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1 0VOD

Zminky o pouziti prirodnich sloucenin a bylinnych extrakti k 1é¢bé rtiznych
onemocnéni jsou jiZ po tisice let v Ayurvédské mediciné, ktera saha do 3000 pr.n.l.
Rostliny jako celek nebo sloucCeniny znich ziskané byly pouZity jako 1éciva
v asijskych zemich nebo v Recku jiz od davnych &asti, a pravé z nich byl vyvinout
pozoruhodny pocet modernich 1éki. Pojem ,Green drug” je vysvétlovan jako ¢iSténa
fytochemicka latka izolovana zrostlin, a to s nepatrnou chemickou modifikaci
struktury pro primé pouziti nebo bez ni. Tyto zelené 1éky vedly k vyvoji 1éciv jako je
kurkumin, paklitaxel ¢ vinkristin. Uspéchy bylinné mediciny silné naznacuji
interakci mezi bioaktivnimi slouCeninami rostlin a klicovymi biochemickymi
procesy v lidském téle. Rostouci vyskyt nemoci jako je rakovina, podnitil védce po
celém svété, aby se pozorné zamérili na patofyziologii a prevenci onemocnénti, coz
vede k urychlené vyzkumné ¢innosti v poslednich trech desetiletich [1].

Rakovina je stale rostouci zdravotni problém po celém svété v souvislosti
s naristem urbanizace, zménami v zZivotnim prostredi a Zzivotnim stylu. Mezi
neprenosnymi chorobami je druhou nejcastéjSi pricinou Umrti po
kardiovaskularnich onemocnénich [1]. Podle odhadid Svétové zdravotnické
organizace (WHO) bude nartlist novych pripadl rakoviny stoupat z 14 miliont (r.
2012) na 24 miliona (r. 2035) [2]. Ve vétsiné pripadli onkologickych pacientt je
umrti zplisobeno v dlisledku necitlivosti rakovinnych bunék na 1é¢bu, metastazi ¢i
Sifenim rakovinnych bunék do Zivotné dilezitych organd. Standardni 1écba
zahrnuje chirurgicky zdkrok, radioterapii nebo chemoterapii. Tato lécba ale
poskozuje zdravé tkané, coz vede k radé nezadoucich ucinki. V disledku toho je
znacné usili vloZeno do hledani a vyvoje takovych sloucenin, které by byly schopné
selektivné cilit pouze na naddorové buiilky. Mezi riiznymi piirodnimi zdroji, které
byly studovany jako potencidlné vyuzitelné v 1é¢bé rakoviny, jsou obzvlasté slibné
rostliny z celedi Amaryllidaceae [3].

Celed Amaryllidaceae zahrnuje cibulovité, nadherné kvetouci rostliny
pojmenované po rodu Amaryllis [4]. Hlavni slouceniny, které mizeme v téchto
rostlindch objevit, jsou alkaloidy, které jsou znamé pro své rtzné chemické
struktury a Sirokou Skalu biologickych aktivit. Z téchto ucinkdi mizeme zminit

antiproliferativni, protinddorovou/cytotoxickou, inhibici acetylcholinesterazy,



analgetickou, antibakterialni, antivirovou, antifungalni ¢i antimalarickou aktivitu [5,
6]. Intenzivni vyzkum v poslednich desetiletich, jeZ se zabyva izolaci, urcovanim
struktury, analyzou sloZeni ve vztahu k biologické aktivité, totalni syntézou a
farmakologickou charakterizaci ma osvétlit jejich obrovsky potencial [6]. Do dneSni
doby bylo izolovano a strukturné popsano vice nez 500 Amaryllidaceae alkaloidi
[7]- Tyto slouceniny jsou piikladem Siroké rozmanitosti sekundarnich metabolitt
svelkym terapeutickym prislibem [8]. Galanthamin je ukazkovym prikladem
Amaryllidaceae alkaloidt. Jedna se o jeden ze ti{ zakladnich 1€kt pouzivanych pro
lé¢bu Alzheimerovy choroby [8]. PouZiti galanthaminu k 1é¢bé jinych chorob, kde se
projevuji zhorSené kognitivni funkce, nebo ve vztahu k zotaveni ze zavislosti, jsou
aktivni oblasti lékarského vyzkumu [4]. Mnoho Amaryllidaceae alkaloidl je
hodnoceno pro svou protinddorovou/cytotoxickou aktivitu. Ackoli cytotoxické
ucinky jsou cCasto pozorovany u alkaloidl v celé Celedi, nejaktivnéjsi slozky se
nachazeji vramci lykorinového a Kkrininového strukturniho typu a u tzv.
fenanthridinovych derivati [9].

Mnoho biologicky aktivnich prirodnich latek, které se staly predmétem
zadjmu pro farmaceutické vyuziti, je k dispozici pouze z prirodnich zdroji a v
omezeném mnozstvi. Vyroba z ptivodnich rostlinnych druhti mtize byt ekonomicky
narocna a slozitd zejména tehdy, pokud rostliny produkuji jen malé mnoZstvi
pozadované slouceniny nebo je dany druh obtizné dostupny [4]. V zdjmu védct je
tedy nalézt takovou cestu, ktera bude produkovat dostate¢né mnozZstvi terapeuticky

vyuzitelnych alkaloidi. Jedna z moznosti je jejich priprava syntetickou cestou.



2 CIL PRACE

Naplni této prace bylo:

1) Zpracovani 34 kg cerstvych cibuli Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN a
priprava ethanolického extraktu.

2) Priprava alkaloidniho extraktu a jeho chromatografické zpracovani.

3) Izolace alespon jednoho alkaloidu v Cistém stavu, jeho strukturni
identifikace.

4) Priprava latek pro biologické studie.

5) Zpracovani vysledki a sepsani diplomové prace.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Celed Amaryllidaceae

Rostlinna celed Amaryllidaceae patii do radu Amaryllidales, kde mizZeme
nalézt mimo jiné i dalsi farmaceuticky vyznamné celedi - Hyacinthaceae, Alliaceae
¢i Agavaceae [10].

Amarylkovité rostliny jsou vytrvalé rostliny soddenky, hlizami nebo
cibulemi. Jejich listy jsou carkovité a to bud’ piizemni, nebo lodyZzni. Oboupohlavné
kvéty jsou opatieny spodnim semenikem a situovany jsou bud’ jednotlivé, nebo do
Sroubovitych kvétenstvi. Obvyklym plodem je bobule nebo tobolka [10].

Tato celed” zahrnuje kolem 75 roddi a 1100 druhd, které se vyskytuji
v tropickych a teplych oblastech napri¢ svétem. Tyto rostliny jsou pouzivany po
tisice let jako prirodni medikamenty. Prirodni produkty hraji velmi vyznamnou roli
v objevovani a vyvoji novych 1ékii pro 1écbu lidskych onemocnéni. To je obzvlasté
patrné v oblasti rakoviny, kde vice nez 60 % lécCiv patfi mezi prirodni produkty.
Rostliny této celedi jsou jiZ dlouho znamé pro své 1éc¢ivé a toxické vlastnosti a v
disledku toho byly provedeny pokusy izolace latek zodpovédnych za
protinddorovou aktivitu [11]. Prvni datovana zminka o terapeutickém ucinku je ze
4. stoleti pr. n. 1., kdy Hippokrates doporucoval k 1é¢bé déloZzniho nadoru alkaloidni
extrakt na olejové bazi z rostliny Narcissus poeticus L. [12] Stejné tak ¢inil i Pedanius
Dioscorides (1. stoleti) [6]. Tato tradice byla udrzovana i v priibéhu stredovéku,
napriklad ve Francii ji vyuzival zndmy chirurg Henri de Mondeville (14. stoleti) [6].
Jinym piikladem je Hymenocallis littoralis, ktery byl po staleti zndmym lékem
rakoviny v tradi¢ni mediciné May v Jizni Americe [9].

Rostliny patrici do celedi Amaryllidaceae se také péstuji pro okrasné ucely.
Na uzemi Ceské republiky miZeme nalézt zastupce rodd Narcissus (narcisy),
Galanthus (snéZenky) a Leucojum (bledule). Leucojum aestivum patti mezi zastupce
rodu Leucojum, ktery je vsoucCasné dobé vyuzivan jako pramyslovy zdroj
galanthaminu ve vychodni Evropé [13]. Mezi dal$i zajimavé rody Cceledi
Amaryllidaceae se fadi Amaryllis, Haemanthus ¢i Eucharis. Rod Eucharis pochazi
z destnych pralesti kolumbijskych And, kde mizeme nalézt 17 druht.
Z etnobotanického hlediska je zajimavosti, Ze rozdrcené cibule Eucharis byly

pouzivany mistnimi domorodci na zabaly vired(i a nadori [14]. Za zminku stoji urcité



i rody Hippeastrum, Nerine, Zephyranthes nebo rod Lycoris, ktery je zndm nejen pro
své krasné kvéty, ale i pro 1éCivé ucinky. Jako 1écivé byliny se jiZ po tisice let pouzivaji
v Ciné, protoZe pravé vychodni Asie je ptivodni domovinou tohoto rodu [15].
V neposledni radé jsou tu jesté rody Crinum, Pancratium nebo rod Clivia, ktery
zahrnuje 4 endemické druhy v jizni Africe a vSechny jsou vyuzity v tradi¢ni mediciné

[16].

3.2 Rod Narcissus

Rostliny patrici do rodu Narcissus jsou jednodélozné, vytrvalé cibuloviny,
které maji pomérné kratké rlistové obdobi. Cibule narcisu je slozena ze 4 - 5
duznatych suknic, uprostied nichZ jsou zarodky listli a stonku s kvétem. MiiZze byt
vice nebo méné kulovita, nékdy protahla ke Spicce nebo ze strany zploStéla. U
riznych druhti se od sebe lisi tvarem, velikosti, charakterem a barvou slupky. Na
rozdil od tulipanu se cibule narcisu kaZdoro¢né nevyCerpava a neodumird, ale
narlista vytvarenim nové vrstvy suknic. Dcefiné cibule se vytvareji po stranach
matecné cibule a doriistaji béhem jednoho az tfi let. V urcité fazi vyvinu se tyto
cibule samovolné oddéluji. Listy jsou Femenovité nebo ¢arkovité a obvykle po celé
délce stejné Siroké. Stonek je bezlisty, na prarezu kulaty az témér plochy. Kvéty jsou
na stonku jednotlivé nebo v nékolikakvétych okolicich. Kvét ma Sest okvétnich
listkd, které jsou Uzké, jindy velmi Siroké, ovalné a prekryvajici se. Uprostired kvétu
je rozmanité utvarena pakorunka, ktera je bud’ docela mala a ploch3, nebo je dlouze
trubkovita, nékdy na okraji Siroce rozevirena a vroubkovana. Barva okvétnich listki
je nejcastéji bila nebo zlutd a to vriznych odstinech. Na druhou stranu barva
pakorunky miize byt pestrejsi a krom bilé a zluté mize mit odstiny oranzové az
cervené Ci rizoveé.

Nazev Narcissus je odvozeny od reckého slova ,narkos“, coZ znamena
omamujici podle jemné opojné viné Narcissus poeticus (Obr. 1/A) [17].

Tento rod zahrnuje podle rdznych autori 50 - 180 druhG s mnoha
mezidruhovymi hybridy a polyploidnich forem [18]. Zaujimaji Siroké geografické
rozSifeni a to vriznych mikrostanovistich, coZz vysvétluje jejich obrovskou
morfologickou variabilitu [18]. Narcisy jsou piivodem rostlinami severni polokoule.
Nejvice druhi je domacich v Evropé, piikladem jsou Svycarsko a jizni Francie [17].

Viibec nejvétsi rozmanitost rostlin druhu Narcissus se nachazi na Pyrenejském
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poloostrové, kde se vyskytuje az 90 % vSech druhi [18]. Jejich stanovisSté se
pohybuji od niZin aZ po horské lokality vcetné luk a pastvin, kiovinnych mist, lesij,
Ficnich birehd a skalnich Stérbin [18]. Narcissus poeticus (Obr. 1/A) a Narcissus
pseudonarcissus (Obr. 1/B) se rozsirily i do stredni Evropy. Nejsevernéji se vyskytuje
Narcissus pseudonarcissus, a to aZ na britském souostrovi. Narcisy mlizeme nalézt i
na africkém pobrezi Stredozemniho more, nejjiznéji roste Narcissus tazetta (Obr.
1/C), a to na Kanarskych ostrovech. Tento druh ma viibec nejvétsi areal rozsirent,

miiZeme ho nalézt v Asii, Ciné& a Japonsku.

Obrazek 1: Vybrané druhy Narcissus sp. [19-21]

Narcisy, stejné jako jiné rostliny Celedi Amaryllidaceae, se historicky
pouzivaji v lidovém lécitelstvi v 1é¢bé karcinomii. Kromé uvedenych poznatki stoji
za zminku lokalni protirakovinné pouZiti extraktli z N. poeticus a N. pseudonarcissus,
které zaznamenal v prvnim stoleti fimsky ptirodovédec Gaius Plinius Secundus,
znamy jako Plinius Stars$i. Bible odkazuje na stfredozemni druh N. tazetta s dlouhou
historii v pouziti proti rakoviné. Nakonec i Zadosti o olej pochazejici z rostlin rodu
Narcissus na lé¢bu rakoviny byly ve sttedovéku nejen v Cing, ale i ve Stfedni Americe
a arabské mediciné [22].

V experimentalni ¢asti této prace jsem pracovala na pripravé alkaloidniho
extraktu, jeho chromatografickém déleni a izolaci alkaloidi z Narcissus cv.
PROFESSOR EINSTEIN. Tento kultivar byl vybran jako potencialné nadéjna rostlina
s obsahem mnoha biologicky aktivnich latek na zakladé predchoziho experimentu,
ktery byl proveden na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie, FaF UK, HK.

Plivod tohoto kultivaru neni zndm. Ukazka kvétu je na obrazku (Obr. 2).
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Obrdzek 2: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN [23]

3.3 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae a jejich biosyntéza

Amaryllidaceae alkaloidy se vétSinou vyskytuji v celé rostliné. V nejvétSim
mnozstvi jsou obsaZeny v cibulich, kde slouZi jako ochrana sacharidovych zdroji
rostliny pred byloZravci a mikroorganismy [4, 7]. Dnes je znamo jiZ pres 500
amarylkovitych alkaloidd, které byly izolovany v poslednich tifech desetiletich.
Celkem je popsano cca 18 strukturnich typt, z nichz 9 je hlavnich (Tab. 1) [24]. U
téchto sloucenin byla prokazana ada biologickych aktivit, u jednotlivych alkaloidti
je ovsem velmi riizna. Zajem o Amaryllidaceae alkaloidy pochazi predevsim z pouziti
alkaloidu galanthaminu v terapii Alzheimerovy choroby, kde ptsobi jako inhibitor
acetylcholiesterazy [12]. Mnohé z nich také vykazuji protinddorovou aktivitu, ktera
se dnes fadi mezi nejvyznamnéjsi. U nékterych byla prokazana rovnéz i aktivita
antibakterialni, antivirova, antimalaricka ¢i antiparaziticka [12].

