizkou toxicitu. Lykorin je silnym induktorem apoptdzy. Mlze ji vyvolat prostfednictvim
mitochondrii nebo receptorld smrti v rakovinnych bunkach. Jeho ucinek byl sledovan
u rakoviny prsu, mocového méchyre, leukémie a myelomu. Lykorin je schopny zastavit

bunécny cyklus ve fazi GO/G1 nebo G2/M, a to dle typu rakoviny. Struktura lykorinu je
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dilezitym ukazatelem cytotoxické aktivity. Volné hydroxylové skupiny na C-1 a C-2 jsou
nezbytné pro protinddorovou aktivitu. Disubstituci téchto hydroxylovych skupin se snizuje
cytotoxicky ucinek. Dalsi podminkou je bazicky dusik, protoZze nebazicky charakter dusiku

zpUsobil ztratu protinddorové aktivity. [42]

Obrazek 12 Struktura lykorinu

Ve studii zamérené na bunécénou linii promyelocytarni leukémie HL-60 vykazoval
lykorin protinddorovou aktivitu v rozmezi koncentraci 0,31-5 puM. Bunécna linie HL-60 se
Siroce pouziva jako model leukemickych bunék ke studiu bunéénych a molekuldrnich déja.
Proliferace bunék byla pfi 1,25 uM koncentraci lykorinu vyznamné snizena. V zdvislosti
na davce lykorin sniZil pocet kolonii v polotuhé kulture, takie by mohl snizovat malignitu
a regeneracni potencial nadorovych bunék. Pomoci prlitokové cytometrie byla provedena
analyza bunéc¢ného cyklu a bylo zjiSténo, Ze lykorin je schopen zastavit bunécény cyklus ve fazi
G2/M pfi 5 uM koncentraci. Zatimco pfi 1,25 uM koncentraci nebyla pozorovana Zzadna
fragmentace DNA, pfi 2,5 nebo 5 uM koncentraci byly pozorovany typické fragmenty DNA,
které jsou znakem apoptdzy bunék. Ukdzalo se, Ze lykorin muZe indukovat apoptdzu
leukemickych bunék. Apoptdza je indukovana pomoci aktivity kaspas. Pfi 5 uM koncentraci
lykorinu se zvysila aktivita kaspasy 8, kaspasy 9 a kaspasy 3, pficemz aktivita kaspasy 3 byla
nejvice zvySena. Na apoptdze, resp. Zivoté bunék se podileji i proteiny Bcl-2. Pfi podani
lykorinu se hladiny Bcl-2 proteinG snizily, coz v koneéném dusledku vedlo k aktivaci kaspas
a apoptodze leukemickych bunék. [32, 42, 43]

Dalsi in vitro studie ukdazala ucinky lykorinu na bunécné linie chronické myeloidni
leukémie K562. Burniky K562 byly vystaveny 1,25, 2,5 a 5 uM koncentraci lykorinu a ukdzalo
se, ze lykorin sniZuje proliferaci bunék v zavislosti na davce. Déle bylo zjisténo, Ze lykorin
neovliviiuje expresi histondeacetylasy (HDAC) v burikdch K562, ale inhibuje pfimo aktivitu

HDAC. HDAC je enzym, ktery deacetyluje histony. Deacetylace a acetylace histonl se podili
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na regulaci struktury chromatinu a transkripci genu. Tyto déje jsou duleZité pfi rlstu bunék,
diferenciaci a apoptdze. Inhibici HDAC se zastavuje bunécny cyklus a indukuje se apoptdza.
Bunécny cyklus byl zastaven po pfidani 5 uM lykorinu ve fazi GO/G1, jak bylo odhaleno
pomoci pritokové cytometrie. [32, 44]

Pseudolykorin v kombinaci s merkaptopurinem nebo cyklofosfamidem zvysil acinnost
téchto cytostatik u leukemickych mysi infikovanych Rauscherovym virem oproti
samostatnému podavani téchto IéCiv. Navic nebyl u mysi pozorovan negativni Ucinek
na produkci humoralnich protilatek jako u zminénych |éciv. [32]

Haemanthamin in vitro se vyznacCuje cytotoxickou aktivitou proti nékolika typim
rakovinnych bunéénych linii, napf. MOLT-4 (akutni lymfoblasticka leukémie), HepG2
(karcinom jater), HelLa (adenokarcinom délozniho ¢ipku), MCF7 (adenokarcinom prsu), K562,
A549 (karcinom plic), HT-29 (kolorektalni adenokarcinom). Dale je schopen u akutni
leukémie T-bunék (bunécna linie Jurkat) indukovat apoptdzu bunék aktivaci kaspas, snizenim
potencidlu mitochondridlni membrény a zastavit bunécny cyklus ve fazi G1 a G2/M.
Pfredpokladem pro mechanismus ucinku je inhibice syntézy proteinl pro tvorbu peptidové
vazby na 60S podjednotce ribozomu. [32, 45]

Scilem zvysit cytotoxicky ucinek, bylo zhaemanthaminu pfipraveno nékolik
polosyntetickych derivatl. Byly pfipraveny estery substituci hydroxylové skupiny na C-11
za pouziti alifatickych nebo rlizné substituovanych benzoylchloridl. Pfi koncentraci 10 uM
vykazoval derivat 11-O-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthamin vyraznéjsi antiproliferativni
aktivitu vGci rakovinnym burkdm nez haemanthamin. Antiproliferativni Gcinky byly
testovany na bunécnych linii Jukart, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1 (epiteloidni karcinom
pankreatu), A2780 (karcinom ovarii), HeLa, MCF-7, SAOS-2 (osteosarkom). Inhibice rlstu
bunék zminéného derivatu se projevila i u bunécné linie MRC-5 (normalni plicni fibroblasty),

takZe derivat nevykazuje selektivitu jen k rakovinnym burikam. [45]

Cl

Obrazek 13 Struktura haemanthaminu a 11-0-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthaminu
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Dalsim alkaloidem, u kterého in vitro studie popsaly cytotoxické ucinky je
haemanthidin. Ma Gcinek proti rakovinnym burnkdm A549, OE21 (karcinom jicnu), Hs683
(gliom) a SKMEL-28 (maligni melanom). Svymi biologickymi ucinky je podobny ucinkiim
haemanthaminu, protoZe také inhiboval proliferaci bunék, indukoval apoptdézu pomoci
aktivace kaspas, snizil mitochondrialni potencidl a zastavil bunécény cyklus. [32]

Amarbellisin, alkaloid lykorinového typu, vykazuje silny cytotoxicky ucinek proti
rakovinnym bunkam A549, OE21, Hs683, U373 (glioblastom), SKMEL-28 a B16F10 (mysi
melanom), a to v koncentraé¢nim rozmezi 5-10 uM. [32]

Ungeremin ma na zdakladé studii inhibi¢ni Ucinky na rdst a cytotoxické ucinky proti
Ehrlichovu ascites karcinomu, ascites hepatomu, Lewisovu plicnimu karcinomu a Yoshidovu
ascites sarkomu u mysi nebo potkanl. Ungeremin muze interferovat s lidskymi
topoizomerasami, které se Ucastni bunécnych procesd jako je replikace, transkripce
a rekombinace. Cileni na DNA malignich bunék je dalSi zaméreni vyvoje novych Iléciv
pro léébu rakoviny. Protinddorovy ucinek ungereminu byl pozorovan u leukemickych
bunécénych linii HL-60, MOLT-4, K562 a U937 (myeloidni leukémie) s prlimérnou hodnotou
inhibice rastu 1Cso 1,3 uM. Maximalni deplece bylo dosazeno pti koncentraci 200 uM
ungereminu a pti vyssich koncentracich byl Ucinek nizsi. [32]

Pretazettin se vyznacuje protinddorovymi, ale i antivirovymi ucinky. Dle studie ma
cytotoxicky ucinek proti fibroblastickym bunéénym liniim LMTK. Dale inhibuje bunécny ruast
bunék Hela a je Ucinny proti Rauscherové leukémii, Ehrlichovu ascites karcinomu, spontanni
AKR lymfoblastické leukémii a Lewisové karcinomu plic. Alkaloid md vysokou aktivitu proti
burikam akutni lymfoblastické leukémie MOLT-4. Je pravdépodobné, Ze pretazettin in vitro
inhibuje P-glykoprotein v koncentraci 400 pM. P-glykoprotein je nadmérné exprimovan
v nadorovych burkdach, zapficinuje eflux Iééiva ven z bunky a tim pfispiva k rezistenci
podanych léciv. V rozvoji protinadorovych |éciv je toto duleZitym ukazatelem. [32]

