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1. UVOD

S celkovym rozvojem a pokrokem lidstva uzce souvisi i vyvoj onemocnéni, kterymi
se zabyva soucasna medicina a véda. Infekéni choroby piedstavovaly obrovskou hrozbu az
do zacatku 20. stoleti, kdy se do poptedi dostala onemocnéni kardiovaskularni a
onkologicka. Predpokladem pro 21. stoleti je, ze tuto éru nejvice postihnou nemoci
dobach se vzhledem kniz§imu véku doziti nestadily projevit!?. Mezi zdvazni
neurodegenerativni onemocnéni patfi mj. Alzheimerova choroba (AD), projevujici se
klinicky demenci, ktera degraduje ¢lovéka natolik, Ze se neni schopen postarat sim o sebe a
je odkdzan na pomoc druhych?®. Etiopatogeneze této choroby neni do dne$niho dne
dostatecné objasnéna, proto ji dosud nelze 1éCit kauzdln€, ale pouze symptomaticky.
Nejvyraznéji se v patofyziologii AD projevuje tibytek cholinergnich neuront, jelikoz deficit
acetylcholinu se podili na hlavnich symptomech AD (zhorSeni az ztrata paméti, ¢asova a
prostorova dezorientace, poruchy tsudku a chovani a dal§i)*. Dostupnost acetylcholinu
v neuronalni §térbiné dokazou zvysit inhibitory cholinesteras. Mezi né fadime latky ptirodni
1 syntetické. Aktualné€ pfedstavuji nejvyznamnéjsi a nejvyuzivanéjsi 1éciva v terapii AD.
V Evropé a v USA se prakticky pouzivaji pouze donepezil, rivastigmin a galanthamin®.

V souvislosti se schvalenim galanthaminu v roce 2001 americkym Utadem pro
kontrolu potravin a lé€iv (Food and Drug Administration; FDA) pro klinické vyuziti ke
zvladani mirné az stfedn€ zavazné faze AD se zvysil zdjem o obsahové latky rostlin celedi
Amaryllidaceae a jejich strukturné jedine¢né sekundarni metabolity, amarylkovité alkaloidy,
jako dalsi potencialni inhibitory cholinesteras®. Celosvétové se oblasti vyzkumu novych
perspektivnich inhibitor cholinesteras vénuje n€kolik desitek pracovnich skupin, které se
zabyvaji studiem jak latek syntetickych, tak 1 pfirodniho piivodu. U nas se problematice
pifrodnich latek zacala v roce 2005 vénovat pracovni skupina ADINACO Research Group’
na Katedie farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod vedenim
prof. RNDr. Lubomira Opletala, CSc. V soucasnosti tuto vyzkumnou skupinu vede prof. Ing.
Lucie Cahlikova, Ph.D.

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae se vyznacuji Sirokym spektrem biologickych ti¢ink.
Mezi nejvice sledované biologické aktivity patfi schopnost inhibice Cinnosti enzymu
cholinesteras®® a dale jejich cytotoxicka aktivita indukci apoptozy'®!"'2. Do dnesniho dne
bylo zkoumano velké mnozstvi alkaloidnich extraktl riznych rostlin ¢eledi Amaryllidaceae.

Dle zjisténych vysledkl se nasledné pozornost upiné na izolaci jednotlivych ¢istych latek,



nebo piipravu polosyntetickych derivatli a jejich testovani na rizné biologické Gcinky?.
Timto zpisobem byly podrobeny blizSimu zkouméni také alkaloidni extrakty rostlin rodu
Nerine a na zaklad¢ ziskanych dat byl jako nejvhodnéjsi vybran druh Nerine bowdenii pro

detailni fytochemickou studii'>!“.

Jelikoz postupnym vyzkumem jsou zjistovany nové podrobnéjsi informace ohledné
patogeneze chorob, véetné AD, neziistdva studium izolovanych alkaloidii pouze u aktivity
lidskych mozkovych cholinesteras. Kromé testovani inhibi¢ni aktivity ziskanych alkaloida
vuci cholinesterasam (AChE, BuChE) se spektrum biologickych testi rozsifilo také
o studium jejich inhibi¢niho potencialu vici dal§im cilam, které se uplatituji v patogenezi
AD. Mezi takové cile patii naptiklad prolyl oligopeptidasa (POP)'>!¢, glykogen syntasa
kinasa-3B!7 nebo B-sekretasa (BACE-1)*.

Alkaloidy izolované v ramci této rigordzni prace byly dale ve spolupraci s Katedrou
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Fakulty agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroji
Ceské zem&délské univerzity v Praze podrobeny screeningové studii jejich cytotoxicity na
nadorové a zdravé bunky stfevniho epitelu. Vzhledem k tomu, Ze kolorektalni karcinom je
tretim nejCastéji diagnostikovanym typem nadoru a umird na néj témef kazdy druhy
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pacient ®, zaslouzi si tato problematika pozornost.



2. CIL PRACE

Cilem této rigor6zni prace bylo:
1. zpracovani literarni reSerSe na téma alkaloidy rodu Nerine, jejich izolace, struktura a
biologicka aktivita,
2. izolace alespoii dvou alkaloidl v Cistém stavu z pridélené podfrakce,
3. strukturni identifikace izolovanych latek,
4. ptiprava latek pro screening jejich biologickych aktivit, zpracovani vysledkd, jejich

analyza, sepsani rigordzni prace.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Alkaloidy celedi Amaryllidaceae a jejich biosyntéza

Celed Amaryllidaceae (amarylkovité) tvofi pfiblizné 1100 druhdi rostlin
klasifikovanych do zhruba 85 roda!'®. Jedna se o viceleté, jednodélozné, cibulovité,
krytosemenné rostliny. Rozsifeny jsou piedevsim v tropickych, subtropickych a obecné
teplych oblastech svéta, nejvice v Jizni Americe, Stfedozemi a jizni Africe!®?°. Jejich
zastupce vSak muzeme nalézt i v nasi krajiné, jako napt. narcisy (Narcissus), bledule
(Leucojum) a snézenky (Galanthus)*'.

Po staleti se rostliny ¢eledi Amaryllidaceae péstuji pro jejich okrasné barevné kvéty.
Stejn¢ tak ale byly v mnoha oblastech Siroce vyuZivany v lidovém léCitelstvi napt. pro

Terapeutickd hodnota rostlin ¢eledi Amaryllidaceae spo¢iva v obsahu strukturné
unikatnich sekundarnich metabolitl typickych pro tuto ¢eled’, tzv. amarylkovitych alkaloida.
Prvné izolovanym takovym alkaloidem byl lykorin, a to uz v roce 1877%2. Od té doby bylo
izolovéno a strukturné popsano piiblizné¢ 600 dalSich amarylkovitych alkaloidd, jez se

v rostlinach vyskytuji napii¢ celou ¢eledi a chemicky se déli do nékolika strukturnich typ®'.

3.1.1. Biosyntéza a strukturni rozdéleni amarylkovitych alkaloidi

Ackoli se alkaloidy celedi Amaryllidaceae vyznacuji znacnou rtznorodosti
strukturnich typt, je jim spolecné, Ze jejich biosyntéza vychazi z aromatickych aminokyselin
L-fenylalaninu a  L-tyrosinu?>. L-Fenylalanin se postupné pieméiiuje na
3,4-dihydroxybenzaldehyd a L-tyrosin na tyramin. Nékolikastupfiovou kondenzaci a redukci
téchto prekurzorti vznika norbelladin a naslednou methylaci 4’-O-methylnorbelladin®*.
V souvislosti s timto klicovym meziproduktem se tato biosyntetickd cesta nazyva
norbelladinova®.

4’-0O-Methylnorbelladin jako spole¢ny prekurzor vSech hlavnich strukturnich typt
amarylkovitych alkaloidii dale podléhéd intramolekularnimu oxidativnimu spojeni. Podle
zpusobu tohoto spojeni vznikd primarné typ krininovy a haemanthaminovy (spojeni para-
para’), lykorinovy (ortho-para’) a galanthaminovy (para-ortho’). VétSina dalSich
amarylkovitych alkaloidi pak biosynteticky vychazi zpfedchozich ¢tyf skupin.

Pankratistatinovy a tazettinovy typ je odvozen z haemanthaminového, homolykorinovy pak



z lykorinového. Belladinovy typ alkaloidii vznika methylaci norbelladinu?. V literatufe se
obvykle fadi mezi hlavnich devét strukturnich typt amarylkovitych alkaloidt také typ
montaninovy, u néhoZ neni biosynteticka cesta dosud zcela objasnéna (Obr. 2)>%6.

Krom¢ dosud uvedenych strukturnich typt alkaloidl ¢eledi Amaryllidaceae bylo do
dne$niho dne izolovano a identifikovano mnoho dalSich téchto latek. Nachazi se vSak ¢asto
tteba jen v jediném rostlinném rodu ¢i druhu, nebo jsou zastoupeny pouhou jednou
strukturou. Jedna se naptiklad o galanthindolovy typ (galanthindol) izolovany z Galanthus
plicatus spp. byzantinus, ktery obsahuje nekondenzovany indolovy kruh?’ (Obr. 1).
Zajimavym strukturnim typem je narcikachninovy typ, jehoz zastupci narcipavlin a
narcikachnin byly doposud identifikovany a izolovany pouze na Katedfe farmaceutické
botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové (Obr. 1). Tyto slouceniny se navic
vyznaluji zajimavym inhibi¢nim potencialem vii¢i AChE a BuChE?,

Ptehled hlavnich strukturnich typi amarylkovitych alkaloidt je uveden v nasledujici tabulce

(Tab. 1).

H,CO

OH

galanthindol narcikachnin
narcipavlin (dvojné vazba mezi C13" a C14")

Obrazek 1. Struktury zastupct galanthindolového a narcikachninového strukturniho typu
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OH
L-fenylalanin J ¢ ‘ —
0, =T
HO CHO e OH
3,4-dihydroxybenzaldehyd tyramin

H4CO homolykorin

S y

para-ortho’ O-methylnorbelladin - ortho-para’ OH

para-para’ l
=

~CH, H3CO XN

H,CO

galanthamin

haemanthamin krinin

pankratistatin

montanin

Obrazek 2. Biosyntetickd cesta hlavnich strukturnich typt amarylkovitych alkaloida
(pfevzato z literatury)®®
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Tabulka 1. Zakladni strukturni typy alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae, jejich hlavni zastupci

a ptiklady rod, ze kterych byly izolovany (pievzato a zkrdceno z literatury)?
Strukturni typ

Hlavni zastupce Rod

OCH,

Crinum
belladinovy 11,0 belladin A
)OS
H,CO l
CH,

Nerine

OCHj, Ammocharis

Brunsvigia
-OH ..
) Clivia
haemanthamin .
Crinum
Cyrtanthus
o Eucharis
\OH Galanthus
Hippeastrum
Leucojum
krinin Lycoris
Narcissus
Nerine
Zephyrantes

Crinum
Q Cyrtanthus
% ) Galanthus
galanthaminovy H3;CO ‘ '/> galanthamin Leucojum

Lycoris
Narcissus
Zephyrantes

krininovy

Ammocharis
Brunsvigia
Crinum
Cyrtanthus
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Zephyrantes

lykorinovy lykorin

Hippeastrum
montanin Lycoris

Pancratium
Scadoxus

montaninovy
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homolykorinovy

homolykorin

Clivia
Galanthus
Hippeastrum
Leucojum
Lycoris
Narcissus

tazettinovy

tazettin

Clivia
Eucharis
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Zephyrantes

pankratistatinovy O

pankratistatin

Boophane
Haemanthus
Hymenocalis

Narcissus
Pancratium
Zephyrantes

}\T 0
H;C

mesembrin

OH
mesembranovy
L

/ AN
n,¢ CHs

joubertiamin

CH,
CH,4

skeletin A4

Narcissus
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3.2. Biologicka aktivita alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae

Jak jiz bylo zminéno, amarylkovité alkaloidy se vyznacuji Sirokym spektrem

v

biologickych aktivit, pficemz nejvyznamnéjsi je jejich schopnost inhibovat ¢innost enzymu

)8,9,15,29

acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy (BuChE Dal$im velmi

vyznamnym, a ve velké mife zkoumanym, ucinkem alkaloidli ¢eledi Amaryllidaceae je

£10,11,12,21

cytotoxické piisobeni . Popsand je také aktivita antibakteridlni, antiviroticka,

antifungalni, antimalaricka, antiflogistick4 nebo antinociceptivni?®*’,
Vzhledem k tomu, Ze n¢které z té€chto alkaloidd se vyskytuji v rostlindch ve zna¢ném
mnozstvi a jejich izolace je snadna, slouzi jako vychozi latky pro ptipravu jejich

polosyntetickych derivat?!.

3.2.1. Alkaloidy celedi Amaryllidaceae a jejich derivaty jako potencialni 1é¢iva v terapii
Alzheimerovy choroby

AD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni diagnostikované ve vétSing
pfipadi u osob nad 65 let. Klinicky se jedna o nejcastéj$i formu demence. Vzhledem
k celosvétovému starnuti populace je o¢ekdvan enormni nartst novych ptipadti onemocnéni.
Odhaduje se, Ze touto chorobou bude v roce 2050 postiZen az jeden z 85 lidi*.

