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1. UvoD

Rozne druhy ochoreni sprevadzaju ludstvo uZz od nepamati. Aktualne Zivotné tempo
modernej doby sa vo velkej miere preukazuje na zdravi a ovplyviiuje kazdodenné fungovanie
¢loveka. Kym v minulosti ludi trapili Urazy ziskané pri boji alebo love, infekcie ¢i otravy, ktoré
boli spésobené konzumaciou neznamych rastlin, dnes su pre fudstvo hlavnymi nastrahami
civilizacné ochorenia. Patria medzi ne srdcovocievne choroby, obezita, diabetes mellitus,
ale aj psychické a nddorové onemocnenia. Starnutie populdcie prindsa so sebou vyssi vyskyt
vekom podmienenych neurodegenerativnych ochoreni ako Alzheimerova alebo
Parkinsonova choroba, ktoré su v dnesnej dobe nevyliecitelné.

Tak, ako sa svet rozvija vroznych odvetviach vedy atechniky, napreduje aj oblast
farmakoterapeutickd. Kedysi boli rastlinné zdroje vyuZivané primarne ako zdroj potravy,
neskor sa u niektorych z nich spozorovali lieCivé ucinky, a dnes sa uz rada z nich vyuziva
v terapii najroznejSich onemocneni alebo slUZia ako predloha pri vyvoji novych lieciv. Zlozky,
na ktorych izoldciu sa pri vyskume zameriava a su zodpovedné za farmakoterapeuticky
ucinok, sa nazyvaju sekundarne metabolity. Jedna sa o Struktirne vysoko rozmanité zlozky
so Sirokym spektrom biologickych Ucinkov. Pre jednotlivé sekunddrne metabolity
je charakteristické, Ze okrem S3pecifickej chemickej Struktury a terapeutického efektu
sa vyskytuju najcastejSie v jednej alebo v niekolkych madlo pribuznych celadiach. Medzi
najvyznamnejSie obsahové latky ziskané z rastlinnych zdrojov patria napriklad paklitaxel,
kyselina salicylova, morfin a chinin.!

Jednu z najvyznamnejSich skupin sekundarnych metabolitov tvoria latky alkaloidnej
Struktury. Alkaloidy predstavuju velmi rozmanitd skupinu metabolitov, pre ktoré
je charakteristickd pritomnost aspori jedného dusikatého atému v Struktire, ktorého
konkrétna poloha sa znaéne lisi u jednotlivych druhov alkaloidov. Ich Struktdra vychadza
z dvoch aminokyselin, L-fenylalaninu a L-tyrozinu.” Nazov maju odvodeny od bazickej povahy
vacsiny latok.

V tejto praci bola venovana pozornost alkaloidom isochinolinovej struktury, ktora zahfra
i skupinu Specifickych Amaryllidaceae alkaloidov (AA). Vyskytuju sa hlavne v rastlindch celade
Amaryllidaceae, medzi ktoré patri rada okrasnych rastlin ako napriklad narcisy, snezienky,
bledula letna a pavucia lalia. Vela fudi vSak ani netusi, aké terapeutické zazraky sa v nich
skryvaju. Biologickd aktivita, ktord je unich popisand, je napriklad inhibicia
acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterdzy, antimikrobne, antivirdlne a antifungélne
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ucinky, taktieZ protinddorové pdsobenie a dalsie aktivity.*** Z tohto dévodu st amarylkovité
alkaloidy neustale podrobované dalSiemu vyskumu.

Jednym z najvyznamnejsich objavov, ktory sa tyka AA, bolo zistenie biologickych Gcinkov
alkaloidu galantaminu. Po prvykrat bol vyizolovany z cibule rastliny Galanthus woronovii
Losinsk. Preukdazala sa u neho schopnost inhibovat enzym acetylcholinesterazu, vdaka ¢comu
sa stal velmi déleZitou sucastou lieby Alzhaimerovej choroby.® Ide o jediny alkaloid ¢elade
Amaryllidaceae, ktory sa doposial v klinickej praxi pouziva. Za spomenutie urcite stoji aj dalsi
zastupca celade Amaryllidaceae, lykorin. Jedna sa o jeden z najcastejSie sa vyskytujuci AA
so Sirokou Skalou biologickych aktivit, u ktorého sa sleduje najma jeho silny protinadorovy

uéinok voci viacerym nadorovym liniam.*'*

Spolu s haemantaminom, narciklasinom
a pankratistatinom predstavuju nadejny sposob liecby nddorovych ochoreni.

Intenzivnemu vyskumu v tejto oblasti sa venuje nejedno vedecké pracovisko, medzi
ktoré patri Farmaceutickd Fakulta Univerzity Karlovej v Hradci Kralové, kde sa konkrétne
katedra Farmaceutickej botaniky s pracovnou skupinou ADINACO zameriava na Studium
jedného z potencialnych zdrojov biologicky aktivnych latok v terapii Alzheimerovej choroby
(AD), Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master.

Experimentdlna Cast tejto prace bola venovana izolacii, separacii a Cisteniu alkaloidov

ziskanych z pridelenej podfrakcie sumarneho rastlinného extraktu, urceniu ich Struktury

a zmeraniu biologickej aktivity.
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2. CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

1.

Izolacia alkaloidov 1z podfrakcie ND 3-5/7 sumarneho extraktu, ziskaného

po spracovani Cerstvych cibul rastliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master.
Ziskanie najmenej jedného sekundarneho metabolitu alkaloidnej povahy v Cistom
stave a vdostatocnom mnoistve za pomoci preparativnej tenkovrstvovej

chromatografie a rekrystalizacie.

Podielanie sa na identifikacii vyizolovanych [dtok za pomoci spektralnych

a fyzikdlne-chemickych metdd.

Stanovenie biologickych aktivit izolovanych latok zameranych na ich inhibi¢ny ucinok

proti fudskym cholinesterdzam, glykogen syntaze kinaze a prolyloligopeptidaze.

Spracovanie literarnej reSerSe so zameranim na alkaloidy ¢elade Amaryllidaceae,

rod Narcissus a na ich biologicku aktivitu.
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3. TEORETICKA CAST

3.1Celad Amaryllidaceae

Tabulka 1 - Taxonomické zaclenenie’

Risa Plantae (Rastliny)

Podrisa Tracheobionta (Cievnaté rastliny)
Oddelenie Magnoliophyta (Krytosemenné)
Trieda Liliopsida (Jednokli¢nolistové)
Podtrieda Lillidae

Rad Asparagales (Laliotvaré)

Celad’ Amaryllidaceae (Amarylkovité)
Rod Narcissus

Druh Narcissus pseudonarcissu L.
Kultivar Dutch Master

Celad Amaryllidaceae sa zaraduje k jednokli¢nolistovym, celoroénym, cibulovitym rastlindm.®

Zahffia okolo 75 rodov a vy$e 1000 rastlinnych druhov.’ Rastliny tejto ¢elade sa vyskytuju
od tropického pdsma Afriky aZz po mierne pasmo Eurdpy, ale rovnako sa nachadzaju
ajvJuznej Amerike a Azii.”* Casto su pestované ako okrasné rastliny vbyte alebo
na zdhradach.” Charakteristickou értou ¢elade st vyrazné obojpohlavné kvety a Ciarkovité
listy, ktoré mozu byt prizemné alebo stopkaté. Plodom je bobula alebo tobolka.” Pod tuto
Celad su radené rody ako Galanthus (snezienka), Narcissus (narcis), Amaryllis (amarylka)
a Leucojum (bledula), ktoré podliehaju znatnym vyskumom vdaka doposial objavenym
biologicky aktivnym latkam, ktoré sa v nich vyskytuja.’

NajvyznamnejsSie obsahové latky celade Amaryllidaceae su isochinolinové alkaloidy,
ktoré su vysoko Specifické prave pre tuto celad, podla ktorej dostali pomenovanie
ako AA.”*®'" Objasnenie pojmu alkaloidy siaha do roku 1819, kedy W. Meissner takto
pomenoval vSetky zasadité, organické zlozky obsiahnuté v rastlinach a zvieratach. Od tej
doby sa definicia alkaloidov vyformovala, a dnes sa takto nazyvaju latky alebo skupiny latok,
ktoré maju vo svojej heterocyklickej Strukture aspon jeden atém dusiku. Poloha dusika
je rozdielna u jednotlivych skupin alkaloidov.” Podla Gdajov uvedenych v literatire bolo
vyizolovanych uz vySe 500 r6znych AA z rastlin patriacich do tejto ¢elade. Tato celad patri
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medzi jednu z 20 najddleZitejsich alkaloidy obsahujucich &eladi.>* Alkaloidy sa nachadzaju
v celej rastline.”"®'" Od vegetaéného obdobia zévisi ich podiel v jednotlivych rastlinnych
Castiach. Kym v Case vegetdcie je najvyssia koncetracia AA v zelenych Castiach rastliny, po jej
skonceni su tieto sekundarne metabolity koncentrované hlavne v cibuli. Okrem vegetdcie
jeich produkcia v rastline zavisla aj od druhu, ale aj kultivaru rastliny a od podmienok,
ako svetlo, teplo alebo vihkost.*”

Vdaka tymto obsahovym latkam je o rastliny celade Amaryllidaceae velky zaujem
v oblasti vedy avyskumu. Velké mnoZstvo studii poukazalo na rézne biologické aktivity,
ktorymi AA disponuju. Uz nieco cez 200 rokov sa extrakty z cibudl tychto rastlin vyuzivaju
vJuinej Afrike ako prostriedok tradicnej mediciny. Spominaju sa hlavne v suvislosti
s vredovou chorobou, astmou, horickou a kadlom." Svoje uplatnenie v fudovom lieditelstve
nasli aj v Cine, Severnej Afrike a Strednej Amerike.”® VyuZivaju sa na oSetrenie ran, lie¢bu

h.22%%  Pryd  zmienka

reumatizmu, neplodnosti, ale aj pri dalSich indikacidc
o ich farmakologickom Ucinku vsak siaha eSte dalej. Datuje sa do 4. storocia pred nasSim
letopoltom a spdja sa s menom Hippocrata z Késu.® Aj napriek dlhej dobe, ktora uZ od tohto
obdobia uplynula, je v klinickej praxi pouzivany len jediny alkaloid galantamin. Uplatnenie
naSiel v symptomatickej liecbe AD. Okrem ich dobre znameho neurologického efektu ako
inhibitory acetylcholinesterazy (AChE), sa u AA preukdzala adalej skima aj biologicka
aktivita antibakteridlna, protivirovda, protizdpalova, analgetickd, emetickd **, antimalaricka,
antidepresivna a hlavne protinddorova a cytotoxickd.”*>**>*

Nesmie sa vdak zabudat ani na ich toxické uc&inky.”' Tie sa najcastejSie prejavuju
gastroenteritidou, ktord je sprevadzana nevolnostou, zvracanim, hnackou a nadmernym
slinenim. Tieto priznaky nastupuju rychlo a odznievaju po 3 hodinach. Charakteristické
sU taktiez zavraty alebo rozmazané videnie, ktoré su spbsobené nadmernou stimulaciou

cholinergného systému na periférii.*”® Lokdlne podraidenie sa prejavuje dermatitidou

(vysevom vyrazok). Pri zavaznejsich otravach boli u fudi spozorované kfée, tras az ochrnutie.’?
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3.2 Rod Narcissus

Rastliny tohto rodu sa nachadzaju v niZinach, v oblasti mociarov, travnatych porastov a luk,
ale aj vo vyssie poloZenych miestach ako su skalnaté svahy, aZ vysokohorské oblasti.*"’
Je zndmych priblizne 70 az 120 druhov rodu Narcissus. Toto Cislo zahfia aj hybridné druhy,
kedZe presny pocet je tazko urcitelny v désledku castého medzidruhového krizenia vo volnej

prirode.”*®

Obrazok 1 - Priklady kultivarov narcisov ?7(zhora zlava) Carlton, Pink Charm, Tahiti, Barrett Browning, Suada, Slim
Whitman

Vacsina druhov kvitne neskoro vzime alebo na jar, ale par druhov sa vyznacuje
aj kvitnutim v priebehu jesene ako napr. N. serotinus L. a N. elegans (Haw.) Spach."” Narcisy
su zaradované medzi zimné rastliny atoto roc¢né obdobie je pre ne velmi dolezité.
V priebehu zimy dochadza k zmohutneniu stonky a nasledne je umoznené kvitnutie. Na konci
tejto fazy nastane popadanie listov a kvetov a v priebehu leta je rastlina v tzv. spiacej faze
= obdobie dormancie.?

