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1 Uvod

Asi pred 2,5 miliardami let se zacala vyvijet rostlinnd fotosyntéza. Fotosyntéza
zpUsobila zvyseni hladiny kysliku v atmosfére, Zemé dosahla vhodnych podminek
pro obyvani a rostliny se staly nezbytnym aspektem pro Zivot. Kromé produkce
organické hmoty z anorganickych latek, tedy pohlcovani oxidu uhli¢itého a jeho
pfemény na uhlik, se v pribéhu fotosyntézy uvoliiuje jako vedlejsi produkt kyslik.
Produkce kysliku se tak stala nejvétsim prinosem rostlin, protoZze umoznuje organismim
dychat vzduch, néhoz je kyslik hlavni soucasti.

Rostlinna FiSe poskytuje i dalSi ekosystémové sluzby, napfiklad cisti venkovni
a vnitfni ovzdusi. Prostfednictvim svych listli pohlcuji rostliny plynné Skodlivé latky
(ozoén, oxidy dusiku a oxidy siry), kdyZz pfijimaji oxid uhli¢ity pro fotosyntézu. Kromé
plynnych latek také zachycuji prach, popel, pyl a dalsi pevné ¢astice, ¢imz snizuji obsah
téchto znecistujicich latek ve vdechovaném vzduchu. Mimo ekologické divody
ma péstovani rostlin i dopad psychologicky. Studie prokazaly, Ze rostliny na pracovisti
a ve Skole snizZuji stres zaméstnancl a studentl a maji priznivé Ucinky na zdravi,
kuprikladu snizuji stres a krevni tlak, uvolfiuji svalové napéti a navozuji pozitivni
pocity. [1]

V globalnim méritku jsou tedy rostliny pro ¢lovéka nezbytné z nékolika zasadnich
dlivodu. Jedna se o jiz zmiovanou produkci kysliku a utilizaci oxidu uhli¢itého pomoci
fotosyntézy. Dalsi klicovou schopnosti rostlin je zasah do potravniho fetézce, Zivi totiz
volné Zijici Zivocichy a tisice jejich druhl se péstuji pro lidskou potrebu. V pfipadé
pfirodnich katastrof jsou to pravé rostliny, které obnovuji Urodnost plidy uvolfiovanim
Zivin a chrani pred erozi. Jejich Ukolem je také zachycovani znecistujicich latek a ¢isténi
a nejstarsich zdroja léCiv. [2]

Rostliny jsou slécenim spjaty od ddvnych casl. Lidstvo je vtésném kontaktu
s prostfedim, ve kterém Zije, a Cerpd z néj prisady. Lé¢ebné ucinky vSak nejdfive musely
byt objeveny, a to metodou pokusu a omylu. Védomosti o lécivych rostlindch
se predavaly zgenerace na generaci, nez spolecné svyvojem spolecnosti ziskaly

své hranice a pravidla. Bez rostlin by lidé, ani Zadné jiné Zivé organismy, nefungovaly
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takovym zpGsobem, jakym maiji. V Ciné&, Recku, Egypté a Indii byla vegetace pfedmétem
nejstarsich védnich oborq, v jinych zemich se fléra uzZivala pro aromatické, dezinfekéni
a opojné ucinky. Z rostlin mohou byt vyuzity rzné ¢asti — semena, koreny, listy, kvéty,
plody nebo i cela téla. Zjistilo se, Ze tim, co z byliny déld |écivou, je obsah Ucinné latky,
kterd ma terapeutické ucinky. V soucasnosti, dle World Health Organisation (WHO),
se vice nez 80 % populace stale ¢astéji spoléhd na tradi¢ni rostlinnou Iécbu. [3]

U¢innou latkou pro ¢Elovéka je sekunddrni metabolit (SM). [4] Jde o chemické
slouceniny, které jsou postradatelné pro zakladni Zivotni funkce rostlin, jako je rist nebo
rozmnozovani, ale mohou hrat kli¢ovou roli pfi reakci na stresové situace, adaptaci
na prostiedi nebo pfi lakani opylovacl. Tyto bioaktivni slozky spousti farmakologicky

nebo toxikologicky efekt u Zivych organism. [5]
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2 Cil prace

Tato diplomova prdce je soucasti SirSiho vyzkumu rostlin ¢eledi Amaryllidaceae
na Katedre farmakognosie a farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci

Kralové. Cilem préce je:

1. Zpracovani literatury, reSerSe a seznameni s problematikou vybranych druh
rostlin ¢eledi Amaryllidaceae.

2. Prevedeni rostlinného materidlu na alkaloidni extrakty, provedeni GC/MS
analyzy a predikce obsazenych alkaloid(.

3. Stanoveni biologické  aktivity  extraktG  vG¢i  acetylcholinesterase
a butyrylcholinesterase.

4. Zhodnoceni vysledk( a sepsani diplomové prace.
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3 Teoreticka cast

3.1 Celed Amaryllidaceae

Celed amarylkovitych (Amaryllidaceae) zahrnuje asi 80 rod(, jejichz 2500 druhd
je rozSiteno vtropech a teplych oblastech mirného pasma. [6] Z podrobnéjsiho
zemépisného hlediska se rostlindm dafi nejvice v Jizni Americe, Stfedomofi a jizni
Africe. [7] Rostliny celedi Amaryllidaceae prosperuji spiSe v suchych oblastech
ve spolecnosti trav a bylin, zfidka i v lesich. [8] Viné kvét( jsou vysoce ocerovany
v parfémovém pramyslu, naopak tékavé obsahové latky se uzivaji pro jejich odpuzujici
ucinky v repelentech. [9]

Od prvni izolace lykorinu v roce 1877 bylo v pribéhu nasledujicich let ziskano vice
nez 500 alkaloid( celedi Amaryllidaceae (AA). Dle strukturnich vlastnosti se obrovské
mnoZstvi rozmanitych alkaloid(i této celedi klasifikuje do rliznych skupin. Rozsahlejsi
studie v posledni dobé odhalily, Ze AA vykazuji Sirokou Skdlu bioaktivit, jako jsou
bioaktivity protinddorové, antivirové, antibakteridlni, antimykotické, antimalarické
a analgetické. Byly také prokdzany inhibicni a cytotoxické ucinky vidi

acetylcholinesterasam (AChE). [10]

3.1.1 Taxonomicka klasifikace Amaryllidaceae

Rige: rostliny (Plantae)

PodfisSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: chirestotvaré (Asparagales)

Celed: amarylkovité (Amaryllidaceae) [15]

3.1.2 Morfologie

Z pohledu morfologického se jedna o byliny s cibulemi nebo soddenky. [11]
Stonkem nejcastéji byva stvol, ktery je ztidka olistény. Listy jsou uzké se soubéznou
Zilnatinou. Dale jsou listy obecné charakterizovany jako stfidavé, vétSinou byvaji pfisedlé

a dvouradé, velice vzacné jsou listy této Celedi rapikaté. Kvétni listky jsou usporadany
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ve dvou kruzich, z nichz kazdy kruh ma 3 listky. Plody jsou tobolky, v mensi mife nazky
nebo bobule. Z hlediska SM, kromé alkaloid(i, které jsou pro amarylkovité stézejni,
mohou rostlinni zdstupci obsahovat silice (napf. rod Allium L.), [8] flavonoidy, [12]

fenoly, lektiny, peptidy a dalsi. [13]

3.1.3 Vyuiiti

Mnohé druhy ¢eledi Amaryllidaceae jsou cenény pro své estetické kvality, naptiklad
narcisy (rod Narcissus L.), snéZzenky (rod Galanthus L.) nebo bledule (rod Leucojum L.),
jsou bézné péstovany jako rostliny okrasné.

Vzhledem k jejich hojnému vyskytu v jizni Africe a taméjsim kulturnim zvykdm
nachdzi amarylkovité vyuZiti vtradicni mediciné, soucasné patfi mezi nejcastéji
obchodované cibulovité rostliny. Pfes 50 druhl je pouzivano lokdlnimi kmeny k Iécbé
¢astych onemocnéni: nachlazeni, chfipky, poranéni a infekce. Kromé téchto situaci
mistni Samani zkouSeji uUcinnost rostlin i pfi zavainych problémech, napftiklad
pfi rakoviné.

Informace ziskané z podobnych domorodych védomosti vedly k prilomovym
objevlim v oblasti farmacie. Vyznam celedi Amaryllidaceae se pohybuje ve tfech polich

védy, ve farmakologii, fytochemii a alternativni mediciné zaloZzené na dlikazech. [14]
3.1.4 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

3.1.4.1 Historie

Jiz ve 4. stoleti pred nasim letopoctem Hippokratés z Kdésu, [17] takzvany otec
moderni mediciny, [18] objevil pfinos AA v pouzivani oleje z rostliny Narcissus poeticus
L. k 1é¢bé nadoru délohy. [17]

Vroce 1877 se z rostliny Narcissus pseudonarcissus L. izoloval prvni alkaloid
zastupcu amarylkovitych, lykorin. Dalsim zkoumanim bylo objeveno celkem pres 350

alkaloidt rGiznych struktur a biologickych aktivit, toto Cislo kazdoro¢né narUsta. [7]

3.1.4.2 Uc&inky

Celed Amaryllidaceae je jedna z dvaceti nejpouzivanéjsich pro své Ié¢ivé Gcinky. [13]

AA maiji schopnost plsobit proti nadordm, zanétim, bakteriim, virim, plisnim, malarii,
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depresi, pfenosu bolesti a také proti aktivité choliesteras (ChE). [7] Zminéné ucinky

vychazeji z biologickych vlastnosti obsahovych latek — isochinolinovych alkaloid. [14]

3.1.4.3 Obecna charakteristika struktury

VSechny druhy alkaloidd jsou nizkomolekularni slouceniny s biologickou aktivitou.
Zakladem jejich struktury je heterocyklus vychdazejici zaminokyselinového prekurzoru,
dal$i nedilnou soudasti je bazicky dusik primarniho, sekundarniho ¢&i tercidrniho
charakteru. Diky svym vlastnostem jsou jednou z nejdllezZitéjSich skupin SM vysSich
rostlin na poli farmakologie.