Specifickou biosyntetickou cestou amarylkovitych alkaloidli je tzv.
norbelladinova cesta (Obr. 3), ktera vychazi z L-fenylalaninu a L-tyrosinu [7]. L-
tyrosin se méni na tyramin a L-fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd [7]. Reakci
tyraminu a 3,4-dihydroxybenzaldehydu vznika spolecny prekurzor 4°-0-

methylnorbelladin.
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Tabulka 1: Strukturni typy alkaloidii v celedi Amaryllidaceae

- Zdkladni skelet Hlavni
SR AT strukturniho typu zdstupce ——
) ] Norbelladin Crinum [25], Galanthus
Belladinovy
[26], Nerine [27]
. B ) Lycoris [28], Zephyrantes
Lykorinovy Lykorin
N [3], Crinum [29]
Lykoreninovy N o) ) Clivia [16], Lycoris [5],
R Homolykorin ,
(Homolykorinovy) Narcissus [18]
ﬁ Crinum [25],
. B ) Galanthus[26],
Galanthaminovy Galanthamin
Leucojum([30], Lycoris
o [15], Narcissus [18]
Oi%g Krinin Zephyrantes [3],
N
L B B Hippeastrum [9],
Krininovy
Crinum [31, 32],
Haemanthamin Boophane [33]
N
Narcissus [18],
Hymenocallis [31],

a
Narciklasinovy Pankratistatin
NR
RN

Tazettinovy

Montaninovy

o) Pretazettin

N
N

Tazettin

Montanin

Pancratium [34]
Clivia[16], Eucharis [14],

Hippeastrum [35],
Narcissus [36]

Hippeastrum [35]
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Klicovym krokem biosyntézy Amaryllidaceae alkaloidli je pak oxidativni
cyklizace O-methylnorbelladinu tfremi riiznymi zptsoby. Vznikaji spojeni ortho” -
para’, para’ - para” a para’ - ortho’, coZ vede ke vzniku alkaloidi s riiznymi typy
skeletli [4]. Napriklad alkaloidy galathaminového typu vznikaji z prekurzoru O-
methylnorbelladinu a jeho oxidativni cyklizaci s fenolem v poloze para™ortho” [4].
Komplexni sit enzymatickych procesi, které plisobi mezi jednotlivymi alkaloidnimi
prekursory, vytvari spektrum sloucenin, které jsou velmi rozmanité nejen u
jednotlivych druhi a kultivard, ale i mezi jednotlivymi tkdnémi v ramci rostliny [4].
U jednoho druhu se nachazi nékolik dominantnich latek a velké mnoZstvi latek, které

se objevuji v nizkych koncentracich [4].

3.4 Amaryllidaceae alkaloidy a jejich protinadorova aktivita

Je zndmo mnoho zaznami o historickém pouziti Amaryllidaceae alkaloida
v 1é¢bé rakoviny. Typicka je oblast Stredomofi, kde jak jiZ bylo zminéno Hippokrates
doporucoval 1é¢bu karcinomu v oblasti délohy prostiednictvim oleje z Narcissus
poeticus. Vyuziti u¢inkli Amaryllidaceae alkaloidli pochazejicich z rostlin Amaryllis
beladona, Bodphone disticha a Crinum delagoense bylo znamo i mezi Jihoafri¢any,
kteri je vyuzivali v tradi¢ni mediciné k 1écbé malignit [9]. Cytotoxické ucinky byly
zaznamendny u mnoha alkaloidi napiic¢ celou ¢eledi Amaryllidaceae. Nejvice u¢inné
latky byly nalezeny v lykorinovém, krininovém a narciklasinovém strukturnim typu
[9]. Doposud bylo pies 200 téchto alkaloidi podrobeno screeningovym testiim
svyuzitim rGznych nadorovych bunék. Jako nejperspektivnéjsi se ukazaly
pankratistatin a narciklasin [37]. Tyto alkaloidy jsou derivaty odvozené od
fenanthridinu. Jedna se o polyhydroxylované slouceniny, které se vyznacuji
unikatnimi farmakologickymi vlastnostmi vcetné vysoké ucinnosti [37]. Jejich
selektivita, dobra snasenlivost pro pacienty a nizka toxicita ke zdravym bunkam
jsou vlastnosti, které vedly ke znacnému zajmu v klinické sfére s cilem zavedeni do

praxe [37].

3.4.1 Zakladni cytotoxické mechanismy piisobeni Amaryllidaceae alkaloidu
Do dnesni doby bylo provedeno nespocet odbornych studii o téchto latkach.

V nékterych pripadech byl podrobné zkouman i mechanismus ucinku.
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Studie, které byly provedeny vroce 1970, byly zaméreny na interakce
Amaryllidaceae alkaloidii s eukaryotnimi ribozomy [37]. Tyto bunécné organely
jsou komplexni struktury sloZené predevSim zrRNA a proteinli. V nejvétsSim
zastoupeni je nalezneme volné v cytoplazmé a u eukaryotickych bunék i na povrchu
hrubého endoplazmatického retikula. Nejvice se uplatiiuji béhem procesu translace,
pri niZ je syntetizovan polypeptid. Ten vznikd pomérné slozZitym procesem
z jednotlivych aminokyselin, mezi nimiz je vytvorena peptidova vazba. Praveé tvorbu
této peptidové vazby jsou schopny nékteré Amaryllidaceae alkaloidy inhibovat, a
tak zabranit proteosyntéze. Mezi alkaloidy schopné tohoto procesu patii
narciklasin, lykorin, pseudolykorin, haemathamin a pretazettin [37].

Mezi dal$i mechanismus plisobeni patii zasah do mitotického aparatu bunék.
Nepriznivé plisobeni se odrazi predevsim ve dvou fazich mitotického déleni, a to v
metafazi a v profazi. Tento ucinek byl pozorovan u narciklasinu v ramci studie
provedené vroce 1967 [37]. Byla to viibec prvni studie in vivo, kdy se podarilo
uplatnit Amarylidaceae alkaloidy v procesu =zastaveni bunécného déleni u
rakovinnych bunék [37].

Zajimava je i skutecnost, Ze nékteré Amaryllidaceae alkaloidy dokazou
interagovat s topoizomerazami [37], tedy s enzymy ze skupiny izomeraz, které umi
zménit terciarni strukturu DNA. Maji schopnost rozstépit viakno DNA, popripadé ho
i znovu spojit. Déli se na topoizomerazu I. a II. Bylo prokazano, Ze u rychle se
mnozicich bunék, jako jsou naptriklad i nadorové buriky, je detekovatelné zvysené
mnozstvi téchto topoizomeraz [37]. Bylo zjiSténo, Ze omezenim jejich aktivity
vhodnymi inhibitory by mohlo byt chemoterapeutickym prinosem. Slibnymi
inhibitory topoizomeraz ztéto Celedi jsou alkaloidy ungeremin, narciprimin a
alolycoricidin [37].

Za nejvyznamnéjsi mechanismus piisobeni se povazuje jejich protinddorova
aktivita indukci apoptézy. Apoptdéza neboli programovana bunécnda smrt je
mechanismus slouzici k eliminaci nepotrebnych ¢i poSkozenych bunék. Tento
proces je spustén sloZitou kaskadou rtiznych latek. Tyto latky mohou byt jednak
mimobunécného pilvodu, tak i produkované uvnitt samotné buriky.
Mimobunécnymi induktory mohou byt toxiny, cytokiny, oxid dusnaty a mnoho
dalSich. Vnéjsi cesta aktivace za¢ina bud’ priinikem samotnych latek do nitra burnky,

nebo na jeji cytoplazmatické membrané, konkrétné na urcitych receptorech tzv.
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receptory smrti. Na tyto receptory se vaZzou ruzné ligandy, prikladem je TNF
(, Tumor necrosis factor”) ¢i Fas ligand. TNF jsou produkty NK bunék a Fas ligandy
se nachazeji na povrchu cytotoxickych T-lymfocytli. Mohou tak aktivovat apoptézu
u vybranych bunék. Vnitrni cesta aktivace se uplatiiuje, pokud je buiika v jakékoliv
formé stresu. Mize byt pritomna poskozena DNA, jed v burnice ¢i probihat oxidativni
stres. Tyto signaly potom plisobi na mitochondrie, které jsou dtlezité v jednom z
biochemickych procesti, vbunééném dychani. Z poskozenych mitochondrii se
posléze uvolni cytochrom c, ktery plisobi jako silny katalyzator apoptdzy.
Kone¢nymi Ucastniky apoptézy jsou intracelularni proteazy, zndmé jako kaspazy,
které jsou aktivovany proteiny, jako jsou Fas ligand ¢i cytochrom c. Indukce
apoptézy u nadorovych bunék je klicovym predpokladem tuspésné terapie. Hlavni
piekdzkou 1écby je vrozena nebo ziskana rezistence téchto bunék k faktorim
indukujicich jejich smrt. Mezi Amaryllidaceae alkaloidy, které jsou schopny
indukovat apopt6zu, miizeme zaradit lykorin, pankratistatin, narciklasin, krinamin,

narciprimin, haemathamin, haemathidin a dalsi [37].

3.4.2 Lykorinovy typ

Skupina lykorinovych alkaloidii je rozsahlad a stile se rozsitujici skupina
Amaryllidaceae alkaloidi, ktera zahrnuje témeér 200 strukturnich typi a ty maji
rozmanité spektrum biologickych aktivit [38]. Struktura tohoto typu je zaloZena na
zdkladnim fenanthridinovém jadie tvofeném kruhy A, B a C s riiznym stupném
oxygenace vkazdém zkruhti [38]. Dalsi skuteCnosti je pritomnost ethylového
retézce spojujictho atomy C-4 a dusikaty atom, ¢imz vznika 1,2,3-trisubstituovany
pyrrolovy D-kruh (Obr. 4) [38].
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Obrdzek 4: Obecnd struktura lykorinového typu.
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Vroce 1877 byl izolovan lykorin (Obr. 5) jakoZto prvni alkaloid z Celedi
Amaryllidaceae z Narcissus pseudonarcissus. O nékolik desitek let pozdéji, v roce
1956, byla objasnéna i jeho struktura. Zajimavosti je, Ze jeho antiproliferativni
ucinky vici nékolika vybranym bunéénym nadorovym liniim byly zndmy od roku
1920 [37]. Mezi prvni prace patfi zdznamy z roku 1952, kdy se objevily inhibi¢ni
ucinky lykorinu na kliceni a riist u bobu obecného (Vicia faba L.) v koncentraci 10-2
M a to vsouvislosti s nékolika cytologickymi zménami vcetné inhibice metafaze
v mitotickém déleni bunék a chromozomalni aberace. Zavérem bylo zjiSténi, Ze
fyziologické ucinky lykorinu jsou zprostiedkovany plisobenim na bunécné déleni.
Dalsi studie téchto ucinki ukazaly, Ze i pti nizSich koncentracich (104 - 10-¢ M)
lykorin inhibuje déleni bunék v dienovém parenchymu salatu a v tekutych

kvasinkovych kulturach [38].

OH OH
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lykorin pseudolykorin

Obrazek 5: Struktura lykorinu a pseudolykorinu

Alkaloidy lykorin a pseudolykorin (Obr. 5) jsou schopné zabranovat tvorbé
peptidické vazby v proteosyntéze katalyzované eukaryotnimi ribozomy. Nicméné se
ukazalo, Ze tyto dva alkaloidy maji riizna vazebna mista na peptidické transferaze
na ribozomalni 60S podjednotce, kterou sdili s dalSimi Amaryllidaceae alkaloidy
haemathaminem, pretazettinem a narciklasinem [38]. Prvni rozsahlejsi studie v této
oblasti byla provedena v roce 1976, kdy bylo podrobeno srovnavaci analyze nékolik
Amaryllidaceae alkaloidli na inhibici proteosyntézy u eukaryotnich bunék.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace pozorovana u lykorinu, pseudolykorinu a
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dihydrolykorinu (Obr. 6) vii¢i HeLa buiikdm byla 6, 25 a 100 pM. Jediny norpluvin
(Obr. 6) se ukazal jako neaktivni (Tab. 2) [38].

I
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dihydrolykorin norpluviin 1,2-di-0-acetyllykorin

e,

Obrazek 6: Struktura dihydrolykorinu, norpluviinu a 1,2-di-O-acetyllykorinu

Vroce 1988 byli lykorin a 1,2-di-O-acatyllykorin (Obr. 6) testovany na
cytotoxicitu vi¢i mySimu melanomu BL6 bunikkam. Ziskané 1Cso odpovidaly 1,8 a 8,9
ug/ml (Tab. 2) [38].

Vroce 2001 byla podrobena studiu asijska rostlina Crinum asiaticum var.
japonicum pro jeji cytotoxické alkaloidni slozky, coz vedlo kizolaci nékolika
lykorinovych alkaloidli: lykorinu, protariminu a kriasiaticidinu A (Obr. 7). V in vitro
pokusech byla sledovana jejich cytotoxicita vii¢i vybranym nddorovym buinkam
Meth-A (mysi sarkom) a LLC (Lewistv plicni karcinom) [29]. Z téchto tii alkaloid(i
byl lykorin nejvice cytotoxicky, pratorimin vykazoval pouze mirnou aktivitu vici
Meth-A buiitkdm a kriasiaticidin byl mirné ucinny na Meth-A a LLC buriky (Tab. 2)
[9, 29]. Vzhledem k silnym protinddorovym ucinkiim lykorinu byly tyto ucinky
zkoumany i in vivo na BDF-1 myS$ich, kterym byly subkutdnné implantovany LLC
buniky. Vysledky ukazaly, Ze po 14-ti denni 1é¢bé lykorinem v davce 10mg/kg/den

bylo pozorovano vyznamné zmenseni nadoru [9].
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Obrdzek 7: Struktura pratoriminu a kriasiaticidinu A
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Vroce 2002 byla zverejnéna studie zabyvajici se studiem vlivu lykorinu na
mys$i nadorové lymfatické buniky typu L5178 i na jejich multirezistentni formu
L5178mdr. Z deviti popsanych alkaloidti izolovanych z cibuli Sprekelia formosissima
a Hymenocallis x festalis vykazal lykorin nejvétsi cytotoxicky ucinek vici obéma
uvedenym typtim nadorovych bunék (ICso 0,27 a 0,25 pg/ml) (Tab. 2) [39].

Liu a jeho spolupracovnici v roce 2004 studovali cytotoxické ucinky lykorinu
na akutni promyelocytarni leukemické burnky HL-60. Hodnota ICso byla 1 uM (Tab.
2) [40]. Pozdéji, vroce 2007, své studie rozsirili o in vivo vyzkum. Byl pouzit mysi
model BALB/c s téZkou kombinovanou imunodeficienci. Mysi byly naockovany
burikami HL-60 (5x10°) a poté jim byl intravenézné aplikovan lykorin 1x denné po
dobu 18 dnti v davkach 5 nebo 10 mg/kg/den. V perifernich burikach byl pozorovan
procentudlni pokles nezralych zrnitych leukocytli a monocytd. Stiedni doba preziti
byla u obou lykorinem lé¢enych skupin o 30 - 34 % delSi neZ u kontrolni skupiny a
to bez projevili nezadoucich ucinki, jako je sniZeni télesné hmotnosti. Lykorin
rovnéz zmirnil infiltraci nddorovych bunék do jater a kostni diené u infikovanych
zvirat [41].

Experimenty vroce 2007 sledovaly tucinky lykorinu na buiiky lidského
mnohocetného myelomu KM3. Po 48 hodindch bylo dosaZeno sniZeni poctu
Zivotaschopnych bunék z 89 % na 21 % s hodnotou ICso 1,25 pM (Tab. 2). Ve
srovnani se standardnim léCivem melfalanem, ktery se rutinné pouZziva k1écbé
mnohocetného myelomu v koncentracich 1 - 16 uM, dochazi ke sniZeni po¢tu bunék
z 84 % na 10 % pri pouZiti polovitni efektivni koncentrace 3,2 uM. To naznacuje, Ze
tyto nadorové bunky byly az 2,5krat citlivéjsi k lykorinu nez k 1é¢iviim uzivanych
v klinické praxi [42].