Hlavni patologické znaky pacientll s AD jsou tzv. senilni plaky a neurofibrilarni
klubka. Senilni plaky se nachéazeji extracelularné a vznikaji shlukovanim p-amyloidu. Ten
se tvoii zamyloidového prekurzorového proteinu (APP) proteolytickym Stépenim
predeviim B- a y-sekretasou®’. Neurofibrilarni klubka (tangles) vznikaji naopak
intracelularné v neuronech vlivem nadmérné fosforylovaného 7t-proteinu. Na této
hyperfosforylaci se podili n€kolik typl kinas a fosfatas, jako nejvyznamnéjsi se jevi
glykogen syntasa kinasa-3p (GSK-3p) a cyklin-dependentni kinasa-5 (CDK-5)>2*%, Vlivem
senilnich plaki a neurofibrilarnich klubek dochazi k neurodegeneraci, a tim atrofii mozku?®.
Nejvyraznéji se v patofyziologii AD projevuje tibytek cholinergnich neuront, jelikoz deficit
acetylcholinu se podili na hlavnich symptomech AD — kognitivnich poruchéch (tj. zhorSeni
paméti, schopnosti uceni a usudku), poklesu pozornosti a koncentrace, rychlosti zpracovani
informaci a také na poruchach chovani*. U nemocnych s AD jsou zasazeny viechny oddily
cholinergniho systému. Nejvice je porusena presynapticka ¢ast acetylcholinergniho neuronu
zodpovédna za syntézu acetylcholinu zcholinu a acetylkoenzymu A enzymem
cholinacetyltransferasou (CAT)*®. Acetylcholin uvolnény do synaptické §térbiny je rychle
hydrolyzovan AChE. Blokada této katabolické reakce vede ke zvySené dostupnosti
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neurotransmiteru, a tim se mize ¢aste¢né¢ kompenzovat cholinergni deficit u AD. V mozku
se kromé AChE uplatituje pii cholinergni regulaci také BuChE, kterd je rovnéz schopna
hydrolyzovat acetylcholin, stejné jako dalsi estery’’. Koncentrace a aktivita BuChE se
v mozku pfirozené¢ zvysuje s vékem, ale vyznamné zvySeni je pravé u pacientli s AD,
zatimco mnozstvi a aktivita AChE klesd. V pozdnich fazich AD piredstavuje BuChE
predominantni cholinesterasu v mozku a z toho divodu se jevi perspektivné pro dalsi
vyzkum tohoto onemocnéni>®*.

Ptesné patogeneze AD neni v dnesni dob¢ stale dostateCné objasnéna. Jak jsou ale
postupné¢ odkryvany nové poznatky o této chorobé€, ptibyvaji i nové farmakologické
moznosti, jak ovlivnit jednotlivé cile kaskady nemoci*’. Aktualng se vyzkumy soustiedi na
tf1 hlavni pfistupy. Prvni predstavuje ustaleni hladin neurotransmitert inhibici cholinesteras
amonoaminooxidas. Druhy zahrnuje neuroprotekci, kdy oxidativni stres je ziejmé dlilezitym
faktorem v rané fazi AD. Vyuziti antioxidantii by tak mohlo potencialné¢ snizit vliv volnych
radikaldi na nervové bunky. Tteti pfistup se zabyva specifickymi aspekty spojenymi s AD,

41,42

napft. snahou o sniZeni tvorby ¢i agregace B-amyloidu, nebo inhibici y- a B-sekretas™ "~ apod.

inhibitory cholinesteras, které se vyuzivaji v 1é¢b& mirné az stiedné pokro¢ilé fize nemoci’®.
Prvnim takovym 1é¢ivem uvedenym do klinické praxe byl takrin (Obr. 3). Jeho z&vazné
gastrointestindlni (GIT) vedlejsi Gi¢inky a hepatotoxicita jej ale vyfadily z b&Zného tzivani*’.
V Ceské republice i vétsing zemi Evropy a USA se momentalné vyuzivaji tfi u¢inné latky
jako inhibitory cholinesteras — donepezil, rivastigmin a galanthamin (Obr. 3), které se oproti
takrinu vyznaCuji mnohem mirnéjSimi vedlejSimi uCinky v oblasti GIT a vyrazné
neposkozuji jatra®. Tato lé¢iva ovSem cili pouze na kognitivni ztraty a nedokézou
modifikovat progresi onemocnéni. V né€kterych piipadech piisobi tyto latky pouze omezeny

¢as a u nékterych pacientli bohuZel neti¢inkuji viibec***.

N
CH,
NH, S
= H;C
x O \
N O
takrin donepezil
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rivastigmin galanthamin

Obrazek 3. Struktury inhibitori AChE vyuZzivané v terapii AD

3.2.1.1. Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae a jejich derivaty jako inhibitory cholinesteras
Uvedeni amarylkovitého alkaloidu galanthaminu do klinické praxe zplsobilo
zvyseny zijem o alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae jako potencialni inhibitory AChE®. Do
dne$niho dne bylo testovano velké mnozstvi alkaloidnich extraktti riznych rostlin této
¢eledi. Dle ziskanych vysledki se pozornost poté upind i na izolaci a testovani jednotlivych
gistych latek ¢i jejich polosyntetickych derivati?,
Ackoli se amarylkovité alkaloidy de€li do mnoha strukturnich typtl, schopnost
6

inhibice cholinesteras je piisuzovana primarné galanthaminovému, lykorinovému?,

belladinovému’® a narcikachninovému strukturnimu typus.

Galanthaminovy strukturni typ (Obr. 4)

Galanthamin, hlavni zastupce této skupiny alkaloidd, je terciarni alkaloid izolovany
prvn€ vroce 1952 zcibuli snéZzenky Galanthus woronowii Losinsk. Inhibuje selektivné,
reverzibilng a kompetitivné AChE*’. Kromé toho allostericky moduluje neuronélni
nikotinové receptory pro acetylcholin, ¢imZ potencuje cholinergni transmisi*®. PiestoZe je
terapeuticky galanthamin obvykle dobfe sndSen, miZe u nékterych pacientli jeho podavani
vést k nezaddoucim ucinkiim — v oblasti GIT vyvolava nej€astéji nauseu, zvraceni, prijmy,
nechutenstvi apod., ddle miiZe zpGsobit bolesti hlavy, kiete, bradykardii* aj. V souvislosti
s timto se védci snaZzi ziskat at’ uz ptirodni, ¢i (polo)syntetické derivaty tohoto alkaloidu,
které by postradaly cholinergni vedlejsi u€inky a rozsitily tak spektrum jiz pouzivanych 1éciv
v terapii AD°.

Pti objasiiovani vztahu struktura — inhibi¢ni G¢innost amarylkovitych alkaloidii nebo
jejich derivati vici cholinesterasam se nejcastéji vychazi pravé ze struktury molekuly
galanthaminu. Pro jeho vazbu na enzym AChE jsou v molekule ctyfi klicova mista:

hydroxylova skupina cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh, terciarni aminokyselina
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a methoxyskupina. Zmény na téchto dilezitych mistech mohou modulovat u¢inek molekuly
ve smyslu sniZeni & zvySeni u¢innosti, piipadné pfechod u¢inku na jiny>'.

Obmeénou methoxyskupiny a terciarni aminoskupiny lze ziskat derivaty s mnohem
vys$i inhibi¢ni aktivitou. OvSem polarita téchto molekul znesnadnuje prunik pies
hematoencefalickou bariéru (HEB), tudiz jejich potencidlni vyuziti v terapii
neurodegenerativnich poruch je zna¢né limitovano. Zaména methoxyskupiny
hydroxyskupinou je patrna u sanguininu, pfirodniho 9-hydroxyderivatu galanthaminu. Tato
drobna obména ve struktufe galanthaminu mé ovSem za nasledek desetindsobné zvyseni
inhibi¢ni aktivity oproti piedloze®. Pétkrat vyssi schopnost inhibovat AChE oproti
galanthaminu maji n¢které N-allylové derivaty galanthaminu, napf. N-allylnorgalanthamin

¢i  N-(14-methylallyl)norgalanthamin®?. Tyto dvé molekuly vykazuji vzhledem

k methoxyskupiné na C-9 a N-allylu vys3i lipofilitu oproti sanguininu i galanthaminu®?,
ovsem izolace ptirodnich N-alkyl derivata alkaloida galanthaminového typu je velmi vzacna
vzhledem k extrémné nizké koncentraci v rostlinném materidlu oproti galanthaminu, coz
brani jejich Sir§imu vyuziti*2.

Vyrazné sniZeni inhibi¢ni aktivity zpusobuje odstranéni methylové skupiny na
dusiku (epinorgalanthamin), uplnou ztratu aktivity vyvolava hydrogenace dvojné vazby
v cyklohexenovém kruhu (lykoramin, epinorlykoramin)®®.

Podle molekulové struktury se perspektivné jevil chlidanthin, polohovy izomer
galanthaminu, u n€hoZ jsou vzdjemn¢ zaménény pozice hydroxy- a methoxyskupiny. Studie
ov§em prokazaly, Ze inhibi¢ni efekt vii¢i AChE je oproti galanthaminu podstatné niz$i'>->*,
Toto mlze byt zapfi€inéno stereochemii chlidanthinu, kdy nedojde k vytvofeni
intramolekularni vodikové vazby mezi hydroxyskupinou na C-3 a atomem kysliku

dihydrofuranového kruhu tak, jak k tomu dochézi pravé u galanthaminu®*,

OR, OH

Rzo O II> H3 CO ’I>
N

AN N\
OCH; R
Ri=H, R»=CHj3 galanthamin R=—" ~F N-allylnorgalanthamin
Ri=H, R,=H sanguinin _
R1=CH3, Ro=H chlidanthin R=/Y N-(14-methyl)norgalanthamin
CH,
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0]
5 e I
H3CO /h >
(I N
\
NH R

epinorgalanthamin R=CHj3; lykoramin
R=H epinorlykoramin

Obrazek 4. Piehled alkaloidi galanthaminového strukturniho typu jako inhibitorii
cholinesteras

Lykorinovy strukturni typ (Obr. 5)

Lykorin sdm o sob& nevykazuje Zadnou, resp. velmi slabou aktivitu viici AChE.
Testovanim alkaloidd tohoto strukturniho typu a jejich derivatl bylo zjisténo, ze podstatna
pro inhibi¢ni aktivitu je substituce na C-1 a C-2. Lykorin mé na téchto mistech molekuly
hydroxyskupiny. Derivatizace polohy C-1 a C-2 urcuje stereochemii dané molekuly a s tim
souvisi i vazba na AChE*63,

1-O-Acetyllykorin je dle studii z roku 2004> a 2011°® inhibi¢né dvakrat aktivngjsi
nez galanthamin (ICso = 0,96 £+ 0,04 uM shodné¢ dle obou praci). Stejna latka ovSem ve studii
z roku 2016 ptisobila vii¢i lidské AChE (HuAChE) neaktivné (ICso > 1000 uM). Vzhledem
k rozdilnym vysledkiim opakovali Vanéckova et al. stejny test s komer¢né dostupnou AChE
z elektrického uhote, kdy byla naméfena mirna inhibicni aktivita (ICso = 28,4 + 0,35 uM).
Z téchto studii lze usoudit, Ze v nékterych piipadech je zdroj AChE zasadni pro stanoveni
inhibi¢ni aktivity testovanych latek'*,

Acetylace lykorinu v poloze C-2, stejné jako dvojnasobna acetylace v polohach C-1
a C-2, vyrazng sniZzuje aktivitu enzymu. Z toho vyplyva, Ze klicova pro inhibici AChE
latkami lykorinového typu je pfitomnost acetylskupiny na C-1%%%, Tuto hypotézu potvrdila
i ptiprava fady polosyntetickych derivati lykorinu*®>’.

U pfirodnich alkaloidii lykorinového typu assoaninu a oxoassoaninu je aktivita viici
AChE piisuzovana planarité aromatického kruhu C*°. Stejné je tomu i u ungereminu, v jehoZ
molekule se nachdzi kvartérni dusik. Ten pravdépodobné zvysSuje inhibi¢ni aktivitu podobné
jako tieba u isochinolinového alkaloidu berberinu®®. Inkartin a inkartin-N-oxid vykazuji

rovnéz jistou aktivitu vici AChE, v jejich molekule se rovnéz nachazi aromaticky kruh C,

methoxyskupiny a navic i epoxidovy muistek™.
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<o O N

Ri=H, R>=H lykorin ungeremin
Ri=Ac, Ro=H 1-O-acetyllykorin
Ri=Ac, Ry=Ac 1,2-di-O-acetyllykorin

H,CO O
1,CO O

N

H,CO

assoanin oxoassoanin

0)

H,CO H,C0

A
H,CO H,CO Y

inkartin inkartin-N-oxid

Obrazek 5. Prehled alkaloidl lykorinového strukturniho typu jako inhibitorti cholinesteras

Narcikachninovy strukturni typ (Obr. 6)

Tento strukturni typ amarylkovitych alkaloidid byl prvné popsan ve studii z roku
201728, Heterodimerni alkaloidy narcipavlin a narcikachnin izolované z erstvych cibuli
Narcissus poeticus cv. Pink Parasol kombinuji ve své molekule dva zékladni strukturni typy
alkaloidi celedi Amaryllidaceae, a to galanthaminovy a galanthindolovy. Molekula
narcipavlinu se 1li$i od narcikachninu pouze pfitomnosti dvojné vazby mezi C-13" a C-14".
Narcipavlin vykézal zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici lidské BuChE (HuBuChE) (Tab. 2).
Narcikachnin otestovan nebyl, jelikoz nebyl z rostlinného materialu izolovan v dostate¢ném
mnozstvi pro stanoveni biologickych aktivit.