Od jinych skupin alkaloidd se amarylkovité lisi strukturnim skeletem a biologickymi
ucinky. AA, stejné jako ostatni isochinolinové alkaloidy, jsou odvozené od aminokyselin

L-fenylalaninu a L-tyrosinu. [16]

0 0
= OH OH
o o Lk NH,
Obrazek 2 — L-tyrosin Obrazek 1 - L-fenylalanin

3.1.4.4 Zakladni biosyntéza

Existuje nékolik rliznych syntetickych procest vedoucich k formovani alkaloid(
z fenylalaninu a tyrosinu, AA vznikaji cestou norbelladinovou. Spojenim L-fenylalaninu
a L-tyrosinu vznikne sloucenina 4’-O-methylnorbelladin, jde o zakladni stavebni kdamen
pro syntézu vsech typl AA. ZdleZzi potom na navdzani dalSich sloucenin a rozliseni,

zda se jedna o vazbu para-para’, ortho-para’ nebo para-ortho’. [16]
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Obrazek 3 — 4’-0O-methylnorbelladin

Alkaloidy obsahujici ve své struktufe norbelladinovy skelet jsou témér exkluzivné
izolovany v celedi Amaryllidaceae. Podle chemické struktury se skupina AA rozrazuje

priblizné do ¢trnacti typd, [7] vétsina sloucenin se ale vméstna do zakladnich deviti. [19]

3.1.4.5 Typy alkaloidl celedi Amaryllidaceae

Jak bylo jiz zminéno, skupiny AA se rozlisuji typem intramolekularniho oxidativniho
propojeni. Ortho-para” fenolové spojeni ma za nasledek formovani struktury
lykorinového typu, ze kterého dalsSimi obménami vznikd homolykorinovy typ. Para-para’
spojeni vede ke wvzniku typu krininu, haemanthaminu, tazettinu, narciclasinu
a montaninu. Galanthaminovy strukturni typ je jediny, ktery zaéina vazbou para-ortho’.
Noveéjsi strukturni typy, naptiklad gracilinovy &i plicaminovy, jsou derivaty jiz popsanych
strukturnich skupin.

Kromé typickych alkaloidnich druhG pro celed Amaryllidaceae se v jejich
strukturnich zakladech objevuji i slouceniny z Celedi jinych.
Benzyltetrahydroisochinolinovy a aporfinovy typ byly nalezeny v Galanthus trojanus
A.P.Davis & Ozhatay, pfestoie jsou nejéast&ji spojovany s &eledémi Papaveraceae
a Fumariaceae. Typaminové protoalkaloidy, které jsou biosyntetizovany v Poaceae
a Cactaceae, byly objeveny v druzich Galanthus a Leucojum. Je vSak tfeba zminit,

Ze vsechny tyto neobvyklé alkaloidy byly izolovany spoleéné s typickymi AA. [19]
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Lykorinovy typ

Lykorinové alkaloidy predstavuji nejrozsirenéjsi a nejznamé;jsi skupinu AA. Pfednim
zastupcem je lykorin, obyCejné obsaZeny v listech a cibulich vSech Amaryllidaceae
rostlin. [20] Lykorin byl poprvé izolovan vroce 1877 z Narcissus pseudonarcissus,
stal se tak prvnim objevenym alkaloidem amarylkovitych. Jeho struktura,
pyrrolfenanthridinovy skelet, byla vSak objasnéna az v roce 1956. [21] Kromé lykorinu
se ve skupiné nachadzi dalsi podobné struktury: dihydrolykorin, pseudolykorin, galanthin
¢i hippamin. [22]

Lykorin ma vyborné biologické vlastnosti, vynika predevsim svou cytotoxicitou,
a to spusténim apoptdézy u nadorovych bunék. Dale funguje jako antivirotikum

a antimykotikum. [20]

Obrazek 4 — Lykorin

Homolykorinovy typ

Pfrednimi zastupci této skupiny jsou homolykorin, lykorenin,
8-0-dimethylhomolykorin a hippeastrin. [21] Alkaloidy tohoto typu byly opét nalezeny
témér ve vsech rodech amarylkovitych. [23] Strukturnim zakladem je 2-benzopyrano-
[3,4-glindol. [21]

Na rozdil od jinych typ( AA je bioaktivita vétSiny slou¢enin homolykorinového typu
zvelké ¢&asti neznama, nékteré vsSak vykazuji funkci cytotoxickou, analgetickou,
antivirovou a antimykotickou. [23] Problém cytotoxické aktivity ale je, Ze pusobi
zhoubné i na bunky zdravé. Nejpfiznivéji se ukazuje hippeastrin, jehoZz antimykoticky

ucinek je pozorovan vici Candida albicans a Ucinek antivirovy proti Herpes simplex. [21]
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Obrazek 5 - Homolykorin

Haemanthaminovy typ

Alkaloidy haemanthaminového typu vychazeji ze struktury
5,10b-ethanofenanthridinu. Nejvyraznéjsim zastupcem skupiny je haemanthamin
a haemanthidin, haemanthidin se nachazi v rostlindch ve vyrazné nizsi koncentraci.
Haemanthamin muZze byt izolovan dokonce v gramovych mnozstvich.

Tento typ AA ziskal patficnou pozornost, kdyZz byly objeveny jeho protinadorové
vlastnosti. Oba alkaloidy vykazuji mimo jiné antiproliferativni a cytotoxickou aktivitu,
zejména haemanthamin se ukazal jako ucinny napfiklad proti karcinomu délozniho
Cipku, akutni lymfoblastické leukémii ¢i proti karcinomu prsu. [24] Haemanthidin naproti

/////

salicylové. [21]

Obrazek 7 - Haemathidin Obrazek 6 - Haemanthamin
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Krininovy typ

Krininovy typ je také charakterizovan strukturou ethanofenanthridinu. Vedoucimi
slouc¢eninami jsou krinin, bulbispermin, buphanisin a flexinin, mezi jejichz predni
biologické  ucinky se  fadi  imunostimulace, cytotoxita, = antimalaricka
a anticholinergni aktivita. [25]

Cytotoxické vlastnosti jsou zplsobeny cilenim na cytoskelet aktinu v nddorovych
burikach. Krininové alkaloidy jsou proto uvadény jako potencialni pro Iécbu riznych
forem rakoviny, které jsou rezistentni kapoptéze, napriklad glioblastom. [17]
Glioblastom je mozkovy nador, jenz se fadi mezi nejagresivnéjsi a je velmi Casty. [26]
Zejména alkaloid bulbispermin z Crinum bulbispermum (Burm.f.) Milne-Redh.
& Schweick. inhibuje proliferaci bunék glioblastomu. Na oblasti, které mohou indukovat

cytostaticky efekt, plisobi i dalsi AA, narciklasin a lykorin. [17]

Obrazek 8 — Krinin

Tazettinovy typ

Tazettinovému typu AA s vychozi strukturou 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu dominuje
derivat tazettin, biologicky aktivnéjsim je vSak jeho biosynteticky prekurzor pretazettin.
[21] Prestoie jsou tazettinové alkaloidy ¢asto zastinény slouceninami zndméjsimi,
napriklad typy lykorinu ¢i krininu, je postupné odkryvan i jejich protirakovinny potencial.
[27] Cytotoxicka aktivita je vyznamna zejména na T-lymfoidni buriky, dale proti aktivité
P-glykoproteinu a inhibuje funkci RNA-dependentni DNA polymerasy. [21] Predstavuji

moznou lécbu leukemie, adenokarcinomu, lymfomu a glioblastomu. [27]

20



Obrazek 9 — Tazettin

Montaninovy typ

V porovnani s ostatnimi typy AA jsou alkaloidy montaninového typu zastoupeny
v rostlinach v nizSich koncentracich, jejich biologické vlastnosti jsou vsak presto
vyznamné. Mezi hlavni zastupce se fadi montanin, pancracin, [28] manthin, manthidin,
coccinin [29] a jiné, které sdileji 5,11-methanomorfanthridinové jadro.

Bylo zjisténo, Ze skupina ma silny inhibi¢ni efekt na rdst rlznorodych rakovinnych
bunéénych linii. Mezi jejich dalsi schopnosti patfi ucinek anxiolyticky, antidepresivni
a antikonvulzivni. Sdm montanin byl zkouman pro svoji schopnost inhibovat AChE,
pusobit protirevmaticky, antibakteridlné a antimykoticky. Zajimavé je, Ze alkaloidy
montaninového typu lze snadno ziskat i z alkaloid( s haemanthaminovou strukturou,

jejichz rostliny jsou bézné;jsi a dostupnéjsi. [28]

Obrazek 10 — Montanin

Narciklasinovy typ
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Typ narciklasinovy (Ci pankratistatinovy) strukturné vychdzi z fenanthridinového
jadra. Vedouci latky, narciklasin a pankratistatin, se uvadi jako nejslibnéjSi AA na poli
[écby nador(. Obsahové latky nakciklasinového — pankratistatinového typu AA ucinkuji
navic baktericidné, antifungalné a antiviroticky. [30]