Pod zemou sa nachddza gulata aZ vajcovitd cibula rastliny, ktora si vdaka pokoju udrzi
potrebnd vlhkost a ma zabezpefend ochranu pred zverou. Vdaka produkcii alkaloidov
v cibuli je tato ochrana znasobena hlavne pre ich znacne horku chut. Cibula je pod zemou
chrdanend tenkou Supinou hnedastej farby. Cibula je charakterizovand ako komplexny
rozvetvovaci systém zloZeny zviacerych cibulovych jednotiek, pricom kaZzda jednotka
pozostdva zvyhonku, ktory je uzatvoreny zdsobnymi orgdnmi — listovymi zdkladmi.’
Vyznamna je pre obsah alkaloidov, ale je to tiez hlavny rozmnozZovaci organ rastlin.

Nadzemnu cast tvoria listy, ktoré su jednoduché, celistvookrajové so subeznou
Zilnatinou a nasadaju vo forme prizemnej ruZice. Vac¢sina druhov rodu Narcissus ma dva
az Styri listy, ale existuju aj sedem ¢i osemlistové. Kvety su obojpohlavné, so Siestimi
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okvetnymi listkami.’> Okvetné listky st v dolnej ¢asti zrastené a ich farba je zavisld od druhu
narcisu. Priemer kvetov sa pohybuje medzi 12 — 125 mm a nachddzaju sa samostatne,
ako napriklad u druhu Pseudonarcissus, alebo v sukveti s 15-20 kvetmi, ako u Narcissus

tazetta L.

Obrazok 2 - Narcissus pseudonarcissus L. a Narcissus tazetta L.** %

Rod Narcissus je na rozdiel od ostatnych zastupcov ¢efade Amaryllidaceae charakteristicky
pritomnostou pakorunky, ktord mdze byt bud tvaru disku, pohara, lievika alebo trubky.
TaktieZ sa jednotlivé druhy a najma kultivary odlisuju jej roznymi velkostami a usporiadanim.
Casto mé odli$nu farbu ne? okvetie. Vac¢ina ma biele, bledo alebo naopak tmavo 7lté okdzalé
okvetie, niektoré aj vyraznu vonu. Pre pakorunku je typické intenzivnejSie Zlté, oraniové
alebo az cervené sfarbenie. Vyska, do ktorej rastliny dorastaju, sa pohybuje v rozmedzi
20 a7 40 cm.>*°
Tieto rastliny su zname predovsetkym ako okrasné, avsak ich terapeutické vlastnosti
pozna uzZ len malokto. Vyznamné su najma pre obsah AA. Doposial je znamych viac nez 100
alkaloidov ziskanych z rodu Narcissus, ktoré su neustdle podrobované dalSiemu vyskumu
aich pocet neustdle narasta.” Ako uZ bolo vy3ie zmienené, Hippocrates z Kdsu objavil
potencialny lie¢ebny Ucinok tychto rastlin uz davno. Konkrétne pouzil extrakt ziskany z druhu
Narcissu poeticuss L. pre lie¢bu rakoviny kréka maternice.®
Okrem tohto vyznamného milnika si az dodnes rastliny rodu Narcissus doélezitym
zdrojom galantaminu. Limitujucim faktorom je vysoky dopyt po galantamine a jeho financne
nakladnd syntéza. Zrodu Narcissus je ztohto hladiska najvyznamnejsi druh Narcissus

pseudonarcissus L. cv. Carlton s optimdalnou dobou zberu koncom jula a za¢iatkom augusta.
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Okrem toho je tento druh zdrojom alkaloidov s protinddorovou aktivitou: narciklasinu
a haemantaminu. Bohaté na galantamin sa ukazali z rodu Narcissus aj kultivary Gigantic Star,
Ice Follies a Fortune.*®

Okrem spominanych alkaloidov, sa nachadzaju v rastlinach rodu Narcissus
aj antioxida¢ne pobsobiace flavonoidy, karotenoidy a betalainy zodpovedné za sfarbenie
kvetov.”*? Z toxikologického hladiska stoji za spomenutie obsah zvazkov krystalov $tavelanu
vapenatého, ktoré su vo forme rafidov obsiahnuté v listoch a stonkach. Spolu s alkaloidmi su
zodpovedné za ochranu rastliny pred preddtormi, ale tieZz sp6sobuju podrazdenie pokozky
vo forme vyrdzok alebo aZ granulomatdznych vredov po zasiahnuti koZe stavou

s ich obsahom.**

3.2.1 Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master

V tejto praci bola pozornost venovana druhu Narcissus pseudonarcissus L., konkrétne
kultivaru Dutch Master. Pre tento druh su charakteristické Sedozelené ploché listy,
samostatne vyskytujlice sa voriavé kvety, ktoré su najcastejSie jednofarebnej, vystrednej
zlatoZltej farby so Sirkou asi 10 cm. Tieto narcisy narastaju aZ? do vysky 45 cm.
NajcharakteristickejSim znakom kultivaru Dutch Master je pakorunka v tvare trubky a preto
sa zaraduje do skupiny tzv. “trumpet daffodils’” - trubkovitych narcisov.” Je pre fiu typicka

dlhsia trubka ako okvetné listy.”

28,29

Obrazok 3 - Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master

3.2.2 Biosyntéza alkaloidov rodu Narcissus

Pre alkaloidy rodu Narcissus je Specificka norbelladinova biosynteticka draha, ktord vychadza
z dvoch aminokyselin: fenylalaninu a tyrozinu. Tie su nasledne v niekolkych krokoch
premenené na 3,4-dihydroxybenzaldehyd a tyramin, ktorych kondenzaciou sa vytvara

norbelladin, hlavny zastupca jednej z deviatich zakladnych Struktidrnych typov AA. V dalsich
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krokoch sa poOsobenim enzymov vytvara 4'-O-metylnorbelladin. Zneho su nasledne
odvodené dalsie strukturne typy na zdklade troch rozdielnych sposobov intramolekularneho
oxidativneho spojenia.’

Hlavné struktidrne typy AA, ktoré sa vyskytuju v rode Narcissus si homolykorinovy,
galantaminovy, haemantaminovy, lykorinovy, tazettinovy, narciklasinovy, norbelladinovy,
krininovy a montaninovy typ. Prvé tri spominané su pre tento rod najtypickejsie.
V minoritnom mnoiZstve bol z rodu Narcissus vyizolovany aj galantindolovy, mesebranovy
a cheryllinovy typ. Jedna sa o neobvyklé Struktirne typy, ktoré boli vyizolované zatial len
z dvoch druhov narcisov, Narcissus triandrus L. a Narcissus pallidulus Graells a si v ¢eladi
Amaryllidaceae velmi vzacne.*®* V niektorych literatirach sa dokonca uvéadzaju aj nové
Strukturne typy obsiahnuté v celadi Amaryllidaceae, ako plicaminovy, fenantridinovy,
fenantridénovy alebo gracilinovy." Najnovsie sa podarilo ziskat z druhu Narcissus poeticus L.
cv. Pink Parasol Uplne nové AA, ktoré vznikli spojenim galantaminového a galantindolového

typu, narcipavlin a narcikachnin s vyznamnou biologickou aktivitou proti AD.*
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Para-para’ intramolekularne oxidativne spojenie dalo vznik haemantaminovému,
krininovému, tazzetinovému, montaninovému a narciklasinovému $truktirnemu typu.™

Haemantaminovy a krininovy Struktirny typ sa v niektorych zdrojoch zaraduje
do jednej skupiny krinanového Strukturneho typu, kde haemantaminovy typ je oznacovany
ako B-krinanovy akrininovy typ ako a-krinanovy Struktarny typ. Zakladom
je 5,10b-etanofenantridin a jednotlivé typy sa liSia len priestorovou orientaciou etanového

mostika.®

R

Obrazok 5 - Strukturne odli$nosti haemantaminového a krinanového $truktirneho typu

Prave rozdiel vtomto usporiadani hrd ulohu v cytotoxickej aktivite tychto latok. Zatial
¢o latky krininového typu tuto aktivitu nevykazuju, tak heamantamin je vysoko cytotoxicky
voci viacerym nadorovym liniam, ako napriklad A549, K-562, MOLT-4, Hela, SKMEL, HepG2,
MCF-7, HT-29 a daldie."*® Okrem priestorového usporiadania etdnového mostika sa vich
Strukture pre dosiahnutie protinddorového ucinku vyZzaduje neporusené fenantridinové
jadro, kedZe skratené analdgy su podstatne menej aktivne. TaktieZ je potrebnd pritomnost
metyléndioxyfenylovej ¢asti v $trukture. Dalej k dostatoénému efektu prispieva oxygendcia
kruhu A amaly substituent na Cl1 s donor/akceptorovou schopnostou pre vodikovu
vizbu.'®*'* Medzi alkaloidy haemantaminového typu patria haemantidin, haemantamin,
krinamin, vittatin, maritidin a dalSie. K alkaloidom krininového typu sa zaraduju krinin,
krinamidin, distichamin, macowin a dalSie."

Alkaloidy tazettinového $trukturneho typu vychadzaju z haemantaminového typu.”

Zakladom Struktury je 2-benzopyrano-[3,4-c]indol.”