Protinadorovy Ucinek narciklasinu byl popsan hlavné u mozkovych nador(. Inhibice
rastu bunék, ktery narciklasin zplsobuje, souvisi se schopnosti inhibovat syntézu protein(.
Narciklasin se vaze na 60S podjednotku ribozomu a znemoziuje tvorbu peptidové vazby.
Narciklasin je schopen pronikat do mozku diky svym lipofilnim vlastnostem a pUsobit zde
cytotoxicky proti mozkovym nadorim, gliomim a mozkovym metastdazam. Narciklasin je

schopen snizit proliferaci a migraci rakovinnych bunék ve velmi nizkych koncentracich (méné
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nez 1 uM). U glioblastomu U373, Hs683 a GL19 narusuje narciklasin proliferaci bunék
snizenim rychlosti mitdzy. [32]

Narciklasin je induktorem apoptdzy v burikach rakoviny prostaty (PC-3) a rakoviny prsu
(MDA-MB-231 a MCF-7). Vyhodou je, Ze ma mensi cytotoxicky ucinek na normalni burky.
PFi pouziti narciklasinu v koncentraci 1 uM doSslo k vyraznym morfologickym zménam, které
odpovidaly bunécné smrti. Béhem 24 hodin dosSlo ke ztraté mitochondridlniho
membranového potencialu, uvolnéni cytochromu C do cytoplazmy a aktivaci kaspas. [32]

Narciklasin vykazuje silné cytotoxické ucinky u bunécné linii HL-60 a HSC-2
(spinocelularni karcinom). Apoptdza bunék byla potvrzena morfologickymi zménami jako je
kondenzace chromatinu, fragmenty DNA, smrsténim bunék a aktivaci kaspasy 3. Cytotoxicka
aktivita narciklasinu byla vyraznéjsi nez pfi pouziti cisplatiny. [32]

Pankratistatin ma také cytotoxické ucinky. Je schopen u leukemickych bunék
indukovat apoptézu, ktera byla vyvolana aktivitou kaspasy 3, tvorbou reaktivnich forem
kysliku a ztratou potencidlu mitochondridlni membrany. V bunécnych liniich kozniho
karcinomu a lidského teratokarcinomu NT2 indukoval pankratistatin apoptdézu bez
negativnich ucinkl na normalni lidské fibroblasty. [32]

Hippeastrin inhibuje ridst nddorovych bunék lidského jaterniho karcinomu HepG2
a leukemickych bunék MOLT-4. [6] Bylo zjiSténo, Ze hippeastrin vykazoval podobnou
inhibi¢ni aktivitu vici topoizomerase | jako kamptotecin. Kamptotecin byl predlohou dvou
protinadorovych latek, které maji stejny mechanismus ucinku a sice inhibici topoizomerasy |,
jejiz exprese je zvySend u nadorovych bunék. Hippeastrin by mohl byt vhodny kandidat
na protirakovinné lécivo. Alkaloid ma silné antiproliferativni U¢inky i u bunék kolorektalniho

karcinomu HT-29. [46]

3.2.3. Antimikrobialni aktivita — aktivita proti virlim, bakteriim a kvasinkam

Lykorin vykazuje stfedni az silnou antivirovou aktivitu u viru Herpes simplex 1, HIV-1,
koronaviru, polioviru, viru zdpadonilské horecky, viru dengue, viru Zluté zimnice, enteroviru,
viru chripky, viru hepatitidy C a viru Zika. U¢inek vykazoval pii velmi nizkych koncentracich,
vétSinou pfi 1 uM koncentraci. Antivirovy Ucinek lykorinu je dan zasahem do syntézy
proteinll. Zasadni pro antivirovou aktivitu lykorinu jsou volné hydroxylové skupiny na C-1
a C-2, benzodioxolové uskupeni, bazicky dusik a dvojna vazba mezi uhliky C-3 a C-4.

Strukturdlni zmény vedou ke ztraté antivirové aktivity, napr. rozrusenim benzodioxolového
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uskupeni se ztraci aktivita proti viru dengue a viru hepatitidy C. [42, 47] Antivirovy ucinek
lykorinu byl sledovdn u poliovirl a coxsackie virl a zjistilo se, Ze jeho uclinek je zavisly
na davce. Pfi koncentraci 2,5, 10 a 25 pg/ml inhiboval rlst viru v kultivaénim médiu i ve Vero
bunkach. Koncentrace 2,5 pug/ml se ukazala jako minimalni pro jeho antivirovou aktivitu.
Pti koncentraci nad 20 pg/ml pusobil lykorin toxicky pro hostitelské buriky. [47] Lykorin
vykazoval i aktivitu proti kvasinkdm. Inhiboval kvasinky Candida albicans. Za jeho
antifungalni aktivitu jsou pravdépodobné zodpovédné hydroxylové skupiny na C-1 a C-2,
protoZe karanin, ktery se liSi ve své strukture jen absenci hydroxylové skupiny na C-2, pGsobil
proti kvasinkam vyrazné méné. [48]

Amarbellisin je dalSim zastupcem alkaloid( lykorinového typu. Vykazuje aktivitu proti
gramnegativni bakterii Escherichia coli a kvasinkovym patogenlm Candida albicans, jak
ukazaly vysledky antibakteridlniho a antifungalniho screeningu. [32]

Ungeremin vykazuje antibakteridlni vlastnosti. Kromé Ucinku na lidské topoizomerasy
byl alkaloid testovdan na aktivitu proti bakteridlnim topoizomerasam. Byly wvyuZity
topoizomerasy z bakterie Escherichia coli. Bylo zjisténo, Ze ungeremin silné inhibuje
topoizomerasu IV z bakterie E. coli s hodnotou ICso 7,3 uM. Alkaloid vykazoval inhibici
i utopoizomerasy | z bakterie E. coli, a to s hodnotou ICso 15,0 uM. Dale se ukazalo,
Ze ungeremin muZe zvySovat Stépeni DNA zprostifedkované timto enzymem az 250krat, to by
znamenalo nové cileni v antimikrobidlni chemoterapii. [49]

Haemanthamin a jeho polosyntetické derivaty vykazuji in vitro antivirovou aktivitu
proti viru chtipky A N5H1 [32]. Alkaloid vykazuje i antiretrovirové uGcinky [47].

Pretazettin silné inhibuje enzym reverzni transkriptasu v riznych onkogennich virech,
a to pomoci pfimé vazby na enzym. Pretazettin zfejmé inhibuje syntézu proteinu béhem
replikace viru, aniz by ovlivnil syntézu bunééné RNA a DNA. Alkaloid jevi aktivitu proti
nékterym flavivirim, napt. viru dengue nebo viru Zluté zimnice. Vykazuje aktivitu i vici viru
Herpes simplex. [32]

Narciklasin ma aktivitu proti nékterym bakteriim a virGm. Alkaloid pUsobi proti
Corynebacterium fascicans a RNA viram jako jsou flaviviry a bunyaviry. Konkrétné vykazoval
aktivitu u viru horecky Zika, viru dengue, viru Zluté zimnice. Je ucinny i proti Cryptococcus

neoformans. [32, 47] Antifungalni aktivitu vykazal alkaloid i proti Candida albicans [6].
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Silnou aktivitu proti RNA virdm vykazuje pankratistatin. Je Gcinny proti flavivirdm
a bunyavirlim. Konkrétné vykdazal aktivitu proti viru horecky Zika, viru Zluté zimnice, viru
dengue. [32, 47]

PFi testovani na antimikrobialni aktivitu se alkaloidy amarbellisin, pankracin, vitatin
a 11-hydroxyvitatin jevili ucinné proti bakterii Staphylococcus aureus. Proti Escherichia coli
plsobil amarbellisin a vitatin. U pankracinu se ukazala aktivita proti Pseudomonas
aeruginosa. VSechny tyto testované alkaloidy se vyznacdovali aktivitou proti kvasinkdm
Candida albicans. [48]

Hippeastrin vykazuje antivirovou aktivitu vici viru Herpes simplex. Alkaloid je ucinny i

proti Candida albicans. [6]

3.2.4. Antiparaziticka aktivita

Lykorin in vitro vykazuje vyznamnou antimalarickou aktivitu proti kmenim
Plasmodium falciparum, které jsou citlivé i rezistentni na chlorochin [32].
Pro antiplasmodialni aktivitu je nutna dvojnd vazba mezi uhliky C-3 a C-4. Volné hydroxylové
skupiny na C-1 a C-2 pro tuto aktivitu nejsou nezbytné [42]. Lykorin je Gcinny i proti
parazitovi Trichomonas vaginalis. Snizuje Zivotaschopnost trofozoitd o 40 % pfi poufZiti
koncentrace 250 pg/ml. Bylo zjisténo, Ze u nékterych acylovych analogli lykorinu aktivita
proti T. vaginalis vzrostla v porovnani s lykorinem. [50]

Haemanthamin in vitro vykazuje aktivitu proti kmenu Plasmodium falciparum, ktery je
citlivy na chlorochin s hodnotou ICsp 1,3 uM. Jeho antiplasmodidlni aktivitu lze ptipisovat
terciarnimu dusiku bez methylu a dale methylendioxybenzenové ¢asti molekuly. [32] Byla
popsdna aktivita proti dalSim prvokovym parazitdim — Entamoeba hystolytica, Leishmania
donovani, Trypanosoma brucei rhodesense a Trypanosoma cruzi. Nejucinnéjsi byl
haemanthamin proti T. brucei rhodesiense s hodnotou ICso 0,49 ug/ml. [50]

Antiparazitickou aktivitu vykazuje in vitro také haemanthidin. Plsobi cidné proti
kmenlm Plasmodium falciparum, které jsou citlivé na chlorochin s hodnotou ICsp 1,2 puM.
Dale je ucinny proti Trypanosoma brucei rhodesiense a o néco méné ucinny proti T. cruzi.
[32, 50]

Pankratistatin ma Gcinek proti parazitim, které zpGsobuji infekce u lidi. U¢inkuje proti

mikrosporidiim. [32]
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Protizdnétliva aktivita nebyla tou hlavni aktivitou, kterd se u AmA sledovala,
ale u nékterych alkaloidl byla odhalena a testovana.