V roce 2019 byla uveiejnéna prace'é, ktera popisuje identifikaci dalsiho alkaloidu

narcikachninového strukturniho typu, narcimatulinu, izolovaného z cibuli Narcissus
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pseudonarcissus cv. Dutch Master. Tento alkaloid mj. projevil zajimavou inhibi¢ni aktivitu

vuci HuBuChE (Tab. 2).

H,CO H,CO

OH OH

narcipavlin narcikachnin

H,CO

narcimatulin

Obrazek 6. Struktury alkaloidii narcikachninového strukturniho typu jako inhibitory
cholinesteras

Belladinovy strukturni typ (Obr. 7)

V letosnim roce (2020) byla uvefejnéna studie, ktera se zabyvala izolaci tfi nove
identifikovanych alkaloidii  belladinového strukturniho typu zcibuli Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton’. Alkaloidy byly pojmenovany karltonin A-C a vSechny

vykazaly zajimavou selektivni inhibi¢ni aktivitu viici HuBuChE. Karltonin A a B dokonce
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v nanomolarnich mnozstvich (Tab. 2). Struktury karltoninu A a B se vzajemné 1i$i pouze
v poloze C-5" a C-6’, kdy pritomnost 1,3-dioxolanu u karltoninu B vede k tficetindsobnému
poklesu aktivity BuChE oproti dimethoxybenzenovému analogu karltoninu A. ,,Otevienym*
analogem je také karltonin C, ktery obsahuje velky substituent vazany na centralnim
terciarnim dusiku. Slibné in vitro vysledky inhibi¢ni aktivity téchto alkaloidi viici HuBuChE

byly podpofeny dockingovou studii. Latky budou dale vyuzity k piipravé a testovani

polosyntetickych derivata.

karltonin A karltonin B

karltonin C

Obrazek 7. Struktury novych alkaloidl belladinového strukturniho typu karltoninu A-C jako
inhibitory cholinesteras

Ostatni strukturni typy (Obr. 8)
Podle dostupnych literarnich zdroji nevykazuji ostatni strukturni typy

amarylkovitych alkaloidi vyznamnou anticholinesterasovou aktivitu. Alkaloidy krininového
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typu jsou povazovany pouze za slabé inhibitory AChE. Podle stereochemie 5,105-
ethanového mustku se tyto alkaloidy déle d€li na a- a B-krininovy typ, resp. krininovy a
haemanthaminovy. Na ugéinnost toto prostorové usporadani oviem vliv nema>. Navzdory
publikovanym informacim se podafilo vyzkumné skupiné ADINACO izolovat alkaloidy
tohoto typu s dosud nepublikovanou zajimavou inhibi¢ni aktivitou vi¢i AChE. Konkrétné
se jedna o 8-O-demethylmaritidin a hippeastidin izolované z cibuli Zephyrantes robusta®® a
undulatin z cibuli Chlidanthus fragrans® (Tab. 2). A¢koli 8-O-demethylmaritidin i undulatin

cvwr

zajimavy fakt, Ze i tato strukturni skupina alkaloidd je schopna uréité inhibice AChE'"’.

OCH,

H,CO

H,CO

hippeastidin

wOCH;

OCH,4

undulatin

Obrazek 8. Struktura amarylkovitych alkaloidi 8-O-demethylmaritidinu, hippeastidinu a
undulatinu

Tabulka 2. Inhibi¢ni aktivity vybranych alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae vici AChE a
BuChE

Lét (CadChE  ICaBUCHE
Galanthamin 1,07 £0,18 433+1,3 46, 60
Sanguinin 0,10 £0,01 - 46
N-Allylnorgalanthamin 0,18 - 52
N-(14-Methylallyl)norgalanthamin 0,16 - 52
Lykoramin > 500 > 500 46, 60
Epinorlykoramin > 500 - 46
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Chlidanthin 147 +6 422 + 15 15
Lykorin > 500 > 1000 46, 60
1-O-Acetyllykorin 0,96 + 0,04 - 55,56
2-0-Acetyllykorin > 500 - 55
1,2-Diacetyllykorin 211 +10 - 55
Assoanin 3,87 +0,24 - 46
Oxoassoanin 47,21+ 1,13 - 46
Ungeremin 0,35 - 58
Narcipavlin 24,4+ 12 - 28
Narcimatulin 489 + 60 5,9+0,2 16
Karltonin A > 100 0,91 +£0,02 9
Karltonin B > 100 0,031 +£0,001 9
Karltonin C > 100 148+ 1,1 9
8-0O-Demethylmaritidin 28,0+0,9 > 1000 60
Hippeastidin 99,7 £4,1 900 + 35,0 60
Undulatin 23,0+1,0 > 1000 15

Jak jiz bylo uvedeno vyse, BuChE piedstavuje diileZitou roli v pozdnich fazich AD
a v soucasnosti predstavuje jeden z moznych cild, jak ovlivnit pribéh nemoci. Zijem
o selektivni inhibitory BuChE je v dneSni dobé o to vétsi, kdyz bylo zjisténo, ze tyto
inhibitory zlepSuji nejen kognitivni funkce, ale zaroven snizuji mnozstvi APP, ktery je
zdrojem pro vznik B-amyloidu, resp. senilnich plaka®!.

V ramci hledani novych latek potencialné vyuzitelnych v terapii AD se ve spolupraci
s dalSimi vyzkumnymi tymy vénuje skupina ADINACO také ptipravé a testovani
polosyntetickych derivati celedi Amaryllidaceae. V letoSnim roce (2020) byly publikovany
prace, které se zabyvaji piipravou derivati alkaloidu krininového typu ambellinu® a
alkaloidi haemanthaminového typu haemanthaminu®® a vittatinu®*. Tyto latky samy o sobg
vykazuji pouze slabou inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu. OvSem nékteré¢ jejich
aromaticky esterifikované derivaty na volné C-11 hydroxy- skupin€ uambellinu a
haemanthaminu, resp. C-3 hydroxy- skupin¢ u vittatinu ptisobi velmi perspektivné.
Konkrétné z derivata ambellinu 11-O-(1-naftoyl)ambellin, 11-0-(2-
methylbenzoyl)ambellin a 11-O-(2-methoxybenzoyl)ambellin (Obr. 9) vyvolaly silnou
selektivni inhibici HuBuChE (Tab. 3). Tato studie naznacuje, ze vysoké inhibi¢ni aktivita je

spojena s ortho substituci vedlej$iho aromatického cyklu, a to predev§im methylem®?.
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ambellin

/\M\\ocm R=H
R= 11-0-(1-naftoyl)ambellin
R= ‘D R;=CH; 11-0-(2-

OCH, methylbenzoyl)ambellin
R1=0OCHj; 11-0-(2-

methoxybenzoyl)ambellin

Obrazek 9. Struktura ambellinu a jeho derivatt s anticholinesterasovou aktivitou

V ptipadé¢ derivatl haemanthaminu ptsobil vi¢i HuAChE nejvice 11-O-(3-
nitrobenzoyl)haemanthamin, vi¢i HuBuChE 11-O-(2-methoxylbenzoyl)haemanthamin a
dudlné¢ neselektivné 11-0O-(2-chlorbenzoyl)haemanthamin (Obr. 10, Tab. 3). Vyraznéjsi
HuAChE inhibi¢ni aktivita byla spojena s pfitomnosti nitro- skupiny na benzoylu.

Piitomnost methoxy- skupiny na benzoylu se pak zda byt zdsadni pro HuBuChE inhibici®,
R=H haemanthamin

R=¢ ™ . Ri=H, R,=NO> 11-0-(3-
)ﬁ/ nitrobenzoyl)haemanthamin

Ri=H, R,=OCH; 11-O-(3-

methoxybenzoyl)haemanthamin
Ri=H, R=Cl 11-0-(3-
chlorbenzoyl)haemanthamin

Obrazek 10. Struktura haemanthaminu a jeho derivatl s anticholinesterasovou aktivitou

Ze zkoumanych derivati vittatinu mirn€ inhibovaly HuAChE pouze 3-O-(2-
nitrobenzoyl)vittatin a 3-O-(3-nitrobenzoyl)vittatin. Naopak silnd inhibi¢ni aktivita vaci
HuBuChE byla naméfena u zminéného 3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatinu a dale u 3-O-(2-
chlorbenzoyl)vittatinu a 3-O-(2-methylbenzoyl)vittatinu (Obr. 11, Tab. 3). Obdobné jako
u derivati ambellinu je i v tomto pfipad€é nejsilngjsi inhibi¢ni ucinnost vi¢i HuBuChE

vazana na ortho substituci benzoylu, a to zejména nitro- skupinou®*,
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=H vittatin

R=f | v, Ri=H,R:=NO,  3-0-(3-

)ﬁ/ nitrobenzoyl)vittatin
Ri=NO, R>=H 3-0-(2-

nitrobenzoyl)vittatin

Ri=Cl, R,=H 3-0-(2-

chlorbenzoyl)vittatin
Ri=CHs, R,>=H 3-0-(2-
methylbenzoyl)vittatin

Obrazek 11. Struktura vittatinu a jeho derivatt s anticholinesterasovou aktivitou

Tabulka 3. HuAChE/HuBuChE inhibice vybranych derivatl ambellinu®?, haemanthaminu®
a vittatinu®*

Latka ICs0o HuAChE ICso HuBuChE
(LM) (uM)
11-O-(1-naftoyl)ambellin > 100 0,10+ 0,01
11-O-(2-methylbenzoyl)ambellin 55+4,0 0,28 + 0,02
11-O-(2-methoxybenzoyl)ambellin > 100 0,43 0,04
11-O-(3-nitrobenzoyl)haemanthamin 4,0+£0,3 > 500
11-O-(2-methoxylbenzoyl)haemanthamin 90,0 £ 6,0 33+0,4
11-O-(2-chlorbenzoyl)haemanthamin 13,0+£0,8 5,6 £0,6
3-O-(3-nitrobenzoyl)vittatin 12+0 56+ 1
3-O-(2-nitrobenzoyl)vittatin 60+ 2 1,4+0,1
3-O-(2-chlorbenzoyl)vittatin > 100 5,4+0,1
3-O-(2-methylbenzoyl)vittatin > 100 8,0+0,1
Galanthamin® 1,7+0,1 42,0+ 1,3
Huperzin A? 0,03 £ 0,001 > 500
Eserin? 0,063 + 0,012 0,13 £0,01

2 Referencni latka

Ackoli vsechny vySe uvedené polosyntetické derivaty vykazuji in vitro velmi slibnou
biologickou aktivitu, ktera byla podpofena i dockingovymi studiemi, a zadroveni schopnost
pasivni difize do CNS ptes HEB, pro vyhodnoceni jejich pfipadného budouciho uplatnéni

bude nezbytné je dale v budoucnu podrobit detailnimu klinickému hodnoceni in vivo.
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3.2.1.2. Inhibice prolyl oligopeptidasy

Prolyl oligopeptidasa (POP) je cytosolicka serinova peptidasa vysoce exprimovana
v neuronech mozku. Je odpovédna za St€peni malych peptidii obsahujicich aminokyselinu
prolin. Hydrolyza probiha na karboxy- konci prolinovych zbytk. Substratem tohoto enzymu
je naptiklad substance P, vazopresin ¢i thyreotropni hormon a nékteré dalsi neuropeptidy.
Pravé ty jsou znadmy svou funkci modulatorii kognitivnich funkci a jejich degradace
pusobenim POP miize urychlovat proces starnuti a hrat tak pfipadné roli mj. v rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni®.

V poslednich letech se zvysil zajem o vliv inhibice POP jako potencialni cil pfi terapii
schizofrenie, bipolarni poruchy ¢i kognitivnich poruch, které se vyskytuji u pacienti s AD.
Inhibitory POP by se tak mohly v budoucich letech vyuzivat jako podplrna lé¢iva v terapii
AD®.