Narciklasin, izolovany z rodu Narcissus, [21] ma velmi dobrou ucinnost napfiklad
na nadory mozku. Tato skutecnost vychazi ze schopnosti narciklasinu inhibovat bunécny
rast zablokovanim proteinové biosyntézy. [30] Vaze se na ribozomalni podjednotku 60S,
¢imZ zastavuje pusobeni peptidyltransferasy, a znemoZziuje tak formovani peptidové
vazby vdalSich tvoficich se proteinech. Také ucinkuje apopticky na bunky
adenokarcinomu prsu a karcinomu prostaty. Velkou vyhodou narciklasinu je jeho
mnohondsobné vyssi ucinnost na burnky nadoru nez na bunky lidské. [21] Narciklasin
ma natolik silny inhibi¢ni efekt, Ze mlze byt pouzit jak proti rakoving, tak jako rlstovy
regulator rostlin. [13] Vedle své protinadorové aktivity ma narciklasin i funkci
protizanétlivou. V rGznych situacich potlacuje prozanétlivy faktor TNF-a, dokaze
dokonce redukovat destrukci kloubl pfi revmatoidni artritidé. Mezi méné vyznamné
farmakologické ucinky narciklasinu se fadi aktivita antivirovd a jeho pozitivni vliv
na kognitivni funkce. [30]

Pankratistatin, objeveny v cibuli Hymenocallis littoralis Salisb., ma také vysokou
antineoplastickou funkci. [21] Biochemické studie ukazuji, Ze maze selektivné indukovat
apoptézu pouze v rakovinnych burikdch bez toho, aby se choval cytotoxicky k bunkam
zdravym. [13] Vyborné cili napriklad na buriky leukemie, apoptdzou selektivné likviduje
pouze leukemické buriky, a to jiz po dvou dnech. [21]

Pfestoze maji pancratistatin i narciklasin slibnou antineoplastickou aktivitu,
v cibulich se nachazeji ve velice nizkych koncentracich a jejich izolace je finan¢né velice
naroc¢na. Proto byla vyvinuta snaha o chemickou syntézu, kterd vsak také nevedla
k pozitivnim vysledklim, protoze se obycejné sklada zpfiliS§ mnoha krokd,
coz vyrazné omezuje jejich terapeutické vyuziti. Alternativni strategii by mohlo byt
vylepseni prirozenych schopnosti rostlin Hymenocallis sp. Salisb., aby produkovaly tyto

bioaktivni alkaloidy pomoci rostlinnych tkanovych kultur. [13]
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Obrazek 11 - Narciklasin Obrazek 12 — Pankratistatin

Galanthaminovy typ

Zakladnim rysem pro tento typ AA je pritomnost dibenzofuranu. Alkaloid
galanthamin je pro galanthaminovy typ vedouci slouéeninou, poprvé byl izolovan
z cibule Galanthus woronowii Losinsk. [21] Galanthamin je také moZné izolovat z cibuli
Narcissus pseudonarcissus a Lycoris radiata (L'Hér.) Herb., listl Leucojum aestivum
alkaloidG vyuzivanych v mediciné, i kdyz byl jeho efekt objeven viceméné nahodou
az v 50. letech 20. stoleti.

Jeho fyziologicky ucinek spociva ve schopnosti inhibice acetylcholinesterasy,
coz se hojné vyuziva na poli neurologie. [21] Konkrétné je galanthamin dlouho pUsobici,
selektivni, reversibilni a kompetitivni inhibitor acetylcholinesterasy (AChEi).
Byvd pomérné dobfe tolerovan, az na moiné cholinergni vedlejsi ucinky. [32]
Jeho aktivita je vhodna pro experimentdlni pouziti pfi neurologickych poruchach
(myasthenia gravis, détska obrna, poliomyelitida), |1é¢bu demence a Alzheimerovy
choroby. Galanthamin zlepSuje kognitivni funkce, vyhodou je také vyrazné vyssi
selektivita k AChE neZ k butyrylcholinesterase (BuChE). Na rozdil od mnoha jinych

AA galanthamin nevykazuje Zddnou cytotoxickou aktivitu. [21]
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Obrazek 13 — Galanthamin

Belladinovy typ

Kromé belladinu, ktery je strukturnim zakladem, se do této skupiny radi norbelladin
a O-methylbelladin, vétsSina zastupcl byva izolovdna z rodu Nerine Herb. Tito zastupci
nevykazuji Zadnou vyjimecnou inhibi¢ni aktivitu vici AChE ¢i BuChE. [33]

Do skupiny patfi i nové objevené alkaloidy pochazejici z cibuli Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton, které naopak zminéné enzymy inhibuji. Jednd se o alkaloidy

nazvané carltonin A-C, jeZ jsou povazované jako velmi slibné kandidaty pro Ié¢bu

Alzheimerovy choroby. [34]

Obrazek 14 — Belladin
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3.2 Zkoumané druhy rostlin Amaryllidaceae

3.2.1 Crinum erubescens L.f.

Rod Crinum L., se svymi vice nez 100 druhy globalné, je z ¢eledi Amaryllidaceae tim
nejrozsirenéjsim. Velmi ¢astym druhem je Crinum bulbispermum (Burm.f.) Milne-Redh.
& Schweick., jehoZ odvary jsou uzivany v tradi¢ni mediciné po celé jizni Africe proti vice
nez 20 zdravotnim problémUim. V latkdch obsazenych v kofenovych a cibulovych
extraktech byly objeveny schopnosti vyznamné inhibovat AChE. Dal$imi zastupci jsou C.
macowanii Baker, C. delagoense (1.Verd.) Kwembeya & Nordal , C. moorei Hook.f., [14]
C. jagus (J.Thomps.) Dandy, C. glaucum A.Chev. a dalsi. Cibule poslednich dvou
zminénych se uzivaji v tradi¢ni mediciné v Nigérii proti ztraté paméti a dalsSim priznakiim
spojenym se starnutim. Alkaloidni extrakty obou ukdzaly inhibici AChE, z nichz
nejaktivnéjSimi latkami jsou hamayne a lykorin. [35] Dalsi extrakty druhu Crinum byly
testovany pro svou antinociceptivni schopnost. Vysledky ukdzaly, Ze je aktivita
zprostredkovdna jak spindlné, tak superspinalné. Navic jsou extrakty efektivni proti
zanétlivé i nezdnétlivé bolesti. [13]

Crinum erubescens, kfin, se vyskytuje na mokradnich stanovistich Stfedni a Jizni
Ameriky. Kvéty jsou nacervenalé az bilé, zatimco tyCinky maji odstin cervené tmavsi,
az fialovy. VétSinou se péstuje jako okrasnda rostlina. [11] Z obsahového
hlediska se v Crinum erubescens nachazeji alkaloidy macronin, crinamin,
1-epidemethoxybowdensin, bowdensin, ismin a dalsi. [36] U extraktu z Crinum
erubescens ex Aiton byla prokdzana silna aktivita proti malarii a antiproliferativni aktivita

k bunécné linii rakoviny vajecnika. [37]
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Obréazek 15 — Crinum erubescens [38]

3.2.2 Hippeastrum puniceum (Lam.) Voss

Hippeastrum puniceum se jako vétSina amarylkovitych nejcastéji objevuje v Jizni
Americe, [40] konkrétné v Brazilii. Rod Hippeastrum Herb., hvézdnik, obsahuje zastupce
vSech typd AA. Fytochemické zkoumani rodu zacalo uz v roce 1950. Prvni studie
se zabyvaly vyzkumem na H. vittatum (L'Hér.) Herb., pfi cemz byly popsany alkaloidy
tazettin a lycorin. Nasledné byly izolovany dalsi alkaloidy — haemanthamin, homolykorin,
hippeastrin a vittatin. Kromé H. vittatum byly analyzovdny i jiné druhy,
z nichz se ziskavaly dalsi alkaloidy. H. rutilum (Lam.) H.E.Moore kupftikladu obsahuje
galanthamin, v H. aulicum Herb. se nachazi montanin a v H. puniceum byl nalezen
3-0O-acetylnarcissidin. [19]

Rod Hippeastrum je povazovan za zdroj novych chemickych latek. [41] Velmi
efektivnim zplUsobem identifikace komplexnich smési se ukazala technika
GC-MS, tedy kombinace plynové chromatografie (GC) a hmotnostni spektrometrie (MS).
Vysoka rozliSovaci schopnost pouzitého MS detektoru v kombinaci s dobrou dostupnosti
jednotlivych spekter v literatufe dovoluji identifikaci AA, v kombinaci s vhodnou
metodou vramci GC i jejich kvantifikaci. | presto jsou tyto vysledky ponékud

kontroverzni a nemlZeme se na né dostatecné spolehnout, protoZe v ramci téchto
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analyz mohou vznikat artefakty ¢i nemusi dojit ke spravné identifikaci. GC-MS analyza
vede pouze k predikci jednotlivych alkloidnich latek ¢i strukturnich typt alkloid(.

V posledni dekadé se vétSina studii soustfedi na biologickou aktivitu. [19]
Pozorovani rodu ucelilo vnimani AA jako latky cytotoxické, antiprotozoické a schopné
inhibovat AChE. [41]

Hippeastrum puniceum ma strapaté bazalni listy, stvol dorlistd aZz jednoho metru
a na jeho konci roste nékolik kvétd. Kvéty maji trychtyrovity tvar a Sest zarivé cervenych
okvétnich listk(i, které se smérem k zadkladné méni v zelené. Casto se pouzivd jako
okrasnd rostlina, v nékterych zemich se kultivuje pro uacely mediciny. [40]
V H. puniceum byla identifikovana rada alkaloidl, na prednich pfickach se pohybuje
lykorin, pseudolykorin, pancratinin C ¢i 11-hydroxyvittatine. Nalezené alkaloidy, lykorin

a tazettin, maji inhibi¢ni potencial k AChE. [42]

Obrazek 16 — Hippeastrum puniceum [43]

3.2.3 Hippeastrum striatum (Lam.) H.E.Moore

Cesky ndzev pro rostlinu Hippeastrum striatum je hvézdnik. S hvézdnikem je mozné
se setkat na Havajskych ostrovech, jeho hlavnim udtocistém je ale vychodni Brazilie.
Je mu dobre v destnych lesich a mokrém prostredi. Jednoduse se Sifi diky mnozstvi
vyprodukovanych cibuli, které se uvolni od materské rostliny. Okvétni listky maji vyrazné
oranzovocervené zbarveni, smérem do stfedu kvétu se barva méni na svétle zelenou.