Protizanétlivé plGsobi norbelladin tim, Ze inhibuje aktivitu jaderného faktoru-kappa B
(NF-kappa B) a expresi cyklooxygenasy (COX) v relativné nizkych koncentracich. [42]

Jako prvni byla protizanétliva aktivita narciklasinu zachycena na modelu artritidy
u potkanll. Ukdzalo se, Ze narciklasin sniZuje otok nohou a sniZuje produkci tumor
nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a) v my3ich makrofazich. U&inek alkaloidu vychazi z inhibice
narciklasinu. Bylo zabranéno prozanétlivé aktivaci leukocytld a endotelidlnich bunék.
Prokdzala se silnd inhibice transkripce genu zavislého na NF-kappa B. [51]

Alkaloidy izolované =z Crinum bulbispermum a C. moorei byly testovany
na protizanétlivou aktivitu pomoci inhibice COX-1 a COX-2. Vysledkem inhibice méla byt nizsi
tvorba prostaglandin(. Byla namérena nizkd inhibi¢ni aktivita vic¢i COX-1 a COX-2 ve srovnani
s indometacinem. [52]

Lykorin muZe blokovat produkci nékterych prozanétlivych molekul, napf. oxidu
dusného nebo prostaglandinu E2 [42]. V Rusku byl lykorin pouzivan jako expektorans k [é¢bé
chronickych a akutnich zanétd plic a k Ié¢bé bronchidlnich nemoci [32].

Haemanthidin plsobi protizanétlivé. U mysi je jeho analgeticka aktivita vyssi nez

u kyseliny acetylsalicylové nebo indometacinu. [32]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Priprava alkaloidnich extraktu

4.1.1. Chemikalie

Ethanol 95% (EtOH) (Penta a.s., Praha)
Kyselina chlorovodikova 2% (HCl) (Penta a.s., Praha)
Diethylether ¢. (Et20) (Penta a.s., Praha)
Chloroform p.a. (CHCl3) (Penta a.s., Praha)

Uhlicitan sodny 10% roztok (w/w) (NazCOs) (Lachema)

Siran sodny bezvody €. (Na2S0a4) (Penta a.s., Praha)
Jodid draselny €. (KN (Lach-Ner, Neratovice)
Chlorid rtutnaty p.a. (HgCly) (Penta a.s., Praha)
Destilovana voda (H20)

4.1.2. Cinidla

4.1.3.

4.1.4.

Mayerovo Cinidlo — roztok byl pfipraven rozpusténim 5 g jodidu draselného ve 30 ml
vody a do vzniklého roztoku bylo pfidano 1,35 g chloridu rtutnatého (ve formé
prasku). Nejprve vznikd sraZzenina jodidu rtutnatého, kterd je po chvili michani
rozpusténa na komplexni tetrajodortutnatan draselny. Objem ¢inidla byl doplnén
vodou do 100 ml. Vysledny roztok je ciry, nazloutlé, nanejvys$ svétle zluté barvy.

Roztok se uchovdava v chladnicce pfi 4 °C, je staly nékolik mésicu.

Pristrojové vybaveni

Vakuova odparka Heidolph — Hei-VAP Advatage G1

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

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890 A s hmotnostnim detektorem 5975
Cinert MSD (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)

Databaze pouzité k vyhodnocovani vysledku

Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg, Maryland,
USA)
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4.1.5. Rostlinny material
Jako rostlinny material byly pouzity cibule rodu Narcissus. Cibule byly zakoupeny

od firmy Lukon Glads se sidlem v Lysé nad Labem. Po zakoupeni byla provedena botanicka

identifikace prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. Nasledné byly cibule zmrazeny.

4.1.6. Priprava alkaloidniho extraktu

Pro pripravu alkaloidnich extraktd byly pouzity cibule rlznych kultivard narcis(i. Celkem
bylo zpracovano 7 kultivard. Cibule byly uchovdvany v mrazaku a pred zpracovanim byly
ponechany pfi laboratorni teploté. Nasledné byly zvazeny a dale zpracovany.

Jako prvni byl ptipraven ethanolicky extrakt. Cibule byly pokrajeny a s dostate¢nym
mnozstvim ethanolu rozmixovadny tyCovym mixérem pro snadnéjsi uvolnéni obsahovych
latek. Ke smési cibuli bylo pfiddno 500 ml ethanolu a vSe bylo vafeno na vodni ldzni
pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 min. Smés cibuli a ethanolu byla nasledné filtrovana
pres vlizelin a cibule byly opétovné vareny v ethanolu. Celkem se cibule vafily 3x. Filtrat byl
odparen na vakuové odparce pfi 40 °C a 90 otackach/minutu. Takto bylo pripraveno 7
sumarnich ethanolickych extraktd.

Nasledovalo cisténi extraktl pomoci liquid-liquid extrakce. Ethanolicky extrakt byl
rozpustén v dostatecném mnoistvi (300 ml) 2% kyseliny chlorovodikové. Byla pouzita
ultrazvukova lazen pro snazsi rozpusténi extraktu. Extrakt byl prefiltrovan do délici nalevky
pres vlizenlin, na kterém se zachytil Skrob a dalSi nerozpusténé latky. Vytfepavani bylo
provedeno trikrat, vidy s 200 ml diethyletheru. Z alkaloidd pritomnych v ethanolickém
extraktu po rozpusténi v HCl vznikla ve vodé rozpustna s(l, kterd je soucasti vodné vrstvy.
Organicka vrstva tvorena etherem a dalSimi balastnimi latkami, které do ni presly, byla
odpusténa do organického odpadu. Vodna vrstva byla prevrstvena 100 ml chloroformu
a zalkalizovana 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH 10. Alkaloidy v zasaditém prostredi
prejdou opét na volné baze a prfechazeji do chloroformu. Dalsi vytfepavani bylo provedeno
s 200 ml chloroformu a to tfikrat. Vodna vrstva byla podrobena testu s Mayerovym ¢inidlem.
Pro tento test bylo potfeba vodny roztok okyselit 2% HCl na hodnotu pH 3. Pokud by se
po pridani Mayerova cinidla objevil zakal, znamenalo by to pfitomnost alkaloidi a bylo by
treba pokracovat s vytiepavanim. Zakal nevznikl, a proto byly spojené chloroformové vrstvy
zbaveny zbytkové vody pomoci bezvodého siranu sodného, ktery byl nasledné odfiltrovan

pres filtracni papir. DalSim krokem bylo odpareni chloroformu na vakuové odparce pfi 40 °C

34



a 80 otackach/minutu a dosusSeni v exikatoru. Vysledné alkaloidni extrakty byly radné
uzavreny proti vlihkosti a skladovany v lednici pfi 4 °C.
Béhem pfripravy byly jednotlivé extrakty vaieny a jejich vytézky jsou zobrazeny

v nasledujici tabulce.

Tabulka 1 Vytézky extraktt

Cislo Hmotnost Ethanolicky  Alkaloidni

Kultivar

vzorku cibuli(g) extrakt(g) extrakt (mg)
Narcissus cv. Arkle AL-719 309,7 24,7 599,8
Narcissus cv. Blazing Starlet AL-721 280,5 26,6 416,0
Narcissus cv. Dr. Alex Fleming AL-724 347,7 19,0 465,1
Narcissus cv. Heamor AL-727 187,3 12,9 436,3
Narcissus cv. Isha AL-730 283,9 26,9 255,7
Narcissus cv. Lorikeet AL-733 271,1 19,6 355,6
Narcissus cv. Woodland Star AL-744 229,7 11,9 197,2

4.2. Identifikace alkaloidu

K zjiSténi obsahu alkaloid(i v jednotlivych extraktech byla vyuZzita GC-MS analyza.
Pro méreni bylo potfeba navazit cca 0,3 mg z kazdého extraktu a pfidat 0,5 ml methanolu.
K méreni byl vyuzit plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnim
detektorem Agilent Technologies 5975C inert MSD, ktery pracuje s ionizaCnim potencidlem
70 eV. K separaci byla vyuzita kolona HP-5MS s rozméry 30 m x 0,25 mm x 0,25 um a teplotni
program 100-180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (5 °C/min), 300 °C (5 min). Jako
nosny plyn bylo pouZito helium srychlosti pratoku 0,8 ml/min. Nastfik vzorku (1 pl
methanolického roztoku o koncentraci 1 mg/ml) byl proveden za teploty 180 °C pfi splitu
1:10. Méreni hodnot probihalo v rozsahu 40-600 m/z.