Ve spolupraci s Centrem pokrocilych studii Fakulty vojenského 1ékatstvi v Hradci
Kralové Univerzity obrany v Brn¢ a dal§imi univerzitnimi katedrami se pracovni skupina
ADINACO v poslednich letech vénuje vedle testovani AChE a BuChE aktivity rovnéz
testovani POP inhibi¢ni aktivity. Dosud nejzajimavéjsi vysledek v ¢eledi Amaryllidaceae
v tomto sméru zaznamenal narcikachninovy alkaloid narcimatulin izolovany z Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master'®. Velmi perspektivniho vysledku doséhl jiz diive
lykorinovy alkaloid 9-O-demethylgalanthin izolovany ze Zephyrantes robusta®, ktery
pusobil proti POP c¢tytikrat silnéji nez pouzity standard bajkalin. Dale pak z rodu Narcissus
byly izolovany dalsi alkaloidy se zajimavou POP inhibi¢ni aktivitou, a to narwedin a

inkartin®® (Obr. 12, Tab. 4).

H,CO

H;CO
narcimatulin 9-0O-demethylgalanthin
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H;CO
narwedin inkartin

Obrazek 12. Struktury amarylkovitych alkaloidli s vyznamnou inhibi¢ni POP aktivitou

Tabulka 4. Vyznamna POP inhibi¢ni aktivita alkaloidu celedi Amaryllidaceae

Alkaloid ICs0 (mM)
Narcimatulin 0,029 + 0,001
9-O-Demethylgalanthin 0,150 + 0,020
Narwedin 0,950+ 0,120
Incartin 0,910 + 0,090
Bajkalin® 0,610 £ 0,021
Berberin? 0,142 +£ 0,021

2 Referencni latka

3.2.2. Cytotoxicka aktivita

Vyznamnou a intenzivné studovanou biologickou aktivitou amarylkovitych
alkaloidli je také jejich cytotoxicka aktivita. Onkologickd onemocnéni jsou jednou
z nejCastéjSich pficin umrti v rozvinutych zemich. Ackoli se b&éhem poslednich dekad
podafilo objasnit mnohé mechanismy podilejici se na rakovinném bujeni a vyrazné se
pokrocilo v jeho terapii, pacienti stale celosvétoveé umiraji na toto onemocnéni v disledku

rezistence rakovinnych bun&k k 16¢b&®.

Obrovskou vyhodou je, pokud molekula
potencialniho 1é¢iva je schopna pusobit protinadorove indukci apoptézy a cilit selektivné
vi¢i nadorovym buitkdm neZ proti zdravym a klidovym buiikam?!.

Pfi patrani po pfirodnich zdrojich potencidlng vyuzitelnych v terapii nddorovych
onemocnéni rostliny &eledi Amaryllidaceae projevily slibné a nad&jné vysledky’®. Ackoli
jsou protinadorové ucinky detekovatelné u celé fady amarylkovitych alkaloidd, nejlepsi
vysledky zatim vykazuji alkaloidy ftazené¢ do strukturniho typu lykorinového,

haemanthaminového a pankratistatinového’'.

Lykorin (Obr. 13) je povazovan za nejucinnéjsi amarylkovity alkaloid
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s protinadorovou aktivitou jiz v mikromolarnich koncentracich, ackoli u n€j pevazuje spise
efekt cytostaticky nez cytotoxicky. Vyraznou cytotoxickou aktivitu prokazal na mnoha
riznych typech nadorovych bunécnych liniich, napt. Rauscher, HeLa, P-388, U-373,
HepG2, 3T3, KB, Molt-4, HT-1080, COL-2 & ZR-7572. Pro u¢innost dalsich molekul tohoto
strukturniho typu alkaloidii na nadorové linie je dilezit¢ zachovat zakladni strukturu
lykorinu, a to pfedevsim konformacni volnost kruhu C, stereochemii kruhtt C/D a diolové
skupiny na kruhu C’®. Do skupiny alkaloidi lykorinového typu, unichZ byla zjisténa
protinadorova aktivita, se fadi napt. karanin, pseudolykorin, 1-O-acetyllykorin, amarbellisin,

galanthin ¢i ungeremin?! (Obr. 13).

H;CO
Ri=H, Ro=H lykorin pseudolykorin
Ri=Ac, Ro=H 1-O-acetyllykorin

OCH;
HO’//,.

karanin

HO,,

H,CO

H;CO
galanthin ungeremin

Obrazek 13. Ptehled struktur alkaloidi lykorinového typu s vyznamnou cytotoxickou
aktivitou
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Druhou nejvyznamnéjs$i skupinou amarylkovitych alkaloidi s protinddorovou
aktivitou je haemanthaminovy strukturni typ. Mezi nejucinnéj$i alkaloidy patii
haemanthamin, haemanthidin a krinamin (Obr. 14), které plisobi cytotoxicky na nadorové
buiky?!. Protinddorovy u¢inek haemanthaminu byl prokazin na riznych bunéénych
nadorovych liniich, zajimava je jeho schopnost piekonat rezistenci nadorovych bunck a
vyvolat bunéénou smrt indukei apoptézy’'. Studie z roku 2015'® se zabyvala stanovenim
ICso proti dvéma pS3-mutovanym lidskym bunéénym liniim kolorektalniho karcinomu
tlustého stfeva Caco-2 a HT-29 u 13 amarylkovitych alkaloidi izolovanych ze Zephyrantes
robusta® a Chlidanthus fragrans'®. Sou¢asné byly pouzity normalni buiiky tenkého stfeva
FHS-74int k ovéteni celkové toxicity vaci zdravym bunkam. Vinorelbin, semisynteticky
vinka alkaloid, byl pouzit jako standard. Z testovanych latek prokazaly nejvétsi aktivitu vici
ob&ma nidorovym liniim alkaloidy haemanthamin, haemanthidin a lykorin'® (Tab. 5).
Protinadorova aktivita haemanthaminu a haemanthidinu je pfisuzovana pfitomnosti a-C2
5,10b-ethanového mustku ve struktufe molekuly. Tato orientace miistku se zda byt pro
cytotoxickou aktivitu dilezita (Obr. 15). Alkaloidy obsahujici ve své struktufe B-C2 mistek,

napf. krinin, ambellin, buphanamin, cytotoxické i¢inky nevykazuji'®.

R=H haemanthamin krinamin
R=0OH haemanthidin

Obrazek 14. Struktury alkaloidti haemanthaminového typu s cytotoxickou aktivitou

WOH

haemanthamin (o) krinin ()

Obrazek 15. Rozdil orientace 5,106-ethanového miustku ve struktufe haemanthaminu a
krininu
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Tabulka 5. In vitro inhibi¢ni cytotoxicka aktivita alkaloidii haemanthaminového typu vuci
dvéma nadorovym a jedné zdravé bunééné linii

Nadorové bunky Zdravé bunky
Caco-2 HT-29 FHS-74int
Latka ICso (uM) ICso (uM) ICso (UM)
Haemanthamin 0,99 +0,14 0,59 + 0,01 19,5+ 8,9
Haemanthidin 33+0,9 1,7+0,1 11,6 £0,9
Lykorin 0,99 + 0,08 1,2+ 0,0 22,7+0,1
Vinorelbin? 0,03+0,0 n.t. 4,0+0,3

4 Referentni latka
n.t. Nezméreno

Ve skuping alkaloidii pankratistatinového strukturniho typu dosahuji prozatim
nejlepsich cytotoxickych vysledkt narciklasin a pankratistatin (Obr. 16). U narciklasinu byla
prokazana indukce apoptézy u bunék lidského adenokarcinomu prsu MCF-7 a bunék
karcinomu prostaty PC-3, zatimco uc¢inek k primarnim butikam lidskych fibroblastt Ccd-25-
Lu je u narciklasinu 250x mensi’®. Protinadorové i¢inky pankratistatinu byly stanoveny
u mnoha typti malignit, napf. u karcinomu prsu, tlustého stfeva, ledvin, prostaty, leukémie,
melanomu, osteosarkomu a dal§ich’. U pankratistatinu byla zjisténa vysoka selektivita viici
nadorovym bunkam na dvou typech bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu p53-
mutovanych HT-29 a p53-wild-type HCT116 oproti zdravym fibroblastim stfeva
CCD-18Co. Pankratistatin ptsobil cytotoxicky indukci apoptdzy pouze vici nddorovym
buiikam’®. Tento jeho cytotoxicky Ucinek byl potvrzen i na bunéénych liniich karcinomu
prostaty LNCaP a DUI145, kdy byly opét zdravé lidské fibroblasty HDF zasaZeny

minimalng”’.

OH O OH O
narciklasin pankratistatin

Obrazek 16. Struktury alkaloidl narciklasinu a pankratistatinu
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3.2.3. Antimikrobialni aktivita

Mezi studované aktivity alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae patii také antimikrobialni
ucinky. V roce 2009 byl analyzovan extrakt z listi i jednotlivé izolované latky z rostliny
Crinum purpurascens’®. Alkaloidy hippadin a pratorimin (Obr. 17) a jedna steroidni
molekula (B-D-glukopyranosid sitosterolu) byly spole¢né se sumarnim extraktem podrobeny
testu vici nékolika bakteriim, které zptsobuji bfisni tyfus (Salmonella typhi, Salmonella
parathyphi B) ¢i urogenitalni infekce (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus). Tyto infekce jsou stale velmi zdvaznym
zdravotnim problémem v rozvojovych zemich. Pratorimin se ukézal jako antimikrobidlné
neaktivni. Alkaloid hippadin a steroidni molekula pak spole¢né¢ vykazaly Siroky baktericidni
i¢inek na testované bakterie’®.

Vramci fytochemické studie rostliny Amaryllis belladonna bylo izolovano
6 alkaloidl — lykorin, pankracin, vittatin, 11-hydroxyvittatin, hippeastrin a noveé zde popsany

7 (Obr. 17). Vsechny tyto alkaloidy vykazovaly

lykorinovy alkaloid amarbellisin
antimikrobidlni u¢inky. Konkrétné proti grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus
pusobil amarbellisin, pankracin, vittatin a 11-hydroxyvittatin. Gramnegativni bakterii
Escherichia coli potlacoval amarbellisin a vittatin, Pseudomonas aeruginosa pak pouze

pankracin. V§echny izolované alkaloidy ptisobily antifungalné na Candida albicans™.

lykorin pankracin
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=H vittatin hippeastrin

R=OH 11-hydroxyvittatin

amarbellisin

Obrazek 17. Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae testované na antimikrobialni aktivitu

3.2.4. Antiprotozoalni aktivita

Vyznamna je rovnéz antimalarickd aktivita nékterych amarylkovitych alkaloida.
Malérie je nej€astéji importované protozoalni onemocnéni, miZzeme se s ni setkat i v nasich
podminkach. Zptisobuje ji prvok rodu Plasmodium a §iti se kousnutim samicky komara rodu
Anopheles z jedné osoby na druhou. Nejrozsifengj$im druhem je Plasmodium falciparum®.
Lykorin a 1,2-di-O-acetyllykorin (Obr. 18) izolované z Brunsvigia littoralis vykazaly
slibnou antimalarickou aktivitu jak proti chlorochin-senzitivnim, tak 1 chlorochin-
rezistentnim kmentim P. falciparum?®'. V jiné studii®? porovnavali ptirodni alkaloidy lykorin,
haemanthamin, galanthamin a tazettin (Obr. 18) v plisobeni na P falciparum. Zatimco
lykorin a haemanthamin pisobily antimalaricky, galanthamin a tazettin pisobily velmi slabé.
Z vysledki bylo vyvozeno, Ze methylendioxybenzenova ¢ast molekuly a terciarni dusik bez
methylu prispiva k vyssi aktivité lykorinu a haemanthaminu®?.

Antiprotozoalni u€inky u jiz vySe zminéné rostliny ¢eledi Amaryllidaceae Amaryllis
belladonna zkoumali ve své praci také Tallini et al.*?. Nejvyznamnéjsich vysledkti dosahl
alkaloid 3-O-acetylhamayn (Obr. 18), ktery ptsobil silné¢ proti vSem zkoumanym
parazitickym prvokim (7rypanosoma cruzi, T. brucei rhodesiense, Leishmania donovani,

Plasmodium falciparum). Nevyhodou se ukazalo, Ze bohuzel pusobil zaroven cytotoxicky
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vici krysim myoblastim LC6, tudiz nelze tento alkaloid povazovat za selektivni

antiprotozodlni latku®?.

Ri=H, R;=H lykorin haemanthamin
Ri=Ac, Ro=Ac 1,2-di-O-acetyllykorin
OH

0O

H3CO i ”’>
N

\

OCH,

galanthamin

3-O-acetylhamayn

Obrazek 18. Alkaloidy celedi Amaryllidaceae testované na antiprotozoalni aktivitu

3.3. Rostliny rodu Nerine

Rod Nerine Herb. patii do celedi Amaryllidaceae a s poctem asi 30 druhti se tadi
mezi rozsahlejsi rody této rostlinné celedi. Jedna se o cibulovité trvalky kvetouci na podzim.
Rostliny tohoto rodu rostou prevazné endemicky v teplych oblastech jizni Afriky —
v Botswang, Lesothu, Namibii, Svazijsku a Jihoafrické Republice — tj. oblastech s letnimi
desti a chladnymi suchymi zimami®.