Vroce 2009 byl proveden vyzkum zabyvajici se vlivem alkaloidi
lykorinového strukturniho typu na rakovinné buriky, které jsou bud’ citlivé nebo
rezistentni k proapoptickym podnétiim. Lykorin vykazoval stredni aktivitu (ICso 6,3
uUM) u Sesti rakovinnych bunécénych linii (A549, U373, OE21, SKMEL-28, Hs683
B16F10) bez diirazu na citlivost a rezistenci bunék. Po tomto zajimavém zjiSténi
byly provedeny testy in vivo na mySim melanomovém modelu B16F10. Tyto bunky
byly ortotopicky umistény do mySiho mozku, coZ mélo napodobit mozkové
metastaze u melanomu, které jsou béZné u mnoha pacientli a nevedou k piiznivé

progndze. Bylo dokazano, Ze lykorin aplikovany intraven6zné v davkach 5, 10, 20,
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40 nebo 80 mg/kg nezplsobil jakékoliv neZddouci ucinky na zdravé B6D2F1 mysi
béhem 28-denni 1é¢by. Lykorin taktéZ vyrazné zvysil preziti B16F10 mysi nesouci
melanomy pfi intraven6znim podani trikrat tydné v davce 40 mg/kg po ttitydenni
lécbé. Jeho ucinna davka 40 mg/kg byla tedy zna¢né niZsi nez jeho maximalni
tolerovana davka (MTD > 80 mg/kg). Kromé toho bylo prokazano, Ze lykorin je
schopen prestupovat pres hematoencefalickou bariéru [43].

Ve stejném roce byla provedena studie na cytotoxické ucinky derivata
lykorinu na lidské leukemické Jurkat buriky, z nichz lykorin a pseudolykorin byly
nejaktivnéjsi. V.davce 10 uM pri plsobeni pies 72 hodin byly obé sloucCeniny
schopné indukovat apoptézu v Jurkat nadorovych bunikach z 87 % a 86 % (Tab. 2).
1-0-Acetyllykorin (Obr. 8) byl taktéZ schopny apoptického ucinku, ktery byl vice nez
4% pfti koncetraci 10 pM (Tab. 2) [38].
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Obrazek 8: Struktura 1-0-acetyllykorinu

Vroce 2013 byla provedena studie na cytotoxicitu lykorin-hydrochloridu
(Obr. 9) zahrnujici in vitro i in vivo modely lidskych vajecnikovych rakovinnych
bunék Hey1B. Nejprve bylo prokdzano, Ze lykorin-hydrochlorid v zavislosti na davce
zastavuje proliferaci Hey1B bunék s ICso 1,2 uM (Tab. 2). Poté v xenografickém
nadorovém modelu byly BALB/c neosrsténym mysSim subkutanné injikovany Hey1B
bunky (5 x 10 bunék/200 pl). Nasledné jim byla kazdy den aplikovana
intraperitonealné injekce lykorin-hydrochloridu v mnoZzstvi 15 mg/kg. Po 24 dnech
se neprojevily zjevné vedlejsi uCinky a nebyla ovlivnéna ani celkova télesna
hmotnost. Na druhou stranu byl zjiStén pokles hmotnosti nddoru, kdy u testovanych
zvirat byl 103,2 + 51,5 mg a 271 + 22,7 mg u kontrolnich mysi, coZ naznacuje, Ze

lykorin-hydrochlorid inhibuje rist nadoru in vivo [44].
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Obrdzek 9: Struktura lykorin hydrochloridu

Tabulka 2: Prehled sledovanych alkaloidii, bunécnych linii, na kterych byly provddény
cytotoxické studie [29, 38-40, 42-44].

Bunécné linie, cytotoxicky index

Alkaloidy

—
lykorinové < = =
o’ 5 3 & &) S £ T © a2 S =
Fad : 2 3 3 3 B & =2 2 |3 &%

jo=)

—
Lykorin 62 1a 0,3b 0,5b 0,27¢ 0,25¢ 6,32 1,8¢ 1,25a 87d
Pseudolykorin 25a 86d

Dihydrolykorin =~ 1002
Norpluviin na
Pratorimin 4,1>  >10b

Kriasiaticidin 3,2b 4,2b
1,2-di-0-
Acetyllykorin
1-0-
Acetyllykorin

8,9¢

>40d

Lykorin-
hydrochlorid

1,22

a=]Cso (uM); b= EDso (ug/ml); ¢ = ICso (ug/ml), ¢ = indukce apoptézy v %, na = neaktivni

3.4.3 Krininovy typ

Do této skupiny se radi haemathamin, haemanthidin, krinin, krinamin,
maritidin, ambellin, buphanisin a dalsi [7, 9]. Z hlediska struktury je u krininovych
alkaloidti typické premosténi ethylovym mustkem z dusikatého atomu N na uhlik C-
10b. Dochazi tak ke vzniku dvou stereoizomert a a . Krinamin, haemathamin a

haemanthidin patfi mezi a stereoizomery, zatimco ambellin a buphanisin mezi 3
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stereoizomery [9]. Tyto alkaloidy jsou odvozeny od 5,10b-ethanofenanthridinu
[12]. Nejnovéjsi statistiky ukazuji, Ze priblizné 60 téchto alkaloidli bylo podrobeno
cytotoxickym studiim vici stejnému poctu bunéénych nadorovych linif [9].

Ve srovnani se zastupci z lykorinové rady bylo v pocatku provedeno méné in
vivo studii ohledné jejich cytotoxickych ucinkt. OvSem uz v roce 1958 byla in vivo
zkoumana aktivita krininu, haemanthaminu, haemathidinu, ambellinu a
buphanidrinu (Obr. 10 a 11) na CAF1 mySi s implantovanymi rakovinnymi bunikami
S37. Zadny znich v$ak nebyl aktivni. Nicméné& vroce 1980 bylo uvedeno, Ze
haemathamin a 6-hydroxykrinamin (Obr. 11) zptsobovaly po 42 a 46 dnech jejich
expozice u BALB/c mysi infikovanych Rauscher leukemii prodlouzeni jejich Zivota o

31 - 36 % oproti kontrolni skupiné [9].
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Obrdzek 10: Struktura krininu, ambellinu a buphanidrinu

Haemanthamin miZe byt v Celedi Amaryllidaceae nevratnym zpiisobem
enzymaticky pfeménén na haemanthidin [31]. Haemanthamin vykazuje vyznamnou
cytotoxickou aktivitu proti mnoha riznym rakovinnym bunécénym liniim zahrnujici
MOLT-4, HepG2, HelLa, MCF7, CEM, K562, G-361, SKMEL. [31] Rovnéz byl
identifikovan jako viibec nejaktivnéjsi krininovy alkaloid u lidskych karcinomi

(EDso 0,3 pg/ml) proti fibrosarkomtim bunécné linie HT1080 [45] .

: f OH
r_,::f-“‘h\[/UCH 3 ;D e N }\:I
9] e ey '“ \\ OH K\{:] /\U _.--".l H | &
) o "‘*-._ e N __\-\" o HT,
¢ I R
\‘{ "l LH:_;:- — M OH

haemanthidin R =p-0CHs

haemanthamin B-hydroxykrinamin R = a-OCHsa

Obrdzek 11: Struktura haemanthaminu, haemanthidinu a 6-hydroxykrinaminu
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V roce 1986 byly sledovany cytotoxické ucinky maritidinu a hippeastidinu
(Obr. 12), dvou krininovych alkaloidii izolovanych z Hippeastrum anunuca z Jizni
Ameriky. Oba alkaloidy vykazovaly vyraznou in vivo protinddorovou aktivitu vici
lidskému KB dstnimu epidermoidnimu karcinomu s EDso 0,51 a 0,27 pg/ml. Oba
alkaloidy byly testovany na jejich klastogenni ucinky v mikronuklearnim testu,
kterym se da spolehlivé stanovit genotoxicita cytostatickych latek. Tvorba
vedlejsiho jadra (mikrojadra) je charakteristicky morfologicky znak pozorovany
v bunikach vystavenym klastogennim latkdm. Béhem testu byla odebirdna kostni
dren ze stehenni kosti BALB/c mySi a nasledné byla zkoumana tvorba mikrojader
30 hodin po intraperitonealni aplikaci destilované vody, adriamycinu (10 pg/g
télesné hmotnosti mysi) nebo prislusnych alkaloidii (maritidin, hippeastidin) v
riznych koncentracich. Ve tiech riznych davkach hippeastidinu (0,27; 0,54 a 1,08
ug/g) doslo k vyraznému zvySeni Cetnosti mikrojader (mikrojadra/1000 bunék).
Nejvyssi pocet (10,6) byl kvidéni u nejvyssi hodnoty testované davky.
Adriamycinem oSetfena zvirata vykazovala cetnost 13,4; 2x vétSi neZ u

neoSetrenych zvirat. Podobné maritidin 10,1 po jediném osSetieni davkou 0,51

pug/ml [9].
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Obrdzek 12: Struktura maritidinu, hippeastidinu

Bulbispermin (Obr. 13) patfici mezi a-krininové alkaloidy byl poprvé ziskan
z Amaryllidaceae rostliny Crinum bulbispermum [46]. V roce 2012 bylo zverejnéno,
Ze bulbispermin ma silny cytotoxicky ucinek proti lidskym leukemickym HL-60

bunkam [47]. O -~ OCH;
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Obrdzek 13: Struktura bulbisperminu a distichaminu
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Ve stejném roce byl testovan distichamin (Obr. 13) na protinadorovou
aktivitu nékolika nadorovych bunécnych linii: akutni lymfoblasticka leukemie
(CEM), chronicka myeloidni leukemie (K562), prsni adenokarcinom (MCF?7),
maligni melanom (G-361), karcinom déloZniho hrdla (HeLa) a normalni lidské
zdravé fibroblasty (B]). Distichamin byl aktivni vii¢i vSem bunéénym nadorovym
liniim, kdy se hodnoty ICso pohybovaly mezi 2,2 - 14,7 pM. Hamenathamin, jako
dalsi z testovanych alkaloid{, plisobil taktéZ na v§echny uvedené bunéc¢né linie s ICso

vrozmezi 2,1 - 8,1 uM (Tab. 3) [48].

Tabulka 3: Cytotoxickd aktivita vybranych alkaloidil proti riiznym nddorovym bunécnym

liniim a jedné zdravé bunécné linii [48].

Bunécné linie ICso (uM)

Alkaloid nddorové zdravé

CEM K562 MCF7 HeLa G-361 BJ
Haemanthamin 2,1+0,4 3,4+16 81+33 7022 37+04 2,7+0,2

Distichamin 45+16 4109 23+08 22+01 14701 10519

Vroce 2013 probéhla studie, kde hlavnim cilem bylo zkoumat ucinky
haemanthaminu a haemanthidinu na indukci apoptézy u lidskych leukemickych
bunék Jurkat [49]. Po jejich vystaveni témto dvéma alkaloidiim (v koncentracich od
5 do 20 uM) byla pozorovana zvySena apoptdza, kterd byla doprovazena aktivaci
kaspdaz 3, 7, 8 a9 a naopak sniZen mitochondridlni membranovy potencial a zastaven
bunécny cyklusv G1 a G2/M fazi [31] . Ve vysledku bylo prokazano, Ze haemanthidin
je ucinnéjsi proti leukemickym T-lymfocytim nezli haemanthamin. Bylo také
zjiSténo, Ze apopticky ucinek haemanthaminu a haemanthidinu u leukemickych

bunék je vyraznéjsi nez-li u gama zareni [49].

25



Vroce 2014 byla zkoumdna cytotoxicita N-methylhaemathidin-choridu
(NMHC) (Obr. 14) na tfi rakovinné bunky slinivky (AsPC-1, BxPC-1 a Mia PaCa-2).
Vyzkum in vitro ukazal, Ze pti pouZziti NMHC o koncentraci 0,5 - 1 uM doslo
k vyznamnému zpomaleni rastu vSech tfi bunécnych linii, coz vedlo ke sniZeni
glykolyzy, zpomaleni bunécného cyklu a nasledné k apoptické smrti. Kromé toho
bylo dokazano, ze NMHC je u€innéjsi ve vSech trech pripadech neZ gemcitabin nebo
5-fluorouracil, zatimco na zdravé bunky tlustého stieva (NCM450) pisobi
primérné. Vzapéti byla aktivita NMHC zkoumana i in vivo na mySim modelu. Péti-
tydennim neosrsténym BALB/c mySim byly implantovany lidské rakovinné
pankreatické bunky AsPC-1 (1,5 x 10¢). Nadory se nechaly vyrist do velikosti ~150
mm3. Poté bylo mysim intraven6zné aplikovan jednou denné NMHC (25 mg/kg)
nebo fyziologicky roztok. Po deseti dnech aplikace se ukazalo, Ze rlst nadoru je
viditelné inhibovan u mysi 1é¢enych pomoci MNHC oproti mysSim, kterym byl
aplikovan pouze fyziologicky roztok. Rovnéz byla sniZena i velikost a hmotnost
nddoru. Zaroven NMHC nevykazoval Zadny negativni dopad na hmotnost
testovanych zvirat a nemél kardiotoxické, hepatotoxické ani nefrotoxické ucinky

[50].
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Obradzek 14: Struktura N-methylhaemanthidin chloridu

Zajimava studie byla zverejnéna vroce 2015, kdy byly stanoveny in vitro
hodnoty ICso u haemathaminu, haemathidinu, lykorinu a dalSich 10 alkaloidd proti
dvéma lidskym gastrointestindlnim p53-zmutovanym naddorovym bunécnym liniim
Caco-2 a HT-29 [3]. Protein p-53 slouZi jako tumor supresorovy gen. Reguluje
expresi mnoha genti, které mohou kontrolovat rist bunék, apoptézu, opravu DNA,
starnuti bunécnych populaci a angiogenezi. Protein p53 vyhledava na DNA
poskozena mista a pri jeho nalezeni spousti transkripci specifického genu, ktery
zastavi bunécné déleni, dokud nedojde k reparaci posSkozeného mista. Jestlize misto

nelze opravit, je zahajena apoptdza. Vyznam spociva v tom, Ze u mnoha lidskych
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nadorl je gen pro tento protein zmutovany a nemize plnit svou klicovou funkci.
Takovym prikladem je i kolorektdlni karcinom. Toto onemocnéni s vysokou
umrtnosti je treti nejvice diagnostikované nadorové onemocnéni po celém svété.
Pouzité alkaloidy byly izolovany zrostlin Zephyranhtes robusta a Chlidanthus
fragrans. Mezi testovanymi alkaloidy byly pravé haemanthamin, haemanthidin a
lykorin nejacinnéjsi. VSechny 3 slouceniny vykazovaly silny cytotoxicky potencial
proti obéma testovanym bunécnym liniim. Zdravé lidské epitelové bunky streva FHs
74 Int byly pouzity jako kontrola pro stanoveni celkové toxicity. Dilezitym zjisténim
bylo, ze haemathamin a lykorin maji 20x nizsi toxicitu vici témto zdravym
intestinalnim bunkam. Vinorelbin, semisynteticky vinka alkaloid, byl pouzit jako

pozitivni kontrola [3] (Tab. 4).

Tabulka 4: Cytotoxicita testovanych sloucenin proti dvéma nddorovym bunéénym liniim a
jedné nenddorové intestindIni bunécné linii [ 3].