[44]
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Obrazek 17 — Hippeastrum striatum [45]

3.2.4 Hymenocallis occidentalis (Leconte) Kunth

Nejvyssi pocet druhG Hymenocallis Salisb. roste v Mexiku a okolnich zemich. Kvéty
jsou elegantné trubkovité, snéhové bilé a pfijemné voni. TyCinky maji tvar vyrazné
koruny
a dlouhych uzkych okvétnich listkd, které rostliné propujcuji typicky pavouci vzhled, kvl
némuz rostlina ziskala prezdivku pavoudi lilie. Diky vini a vzhledu jsou ¢astou volbou
pfi vybéru okrasnych kvétin. Kromé H. occidentalis existuji druhy nazvané H. littoralis
Salisb., H. caribaea Herb., H. rotata (Ker Gawl.) Herb. Tyto rostliny produkuji alkaloidy
pseudolykorin, hippeastrin, lykorin, pancratistatin a jiné, vSechny s sebou nesou své jiz
zminované ucinky. Napfiklad tedy schopnost cytotoxickou, analgetickou, antivirovou ¢i
antimalarickou. [46]

Zastupci Hymenocallis occidentalis rostou predevsim ve volné pfirodé na jihu USA,
navzdory své atraktivité se v zahradnictvi ale tolik nepéstuji. Na rozdil od jinych druha
Hymenocallis roste H. occidentalis obvykle v horskych lesich s tvrdym dfevem, nékdy

i daleko od vod. [47]
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Obrazek 18 — Hymenocallis occidentalis [47]

3.3 Biologicka aktivita alkaloid( celedi Amaryllidaceae

3.3.1 Neurotransmise

Neurotransmitery (NT) jsou chemicti poslové zodpovédni za prenos signalli mezi
neurony, signdl jde pres synapse z neuronll do efektorovych bunék. Jedna se tedy
o transfer signalu z jedné bunky (presynaptické) do buriky druhé (postsynaptické).
NT jsou obvykle produkovany v nervovych bunkach, ze kterych se mohou uvolfiovat diky
depolarizaci bunééné membrany a exocytdze zavislé na vapniku. Kromé acetylcholinu

(ACh) se mezi NT fadi dopamin, serotonin, glutamat a kyselina y-aminomaselna. [48]

3.3.2 Acetylcholin

ACh je neurotransmiter, [49] tedy pfenase¢. Vtomto pfipadé hlavni prenasec
cholinergniho systému. Zivotni cyklus ACh pocind jeho syntézou v nervovych
zakoncCenich, ktera je zaloZzend na reakci mezi acetylkoenzymem A a cholinem. [48]
Tato reakce je katalyzovana enzymem cholin acetyltransferasa, jehoz pfitomnost znadi,
Zze dany neuron je cholinergni. VétSina ACh v nervovych zakoncenich je uschovana
ve vesikulech, malé mnozstvi se pohybuje i volné v cytosolu. Zachyt ACh do zasobniho
vesikulu probihd prostfednictvim energeticky zavislé pumpy. BEhem neurotransmise
se ACh uvoliuje z nervového zakonceni do synaptické Stérbiny, vaze se na receptory

(nikotinové a muskarinni) na postsynaptické membrané a prenasi tak signal. [49]
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Po uvolnéni a vyvolani ucinku v synapsich jsou molekuly ACh hydrolyzovany AChE, [48]
ktera se také nachdzi na postsynaptické membrané, a tim ukonci se prenos signdlu.
Tato reakce je nezbytna k tomu, aby se cholinergni neuron po aktivaci vratil do klidového
stavu. Uvolnény cholin z ACh je opét vychytavan presynaptickym nervem a novy
neurotransmiter je syntetizovdn spojenim s acetylkoenzymem A za pomoci cholin

acetyltransferasy. [49]

B
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Obrazek 19 — Acetylcholin

ACh je hlavnim efektorem autonomniho nervového systému, funguje
jak v sympatickych, tak parasympatickych vldknech. Mimo jiné ovliviiuje sekreci slin,
mléka, potu nebo slz. Reguluje srdecni stahy, krevni tlak, je zodpovédny za kontrakci
stfevnich sval(l, tedy i za pohyb ve stfevech. Ridi uvolfiovani moci, zptisobuje erekci
a stahuje kosterni svaly. Prostfednictvim uvolfovani adrenalinu a noradrenalinu
z nadledvinek aktivuje sympaticky systém. [48] ACh hraje vyznamnou roli v kognitivnich
funkcich, které predstavuji uéeni a schopnost si pamatovat informace a jména. Studie
také prokazuji jeho ucast pri detekci podnétl a udrZzeni pozornosti. [50]

Vyznam cholinergniho systému podporuje skuteénost, Ze poruchy korové
cholinergni inervace jsou Uzce spojeny s demenci u Alzheimerovy a Parkinsonovy
choroby. Bylo prokazano, ze cholinergni neurony, které podléhaji mirnym zménam
souvisejicim s vékem, maji za nasledek cholinergni hypofunkce, ¢imz vznikad deficit
pameéti a nastupuje demence. Nedostatek ACh se projevuje i poruchou spanku, coz muze

vést ke zhorSeni paméti a nasledné poklesu koncentrace. [48]

3.3.3 Cholinesterasy

Jde o rodinu enzymd, jejichZz funkci je katalyzovat hydrolyzu — rozklad. [49] AChE

a BuChE jsou ¢leny skupiny B-estaras, kterd je strukturné a funkcéné charakterizovana
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jako serinové hydrolasy. Nachdzeji se v krevni plazmé. [51] Cholinesterasy patfi mezi

nejefektivnéjsi znamé enzymy. [52]

3.3.3.1 Acetylcholinesterasa

AChE je cholinergni enzym, ktery se primarné nachdzi v postsynaptickych
nervosvalovych spojich a vodivych tkanich, pfedevsim ve svalech a nervech. Primarni
role AChE je ukoncit neuronalni pfenos a signalizaci mezi synapsemi, aby se zabranilo
Siteni ACh a aktivaci blizkych receptorl. Dosahuje toho okamZitym rozkladem
ACh na cholin a kyselinu octovou. [53] . AChE ma vysokou katalytickou aktivitu, kazd3
molekula rozlozi asi 25000 molekul ACh za sekundu, coz se blizi rychlosti difuzné fizené
reakce. [49] PrestoZie je zakladni funkci AChE ukoncovat neurondlni pfenos,

bylo zjisténo, Ze hraje roli i pfi nervovém vyvoji embrya. [53]

3.3.3.2 Butyrylcholinesterasa

BuChE je syntetizovdna v jatrech. Jde o sestersky enzym AChE, ktera pochazi
z nervového systému, konkrétné z neuront. Na rozdil od AChE, jejiz funkce je specificka
a velmi dobre definovand, jsou schopnosti BUChE stdle objevovany a zkoumdny. [54]
Vyskytuje se pomérné hojné v plazmé a dokaze rozkladat velké mnozstvi sloucenin
obsahujicich estery. Tato skutecnost je zasadni zejména pro obory farmakologie
a toxikologie. [52]

BuChE se nachazi predevsim na periferii, pfi patologickych stavech se ale jeji
koncentrace zvySuje i v mozku. Ma roli v neurotransmisi a detoxifikaci, avSak jedinci
s nedostatkem tohoto enzymu se nejevi jako asymptomaticti. Proto se také v zacatcich
vyzkum( pocitalo s faktem, Ze je BUChE nefunkéni. [54] Bylo naopak zjiSténo, Zze ma vliv
na metabolismus léCiv, lipidG a jejim pldsobenim dochazi k hydrolyze toxickych esterdq,
jako je napfiklad kokain, organofosfatové pesticidy a nervové paralytické latky. [52]
Potencialni terapeutické vyuziti BUChE je tedy prevence toxicity nervové paralytickych
l[atek. Rekombinantni mutace BuChE, ktera rychle inaktivuje kokain, je vyvijena jako
|éCebny prostredek slouZici k pomoci vylééenym zavislym na kokainu vyvarovat

se opétovného uzivani drog. [55]
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3.3.4 |Inhibitory acetylcholinesterasy

V roce 1990 se AChEi poprvé ukazaly jako prospésné pfi Iécbé AD. Inhibice AChE
vede totiz ke snizenému odbouravani ACh a diky tomu k jeho ndsledné akumulaci, [53]
zvySeni hladiny tohoto NT a prodlouzeni délky trvani jeho ucinku. [49] Takto vytvofeny
nadbytek ACh zvySuje stimulaci muskarinovych a nikotinovych receptort, coz pfinasi
urcitou terapeutickou ulevu pti poruchach paméti u AD. [53]

Podle druhu ucinku se inhibitory AChE déli do dvou skupin — reverzibilni
a ireverzibilni. Reverzibilni inhibitory maji terapeutické vyuzZiti, zatimco ireverzibilni
skupina je spojena s toxickymi ucinky. [49] Ireverzibilni AChEi mohou fungovat velmi
toxicky kvlli tomu, Ze zpUsobuji cholinergni krizi na rlznych skupinach receptoru.
Na muskarinnich receptorech mohou vyvolat efekty jako je midza, zvySend sekrece
(slinéni, slzeni, poceni), prijem, moceni. Druhy typ skupiny cholinergnich receptord,
nikotinovy, ma za ndasledek zaskuby svalovych vldken a neurosvalovou blokadu. [53]