Vyznamnymi zastupcami tohto typu
su tazettin a jeho prekurzor pretazettin, ktoré sa od seba odliSuju len polohou hydroxylovej
skupiny na C-6a a C-8. Aj takato malda zmena v Struktire vyraznym spO6sobom ovplyvni
ich biologicku aktivitu. Kym pretazettin je zaujimavy pre svoje protivirové avyznamné
protinadorové vlastnosti, u tazzetinu je pozorovanda antimalaricka a nevyznamnad cytotoxicka

10,11,12,23

aktivita. Medzi dalSich zastupcov patri jongualin, obesin a dalSie. Tento typ

je produkovany hlavne rodmi Galanthus, Crinum, Euharis a Hippeastrum.>
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Obrazok 6 - Struktdrne odli$nosti tazettinového a pretazettinového typu

Narciklasinovy Strukturny typ je odvodeny od molekuly fenantridinu. Najvacsi
farmakoterapeuticky potencial sa predpokladd u zdstupcov narciklasinu a pankratistatinu.
U oboch sa v niekolkych $tudiach preukazala silna schopnost inhibovat nadorové bunky.*

Zakladny skelet montaninového strukturneho typu, ktorého hlavnym reprezentantom
je montanin, tvori 5,11-metanomorfatridin. Za jeho najvyznamnejsi uUc¢inok sa povazuje
antibakteridlne poOsobenie proti Staphylococcus aureus Rosenbach a Pseudomonas
aeruginosa Migula.'* Okrem montaninu sa uvadzaju ako zastupci tejto skupiny montabufin,
pankracin a pankratinin B a C. Jedna sa o skupinu latok, ktoré su podla dostupnych zdrojov
len malo zastipené v prirode.”

Orto-para’' intramolekuldarnym spojenim O-metylnorbeladinu vznikol lykorinovy
a homolykorinovy S$truktdrny typ."* Za zadklad sa ulykorinového typu povaZuje
pyrollo[de]fenantridinovy kruh.*** Jeho 3truktura bola detailne objasnend vroku 1956

|35

Nagawaka a spol.”® Doposial bolo popisanych skoro 200 odli$nych $truktdr tohto typu.® Tieto
alkaloidy patria medzi najviac zastupené druhy v amarylkovitych rastlinach, vdaka ¢omu
mohli byt podrobené réznym skiskam a maju zaznamenané viaceré terapeutické ucinky.
NajvyznamnejSie z nich suU antineoplastické, antiinflamatdrne, antimikrébne vlastnosti,
ale zaznamenal sa unich aj hypotenzivny, analgeticky efekt aslabsi inhibi¢ny vplyv
na AChE.>®*® Najvyznamnej$i zastupci su: lykorin, karanin, assoanin, amarbellisin,
pseudolykorin, galantin, ungeremin a dalsi.”

Alkaloidy homolykorinového typu su derivaty 2-benzopyrano[3,4-glindolu.?
Zastupcami tohto typu sud homolykorin, masonin aodulin, lykorenin ainé.” Niektori
zastupcovia maju protirakovinové ucinky na nadorové linie HepG2 a MOLT-4, antivirové

a antimykotické ucinky. Nevyhodou je vsak ich cytotoxické posobenia aj na nenddorové

bunky fibroblastov mysi.*°
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Galantaminovy Struktdrny typ je charakteristicky dibenzofuranovym jadrom, ktory
vznikol para-ortho' intramolekuldrnym spojenim.™ Jednotlivi zastupcovia sa odliduju
rozdielnymi substituentami na C3, C7 a N9, ktoré maju vplyv na inhibi¢nu aktivitu tychto
alkaloidov voci AChE. Hlavni zastupcovia tohto typu su galantamin, epinorgalantamin,

sanguinin a lykoramin, pricom prvy spominany je v siéasnosti uz vyuZivany v terapii AD."

3.3 Biologicka aktivita alkaloidov rodu Narcissus
3.3.1 Alkaloidy rodu Narcissus a ich mozné vyuzitie v terapii Alzheimerovej choroby

3.3.1.1 Uvod do problematiky
Alzheimerova choroba je neurodegenerativne ochorenie s neustale progredujicim
poskodenim mozgu, ktoré je najéastejsim ddévodom vzniku demencie.”® Zo $tatistickych
udajov z roku 2015 vyplyva, Ze demenciou trpi vySe 47 miliénov pacientov, z ktorych vyse
60 % trpi niektorou z foriem AD.*** Prevalencia choroby stipa s narastajicim vekom.
Vacsina literdrnych zdrojov uvadza 60. aZ 65. rok Zivota za hrani¢ny, kedy sa u fudi zacinaju
objavovat priznaky AD.” Uvadza sa, Ze mnoZstvo postihnutych ludi sa kazdych 5-6 rokov
zdvojndsobuje.*** Predpokladany pocet pacientov s diagnézou AD v roku 2050 je 106,8mil.*
Na zdaklade rozvoja poskodenia mozgu sa AD rozdeluje do niekolkych Stadii.
Preklinické stadium AD zacina skor, neZ sa objavia prvé klinické priznaky demencie. V ramci
miernej formy AD sa u pacienta prejavuje hlavne poskodenie kratkodobej pamate
s postupne zhorsujucou sa schopnostou zapamatat si nové veci, aprejavuju sa znamky
dezorientdcie v ase avpriestore. Vstredne fazkom 3$tadiu dochadza k prehibeniu
poskodenia pamate, k zabudaniu dobre zndmych veci ako adresa alebo mena pribuznych,
pacienti bludia vo vlastnej domdcnosti. Casto sa vyskytuju aj poruchy re¢i a zmeny osobnosti.
V tazkom stadiu AD ma pacient problémy vykonavat beiné denné aktivity, hygienické
navyky, trpi somatickymi komplikaciami ako inkontinencia, porucha prehitania a stravovania,
taktiez nespoznava rodinnych prislusnikov a vyustuje to k plnej odkazanosti na starostlivost
a pomoc rodiny alebo oSetrovatela. Vplyvom progresie ochorenia sa u pacientov objavuju
aj nekognitivne poruchy, ktoré su spojené s vykyvmi nalady, agresivitou a postupnym
zhorsovanim motoriky, ktora vo vacSine pripadov kondéi stratou sebestacnosti a umrtim

pa C|e nta 45,46,47,48
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Pri¢inou tychto prejavov je Ubytok mozgovej hmoty, ku ktorému dochadza v d6ésledku
nevratného poskodenia a zaniku nervovych buniek.” Atrofiou mozgového tkaniva je najviac
postihnutd oblast mozgovej kéry a hippokampusu. Dalej dochddza k zniZeniu synaptickej
plasticity a k poskodeniu tvorby rastovych faktorov mozgu (napr. BDNF — nervovy rastovy
faktor), ¢o sa pripisuje nedostatocnému mnozZstvu niektorych antiapoptickych faktorov,
receptorov pre nervové rastové faktory a nadbytku proapoptickych faktorov.**°%%*%
Nasledkom degradacie nervovych buniek je poskodena hlavne tvorba neuromediatorov.
Ako prvy je postihnuty acetylcholinergny systém, ktory je charakteristicky deficitom
acetylcholinu (Ach).*® Znizend je taktiez hladina dopaminu, serotoninu, noradrenalinu

a y-aminomaslovej kyseliny, ¢o ma za nasledok zhorsenie kognitivnych funkcii u fudi trpiacich

AD.?

Zdravy mozog Mozog postihnuty
Alzheimerovou chorobou

\_\‘ | i (l.f r
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neurén neurén

Obrazok 7 - Zmeny mozgového tkaniva pri AD *!

Kld¢ova ulohu pri rozvoji ochorenia zohrava taktiez neurotoxicky amyloid beta (ApB),
ktory sa hromadi v extracelularnom priestore a tvori zaklad senilnych plakov v mozgovom
tkanive. V niektorych zdrojoch sa uvadza, Ze mobze hrat rolu v aktivacii proteinkinazy
glykogénsyntazy kinazy-3B (GSK-3B) a cyklin dependentnej kindzy 5 (CDK5), ktoré sa
podielaju v hyperfosforylacii proteinu t.>° Takto modifikovand $truktdra proteinu t vedie
k tvorbe parovo helikdlnych filament, ktoré su podkladom pre vznik intracelularnych

neurofibrildrnych uzlov, nazyvanych aj ako tangles, ktoré v kone¢nom dosledku sp6sobuju
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apoptdzu neurdnov. Priciny, ktoré sposobuju tieto patologické procesy v mozgu, zatial nie su
Uplne objasnené, ale existuje niekolko tedrii, ktoré pomahaju vysvetlit zmeny odohravajlce
sa pri AD.

Za hlavné tedrie popisujuce vznik AD sa povazuju cholinergna a amyloidnd hypotéza
a tedria mikrotubuldrnej nestability, ktorym sa budem podrobne venovat v dalSej casti
diplomovej pridce. Vdnesnej dobe je vo vedeckej komunite velmi diskutovana
mitochondridlna tedria hlavne z dévodu, Ze sa predpokladd, Ze poskodenie mitochondrii
mbZe byt primarnou pric¢inou narusenia doleZitych intracelularnych mechanizmov, ktoré
v kone¢nom dosledku vedu k prehibeniu neurotoxicity a k apoptdéze neurénov.* Viacero
literarnych zdrojov uvadza, Ze so stupajucim vekom klesa funkénost mitochondrii, ¢o moze
mat spojitost s AD. Vacsi pocet skusok, ktoré boli vykonané na mozgovom tkanive pacientov
s AD, poukdzal na desStrukény stav mitochondrii. Mitochondrie su obecne hlavnymi
producentmi kyslikatych radikalov atato ich vlastnost sa pri poSkodeni zvysuje, vedie
k oxidaénému stresu a k naslednej aktivacii kindzy a B- sekretazy. Tieto informdacie naznacuju,
Ze mitochondrie m6Zzu mat vplyv na fosforylaciu proteinu t aspracovanie amyloidného

55,56,57

prekurzorového proteinu (APP).

SAD sa spaja aj tedria glutamatovej neurotoxicity, metalovd hypotéza a dalsie.”
Medzi menej zname patria napriklad hypotézy spojené s oxidacnym stresom a nadmernou
tvorbou a p6sobenim toxickych reaktivnych foriem kyslika a dusika (ROS, RNS) v mozgu,
ktoré su zodpovedné za poskodenie mitochondridlnych funkcii, oxidaciu proteinov v mozgu
a peroxidaciu lipidov buneénej membrany. Nasledkom tohto dochadza kidnovej
nerovnovahe, poskodeniu  glukézového transportu akzhorSeniu  energetickej

249505980 Existuje aj hypotéza popisujuca spojitost AD a poskodenia

nevyvazenosti.
ubiquitin-proteazdmovej drahy, ktora slizi na odstranenie agregovanych proteinov.
Poskodenie tohto systému mutdciou ubiquitinu spoOsobuje akumuldciu a tvorbu
neurofibrildrnych uzlov, ktorych vyskyt je v priebehu choroby typicky.*

Mechanizmus vzniku AD sa neda vysvetlit len jedinou zo spominanych teérii, je vak
jasné, Ze sa jedna o multifaktoridlne ochorenie, na ktorého vzniku sa podiela viacero
¢initelov. Detailny popis tychto tedrii by presahoval kapacitu diplomovej prace. Informacie

o nich st dostupné v réznych literdrnych zdrojoch, 0616263
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Teéria oxidativneho Tedria yrnlka Tedria
e Alzheimerovej mikrotubularnej
choroby nestability
Cholesterolovd . Amyloidna tedria

tedria

Metalovd tedria

Obrazok 8 - Tedrie vzniku AD *
3.3.1.2 Amyloidna tedria a tedria mikrotubuldrnej nestability
Prekurzorom AB vorganizme je APP. Jednd sa otransmembrdnovy protein nervovych
buniek, ktory je Stiepeny tromi réznymi druhmi enzymu sekretdzy. Za fyziologickych
podmienok je Stiepeny a- ay-sekretdzou tzv. neamyloidogénnou cestou, ktord vedie
k tvorbe vo vode rozpustnych AB, ktoré maju neuroprotektivnu funkciu.”*® Pri AD naopak
dochadza k proteolyze APP tzv. amyloidogennou cestou, v rdmci ktorej sa uplatiuje najma
B- ay-sekretdaza. Vysledkom su nerozpustné dlhsie peptidové vldkna AB, ktoré
polymerizéciou davaju vznik vysoko toxickym oligomérom.®***” Tieto oligoméry st zadkladom
pre tvorbu jadier senilnych plakov v extracelularnom matrixe, ktoré su postupne
obklopované dalsSimi fragmentmi ako napr. casti rozpadnutych buniek ciev, neurity
a mikroglie.®® Nerovnovdha medzi produkciou, clearence a agregaciou tychto oligomérov
je zodpovednd za tvorbu loZisk, ktoré si pre AD typické a nazyvaju sa senilné plaky.**®
Plati priama Umera medzi poétom vytvorenych plakov a funkénym postihnutim, ktoré

odzrkadluje zadvaznost demencie.”