Cela tada druhti druhti rodu Nerine je péstovana jako okrasné rostliny vzhledem
k jejich dekorativnim riznobarevnym kvétiim, coz zaroven poskytuje prostor pro Slechténi

kultivara®,
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Cibule rostlin Nerine vyuzivaly v tradi¢ni mediciné domorodé jihoafrické kmeny
Sotho a Zulu. Ptipravovaly z nich odvary k 1écbé¢ kasle a nachlazeni, ledvinovych a jaternich
obtizi, dale ulevovaly pfi bolestech zad, ale také nasly uplatnéni pii feseni neplodnosti®’.

Z ptiblizné 30 dosud popsanych druhti rostlin Nerine bylo prozatim prostudovano
pouze 11 znich. Konkrétné¢ se jednd o druhy Nerine bowdenii, N. corusca, N. falcata,
N. filamentosa, N. filifolia, N. flexuosa, N. huttoniae, N. krigeii, N. laticoma, N. sarniensis a
N. undulata. Primarni pozornost byla vénovana studiu alkaloidt, dalsim obsahovym latkdm
jen minimaln€. Doposud bylo identifikovano nebo izolovano 53 amarylkovitych alkaloidt
ruznych strukturnich typt. Jmenovité se popsané alkaloidy fadi mezi belladinovy, krininovy,
haemanthaminovy, homolykorinovy, mesembrinovy, montaninovy a tazettinovy typ*.

Taxonomické zafazeni rodu Nerine®®

Rige: rostliny (Plantae)
Podfise: cévnaté rostliny (7racheobionta)

Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: chiestotvaré (Asparagales)
Celed”: amarylkovité (Amaryllidaceae)
Rod: Nerine

3.3.1. Nerine bowdenii

Fytochemicky nejvyznamnéj$im a nejvice prozkoumanym druhem tohoto rodu je
endemickd rostlina Nerine bowdenii W. Watson. Pochazi z provincie KwaZulu-Natal a
provincie Vychodni Kapsko v Jizni Africe, kde kvete od Unora do kvétna, na severni
polokouli pak v podzimnich mésicich®’. Jednd se o vytrvalou bylinu s podzemni cibulkou,
roste do vySky 30 — 70 cm, listy jsou uzce femenité, az 30 cm dlouhé, kvéty rostou v okoliku
na pfimém stvolu, kvétni stopky jsou lysé. Kvéty maji ndlevkovity tvar s uzkymi riZovymi

okvétnimi listky, na okraji jsou zvInéné, nazpét stocené (Obr. 19)38.

34



Obrazek 19. Nerine bowa’enii-g.é

V tomto i minulém stoleti byly provedeny rtizné studie zabyvajici se fytochemickou
strankou Nerine bowdenii. Béhem nich bylo z cibuli této rostliny izolovano a popsano
pfiblizné 30 amarylkovitych alkaloidd. VétSina znich patfi do strukturniho typu
krininového, lykorinového a belladinového®. Jako hlavni byly identifikovany ambellin,
11-O-acetylambellin, undulatin, buphanisin®’, belladin, v mensim zastoupeni pak bowdesin,
buphanidrin,  krinamin, nerbowdin®, powellin a ve stopovém mnoZstvi
6-hydroxybuphanidrin, 6-hydroxypowellin’' a ungeremin®® (Obr. 20). Né&které z téchto
alkaloidll izolované v ¢istém stavu byly podrobeny testu stanoveni inhibi¢ni aktivity vici
AChE (Tab. 6). Nejzajimav§j$i hodnota byla zjisténa u alkaloidu krininového typu
undulatinu s hodnotou ICso 37 uM® a lykorinového alkaloidu ungereminu s ICso 0,35 pM>8.
Ungeremin je viak molekula kvartérni povahy, tudiZ jeji piestup pfes HEB je minimalni’®,

Vramci studie zroku 2011 byla publikovana prace'’, kterd popisuje detekci
22 molekul v alkaloidnim extraktu z cibuli N. bowdenii, z nichz 19 bylo identifikovano
pomoci GC/MS. V tomto vzorku mély nejvétsi pomérné zastoupeni alkaloidy belladin,
ambellin a N-demethylbelladin (Obr. 20). Pravé belladin a N-demethylbelladin zde byly
prvné popsany jako obsahova latka N. bowdenii. Celkovy alkaloidni extrakt vykazoval
zajimavou anticholinesterasovou aktivitu vici lidské sérové BuChE (ICso = 14,8 +
1,1 pg/ml).

Podrobnd fytochemickd studie uvefejnéna vroce 2016 vedla kizolaci
22 amarylkovitych alkaloidii ziskanych z Cerstvych cibuli N. bowdenii. Tyto alkaloidy patii
do strukturniho typu belladinového, krininového, haemanthaminového, lykorinového a

tazettinového. V této praci byly poprvé popsany 2 alkaloidy belladinového typu 6-O-
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demethylbelladin a 4'-O-demethylbelladin (Obr. 20). Vedle samotné izolace alkaloida
v Cistém stavu se studie vénovala u latek ziskanych v dostate¢ném mnozstvi stanoveni
biologickych aktivit — inhibi¢ni aktivit¢ vici lidské AChE a BuChE a POP. Dale jsou zde
uvedeny vysledky screeningu cytotoxickych uc¢inki dosud netestovanych alkaloidii na
pS3-mutované lidské bunécné linie kolorektalniho karcinomu tlustého stieva Caco-2 a
HT-29. Soucasn¢ byly pouzity normalni buniky tenkého stfeva FHS-74int k ovéfeni celkové
toxicity k nenddorovym buitkkam. Zajimavé vysledky vykazal krininovy alkaloid buphanisin.
Z testovanych alkaloidli pak nejlepsi aktivitu viici HuAChE vykazaly krininové alkaloidy
undulatin a powellin, vii¢ci HuBuChE 4'-O-demethylbelladin a POP nejlépe inhiboval 4'-O-
demethylbelladin, buphanidrin a 1-O-acetyllykorin.

0)

OCHj;
R1=0OH, R,=0OCH3, R3=CH3 ambellin undulatin
Ri=0Ac, R-=OCH3, R3=CH3 11-O-acetylambellin
Ri=H, R,=OCH3, R3=CH3 buphanidrin
Ri=H, R»=H, R3=CH3 buphanisin
Ri=H, R,=0OCH3, Rs=H powellin
R, OAc

H;CO
:I:::I\V/N
R \

‘ R, OCH,
R;=0CH3s, R,=0OCH3, R3=CH3 belladin bowdesin
Ri=OCHj3;, R,.=OCH3, R3=H N-demethylbelladin
R1=0OH, R>=OCH3s, R3=CH3; 4'-O-demethylbelladin
R1=OCH3, R,=0OH, R3=CH3 6-O-demethylbelladin
Obrazek 20. Struktury vybranych alkaloidl izolovanych z N. bowdenii
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3.3.2. Dalsi rostliny rodu Nerine
Nerine filifolia

N. filifolia Baker je vytrvala cibulovitd bylina se stalezelenymi tenkymi listy a
Cetnymi stvoly, které nesou 8 — 10 kvétad svétle rizové nebo Cervené barvy. Tento druh
pochazi z Vychodniho Kapska, Mpumalanga a Svazijska®.

GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z éerstvych cibuli N. filifolia z roku 2012°
uvadi 7 amarylkovitych alkaloidii, resp. 6 znich bylo identifikovano jako masonin,
N-demethylmasonin, karanin, lykorin, krinin, acetylkaranin a O-methylodulin (Obr. 21).
Jeden alkaloid se podle hmotnostniho spektra nepodafilo identifikovat a miize se tak jednat
o novou doposud nepopsanou latku. V alkaloidnim vzorku ptevazoval homolykorinovy
strukturni typ.

Fytochemickou studii uvefejnénou v roce 2014% bylo ztéto rostliny izolovano
8 amarylkovitych alkaloidi. Hlavnimi slozkami byly belladin, 11-O-acetylambellin a
undulatin, v mens$im zastoupeni pak ambellin a 6a-methoxybuphanidrin (Obr. 21). Jako
pfirodni  produkty byly vtéto praci prvné popsdny N-demethylbelladin,
6a-methoxybuphanidrin a filifolin (11-O-nikotinylambellin) (Obr. 21)

V N. filifolia bylo v ramci jiné studie zji§téno i malé mnozstvi galanthaminu®’.

R=CH3 masonin R=H karanin

R=H N-demethylmasonin R=Ac acetylkaranin

~OCH;

OCH; OCHj

OCH,

O-methylodulin 60-methoxybuphanidrin
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OCH,

filifolin
Obrazek 21. Struktury vybranych alkaloidl izolovanych z M. filifolia

Nerine huttoniae

N. huttoniae Schonland je vytrvaly druh s velkymi cibulemi a stdlezelenymi,
dlouhymi, tenkymi, lesklymi, tmavé zelenymi listy. Kvete v 1été. Roste v zapadni ¢asti
provincie Vychodni Kapsko®*.

V ramci rozsdhlého screeningu rostlin Celedi Amaryllidaceae vykazal sumarni
extrakt N. huttoniae zajimavou inhibi¢ni aktivitu viici AChE. Z tohoto extraktu byly poté
izolovény 4 alkaloidy — lykorin, tazettin, oxokrigenamin a dale 6-O-methylkrigein (Obr. 22),
ktery byl viitbec prvné identifikovan v ¢eledi Amaryllidaceae. Zatimco 6-O-methylkrigein
neprojevil Zadnou aktivitu vic¢i AChE, oxokrigenamin vykéazal hodnotu ICso 34 +

11 pg/ml®.

OCH,

oxokrigenamin 6-O-methylkrigein

Obrazek 22. Struktury vybranych alkaloidl izolovanych z N. huttoniae

Nerine filamentosa

N. filamentosa W. F. Barker je stilezeleny vytrvaly druh rostouci v malé oblasti
Vychodniho Kapska’.

Vroce 2012 byla publikovana studie®®, kterd se zabyvala GC/MS analyzou
alkaloidniho extraktu z Cerstvych cibuli N. filamentosa za GCelem identifikace jednotlivych

slozek a stanoveni jeho inhibi¢ni aktivity vici cholinesterasam. Sumadrni extrakt vykazal pro
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AChE hodnoty ICso 21.6 = 1,1 pg/ml a pro BuChE ICso 13,0 = 0,7 pg/ml. Ve vzorku
dominovaly tfi alkaloidy krininového typu — undulatin, buphanamin, ambellin, a jeden

alkaloid lykorinového typu — acetylparkamin (Obr. 23).

HO,,

OCHj,

buphanamin acetylparkamin

Obrazek 23. Struktury vybranych alkaloidl izolovanych z N. filamentosa

Nerine undulata

N. undulata (L.) Herb. roste v oblasti Vychodniho Kapska a produkuje velmi jemné
pavoukovité kvéty”’.

Fytochemické analyzy vedly kidentifikaci a izolaci lykorinu, ambellinu,
undulatinu®®, dale buphanaminu, buphanidrinu, bowdensinu, krinamidinu a flexininu®’

(Obr. 24).

OCH,

krinamidin flexinin

Obrazek 24. Struktury vybranych alkaloidii izolovanych z N. undulata

Nerine sarniensis

N. sarniensis (L.) Herb. je povazovana za ziejmé nejkrasnéj$i druh tohoto rodu.

Pochézi z oblasti Zapadniho Kapska!®.
Alkaloidni spektrum tohoto druhu zistava prozatim ptevazné neprobadéano, presto

z n¢j jiz byly izolovany amarylkovité alkaloidy tazettin, nerinin, lykorin, 3-epimakronin a

sarniensin'®"1%2 (Obr. 25).
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3-epimakronin sarniensin

Obrazek 25. Struktury vybranych alkaloidl izolovanych z N. sarniensis
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a vybaveni pouzité pri izolaci a identifikaci alkaloidu
z Nerine bowdenii

4.1.1. Rozpoustédla
Aceton p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Me2CO)
Benzin 1ékai'sky RN vyhovujici CL 2009 a CSN 656544 (Ing. Svec — Penta, Praha)
Cyklohexan &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C¢Hi2, cHx)
Diethylether p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et,0)
Ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)
Ethylacetat &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)
Chloroform ¢&. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl5)
Chloroform deuterovany pro NMR analyzu — chloroform-d 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CDCls)
Methanol p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (MeOH)
Methanol deuterovany pro NMR analyzu — methanol-ds atom % D (Sigma Aldrich,
Praha) (CD;0OD)
Toluen p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsCHs, To)

4.1.2. Chemikalie
Amoniak vodny roztok 22 —25% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4sOH)
Diethylamin p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (E,OH, DEA)
Dusi¢nan bismutity zasadity p.a. (Lachema, Brno) (BiNO3(OH),.BiO(OH))
Hydroxid sodny &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)
Chlorid rtutnaty p.a. (Fischer Scientific, Pardubice) (HgCl)
Jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)
Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)
Kyselina sirova 96% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (H2SO4)
Kyselina vinnd p.a. (Balex, Pardubice) (C4HsOs)
Uhli¢itan sodny bezvody ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaxCOs)
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4.1.3. Chromatografické adsorbenty
A1l: Oxid hlinity (Al2O3) pro sloupcovou chromatografii neutralni, 63 — 200 pm;
Across (Lach-Ner, Neratovice), deaktivovany 6 % vody
A2: Silica gel 60 GF2s4 (Merck Millipore, Praha); 20 x 20 cm, komer¢ni hlinikova
deska s vrstvou silikagelu pro analytickou TLC, tloustka vrstvy 0,2 mm
A3: Silica gel 60 GF2s4 (Merck Millipore, Praha) na piipravu desek pro preparativni
TLC