V praxi pouzivané latky prvni volby pfi |écbé AD se nazyvaji donepezil a rivastigmin.
Jde o ucinné reverzibilni AChEi s dobrym prinikem pfes hematoencefalickou bariéru.
U osob Iéfenych AChEi bylo zaznamenano zpomaleni progrese onemocnéni a také
zvy$eni pozornosti. Zadné latky viak nejsou bez rizika, AChEi musi byt v budoucnu jesté
provérovany pro svoji moznou neurotoxicitu pfi akumulaci. [53]

Celed Amaryllidaceae hraje velmi vyznamnou roli v terapii AD. Kolem roku 1950
se zacaly objevovat studie zminujici 1é¢bu poliomyelitidy odvarem ze snéZenky
(Galanthus woronowii) Ci cetna feSeni priznakl myalgie trenim snéZenky o celo
nemocného. Nasledné byly provadény prvni studie, které prokdzaly schopnost
galanthaminu inhibovat AChE. Pozdéji, kolem roku 1990, bylo zjisténo, Ze kromé mirnéni
svalové slabosti, dystrofie nebo zdnétd nervi galanthamin mulze byt pouzit
v symptomatické |écbé AD. [56] Vzhledem kjeho nedostatec¢né pfrirodni produkci
se objevuji stale nové pristupy ke kompletni syntéze. Vedle galanthaminu se casto

syntetizuje i jeho prekurzor, narwedin. [57]

3.3.5 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejznaméjsi formou demence. Popsal ji v roce 1906

némecky psychiatr Alois Alzheimer na pacientce, se kterou se setkal uz o pét let drive.
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V pétiletém mezidobi zkoumal jeji pripad a odliSnosti od obvyklé demence a dosel
k zavéru, Ze se jedna o novou chorobu vedouci k neurodegeneraci. [56]

Jde o progresivni neurologickou poruchu [49] zpUsobenou Ubytkem cholinergnich
neuronl [53] a sniZzenim hladin ACh. [49] Z histologického Uhlu pohledu prerusuji
R-amyloidni plaky a neurofibrilarni spleti synaptickou signalizaci, coz vede k odumirani
neuron(. [53] Z patologického hlediska dochdzi k nespravnému stépeni amyloidového
prekurzorového proteinu (APP) a tvorbé R-amyloidovych extraceluldrnich lozisek.
Soucasné se ve fibrilarnich spletich chybné agreguje hyperfosforylovany tau protein.
Snizi se tak synapticka sila a dojde ke ztraté synaptickych funkci, coz ma za ndsledek
degeneraci. [58]

V pribéhu posledniho stoleti se choroba ddle zkoumala, pfesna pficina jejiho vzniku
stale znamd neni, podstata ale zlistdva stejnd od roku 1906. Existuji tedy dvé urcujici
patologie, B-amyloidni peptid v placich vSedé hmoté mozkové a hyperfosforylovany
tau protein v neurofibrildrnich spletich. Doktor Alzheimer popsal chorobu Cdisté
kvalitativné, ale od poloviny 80. let 20. stoleti byly patologie uz pfesnéji identifikovany
a klinicky diagnostikovany. Klinicky se AD projevuje ztratou synaptické plasticity i synapsi
samotnych, coZ Uzce souvisi s Ubytkem kognitivnich funkci. [58]

Vyskyt choroby mUiZe souviset s Zivotnim stylem nebo genetickou vybavou, rozvoj
AD zavisi dokonce z 60-80 % na dédi¢nych faktorech. [59] Mlze za to pritomnost genu
kodujiciho apolipoprotein E (APOE), tento gen je zapojen do tvorby proteinu,
ktery pomdha roznaset cholesterol a jiné typy tuku do krevniho recisté. [60] Celkem
23 genetickych variant APOE genu je spojovano s AD. [61] Alela, kterd je nejvice
zodpovédna za dédi¢nost choroby, je APOE €4. Jesté dalsi dvé formy jsou prokazatelné
dllezité, jde o APOE €2, ktera naopak poskytuje urcitou ochranu pfed onemocnénim,
a APOE €3 s dopadem viceméné neutralnim. [60] Pfitomnost APOE €4 3x—4x zvysSuje
riziko rozvoje AD. [59]

Vedle APOE existuji jesté tfi dalsi genetické varianty, které maji vliv na vyskyt
AD u mladsich generaci. Jde o geny kddujici APP na chromozomu 21, presenilin (PSEN)
1 na chromozomu 14 a PSEN 2 na chormozomu 1. Pokud rodi¢ nese genetickou variantu

pro jeden z téchto gen(, jeho potomek ma 50% riziko, Ze se u néj projevi takzvana casna
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forma familiarni AD. Genetické testovani na pfitomnost genli podminujicich vznik
AD se rutinné neprovadi, v urcitych pfipadech je vSak vhodné. [60]

Rizikovym faktorem pro onemocnéni je vysoky vék — nemoc obvykle postihne osoby
starsi 65 let. Dale je nebezpecim pritomnost alespon jedné APOE alely, Zenské pohlavi
a soucasna kardiovaskularni onemocnéni. [59] V priibéhu 15-25 let od propuknuti
choroby mze byt AD pfitomnd bez jakychkoli symptomd ve fazi mirné kognitivni
poruchy, tento stav vétSinou Usti do demence. Je to nasledek dlouhodobé pritomnosti
patologie AD. [59] Onemocnéni provazi i metabolické a zanétlivé zmény. [58]

Choroba je popisovdna jako kognitivni porucha [53] charakterizovana ztratou
paméti, poznavani a dalSich intelektudlnich schopnosti, které jsou natolik zavainé,
Ze narusuji bézny Zivot. [49] AD neni vidy jednoduché odlisit od jinych nemoci, pokud
projevy nezacinaji ztratou paméti. V brzkych fazich mize mit pacient naptiklad problémy
s hledanim slov ¢i porozuménim vét, komplexni péce pak zahrnuje i ndvstévy logopeda.
[59] AD ma do budoucna velmi Spatnou prognézu, neexistuje na ni Zadny
lék a konci smrti. [59] Zmirfuji se pouze priznaky souvisejici s paméti, myslenim,
jazykem, usudkem a podobnymi procesy. [49] Hlavnim terapeutickym cilem
ve strategiich |éCby AD je inhibice mozkové AChE, reverzibilni inhibitory vsak |1é¢i pouze
symptomy a zpomaluji progresi onemocnéni. [49] O tom, ktery specificky AChEi vybrat,

rozhoduje profil vedlejsich ucink(. [58]
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4 Experimentalni cast
4.1 Potreby

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

Tabulka 1 - Pfehled rozpoustédel a chemikalii

Nazev Vzorec/zkratka
Diethylether p. a. Et,0
Destilovana voda H20

Ethanol 95% EtOH
Ethylacetat p. a. EtOACc
Chloroform CHCls

Kyselina chlorovodikova 2%  HCI

Siran sodny bezvody Na2S04

Uhlic¢itan sodny 10% roztok  Na>COs

Vyrobce
Penta a.s., Praha

Katedra analytické chemie

Penta a.s., Praha
LACH-Ner, s. r. 0.
Penta a.s., Praha
Penta a.s., Praha
LACH-Ner, s. r. 0.
Penta a.s., Praha

4.1.2 Detekéni éinidla

Dragendorffovo Cinidlo

Pfiprava

- Roztok A — rozpusti se 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody.

- Roztok B —rozpusti se 32 g jodidu draselného v 80 ml vody.

- Zasobniroztok —roztok A a roztok B se v poméru 1:1 smisi, je tfeba ho uchovavat
v lednici pti 4 °C.

- Detekeni Cinidlo — 50 ml roztoku 20% kyseliny vinné se prida k 5 ml zasobniho

roztoku. Detekéni €inidlo ma stejna pravidla uchovavani jako zasobni roztok.

4.1.3 Pristrojové vybaveni

- Vakuovd odparka Heidolph — Hei-VAP Advantege (Heidolph Instruments GmbH
& Co)
- Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10 P (Bandelin, Berlin, Germany)

- Analytické vahy KERN ABJ (KERN & SOHN GmbH)
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- Analytické vahy Extend SARTORIUS
- UVlampa CAMAG
- GC-MS analyza
- Plynovy chromatograf 7890A GC (System Agilent Technologies)
- Hmotnostni spektrometr 5975 GC/MSD (Systém Agilent Techonlogies)

4.1.4 Databaze pouzité k vyhodnoceni vysledka

- Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg, Maryland,
USA)

4.1.5 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

Mobilni smési pouZité pro porovnani obsahu alkaloidnich latek jsou uvedeny
v tabulce 2 a 3.
Tabulka 2 - Prvni vyvijeci soustava

Smés rozpoustédel Benzin Acetonitril Isopropylalkohol
Poméry 25 5 15

Tabulka 3 — Druha vyvijeci soustava

Smés rozpoustédel Toluen Diethylamin
Poméry 9 1

4.1.6 Chromatografické adsorbenty

Chromatografickym adsorbentem je TLC silikagel 60 Fzsa, ktery je rozprostieny

na hlinikové podloZce o velikosti 20x20 cm.

4.1.7 Rostlinny material

K ucelu této diplomové prace byly pouzity cibule ¢ty druhG rostlin celedi
Amaryllidaceae. Cibule byly poskytnuty firmou Amazon Herbs ze Surinamu. Jde o cibule
druhl Crinum erubescens (AL-751), Hippeastrum puniceum (AL-752), Hippeastrum
striatum (AL-753) a Hymenocallis occidentalis (AL-754). Verifikace probéhla na katedre
farmakognozie a farmaceutické botaniky. Dokladné vzorky rostlin jsou uloZeny

na Zahradé lécivych rostlin v Hradci Kralové.
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4.2 Vseobecné postupy

4.2.1 Priprava alkaloidnich extraktu

Cibule zkoumané rostliny byly rozsekany v mixéru na malé kousky, pfililo se k nim
250 ml EtOH a daly se vafit na vodni lazen pod zpétnym chladi¢em. Kousky cibuli a EtOH
se po ochlazeni prefiltrovaly pres vlizelin. Vareni cibuli s EtOH se provedlo celkem 3x,
kazdé po dobu 20 minut. Takto vytvorené ethanolové extrakty se spojily a daly
odparovat na vakuovou odparku.