Obrazok 9 - Vznik senilnych plakov ®
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Plaky nasledne podmienuju radu neurodegenerativnych dejov ako rozvoj sterilného
zapalu, ktory je sprevadzany uvolfiovanim prezapalovych mediatorov a reaktivnych foriem
kyslika. Taktiez vedu k aktivacii cyklooxygenaz COX-1 a COX-2 a k nadmernému uvolfiovaniu
excitaénych aminokyselin ako st glutamat a aspartat.*

Vplyvom glutamatu dochadza k zvysSeniu aktivity N-metyl-D-aspartatovych (NMDA)
receptorov, ktoré su déleZité pre vyvoj, plasticitu a Zivot neurédnov.**”® Nadmernd stimuldcia
receptorov ma za nasledok zvySenie vtoku vdpenatych idnov do nervovych buniek
a aktivéciou signalizacnej kaskady dochadza k usmrteniu neurénov.”> NMDA receptory su
zodpovedné aj za dlhodobu potenciaciu, jeden z hlavnych mechanizmov zodpovedny
za ucenie, ktory je v dosledku hyperexcitacie receptorov poskodeny.®

Ako sa uZ vyssie spominalo, senilné plaky moézu hrat dlohu taktiez vo formovani
neurodegenerativnych uzlov. Tedria, ktord popisuje tento proces sa v literatire nazyva
ako tedria mikrotubularnej nestability. Behom AD dochddza k hyperfosforylacii T proteinu,
ktory straca svoju stabiliza¢nu funkciu na mikrotubuloch. Protein t sa zhlukuje v Spiralne
vldkna a dava vznik neurofibrilarnym uzlom. Rozpad mikrotubulov a vzniklé neurofibrilarne
uzly spdsobuju poskodenie prenosu nervového impulzu, nestabilitu celej bunky a nakoniec
vedu k jej zaniku.”* Pozmenend $truktdra T proteinu ma podla vetkého tie za nasledok
stratu jeho ochrannej funkcie, ktord je zamerana na ochranu genetickej informacie buniek
pred poésobenim ROS. Tato informdcia vychadza zo Studie, vktorej sa poukazalo
na dvojnasobne vysSie posSkodenie DNA u pacientov s AD v porovnani s kontrolnou

skupinou.®

3.3.1.3 Cholinergna tedria

UZ vranych stadiach AD je postihnutd cholinergna neurotransmisia v mozgu, ktord je
potrebna pre spravnu cinnost kognitivnych funkcii c¢loveka. Toto postihnutie vznika
ako nasledok poskodenia cholinergnych nervovych buniek, ¢o vedie kznizeniu tvorby
a uvolfiovania Ach z presynaptického zakonéenia.””? Ach je ddleZity neuromediator
v centrdlnom aj periférnom nervovom systéme. Zodpovedd za spravne fungovanie
kognitivnych funkcii ako je pamat, pozornost, logické myslenie a dalej ovplyviiuje Uroven
bdenia, spanku aj ucéenia.” Vpriebehu AD dochddza kzniZenej tvorbe
cholinacetyltransferdzy, ktord je zodpovednd za syntézu Ach v neurdénoch zcholinu

a acetylkoenzymu A.”* Obmedzené je aj spatné vychytavanie cholinu, zo synaptickej strbiny.
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Hlavnu ulohu v degraddcii neurotransmitéru maju enzymy AChE, ktorad ucinkuje hlavne
v mozgu a butyrylcholinesterdza (BuChE) s p6sobenim na periférii. Existuju dva typy enzymu
AChE — G1 a G4. Zatial ¢o typ G4 prevlada u zdravych ludi, u pacientov postihnutych AD je
v prevahe G1 forma. Taktiez vpriebehu AD dochddza v urlitych castiach mozgu
k postupnému zniZzovaniu koncentracie a aktivity AChE a naopak k zvySeniu koncentrdcie
BuChE, ktory v tychto miestach prebera jej funkciu. U zdravych ludi je BUChE v mozgu
pritomny len v minoritnom mnoZstve a hlavnu dlohu zohrava na periférii.** Zarover je pri AD
vinych castiach mozgu aktivita AChE neprimerane vysoka aspOsobuje nadmerné
odburavanie Ach.”**® Ztychto dévodov dochddza k znizovaniu hladiny Ach v mozgu

a k poskodeniu jeho funkcii.”

3.3.1.4 Liecba

Ako uz bolo vysSie spominané, AD je nevyliecitelné ochorenie a jediny spdsob, akym sa da
pomdct pacientom s touto diagndzou, je miernit jej prejavy a prediZit obdobie samostatnosti
tym, Ze sa oddiali nastup tazsich stadii choroby.

V zaciatoénych stadiach choroby, kedy eSte liecba nie je hradend zo zdravotného
poistenia, sa pacientom nasadzuje podporna lie¢ba vo forme vytazkov z Ginkgo Biloba L.,
nootropika (piracetam), antioxidanty (vitamin E, kyselina lipoova), cerebrolysin a dalsie.
Tieto lie¢ebné prostriedky vsak nemaju dostatoéne podlozené uGclinky 3$tudiami.*
Za spomenutie stoji novda moznost podpornej liecby AD, ktorda je predmetom viacerych
vyskumov. Jedna sa o inhibitory prolyl oligopeptidazy (POP). Tato serinova peptidaza Stiepi
v mozgu latky neuropeptidovej povahy s prolinovou c¢astou v molekule, ktoré ovplyvriuju
spravne fungovanie kognitivnych funkcii ako ucenie a pamat. Taktiez maju vplyv na psychicky
stav a hodnoty krvného tlaku.” Z tohto dévodu sa POP &oraz viac dava do spojitosti s AD,
ale jej vplyv na tvorbu a hladinu AR v mozgu je v réznych literdrnych zdrojoch protichodny,
o si vyZaduje podrobnejsi vyskum.”®”” Aj niektoré AA vykazuju inhibiénl aktivitu voéi POP,
napr. homolykorin, norlykoramin, odulin a 9-O-demetylgalantin.*”®

Vacsina doteraz registrovanych lieCivych pripravkov, ktoré sa vyuZivaju pocas liecCby
miernych astredne tazkych Stadii, je zamerand na zvySenie hladiny Ach v mozgu
mechanizmom inhibicie jeho rozkladu. Tieto spominané latky zlepSuju acetylcholinovu

neurotransmisiu zablokovanim aktivity enzymov, ktoré Ach odburavajd. U€inné latky tychto

lieCivych pripravkov sa nazyvaju ako inhibitory cholinesterdz a konkrétne sa jedna
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| * rivastigmin ”°, galantamin a huperzin A. Vysledky viacerych $tudii poukazuju

o donepezi
na to, Ze inhibicia oboch enzymov sucasne je velmi prospesnd, ¢o vyplyva aj z cholinergnej
hypotézy vzniku choroby, ktord poukazuje na to, Ze oba enzymy maju svoj podiel v rozvoji
choroby.® Do dne$nej doby méa jedine rivastigmin schopnost inhibovat aktivitu AChE
aj BUChE.”

Uplne prvou latkou, ktord bola vyuZivana pre svoje inhibi¢né vlastnosti bol takrin, ktory
viak bol pre zdvainé neZiaduce ucinky stiahnuty z klinickej praxe.®®

Donepezil je synteticky, nekompetitivny selektivny inhibitor AChE so 70 hodinovym
plazmatickym poléasom, ¢o umoznuje jeho podavanie jedenkrat za den. Rovnako sa u neho
preukazalo, Ze zniZuje neurotoxické pdsobenie AP, priaznivo ovplyviiuje spracovanie APP
a znizuje koncentraciu glutamatu. Vdaka tymto r6znorodym mechanizmom jeho p6sobenia
sa stala jeho Struktura predmetom vyskumu, ktory je zamerany na objavovanie novych
pripravkov schopnych zasiahnut viacero cielov pri lie¢be AD.*

Rivastigmin je polosynteticky derivat alkaloidu fyzostigminu, u ktorého boli tiez
popisané inhibi¢né Gcinky, ale kvoli neziaducim G¢inkom sa stal iba predlohou pre Gcinnu
latku s lepSou zndasanlivostou.””® Ako uZ bolo vy$3ie spomenuté, rivastigmin inhibuje oba
enzymy podielajuce sa na degraddcii Ach, k comu sa pripisuje jeho horsia gastrointestindlna
znasanlivost v porovnani s ostatnymi inhibitormi cholinesteraz. Z tohto dévodu bol uvedeny
na trh vo forme naplasti ako pripravok Exelon Patch. Podavanie tejto liekovej formy viedlo
k zniZzeniu neZiaducich Géinkov lie€iva v traviacom trakte.*®* Okrem lep3ej zndsanlivosti je jeho
vyhodou aj lah$ia aplikacia a stala hladina lieciva v krvi.*

Galantamin, alkaloid ¢elade Amaryllidaceae, je reverzibilny, selektivny, dlho pésobiaci,
kompetitivny inhibitor AChE a zdroven aj alostericky moduldtor nikotinovych receptorov,
&im dochddza k zvy$eniu uvolfiovania Ach ak priamej stimuldcii nervovych funkcii.”>*
Ma kratsi plazmaticky polc¢as a obvykle sa poddva dvakrat denne, ale je dostupna aj liekova

forma s predlZzenym uvolfiovanim, ktora je uréend pre podanie jedenkrit za def.*

Okrem
galantaminu sa inhibi¢na aktivita proti cholinesterdzam prejavila aj uinych AA, ktorym
sa budem venovat neskor. Prave vdaka dobre preskimanej cholinergnej hypotéze
je navrhovanie inhibitorov cholinesteraz najpopularnejsou stratégiou liecby AD. Vo vsetkych
pripadoch suU najéastejSie gastrointestindlne neZiaduce ucinky a z toho vyplyva

aj ich kontraindikované podavanie u pacientov s aktivnou vredovou chorobou.

Tieto neZiaduce Uc¢inky sa daju obmedzit postupnym titrovanim davky, pripadne uZitim
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lie¢ivych pripravkov po jedle. Rovnako treba davat pozor na pacientov s poruchami
srdcového rytmu, u ktorych by mohlo déjst k zhor$eniu zdravotného stavu.”