4.1.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S1: cHx:EtOAc:DEA (5:4:1)
S2: cHx:Aceton:NH4OH (30:60:2)
S3: To:DEA (99:1)

4.1.5. Detekéni Cinidla

Dragendorffovo &inidlo modifikované podle Muniera'®

- roztok A byl ptipraven rozpusténim 1,7 g dusi¢nanu bismutité¢ho zasaditého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody

- roztok B byl ptipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody

- zasobni roztok byl ziskédn smisenim roztoki A a B v poméru 1:1

- ¢inidlo pro analyzu bylo pfipraveno rozpusténim 5 ml kyseliny vinné v 50 ml vody
a 5 ml zasobniho roztoku

- zasobni roztok i ¢inidlo byly uchovavany v lednici pti 4 °C

Mayerovo ¢inidlo

- vzniklo rozpusSténim 5 g jodidu draselného ve 30 ml vody, k tomuto roztoku bylo
pfidano 1,35 g praskového chloridu rtutnatého a bylo michéno do rozpusténi vzniklé
srazeniny

- ¢inidlo bylo uchovavano v lednici pii 4 °C

4.1.6. Pomocny material
Ktemelina (Sigma Aldrich, Praha) (S10»)
Silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)
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Siran sodny bezvody p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na>SO4)
Vata

4.1.7. Pristroje
pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)
Plynovy chromatograf Agilent 7890A GC 5975 spojeny s hmotnostnim
spektrometrem (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)
Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)
Spektrometr VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)
Ultrazvukova lazeni Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114 vybavena vodni ldzni Buchi Waterpath
B-480 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland)
Vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,
Schwabach, Germany)

4.2. Material a vybaveni pouzité ke stanoveni biologickych aktivit

4.2.1. Chemikalie
10mM acetylthiocholin jodid p.a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChI)
Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha) (C20Hi1sNO4Cl)
10mM butyrylthiocholin jodid p.a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)
Diethylether p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et,O)
Dihydrogenfosforec¢nan draselny bezvody p.a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)
Dihydrogenfosforeénan sodny p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaH,PO4.2H,0)
Dimethylsulfoxid p.a. (Sigma Aldrich, Germany) (DMSO)
Dioxan p.a. (Lach-Ner, Neratovice) (C4HgO»)
SmM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha)
(DTNB)
Ethylacetat &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)
Galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., People Republic
of China) (C17H21NO3)
Hydrogenfosfore¢nan sodny bezvody p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na;HPOx)
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Chlorid draselny p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (KCI)

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

Z-Gly-Pro-p-nitroanilid > 99% (Sigma Aldrich, Praha) (C13H16N4O4)
Z-Pro-prolinal > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (C1sH22N204)

4.2.2. Pufry

SmM fosfatovy pufr pH 7.4

- ptipraveny smichdnim 57 ml roztoku A s 283 ml roztoku B a 300 ml vody
- roztok A: 10mM roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného

(1,20 g NaH,PO4.2H>0 v 1 I roztoku)

- roztok B: 10mM roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného

(1,42 g NaHPO4 v 1 1 roztoku)

SmM fosfatovy pufr pH 7.4 obsahujici 150 mM NaCl

- 8,766 g chloridu sodného bylo rozpusténo v SmM fosfatovém pufru pH 7,4 do
objemu 1000 ml

100mM fosfatovy pufr pH 7.4

- ptipraveny smichdnim 57 ml roztoku A s 243 ml roztoku B a 300 ml vody
- roztok A: 200mM roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného

(24,0 g NaH,P0O4.2H>0 v 1 1 roztoku)

- roztok B: 200mM roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného

(28,4 g Na,HPO4 v 1 I roztoku)

PBS: 100mM Na/K fosfatovy pufr pH 7.4 obsahujici 137 mM NaCl a 2.7 mM KCI

- pfipraveny smichanim 20 ml roztoku A se 100 ml roztoku B

- roztok A: 0,68 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 1,50 g chloridu sodného
bylo spole¢né rozpusténo ve 100 ml vody

- roztok B: 0,89 g dihydrofosfore€nanu sodné¢ho a 1,50 g chloridu sodného bylo

spole¢né rozpusténo ve 100 ml vody
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4.2.3. Pristroje
Microplate ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,
USA)
Odstredivka Avanti J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California,
USA)
Odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)
Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (Bio-Tek Instruments,
Inc., Winooski, Vermont, USA)
Statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA, 2006)

4.3. VSeobecné postupy

4.3.1. Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pied pouzitim precisténa predestilovanim. Nejprve byl zachycen
ptedek (cca 5 %, vétsinou s vodnym azeotropem) a poté bylo vydestilovano zbylych cca
90 % rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych sklenénych nadobach.

Sumarni ethanolové extrakty pro izolaci alkaloidi byly odpafeny na poloprovozni
odparce Laborota 20 Heidolph na vodni lazni pii 50 °C za snizeného tlaku.

Odpatovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce Buchi

Rotavapor R-114 vybavené vodni 1azni Buchi Waterpath B-480 pii 45 °C za sniZzeného tlaku.

4.3.2. SuSeni a skladovani
Suseni alkaloidnich extraktt, frakci i chemicky cistych latek probihalo ve vakuovém
exsikatoru (vakuum cca 1,33 kPa) nad suSicimi perlami silikagelu po dobu minimalné

24 hodin. Po vysuSeni byly uchovavany v lednici pii teploté 2 — 8 °C.

4.3.3. Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provedena systémem stupiiovité eluce na oxidu
hlinitém neutralnim deaktivovanym 6 % vody. Suspenze adsorbentu v rozpoustédle byla
nalita do chromatografické kolony obvyklym zplisobem. Na povrch sloupce byl nanesen

vzorek rozpustény v malém mnozstvi rozpoustédla.
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4.3.4. Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna vzestupné v systému normalnich
komor, které byly pfedem nasyceny mobilni fazi. Syceni komor trvalo 20 minut.
Chromatogramy byly detekovany pod UV (A = 254 a 366 nm) a jednotlivé zény byly
oznaceny preparativni jehlou. Zony se stejnym Rf u vSech desek byly vyskrabany, spojeny
a smichany se stejnym objemovym mnozstvim kiemeliny nebo oxidu hlinitého a v koloné

promyvany smési CHCI3:EtOH (1:1).

4.3.5. Detekce alkaloid

Ptitomnost alkaloidii ve vodné fazi byla pii piipravé alkaloidniho extraktu
dokazovana pomoci Mayerova ¢inidla. Po okyseleni roztoku pomoci HCl na pH 2 — 3 a
pfidani 1 — 2 ml vody bylo k roztoku pfiddno nékolik kapek ¢inidla. V ptipadé pfitomnosti
alkaloidl vznikla v roztoku bil4 srazenina.

Kontrolni chromatogramy frakci ze sloupcové chromatografie i preparativni TLC
byly detekovany nejprve pod UV (A = 254 a 366 nm), viditelné zény oznaceny a poté
posttikany Dragendorffovym cinidlem. Po odvétrani Cinidla vzniklo v pfipad€ pfitomnosti

alkaloid intenzivni oranzové zbarveni.

4.4. Extrakce a izolace alkaloidu z Nerine bowdenii

4.4.1. Puvod drogy

Cerstvé cibule rostliny Nerine bowdenii W. Watson byly pofizeny u komeréniho
prodejce Lukon-Glads a.s. (Sadska, Ceskd republika). Verifikaci provedl prof. RNDr.
Lubomir Opletal, CSc. Vzorek drogy byl uloZen v herbaii na Katedie farmaceutické
botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod ¢islem CUFPH-16130/AL-254.

4.4.2. Zpracovani alkaloidniho extraktu
Alkaloidni extrakt byl pfipraven Mgr. Ninou Vanéfkovou, Ph.D. v ramci jeji
disertaéni prace!®. Predmétem piedlozené rigordzni prace bylo zpracovani frakce 9, 16, 41

za ucelem izolace Cistych alkaloida.
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4.4.3. Zpracovani frakce 9

0,0957 g vzorku bylo rozpusténo v CHCIl3, naneseno na 5 desek velikosti 20 x 10 cm
a nasledné podrobeno preparativni TLC na tenkych vrstvach SiO». Vyvijeni desek probihalo
v soustavé S2 vzdy dvakrat. Na zakladé UV detekce byly z desek vypreparovany dveé zony
oznacené 9A a 9B (Obr. 26). Obé zény byly piecistény od mechanickych necistot filtraci
pies vrstvu SiO> promytim smési CHCl3:EtOH (1:1). Po odpateni rozpoustédla a krystalizaci
byl vzorek 9A (0,0778 g) podroben strukturni analyze. Vzorek 9B (0,0150 g) byl ulozen pro

ptipadné dalsi zpracovani.

<l |

<= | B

Obrézek 26. Preparativni TLC frakce 9

4.4.4. Zpracovani frakce 16

Vzorek o hmotnosti 0,1043 g byl rozpustén v CHCI3 a nanesen na 4 tenké desky Si0»
velikosti 20 x 10 c¢m, jeZ byly podrobeny preparativni TLC. Tyto desky byly vyvijeny vzdy
tiikrat v soustavé S3. Pomoci UV detekce byly z desek ziskany dvé zony oznacené 16A a
16B (Obr. 27), které byly jednotlivé preciStény od mechanickych necistot filtraci pres
kolonu. Zona 16A byla po promyti stacionarni faze smési CHCl3:EtOH (1:1) ptecisténa pies
vrstvu Si02, zéna 16B pies vrstvu AloOs. Po odpafeni rozpoustédel a krystalizaci byly

jednotlivé ¢isté latky 16A (0,0639 g) a 16B (0,0373 g) podrobeny strukturni analyze.

Obrazek 27. Preparativni TLC frakce 16
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4.4.5. Zpracovani frakce 41

Vzorek o hmotnosti 0,8710 g byl rozpustén v CHCI; a nanesen na 25 sklenénych
desek 15 x 15 cm s vrstvou SiOs. Desky byly podrobeny preparativni TLC v soustavé S1,
vyvijeny byly dvakrat. Na zdkladé UV detekce a detekce pomoci Dragendorffova c¢inidla
byly z desek vypreparovany 4 zoény (41A — 41D; Obr. 28). Stacionarni faze téchto zon byly
precistény filtraci pres vrstvu Al,Os. K promyti byla pouzita smés CHCI3:EtOH (1:1).

Zo6na 41C se jevila pod UV detekci jako smés vice latek, proto byla podrobena dalsi
separaci za ucelem oddéleni jednotlivych alkaloidi. Zbylé zony nebyly vramci této

rigordzni prace dale zpracovavany.

A
B

C - zéna podrobend dalsi analyze

D

Obrézek 28. Preparativni TLC frakce 41

4.4.5.1. Zpracovani podfrakce 41C

0,4890 g ptecisténého a vysusené¢ho vzorku bylo rozpusténo v CHCl; a separovano
pomoci preparativni TLC na 9 sklenénych deskach SiO; 15 x 15 cm. Desky byly vyvinuty
jednou v soustavé S2. Na zdklad€ detekce pomoci UV lampy byly izolovany dvé zony
oznacen¢ jako 41C1 a 41C2 (Obr. 29).

Po odpateni rozpoustédla a krystalizaci byl vzorek 41C1 (0,3581 g) podroben
strukturni analyze. Vzorek 41C2 (0,0949 g) byl uloZen pro ptipadné dalsi zpracovani.

-

.= =] C2

Obrazek 29. Preparativni TLC podfrakce 41C



Na zaklad¢ porovnavaci TLC provedené v soustavach S1 a S2 byly vzéjemné spojeny

zony 9A s 41C1 a 9B s 41C2.

4.5. Strukturni identifikace izolovanych latek

4.5.1. EI-MS analyza (hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci)

Identifikace ziskanych alkaloidG z rostliny N. bowdenii byla provedena pomoci
plynového chromatografu spojenym s hmotnostnim spektrometrem Agilent 7890A GC
5975. Analyza probihala v EI rezimu pouzitim kolizni energie 70 eV. K separaci
jednotlivych slozek byla pouzita kolona typu HP-5. Teplotni program byl 100 — 180 °C
s nartstem 15 °C/min, 1 min na 180 °C, 180 — 300 °C pifi 5 °C/min a po dobu 5 min na
300 °C, skala detekce m/z 40 — 600. Pritok nosného plynu (helium) byl 0,8 ml/min. Teplota
pii nasttiku vzorku byla 280 °C, teplota detektoru 200 °C. Alkaloidy byly rozpustény
v MeOH (1 mg/ml) a nasttik byl proveden v split modu v poméru 1:10.