Samotna identifikace alkaloidi probihala porovnanim ziskanych spekter z GC-MS
analyzy se spektry, ktera jsou dostupna v komercéni knihovné NIST 11 (National Institute of
Standards and Technology Library, USA) a se spektry latek ziskanych na Katedre

farmakognozie a farmaceutické botaniky.
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4.3. Screening biologické aktivity

4.3.1. Chemikalie

e Acetylthiocholin jodid (ATChl) (Sigma Aldrich, Praha)
e Butyrylthiocholin jodid (BuTChl) (Sigma Aldrich, Praha)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, Némecko)

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB) (Sigma Aldrich, Praha)

e Fosfatovy pufr 100 mM

e Galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)
e Eserin (Sigma Aldrich, Praha)
e Huperzin A95% (TAZHONGHUI-Tai’an Zhonghui Plant

Biochemical Co., Ltd., China)

4.3.2. Cinidla
e Roztok 5mM DTNB — roztok byl pfipraven pfimym rozpusténim navazeného mnozstvi
DTNB v takovém mnozstvi 100mM fosfatovém pufru pH 7,4, aby vznikl 5mM roztok
slabé naZloutlé barvy.
e Roztok 10mM ATChl — roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi
latky ve vodé, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zlstal Ciry.
e Roztok 10 mM BuTChl — roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnoZstvi

latky ve vodé, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zUstal Ciry.

4.3.3. Pufry
e 100 mM fosfatovy pufr o pH 7,4 — byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml
roztoku B a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 200mM roztokem NaH,PO4 (1 litr
roztoku obsahuje 24,0 g NaH;P0Qa). Zasobni roztok B je 200mM roztokem Na;HPO4 (1
litr roztoku obsahuje 28,4 g Na;HPQa).

4.3.4. Rekombinantni enzymy

Enzymy jsou pfipravovany rekombinantni technologii na Katedfe chemie, Pfirodovédné
fakulty, Univerzity Hradec Krdlové. Pouzivd se médium obsahujici enzymy, které se v Cas
potfeby naredi 100mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak aby hodnota absorbance byla
pro AChE 0,08-0,15 a pro BuChE 0,18-0,20. Médium je rozpipetovano dle potreby

36



(dle vypocitaného mnozstvi potiebného pro nasledné fedéni k méreni) do Eppendorfek,

zamrazeno a uchovavano v mrazaku pfi teploté -22 °C do doby poufZiti.

4.3.5. Pristrojové vybaveni a pouzité programy
e Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)
e Trepacka VWR standard analog shaker 1000 (VWR, Radnor, Pennsylvania, USA)
e Program GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San

Diego, California, USA)

4.3.6. Stanoveni inhibicni aktivity vici AChE a BUuChE

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vi¢i humannim cholinesterasam bylo navdzeno 3-5 mg
extraktd do Eppendorfek. Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity byla vyuZita Ellmanova
spektrofotometrickd metoda. BEhem méreni je sledovan narlst absorbance za 1 min.

Pro stanoveni aktivity enzym( bylo do 6 jamek mikrotitra¢ni desticky napipetovano
8,3 pl média, 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pl DMSO. Vse bylo promichano na tfepacce po dobu
jedné minuty a poté byla smés inkubovdna v komore readeru pti 37 °C po dobu 5 min.
Po inkubaci se pridalo 33,3 ul roztoku substratu, a to bud 10mM ATChl nebo 10 mM BuTChl.
Nasledné byla méfena absorbance pfi vinové délce 412 nm. Stanovi se rozdil absorbance
na zacatku a na konci méreni a stanovi se primérna hodnota inhibice se smérodatnou

odchylkou podle vzorce:

A ABL

% [=100-(100 x A ASA

)

% I — procento inhibice
A ABL - pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min

A ASA — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min

Ke stanoveni inhibic¢ni aktivity alkaloidnich extraktd byl vyuZit stejny zplsob méreni.
Do mikrotitracni desticky byly napipetovany stejné objemy ¢inidel, ale misto 8,3 ul DMSO byl
pipetovan roztok extraktu o pfislusné koncentraci. Pro kazdou latku bylo pouZito 6 jamek
(1 rada) a do posledni fady byl pipetovan DMSO jako slepy vzorek. Nejdfive se provedlo

screeningové méreni, kdy se vSechny latky méfily pfi koncentraci 50 pg/ml (in koncentrace).
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U extraktll, které vykazovali pfi této koncentraci inhibicni potencial vyssi nez 60 %, byla
stanovena ICso.

Pro stanoveni hodnoty ICso byla vyuzita in koncentraéni fada 500 — 50 -5 - 0,5 — 0,05
ug/ml. Hodnoty ICso byly vypocitany ze ziskanych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE
nelinedrni regresi v programu GraphPaD Prism. Ziskané hodnoty inhibi¢ni aktivity 1Cso
pro jednotlivé extrakty byly porovndny s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek -

galanthaminem, eserinem a Huperzinem A.

4.4. 1zolace alkaloidu ze vzorku AL-730

4.4.1. Chemikalie

e Ethanol 95% (EtOH) (Penta a.s., Praha)
e Chloroform p.a. (CHCIs) (Penta a.s., Praha)
e Toluen p.a. (To) (Penta a.s., Praha)
e Diethylamin p.a. (Et2NH) (Penta a.s. Praha)
e Cyklohexan €. (CHX) (Penta a.s., Praha)
e Ethylacetat ¢. (EtAc) (Penta a.s., Praha)

e Bazicky dusi¢nan bismutity [Bi(NO3)s] (Penta a.s., Praha)

e Kyselina vinna p.a. (C4He0s) (Penta a.s., Praha)
e Jodid draselny ¢. (K1) (Lach-Ner, Neratovice)
e Destilovana voda (H20)

4.4.2. Cinidla

e Dragendorffovo ¢inidlo — postup pfipravy:

o Roztok A —vznikne rozpusténim 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody.

o Roztok B —vznikne rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

o Zasobni roztok — vznikne smichanim roztoku A a roztoku B v objemovém
pomeéru 1:1. Vznikly roztok musi byt uchovavan v chladniéce pfi 4 °C po dobu
nékolika mésicd.

o Detekéni roztok — 5 ml zasobniho roztoku se prida k roztoku 10 g kyseliny
vinné v50 ml vody. Uchovava se v chladniéce pfi 4 °C po dobu nékolika

mésicu.
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4.4.3. Pristrojové vybaveni

e Vakuova odparka Heidolph — Hei-VAP Advatage G1

4.4.4. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Extrakt AL-730 byl vybran kizolaci alkaloiddi pomoci preparativni tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Extrakt AL-730 byl zvolen, protoZe obsahuje v majoritnim mnozstvi
lykoramin, jak bylo zjisténo pfi GC-MS analyze. Lykoramin ve své strukture obsahuje jednu
volnou OH skupinu, takZze by byl vhodny kandidat pro pfipravu polosyntetickych derivat(.

Nejdrive bylo potfeba orientacné zjistit, na kolik frakci se extrakt AL-730 rozdéli. Malé
mnozstvi vzorku bylo rozpusténo ve smési ethanolu a chloroformu v poméru 1:1. Roztok byl
nanesen na komerc¢ni desku pomoci kapilary alespori 1 cm od okraji. Deska se nechala
zaschnout a nechala se vyvijet v komore nasycené mobilni fazi. Komora se nechala sytit
alespon 30 min pred vyvijenim. Jako mobilni faze byla zvolena smés rozpoustédel toluenu
a diethylaminu v poméru 9:1. Po vyjmuti desky z komory se nechala deska vysusit v digestofi.

Dale byla provedena detekce pod UV svétlem (254 nm). Alkaloidy zde zhasi
fluorescenci, takZze jsou pozorovany jako tmavé skvrny. Pro dalSi ovéreni byla deska
postfikana Dragendorffovym detekénim cinidlem. Dragendorffovo Cinidlo odhalilo alkaloidy

jako oranzové skvrny (Obr. 14).
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Obrazek 14 TLC vzorku AL-730 — soustava To:Et,NH 9:1, detekce Dragendorffovym Cinidlem

Po detekci bylo rozhodnuto rozdélit vzorek AL-730 na 6 frakci za vyuZiti preparativni
TLC. Extrakt AL-730 byl rozpustén v dostatecném mnozstvi EtOH a CHCls v poméru 1:1.
Roztok byl nanesen na 8 litych desek se silikagelem pomoci pera ve vodorovné linii alespon
1 cm od okraju. Desky se nechaly vyvijet v komorach nasycenych smési rozpoustédel toluenu
a diethylaminu v poméru 9:1. Po vyjmuti desek z komor se nechaly vysusit v digestofi.