Vzniklé odpafené vzorky se okyselily 2% HCl na pH 1-2 a rozpustily. Pokud doslo
béhem rozpousténi k tvorbé srazenin, byla vyuZita ultrazvukova lazen, aby se docililo
homogenniho roztoku. Poté nasledovalo Cisténi roztoku vytrepavanim.

Nejdfive se zjiz ziskanych sumarnich extraktl odstranily tuky pomoci vytfepani
se 100 ml etheru, vytfepdni se v délici nalevce o objemu 1000 ml provadi 3x.
Po dukladném promichani, nasledném ustaleni tekutin a oddéleni fazi se kysely
predcistény roztok (ve spodni vrstvé nalevky) alkalizuje 10 % uhli¢itanem sodnym na pH
9-10. Nasleduje vytfepdvani alkalického roztoku do organickych rozpoustédel,
které je mozné diky prechodu alkaloid( na pUvodni bazické latky. Druhé vytfepdvani
se provadi s ethylacetdatem, opakuje se 4x. Ethylacetatové vrchni vrstvy se po kazdém
vytfepavani spoji, nasledné se daji odparovat na vakuovou odparku. Stejnym zplsobem
se jesSté 3x vytiepava s chloroformem, kdy chloroformova vrstva je v dolni ¢asti bariky.
Chloroformové vytrepky se opét spoji a daji odpafit.

Z vytfepdvani a nasledného odpareni vzeSlo dohromady 8 vzorkd, tedy

ethylacetatovy a chloroformovy vzorek z kazdého ze ¢tyr zkoumanych druhd.

4.2.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Ziskané alkaloidni extrakty byly rozpustény v ethanolu a nasledné naneseny pomoci
tenké kapilary na TLC desku. TLC desky se ndsledné vloZila do pfedem nasycenych
vyvijecich komor. Vyvijeci smési se nechaly v uzaviené komore po dobu 15 minut,
aby doslo k nasyceni komory mobilni fazi. Silikagelova desticka, ktera predstavuje fazi
staciondrni, se vlozZila do komory a cekalo se na vyvinuti mobilni faze. Vyvijeni

se zastavilo pri dosazeni Cela desticky a ndsledné se deska vysusila v digestofi.
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4.2.3 Detekce alkaloidu

Po vyvinuti TLC desky byla zkoumdna pod UV lampou pfi vinové délce 254 a 366 nm.
Lampa detekovala zény, které se jevily jako tmavé skvrny na zelené fluoreskujicim poli.
Slo o alkaloidni latky, které pohltily UV svétlo.

Detekce byla nasledné provddéna postfikem Dragendorffovym Cinidlem.
V pfitomnosti alkaloidnich latek doSlo k vytvoreni oranZové zabarveného komplexu

alkaloidu a ¢inidla, ktery je viditelny pod viditelnym spektrem.

Obrazek 20 — TLC po postriku Dragendorffovym Cinidlem

4.2.4 GC-MS analyza alkaloidnich extraktt

Po odpareni byly chloroformové a ethylacetatové extrakty pfiblizné po 2 mg
odvazeny do vialek spole¢né s malym mnozstvim methanolu. Alkaloidni profil
zkoumanych rostlin se méfil pomoci techniky GC-MS.

Jde o kombinaci dvou analytickych postup(l, GC slouzi k oddéleni sloZzek slouceniny
a MS tyto slozky analyzuje. Spojeni obou metod pomaha identifikovat sloZzeni vzorkd,
ma vynikajici separacni Gcinnost, coz vede k vysoké presnosti a preciznosti vysledku.
Technika GC-MS ma znacnou hodnotu pro dosaZeni korelace mezi bioaktivnimi
slouc¢eninami a jejich aplikaci ve farmakologii. [62]

Podminky méreni
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- instrument: plynovy chromatograf

- kolona: HP-5 MS (30 mx0,25 mmx0,25 um)

- teplotni program: 100 °C-180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180 °C-300 °C
(5 °C/min), 300 °C (5 min)

- mobilni faze: helium

- prltok mobilni faze: 0,8 ml/min

- nastrik: 1 pl, split 1:10, 280 °C

- detekce: hmotnostni spektrometr (ionizaéni energie 70 eV)

- rozsah méreni hodnot: 40—-600 m/z

Vysledné chromatogramy s peaky vyznacujici obsazené alkaloidy byly porovnany
s hmotnostnimi spektry v komeréni knihovné spekter NIST 11. Spektra, kterd nebyla
nalezena v komeréni knihovné, se srovnala se spektry takovych latek, jez byly na katedre
farmakognozie v minulosti izolovany a byla jim vytvorena vlastni knihovna spekter.
Pomoci srovnavacich hodnoceni byly identifikovany alkaloidy obsazené ve zkoumanych

extraktech.
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4.3 Screening inhibicni aktivity alkaloidnich extraktt viic¢i AChE a BUChE

4.3.1 Potreby

4.3.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

Tabulka 4 - Piehled rozpoustédel a chemikalii

Nazev Vzorec/zkratka Vyrobce
Acetylthiocholin jodid p. a. ATChl Sigma Aldrich s.r.o.
Butyrylthiocholin jodid p. a BuTChl Sigma Aldrich s.r.o.
D|hydrolgenfosfo,recnan KH2PO4 Lach-Ner, Neratovice
draselny bezvody p. a.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,POs Ing. &vec — Penta, Praha

dihydrat p. a.
Dimethylsulfoxid p. a. DMSO Sigma Aldrich, Némecko
5,5‘-dithiobis-2-nitrobenzoova

kyselina > 98% DTNB Sigma Aldrich, Praha

Eserin Sigma Aldrich s.r.o.

Galanthamin hydrobromid 95% Changsha Organic Herb
Inc., China

TAZHONGHUI - Tai’an
Zhonghui Plant
Biochemical Co., Ltd.,
China

Huperzin A 95%

Hydrogenfosfore¢nan disodny NaH-PO
2 4

bezvody p. a. Ing. Svec — Penta, Praha

4.3.1.2 Cinidla

- Roztok 5 mM DTNB
- Roztok 10 mM ATChl
- Roztok 10 mM BuTChl

4.3.1.3 Tlumivé roztoky

- 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4)
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4.3.1.4 Pristrojové vybaveni

- Reader SynergyTM HT Multi. Detection Microplate Reader (BioTek Instruments,
Inc., Winooski, Vermont, USA)

- Trepacka VWR standard analog shaker 1000 (VWR, Radnor, Pensylvania, USA)

- Program pro vyhodnoceni statistickych dat GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, California, USA, 2006)

4.3.2 Rekombinantni enzymy

Enzymy, které byly vyuzity k uréeni biologické aktivity zkoumanych extraktt, byly
pfipraveny pomoci rekombinantni technologie na chemické katedie Prirodovédné
fakulty Univerzity Hradec Krdlové. Pro tyto ucely se vyuzivd médium s enzymy,
jez se v Case potieby naredi pomoci 100 mM fosfatového pufru s pH 7,4, aby se dosahlo
pozadované hodnoty absorbance 0,08-0,15 pro AChE a 0,15-0,20 pro BuChE.
Toto médium se pak davkuje do Eppendorf zkumavek v mnoZzstvi potfebném pro dalsi
fedéni a méreni. Pfipravend média jsou ndsledné zamrazena a skladovdna v mrazicim

boxu pfi teploté -22 °C az do momentu, kdy jsou potreba.

4.3.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢ci AChE a BuChE

K urceni inhibi¢ni aktivity vic¢i humannim ChE bylo 3-5 mg extraktd odvazeno
do Eppendorf zkumavek. Inhibi¢ni aktivita byla mérfena pomoci Ellmanovy
spektrofotometrické metody. Pfi méreni byl monitorovan narlst absorbance v priibéhu

jedné minuty.

4.3.3.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity enzymii

Pro méreni aktivity enzymU bylo do Sesti jamek mikrotitracni desticky preneseno
8,3 ul média, 283 pul 5 mM DTNB a 8,3 pul DMSO. Smés byla promichana trepackou
po dobu jedné minuty a nasledné inkubovana v komore readeru pfi teploté 37 °C
po dobu 5 minut. Po inkubaci bylo do smési pfidano 33,3 ul substratového roztoku,
bud 10 mM ATChl nebo 10 mM BuTChl. Absorbance byla zméfena pfi vinové délce 412

nm. Nasledné byl vyhodnocen rozdil absorbanci mezi zacatkem a koncem méreni a byla
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vypocitdna prdmérnd hodnota inhibice s uvedenim smérodatné odchylky podle

pfislusného vzorce.

AABL
AASA

%1 =100 — (100 X )

% I — procento inhibice
AABL — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min

AASA — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min

4.3.3.2 Stanoveni inhibicni aktivity extraktu

Pro zjiSténi inhibi¢ni aktivity alkaloidnich extrakt(i byla pouZita stejnd meéfici
metoda. Na mikrotitracni desticky byly napipetovany stejné objemy reagent(, avsak
namisto 8,3 ul DMSO byl pouzZit roztok extraktu v odpovidajici koncentraci. Pro kazdou
latku bylo vyuZito 6 jamek (jedna fada) a v posledni rfadé byl jako slepy vzorek
napipetovan DMSO. Nejprve se provedl screening, pfi némz byly vSechny latky testovany
na koncentraci 50 pg/ml. U téch extraktl, které pfi této pocatecni koncentraci projevily

inhibi¢ni uc¢inek vyssi nez 60 %, byla stanovena hodnota ICso.