5 Nddorové buriky Zdravé buriky
Sloucenina
Caco-2 ICso (M) HT-29 ICso (uM) FHs 74 Int ICso (uM)
Haemanthamin 0,99 +0,14 0,59 +0,01 19,5+ 8,9
Haemathidin 3,309 1,7+0,1 11,6 £0,9
Lykorin 0,99 + 0,08 1,2+0,0 22,7+0,1
VinorelbinR 0,03 +£0,00 netestovan 40+0,3
R = standard

3.4.4 Narciklasinovy typ

Alkaloidy v této skupiné jsou derivaty odvozené od molekuly fenanthridinu
[7]. Z pohledu cytotoxické aktivity jsou nejvice diskutované latky narciklasin,
pankratistatin a lykoricidin [11]. V literature se ¢asto setkdvame s jejich oznacenim
jako isokarbostyrily. Jejich cytotoxicita byla hodnocena u cca 60 nadorovych
bunécnych linii a primérna hodnota ICso byla 0,046 uM pro narciklasin, 0,33 uM pro
lykoricidin (10x slabsi) a 0,26 uM pro pankratistatin (5x slabsi) [12].
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Narciklasin (Obr. 15), také znamy jako lykoricidinol, byl poprvé izolovan
vroce 1967 z cibuli narcisti v rdmci vyzkumného programu hledani protirtstovych
faktort [6]. Zajimavosti je, Ze lykoricidinol byl poprvé izolovan v roce 1968 jako
regulator ristu rostlin zcibuli Lycoris a az tehdy se ukdzalo, Ze je totoZny
s narciklasinem [6]. Narciklasin byl tedy objeven nezavisle na sobé riznymi

skupinami v témér stejnou dobu.
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Obrdzek 15: Struktura narciklasinu

Brzy po izolaci narciklasinu bylo prokazano, Ze vykazuje rlizné inhibicni
ucinky na rust rostlin, v€etné kliceni semen, rlist sazenic, riist a vyvoj plastidii a
chloroplasti. Asi o 10 let pozdéji byly prvni diikazy o jeho protinddorové aktivite,
kdy zpuasoboval inhibici syntézy eukaryotické ribosomalni bilkoviny v krali¢ich
retikulocytech. Presnéji feceno k inhibici proteosyntézy doslo v diisledku vzajemné
interakce s 60S ribosomalni podjednotkou [31]. Tyto vysledky byly potvrzeny a
rozsiteny naslednymi detailnimi studiemi. Bylo zjiSténo, Ze ICso narciklasinu pro
inhibici proteosyntézy je 70 nM. Syntéza RNA nebyla ovlivnéna, zatimco DNA
syntéza byla mirné sniZena a to pouze pri vysokych koncentracich. Vazebné misto
narciklasinu bylo umisténo na 60S ribosomalni podjednotce a bylo zjiSténo, Ze se
prekryvd se znamymi inhibitory peptidyl-transferazy anisomycinem a
trichoderminem [6].

Na pocatku roku 1990 byla zjisténa Siroka cytotoxicka aktivita narciklasinu,
kdy byl testovan na 60 lidskych naddorovych bunécnych liniich. Primérna hodnota
ICso narciklasinu byla 15,5 nM. Zajimavosti je, Ze melanomové bunécné linie byly
vlbec nejcitlivéjsi nddorové bunky [6].

Pri pouziti vysoké koncentrace narciklasinu 1 pM bylo prokazano, Ze
apoptickd smrt nadorovych bunék je zplisobena prostiednictvim Fas/DR4
smrticitho komplexu a ndsledného ptisobeni kaspazy 8. Nicméné zda budou nasledné

efektorové kaspazy aktivovany piimo nebo prostrednictvim mitochondrii, zavisi na
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typu bunky. Vrakovinnych bunkach prostaty PC-3 narciklasin primo aktivuje
efektorové kaspazy pies Fas/DR4 spoustéci mechanismums, ktery aktivuje kaspazu
8. Vnadorovych buinkach prsu MCF-7 musi dojit kuvolnéni cytochromu c
z mitochondrii a poté dochazi ke vzniku apoptozomii [51].

V roce 2010 byly zkoumany ucinky narciklasinu na nékolika melanomovych
bunécnych liniich, které zahrnovaly buiikky VM-21, VM-47 a VM-48, lidsky koZni
melanom SKMEL-28 a buiniky mysSiho melanomu B16F10. Studie byla vyznamna,
nebot melanomy jsou zndmé pro svou odolnost vii¢i proapoptickym podnéttim. U
narciklasinu byly in vitro prokazany jeho silné rtstové inhibi¢ni uc¢inky a to bez
ohledu na uroven této odolnosti. Hodnoty IC so se pohybovaly v rozmezi od 0,05 uM
u bunék VM-47 do 0,005 uM u bunék B16F10 [52]. Zajmem védct bylo pftijit na to,
jakym mechanismem narciklasin plisobi. Zjistili, Ze jeho cilem je eukaryotni
translacni prodluZovaci faktor eEF1A. Jedna se o velmi zajimavy protein, ktery na
jedné strané dodava aminoacyl-tRNA ribozomiim a na druhé strané se podili na
organizaci aktinového cytoskeletu. Podili se tedy na regulaci morfologie, cytokinezi
a migraci bunék [6]. Nasledné byly provedeny in vivo studie a melanomové
metastazujici buniky (VM-48) pochazejici z lidského mozku byly implantovany do
mozku Sest tydnl starych neosrsténych mysSi. Vysledky ukazaly, ze aplikaci
narciklasinu v mnozstvi 1 mg/kg dvakrat tydné po dobu tfi tydnt Ize dosdhnout
vyznamného lé¢ebného prinosu u tohoto agresivniho typu melanomu. Pro srovnani
temozolomid, jiz zavedené chemoterapeutikum, bylo tifeba podavat v mnoZstvi 40
mg/kg trikrat tydné po dobu 3 tydni [52].

Narciklasin je induktor bunécné smrti v nddorovych bunécnych liniich, ale na
normalni zdravé burnky plisobi méné cytotoxicky. Primérna hodnota ICso po 72
hodinach 1é¢by, ktera byla vypocitana pro 6 lidskych bunécnych nadorovych linii
(A549, MCF-7, PC-3, LoVo, U373 a BxPC3), byla 30 nM. Odpovidajici primérna
hodnota ICso pro tfi fibroblastické bunécné linie (WI-38, CCD25Lu a WS1) byla 7,5
uM [51].

V nedavné dobé byly popsany silné cytotoxické ucinky narciklasinu na
bunécné linie HL-60 a HSC-2 s hodnotou ICs0 0,018 a 0,05 uM. Proapopticka aktivita
byla charakterizovana morfologickymi zménami zahrnujici kondenzaci chromatinu,

smrsténim bunky a aktivaci kaspazy 3. Aktivace byla u lidskych premyelocytarnich
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leukemickych bunék HL-60 mnohem vyraznéjsi po pulsobeni narciklasiu nez
cisplatiny, jeZ byla pouzita jako pozitivni kontrola [31].

Pankratistatin (Obr. 16), blizky strukturni analog narciklasinu, byl izolovan
z rostliny Hymenocallis littoralis vroce 1984 [31]. Brzy bylo dokazano, Ze ma
antineopastické a cytostatické ucinky [31].
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Obrazek 16: Struktura pankratistatinu

V roce 2004 byla prokazana schopnost pankratistatinu indukovat apoptézu
v lidskych leukemickych Jurkat bunikach pfi pouZziti jeho koncentrace 1 uM a to bez
toxickych ucinkl na zdravé jaderné krevni bunky (lymfocyty). Dale bylo zjisténo, Ze
indukce apoptézy pankratistatinem je spojena s aktivaci kaspazy 3, prevracenim
vnitiniho listu membrany, ktery je bohaty na fosfatidylserin, na vnéjsi list
membrany, dale produkci reaktivnich forem kysliku a ztratou potencialu na
mitochondridlni membrané [31, 53]. Téchto poznatkil bylo vyuZito pozdéji.

Vroce 2010 byly zkoumdny dcinky pankratistatinu ex vivo proti rliznym
leukemickym bunkam. Pro tyto pripady byly ziskdny periferni krevni vzorky od
pacienti sleukemii, ve kterych bylo identifikovano 11 rlznych bunécnych
leukemickych linii (AML-M3, AML-M2, AMoL-M5a, CML, AML-M5a, ALL-L3, CMML-
M4, Mantel cell lymphoma, AML, AML-MO0, AML-MDS) [9, 54]. Periferni krev byla
rovnéZz odebrana i zdravym jedinciim, nekuidkim, v rozmezi véku 25 - 50 let.
Krevni buniky byly oSetifeny nejpozdéji do 3 hodin od odbéru po dobu az 48h 1 uM
roztokem pankratistatinu. Apoptické ucinky byly zjistény u vSech leukemickych
bunék a to vrozmezi od 17,7 % do 70,8 % (Tab. 5). Za téchto podminek bylo také
prokazano, Ze pankratistatin je u€innéjsi nezli paklitaxel, ktery byl podavan v nizsi
davce 0,5 puM. Krev zdravych dobrovolnikii nebyla ovlivnéna, coz poukazuje na
hlavni charakteristiku pankratistatinu, a to Ze pusobi jako selektivni apoptické

¢inidlo [54].
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Tabulka 5: Souhrn udajii o lécenych pacientech a vysledky po 1éCbé pankratistatinem [54].

Pacient Vék pacienta Diagnéza Apoptéza %
1 60 AML-M3 64,9 £ 4,2
2 81 AML-M2 33,5+7,7
3 53 AMoL-M5a 46,5+79
4 73 CML 63,9 £ 2,2
5 23 AML-M5a 30,6 £1,6
6 66 ALL-L3 61,8+9,8
7 62 CMML-M4 17,7 £ 2,7
8 74 AML-M2 48,6 + 6,7
9 45 AML 63,9 £ 4,2
10 57 AML-M3 70,8+5,9
11 68 AML-M2 46,8 12,2
12 80 Lymfom z plastovych bunék 35,2+6,6
13 47 AML 373+7,7
14 71 AML-MO, recidivujici 45,3+11,3
15 65 AML-MDS, recidivujici 37,3+8,5

O rok pozdéji byly studovany ucinky pankratistatinu na modelech
s metastazujicim karcinomem prostaty. VyuZity byly dvé bunécné nadorové linie
DU145 a LNCaP [55]. Ve studii se ukazalo, Ze pankratistatin v zavislosti na davce a
Case vyznamné snizil Zivotaschopnost bunék citlivych na androgen (DU145), ale i
bunék nereagujicich na androgen (LNCaP) sECso 0,1 pM [55]. Nasledné bylo
prokazano, Ze u obou typii bunék se na bunécné toxicité podilely vyrazné apoptické
ucinky pankratistatinu zvySenim produkce reaktivnich kyslikovych radikalii a
zhrouceni mitochondridlniho membranového potencidlu. Na druhou stranu
normalni lidské fibroblasty (NHF) ziistaly prevazné neovlivnény. Na zakladé téchto
vysledki byl vytvoren lidsky xenoimplantat za pouziti bunécné linie DU145, ktery
byl podkoZné implantovan do 6 tydnt starych samcich CD-1 homozygotnich nahych
mysi [55]. Nadory byly ponechany rdstu po dobu 4 tydnt, nasledné byla zvirata
intratumoralné osetiena vehikulem (5 pul DMSO) nebo pankratistatinem (3 mg/kg).

Davka byla aplikovana ¢tyrikrat tydné po dobu tiech tydni. Ukazalo se, Ze primérny
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objem nadoru byl priblizné o 50 % niZsi u mysi 1é¢enych pankratistatin nez u téch,
kterym bylo aplikovano pouze vehikulum [55]. K tomu priimérna télesnd hmotnost
zvirat se mezi obéma skupinami vyznamné neodliSovala. RovnéZ se neobjevily ani
zjevné toxické ucinky pankratistatinu, ani reakce po jeho aplikaci (zarudnuti ci
otok), nebo znéna chovani/aktivity zvirat v porovnani s kontrolni skupinou [55].

V tomtéZ roce byl rovnéz sledovan ucinek in vitro a in vivo pankratistatinu v
bunécnych modelech lidského kolorektalniho karcinomu. Po 72 h pisobeni
vzavislosti na davce pankratistatin zpisobil pokles mitochondridlniho
membranového potencialu a indukci apoptdzy v liniich p-53 zmutovanych (HT-29)
a v divokém typu p-53 (HCT116) , dvou kolorektalnich nddorovych bunécnych
liniich s ICs0 0,1 uM [9]. Tato davka vSak neplisobila na normalni stfevni fibroblasty
(CCD-18Co), ty byly ovlivnény aZ pti hodnoté ICso 10 pM [9]. Po tomto zjiSténi bylo
pristoupeno na ovéreni ucinkl vin vivo modelech. Byl pozorovan vliv podavani
pankratistatinu na riist HT-29 xenoimplantatu v nahych mysich [56]. Pankratistatin
byl podavan intratumoralné dvakrat tydné v davce 3 mg/kg. Po péti tydnech 1écby
byl primérny objem nadoru u pankratistatinem-lé¢enych mysi (18,0 + 0,6 mm3)
pribliZzné 15-ti nasobné niZsi neZ priimérny objem nadoru u kontrolnich mysi (249,5
+ 170,2 mm3) [56]. Tyto vysledky ukazaly, Ze pankratistatin vyrazné sniZuje rist
HT-29 xenoinplantatd u nahych mysi, aniz by byly pozorovany vedlejsi ucinky [56].

3.4.5 Tazettinovy typ

Tato skupina zahrnuje derivaty odvozené od chemické struktury 2-
benzopyrano-[3,4-c]indolu. Tazettin (Obr. 17) vykazuje mirnou cytotoxickou
aktivitu proti primarnim bunkam fibroblastické linie LMTK a také velmi slabou

aktivitu viici leukemickym bunkam Rauscher [7].
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Obrdzek 17: Struktura tazettinu a pretazettinu
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Na druhou stranu pretazettin (Obr. 17), jako biosynteticky prekurzor
tazettinu, ziskal velkou pozornost nejen pro své protinadorové ucinky. Studie
prokéazaly, Ze pretazettin s [Cso v rozmezi od 4,12 do 8,85 uM vykazuje cytotoxicitu
proti bunnkdm fibroblastické linie LMTK, inhibuje buné¢ny rist HeLa bunék a je
terapeuticky ucinny proti pokrocilé Rauscher lekemii, Ehrlichové karcinomu
spojeného s ascitem, spontanni AKR lymfocytarni leukemii a Lewisové karcinomu
plic. Je to také jeden z nejaktivnéjsich Amaryllidaceae alkaloid proti bunikdm akutni
lymfoblastické leukémie MOLT-4 [31]. Pretazettin dale inhibuje aktivitu P-
glykoproteinu, produktu MDR1 genu. Dale zvySuje aktivitu doxorubicinu u
rezistentnich forem mysich leukémii [7]. Objev inhibice P-glykoproteinu je dtlezity
pii vyvoji protinddorové terapie, protoZe P-glykoprotein je energeticky zavisly
efluxni transportér pohanény hydrolyzou ATP a je nadmérné exprimovan v rtiznych
rakovinnych burkach, kde je zodpovédny za mnohocetnou lékovou rezistenci

zplsobenou pravé transportem podaného léc¢iva ven z buriky [31].

3.5 Amaryllidaceae alkaloidy vyuZitelné v terapii Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni a neurodegenerativni porucha. Je
to nejcastéjsi forma demence u starsich lidi, ktera je obvykle diagnostikovana u osob
ve véku nad 65 let. Vzhledem ke starnuti lidské populace a nartistu primérné délky
Zivota se predpoklada, Ze se bude zvySovat mnozZstvi lidi s AD. Kazdym rokem
pribyva asi 4,6 milionu novych ptipadi po celém svété [57].

AD je mnohostranna porucha charakterizovana akumulaci extracelularnich
B-amyloidnich plakd, postupnym vyskytem intracelularni tau patologii,
mitochondrialnimi abnormalitami a neurozanétlivymi procesy, které pomalu nici
neurony a tim schopnost zapamatovat si a ukladat nové informace [58]. Dale se
vyznacuje poruchami cholinergniho systému. Lidsky centralni nervovy systém
obsahuje dva typy cholinesteraz:  acetylcholinesterdzu  (AChE) a
butyrylcholinesterazu (BuChE) [26]. Hlavni role AChE je ukonceni prenosu
nervovych impulzl na cholinergnich synapsich rychlou hydrolyzou acetylcholinu
(ACh). Nicméné na tomto procesu se podili i enzym BuChE, ktera je schopna
hydrolyzovat ACh, jakoz i jiné estery. V mozku pacienta trpicim AD aktivita AChE
klesa oproti zdravému, zatimco koncentrace BuChE se zvySuje. Z tohoto dlivodu je

nutné zamérit vyzkum na hledani novych inhibitort se schopnosti inhibice AChE i
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BuChE. V soucasné dobé je inhibice acetylcholinesterazy nejpouzivanéjsi
terapeuticka 1écba piiznakt AD [59].