Okrem tychto sa v klinickej praxi na lieCbu stredne tazkych a tazkych foriem AD pouZiva
lieCivo memantin, ktory je nekompetitivny antagonista NMDA receptorov. Zablokovanim
receptorov dochadza kznizenému influxu vapenatych iénov do nervovych buniek,
¢im memantin p6sobi neuroprotektivne. Pouziva sa bud ako monoterapia alebo sa v tazkych
Stadidch ochorenia mozZe siahat aj po kombinovanej lie¢be sinhibitormi cholinesteraz,
najéastejsie s donepezilom.® Tato lie¢ba je viak finanéne ndkladna.*

Medzi dalSie mozné prostriedky liecby patri seskviterpénovy alkaloid Huperzin A, ktory
bol izolovany z plavinia Huperzia serrata (Thunb.) Trev. Zatial je tento alkaloid dostupny
na liecbu AD iba v Cine, v USA sa nachadza v tretom $tadiu klinického skugania.*** Okrem
schopnosti selektivne a reverzibilne inhibovat AChE, ¢o néasledne vedie k zvyseniu hladiny
Ach, ovplyviiuje aj koncetraciu dalSich neuromedidtorov ako su noradrenalin a dopamin,
¢o taktiez prispieva k zlepSeniu kognitivnych funkcii. Taktiez znizuje glutamatom navodenu
apoptdézu mechanizmom antagonistu NMDA receptorov. Vo viacerych literarnych zdrojoch
sa uvadza aj Siroké spektrum neuroprotektivnych a antioxidaénych vlastnosti Huperzinu A,
ktoré v kone€nom dobsledku vedu k ochrane nervovych buniek pred AB navodenou
smrtou.””*® Pozitivnymi vlastnostami st vysoka biologickd dostupnost po perordlnom podani,
vybornd schopnost prestupovat hematoencefalitickou bariérou (HEB) a jeho minimalne
posobenie na periférii a tym menej cholinergnych neziaducich ucinkov (minimalne hlasené

zavraty, git tazkosti, bolesti hlavy).”**"®

N\ O_CH3
| 0 /CH3
g o ’
NH,
Takrin Donepezil
HaC™ >
2,005 \
- _N_ H3C
HsC” N7 0 =~ “CHj 3
CHj CHj

Rivastigmin o) Huperzin A

Obrazok 10 - Struktirne vzorce inhibitorov cholinesteraz pouzivanych v lie¢ba AD
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Tabulka 2 - Lie¢ba AD >**°066838>86

Mechanizmus

Uéinna denna

Ucinna latka Indikacia Neziaduce ucinky
ucinku davka
Vyradeny z praxe:
hepatotoxicita,
Takrin Inhibitor AChE - -
gastrointestindlne
tazkosti
Mierne az
1x denne Nauzea, arytmie,
Donepezil Inhibitor AChE stredne tazké
5-10 mg svalové kfce
stddium AD
Mierne az Zvracanie, bolest
Inhibitor AChE 2x denne
Rivastigmin p.o. stredne tazké brucha, nauzea,
a BuChE 3-6 mg
Stddium AD hnacky
Mierne az
Rivastigmin Inhibitor AChE
stredne tazké | 1xdenne 10 mg | Minimalizované
emp. a BuChE
stadium AD
Inhibitor AChE
a allostéricky Mierne az
2x denne Dyspepsia,
Galantamin modulator stredne tazké
8-12 mg nechutenstvo
nikotinovych Stadium AD
receptorov
Antagonista Stredne tazké az Zavraty, ospalost,
Memantin NMDA tazké stadium | 2x denne 10 mg | nevolnost, bolest
receptorov AD hlavy
Inhibitor AChE
Huperzin A pouzivany

v Cine

Okrem zmienenej farmakoterapie je u mnoZstva pacientov sucastou starostlivosti

aj lie¢ba antidepresivami, hlavne 3.generdcia, dalej anxiolytikami alebo antipsychotikami.

Tieto prostriedky su potrebné z dovodu rozvoja depresie, agitacie, halucinacii, poruch

spanku a dalsich, ktoré sa ¢asto u pacientov trpiacich AD rozvijaju. Urcité zdroje poukdzali
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na vysledky skusok, v ktorych sa u memantinu prejavili schopnosti tieto priznaky potlacit
a preto sa odporuca, aby sa ako lie¢ba nasadila u pacientov s poruchami spravania.”

Problematikou neurodegenerativnych ochoreni sa v dneSnej dobe zaoberd mnoizstvo
vyskumnych spolo¢nosti. Neustdle narastajuci pocet postihnutych ludi, ekonomicky
zatazujuci profil ochorenia, ale aj nové informacie o mechanizme vzniku choroby st hnacim
motorom nejednej znich vsnahe, objavit nové mozZnosti lieCcby. Aj napriek tymto
skutocnostiam neexistuje spbsob, ako AD wvyliedit. V praxi je zatial pouZivand iba
symptomaticka lie¢ba, ktord umoziiuje predizit trvanie lahsieho $tadia ochorenia a zaroven
oddialit ndstup tych taz3ich.>** Z tohto dévodu je velmi déleZité venovat pozornost hladaniu
novych potencialnych lieciv, ktoré by sa v terapii AD mohli uplatnit. Predmetom zaujmu su
nielen lieciva, ktoré zasahuju do inhibicie cholinesteraz, ale zahfiaju aj vysSie spominané
enzymové systémy podielajuce sa na rozvoji AD ako napr. inhibitory B-sekretdz, inhibitory
a moduldtory y-sekretdz, blokatory GSK-3B alebo nddejnd je imunoterapia namierena proti
AB za vyuzitia monoklonalnych protilatok.>®

Velmi doleZitou sucastou terapie AD je nefarmakologickd liecba, ktora zahina
predovsetkym tréning kognitivnych funkcii, vytvorenie bezpecného a prijemného prostredia
pre pacienta a potrebna je aj jeho spravna vyZiva, telesnd aktivita a dobra kondicia.
Nevyhnutnad je spolupraca viacerych oSetrujicich lekarov pre zaistenie idealnej kompenzacie
pridruZzenych ochoreni. KedZe v priebehu starostlivosti o pacienta s AD je vyvijany velky tlak
aj na rodinu alebo blizku osobu, ktora zaistuje starostlivost pre pacienta, je doleZita edukacia
a spolupraca stouto osobou uz od prvej chvile. Pri volbe akejkolvek zo zmienenych
dostupnych lieCebnych metdd sa musi ku kazdému pacientovi pristupovat individuaine

a zohladrovat konkrétnu osobu Zijucu v konkrétnych podmienkach.***

3.3.1.5 Galantaminovy Strukturny typ

Ako uZ bolo vysSie zmienené, galantamin je jeden z lieCiv vyuzivanych v terapii AD. Tento
alkaloid bol po prvykrat izolovany v roku 1952 z cibule rastliny Galanthus woronowii Losinsk.
Bohatym zdrojom tohto sekundarneho metabolitu je v dneSnej dobe aj rastlina Galanthus
nivalis L., Leucojum aestivum L. alebo rézne druhy rodu Narcissus sp. Dostupnd je uz aj
moznost syntetickej vyroby galantaminu, ktord bola spustend Rakuskou spoloénostou
Sanochemia Pharmazeutika, ktorad ako prva ziskala patent na jeho vyrobu.’ Samotnda syntéza

sekunddrneho metabolitu je vSak ekonomicky velmi narocnd aztohto dovodu su prave
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spominané rastliny idedalnym zdrojom galantaminu, ktoré na urcity ¢as vyrieSia problém
ekonomickej naroénosti ziskania latky pri vysokom dopyte syntetickou cestou.* Na trhu
ho nadjdeme vo forme hydrobromidovej soli.® Do dneinej doby je v Ceskej republike
zaregistrovany len jeden pripravok vo forme kapstl s predizenym uvolfiovanim a s téinnou
latkou galantamin — Galantamin Mylan (8 mg, 16 mg a 24 mg).”* Mechanizmus G¢inku tohto
alkaloidu uz bol vyssSie popisany. Niektoré novsie Studie boli zamerané na objavenie novych
mechanizmov pbsobenia galantaminu. Jedna z nich poukazala na jeho schopnost vychytavat
ROS a chrénit tak neurdny pred apoptdzou.”

Daldim vyznamnym inhibitorom AChE z tejto skupiny je sanguinin, ktory sa vyskytuje
napriklad v rode Eucharis a Galanthus. V literatire sa uvadza, Ze u sanguininu je inhibi¢na
aktivita az 10ndsobne vysSia nez u galantaminu (ICsp = 0,1 puM), ¢o je vysvetlované
pritomnostou volnej hydroxylovej skupiny, ktord je ugalantaminu substituovana
metoxylovou skupinou. Predpokladd sa, Ze sanguinin sa viaze na vazbové miesto AChE
vodikovymi vazbami, k éomu prispieva aj spominanda hydroxylova skupina.” Nevyhodou v3ak
je, Ze prave pritomnost hydroxylovej skupiny znizuje lipofilny charakter molekuly a zabranuje
prestupu ucinnej latky do mozgu.* Z tohto dévodu sa sanguinin v praxi nevyuZiva.

Zo vztahu Struktura-ucinok vyplyva, Ze pritomnost tercidarneho dusika v Strukture
galantaminu a jeho derivatov je pre inhibi¢ny ucinok délezity. Vychadza to z poznatkov, ktoré
poukazuju na stratu inhibi¢nej aktivity demetylovaného derivatu epinorgalantaminu. Naopak
dva N-alkylované derivaty galantaminu, ktoré sa podarilo vyizolovat z rastliny Leucojum
aestivum L., N-(14-metylallyl)norgalantamin a N-allylnorgalantamin, vykazovali silnejSiu
inhibi¢nu aktivitu proti AChE neZ samotny galantamin (ICso = 0,16 UM a ICso = 0,18 uM).
Tato vyhodna vlastnost sa pripisuje substitlicii atdmu dusika allylovou alebo metylallylovou
skupinou. Limitujucim faktorom je vsak ich extrémne nizka koncetrdcia v rastline, ktora brani

izolacii dostatoéného mnoZstva tychto latok.”