4.3.3.3 Stanoveni hodnoty ICs

Hodnota ICsp byla uréena pomoci fady 500 — 50 — 5 — 0,5 — 0,05 pg/ml. K vypoctu
ICso se pouZzila data z poklesu aktivity enzymU AChE nebo BuChE, ktera byla analyzovéna
pomoci nelinedrni regrese v softwaru GraphPad Prism. Ziskané hodnoty [Cso
pro jednotlivé extrakty byly nasledné porovnany s inhibi¢nimi uc¢inky referenénich latek,

jako jsou galanthamin, eserin a huperzin A.
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5 Vysledky

5.1 Zpracovani vysledki screeningu

Tabulka 5 — Vysledné hmotnosti alkaloidnich extraktt

Cislo
vzorku

AL-751
AL-752
AL-753

AL-754

Taxon

Crinum
erubescens
Hippeastrum
puniceum
Hippeastrum
striatum
Hymenocalis
occidentalis

2209¢

320,3¢g

2432¢

2154 g

Hmotnost cibuli

EtOH extrakt

12,7g

19,7 ¢

20,5g

8,45¢g

Alkaloidni extrakt

EtOAC

0,3148 g

0,1185 g

0,1944 g

0,0705 g

CHCI;

0,0618 g

0,0329 g

0,0800 g

0,0126 g

Jednotlivé extrakty byly dale analyzovany pomoci GC-MS, vysledné chromatogramy

byly porovndny. V nékterych pripadech jsou zobrazeny vysledné chromatogramy pouze

jednoho typu extraktu — ethylacetdtového ¢i chloroformového. Je to z toho divodu,

Ze na druhém chromatogramu téhoz druhu rostliny byly alkaloidy stejné.
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Obrazek 21 — Chromatogram ethylacetatového extraktu

Tabulka 6 — Predikce alkaloid(i obsazené v ethylacetatovém extraktu

V rdamci hodnoceni bylo pro danou latku vybrano vice peak(, které svoji
molekulovou hmotnosti a Stépenim mohou dané latce nejlépe odpovidat a mize se tak
jednat o izomery. V pripadé nezndmych latek je uveden otaznik a pouze predpokladana

molekulova hmotnost daného peaku.

Cislo i Molekularni  Sumarni i
Nazev Strukturni vzorec
peaku hmotnost vzorec
1 ? 287,3
2 ? 289,4
N
3 Galanthamine 287,3 C17H21NO3 f

o——

HO

=
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Cislo
peaku

4

8

9

10
11

Nazev

Lycoramine

Crinan-11-ol

Galanthaminon

Galanthan-1-ol

Pluvine

Molekularni
hmotnost

289,4

273,3

285,3

227,3

313,3

287,3

227,3
273,3

Sumarni
vzorec

Strukturni vzorec

C17H23NO3

C16H19NO3

C17H19NO3

C18H19NO4

Ci7HzNO3  _~° Q
N
\O
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H23NO3
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H19NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H21NO3

Cislo
peaku

12

13

14

15

16

17

18

Nazev

Lycorenan

Pancracine

Lycorine

1,2-dihydro-
chlidanthine

1-O-acetyl-
lycorine

Molekularni
hmotnost

227,3

287,3

313,3

287,3

315,3

289,4

329,3

46

Sumarni
vzorec

Strukturni vzorec

CisH17NO

C16H17NO4

C16H17NO4

C17H23NO3

C18H19NOs


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H17NO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H23NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H19NO5

Cislo
peaku

19

20

Nazev

Lycorenan-7-
one

Narcissidine

Molekularni
hmotnost

315,3

333,4

47

Sumarni
vzorec

C17H17NOs

C18H23NOs

Strukturni vzorec



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H17NO5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H23NO5

5.1.2 AL-752

10 2 [* TIC Scan 6400LC.D
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Obrazek 22 — Chromatogram ethylacetatového extraktu

Tabulka 7 - Predikce alkaloidli obsazené v ethylacetatovém extraktu

V ramci hodnoceni bylo pro danou latku vybrano vice peakl, které svoji
molekulovou hmotnosti a stépenim mohou dané latce nejlépe odpovidat a mlze se tak
jednat o izomery. V pripadé nezndmych latek je uveden otaznik a pouze predpokladana

molekulova hmotnost daného peaku.

Cislo i Molekularni = Sumarni )
Nazev Strukturni vzorec
peaku hmotnost vzorec
HO.
1 Norpluvine 273,3 Ci6H19NO3 _°
N
HO
OH
Crinan-11-
2 ol' 273,3 C16H19NO3 o
< N
(e}
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H19NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H19NO3

Cislo
peaku

4

6

Nazev

Tazettine

Flexinine

Lycorine

Chlidanthine

Molekularni
hmotnost

3314

287,3

287,3

287,3

287,3

Sumarni
vzorec

C18H21NOs

C16H17NO4

C16H17NO4

C17H21NO3
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Strukturni vzorec

(

(e}

‘\\\\\O H



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H21NO5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H21NO3
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Obrazek 23 — Chromatogram chloroformového extraktu

Tabulka 8 — Predikce alkaloidi obsaZzené v chloroformovém extraktu

V ramci hodnoceni bylo pro danou latku vybrano vice peakl, které svoji
molekulovou hmotnosti a stépenim mohou dané latce nejlépe odpovidat a mlzZe se tak
jednat o izomery. V pfipadé nezndmych latek je uveden otaznik a pouze predpokladana

molekulova hmotnost daného peaku.

Cislo i Molekularni = Sumarni i
Nazev Strukturni vzorec
peaku hmotnost vzorec
1 ? 129,2
OH
2 gl””a”'%" 271,3 CigHisNO; o
< N

(e}

3 Tazettine 331,4 Ci18H21NOs
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H21NO5

Cislo
peaku

4

Nazev

Lycorine

Molekularni
hmotnost

287,3

347,1

Sumarni
vzorec

C16H17NO4

51

Strukturni vzorec



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4

5.1.3 AL-753

410 1 |+ TIC Scan 6380LC.D
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Obrazek 24 — Chromatogram chloroformového extraktu

Tabulka 9 — Predikce alkaloid(i obsazené v chloroformovém extraktu

V rdamci hodnoceni bylo pro danou latku vybrano vice peak(, které svoji
molekulovou hmotnosti a Stépenim mohou dané latce nejlépe odpovidat a mlze se tak
jednat o izomery. V pfipadé neznamych latek je uveden otaznik a pouze predpokladana
molekulova hmotnost daného peaku.

Cislo Molekuldrni = Sumarni

Nazev Strukturni vzorec
peaku hmotnost vzorec
1 Lycoramine 289,4 C17H23NO3
2 ? neznama
OH
3 Crinan-3a-ol 271,3 C16H17NO3 0
< !

o

4 ? 287,3
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H23NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO3

Cislo
peaku

Nazev

11-hydroxy-
vittatine

Lycorine

1,2-dihydro-
chlidanthine

Narcissidine

Molekularni
hmotnost

287,3

287,3

347,1

289,4

333,4

Sumarni
vzorec

Strukturni vzorec

/ OH

OH

C16H17NO4 0

< |

C16H17NO4

z—

C17H23NO3

C18H23NOs
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H23NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H23NO5

5.1.4 AL-754
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Obrazek 25 — Chromatogram ethylacetatového extraktu

Tabulka 10 — Predikce alkaloidli obsazené v ethylacetatovém extraktu

V ramci hodnoceni bylo pro danou latku vybrano vice peak(, které svoji

molekulovou hmotnosti a stépenim mohou dané latce nejlépe odpovidat a mlze se tak

jednat o izomery. V pfipadé neznamych latek je uveden otaznik a pouze predpokladana

molekulova hmotnost daného peaku.

Cislo
peaku

Cislo
peaku

Nazev

Crinan-3a-ol

Norpluvine

Nazev

Molekularni
hmotnost

271,3

273,3

Molekularni
hmotnost

Sumarni
vzorec

C16H17NO3

C16H19NO3

Sumarni
vzorec

54

Strukturni vzorec
OH

0]
< N

(0]

HO
o
/
N

HO

Strukturni vzorec


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H19NO3

Tazettine

Lycorine

1,2-dihydro-
chlidanthine

272,1

331,4

287,3

289,4

C18H21NOs

C16H17NO4

\N

C17H23NO3

55


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H21NO5
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Obrazek 26 — Chromatogram chloroformového extraktu

Tabulka 11 — Predikce alkaloidd obsazené v chloroformovém extraktu

V rdamci hodnoceni bylo pro danou latku vybrano vice peak(, které svoji
molekulovou hmotnosti a Stépenim mohou dané latce nejlépe odpovidat a mlze se tak
jednat o izomery. V ptipadé nezndmych latek je uveden otaznik a pouze predpokladand

molekulova hmotnost daného peaku.

Cislo i Molekularni = Sumarni i
Nazev Strukturni vzorec
peaku hmotnost vzorec
1 ? 281,0
OH
2 Crinan-3a-ol 271,3 C16H17NO3 0
< |
(0]
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H17NO3

Cislo
peaku

Nazev

Tazettine

Lycorine

1,2-dihydro-
chlidanthine

Molekularni
hmotnost

331,4

341,0

287,3

347,1

289,4

Sumarni Strukturni vzorec
vzorec
C18H21NOs
C16H17NO4

\N
C17H23NO3

57
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Tabulka 12 — Porovnani jednotlivych alkaloidii obsazenych v ethylacetatovych a

chloroformovych extraktech

AL-751 AL-752 AL-752 AL-753 AL-754 AL-754

Alkaloid EtOAc  EtOAc  CHCl;  CHCl;  EtOAc  CHCls

1-O-acetyl-lycorine v

Crinan-11-ol v v

Crinan-3a-ol V4 v v v
1,2-dihydro-chlidanthine V4 v v v
Flexinine v

Galanthamine

Galanthaminone

SNENEN

Galanthan-1-ol
11-hydroxy-vittatine v
Chlidanthine v

Lycoramine
Lycorenan
Lycorenan-7-one

Lycorine

NENENENES

Narcissidine
Norpluvine V4 V4
Pancracine

SNEN

Pluvine

Tazettine v v v v
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5.2 Vysledky inhibic¢ni aktivity alkaloidnich extrakt( vici AChE a BuChE

Tabulka 13 — Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity viici cholinesterasam

= Typ
Cislo _ kaloidniho
vzorku
extraktu
EtOAc
AL-751
CHCl3
EtOAc
AL-752
CHCl3
AL-753 EtOAc
i CHCls
EtOAC
AL-754
CHCl3
Eserin
Huperzin A
Galanthamin

Tabulka ukazuje vysledky méreni inhibi¢ni aktivity

cholinesterasam.