Cholinesterazové inhibitory jako donepezil, rivastigmin a galanthamin jsou
v soucasné dobé hlavni pouzivané latky u symptomatické 1é¢by AD. Galanthamin
(Obr. 18), dllezity alkaloidni zastupce nalezeny v Celedi Amaryllidaceae, je vyuZzivan
v 1é¢bé na mirnou az stredné tézkou AD diky jeho dlouhému plisobeni, selektivité,
reverzibilité a kompetitivni inhibici AChE aktivity [26]. Hodnota ICso galanthaminu
vuci HuAChE je 2,5 + 0,1 uM [59] a velmi Casto je vyuzivan jako referenc¢ni latka. Na
druhou stranu jeho inhibi¢ni aktivita vii¢ci HuBuChE je mnohem slabsi, ICso odpovida
53,3+ 1,9 uM [59]
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Obrazek 18: Struktura galanthaminu

U dalSich Amaryllidaceae alkaloidli jako jsou sanguinin, assoanin a
oxoassoanin byla rovnéz popsana inhibi¢ni aktivita vii¢i AChE [60]. Pehled téchto

alkaloidti je uveden v tabulce (Tab. 6).
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Tabulka 6: Prehled vybranych Amaryllidaceae alkaloidii a jejich inhibi¢ni aktivity viici AChE
[60].

Alkaloid Struktura Rostlinny piivod ICs0 uM
OH
0]
sanguinin OH Eucharis grandiflora 0,10 £+ 0,01
N
/
H,;C

Narcissus assoanus 3,87 + 0,24

. H3;CO
assoanin O
H3;CO
H3;CO
oxoassoanin O
H;CO

Narcissus assoanus 47,21+ 1,13

O
=) =<0

3.6. Amaryllidaceae alkaloidy a jejich dalsi biologicka aktivita

Amaryllidaceae alkaloidy lykorin (Obr. 5), hippeastrin a haemanthamin (Obr.
11) disponuji stfedni aZ vysokou aktivitou proti chripce. Zejména lykorin ma silné
in vitro Gc¢inky proti chiipce typu A N5H1. Tato latka byla studovana i pro své ucinky
na poliovirus [12].

U narciklasinu (Obr. 15) byl studovan profylakticky uc¢inek na krysim modelu
artritidy, kde vyrazné potlacoval stupen otoku oSetifenych i neoSetienych nohou.
Tento alkaloid rovnéz vykazuje antibakteridlni aktivitu vici Corynebacterium
fascians, Cryptococcus neoformans a antivirovou aktivitu proti nékterym RNA
flaviviriim a bunyavirim [31].

Na podzim roku 2016 byl izolovan novy alkaloid krininového typu,
krinsarnin (Obr. 19), ze suSenych cibuli jihoafrickeé rostliny Nerine sarniensis. BEhem
studii bylo zjiSténo, Ze ma adulticidni Ucinky a Ze plisobi na ptirodni bazi jako
insekticid viici Aedes aegypti. Tento komar je hlavni vektor horecky dengue, zluté

zimnice a viru Zika. V této souvislosti je nejaktualnéjsi nedavna epidemie viru Zika,
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protoZe by se mohla snadno stat potenciadlni hrozbou pro mezinarodni bezpec¢nost
v oblasti verejného zdravi. Virus zplisobuje mikrocefalie a dal$i vazné mozkové
anomalie v pribéhu téhotenstvi. Kontrola proti komartim je jednou z hlavnich
metod pouZivanych pro snizZeni Sifeni viru. Vysledky popsané ve studii ukazuji, Ze
prirodni produkty, zejména Amaryllidaceae alkaloidy, jsou cenné zdroje, které musi

byt dale zkoumany jako prirodni insekticidy proti Aedes Aegypti [61].

OCH,

Lkrinszarnin

Obrazek 19: Struktura krinsarninu
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Na pocatku byla veSkerd rozpousStédla preciSténa destilaci. Vodnym
azeotropem byl zachycen destilacni predek (cca 5 %) a teprve poté bylo
predestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla. VSechna rozpoustédla byla
uchovavana v hnédych lahvich.

Pro odparovani rozpoustédel z rostlinnych extrakti byla pouzita vakuova
odparka LABOROTA 4001 - efficient, Heidolph, Germany, jejiZ soucasti byla vodni

lazen pri 40 °C a sniZzeném tlaku.

4.1.2 Sloupcova chromatografie
Chromatograficky sloupec byl zhotoven nalitim suspenze adsorbentu
v mobilni fazi do chromatografické kolony. V samotném separa¢nim procesu byla

vyuzita stupniovita eluce na Al203 neutralnim.

4.1.3 Priprava desek pro preparativni TLC
Sklenéné desky urcené kpreparativni TLC byly umyty a ociStény
chloroformem. V rovhomérné vrstvé na né byla nanesena suspenze silikagelu ve

vodé a poté probihalo suseni alespon 24 hodin.

4.1.4 Preparativni TLC
Desky s nanesenym extraktem byly vyvijeny v komorach, které byly syceny

mobilni fazi po dobu 30 - 40 minut.

4.1.5 Detekce biologicky aktivnich latek na chromatografickych deskach
Piitomné alkaloidy na TLC deskach byly detekovany pod UV lampou pii
vlnovych délkdch 254 nm a kontrolné i Dragendorffovym Ccinidlem, kdy za

pritomnosti alkaloidu vznikla oranzova skvrna.
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4.2 Material a vybaveni
4.2.1 Rozpoustédla
Benzin, p.a. (Penta)
Chloroform p.a. (Penta)
Diethylamin, p.a. (Penta)
Diethylether p.a. (Penta)
Dichlormethan p.a. (Balex)
Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a. (Penta)
Ethylacetat p.a. (Penta)
Methanol, p.a. (Penta)
Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)
Toluen p.a. (Penta)

4.2.2 Chemikalie
Kyselina chlorovodikova (Penta)
Siran sodny, bezvody (Penta)
Uhlic¢itan sodny (Penta)
Silpearl (velmi ¢isty silikagel, suSeny 2 h pri 80 °C)

Dragendorffovo ¢inidlo

4.2.3 Pouzité mobilni faze
EtOAc:MeOH:DEA (5:4:1)
To:EtOAc:DEA (15:75:10)
cHx:DEA (9:1)

To:DEA (9:1)
To:Aceton:EtOH:NH3 (40:40:6:2)

4.2.4 Chromatografické adsorbenty
Sloupcova chromatografie: oxid hlinity (Al203), desaktivovany 6 % vody.
Preparativni chromatografie: lité sklenéné desky 15 x 15 cm, Kiesegel 60
GF254.
Komer¢ni desky: TLC Silica gel 60 F 254 Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska,
tloustka vrstvy 0,2 mm.
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4.3 Priprava ethanolického a alkaloidniho extraktu z rostliny Narcissus cv.
PROFESSOR EINSTEIN
4.3.1 Biologicky material

Na tuto experimentalni praci byly pouzity cerstvé cibule Narcissus cv.
PROFESSOR EINSTEIN, které byly dodany firmou Lukon Glads (Sadska, Ceska
republika). Botanicka verifikace vzorkl byla provedena Prof. RNDr. Lubomirem
Opletalem CSc. na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie na Farmaceutické
fakulté v Hradci Kralové. RovnéZz je zde v herbari uloZen vzorek cibuli pod

oznaCenim CUFPH-16130/AL-447.

4.3.2 Priprava ethanolického a alkaloidniho extraktu

Cerstvé cibule (34 kg) kultivaru Narcissus cv. PROFFESOR EINSTEIN byly
postupné zpracovany po cca 1,2 kg. Cibule byly rozkrajeny, rozemlety, rozmixovany
a nakonec opakované (2 - 3x) povareny v ethanolu (EtOH 96%, v/v) pod zpétnym
chladicem po dobu 30 minut. Po kazdém vareni byl obsah zfiltrovan pres filtracni
papir od hrubych necistot a filtrat shromazd ovan. Ethanolicky extrakt byl nasledné
odparen na vakuové odparce. Z odparku byl zbyly EtOH odpaten pomoci horké vody
v azeotropni smési a vznikly odparek byl rozpustén vcca 1,51 5% HCIL Poté byl
kysely roztok 2x zfiltrovan pres vliselin a zfedén destilovanou vodou na 4,5 | na
pH 1. Nasledovalo vytirepavani, které probihalo ve dvou fazich.

Béhem prvni faze vytfepavani byla kyseld vodnd faze vytrepana
diethyletherem (Etz0) (2 x 4 1), aby doslo k odtu¢néni, dale alkalizovana 10%
uhlicitanem sodnym (Na2CO3) na pH 9-10 a vytfepana chloroformem (CHCI3)
(4 x 4 1), aby doSlo k prechodu alkaloidnich sloZek do organické faze. Bylo ziskano
40,49 g alkaloidniho extraktu, k némuz byl pridan jiz drive pripraveny extrakt.
Tento extrakt byl pripraven stejnym postupem, jako je zde popsano. Celkem bylo
pripraveno 51,44 g sumarniho alkaloidniho extraktu.

Pro druhou fazi vytfrepavani bylo nutné nejprve sumarni alkaloidni extrakt
rozpustit v 1,5 1 5% HCI a prefiltrovat pies kifemelinu. Vzniklo tak 1,5 1 vodné faze
pro vytiepavani. Nejdrive bylo provedeno opétovné odtucnéni vytifepanim s EtOH
(4 x 250 ml), dale pak alkalizace kyselého roztoku pomoci 10% Na2COs3 (460 ml) a
nakonec vytiepani Et20 (10 x 250 ml). Pfitomnost alkaloidni slozky ve vodné fazi

byla ovérena pozitivni reakci s Mayerovym cinidlem, proto bylo nutné pokracovat
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ve vytirepavani CHCI3 (16 x 250 ml). Organicka faze byla pokazdé jimana do barky
s bezvodym siranem sodnym (Na2S04), aby doslo kjejimu vysuSeni, a nakonec
prefiltrovana pres filtra¢ni papir z divodu odstranéni NazSOs4. Chloroformové a
diethyletherové vytiepky byly spojeny a na konci bylo ziskano 31,73 g alkaloidniho

extraktu.

4.4 Sloupcova chromatografie alkaloidniho extraktu

4.4.1 Kolona
Adsorbent: 2100 g Al203, suSeny 12 h pti 200 °C, desaktivovany 6 % vody
Frakce: 500 ml

Mrtvy objem: 1570 ml

Primeér kolony: 5,8 cm

100 mg extraktu bylo odebrano pro kontrolu a ze zbylého mnozZstvi byl
pripraven roztér s Al203 v poméru 1:4 nasledujicim zptisobem. Alkaloidni extrakt
byl rozpustén v potifebném mnoZzstvi slozek dichlormethanu (CHzCl2) a CHClI;s,
smichan s adsorbentem a poté bylo na vodni 1dznif odpareno rozpoustédlo.

Stacionarni faze byla suspendovdna ve smési rozpoustédel CHCls:benzin
(30:70) a nanesena na kolonu.

Mobilni faze byla vybrana podle retencniho faktoru (0,175), kdy jako
nejvhodnéjsi byla vyhodnocena smés CHCls:benzin (40:60), ale nakonec byla jako
zaCatecCni zvolena méné polarni mobilni faze (30:70). Béhem eluce bylo pouZito 6
riznych smési (CHCl3:benzin:EtOH) se zvysujici se polaritou (Tab. 7).

Na kolonu byla kontinualné vlévana mobilni faze ze zasobni bariky a eluat byl
jiman o objemu 250 ml konstantni rychlosti. U kazdé frakce byla provadéna
kontrolni detekce alkaloidli Dragendorffovym c¢inidlem. V piipadé pozitivni reakce
byla zhotovena TLC vriznych chromatografickych soustavach. Celkem bylo

odebrano 493 frakci (Tab. 8).
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Tabulka 7: Frakce sloupcové chromatografie a jejich vyvijeci soustavy pro souhrnné TLC.

Cislo frakce Vyvijeci soustava

1-137 Alkaloidy nebyly detekovany
137 - 204 To:EtOAc:DEA (7:2:1)
205-272 To:EtOAc:DEA (45:45:10)
273-372 To:EtOAc:DEA (15:75:10)
373 -376 EtOAc:DEA (9:1)

377 -416 EtOAc:MeOH:DEA (8:1:1)
417 - 493 EtOAc:MeOH:DEA (5:4:1)

Posléze na zakladé podobnosti TLC doslo ke slucovani frakci, vzniklo tak 27

podfrakci (dale jen frakce).

Tabulka 8: Prehled piivodu nové vzniklych frakci, pouZitych mobilnich fdzi a vytézki
pripravenych k izolaci alkaloidii.
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Nové vznikla  Sloucené Mobilni faze VytéZek v mg
frakce frakce
1-110 Benzin:CHCI3 (70:30) 0
Benzin:CHCI3 (65:35)
Benzin:CHCI3 (60:40)
Benzin:CHCI3 (55:45)
Benzin:CHCI3 (50:50)
1 111 - 145 Benzin:CHCI3 (45:55) 10
Benzin:CHCI3 (40:60)
2 146 - 150 Benzin:CHCI3 (40:60) 20
3 151 -158 Benzin:CHCI3 (40:60) 30
4 159 -173 Benzin:CHCI3 (40:60) 70
5 174 -177 Benzin:CHCIs (40:60) 50
6 178 - 187 Benzin:CHCI3 (35:65) 1590
7 188 - 191 Benzin:CHCI3 (35:65) 1690
8 192 - 195 Benzin:CHCI3 (35:65) 300
9 196 - 199 Benzin:CHCI3 (35:65) 80
10 200 - 215 Benzin:CHCI3 (35:65) 270
Benzin:CHCIs3 (30:70)
11 216 - 221 Benzin:CHCI3 (30:70) 170



Tabulka 8
12

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24

25

26

27

222 - 297

298 - 324

325-329
330-332
333-336
337 - 357
358 -373
374 - 381
382 -386
387 - 397
398 - 402

403 - 408
409 - 429

430 - 466

467 - 478

479 - 493

Benzin:CHCI3 (30:70)
Benzin:CHCIs (25:75)
Benzin:CHCI3 (20:80)
Benzin:CHCI3 (20:80)
CHCIs (100)
CHCI3:EtOH (99:1)
CHCI3:EtOH (99:1)

CHCI3:EtOH (99:1)
CHCI3:EtOH (99:1)
CHCI3:EtOH (99:1)
CHCI3:EtOH (98:2)
CHCI3:EtOH (98:2)
CHCI3:EtOH (98:2)
CHCI3:EtOH (98:2)

CHCl3:EtOH (98:2)
CHCIs:EtOH (95:5)
CHCIs:EtOH (95:5)

CHCIs:EtOH (95:5)
CHCls:EtOH (90:10)
CHCI3:EtOH (90:10)
CHCls:EtOH (80:20)
CHCls:EtOH (80:20)
CHCIs:EtOH (50:50)
CHCI3:EtOH (50:50)
EtOH (100)

pokracovdni

3160

310

183
828
616
1206
1426
1388
1134
585
127

182
936

6543
672
941

Celkem 24, 517g
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Po slouceni a odpareni rozpoustédel, byla zhotovena souhrnna TLC. Frakce
¢. 1 - 15 byla vyvijena v soustave rozpoustédel To:EtOAc:DEA (7:2:1) a frakce ¢. 13
- 27 vsoustavé EtOAc:MeOH:DEA (5:4:1). Souhrnna TLC je znazornéna na

nasledujicim obrazku (Obr. 20).