Sanguinin Galantamin N-allylnorgalantamin

Obrazok 11 - Alkaloidy galantaminového Strukturneho typu
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3.3.1.6 Lykorinovy strukturny typ

Obecne vykazuje tento Strukturny typ alkaloidov niZSiu inhibi¢na aktivitu v porovnani
s galantaminom. Této vlastnost sa pripisuje ku charakteru ich substituentov na C1 a C2.%
Za spomenutie stoji vyraznd inhibi¢na aktivita 1-O-acetyllykorinu (ICso = 0,96 uM).
Pri porovnani jeho schopnosti inhibovat AChE s aktivitou lykorinu a 1,2-acetyllykorinu
sa zistilo, Ze pritomnost acetoxy a hydroxy skupiny v polohach 1 a 2 sa vyZaduje pre spravnu
vazbu ainhibi¢bd aktivitu proti enzymu.” Daldimi zaujimavymi zastupcami su assoanin,
u ktorého bola zmerand inhibi¢nd aktivita 1Cso = 3,87 UM a oxoassoanin s hodnotami
ICs0 = 47,21 uM."*®* Ich vy$8ia inhibi¢nd aktivita v porovnani s lykorinom sa pripisuje
aromatickej povahe ich C kruhu, ktora dava urcitu planaritu tymto molekuldm. Zaujimavu
inhibi¢na aktivitu proti AChE vykazal ungiminorin s ICsq = 0,35 uM, ktory ma 6 az 10 nasobne
silnejsi ucinok nez galantamin.” Jedna zo $tudii poukazala na uréité $truktirne predpoklady
potencidlnych inhibitorov AChE zo skupiny lykorinového typu, ktord okrem uZ vysSie
zmienenych  charakterovych rysov, popisuje aj priaznivy prinos intaktného
pyrollo-fenantridinového jadra, acylacie na C1 a pritomnosti objemného lipofilného
substituentu na C2, ktoré podporuju zvysenu inhibi¢na aktivitu lykorinovych derivatov vocdi
AChE.*>>?®

OCH,

! OCH,4

Lykorin 1 -O- acetyllykorin Assoanin

Obrazok 12 - Alkaloidy lykorinového Strukturneho typu
Ako uz bolo vyssie spominané, okrem dobre zndmych Struktdrnych typov sa v nedavne;j
dobe podarilo na pracovisku Farmaceutickej Fakulty Univerzity Karlovej v Hradci Kralové
vyizolovat aj nové AA, ktorych Struktira je tvorena kombindciou galantaminového
a galantindolového typu. Tieto latky boli podrobené testom na inhibiény Uc&inok proti
cholinesterazam a z vysledkov vyplynula zaujimava inhibi¢nd aktivita narcipavlinu proti

BUChE (ICso = 24,4 £ 1,2 uM).*
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Obrazok 13 - Narcipavlin

3.3.2 Alkaloidy rodu Narcissus a ich mozné vyuzitie v terapii nadorovych ochoreni

3.3.2.1 Nadorové ochorenia

Strach z nadorovych ochoreni je v dosledku ich stupajicej prevalencie medzi ludmi stéle
vacési. WHO uvdadza onkologické ochorenia ako druhd najcastejSiu pri¢inu umrtia vo svete.
Za rok 2018 podlahlo chorobe takmer 10 miliénov obyvatelov. Ludi najviac postihuje nador
pluc, prsnika, hrubého &reva a prostaty.” V dnesnej dobe je vramci lie¢by k dispozicii
moznost chirurgického zdkroku, chemoterapia, hormondlna liecba a radioterapia.
Nevyhodou je nizka selektivita liecby k nadorovym bunkdam, ktorda je spojena s castym
vyskytom neziaducich ucinkov. Taktiez je problémom narastajici rozvoj rezistencie
novotvarov k liecbe, ktory motivuje vedcov k snahe najst nové latky vyuZitelné v terapii
rakoviny. Vdaka napredovaniu v oblasti molekularnej biolégie sa ¢oraz viac dari sledovat
mechanizmus vzniku nadorovych buniek, ¢o umozZnuje vyvijat latky a skimat ich aktivitu
zameranu nie na ovplyvnenie genetickej informacie buniek, ale cielene zasiahnut signalne
a regulaéné proteiny zodpovedné za proliferaciu alebo inhibiciu apoptézy.”® Prave vdaka
tejto cielenej liecbe sa zvysi selektivita na nadorom poskodené bunky. Idedlne miesta zasahu
su rastové faktory, receptory pre rastové faktory, signdlne drahy, tiez proteiny regulujice
bunkovy cyklus, novotvorbu krvnych kapildr a programovanu bunkovd smrt.”> MnoZstvo
latok prirodného povodu sa vyznacuje protinddorovou aktivitou. Az 60 % lieciv vyuZivanych
v onkologickej praxi ma prirodny pévod.’® Podla niektorych zdrojov je ich vyhodou nizsi
vyskyt vedlajich G&inkov a rezistencie na lie¢bu a schopnost zvysit chemosenzitivitu.™
Medzi najvyznamnejSie latky prirodného povodu vyuZivané v onkologickej praxi patria

vinblastin, vinkristin, paklitaxel, docetaxel, topotekan a dalsie.”’
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Rod Narcissus celade Amaryllidaceae obsahuje taktiez latky s protinddorovym
pdsobenim. Zastupené su hlavne v lykorinovom, haemantaminovom a narciklasinovom
Strukturnom type. NajvyznamnejSimi zastupcami su lykorin, haemantamin, haemantidin,

vittatin, narciklasin, pankratistatin a pretazzetin.’

3.3.2.2 Lykorinovy struktirny typ

Lykorin je prvy vyizolovany AA z roku 1877, ktory ma doteraz jeden z najviac preskimanych
Uéinkov.™'* Pre vedeckd komunitu je tento alkaloid zaujimavy a neustdle podrobovany
dalSim testom pre vyrazny antitumorovy ucinok voci viacerym typom novotvarov. Medzi
najCastejSie spominané typy patri Lewisov plucny karcindm, melandm, leukémia alebo
mnohocéetny myelém.*'* Lykorin ovplyviiuje nddorové bunky viacerymi mechanizmami,
medzi ktoré patri navodenie apoptdézy zasahom do syntézy kyseliny askorbovej
na mitochondridlnej drovni a taktieZ interakciou s DNA mitochondrii a aktivaciou kaspaz.*
Ako dalsi mechanizmus sa v literatire spomina schopnost zastavit delenie buniek vo faze
G2/M, ktora bola u lykorinu pozorovana pri testovani jeho aktivity na ludské leukemické
promyelocyty HL-60. Ako klucové sa ukazalo zvySenie aktivity hlavnych proapoptickych
mediatorov, kaspazy-8, kaspazy-9 a najma kaspazy-3.'” V dalsich experimentoch sa ukézalo,
Ze lykorin taktiez blokuje bunkovy cyklus v GO/G1 faze u buniek ludského mnohocetného
myeldmu KM3 a nasledne vedie k apoptdze."* Nové poznatky o antineoplastickom Géinku
tohto alkaloidu sa vztahuju najma na nador prostaty a prsnika. Uskutocnilo sa niekolko
invitro / in vivo $tudii na mysiach, ktoré boli zamerané na objasnenie selektivneho
protitumorového mechanizmu lykorinu na 4 typické bunkové linie nddoru prostaty PC-3M,
DU145, LNCaP, 22RV1 a na bunkovu liniu PNT1A normalneho ludského epitelu prostaty.
Z vysledkov vyplyva, 7Ze tento alkaloid je schopny inhibovat rast, invaziu aj migraciu
nadorovych buniek a tiez potladit ich metastazovanie so zanedbatelnym vplyvom na zdravé
bunky. Rovnako sa zistilo, Ze u buniek PC-3M navodzuje apoptdzu a zosilfiuje bunkovu
smrt.>*' Pozitivne vysledky dali podnet na preskimanie antitumorového u&inku lykorinu
aj u buniek nadoru prsnika, kde sa preukdzal jeho priaznivy vplyv na potlacenie migracie,
invazie, proliferdcie, kolonizicie aje schopny navodit apoptdzu aj vtychto bunkach.'®
UzZ viaceré studie poukazali na vyznamny vplyv STAT3 (transkripény faktor, ktory zohrava
vyznamnu Ulohu vréznych bunkovych procesoch ako je bunkovy rast aapoptdza)

pri formovani nadorovych buniek ataktiez na schopnost lykorinu zasiahnut do tejto
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signalnej drahy, primarne inhibiciou fosforylacie STAT3, ale tiez znizenim schopnosti STAT3
viazat sa na DNA a to uZ pri koncentrdcii 10 uM, ktord nema cytotoxické ucinky. Zo vsetkého
vyplyva, Ze inhibitory STAT3 maju velky potenciadl byt vyuZivané v liecbe réznych druhov
rakoviny. Okrem iného STAT3 priamo podporuje aktivovanie transkripcie TWIST
(transkripény faktor), ktory zohrava nenahraditelnd ulohu pri metastazovani, angiogenézii,
extravazacii atieZ chrani rakovinovl bunku pred apoptdzou.'” Lykorin inhibuje expresiu
TWIST a zabranuje aktivacii signalnej drahy JAK/STAT (bunkova signalizaénd cesta
prendsajuca signal z receptoru az do jadra, s naslednym ovplyvnenim expresie génov) jednak
prostrednictvom epidermdlneho rastového faktoru (EGF), ale aj interleukinu 6 (IL-6).
Down-reguluje expresiu anti-apoptickych proteinov Mcl-1, Bcl-xL, ale aj zloZiek
zodpovednych za invaziu a migrovanie, MMP-2, MMP-9, azvySuje expresiu tyrozin
$pecifickej proteinovej fosfatdzy (SHP-1), ktord funguje ako tumor supresor.” Ztohto
vSetkého vyplyva, Ze lykorin ma vysoky potencial v boji proti nddorovym ochoreniam a tiez
ma predpoklady na zaradenie do klinického testovania ako nadejné cytostatikum.
V literature sa spominaju aj polosyntetické derivaty lykorinu, ktoré boli vytvorené za ucelom
testovania vztahu Struktura-ucinok a ovplyvriovania jeho vlastnosti. Za zmienku stoji
hydrochloridova sol lykorinu, ktord pri in vitro testovani preukazala schopnost potlacit
novotvorbu ciev a proliferaciu HeylB buniek nddoru vajecnikov ato v koncentracii
ICso=1,2+0,1 uM. '™

Z dalsich alkaloidov lykorinového typu sa spominaju napr. pseudolykorin, ungeremin,
galantin, karanin'' a amarbellisin®. Predpoklada sa, Ze tieto latky by mohli poskytnut urgity
Strukturny zaklad pre buduce lieciva, ktoré budu urcené na lie€bu nadorovych ochoreni
so zlou progndzou, ako su melaném, glioblastom, nemalobunkovy karcindm pluc alebo
metastatické nadory. Vysledky Studie sice preukazali protinddorovu aktivitu spominanych
alkaloidov, avak ani jeden z nich nemal tak silny u&inok ako samotny lykorin.® Protinddorovy
ucinok je u pseudolykorinu sprostredkovany blokadou proteosyntézy, ale s rozdielnym
miestom vazby nez ma lykorin. Ungeremin je hlavny metabolit lykorinu, ktory vznika jeho
oxiddciou. Tato latka vykazuje len ¢iastocnu cytotoxicku a cytostatickd aktivitu lykorinu vodi
leukémii, nez je to popisané u lykorinu.™ Preukdzand bola u neho aj cytotoxicka aktivita proti
Ehrlichovmu karcindmu a Lewisovmu plicnemu karcindmu. Tato istd Studia popisala jeho

vyznamnu aktivitu proti dvom Zzaliddoc¢nym nadorom, nadorom ¢reva (CXF280), vajecnikov
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(OVFX1023) a pankreasu (PAXF546), taktiez proti HL-60, MOLT-4, K-562 a U-937 nadorovym

bunkovym linidam, s hlavnhym mechanizmom pdsobenia ako inhibitor topoizomerazy IIB. ***%