Pod UV lampou bylo detekovdno nékolik z6n a pomoci Dragendorffova cCinidla byla
ovérena pritomnost alkaloid(, které se jevi jako oranZové skvrny. Jednotlivé zény se stejnym

retenénim faktorem byly seskrabnuty a spojeny v kadinkach. Jednotlivé zény jsou vidét

na Obr. 15.
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Obrazek 15 TLC vzorku AL-730 — soustava To: Et,NH 9:1, detekce pod UV

Poté bylo potreba oddélit silikagel od alkaloid(, a to pomoci eluce. Do eluéniho valce
byla umisténa vata a na ni byla nasypana smés se silikagelem. Silikagel byl promyvan smési
rozpoustédel EtOH a CHCl3 v poméru 1:1. VSe bylo filtrovdno pod tlakem pomoci vyvévy.
Béhem eluce byla kapilarou nanesena ¢ast odkapavajiciho eluatu na kousek TLC desky a byla
zkousena pritomnost alkaloiddi pomoci Dragendorffova cinidla. Ze ziskaného eluatu byla
odparena rozpoustédla na vakuové odparce pfi teploté 40 °C. Takto bylo oddéleno 6 frakci,

které byly oznaceny AL-730-1 az AL-730-6 (Tab. 2).

Tabulka 2 Hmotnosti frakci vzorku AL-730

Nazev frakce Hmotnost (mg)
AL-730-1 52,9
AL-730-2 16,7
AL-730-3 36,5
AL-730-4 140,4
AL-730-5 15,7
AL-730-6 17,6
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Jednotlivé frakce vzorku AL-730 byly vyvijeny na komeréni desce ve smési rozpoustédel
toluenu a diethylaminu v poméru 9:1. Po detekci Dragendorffovym cinidlem mizZeme vidét

zastoupeni jednotlivych frakci a jejich Cistotu (Obr. 16).

Obrazek 16 TLC frakci AL-730 — soustava To:Et;NH 9:1, detekce Dragendorffovym Cinidlem

4.4.4.1. Zpracovani frakce AL-730-4
Z Obr. 14 a Obr. 15 je patrné, Ze frakce 4 je sloZena z vice latek a je potfeba najit lepsi

soustavu pro jejich oddéleni. Frakce AL-730-4 byla rozpusténa ve smési EtOH a CHCl3
v poméru 1:1 a byla nanesena na 5 komerénich desek o rozméru 20 x 10 cm. Desky byly
dvakrat vyvijeny ve smési rozpoustédel cyklohexan, chloroform a diethylamin v poméru
45:45:10. Pod UV lampou byly detekovany a sesSkrabany 2 zdény, které byly oznaceny
AL-730-4-1 a AL-730-4-2 (Tab. 3).

Tabulka 3 Hmotnosti podfrakci AL-730-4

Nazev frakce Hmotnost (mg)
AL-730-4-1 79,9
AL-730-4-2 27,8
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4.4.4.2. Zpracovani podfrakce AL-730-4-1
V dals$im kroku izolace alkaloidi ze vzorku AL-730 bylo potfeba oddélit latky

z podfrakce AL-730-4-1 (viz Obr. 16). Tato podfrakce byla rozpusténa a nanesena na 5
komerénich desek se silikagelem o rozméru 20 x 10 cm. Desky byly vyvijeny v komorach
nasycenych smési rozpoustédel toluenu a diethylaminu v poméru 9:1. Po detekci pod UV

lampou byly seskrabany 2 zény, které dostaly oznaceni AL-730-4-1-1 a AL-730-4-1-2 (Tab. 4).

Tabulka 4 Hmotnosti podfrakci AL-730-4-1

Nazev frakce Hmotnost (mg)
AL-730-4-1-1 64,3
AL-730-4-1-2 6,9

Pro ovéreni Cistoty podfrakci AL-730-4-1-1 a AL-730-4-1-2 se provedlo jesté jedno
vyvijeni na komeréni desce v soustavé To:EtNH v poméru 9:1. Detekce byla provedena
Dragendorffovym Cinidlem. Podfrakce AL-730-4-1-1 se jevila Cisté, ale podfrakce AL-730-4-1-

2 ne a vzhledem k malému mnozZstvi nebyla ddle zpracovana.

Obrazek 17 TLC podfrakce AL-730-4-1 — soustava To:Et;NH 9:1, detekce Dragendorffovym Cinidlem
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4.4.5. Identifikace latek z extraktu AL-730

Identifikace latek ze sumarniho extraktu AL-730 byla provedena pomoci GC-MS a NMR.

4.4.5.1. NMR analyza
Cisté izolované latky byly nasledné podrobeny NMR analyze pro potvrzeni

predpokladané struktury. NMR spektra byla zméfena na Katedie organické a bioorganické
chemie, Farmaceutické fakulty v Hradci Krdlové, Univerzity Karlovy. Méfeni i ndslednou
interpretaci provedl| doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc. za vyuziti spektrometru VNMR S500, ktery
pracuje pfi frekvenci 500 MHz pro 'H jadra a pFi frekvenci 125 MHz pro 13C jadra. Mé&Feni
probéhlo pfi teploté 25 °C v roztocich CDCls. K ozafovani i detekci signalu byla pouzita sonda
OneNMR, ktera je Sirokopasmovou dvoukandlovou gradientni sondou se schopnosti regulace
teploty. Chemické posuny & byly zméfeny jako hodnoty pars per milion (ppm) a nepfimo
vztazeny k TMS (tetramethylsilanu) jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla.
Pro CDCls jsou hodnoty chemického posunu u atomd *H 6 = 7,26 ppm, u atoma 13C § = 77,0
ppm. Data ziskand mérenim jsou uvedena v ndsledujicim potadi: chemicky posun & (ppm),
integrovana intenzita 'H NMR spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet, dd =
dublet dubletu, ddd = dublet dubletu dubletu, td = triplet dubletu, m = multiplet, bs = Siroky

singlet), integracni konstanta J (Hz).

4.4.5.2. Opticka otacivost
Optickd otacivost vzorkl byla méfena vroztocich vzorki pomoci automatického

polarimetru. Méreni bylo provedeno v prostfedi methanolu pfti teploté 25 °C, pfi koncentraci
méfeného vzorku 0,1 g/100 ml a s délkou kyvety 0,5 dm. Pro kazdy vzorek bylo provedeno
celkem 5 méreni a z jejich prGmérné hodnoty byla nasledné vypocitana specifickd otacivost

pomoci nize uvedeného vzorce:

100 a

[oh = ——

o = namérend opticka otacivost [°]

t = teplota méreni [°C]

D = vinova délka D-linie sodikového svétla nm (= 589,3 nm)
¢ = koncentrace méreného alkaloidu v roztoku [g/100 ml]

| = délka kyvety [dm]
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5. VYSLEDKY

5.1. Chromatogramy jednotlivych alkaloidnich extraktu

V nasledujici kapitole jsou uvedeny jednotlivé chromatogramy alkaloidnich extraktu

ziskané z GC-MS.

x10 2

0981 AL-719
09
0.85

0.8

. CHg
0.75 - *"gglanthamm haemanthamin

0.7 lykoramin

0.65 4
" epi-norgalanthamin galanthin

055 —

0.5 4
109 109

0.45 -
‘ '

0.4 4
0.35
0.3 4

0.25
109

0.2

0.15

Q:MJ Mw

158 16 16.2 164 166 168 17 17.2 174 176 178 18 182 184 186 188 19 192 194 196
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 18 Chromatogram sumdrniho extraktu AL-719
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Obrazek 19 Chromatogram sumarniho extraktu AL-721
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Obrazek 20 Chromatogram sumarniho extraktu AL-724
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5.2. Pfehled obsaZenych alkaloidii v extraktech

V této tabulce jsou uvedeny alkaloidy obsaZzené v jednotlivych extraktech na zakladé

GC-MS analyzy.

Tabulka 5 Prehled alkaloidl v extraktech

Alkaloid AL-719 AL-721 AL-724 AL-727 AL-730 AL-733 AL-744
acetylpluvin - - + - - - -
assoanin - + + + - + -
epi-norgalanthamin + + - - - - -
galanthamin + + + + + + +
galanthin + + + + - + +
haemanthamin + + + + + + -
inkartin - + + - - - +
krinin - - + - + + -
lykoramin + - 8 ) + + )
lykoraminon - - - + - - ;
lykorin - - + = - + -
mecambrolin - - - - - - +
narwedin - - + + + - +
pluvin - + + - - - -
109 + - - + + - +
9-0-methylpseudolykorin - - - - - + ;
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5.3. Inhibi¢ni aktivita alkaloidnich extraktda vaéi AChE a BuChE

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky z méreni inhibi¢ni aktivity vi¢i humannim

cholinesterasam. U extraktli, které vykazovaly inhibi¢ni aktivitu vice nez 60 %, byla

stanovena hodnota ICsp.