A

Obrdzek 20: Souhrnnd TLC 27 alkaloidnich frakci z extraktu Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN, které byla zhotovena z frakci ziskanych sloupcovou chromatografii (absorbent A2;
drdha 7,5 cm; mobilni faze: a) To:EtOAc:DEA (7:2:1) b) EtOAc:MeOH:DEA (5:4:1); vyvijeno 2x,
detekce Dragendorffovym cinidlem. V této prdci jsem zpracovdvala zvyraznénou frakci ¢. 17.

Pro izolaci alkaloidii v ¢istém stavu byla vybrana frakce ¢. 17. Pred vlastnim
zahajenim izolac¢nich praci byla tato frakce podrobena GC/MS analyze (Obr. 21) za

ucelem predbézné identifikace latek pritomnych ve zpracovaném materialu.
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4.5 Zpracovani frakce ¢. 17

Frakce o celkové hmotnosti 1,206 g byla rozdélena na 3 ¢asti a kazda z nich
se zpracovavala nasledujicim postupem. Priblizné 400 mg extraktu bylo rozpusténo
v malém mnozstvi smési EtOH + CHCIs (1:1) a obsah byl nanesen na sklenéné desky
asi 1,5 cm od spodnf linie a 1 cm od bocnich kraji. Baiika byla poté jesté 2x
vyplachnuta stejnou smési a obsah nanesen na tytéZ desky. Celkem bylo naneseno
27 desek, ktera byly podrobeny preparativni TLC analyze.

Desky byly vyvijeny (Obr. 22/1) v predem nasycenych komorach (20-30
minut) v mobilni fazi To:EtOAc:DEA (15:75:10) a poté byly dokonale vysuSeny.

Obrdzek 22: Obrazovd dokumentace postupu prdce pri zpracovdvdni frakce ¢. 17.
e (. 1:vyvijeni desek v mobilni fazi To:EtOAc:DEA (15:75:10),
e (. 2:zobrazeni ¢tyr alkaloidnich zén pod UV detektorem pri vinové délce 254 nm
e (. 3:izolace jednotlivych zon,
e (. 4:eluceizolovanych zén smési EtOH + CHCI3 (1:1).

Tento postup byl zopakovan jeSté jednou. Celkem byly oznaceny 4 zony,
zobrazené pod UV lampou (Obr. 22/2), izolovany a slouceny z jednotlivych desek
(Obr. 22/3). Kazda z6na bylo precisténa od hrubych necistot pies vrstvu kifemeliny,
na kterou byl umistén separovany silikagel z desek promiseny s kiemelinou
v poméru 1:1. Takto pfripravend smeés byla promyvana smési EtOH + CHCIs3 (1:1) do
doby detekovatelnych alkaloidii v odkapavajicim eluatu (Obr. 22/4). VeSkery eluat

byl odparen na odparce a kvantitativné preveden do malych uzaviratelnych banék,
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které byly nadale uchovavany v lednici. Takto byly ziskany podfrakce oznacené jako

17/1 - 17/4. Jejich hmotnosti jsou uvedené v tabulce (Tab. 9).

Tabulka 9: Hmotnosti izolovanych podfrakci ziskanych z frakce ¢ 17 Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN

Podfrakce Hmotnost
17/1 94,5 mg
17/2 154,6 mg
17/3 187,9 mg

NevazZeno, ihned krystalizace - dalsi
17/4
zpracovani

Obrazek 23: TLC chromatogramy izolovanych zén. Obr. A: Zény 17/1 - 17/3 vyvijeny
v soustavé TO:EtOAc:DEA 15:75:10 (2x); Obr. B: Zéna 17/4 v soustavé TO:EtOAc:DEA
15:75:10 (2x), cHx:DEA (9:1).

Zpracovani podfrakce ¢. 17/4 probihalo nasledujicim zplisobem. Jiz pri
prevedeni eluatu ze zény 4 a nasledném odparovani doslo ke vzniku viditelnych

krystalii. Po dobu 5 nasledujicich dni probihala krystalizace za horka z ethanolu pod
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zpétnym chladicem. Celkem bylo ziskdno 127 mg Cisté latky, kterad byla podrobena

strukturni identifikaci.

Obrdzek 24: analyzovand zéna 17-4 Obrazek 25: TLC chromatogram Ccisté ldtky
izolované ze zény 17-4, vyvijeci soustavy:
TO:EtOAc:DEA 15:75:10 (2x), cHx:DEA 9:1

Zo6na¢.17/1 o hmotnosti 94,5 mg byla podrobena preparativni TLC za vyuZiti
mobilni faze To:DEA (9:1). Opét byly detekovany 4 zdny, které byly izolovany
stejnym postupem jako pocatecni frakce €. 17. Zpracovavany byly nadale zony

17/1-3a17/1-4.

Obradzek 26: analyzovand zéna 17 -1

Zo6na 17/1-3 o celkové hmotnosti 32,2 mg byla dociStovana na komerc¢nich
deskach v mobilni fazi To:DEA (9:1) a v konecné fazi precisténa elu¢ni metodou
prostfednictvim CHCls pres SILPEARL. Veluatu vSak bylo detekovano
prostirednictvim GC/MS malé mnozstvi ftalati, nikoliv alkaloidt.

Zona 17/1-4 shmotnosti 13,1 mg byla vyvijena v mobilni fazi
To:Aceton:EtOH:Amoniak (40:40:6:2) a byla ziskana jedna dil¢i z6na o hmotnosti
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3,1 mg, nejednalo se vSak o cistou latku. DalSi zpracovani této zony jiZ nebylo

predmétem této prace.

4.6 Metody pouziti pro identifikaci alkaloidt

4.6.1 GC/MS analyza

Analyza ziskanych alkaloidii z rostliny Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN
provedena prostiednictvim plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 inert
pracujici s hmotnostnim detektorem pri elektronové ionizaci 70 eV (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Separace byla provedena na koloné HP-5 MS
(30 m x 0.25 mm x 0.25 pm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Béhem
analyzy byl pouzit tento teplotni rezim: 100 °C - 180 °C (15 °C/min), 180 °C
(stabilizace 1 minutu), 180 - 300 °C (5 °C/min), 300 °C (stabilizace 15 minut).
Priitokova rychlost helia jako nosného plynu byla 0,8 ml/min. P¥i teploté 280 °C byl
proveden nastrik vzorku (alkaloidniho roztoku) v mnozstvi 1 ul. Koncentrace
roztoku byla 1 mg/pl a split 1:10.

Identifikace alkaloidi byla provedena porovnanim hmotnostnich spekter
s daty dostupnymi v komercni knihovné spekter NIST, se spektry publikovanymi
v literature a rovnéz se spektry ziskanymi v laboratofi Katedry farmaceutické

botaniky a ekologie na Faf UK v HK.

4.6.2 Nuklearni magneticka rezonance

NMR spektra (1H-NMR a 13C-NMR) byla méfena na pristroji Bruker Avance
DRX 500 Spectrometer operating, jehoz pracovni frekvence je 500 MHz pro H a
125 MHz pro 13C. Méreni bylo provadéno v deuterochloroformu (CDCl3) pri teploté
25 °C. Chemické posuny 6 byly zaznamenavany v jednotkach pars per milion (ppm).
Hodnoty 1H-NMR spektra jsou vztaZeny k inertnimu standardu (tetramethylsilan;

7,26 ppm) a hodnoty 13C-NMR spektra k signalu solventu (77,0 ppm).

4.6.3 Opticka otacivost
Méreni optické otacivosti alkaloidii probihalo v jejich chloroformovych

roztocich na polarimetru P3000. Specificka otacivost byla vypocitana podle vzorce:

100 X
c Xl

lalp =
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t - teplota méreni; D - sodikova ¢ara D ¢ara = 589,3 nm; o - namérena otacivost [°];

¢ - koncentrace méteného alkaloidu [g-100 ml-1 ]; 1 - délka kyvety [dm].

4.7 Spektrum biologické aktivity a jeji stanoveni
4.7.1 Stanoveni cholinesterazové inhibic¢ni aktivity vii¢i AChE/ BuChE

Méreni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity vic¢i humanni erytrocytarni
acetylcholinesteraze a sérové butyrylcholinesteraze bylo provedeno na Katedre
farmaceutické botaniky a ekologie, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Mérenim se zabyval prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Priprava hemolyzdtu a plazmy:
K pripravé je jako zdroj acetylcholinesterazy (HuAChE) pouzit hemolyzat lidskych
erytrocytli. Lidska plazma je potom zdrojem butyrylcholinesterazy (HuBuChE).
Erytrocyty se ziskaji z Cerstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolniki
(18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu). Bezprostiedné po odbéru se krev
stejnomérné rozdéli po 5 ml do Sroubovacich zkumavek a provede se centrifugace
rychlosti 4000 ot./min. pri 4 °C po dobu 10 minut. Po prvni centrifugaci se plazma
odsaje tak, aby v ni nebyly erytrocyty a uchovava se do doby stanoveni aktivity
BuChE v chladnicce pti 4 °C. Zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu se opatrné
odsaje, odecte se objem erytrocytarni masy a tento sediment se ziedi takovym
mnozstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim 150 mM NaCl, aby byl objem
suspenze 13 ml. Obsah se dobie promicha a opét se provede centrifugace stejnym
zplsobem. Takovéto promyti se provede celkem 3x a promyvaci kapalina se
dokonale odstrani. Poté se prida takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4
bez obsahu chloridu sodného, aby byl objemovy pomér erytrocyty:pufr 1:8 - 9.
Smés se opét homogenizuje, prelije do Erlenmayerovy barky a erytrocyty se
ponechaji spontanné hemolyzovat za michani teflonovym michadlem rychlosti 300
ot./min. Thned po skonceni této rizené hemolyzy se u suspenze stanovi
acetylcholinesterazova aktivita, pripadné se 5 mM fosfatovym pufrem upravi
absorbance (hodnota absorbance musi byt 0,08 - 0,15) a naredény hemolyzat se
uchovava do doby pouZiti pri teploté -22 °C. Butyrylcholinesterazova aktivita
plazmy se stanovi obdobnym zpiisobem (hodnota absorbance musi byt 0,15 - 0,20)

a uchovava se stejné jako hemolyzat.
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Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidii:

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouZzita Ellmanova spektrofotometricka metoda s
pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) [A = 436 nm (AChE)/ A =
412 nm (BuChE)]. Sleduje se narust absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso jsou
vypocitany z namérenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy nebo
butyrylcholinesterazy nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02
pro Windows; vyrobce GraphPaD 56 Software, San Diego, CA, USA). Vysledky jsou
nasledné porovnany s hodnotami ICso znamych inhibitort cholinesteraz:
galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% I) jsou vypocitana podle
vzorce:

%I = 100 — [100 X (AAg,/ AAgy)]

% I - procento inhibice; AAsL - pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;

AAsa - absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity enzymii:
Do 6 jamek mikrotitra¢nich desticek se napipetuje 8,3 ul plazmy nebo hemolyzatu,
prida se 283 pul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO, po jednominutovém promichani na
mikrotifepacce se smés inkubuje v komore readeru pti 37 °C po dobu 5 minut. Potom
se prida 33,3 ul roztoku substratu (10 mM acetylthiocholinjodidu nebo 10 mM
butyrylthiocholinjodidu) a zjisti se pfti prislusné vinové délce absorbance (AChE-
hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm). Obvyklym zplisobem se vypocte rozdil

a stanovi primér se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek:
PouZiji se stejné objemy cinidel a roztoku substratu (6 rad po 3 jamkach), stejny
postup méreni a pouZiji se koncentrace latky: 40 mM, 10, 4, 1, 0,4, pripadné dalsi
série koncentraci v tomto pocetnim modu, je-li aktivita vysoka. Do posledni 6. rady
se pipetuje DMSO jako slepy vzorek. Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso HUAChE a ICso
HuBuChE pro jednotlivé latky byly porovnavana s inhibi¢nimi aktivitami
referencnich latek - galanthaminem (ICsoHuache = 1,710 + 0,065 uM, ICs0,HuBuchE =

42,301 £ 0,065 uM), huperzinem A (ICso,nuBuche = 0,033 + 0,001 uM, ICs0,HuBuchE >
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1000 puM) a berberinem (ICsonuache = 0,705 £ 0,104 pM, ICsoHuBuche = 30,721 *
3,492 uM)

4.7.2 Stanoveni inhibic¢ni aktivity viici prolyl oligopeptidaze (POP)

Méreni inhibi¢ni aktivity vici prolyl oligopeptidaze bylo provedeno ve
spolupraci s Centrem pokrocilych studii, Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany Hradec Kralové.

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS, specificka
aktivita enzymu byla 0,2 U-ml-1. Testovani aktivit bylo provedeno na polystyrenové
mikrotitracni desti¢ce s rovnym a prithlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych
latek byly pripraveny jejich rozpusténim v DMSO (10 mM). Roztoky pro testovani
(10-3-10-7 M) byly pripraveny redénim zasobnich roztokl supercistou vodou, slepé
vzorky byly pouZity o stejné koncentraci DMSO. Jako substrat pro testovani inhibi¢ni
aktivity byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, ktery byl rozpustén v 40% 1,4-dioxanu
(10 mM). V jamce mikrotitra¢ni desticky bylo smichano 170 ul PBS, 5 pl roztoku
testované latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP. Nasledné doslo k inkubaci
po dobu 5 minut pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo pridano do kazdé
jamky 20 pl substratu a smeés byla znovu inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté
37 °C. Sleduje se vznik p-nitroanilinu, ktery je ptimo imérny aktivité POP a je méren
spektrofotometricky pti A = 405 nm na microplate ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni{
aktivita testovanych latek byla vyjadrena jako ICso. Ziskané inhibic¢ni aktivity
testovanych latek byly porovnany s hodnotami ICso referencnich latek berberinu

(ICs0 =142,3 + 21,1 mM) a Z-Pro-prolinalu (ICso = 3,269 + 0,021 mM).

4.7.3 Stanoveni antimalarické aktivity
Antimalaricka aktivita byla meérena vramci spoluprace s Universitou
v Lisabonu. Podrobny popis této metody je moZno nalézt v nasledujici publikaci

[62].

4.7.4 Stanoveni cytotoxické aktivity
Cytotoxickd aktivita byla stanovena vramci spoluprace s Ceskou
zemeédélskou univerzitou v Praze. Tyto testy provadél Ing. Ivo Doskocil, Ph.D. za

vyuziti MTT metodiky. Testovani probéhlo na dvou typech buné¢nych nadorovych

51



liniich. Jednalo se o nddorové bunky stievniho epitelu Caco-2 a Ht-29. Testovani

byly podrobeny i normalni buriky stievniho epitelu FHS-74Int.

Kultivace nadorovych bunék stirevniho epitelu Caco-2 a Ht-29:
Bunécné linie kolorektalniho karcinomu (Caco-2 a Ht-29) byly péstovany v DMEM
mediu, které je slozeno z 10% FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1%
roztoku hydrogenuhlic¢itanu sodného, 1% roztoku pyruvatu sodného a 1% roztoku
neesencialnich aminokyselin. Buriky byly péstovany v kultiva¢nich lahvich (75 cm3)
s 15 ml DMEM media, které byly vloZeny do inkubatoru s fizenou atmosférou (5%
CO:z a teplota 37 °C). Medium bylo ménéno kazdé dva dny. Buiiky byly sklizeny
sedmy den pomoci trypsinu a centrifugovany po dobu 10 minut, pii 200 x g. Staré
medium bylo odstranéno a bunky byly naredény novym. Z takto nachystané
suspenze bylo odebrano 0,5 ml media s buiikami a doplnéno 15 ml novym DMEM

mediem v nové kultiva¢ni 1ahvi pro dalsi kultivaci.