3.3.2.3 Narciklasinovy strukturny typ
Najvyznamnejsi zastupca tohto Strukturneho typu je narciklasin, ktory bol po prvykrat
vyizolovany z rodu Narcissus v roku 1967."** Tento alkaloid bol izolovany taktiez pod meno
lycoricidinol, ktory sa ukazal byt identicky s narciklasinom. Najvyznamnejsi efekt, pre ktory je
narciklasin podrobovany neustdlemu vyskumu je jeho protirakovinovd aktivita
uz v nanomolarnych koncentraciach. Prvotne bol jeho Ucinok popisovany ako schopnost
zablokovat mitotické delenie buniek.**** Od $tudii, ktoré jeho aktivitu pripisovali schopnosti
inhibovat proteosyntézu blokovanim tvorby peptidovych vazieb v ribozéme, cez publikacie,
ktoré tuto aktivitu potvrdili a rozsirili o nové poznatky, sa nakoniec vroku 2014 zistilo,
Ze narciklasin  inhibuje tvorbu peptidovej vazby v procese elongacie, blokddou
peptidyltransferdzy, vdzbou na 60S ribozomdalnu podjednotku tRNA na mieste A.'®
V literature sa spomina, Ze koncentracia narciklasinu vysSia nez 1 uM spdsobi apoptdzu
rakovinovych buniek aktivdciou receptorov smrti (Fas a DR4) sndaslednou aktivaciou
kaspdzy-8. Tato aktivita sa preukdzala u buniek adenokarcindmu pfs MCF-7 a u nadorovych
buniek prostaty PC-3. Taktiez bola testovana aktivita na fibroblastoch (nenadorové bunky),
u ktorych sa cytotoxicky efekt nepreukdzal, ¢im sa potvrdil jeho vysokoselektivny vplyv
na nadorové bunky, ¢o sa pripisuje absencii drahy receptorov smrti u zdravych buniek.
Z nedavnych studii vyplyva, Ze je schopny navodit apoptdzu a pdsobit protinadorovo
aj na HL-60 a HSC-2 uzZ v nizkych koncentracidch, mechanizmom Stiepenia DNA a aktivaciou
kaspéazy-3.*"* Tento protinddorovy efekt zahffia schopnost inhibovat proliferaciu buniek,
ajich migraciu zdsahom a dezorganizaciou aktinového cytoskletu bunky.'” Predmetom
roznych Studii bol aj protinadorovy ucinok narciklasinu na velmi agresivny nador mozgu
(GBM), ktoré preukazali, Ze tento alkaloid je schopny preniknit cez HEB, zastavit rast
a predizit Zivotnost testovanych mysi.2*? Velkou vyhodou narciklasinu je jeho mala toxicita
vocCi nenddorovym bunkam. VedlajSie ucinky skimané na potkanoch sa objavili vo vysSich
davkach: piloerekcia, hnacka, Zaludo¢né tazkosti, zmena krvného obrazu.*

Aj napriek snaham o zlepsenie biologickej aktivity modifikaciou Struktury, mala velka
vacésina zlucenin slabsSiu protinadorovu aktivitu. Aj vdaka tymto snaham sa zistil urcity

vzajomny vztah medzi Strukturou a ucinkom, ktory musi byt zachovany. Pritomnost troch
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hydroxylovych skupin na C kruhu sa zda byt velmi doéleZitou sucastou Struktury.
Pri akychkolvek snahach odstranit alebo nahradit tieto funkéné skupiny sa aktivita alkaloidu
znizila. Jedine narciklasin-7-O-glukosid prejavoval in vivo zrovnatelnu aktivitu s povodnou
Strukturou, ale mal o nieco lepSiu biologicki dostupnost. Rovnako potrebnd sa zda byt
aj S-konfigurdcia na C2 a laktamova karbonylova funkéna skupiny bez substitlcie na dusiku.
Optimélne pre naddorovu aktivitu sa javi pritomnost volnej fenolickej OH skupiny na C7.***
Daldim vyznamnym zdstupcom s protinddorovou aktivitou je pankratistatin, ktory

7 McLachlan et al. testoval

je momentdlne predmetom pokrocilého klinického hodnotenia.
jeho pbsobenie na ludské fibroblasty a z vysledkov vyplynulo, Ze pankratistatin vykazuje
nizku toxicitu k zdravym bunkam. Rovnako sa zistilo, Ze je schopny navodit programovanu
bunkovi smrt ato najmd vnadorom zasiahnutych bunkadch. Zo studii wvyplyva,
Ze za selektivitu je zodpovedny fenantridinovy skelet."*'** V snahe ndjst efektivny spdsob
liecby onkologickych chorob boli predmetom r6znych Studii mitochondrie nadorovych
buniek. Prave tieto Studie poukazali na biochemické, molekularne a genetické odliSnosti
mitochondrii nadorovych a nenadorovych buniek, ktoré by mohli predstavovat selektivne
miesto zasahu pri protinddorovej lie¢be."* Ztohto dévodu sa predpoklad3,
Ze mitochondrie by mohli byt hlavnym miestom podsobenia pankratistatinu.'®**
Pankratistatin taktiez indukuje u nadorovej linie buniek fudského neuroblastému (SHSY-5Y)
aktivitu kaspazy-3 a proteazému, zvysSuje hladinu ROS v nadorovych bunkdch a znizuje
hladinu adenosintrifosfatu (ATP) v mitochondridch, ¢im sposobuje poskodenie ich funkcie.
Siedlakowski et. al. popisuje synergické pOGsobenie pankratistatinu s pripravkom Tamoxifen
pri terapii nadoru prsnika.”® V rastlinnom materidli je nizky obsah pankratistatinu,
¢o obmedzuje jeho dalSie testovanie. V dnesnej dobe bol uz pripraveny jeho synteticky
derivat, cyklickd fosfatova sol pankratistatinu s vyznamnym vplyvom na rast nadorovych
buniek."

Narciprimin je Struktdrne velmi podobny pankratistatinu. Ztohto dévodu bol
podrobeny monitorovaniu biologickej aktivity proti nddorovym bunkdm Hela, MCF-7
aG-361, u ktorych sa preukazali len slabé cytotoxické ucinky s ICso > 50 M.
Z tychto vysledkov vyplynuli niektoré vztahy medzi Struktdrou a Gcinkom. Narciprimin

je charakteristicky nenasytenym uhlovodikovym cyklom bez polyhydroxy skupin, ¢o ma

za nasledok jeho rovinné usporiadanie. Prave tieto odliSnosti preduréuju rozdielnu
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protinadorovu aktivitu. Rozdielne su tieto dve latky aj v mechanizme, kedZe u narciprimin

sa ukdzala schopnost inhibovat topoizomerazu.'”

3.3.2.4 Haemantaminovy a krininovy Struktarny typ

Alkaloid haemantamin bol prvykrat ziskany z rastliny Haemanthus x hybridus Wittm. a neskor
uZ z viacerych rastlinnych rodov ako Narcissus, Crinum alebo Zephyrantes.® Haemantidin je
derivat haemantaminu s hydroxylovou skupinou na C6 as o nie¢o nizSou protinadorovou
aktivitou, ktora sa pripisuje prave pritomnosti hydroxylovej skupiny. Jedna zo studii, ktora
bola zamerana na hodnotenie ich antiproliferativheho ucinku na 17 rozdielnych nddorovych
linii, vyhodnotila ich aktivitu s hodnotami ICso pre haemantamin od 0,3 uM do 9,8 uM
a u haemantidinu od 1,3 uM do 9,7 uM. Pri in vitro testoch mali oba alkaloidy najvyraznejsiu
aktivitu voci bunkdm kolorektdlneho adenokarcindmu HL-29. Haemantamin sa dalej ukazal
ako silné antiproliferacné cCinidlo proti leukémii (HL-60, Jurkat, MOLT-4), dalej proti
nadorovym bunkdm prsnika (MCF-7,BT-549)."*
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Obrazok 14 - Vplyv alkaloidov na proliferaciu testovanych nadorovych linii *** Doxorubicin bol pouzity

ako kontrolna latka. (1. HL-60, 2. Jurkat, 3. MOLT-4, 4. A549, 5. H1299, 6. COLO-201, 7. HT-29, 8.5W-480, 9. AGS, 10.
PANC-1, 11. A2780, 12. Hela, 13. BT-549, 14. MCF-7, 15. MDAMB-231, 16. SAOS-2, 17. NHDF).
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Po tychto pozitivnych vysledkoch sa haemantamin pouzil v in vivo studii na mysiach,
ktord sa uskutoénila na Ehrlichovych bunkdch nadoru prsnika. Vysledok bol velmi
nepriaznivy, haemantamin nemal prakticky Ziadny vplyv na progresiu ochorenia

a to ani v davkach, ktoré boli blizke uZ toxickym.** V jednej novsej $tudii iSlo o snahu objasnit
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farmakokinetiku haemantaminu po i.v. podani bolusovej davky 10 mg/kg potkanom.'”
Z vysledkov vyplynulo, Ze nedostatocna aktivita alkaloidu pri in vivo skiske na Ehrlichovych
bunkdch modze suvisiet srychlym poklesom koncentracie haemantaminu v plazme
a s naslednym vyltéenim do moéu, ¢o negativne ovplyviiuje jeho biologicki dostupnost.’*'*
Daldia experimentdlna praca popisuje protinddorovy potencidl haemantaminu
a haemantidinu v bunkach Jurkat s nedostatkom p-53. Zvysledkov vyplynulo, Ze oba
alkaloidy zniZuju Zivotaschopnost buniek aj membranovy potencial mitochondrii, spomaluju
ich proliferaciu, pricom dochadza k akumuldcii buniek vo fazach G1 a G2 bunkového cyklu
aindukuju apoptdézu prostrednictvom aktivacie kaspaz. Vyssi ucinok proti T-bunkam
leukémie vykazoval haemantidin.*

Dali zo spominanych alkaloidov s protinddorovym uéinkom je krinamin. Rovnako ako
haemantamin, uz v mikromolekuldrnych koncentraciach ma schopnost indukovat apoptdzu.
Ako hlavny protirakovinovy mechanizmus sa opisuje potladenie tvorby oxidu dusnatého,
podpora aktivity oxid dusnaty syntazy v lipopolysacharidmi aktivovanych makrofagoch.*

Z alkaloidov haemantaminového Strukturneho typu sa v literatire protinddorovy
ucinok spomina aj uvittatinu, hlavne v spojitosti s bunkaminadorovych linii HT-29
a plucneho karcindmu. Jeho mechanizmus Géinku viak zatial nie je presne zndmy.?