Tabulka 6 Inhibi¢ni aktivita extrakt( a referencnich latek vici AChE a BuChE

Cislo vzorku

AL-719
AL-721
AL-724
AL-727
AL-730
AL-733
AL-744

Referencni
latka

galanthamin
HBr

eserin

Huperzin A

AChE (%
inhibice) pfi
[50 pg/ml]
85,62 +2,17

80,51 +2,97
61,60 + 2,37
74,66 +1,13
51,72 +1,76
80,04 +1,11
14,67 + 1,10

100

100
100

ICs0 AChE
ug/mi

2,09+0,51

6,57+0,18

18,66 + 4,83

13,68 +1,03
>20

7,58 + 0,54
>20

0,74 £ 0,05

0,06 +£ 0,00
0,01 +0,00
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BuChE (%
inhibice) pfi
[50 pg/ml]
48,80+ 1,70

59,99 + 0,94
19,40 £ 0,56
30,21 +0,91
24,49 + 0,65
27,44 + 0,64
39,33+1,38

100

100

ICso BUChE
pg/ml

>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20

12,41 +£0,98

0,08 £0,03



5.4. Izolované alkaloidy z extraktu AL-730

Z extraktu AL-730 se povedlo izolovat nasledujici alkaloidy. Jejich identifikace byla

provedena pomoci GC-MS, NMR a optické otacivosti.

5.4.1. Frakce AL-730-2 - hippeastrin
Sumarni vzorec: C17H17NOs

Molekulova hmotnost: 315,326

Obrazek 25 Struktura hippeastrinu

GC-MS analyza

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

MS (ESI): m/z (%) = 316 (M+1, 3), 298 (100), 287 (10), 280 (47), 262 (19), 239 (43), 191 (10).
NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C):

7.48 (1H, s, H-11), 6.98 (1H, s, H-8), 6.08 (1H, s, OCH20), 6.07 (2H, s, OCH20), 5.70 (1H, s, H-
4),4.61 (1H, s, H-5a), 4.38 (1H, s, H-5), 3.25 (1H, m, H-2), 3.04 (1H, d, J = 9.4 Hz, H-11b), 2.73
(1H, d, J=9.4 Hz, H-11c), 2.54 (2H, m, H-3), 2.31 (1H, dd, J = 17.2, 8.5 Hz, H-2), 2.10 (3H, s,
NCH3).

13¢ NMR (125 MHz, 6, CDCls, 25 °C):

165.0 (C-7), 151.9 (C-10), 148.0 (C-9), 142.4 (C-3a), 118.0 (C-7a), 138.8 (C-11a), 119.4 (C- 4),
109.8 (C-8), 108.5 (C-11), 102.1 (OCH20), 82.2 (C-5a), 67.1 (C-11c), 66.2 (C-5), 55.9 (C- 2),
42.9 (NCH3), 38.4 (C-11b), 27.3 (C-3).

Opticka otacivost

[a]3® = 142° (c = 0,105 mg/ml; CHCl3)
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5.4.2. Frakce AL-730-3 — haemanthamin
Sumarni vzorec: C17H19NO4

Molekulova hmotnost: 301,342

Obrazek 26 Struktura haemanthaminu

GC-MS analyza

MS (El): m/z (%) = 301 (M+, 15), 272 (100), 240 (20), 257 (21), 211 (16), 181 (25).

NMR analyza

14 NMR (500 MHz, 8, CDCls, 25 °C):

6.74 (1H, s, H-10), 6.41 (1H, s, H-7), 6.36 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-1), 6.25 (1H, dd, J = 10.2, 4.7
Hz, H-2), 5.81 (1H, s, OCH20), 5.76 (1H, s, OCH20), 4.25 (1H, d, J = 17.1 Hz, H-6), 3.96 (1H,
dd, J= 6.7, 3.3 Hz, H-11), 3.82 (1H, m, H-3), 3.72 (1H, d, J = 17.1 Hz, H-6), 3.36 (3H, s, OCH3),
3.25—-13.30 (2H, m, H-12, H-4a), 3.19 (1H, dd, J = 14.1, 3.3 Hz, H-12), 2.11 (1H, ddd, J = 13.8,
5.4, 1.8 Hz, H-4), 1.96 (1H, m, H-4).

13C NMR (125 MHz, 6, CDCls, 25 °C):

146.5 (C-8), 147.0 (C-9), 135.0 (C-10a), 128.0 (C-1), 127.2 (C-2), 126.9 (C-6a), 106.9 (C-7),
103.3 (C-10), 101.0 (OCH20), 80.0 (C-11), 73.0 (C-3), 63.3 (C-6), 62.7(C-4a), 61.5 (C-12), 56.0
(OCH3), 50.0 (C-10b), 29.5 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3° = 37° (c = 0,29 mg/ml; CHCl3)
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5.4.3. Podfrakce AL-730-4-1-1 — lykoramin
Sumarni vzorec: C17H23NO3

Molekulova hmotnost: 289,37

OH

H3;CO @

CHs

Obrazek 27 Struktura lykoraminu

GC-MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 289 (M+, 64), 288 (100), 274 (19), 232 (19), 202 (22), 115 (38).

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C):

6.57 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 6.51 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-7), 4.8 (1H, m, H-1), 3.98 (1H, m, H- 3),
3.92 (1H, d, J = 15 Hz, H-6a), 3.76 (3H, s, OCH3), 3.54 (1H, d, J = 15 Hz, H-6), 3.12 (1H, t, H-
12), 2.96 (1H, t, H-12), 2.4 (1H, d, J = 16 Hz, H-2), 2.29 (3H, s, NCH3), 1.4 — 1.9 (1H, m, H-2),
1.4—1.9 (2H, m, H-4), 1.4 — 1.9 (2H, m, H-4a), 1.4 — 1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCls, 25 °C):

146.2 (C-9), 144.0 (C-10), 136.3 (C-10a), 129.1 (C-6a), 121.6 (C-7), 111.3 (C-8), 89.8 (C-1), 65.2
(C-3), 60.4 (C-6), 55.9 (OCH3), 54.1 (C-12), 46.7 (C-10b), 41.9 (NCH3), 31.7 (C-4a), 31.5 (C-2),
27.6 (C-4), 23.9 (C-11).

Opticka otacivost

[a]3° = 67° (c = 0,269 mg/ml; CHCl3)
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6. DISKUZE A ZAVER

Alzheimerova choroba je nejcastéjsSim typem demence. | kdyZ je nemoc intenzivné
studovana, jeji etiopatogeneze neni plné objasnéna. Na patologii AD se podili nékolik
faktorli, které vyustuji v poSkozeni neurond. B-amyloidni plak vznikd vlivem patologického
Stépeni sekretasami a poskozuje neurony hlavné vné. Na intraceluldrnim poskozeni neuront
se podili hyperfosforylovany protein tau. Nedostatecna cholinergni transmise je vysledkem
i niz§im vznikem Ach. V terapii AD se pouZivd omezené mnozstvi |éCiv, kterd ale nejsou
schopna nemoc vylécit. LéCiva (inhibitory AChE a memantin) mohou zpomalit progresi
nemoci a zlepsit kognitivni funkce pacient(, a tak zlepsit jejich kvalitu Zivota. Galanthamin
jako zastupce inhibitord AChE a AmA se ziskava prevazné z rostlinnych zdrojd. Rod Narcissus
je bohatym zdrojem galanthaminu i dalSich amarylkovitych alkaloid(i. Rozmanitost tohoto
Celedi Amaryllidaceae maji kromé inhibi¢nich uc¢inki na AChE a BuChE i dalsi zajimavé ucinky.
Cytotoxické aktivité AmA se v posledni dobé vénuje velka pozornost kvlli moznému vyuziti
pfi lécbé nadorovych onemocnéni. Protinadorové ucinky vykazuji predevsim alkaloidy
lykorinového typu. DalSi aktivity, které jsou predmétem vyzkumu u AmA jsou antivirova,
antibakteridlni, antifungalni, antiparaziticka a protizanétliva. [6, 35, 37]

V této diplomové praci bylo zpracovdno 7 kultivard rodu Narcissus. Jednalo se
o Narcissus cv. Arkle (AL-719), Narcissus cv. Blazing Starlet (AL-721), Narcissus cv. Dr. Alex
Fleming (AL-724), Narcissus cv. Heamor (AL-727), Narcissus cv. Isha (AL-730), Narcissus cv.
Lorikeet (AL-733) a Narcissus cv. Woodland Star (AL-744). Z cibuli téchto kultivar( bylo
pfipraveno 7 sumadrnich alkaloidnich extraktl, které byly podrobeny GC-MS analyze.
K identifikaci latek byly ziskané chromatogramy porovnany s knihovnou spekter NIST a se
spektry latek ziskanych na Katedfe farmakognozie a farmaceutické botaniky. Celkem bylo
identifikovano 16 alkaloidd a nejcastéji se v extraktech vyskytovaly galanthamin, galanthin
a haemanthamin (Tab. 5).