% inhibice AChE

(50 pg/ml)

87,73 10,80
0
19,88 £4,11
22,38+2,39
50,53+ 2,63
59,09 + 1,52
23,88 +4,63
41,00 * 3,67

94,41 + 0,49

Pouze u extraktll, jejichz

ICso AChE
(ng/ml)

69,60 + 5,81
66,10 £+ 2,87

Standardy
0,20 £ 0,01
0,04 £0,01
2,01+0,14

inhibi¢ni

%étl;':':éce ICso BuChE
(50 pg/mi) (ng/ml)
78,58 +3,66 86,27 +1,17

0 -
43,36 +2,02 -
14,26 2,59 -
17,54+ 2,76 ]
13,19 + 1,00 -
39,13 42,95 -
35,58 + 2,17 -

- 0,30 + 0,01

- 33,69 + 2,66

extraktd vaci  lidskym

aktivita presahla 60 %,

byla stanovena hodnota ICso. Jednotlivé alkloidni latky byly porovnany se standardy.
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6 Diskuse a zaver

Rostliny Celedi Amaryllidaceae jsou kvili svym ucinkm na organismus podrobné
zkoumany zaslouzené. At se jedna o zastupce znamé jiz dlouho (rod Narcissus,
Galanthus, Leucojum), ¢i o rody a druhy objevené neddvno, vSechny maji v sobé
potencialné vhodné slouceniny pro Ié¢ebné Gcely. Nejintenzivnéji vySetfovanou oblasti
ucinkd amarylkovitych je jejich schopnost pusobit proti lidskym cholinesterasam. Cilem
inhibice cholinesteras, predevsim AChE, je zpomaleni symptom0 Alzheimerovy choroby.
Snaha o pozastaveni upaddvajicich kognitivnich funkci a intelektudlnich schopnosti
je jedinym krokem, jimz se da proti AD bojovat, kompletné se zatim totiz vylécit neda.

Ucelem této prace bylo ziskat alkaloidni extrakty (chloroformové a ethylacetatové)
doposud malo fytochemicky zpracovanych vybranych druh( celedi Amaryllidaceae,
pomoci GC-MS analyzy stanovit obsah alkaloidli a nasledné zméfit jejich inhibicni
aktivitu vac¢i humannim cholinesterasam. Zkoumdany byly druhy Crinum erubescens
(AL-751), Hippeastrum puniceum (AL-752), Hippeastrum striatum (AL-753)
a Hymenocalis occidentalis (AL-754). Analyza ukazala pritomnost 20 alkaloid(, nejcastéji
typu lykorinového (vSechny wvzorky obsahovaly lykorin), galanthaminového
a krinanového. Casto zastoupenym AA byl déle crinan-3a-ol, ktery se nachézel ve viech
extraktech kromé AL-751 (EtOAc) a AL-752 (EtOAc). Tfetim nejvyznamnéjsim nalezem
byla pfitomnost tazettinu, jenZ nefiguroval pouze v AL-751 (EtOAc) a AL-753 (CHCl3).
Mensi zastoupeni mély alkaloidy crinan-11-ol, lycoramine, norpluvine a dalsi (viz Tabulka
11). Porovnanim retencnich casl alkaloidd, které se vyskytovaly ve vice extraktech,
se ziskala presnéjsi predstava o spravnosti predikce obsaZenych alkaloidd. Nejvice
AA (13) se podafilo identifikovat v EtOAc vzorku AL-751 a analyza obecné ukazala,
Zze kvalitativné i kvantitativné bohatSi byly ethylacetatové alkaloidni extrakty.
Bylo nalezeno 17 nezndmych latek, u kterych byla uvedena predpokladana molekulova
hmotnost. Jedna alkaloidni latka, konkrétné na pozici 2 na chromatogramu AL-753
(CHCIs), se vibec nedokazala urcit.

Pri stanoveni inhibi¢ni aktivity extraktd vici AChE vykazovaly vétsi procento inhibice
spiSe extrakty chloroformové, zejména ze vzorku AL-753 (viz Tabulka 12). Vyjimkou

byl extrakt ethylacetdtovy AL-751, ktery mél nejvyssi inhibi¢ni potenciadl ze vsech.
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Byly to ale pouze tyto 2 vzorky, u nichZ inhibi¢ni aktivita presahla 60 %, a mohla tak byt
stanovena hodnota ICso. Jedinou aktivitu proti BUChE ukazal opét EtOAc extrakt AL-751,
diky jeho vysokému procentudlnimu vysledku se mohlo pokracovat s mérenim ICso.
Dominantni postaveni AL-751 muzZe byt spojené s obsahem AA galanthaminového typu
— galanthaminem, galanthaminonem a galanthan-1-olem. Nazev druhu pod kdédem
AL-751 je Crinum erubescens. Vysledky méfreni odpovidaji svoji aktivitou obsahu
galanthaminu, sdm galanthamin je uzivan v terapii AD, kv(li své schopnosti inhibovat
AChE.

K dalSimu fytochemickému zpracovani by byl vhodny druh Crinum erubescens

(AL-751), ve kterém je nejvétsi mnozstvi nezndmych alkaloidnich latek.
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Abstrakt

Némeckova, K.: Screening biologické aktivity rdznych druh( rostlin z celedi
Amaryllidaceae.
Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmakognozie a farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2023, 70 s.

Klicova slova: Amaryllidaceae, cibule, alkaloidni extrakty, GC/MS analyza, biologicka

aktivita, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa.

Celed Amaryllidaceae je v pfirodni fisi nezastupitelna. V lidovém |é¢&itelstvi slouzi
k feseni jednodussich onemocnéni, jako je nachlazeni ¢i infekce. Rostlinné druhy této
Celedi jsou v pfirodé hojné rozsitené, jadro ucinku tvori sekunddrni metabolity.
StéZejnimi metabolity jsou amarylkovité alkaloidy, které je moiné kategorizovat
do skupin podle zakladni struktury skeletu. VétSina alkaloid celedi Amaryllidaceae
ma podobné pusobeni, a jsou proto intenzivné zkoumany. Nejslibnéjsi zastupci maji
efekt protinddorovy, antibakteridlni, antimykoticky, antivirovy a antimalaricky.
Analyzovadny jsou také schopnosti alkaloidd inhibovat humanni cholinesterasy,
jez mohou mit neuroprotektivni U¢inky zejména na zhorsujici se kognitivni funkce. Pravé
posuzovani biologické aktivity a odhalovani pritomnosti novych alkaloidd ve vybranych
rostlinach bylo cilem této diplomové prace.

Vysetrovany byly druhy Crinum erubescens, Hippeastrum puniceum, Hippeastrum
striatum a Hymenocallis occidentalis. Z jejich cibuli byly vytvofeny sumarni ethanolové
extrakty, ze kterych se naslednym vytifepavanim chloroformem a ethylacetatem ziskaly
extrakty alkaloidni. Takto ziskané extrakty byly podrobeny GC-MS analyze,
diky niZ se identifikovaly nékteré z obsazenych alkaloid(. Jednotlivé alkaloidni extrakty
byly dale testovany pro svou inhibi¢ni aktivitu vG¢i acetylcholinesterase
a butyrylcholinesterase, kterd m{ze byt zasadni pfi vyvoji Ié¢by Alzheimerovy choroby.
Alkaloidni extrakty s obsahem galanthaminu byly viéi acetylcholinesterase vyznamné
aktivnéjsi. Zfytochemického hlediska bylo nejvice neznamych latek nalezeno

v ethylacetatovém extraktu Crinum erubescens (AL-751).
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The family Amaryllidaceae is irreplaceable in the natural kingdom. In folk medicine
it is used to deal with simple ailments such as colds and infections. The plant species
of this family are abundant in nature, the core of the action are secondary metabolites.
The most important metabolites are Amaryllidaceae alkaloids, which can be categorized
into groups according to their basic structure. Majority of alkaloids belonging
to the Amaryllidaceae family have similar effects and are therefore intensively studied,
the most promising representatives have anticancer, antibacterial, antifungal, antiviral
and antimalarial activity. The abilities of alkaloids to inhibit human cholinesterases,
which may have neuroprotective effects especially on cognitive decline, have also been
analyzed. Assessing the biological activity and revealing the presence of new alkaloids
in selected plants was the aim of this thesis.

The species examined were Crinum erubescens, Hippeastrum puniceum,
Hippeastrum striatum and Hymenocallis occidentalis. Their bulbs were used to make
total ethanol extracts, from which alkaloid extracts were obtained by liquid-liquid
extraction with chloroform and ethyl acetate. The extracts were subjected to GC-MS
analysis to identify some of the alkaloids present. The alkaloid extracts were
further tested for their inhibitory activity against acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase, which may be essential in the development of treatments
for Alzheimer's disease. Extracts containing galanthamine were significantly more active
against acetylcholinesterase. From a phytochemical point of view, most of the unknown

compounds were found in the ethyl acetate extract of Crinum erubescens (AL-751).
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