Jednotlivé alkaloidy byly identifikovany na zaklad€ porovnani ziskanych spekter se
zndmymi spektry uvefejnénymi v NIST knihovné (National Institute of Standards and
Technology Library, USA), s daty publikovanymi v odborné literatufe nebo s referencnimi
spektry alkaloidi, které byly jiz dfive izolované a identifikované v ramci vyzkumu pracovni

skupiny ADINACO.

4.5.2. NMR analyza

NMR spektra byla méfena na spektrometru VNMR S500 s pracovni frekvenci
499,87 MHz pro 'H a 125,70 MHz pro "“H jadra. Méfeni byla provadéna
v deuterochloroformu pii 25 °C. K ozatfovani a detekci signalu byla pouzita OneNMR sonda,
Sirokopasmova dvoukanalova gradientni sonda s regulaci teploty.

Hodnoty chemickych posunti 6 jsou udany v parts per million (ppm), v prostiedi
CDCl; byly & = 7,26 ppm pro 'H atomy a & = 77,00 ppm pro '>C atomy. Naméfena data jsou
ve vysledcich uvadéna v poradi: chemicky posun (), integrovand intenzita 'H NMR spekter,
multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet, dd = dublet dubleti, m = multiplet,

bs = Siroky singlet) a interak¢ni konstanta J (Hz).
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4.5.3. Opticka otacivost
Opticka otacivost byla méfena na polarimetru P3000. Latky byly rozpustény
v CHCls. Specifické otacivost byla dopocitana dle vzorce:

t_ 100 x a
[a]D cxl
t — teplota méfeni

D — linie sodikového svétla A = 589,3 nm
o — nameétend otacivost [°]
¢ — koncentrace méteného alkaloidu [g/100 ml]

1 — délka kyvety [dm]

4.6. Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity izolovanych alkaloidi

Mgéfeni cholinesterasové inhibicni aktivity bylo provedeno na Katedie farmaceutické
botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc.
Podrobny popis metody je uveden v nasledujici literatute (Cahlikova et al., 2011)%.

Pro stanoveni hodnoty ICsp byla pouZita modifikovand Ellmanova
spektrofotometricka metoda s pouzitim 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)!'%°.
Hodnoty ICso (koncentrace testované latky, ktera je schopna inhibovat cholinesterasu
z 50 %) byly vypocitdny z naméfenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE
nelinearni regresi v programu GraphPad Prism.

% I (inhibice) bylo pocitano dle vzorce:

A Ay
% 1= 100 —|100 XU

Sa

kde AAsi je nartst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa. je nartst absorbance
meétfeného vzorku.
Zjisténa inhibi¢ni aktivita ICso AChE a BuChE pro jednotlivé latky byla porovnana

s hodnotami ICso zndmych referencnich latek.

4.7. Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi vici prolyl
oligopeptidase

M¢éfteni inhibi¢ni aktivity vici POP bylo provedeno ve spolupraci s Katedrou
toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kréalové

Univerzity obrany v Brné. Stanoveni provedla Mgr. Martina Hrabinova. Podrobny popis
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metody je mozno nalézt v nasledujici literatufe (Cahlikova et al., 2015)'%.

Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla méfena pomoci spektrofotometrické metody
za pouziti Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu jako substratu a byla vyjadiena jako ICso (koncentrace
testované latky, ktera vyvold 50% POP inhibici). Zjisténé hodnoty ICso byly porovnany

s ICso referen¢nich latek.

4.8. Stanoveni cytotoxické aktivity izolovanych alkaloidii

Izolovan¢ alkaloidy byly podrobeny testu stanoveni cytotoxicity na dvou nadorovych
(Caco-2, HT-29) a jedné zdravé (FHS-74int) bunécné linii stievniho epitelu. Méfeni
cytotoxické aktivity provedl Ing. Ivo Doskocil, Ph.D. z Katedry mikrobiologie, vyzivy a
dietetiky Fakulty Agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemédglské
univerzity v Praze. Pfesny popis metody je uvedeny v nasledujici literatutre (Doskocil et al.,

2015)'8,
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5. VYSLEDKY

Na zékladé¢ MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou byly izolované latky
identifikovany jako undulatin, buphanidrin a 1-O-acetylbulbisin.

5.1. Strukturni studie undulatinu

Struktura izolované latky byla uréena na zakladé interpretace 'H- a '>°C-NMR spekter,
MS spekter, optické otaCivosti a porovnanim téchto dat s daty v literatufe jako undulatin,

alkaloid patfici do krininového strukturniho typu Amaryllidaceae alkaloid!'?’ (Obr. 30).

Obrazek 30. Struktura undulatinu

MS studie undulatinu (EI-MS)
EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int) 331(100), 316(6), 302(9), 300(6), 286(20), 272(5),
260(18), 258(40)

NMR studie undulatinu
TH-NMR (499.9 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):
6.62 (1H, s, H-10), 5.89 (1H, d, J=1.5 Hz, overlapped, OCH20), 5.88 (1H, d, J=1.5
Hz, overlapped, OCH-0), 4.27 (1H, d, J=17.6 Hz, H-6), 4.00-3.97 (1H, m, H-3), 3.98
(3H, s, C7-OCH3), 3.79 (1H, d, J=17.6 Hz, H-6), 3.75 (1H, d, J/=3.4 Hz, H-1), 3.43
(3H, s, C3-OCH3), 3.33 (1H, dd, J=3.4, 2.4 Hz, H-2), 3.28 (1H, ddd, J=12.8,
10.9, 4.7 Hz, H-12), 3.14 (1H, dd, J=13.6, 3.3 Hz, H-4a), 2.85 (1H, ddd,
J=12.8, 9.1, 5.8 Hz, H-12), 2.43 (1H, ddd, J=12.5, 10.9, 5.8 Hz, H-11), 2.04
(1H, ddd, J=12.5, 9.1, 4.7 Hz, H-11), 1.91 (1H, brd, J=13.8 Hz, H-4), 1.42
(1H, ddd, J=13.8, 13.6, 3.0 Hz, H-4)
I3C-NMR (125.7 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):
148.4 (s, C-8), 141.0 (s, C-10), 138.2 (s, C-9), 133.5 (s, C-6a), 117.9 (s, C-10a),
100.7 (t, OCH20), 96.4 (d, C-7), 74.6 (d, C-3), 61.4 (d, C-4a), 59.1 (q, OCH3), 58.3,
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57.7, 55.0, 53.5, 52.4 (C-1,2,6,12 a OCH3), 41.7 (s, C-10b), 38.7 (t, C-11), 24.7 (t,
C-4).
Opticka otacivost undulatinu

[0]*p=-15,1° (c=0,1, CHCLs)

5.2. Strukturni studie buphanidrinu

Struktura izolované latky byla uréena na zakladg interpretace 'H- a '>*C-NMR spekter,
MS spekter, optické otacivosti a porovnanim téchto dat s daty v literatuie jako buphanidrin,

alkaloid krininového strukturniho typu!®’ (Obr. 31).

OCH,

Obrazek 31. Struktura buphanidrinu

MS studie buphanidrinu (EI-MS)
EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int) 315(100), 300(32), 284(40), 272(10), 260(45), 245(63),
231(25), 215(22), 202(25).

NMR studie buphanidrinu
"H-NMR (499.9 MHz, §, CDCls, 25 °C):
1.60 (1H, ddd, J=4.0, 13.5, 13.5 Hz, H-4p), 1.99 (1H, ddd, J = 6.0, 10.5, 12.5 Hz,
H-11exo), 2.20 (1H, ddd, J = 4.0, 9.0, 12.5 Hz, H-11endo), 2.46 (1H, brd, J = 13.5
Hz, H-4a), 2.99 (1H, ddd, J = 6.0, 9.0, 13.0 Hz, H-12endo), 3.29 (3H, s, 3-OMe),
3.50 (1H, dd, J = 3.5, 13.5 Hz, H-4a), 3.64 (1H, m, H-12ex0), 3.77 (1H, m, H-3),
3.92 (3H, s, 7-OMe), 3.95 (1H, d, J = 17.0 Hz, H-6pB), 4.35 (1H, d, J=17.0 Hz, H-
6a), 5.81-5.82 (2H, 2d, J = 1.5 Hz, OCH;0), 5.95 (1H, dd, J = 5.0, 10.0 Hz, H-2),
6.42 (1H, d, J=10.0 Hz, H-1), 6.50 (1H, s, H-10).
I3C-NMR (125.7 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):
148.2 (s, C-9), 140.8 (s, C-7), 138.6 (s, C-10a), 133.4 (s, C-8), 132.1 (d, C-1), 125.5
(d, C-2), 115.8 (s, C-6a), 100.6 (t, OCH20), 96.9 (d, C-10), 72.2 (d, C-3), 62.8 (d, C-
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4a), 59.1 (g, 7-OMe), 58.1 (t, C-6), 56.5 (q, 3-OMe), 53.3 (t, C-12), 44.3 (s, C-10b),
43.4 (t, C-11), 28.0 (t, C-4).
Opticka otacivost buphanidrinu

[0]*p=19,0° (c=0,3, CHCl)

5.3. Strukturni studie 1-O-acetylbulbisinu

Struktura izolované latky byla uréena na zakladg interpretace 'H- a '>*C-NMR spekter,
MS spekter, optické otacCivosti a porovnanim téchto dat s daty v literatuie jako 1-O-

acetylbulbisin, alkaloid krininového strukturniho typu!® (Obr. 32).

Oﬁ,CH3 -

OCH,

Obrazek 32. Struktura 1-O-acetylbulbisinu

MS studie 1-0O-acetylbulbisinu (EI-MS)
EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int) 361(100), 318(16), 314(24), 272(35), 254 (30), 231(20),
202(20).

NMR studie 1-0-acetylbulbisinu
'TH NMR (499.9 MHz, 6, CDCI3, 25 °C):
1.67 (1H, dd, J>=2.9, J3=14.2, H-30), 1.81 (1H, dd, J>=3.2, J3=12.5, H-4p), 2.01
(1H, m, H-40), 2.02 (1H, m, H-3B), 2.23 (2H, m, H-11endo), 3.44 (1H, dd, J>= 7.3,
J3=10.3, H-12endo), 3.49 (1H, m, H-11exo0), 3.82 (1H, dd, J>=5.5, J3=12.5, H-4a),
3.94 (1H, dd, J>= 3.8, J3= 11.0, H-12ex0), 4.04 (3H, s, MeO-7), 4.31 (1H, d, J=
16.0, H-6B); 4.34 (1H, brdd, J>= 3.9, J;= 5.8, H-2a), 4.57 (1H, d, J= 16.0, H-60),
5.13 (1H, d, J=3.9, H-1), 5.93 (2H, s, OCH20), 6.31 (1H, s, H-10).
13C NMR (125.7 MHz, §, CDCls, 25 °C):
171.9 (s, Ac-CO-1), 151.5 (s, C-9), 141.6 (s, C-7), 139.2 (s, C-10a), 135.6 (s, C-8),
111.0 (s, C-6a), 102.9 (t, 8-OCH20-9), 98.6 (d, C-10), 76.0 (d, C-1), 69.5 (d, C-4a),
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66.0 (d, C-2), 60.0 (q, MeO-7), 56.8 (t, C-6), 53.0 (t, C-12), 35.6 (t, C-11), 28.3 (t,
C-3),21.3 (q, Ac-CH3-1), 19.2 (t, C-4).
Opticka otacivost 1-O-acetylbulbisinu
[0]*p=21,3° (c=0,1, CHCI5)

5.4. Inhibié¢ni aktivita viici HuAChE, HuBuChE, POP

Izolované alkaloidy byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vaci lidské erytrocytarni
acetylcholinesterase (HuAChE) a sérové butyrylcholinesterase (HuBuChE). Tyto alkaloidy
byly rovnéZ podrobeny testu na stanoveni inhibi¢ni aktivity vi¢i POP. Vysledky jsou

uvedeny v nésledujici tabulce (Tab. 6).