Kultivace normalni bunék strrevniho epitelu FHS-74Int:
Postup kultivace bunék strevniho epitelu FHS-74Int byl obdobny s vyse popsanym
s rozdilem ve sloZeni media. Medium bylo sloZeno nasledovné: DMEM medium
s 10% FBS, 1% roztok penicilinu a streptomycinu, 30 ng/ml epidermalni ristovy

faktor, 1% roztok neesencidlnich aminokyselin.

Samotny test cytotoxicity (MTT) probihal ndsledovné:
Buriky byly nafedéné na koncentraci 2,5x103 a pipetovany do 96-jamkové desticky
v mnoZzstvi 200 pl. Po 24 hodinach bylo odstranéno staré medium a pridano 100 pl
nové medium spolu s testovanymi vzorky v danych koncentracich (100-
0,05 uM/ml). Takto byly testované vzorky s buritkami inkubovany po dobu 72 h. Po
této dobé bylo medium se vzorky odstranéno a nahrazeno 100 pl ¢istym mediem s
MTT (1 pg/ml). Po 2 hodinach v CO2z inkubatoru bylo medium s MTT odstranéno a
nahrazeno 100 pl DMSO. Absorbance byla meérena pri 555 nm. Procento
Zivotaschopnych bunék bylo vypocteno v porovnani s kontrolou, kde byly bunky bez

pridani testovanych latek.
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5 VYSLEDKY

V ramci této prace bylo ziskano 127 mg Cisté latky, oznacené jako 17/4, ktera
byla identifikovana porovnanim ziskanych MS a NMR dat s daty publikovanymi
v literature jako epimaritidin [63]. Tento alkaloid byl pritomen pouze ve frakci €. 17,
konkrétné v zoné ¢. 4. Nadale byl podroben radé biologickych testl. Ostatni
alkaloidy nebyly izolovany v ramci této diplomové prace nebo se jejich izolace

nepodatrila.

5.1 Strukturni analyza epimaritidinu
5.1.1 MS studie epimaritidinu

EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int) 287(100), 270(15), 258(10), 244(30), 215(75), 202(50),
203(50), 189(20).

Obrdzek 27: EI-MS spektrum epimaritidinu
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5.1.2 NMR studie epimaritidinu

Obrazek 28: Epimaritidin
Struktura izolované latky byla urcena na zakladé interpretace 1H- a 13C-NMR

spekter a jejich porovnani s daty v literature [63].

5.1.2.1 TH-NMR spektrum epimaritidinu

1H NMR (499.9 MHz; §, CDCl3, 25°C):

6.81 (1H, s, Hio), 6.52 (1H, s, Hv7), 6.50 (1H, dd, J = 10.2, 2.1 Hz, H1), 5.80 (1H, d, J =
10.2 Hz, Hz2), 4.44 (1H, d, /] = 16.8 Hz, He), 4.46 (1H, m, H3), 3.88 (3H, s, OMe), 3.82
(3H, s, OMe), 3.81 (1H, d, / = 16.8 Hz, He), 3.45 (1H, ddd, / = 14.3, 10.5, 4.6 Hz, H12),
3.27 (1H, dd, ] = 13.2, 3.2, H4a), 2.94 (1H, ddd, J = 14.3, 8.9, 5.8 Hz, H12), 2.26 - 2.05
(3H, m, Hs4, H11, H11), 1.63 (1H, ddd, /= 12, 12, 12 Hz, Ha).

5.1.2.2 13C-NMR spektrum epimaritidinu

13C NMR (125.7 MHz, §, CDCls, 25°C):

147.4 (Cs, C9), 137.5 (C10a), 131.5 (C2), 128.9 (C1), 124.7 (Céa), 107.9 (C7), 105.6 (C10),
67.7 (C3), 66.8 (C4a), 61.9 (Cé), 56.1 (OMe), 55.9 (OMe), 53.3 (Ci12), 45.1 (C11), 44.1
(C1ob), 35.0 (Ca).

5.1.3 Opticka otacivost epimaritidinu

[a]3° = —127,6°
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5.1.4 Biologicka aktivita epimaritidinu ve vztahu k Alzheimerové chorobé
VysledKky in vitro testii inhibice erytrocytarni acetylcholinesterazy a sérové

butyrylcholinesterazy jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 10)

Tabulka 10: In vitro inhibicni aktivita epimaritidinu viici HUAChE a HuBuChE

Alkaloid ICs0, HuAChE (pM) ICs0, HuBuChE (uM)
Epimaritidin > 1000 > 1000
GalanthaminR 1,71 £ 0,065 42,301 + 0,065
Huperzin AR 0,033 + 0,001 > 1000

Berberink 0,705 + 0,104 30,721 + 3,492

R = Referenc¢ni latka

Vysledky testi inhibice prolyl oligopeptidazy jsou shrnuty v nasledujici
tabulce (Tab. 11).

Tabulka 11: Inhibic¢ni aktivita epimaritidinu viici POP

Alkaloid ICs0, POP (mM)
Epimaritidin 0,79+ 04
Berberin 0,14 + 0,02
Z-Pro-prolinalR 2,75.106 +0,00.10°

R = Referencéni latka

5.1.6 Antimalaricka aktivita epimaritidinu

Epimaritidin se v méfeni antimalarické aktivity prokazal jako neaktivni.

5.1.7 Cytotoxicka aktivita epimaritidinu
Epimaritidin se v méreni cytotoxické aktivity vici p-53 negativnim
bunécnym liniim kolorektalniho karcinomu (Caco-2 a Ht-29) a vii¢i normalnim

bunkam stievniho epitelu FHS-74Int prokazal jako neaktivni.
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6 DISKUSE

Predmétem predloZené diplomové prace bylo zpracovani cerstvych cibuli
péstovaného kultivaru rostliny rodu Narcissus, konkrétné Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN. Jedna se o kultivar narcisu, ktery patii podle zahradnického tridéni
narcisti do skupiny II: narcisy s velkou pakorunkou [17]. Tato skupina narcist je
velmi pocetnd, zahrnuje odridy s pakorunkami nejriiznéjsich forem.

Rostlina byla pro fytochemickou studii vybrana na zakladé rozsahlého
screeningu, ktery byl proveden v minulych letech na KFBE. Tento screening
zahrnoval cca 80 raznych kultivart rostlin rodu Narcissus. Z kazdé rostliny byl
pripraven alkaloidni extrakt, ktery byl podroben GC/MS analyze za Gcelem zjiSténi
alkaloidniho profilu a dale byl podroben studiu na inhibi¢ni aktivitu wvici
cholineterazam. Na zakladé ziskanych vysledk, predchozich studiich, dostupnosti
a cené byla vybrana zminéna rostlina. GC/MS analyza ukazala pritomnost latek,
které nebyly doposud na KFBE izolovany, dale nékteré alkaloidy se nepodarilo
identifikovat. Predpokladali jsme, Ze by se mohlo jednat o nové, doposud nepopsané
latky.

V ramci vlastnich experimentli bylo nejprve zpracovano 34 kg cerstvych
cibuli. Za vyuziti acidobazickych vlastnosti byl ptipraven koncentrovany alkaloidni
extrakt (31,73 g). Alkaloidni extrakt byl dale délen pomoci sloupcové
chromatografie a bylo pripraveno 27 frakci, které byly zpracovavany za ucelem
izolace alkaloidli v Cistém stavu. Pro vlastni izolaci alkaloidii mi byla pridélena
frakce 17. Tato frakce byla nejprve podrobena GC/MS analyze. Bylo zjiSténo, Ze jsou
pritomny 3 Amaryllidaceae alkaloidy, z nichZ se v té dobé podarilo identifikovat
pouze tazettin. Frakce byla zpracovana pomoci preparativni TLC, cilem bylo ziskat
neidentifikované latky. Po dvojnasobném provedeni preparativni TLC se podarilo
izolovat jednu latku v Cistém stavu ve formé bilych krystali (127 mg). Na zakladé
strukturni analyzy (NMR, MS) byla latka identifikovana jako a krininovy alkaloid
epimaritidin [63]. Tento alkaloid byla prozatim izolovan pouze z cibuli Zephyranthes
rosea [63]. Jedna se tedy o slouceninu vyskytujici se v rostlinach celedi
Amaryllidaceae v minoritnim mnozstvi. Této latce nebyla v literature doposud
vénovana pozornost z pohledu jeji biologické aktivity. Druha latka byla na zakladé

MS analyzy identifikovana jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu
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hippeastrin. Tato latka byla jiZ na KFBE izolovdna v gramovém mnoZstvi. Jeji izolaci
nebyla vénovana dalsi pozornost, nebot’ se ve frakci 17 vyskytovala ve stopovém
mnozstvi. To samé plati i pro jiZ zminény tazettin.

Latka byla izolovana v mnoZstvi, které umoznovalo provedeni celé skaly
biologickych testl. Prvnim z provedenych test(i, byla studie na inhibi¢ni aktivitu
vlc¢i cholinesterdzam za vyuziti Ellmanovy metody. BohuZel latka nevykazala
zadnou inhibici téchto enzymi. Dal$im testem byla inhibice POP, kde byla zjisténa
mirna aktivita (ICso = 0,79 * 0,4). Oba tyto testy maji souvislost s terapii AD. Jak jiz
bylo zminéno v teoretické ¢asti, Amaryllidaceae alkaloidiim je stale vénovana
pozornost z pohledu jejich AChE inhibice.

Epimaritidin byl dale screeningové testovan na dvé nadorové linie
kolorektalniho karcinomu (Caco-2 a HT-29) a soucasné na jedné zdravé linii (FHs-
74Int.) za Gcelem stanoveni celkové toxicity.

V ramci nové navazané spoluprace s Univerzitou v Lisabonu byla izolovana
latka testovana na antimalarickou aktivitu (jaterni stadium P. berghei).

BohuZel ani v jedné z téchto studii nebyla zjiSténa zajimava biologicka
aktivita.

V budoucnu bude je$té v ramci spoluprice s Ceskou zemédélskou
univerzitou v Praze testovana antibakterialni a antifungalni aktivita.

Zavérem je moZné konstatovat, Ze epimaritidin je latka z pohledu doposud

zjiSténych biologickych aktivit nezajimava.

57



7 LITERATURA

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Basu T, Mallik A, Mandal N: Evolving importance of anticancer research using
herbal medicine: a scientometric analysis. Scientometrics 2017, 110(3):1375-
1396.

Stewart BW, Bray F, Forman D, Ohgaki H, Straif K, Ullrich A, Wild CP: Cancer
prevention as part of precision medicine: '‘plenty to be done’'. Carcinogenesis
2016, 37(1):2-9.

Cahlikova L, Doskocil I, Hostalkova A, Benesova N, Safratova M: Cytotoxic activities
of Amaryllidaceae alkaloids against gastrointestinal cancer cells. Planta
Medica 2015, 81(16):1425-1426.

Takos AM, Rook F: Towards a molecular understanding of the biosynthesis of
Amaryllidaceae alkaloids in support of their expanding medical use.
International Journal of Molecular Sciences 2013, 14(6):11713-11741.

Song JH, Zhang L, Song Y: Alkaloids from Lycoris aurea and their cytotoxicities
against the head and neck squamous cell carcinoma. Fitoterapia 2014, 95:121-
126.

Furst R: Narciclasine - an Amaryllidaceae alkaloid with potent antitumor and
anti-inflammatory properties. Planta Medica 2016, 82(16):1389-1394.

Dalecka M, Havelek R, Kralovec K, Bruckova L, Cahlikova L: Amaryllidaceae family
alkaloids as potential drugs for cancer treatment. Chemicke Listy 2013,
107(9):701-708.

Kilgore MB, Kutchan TM: The Amaryllidaceae alkaloids: biosynthesis and
methods for enzyme discovery. Phytochemistry Reviews 2016, 15(3):317-337.

Nair J], Bastida ], van Staden ]: In vivo cytotoxicity studies of Amaryllidaceae
alkaloids. Natural Product Communications 2016, 11(1):121-132.

Jahodar, L: Farmakobotanika: semenné rostliny. Praha 2009: Karolinum.

Ingrassia L, Lefranc F, Mathieu V, Darro F, Kiss R: Amaryllidaceae isocarbostyril
alkaloids and their derivatives as promising antitumor agents. Translational
Oncology 2008, 1(1):1-13.

He MM, Qu CR, Gao OD, Hu XM, Hong XC: Biological and pharmacological
activities of Amaryllidaceae alkaloids. RSC Advances 2015, 5(21):16562-16574.

Berkov S, Georgieva L, Kondakova V, Viladomat F, Bastida ], Atanassov A, Codina C:
The geographic isolation of Leucojum aestivum populations leads to
divergation of alkaloid biosynthesis. Biochemical Systematics and Ecology 2013,
46:152-161.

Cabezas F, Ramirez A, Viladomat F, Codina C, Bastida J: Alkaloids from Eucharis
amazonica (Amaryllidaceae). Chemical & Pharmaceutical Bulletin 2003,
51(3):315-317.

Tian YQ, Zhang CY, Guo MQ: Comparative analysis of Amaryllidaceae alkaloids
from three Lycoris species. Molecules 2015, 20(12):21854-21869.

Crouch NE, Mulholland DA, Pohl TL, Ndlovu E: The ethnobotany and chemistry of
the genus Clivia (Amaryllidaceae). South African Journal of Botany 2003,
69(2):144-147.

Vanek, V: Tulipany, narcisy, hyacinty. Praha 1974: Statni zemédélské
nakladatelstvi.

58



18.

19.
20.
21.

22.

23.
24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Berkov S, Martinez-Frances V, Bastida ], Codina C, Rios S: Evolution of alkaloid
biosynthesis in the genus Narcissus. Phytochemistry 2014, 99:95-106.

http://botanika.wendys.cz/images/stories/305/0305.jpg, stazeno 4. ledna 2017
http://www.biolib.cz/IMG/GAL/175565.jpg, stazeno 4. ledna 2017

http://plantsrescue.com/wp-content/uploads/2014 /06 /Narcissus-tazetta.jpg,
stazeno 4. ledna 2017

Evidente A, Kornienko A: Anticancer evaluation of structurally diverse
Amaryllidaceae alkaloids and their synthetic derivatives. Phytochemistry
Reviews 2009, 8(2):449-459.

http://hbc.bas-net.by/bcb/images/expon/10669_gib.jpg, staZeno 25. biezna 2016

Cahlikova L: Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jako potencialni
1éciva, Habilita¢ni prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové. Hradec Kralové, 2014.

Machocho AK, Bastida ], Codina C, Viladomat F, Brun R, Chhabra SC: Augustamine
type alkaloids from Crinum kirkii. Phytochemistry 2004, 65(23):3143-3149.

Emir A, Emir C, Bozkurt B, Onur MA, Bastida ], Somer NU: Alkaloids from
Galanthus fosteri. Phytochemistry Letters 2016, 17:167-172.

Cahlikova L, Benesova N, Macakova K, Kucera R, Hrstka V, Klimes ], Jahodar L,
Opletal L: Alkaloids from some Amaryllidaceae species and their
cholinesterase activity. Natural Product Communications 2012, 7(5):571-574.

Liu ZM, Huang XY, Cui MR, Zhang XD, Chen Z, Yang BS, Zhao XK: Amaryllidaceae
alkaloids from the bulbs of Lycoris radiata with cytotoxic and anti-
inflammatory activities. Fitoterapia 2015, 101:188-193.

Min BS, Gao J], Nakamura N, Kim YH, Hattori M: Cytotoxic alkaloids and a flavan
from the bulbs of Crinum asiaticum var. japonicum. Chemical & Pharmaceutical
Bulletin 2001, 49(9):1217-1210.

de Andrade JP, Berkov S, Viladomat F, Codina C, Zuanazzi JAS, Bastida ]: Alkaloids
from Hippeastrum papilio. Molecules 2011, 16(8):7097-7104.

Habartova K, Cahlikova L, Rezacova M, Havelek R: The biological activity of
alkaloids from the Amaryllidaceae: from cholinesterases inhibition to
anticancer activity. Natural Product Communications 2016, 11(10):1587-1594.