Hlavnim tématem prace byl screening biologické aktivity zminénych kultivard.
Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity extraktd pfi koncentraci 50 pg/ml viaéi humanni AChE
a BuChk byla vyuZita Ellmanova spektrofotometrickd metoda. Inhibi¢ni aktivitu vyssi nez

60 % vykazovalo 5 extraktl — AL-719, AL-721, AL-724, AL-727 a AL-733 (Cervené hodnoty
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v Tab. 6). U téchto extraktl byla mérena i hodnota ICso. Inhibi¢ni aktivita extrakt( byla
porovnana s referencénimi latkami — galanthaminem HBr, eserinem a Huperzinem A v pg/ml.
Kultivar Arkle (AL-719) vykazoval nejslibnéjsi inhibic¢ni aktivitu v(ici AChE a svou hodnotou
ICso = 2,09 = 0,51 ug/ml se nejvice blizi referenénimu galanthaminu HBr. Aktivita kultivaru
AL-719 m{iZe byt dana vy$sim zastoupenim galanthaminu a epi-norgalanthaminu. U extrakt(
AL-730 a AL-744 byl galanthamin a jemu podobné latky zastoupeny vyznamné méné, coz
muZe odraZet nizéi inhibiéni aktivitu vi&i AChE. Zadny z testovanych kultivard nevykazoval
dostate€nou inhibi¢ni aktivitu vici BuChE.

Dal$im cilem této diplomové préace byla izolace latek z extraktu AL-730 (Narcissus cv.
Isha). Pomoci preparativni TLC byly ziskany 3 alkaloidy v Cisté podobé. Z frakce AL-730-2 byl
ziskan hippeastrin o hmotnosti 16,7 mg. DalSim alkaloidem ziskanym z frakce AL-730-3 byl
haemanthamin s hmotnosti 36,5 mg. Frakce AL-730-4 byla rozdélena na 2 podfrakce
a podfrakce AL-730-4-1 byla dale délena. Treti alkaloid byl ziskan z podfrakce AL-730-4-1-1
a byl identifikovan jako lykoramin s hmotnosti 64,3 mg. VSechny tyto alkaloidy byly
identifikovany pomoci GC-MS a NMR analyzy.

Hippeastrin by mohl byt vhodny kandidat na protirakovinné lécivo. Jeho cytotoxicky
ucinek souvisi s inhibici topoizomerasy |, ktera je vysoce exprimovana u nadorovych bunék.
[46]

Haemanthamin puasobi cytotoxicky na nékolika nadorovych bunécénych linii (MOLT-4,
A549, HT-29, Hela, MCF-7). Byly pfipraveny polosyntetické derivaty s cilem zvysit cytotoxicky
ucinek.  Derivat  11-O-(4-chlor-3-nitrobenzoyl)haemanthamin  vykazoval  vyraznéjsi
antiproliferativni aktivitu vici rakovinnym burikdm nez haemanthamin. [45] Polosyntetické
derivaty haemanthaminu byly pfipraveny i pro méreni inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE a BuChE.
Nejslibnéjsi inhibice AChE byla pozorovana u derivatd 11-O-(2-nitrobenzoyl)-, 11-0-(3-
nitrobenzoyl)- a 11-0-(2-chlorbenzoyl)haemanthaminu. Posledni derivat vykazoval inhibi¢ni
aktivitu i v0c¢i BuChE. DalSim derivatem, ktery prokazal inhibici BuChE byl 11-O-(2-
methoxybenzoyl)hemanthamin. [53]

Bylo zjisténo, Ze AmA jsou nejslibnéjSimi inhibitory humanni AChE. Analyza
molekuldrniho dokovani odhalila nékolik faktor( inhibiéniho plsobeni vici AChE. Jedna se
o relativné silnou bazickou molekulu, strukturdini flexibilitu nebo plandrni usporadani
pro lepsi pfistup k aktivnimu mistu enzymu, pfitomnost donorovych a/nebo akceptorovych

substituentl vodiku (aminové skupiny, hydroxylové skupiny), struktura by méla byt

58



hydrofobni s aromatickymi kruhy. Ukazalo se, Zze lykoramin ma nejvyssi inhibi¢ni potencidl
vuci AChE. [54] | kdyZ pfi screeningu aktivity extrakt AL-730, kde je lykoramin majoritné
zastoupen, vykazoval inhibi¢ni aktivitu vac¢i AChE jen 51,72 + 1,76 %, mohl by lykoramin
slouzit k pfipravé polosyntetickych derivatl, protoZie ve své struktufe obsahuje volnou
hydroxylovou skupinu.

Zavérem lze konstatovat, Ze rod Nasrcissus je zajimavy zdroj alkaloid(. Jednotlivé
kultivary by mohly byt vyuZity jako zdroj k izolaci latek. Alkaloidy samotné by mohly byt
testovany na dalsi aktivity, které se u AmA objevuji, byt vyuzity k pfipravé polosyntetickych
derivatl nebo by se mohly stat predlohou novych léciv, nejen na |éCbu Alzheimerovy

nemoci.
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Rostliny celedi Amaryllidaceae maji dlouhou historii v pouZivani jako tradi¢ni Iéciva.
Rostliny této celedi produkuji strukturné unikatni isochinolinové slouceniny, které dostali
oznaceni ,Amarylkovité alkaloidy”. Bylo izolovano pres 600 amarylkovitych alkaloidd, které
se vyznacuji zajimavou biologickou aktivitou. Byla popsana aktivita cytotoxicka,
enzymUm acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase, kterd se v praxi vyuziva k terapii
Alzheimerovy choroby. [8, 9] Rod Narcissus je zndm predevsim jako okrasna rostlina, kterd
kvete ¢asné na jare. Narcisy se ale vyuzivaji i k izolaci galanthaminu, i jinych alkaloidd, které
jsou zkoumany pro své ucinky. [13]

Cilem této diplomové prdace byl screening biologické aktivity u extraktl rodu Narcissus.
Bylo pfipraveno 7 extraktl z cibulek 7 kultivarG rodu Narcissus. Cibule byly extrahovany
ethanolem. Ethanolové extrakty byly precistény pomoci liquid-liquid extrakce etherem
a chloroformem. VSechny extrakty byly analyzovany na GC-MS a na zakladé vysledk( byly
identifikovany tyto alkaloidy: galanthamin, haemanthamin, galanthin, lykoramin a v mensim
mnozstvi dalsi alkaloidy. Extrakty byly ddle testovdny pro svou inhibi¢ni aktivitu vici AChE
a BUChE pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody s vyuzitim rekombinantnich
enzym(. Extrakty AL-719, AL-721, AL-724, AL-727, AL-733 vykazovaly inhibi¢ni aktivitu vyssi
nez 60 %. Pro tyto extrakty byla stanovena hodnota [Cso. Z extraktu AL-730 se pomoci
preparativni TLC povedlo izolovat alkaloidy hippeastrin, haemanthamin a lykoramin.
Z vysledkl vyplyva, Ze Amarylkovité alkaloidy maji velky potencial nejen klécbé

Alzheimerovy choroby.
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Plants of the family Amaryllidaceae have a long history of using as traditional
remedies. Plants of this family produce structurally unique isoquinoline compounds, which
have been called ,,Amaryllidaceae alkaloids”. Over 600 Amaryllidaceae alkaloids have been
isolated, which are characterized by interesting biological activity. Cytotoxic, antimicrobial,
antiparasitic, anti-inflammatory activity has been described, but the best known is
the inhibitory activity against the enzymes acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase,
which is used in practice for therapy of Alzheimer’s disease. [8, 9] The genus Narcissus is
primarily known as decorative plants that blooms in early spring. However, daffodils are also
used to isolate galanthamine or other alkaloids that are being studied for their effect. [13]
The aim of this thesis was to screen the biological activity of extracts of the genus
Narcissus. It was prepared 7 extracts from bulbs of 7 cultivars of the genus Narcissus. Bulbs
were extracted by boiling in ethanol. Ethanolic extracts were purified by liquid-liquid
extraction with ether and chloroform. All extracts were analyzed on GC-MS and on basis
of results were identified these alkaloids: galanthamine, haemanthamine, galanthine,
lycoramine and in smaller quantities some others. Extracts were further tested for their
activity against AChE and BuChE using Ellman spectrophotometric method using
recombinant enzymes. Five extracts (AL-719, AL-721, AL-724, AL-727, AL-733) showed
inhibitory activity higher than 60 %. An ICsp value was determined for these extracts.
The alkaloids hippeastrine, haemanthamine and lycoramine were isolated from the extract
AL-730 using preparative TLC. The result show that Amaryllidaceae alkaloids have great

potential not only for the treatment of Alzheimer’s disease.