Tabulka 6. In vitro inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidi vii¢i HuAChE, HuBuChE, POP

Latka ICs0* HuAChE ICs0® HuBuChE ICs0® POP
(uM) (uM) (mM)
Undulatin 23,5+1,2 > 1000 1,97 £0,12
Buphanidrin 72,6 £8,2 > 1000 0,37 £ 0,04
1-O-Acetylbulbisin 84,8+ 11,0 481,7 + 84,1 2,45+0,21
Galanthamin® 1,7+0,1 423 +1,3 > 100
Berberin® - - 0,14 £0,02

? Kazdé méteni bylo opakovano trikrat
b Referencni latka

5.5. Cytotoxicka aktivita vii¢i dvéma bunéénym liniim kolorektilniho
karcinomu tlustého stifeva a bunéc¢né linii normalnich stirevnich
bunék

Dva ze tii izolovanych alkaloidd, undulatin a 1-O-acetylbulbisin, byly podrobeny
testu na jejich cytotoxickou aktivitu vaci lidskym pS53-mutovanym bunéénym liniim
kolorektalniho karcinomu tlustého stfeva Caco-2 a HT-29 a bunécné linii normdlnich

sttevnich bunék FHS-741int. Ziskané idaje jsou uvedeny v nésledujici tabulce (Tab. 7)
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Tabulka 7. In vitro inhibi¢ni cytotoxicka aktivita izolovanych alkaloidii vici dvéma
nadorovym a jedné zdravé bunééné linii

Nadorové bunky Zdravé bunky
Caco-2 HT-29 FHS-74int
Latka ICs0® (UM) ICs0® (UM) ICs0" (uM)
Undulatin 51,7+ 1,1 53,4+22 70,4 £ 6,8
1-O-Acetylbulbisin 334+29 479+1,6 61,3+8.8
Vinorelbin® 0,03+£0,0 n.t. 4,0+0,3

? Kazd¢ méteni bylo opakovano ttikrat
b Referené¢ni latka
n.t. Nezméreno
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6. DISKUZE A ZAVER

Vlivem vyvoje védy a techniky, v¢etné oblasti mediciny a zdravotnické péce, dochazi
ke zvySovani zivotni trovné lidi, a tim také k prodluzovani délky zivota. Toto zaroven
prispiva k vysSimu riziku rozvoje neurodegenerativnich poruch, mezi které¢ se tadi i1
Alzheimerova choroba. Kazdy rok je celosvétové diagnostikovano piiblizné 4,6 miliont

novych pfipadd této nemoci'®”

, coz s sebou nese enormni finan¢ni naklady a AD se tak
za¢ina stavat zavaznym problémem pro veiejné zdravotnictvi’. Etiopatogeneze AD neni do
dnesniho dne dostate¢né objasnéna, proto soucasna lécba fesi pouze symptomaticky deficit
acetylcholinu zvy$enim jeho dostupnosti inhibici centralnich cholinesteras®’. U pacientii
s AD neni postizen pouze cholinergni systém. Dochazi také ke katecholaminergni,
glutamatergni a serotoninergni neurotransmiterové dysfunkci''®. Pfesto, kromé v praxi
vyuzivaného N-methyl-D-aspartatového inhibitoru memantinu, jsou hlavni vyuZivanou
terapeutickou skupinou pravé inhibitory AChE, konkrétné¢ donepezil, galanthamin a
rivastigmin’.

V souvislosti s uvedenim galanthaminu na farmaceuticky trh se zvysil zajem
o obsahové latky rostlin ¢eledi Amaryllidaceae a jejich strukturné jedine¢né sekundarni
metabolity, amarylkovité alkaloidy®. Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou zndmé svym
Sirokym spektrem biologickych ucinkti. Soucasny vyzkum se zamétuje hlavné na vyuziti
amarylkovitych alkaloidii v 1é¢bé nadorovych onemocnéni, predev$im diky jejich velké
selektivité k nddorovym bunikam. Nadale je v souvislosti s AD vénovana pozornost inhibic¢ni
aktivité¢ vici lidskym cholinesterasam a dal$im potencidlnim cilim vyuZzitelnym v terapii
této choroby (POP, GSK-3p)!*.

Na zakladé€ screeningové studie cholinesterasové aktivity alkaloidnich extraktl rostlin
Celedi Amaryllidaceae'>?>%° byl pro detailni fytochemickou studii vybran druh Nerine
bowdenii. Cilem této rigor6ézni prace bylo izolovat alespon dva alkaloidy v Cistém stavu
z pfidélenych frakci alkaloidniho extraktu pfipravené¢ho z Cerstvych cibuli této rostliny.
Pomoci preparativni TLC za vyuziti riznych mobilnich fazi byly izolovany tfi latky, které
byly na zaklad¢ spektroskopickych metod (MS, NMR, opticka ota¢ivost) a porovnanim dat
s literaturou identifikovany jako undulatin, buphanidrin a 1-O-acetylbulbisin, alkaloidy

krininového strukturniho typu!?7:198

. Vzorky téchto alkaloidli byly podrobeny testim
biologickych aktivit. Méfena byla inhibicni u€innost viici lidské erytrocytarni AChE a sérové
BuChE, ve spolupraci s Centrem pokrocilych studii Fakulty vojenského zdravotnictvi

v Hradci Kralové Univerzity obrany v Brn¢ dale inhibi¢ni aktivita viici POP. Undulatin a
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1-O-acetylbulbisin byly ve spolupréci s Katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Fakulty
Agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemédglské univerzity v Praze
podrobeny testu na cytotoxicitu udvou p53-mutovanych lidskych bunécnych linii
kolorektalniho karcinomu tlustého stteva (Caco-2, HT-29). K ovéteni celkové toxicity ke
zdravym bunkam byly pouzity norméalni bunky tenkého stfeva (FHS-74int).

vyskytujici alkaloidy krininového typu. Jeho obsah je popsany v mnoha rostlinnych rodech

07 12

a druzich, napt. v Brunsvigia josephinae'’’, Crinum latifolium'? nebo Amaryllis
belladonna®. V testu inhibi¢ni aktivity vii¢i lidské erytrocytarni AChE piisobil ze ziskanych
alkaloidii nejucinngji s hodnotou ICsp 23,5 + 1,2 uM. Vuéi lidské sérové BuChE byl
neaktivni (ICso > 1000 pM). Mirny inhibi¢ni efekt vykazal také vaci POP s ICso 1,97 £
0,12 mM. Jako vyznamny inhibitor AChE piisobil undulatin ve studii z roku 20153, kdy
vykazal hodnotu ICso 7,4 + 0,03 uM. Pro tuto studii byl izolovan z rostliny Chlidanthus
fragrans a jako zdroj AChE byl pouzit komeréné dostupny enzym ziskany z elektrického
uhote, proto nejsou data s nami ziskanym vysledkem zcela porovnatelna. Uvedena studie
dale popsala, Ze undulatin pisobi mechanismem smiSené inhibice enzymu a Ze je schopen
pronikat pres HEB pasivni difizi. Hodnotu ICsg ziskanou v roce 2015 ovSem nepotvrdila ani
studie z roku 2020'!*, ktera naméfila hodnotu ICs 33,9 + 0,4 uM. Pouzita AChE byla rovnéz
z elektrického tihote, undulatin byl izolovan z Amaryllis belladonna.

Buphanidrin byl poprvé izolovan z Boophone fischerii v roce 1955'° a piedstavuje

hlavni alkaloid obsazeny v Boophone disticha''®. Jeho pfitomnost byla popsdna mj. také

07 4

v Brunsvigia josephinae'® a Amaryllis belladonna''* spole¢né s undulatinem. V nagem
méteni inhibi¢ni cholinesterasové aktivity vykazal buphanidrin vi€éi HuAChE mirny G¢inek
s ICso 72,6 + 8,2 uM, vii¢i HuBuChE byl neaktivni. Vyse uvedena studie z roku 2020
uvadi pfi pouziti AChE z elektrického thotfe hodnotu ICso 52,8 + 0,4 pM. Z alkaloidii
izolovanych v rdmci rigordzni prace pusobil buphanidrin nejlépe vici POP s ICso 0,37 +
0,04 mM, coz je vysledek blizky pouzitému standardu berberinu (ICso = 0,14 £ 0,02 mM).
POP je cytosolova serinova peptidasa, kterd ma vliv na kognitivni funkce a jeji inhibice tak
miiZe piedstavovat diileZitou podptirnou 1é¢bu v terapii AD'>%,

1-O-Acetylbulbisin je v rostlindch ¢eledi Amaryllidaceae malo zastoupenym
alkaloidem. Poprvé byl identifikovan v roce 2011 z Crinum asiaticum var. sinicum'®,
V naSich testech projevil mirné inhibi¢ni u¢inky vic¢i HUAChE (ICso = 84,8 = 11,0 uM),
HuBuChE (ICso = 481,7 + 84,1 uM) 1 POP (ICso = 2,45 + 0,21 mM). Pfi méfeni cytotoxické

ucinnosti ptisobil 1-O-acetylbulbisin 1épe nez undulatin, pfesto muzeme ob¢ latky
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v porovndni se standardem vinorelbinem oznacit za cytotoxicky neaktivni (ICso > 10 uM).
Tento vysledek je v souladu s tvrzenim, ze alkaloidy obsahujici ve své struktute -C2 5,105-
ethanovy mistek cytotoxické uéinky nevykazuji'®.

Zaveérem lze konstatovat, ze rostliny Celedi Amaryllidaceae, véetné druhu Nerine
bowdenii, stejné jako samotné alkaloidy specifické pro tuto ¢eled’ a jejich derivaty zlstavaji

i naddle vyznamnym zdrojem latek potencialné vyuzitelnych v terapii riznych chorob.
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky

Kandidat: Mgr. Lada Krejcova

Konzultant: prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Alkaloidy Nerine bowdenii (Amaryllidaceae) a jejich biologicka

aktivita

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou znamy svym Sirokym spektrem biologickych
ucinkii. Cytotoxickd a inhibi¢ni aktivita vic¢i cholinesterasam patii mezi nejvyznamnéjsi
z nich. Néplni rigordzni prace bylo pomoci preparativni TLC izolovat alesponi dva alkaloidy
v ¢istém  stavu  z pridélenych  frakei alkaloidniho extraktu  Nerine  bowdenii
(Amaryllidaceae). K identifikaci chemickych struktur byly vyuzity spektroskopické metody
(MS, NMR, optickd otacivost). Izolované latky byly identifikovany jako alkaloidy
krininového strukturniho typu undulatin, buphanidrin a 1-O-acetylbulbisin. VSechny
alkaloidy byly testovany na inhibicni aktivitu vii¢i cholinesterasam (AChE, BuChE) a prolyl
oligopeptidase, undulatin a 1-O-acetylbulbisin také na cytotoxicitu.

Inhibi¢éni aktivita vici lidskym cholinesterasam byla stanovena pomoci
modifikované Ellmanovy spektrofotometrické metody. Nejvyssi ucinnost viici HuAChE
vykazal undulatin s hodnotou ICso 23,5 £ 1,2 uM, vici HuBuChE piisobily alkaloidy
prakticky neaktivné (ICso > 1000 uM), pouze 1-O-acetylbulbisin vykazal slabou aktivitu
s hodnotou ICsp 481,7 + 84,1 uM.

Inhibi¢ni aktivita viici POP byla naméfena pomoci spektrofotometrické metody za
pouziti Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu jako substratu. NejvysSi inhibicni uUCinek projevil
buphanidrin s hodnotou ICsp 0,37 + 0,04 mM.

Na cytotoxicitu byly testovanymi nadorovymi bunéénymi liniemi Caco-2, HT-29 a
zdrava bunécna linie FHS-79int. Undulatin ani 1-O-acetylbulbisin nevykazaly vyznamnou

aktivitu (ICso > 10 uM).

Klicova slova: Nerine bowdenii, Amaryllidaceae, alkaloidy, acetylcholinesterasa,
butyrylcholinesterasa, prolyl oligopeptidasa, cytotoxicita, undulatin, buphanidrin, 1-O-
acetylbulbisin.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany

Candidate: Mgr. Lada Krejcova

Consultant: prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Title of Rigorosus Thesis: Alkaloids from Nerine bowdenii (Amaryllidaceae) and their

biological activity

The Amaryllidaceae alkaloids are known for their wide spectrum of biological
effects. Cytotoxic and inhibitory activity against cholinesterases belong to the most
important of them. The aim of the rigorosus thesis was the isolation of at least two pure
alkaloids from assigned fractions of alkaloidal extract prepared from Nerine bowdenii
(Amaryllidaceae). Spectroscopic methods (MS, NMR, optical rotation) were used for the
identification of the chemical structures. The isolated substances were identified as alkaloids
of crinine structural type undulatine, buphanidrine and 1-O-acetylbulbisine. All of these
alkaloids were tested for the inhibitory activity against cholinesterases (AChE, BuChE) and
prolyl oligopeptidase, undulatine and 1-O-acetylbulbisine for the cytotoxicity in addition.

The inhibitory activity against human cholinesterases was determined by a modified
Ellman’s spectrofotometric method. Undulatine was the most potent inhibitor of HuAChE
with value of 1Cs¢ 23,5 + 1,2 uM, against HuBuChE the alkaloids were practically inactive
(ICs0 > 1000 uM), only 1-O-acetylbulbisine showed weak activity with value of ICso 481,7
+ 84,1 pM.

The POP inhibition activity was measured by a spectrophotometric method with
Z-Gly-Pro-p-nitroanilide as a substrate. Buphanidrine was the most potent with value of ICso
0,37 + 0,04 mM.

Cancer cell lines Caco-2, HT-29 and healthy cell line FHS-79int were tested for the
cytotoxicity. Undulatine nor 1-O-acetylbulbisine demonstrated significant activity (ICso >

10 uM).

Keywords:  Nerine  bowdenii, Amaryllidaceae, alkaloids, acetylcholinesterase,
butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase, cytotoxicity, undulatine, buphanidrine, 1-O-

acetylbulbisine.