Nair J], Bastida ], Viladomat F, van Staden J: Cytotoxic agents of the crinane series
of Amaryllidaceae alkaloids. Natural Product Communications 2013, 8(5):553-
564.

Nair J], Van Staden J: Traditional usage, phytochemistry and pharmacology of
the South African medicinal plant Boophone disticha (L.f.) Herb.
(Amaryllidaceae). Journal of Ethnopharmacology 2014, 151(1):12-26.

Cedron JC, Ravelo AG, Leon LG, Padron M, Estevez-Braun A: Antiproliferative and
structure activity relationships of Amaryllidaceae alkaloids. Molecules 2015,
20(8):13854-13863.

Giordani RB, de Andrade JP, Verli H, Dutilh JH, Henriques AT, Berkov S, Bastida ],
Zuanazzi JAS: Alkaloids from Hippeastrum morelianum Lem. (Amaryllidaceae).
Magnetic Resonance in Chemistry 2011, 49(10):668-672.

59


http://botanika.wendys.cz/images/stories/305/O305.jpg
http://www.biolib.cz/IMG/GAL/175565.jpg
http://plantsrescue.com/wp-content/uploads/2014/06/Narcissus-tazetta.jpg

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

Masi M, Frolova LV, Yu X, Mathieu V, Cimmino A, De Carvalho A, Kiss R, Rogelj S,
Pertsemlidis A, Kornienko A et al: Jonquailine, a new pretazettine-type alkaloid
isolated from Narcissus jonquilla quail, with activity against drug-resistant
cancer. Fitoterapia 2015, 102:41-48.

Nair J], Rarova L, Strnad M, Bastida ], van Staden J: Mechanistic insights to the
cytotoxicity of Amaryllidaceae alkaloids. Natural Product Communications 2015,
10(1):171-182.

Nair JJ, van Staden ]: Cytotoxicity studies of lycorine alkaloids of the
amaryllidaceae. Natural Product Communications 2014, 9(8):1193-1210.

Hohmann], Forgo P, Molnar ], Wolfard K, Molnar A, Thalhammer T, Mathe I, Sharples
D: Antiproliferative Amaryllidaceae alkaloids isolated from the bulbs of
Sprekelia formosissima and Hymenocallis x festalis. Planta Medica 2002,
68(5):454-457.

LiuJ, Hu WX, He LF, Ye M, Li Y: Effects of lycorine on HL-60 cells via arresting cell
cycle and inducing apoptosis. Febs Letters 2004, 578(3):245-250.

LiuJ, LiY, Tang L], Zhang GP, Hu WX: Treatment of lycorine on SCID mice model
with human APL cells. Biomedicine & Pharmacotherapy 2007, 61(4):229-234.

LiY, Liu J, Tang LJ, Shi YW, Ren W, Hu WX: Apoptosis induced by lycorine in KM3
cells is associated with the GO/G1 cell cycle arrest. Oncology Reports 2007,
17(2):377-384.

Lamoral-Theys D, Andolfi A, Van Goietsenoven G, Cimmino A, Le Calve B, Wauthoz
N, Megalizzi V, Gras T, Bruyere C, Dubois ] et al: Lycorine, the main
phenanthridine Amaryllidaceae alkaloid, exhibits significant antitumor
activity in cancer cells that display resistance to proapoptotic stimuli: an
investigation of structure-activity relationship and mechanistic insight.
Journal of Medicinal Chemistry 2009, 52(20):6244-6256.

Cao ZF, Yu D, Fu SL, Zhang GC, Pan YY, Bao MM, Tu ], Shang BX, Guo PD, Yang P et al:
Lycorine hydrochloride selectively inhibits human ovarian cancer cell
proliferation and tumor neovascularization with very low toxicity. Toxicology
Letters 2013, 218(2):174-185.

Nair J], Bastida ], Viladomat F, van Staden J: Cytotoxic agents of the crinane series
of Amaryllidaceae alkaloids. Natural Product Communications 2012, 7(12):1677-
1688.

Ali AA, Ramadan MA, Frahm AW: Alkaloidal constituents of Crinum-
bulbispermum .3. Bulbispermine, a new alkaloid of Crinum-bulbispermum.
Planta Medica 1984, 50(5):424-427.

Luchetti G, Johnston R, Mathieu V, Lefranc F, Hayden K, Andolfi A, Lamoral-Theys D,
Reisenauer MR, Champion C, Pelly SC et al: Bulbispermine: a crinine-type
Amaryllidaceae alkaloid exhibiting cytostatic activity toward apoptosis-
resistant glioma cells. ChemMedChem 2012, 7(5):815-822.

Nair JJ, Rarova L, Strnad M, Bastida |, van Staden ]J: Apoptosis-inducing effects of
distichamine and narciprimine, rare alkaloids of the plant family
Amaryllidaceae. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2012, 22(19):6195-
6199.

60



49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Havelek R, Seifrtova M, Kralovec K, Bruckova L, Cahlikova L, Dalecka M, Vavrova J,
Rezacova M, Opletal L, Bilkova Z: The effect of Amaryllidaceae alkaloids
haemanthamine and haemanthidine on cell cycle progression and apoptosis
in p53-negative human leukemic Jurkat cells. Phytomedicine 2014, 21(4):479-
490.

Guo GL, Yao GM, Zhan GQ, Hu YF, Yue M, Cheng L, Liu YP, Ye Q, Qing GL, Zhang YH et
al: N-methylhemeanthidine chloride, a novel Amaryllidaceae alkaloid, inhibits
pancreatic cancer cell proliferation via down-regulating AKT activation.
Toxicology and Applied Pharmacology 2014, 280(3):475-483.

Dumont P, Ingrassia L, Rouzeau S, Ribaucour F, Thomas S, Roland I, Darro F, Lefranc
F, Kiss R: The amaryllidaceae isocarbostyril narciclasine induces apoptosis by
activation of the death receptor and/or mitochondrial pathways in cancer
cells but not in normal fibroblasts. Neoplasia 2007, 9(9):766-776.

Van Goietsenoven G, Hutton ], Becker JP, Lallemand B, Robert F, Lefranc F, Pirker C,
Vandenbussche G, Van Antwerpen P, Evidente A: Targeting of eEF1A with
Amaryllidaceae isocarbostyrils as a strategy to combat melanomas. Faseb
Journal 2010, 24(11):4575-4584.

Kekre N, Griffin C, McNulty ], Pandey S: Pancratistatin causes early activation of
caspase-3 and the flipping of phosphatidyl serine followed by rapid apoptosis
specifically in human lymphoma cells. Cancer Chemotherapy and Pharmacology
2005, 56(1):29-38.

Griffin C, Hamm C, McNulty ], Pandey S: Pancratistatin induces apoptosis in
clinical leukemia samples with minimal effect on non-cancerous peripheral
blood mononuclear cells. Cancer Cell International 2010, 10:7.

Griffin C, McNulty ], Pandey S: Pancratistatin induces apoptosis and autophagy
in metastatic prostate cancer cells. International Journal of Oncology 2011,
38(6):1549-1556.

Griffin C, Karnik A, McNulty ], Pandey S: Pancratistatin selectively targets cancer
cell mitochondria and reduces growth of human colon tumor xenografts.
Molecular Cancer Therapeutics 2011, 10(1):57-68.

Konrath EL, Passos CD, Klein LC, Henriques AT: Alkaloids as a source of potential
anticholinesterase inhibitors for the treatment of Alzheimer's disease. Journal
of Pharmacy and Pharmacology 2013, 65(12):1701-1725.

Cortes N, Posada-Duque RA, Alvarez R, Alzate F, Berkov S, Cardona-Gomez GP,
Osorio E: Neuroprotective activity and acetylcholinesterase inhibition of five
Amaryllidaceae species: A comparative study. Life Sciences 2015, 122:42-50.

Kulhankova A, Cahlikova L, Novak Z, Macakova K, Kunes ], Opletal L: Alkaloids from
Zephyranthes robusta BAKER and their acetylcholinesterase- and
butyrylcholinesterase-inhibitory activity. Chemistry & Biodiversity 2013,
10(6):1120-1127.

Mukherjee PK, Kumar V, Mal M, Houghton PJ: Acetylcholinesterase inhibitors
from plants. Phytomedicine 2007, 14(4):289-300.

Masi M, Cala A, Tabanca N, Cimmino A, Green IR, Bloomquist ]JR, van Otterlo WAL,
Macias FA, Evidente A: Alkaloids with activity against the zika virus vector
Aedes aegypti (L.)-crinsarnine and sarniensinol, two new crinine and
mesembrine type alkaloids isolated from the south African plant Nerine
sarniensis. Molecules 2016, 21(11).

61



62.

63.

Safratova M, Hostalkova A, Hulcova D, Breiterova K, Hrabcova V, Machado M,
Fontinha D, Prudencio M, Kunes ], Chlebek ], Jun D, Hrabinova M, Novakova L,
Havelek R, Seifrtova M, Opletal L, Cahlikova L: Alkaloids from Narcissus
poeticus cv. Pink Parasol of various structural types and their biological
activity. In. RSC Advances, 2017, submitted manuscript.

Ghosal S, Ashutosh, Razdan S: Chemical-constituents of Amaryllidaceae .9. (+)-
Epimaritidine, an alkaloid from Zephyranthes-rosea. Phytochemistry 1985,
24(3):635-637.

62



8 SEZNAM ZKRATEK

ACh
AChE
Al203
A549
B16F10
BJ

BL6
BuChE
BxPC-3
Caco-2
CHCls
CHx
CH2Cl2
DEA
DMSO
EDso
Et20
EtOAc
EtOH
G-361
HCI
HeLa
HepG2
Hey1B
HL-60
Hs683
HSC-2
HT-29
HuAChE
HuBuChE
ICso

acetylcholin
acetylcholinesteraza

oxid hlinity

buniky plicniho karcinomu
bunikky mysiho melanomu
lidské zdravé fibroblasty
buriky mySiho melanomu
butyrylcholinesteraza
rakovinné bunky pankreatu
burnky kolorektalniho karcinomu
chloroform

cyklohexan

dichlormethan

diethylamin
dimethylsulfoxid

davka, ktera se projevi u 50 % populace
diethylether

ethylacetat

ethanol

maligni melanom

kyselina chlorovodikova

lidsky adenokarcinom déloZzniho hrdla

buriky jaterniho hepatocelularniho karcinomu

lidské nadorové burky vajec¢niki

akutni premyelocytarni leukemické burnky

bunky anaplastického oligodendrogliomu
krevni kmenové burky

bunky kolorektalniho karcinomu
humanni acetylcholinesteraza
humanni butyrylcholinesteraza

Koncentrace plisobici 50% inhibici

63



Jurkat
KFBE
KM3
K562
LLC
LoVo
MCF-7
MeOH
Meth-A
MOLT-4
Na2C0s3
Na2504
NCI

NH3

NK bunky
OE21
PBMCs
PC-3
S37
SKMEL-28
TLC
TNF

To
U373

T-lymfoblastova leukemie

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie (UK)
lidsky mnohocetny karcinom

chronicka myeloidni leukemie

mysSi buriky plicniho karcinomu
bunécné linie kolorektalniho karcinomu
rakovinné bunky prsu

methanol

bunky mysiho sarkomu

lidské leukemické buniky

uhli¢itan sodny

siran sodny

narodni institut rakoviny

amoniak

cytotoxické bunky, které jsou soucasti imunitniho systému
rakovinné bunKy jicnu

periferni krevni mononukledrni buiiky
rakovinné bunky prostaty

murine sarcoma

buriky lidského kozniho melanomu
tenkovrstva chromatografie

tumor nekrotizujici faktor

toluen

zhoubny nador mozku

64



ABSTRAKT

Dohnalova A: Alkaloidy celedi Amaryllidaceae: isolace, strukturni identifikace,
biologicka aktivita I, Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v
Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, 2017,
64 s.

Celed Amaryllidaceae zahrnuje cibulovité, nddherné kvetouci rostliny, které
jsou po tisice let vyuzivany v tradi¢ni mediciné. Hlavni slouceniny, které mizeme
v téchto rostlindch nalézt, jsou alkaloidy. Do dneSni doby je jiZ znamo pres 500
isochinolinovych alkaloidii, které vykazuji rozmanitou biologickou aktivitu véetné
protinddorové, antibakterialni, inhibici acetylcholinesterazy a dalsi.

Naplni diplomové prace bylo zpracovani 34 kg cerstvych cibuli Narcissus cv.
PROFESSOR EINSTEIN a priprava ethanolického a posléze alkaloidniho extraktu.
Ten byl dale rozdélen sloupcovou chromatografii na témér 500 frakci, které byly na
zakladé podobnosti slouceny do 27 podfrakci. Pro izolaci alespoii jednoho alkaloidu
v Cistém stavu byla vybrana podfrakce €. 17. K jejimu dalSimu déleni byla vyuZzita
metoda preparativni TLC. Podarilo se ziskat jednu latku v cisté krystalické formé,
ktera byla podrobena strukturni analyze prostirednictvim EI-MS a NMR. Déle byly
provedeny studie biologické aktivity ve spolupraci s dalSimi pracovisti.

Izolovany alkaloid byl identifikovan jako epimaritidin. Inhibi¢ni aktivita vici
erytrocytarni AChE a sérové BuChE byla zanedbatelna. Vysledkem méteni inhibice
POPjeICs00,79 £ 0,4 mM. Dale byla studovana antimalaricka aktivita, tedy ptisobeni
na krevni jaterni stddium prvoka Plasmodium berghei. Méreni cytotoxické aktivity
bylo provedeno vii¢i bunécné linii Caco - 2 a vici linii HT - 29. Zaroven byla métena
cytotoxicita viic¢i zdravym bunkam fibroblasti FHS-47int. Epimaritidin nebyl aktivni

ani v jednom pripadé.

Klicova slova: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Amaryllidaceae, epimaritidin,

cholinesterazy, POP, antimalaricka aktivita, cytotoxicka aktivita
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ABSTRACT

Dohnalova A: Alkaloids of Amaryllidaceae family: isolation, structural identification,
biological activity. [; Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec

Kralové, 2017, 64 p.

The Amaryllidaceae family includes bulbous, beautifully flowering plants
that have been used for thousands of years in traditional medicine. The major
chemical compounds found in this particular plant family are alkaloids, namely
Amaryllidaceae alkaloids. Until now, more than 500 isoquinoline alkaloids have
been discovered, which exhibit a diverse biological activity including antitumor and
antibacterial. They are also able to inhibit acetylcholinesterase.

The aim of the diploma thesis was to process 34 kg of fresh bulbs of Narcissus
cv. PROFESSOR EINSTEIN and to prepare an alkaloidal extract. This extract was
further divided by column chromatography to almost 500 fractions which were
merged based on TLC into 27 subfractions. The subfractione No. 17 was selected for
isolation of at least one pure alkaloid. Preparative TLC was used for the the isolation.
One pure compound was obtained in crystalic form which was then subjected to
structural analysis by EI-MS and NMR methods. Further studies of biological
activities were performed in cooperation with other departments.

The isolated alkaloid was identified as epimaritidine. Inhibitory activity of
epimaritidine against erythrocyte AChE and serum BuChE was negligible.
Epimaritidine showed weak POP inhibition activity (ICso is 0.79 * 0.4 mM).
Antimalarial activity was also studied and epimaritidin effect was observed on blood
liver stage of Plasmodium berghei. Measurings of cytotoxic activity were performed
against the cell lines Caco - 2 and HT - 29. Simultaneously was measured cytotoxicity
towards healthy cells of fibroblast FHS-47int. In all cases epimaritidine appeared as

inactive.

Keywords: Narcissus cv. PROFESSOR Einstein, Amaryllidaceae, epimaritidin,

cholinesterases, POP, antimalarial activity, cytotoxic activity
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