61



9. POUZITA LITERATURA

1. Dohnal F. Studijni texty k déjindm farmacie, 1. vyd.; Karolinum: Praha, 2014
2. Jahodar L. Farmakobotanika — semenné rostliny, 3. vyd.; Karolinum: Praha, 2011

3. Spilkova J., Jan M., Siatka T., Tmova L., KaSparova M. Farmakognozie; Karolinum: Praha,

2016
4. Jahodar L. Rostliny zpisobujici otravy, 1. vyd.; Karolinum: Praha, 2018

5. Svihovec J., Bultas J., Anzenbacher P., Chladek J., Piiborsky J., Sliva J., Votava M.

Farmakologie, 1. vyd.; Grada Publishing: Praha, 2018

6. Daleckd M., Havelek R., Kralovec K., et al. Alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae jako

potencialni |éCiva v terapii nddorovych onemocnéni. Chemické Listy, 2013, 107, 701-708
7. Stépankova J., Chrtek J., Kaplan Z. Kvétena Ceské republiky 8; Academia, Praha, 2010

8. Al Shammari L., Hulcova D., Marikova J., et al. Amaryllidaceae alkaloids from Hippeastrum
X Hybridum CV. Ferrari, and preparation of vittatine derivatives as potential ligands for

Alzheimer’s disease. South African journal of botany, 2021, 136, 137-146

9. Bastida J., Lavilla R., Viladomat F. Chemical and biological aspects of Nasrcissus alkaloids.

The alkaloids: Chemistry and Biology, 2006, 63, 87-179

10. Nunez D. R., De Castro C. O., Ruiz S. R,, et al. The origin of cultivation and wild ancestors
of daffodils (Narcissus subgenus Ajax) (Amaryllidaceae) from an analysis of early illustrations.

Scientia Horticulturae, 2003, 98, 307-330

11. https://botany.cz/foto/narcissus2.ipg (stazeno 4.2.2023)

12. https://www.biolib.cz/IMG/GAL/BIG/115226.ipg (stazeno 4.2.2023)

13. Hanks G. R. (ed.) Narcissus and Daffodil: the genus Narcissus, 1st ed.; CRC Press: London,
2002

14. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Arkle (stazeno 4.2.2023)

15. http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/6777.ipg (stazeno 1.2.2023)

16. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Blazing+Starlet (stazeno 5.2.2023)

62


https://botany.cz/foto/narcissus2.jpg
https://www.biolib.cz/IMG/GAL/BIG/115226.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Arkle
http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/6777.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Blazing+Starlet

17. http://www.lukon-glads.cz/narcis-blazing-starlet-p-3661 (stazeno 5.2.2023)

18. http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/5601.jpg (stazeno 1.2.2023)

19. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Doctor+Alex+Fleming (stazeno 5.2.2023)

20. http://www.lukon-glads.cz/velkokorunne-98 (stazeno 5.2.2023)

21. http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7688.jpg (stazeno 1.2.2023)

22. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Heamoor (stazeno 8.2.2023)

23. http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7033.jpg (stazeno 1.2.2023)

24. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Isha (stazeno 8.2.2023)

25. http://www.lukon-glads.cz/narcis-isha-p-5465 (stazeno 8.2.2023)

26. http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7910.jpg (stazeno 1.2.2023)

27. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Lorikeet (stazeno 8.2.2023)

28. http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7656.jpg (stazeno 1.2.2023)

29. https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Woodland+Star (stazeno 8.2.2023)

30. https://daffseek.org/wp-content/uploads/2020/03/IMG 2304-768x512.jpg (stazeno

8.2.2023)

31. Li W,, Qiao C,, Pang J., et al. The versatile O-methyltransferase LrOMT catalyzes multiple
O-methylation reactions in amaryllidaceae alkaloids biosynthesis. International journal of

biological macromolecules, 2019, 141, 680-692

32. Habartova K., Cahlikova L., Rezacova M., et al. The biological activity of alkaloids from the
Amaryllidaceae: from cholinesterases inhibition to anticancer activity. Natural Product

Communications, 2016, 11, 1587-1594
33. Jirdk R. Farmakoterapie Alzheimerovy choroby. Praktické |ékdrenstvi, 2012, 8, 107-108

34. Torras-Claveria L., Berkov S., Codina C., et al. Daffodils as potential crops of
galanthamine. Assessment of more than 100 ornamental varieties for their alkaloid content

and acetylcholinesterase inhibitory activity. Industrial Crops and Products, 2013, 43, 237-244

63


http://www.lukon-glads.cz/narcis-blazing-starlet-p-3661
http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/5601.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Doctor+Alex+Fleming
http://www.lukon-glads.cz/velkokorunne-98
http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7688.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Heamoor
http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7033.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Isha
http://www.lukon-glads.cz/narcis-isha-p-5465
http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7910.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Lorikeet
http://www.lukon-glads.cz/uploads/product/detail/7656.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Woodland+Star
https://daffseek.org/wp-content/uploads/2020/03/IMG_2304-768x512.jpg

35. Ferreira-Vieira T. H., Guimaraes |. M., Silva F. R., et al. Alzheimer's disease: targeting the

cholinergic system. Current Neuropharmacol, 2016, 14, 101-115

36. Frankova V. Optimalizace |é¢by Alzheimerovy choroby. Psychiatrie pro praxi, 2015, 3, 79-
82

37. Long J. M., Holtzman D. M. Alzheimer disease: an update on pathobiology and treatment

strategies. Cell, 2019, 179, 312-339

38. Jahn H. Memory loss in Alzheimer's disease. Dialogues in Clinical Neuroscience, 2013, 15,

445-454

39. Arbor S. C., LaFontaine M., Cumbay M. Amyloid-beta Alzheimer targets — protein
processing, lipid rafts, and amyloid-beta pores. Yale Journal of Biology and Medicine, 2016,

89, 5-21
40. Silbernagl S., Lang F. Atlas patofyziologie, 2. ¢eské vyd.; Grada Publishing: Praha, 2012

41. Wegmann S., Biernat J., Mandelkow E. A current view on Tau protein phosphorylation in

Alzheimer's disease. Current Opinion in Neurobiology, 2021, 69, 131-138

42. Roy M., Liang L., Xiao X., et al. Lycorine: A prospective natural lead for anticancer drug

discovery. Biomedicine & Pharmacotherapy, 2018, 107, 615-624

43. Liu J., Hu W. X,, He L. F., et al. Effects of lycorine on HL-60 cells via arresting cell cycle and
inducing apoptosis. FEBS letters, 2004, 578, 245-250

44. Li L., Dai H. J., Ye M., et al. Lycorine induces cell-cycle arrest in the GO/G1 phase in K562
cells via HDAC inhibition. Cancer Cell International, 2012, 12, 1-6

45. Uher M., Hroch M., Petinova R., et al. Semisynthetic derivatives of haemanthamine and
their in vitro antiproliferative activity evaluation against a panel of human cell lines. Arabian

Journal of Chemistry, 2022, 15, 103746

46. Chen G. L., Tian Y. Q., Wu J. L., et al. Antiproliferative activities of Amaryllidaceae
alkaloids from Lycoris radiata targeting DNA topoisomerase |. Scientific Reports, 2016, 6, 1-

10

64



47. Nair J. J., van Staden J. Antiviral alkaloid principles of the plant family Amaryllidaceae.

Phytomedicine, 2023, 108, 154480

48. Locarek M., Novakova J., Klouéek P., et al. Antifungal and antibacterial activity of extracts
and alkaloids of selected Amaryllidaceae species. Natural product communications, 2015, 10,

1537-1540

49. Casu L., Cottiglia F., Leonti M., et al. Ungeremine effectively targets mammalian as well
as bacterial type | and type Il topoisomerases. Bioorganic & medicinal chemistry letters,

2011, 21, 7041-7044

50. Nair J. J.,, van Staden J. Antiprotozoal alkaloid principles of the plant family
Amaryllidaceae. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2019, 29, 126642

51. First R. Narciclasine — an amaryllidaceae alkaloid with potent antitumor and anti-

inflammatory properties. Planta Medica, 2016, 82, 1389-1394

52. Elgorashi E. E., Zschocke S., van Staden J., et al. The anti-inflammatory and antibacterial

activities of Amaryllidaceae alkaloids. South African Journal of Botany, 2003, 69, 448-449

53. Pefinova R., Maafi N., Korabec¢ny J. et al. Functionalized aromatic esters of the
Amaryllidaceae alkaloid haemanthamine and their in vitro and in silico biological activity

connected to Alzheimer's disease. Bioorganic Chemistry, 2020, 100, 103928-103937

54. Lépez A. F. F., Martinez O. M. M., Hernandez H. F. C. Evaluation of Amaryllidaceae
alkaloids as inhibitors of human acetylcholinesterase by QSAR analysis and molecular

docking. Journal of Molecular Structure, 2021, 1225, 129142

65