Medzi alkaloidy krininového Struktdrneho typu sa zaraduje distichamin, ktory
aj napriek opaénej stereochémii etanového mostika ma pozoruhodné cytotoxické vlastnosti,
ktoré su pre tento Strukturny typ vynimocné. Jeho aktivita sa preukazala na bunkach akutnej
lymfoblastickej leukémie (CEM). Okrem nich je tento alkaloid Ucinny aj u ndadorovych linii
buniek Hela s1Csop = 2,2 uM a G-361 s ICso = 14,7 uM. Vysledok testovania poukazal
na schopnost distichaminu zasiahnut do bunkového cyklu a navodit apoptdzu aktivaciou
kaspazy 3/7, ktord v kone¢nom dosledku spdsobi fragmentaciu DNA. NeZiaducou vlastnostou
je aj cytotoxicita voéi ludskym fibroblastom, naco sa nemédze zabudat. Tento alkaloid
je zaujimavy aj preto, Ze sa v rastlinach celade Amaryllidaceae vyskytuje len velmi zriedka

a doposial bol vyizolovany len z Boophone disticha L.f."*

3.3.2.5 Tazettinovy Struktirny typ
Najvyznamnejsi zastupcovia tohto Struktirneho typu su tazettin a pretazettin. Tazettin
nevykazuje Ziadnu vyraznu cytotoxickd aktivitu pri porovnani sjeho biosyntetickym

prekurzorom pretazettinom, ktory je najaktivnejsi AA proti bunkam nddorovej linie MOLT-4.
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Okrem toho ma velmi vysoku cytotoxicku aktivitu na bunky Rauscher leukémie a Lewisovho

karcindmu. TaktieZ bola u neho preukazana schopnost inhibovat rast nadorovych buniek

Hela a zvySovat aktivitu doxorubicinu.*

Tabulka 3 - Vysvetlenie skratiek bunkovych linii pouZitych v texte

Skratka bunkovej

Skratka bunkovej

Vyznam Vyznam
linie linie
Bunky plucneho T-lymfoblasticka
A-549 Jurkat
karcinému leukémia
Chronicka myeloidna
BT-549 Bunky karcindmu pfs K-562
leukémia
Bunky kolorektalneho Ludsky mnohopocetny
Caco-2 KM-3
karcindmu karcindm
Bunky karcinédmu
CXF 280 Nador ¢reva LNCap
prostaty
Bunky karcinému Bunky adenokarcindmu
DU-145 MCF-7
prostaty prsnika
Bunky myeloidnej
GBM Nador mozgu Mcl-1
leukémie
Bunky maligneho Akutna T bunkova
G-361 MOLT-4
melanomu leukémia
Bunky nadoru kréka
Hela OVFX 1023 Nador vajecnika
maternice
Bunky karcinédmu
HepG2 PAXF 546 Nador pankreasu
pecene
Bunky nadoru Bunky karcindmu
HeylB PC-3M
vajecnikov prostaty
Bunky akutnej Bunky normalneho
HL-60 premyelocytarnej PNT1A [udského epitelu
leukémie prostaty
Bunky ludského
HSC-2 Krvné kmenové bunky SHSY-5Y

neuroblastomu
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Bunky kolorektalneho

Bunky ludského

HT-29 adenokarcindmu (p53 SKMEL

koZzného melanému
mutantny)

Bunky karcinému Bunky myeloidnej

22RV1 U937

prostaty leukémie

3.3.3 Alkaloidy rodu Narcissus a ich dalSie biologické aktivity

Rozvoj bakteridlnej, virovej, ale aj parazitarnej rezistencie voci lieCivdm pouzivanych v terapii
stdle stupa. Problém rovnako predstavuje vyvoj novych ucinnych zloziek vyuzitelnych
v terapii pre svoju ekonomickl naroc¢nost, nutnost selektivneho zasahu poskodenych buniek
a tiez pre vysoku variabilita patogénov. Rada antimikrébnych lieCiv vyuzivanych v dnesnej
dobe ma prirodny pévod. Z tohto dévodu je v popredi zaujmu vedcov a vyvojarov objavit

a zaviest do praxe nové potencidlne aktivne latky. Zaujimavu aktivitu vykazuju niektoré AA.

3.3.3.1 Lykorinovy Struktirny typ

Z tohto Struktirneho typu je zaujimavy lykorin a amarbellisin. Okrem spominaného
protirakovinového ucinku sa do Sirokého spektra farmakologickych ucinkov lykorinu radi
aj jeho antimikrobne pdésobenie. Z virusov ma najsilnejsi vplyv na RNA viry rodu flavavirus,
ktoré su okrem iného zodpovedné aj za klieStovi encefalitidu. Slubny efekt ma na virus
detskej obrny alebo koronavirus SARS-CoV. P6sobi mechanizmom zablokovania replikacie
genetickej informdcie virov a inhibiciou tvorby bielkovin.>*%*

Protiparazitdlna aktivita lykorinu je zamerana na poOvodcu tropickej malarie
Plasmodium falciparum Welch." Spolu s haemantaminom maju dobry potencidl byt
vyuzivané ako antimalaricka lie¢ba jak u chlorochin senzitivnej tak u chlorochin rezistentnej
formy. Z vysledkov Studii vyplyva, Ze pre aktivitu je potrebnd methylendioxibenzenova cast
spolu sterciarnym dusikom bez methylového substituentu. V Struktire galantaminu
a tazettinu tieto ¢asti chybaju, ¢o ma za nasledok slabu aktivitu proti tomuto parazitovi.'”

Usmrcujuci efekt ma lykorin na pricinu spavej nemoci, T.brucei Plimmer & Bradford.™
Uginny je proti prvoku spdsobujiceho sexudlne prenosné ochorenie trichomoniazu.?
Svoje antimykotické vlastnosti preukazal na Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen
alebo na Candida albicans (C. P. Robin)Berkhout.

Amarbellisin, alkaloid ziskany z cibule rastliny Amaryllis belladonna L. je zaujimavy

pre aktivitu namiereny na Gram-negativne baktérie typu E. coli (Migula 1895) Castellani
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a Chalmers alebo na Gram-pozitivneho Staphylococcus aureus Rosenbach. Z antifungalnych

vlastnosti je popisana aktivita proti C. albicans (C. P. Robin) Berkhout.'**

3.3.3.2 Haemantaminovy Struktarny typ

V literdrnych zdrojoch sa uvadza vyznamny in vitro antimalaricky ucinok proti kmeru
P. falciparum Welch. u haemantaminu s ICso = 1,3 uM, haemantidinu s I1Cso = 1,2 uM, dalej
u 11-hydroxyvittatinu a dalSich. Vysledok testovania antimalarickej aktivity viacerych
derivatov tychto alkaloidov poukazal na urcité znaky Struktira-ucinok. Podmienkou ucinku
je nasobnd vazba medzi C1 a C2 v D kruhu, metoxy skupina na C-3 a donor vodikovej vazby,
ako je hydroxyskupina, na C11. Derivat 11-hydroxyvittatinu s dvomi dusikatymi skupinami
na C3 a C11 vykazoval najsilnej3iu aktivitu s hodnotou ICso = 0,8 + 0,6 pM.'*

Vittatin a jeho 11-hydroxy derivat je zaujimavy pre svoju aktivitu proti Staphylococcus
aureus Rosenbach aC. albicans (C. P. Robin) Berkhout. Z dalSich alkaloidov stoji
za spomenutie distichamin, ktory sa javi ako nové Sirokospektrdlne pdsobiace
antibakteridlne Cinidlo s u¢inkom proti Klebsiella pneumoniae Trevisan, E.coli (Migula 1895)
Castellani a Chalmers a Staphylococcus aureus Rosenbach. Krinamin prejavil sfubna aktivitu

12,16

proti dvom kmenom P. falciparum Welch., ktord je o nieco slabSia nez aktivita lykorinu.

3.3.3.3 Montaninovy Strukturny typ

U menej spominaného montaninového typu sa pri testovani aktivity alkaloidu pankracin,
prejavili antibakterialne vlastnosti zamerané hlavne proti Staphylococcus aureus Rosenbach,
Pseudomonada aeruginosa Migula a baktérii E.coli (Migula 1895) Castellani a Chalmers.
Ucinok proti pdévodcovi malarie, P. falciparum Welch, je v porovnani s antibakteridlnym
posobenim malo vyrazny. Rovnako je aktivny proti Trypanosoma brucei rhodesiense
Plimmer & Bradford a T. cruzi Chagas. Daldia zo $tudii doplnila jeho protimikrébnu aktivitu

proti C. albicans (C. P. Robin) Berkhout.*"

3.3.3.4 Tazettinovy a narciklasinovy struktirny typ
Medzi alkaloidmi tazettinové typu su v tomto smere aktivne jak tazzetin, ktory mal testovanu
antimalaricku aktivitu proti P. falciparum Welch., tak pretazettin, ktory sa preukazal ako silny
inhibitor reverznej transkriptdzy a latka u¢inna proti flavovirusom.*

Z antibakteridlneho hladiska su alkaloidy zastupené v narciklasinovom type menej
zaujimavé. Uvadza sa antifungalny ucinok narciklasinu proti kvasinkam typu Cryptococcus

neoformans Vuill. a protivirova aktivita proti RNA virom typu flavaviry a bunyaviry.™
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Materialy a pomocky pre izolaciu

4.1.1 Rozpustadla a chemikalie

©)

(@]

Acetén p.a. (Ac) (Penta a.s.)

Amoniak p.a. (NHs) (Penta a.s.)
Cyklohexan p.a. (cHx) (Penta a.s.)
Diethylamin p.a. (Et,NH) (Penta a.s.)
Dichlérmetan p.a. (CH,Cly) (Penta a.s.)
Destilovana voda (H,0)

Ethanol 95%, denaturovany metanolom, p.a. (EtOH) (Penta a.s.)
Ethylacetat p.a. (EtOAc) (Penta a.s.)
Chloroform p.a. (CHCls) (Penta a.s.)
Metanol p.a. (MeOH) (Penta a.s.)
Toluén p.a (To) (Penta a.s.)

Trifluoroctova kyselina p.a. (TFFA) (Penta a.s.)

4.1.2 Pomocny material

o

Kremelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich)

4.1.3 Cinidla

o Dragendorffovo ¢inidlo (podla Muniera) — zdsobny roztok Cinidla vznikne zmieSanim

roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1, skladovany pri teplote 4 °C niekolko mesiacov.

Roztok (A) : Roztok (B) :
Bazicky dusi¢nan bismutity 1,7 g Jodid draselny
Kyselina vinna 200g Voda destilovana
Voda destilovana 80,0g

Roztok urceny k detekcii :

Zasobny roztok 5ml
Kyselina vinna 10,0 g
Voda destilovana 50,0g

4.1.4 Pristroje

16,0 g
40,0 g

o Vakuové odparka Biichi Rotavapor R- 114 (Bichi Labortechnik AG, Svajéiarsko)
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o Ultrazvukovy vodny kupel Sonorex Super 10P (Bandelin, Nemecko)

o Plynovy chromatograf s hmotnostnym detektorom Agilent Technologies 7890 A GC
5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, USA)

o Polarimeter P3000

o NMR Varian Iniova 500

4.1.5 Mobilna faza pre tenkovrstvovu chromatografiu
o S1-To:Et;NH(95:5)
o S2—-To:Ac:NHs3(65:35:2)
o S3-CHyCl,: MeOH :H,O:TFFA(85:18:2:0,1)
o S4—To:cHx:Et,NH (70 : 25 : 5)
o S5—-Ac:cHx:To:NH3(35:30:30:2)
o S6—cHx:To:Et:NH (60:40:5)

4.1.6 Chromatograficky adsorpcny material
o Nalievané dosky so silikagelom (Kieselgel 60 GF254) o rozmere 150 x 150 mm
o Komercéné chromatografické dosky 20 x 20 cm, hrubé 0,2 mm, potiahnuty Silica gel

60 GF254 (Merck)

4.1.7 Rastlinny material
Cibule rastliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master zakupené od firmy Lukon
Glands (CR). Verifikaciu vykonal Prof. RNDr. L. Opletal, Csc. Dokladové vzorky st uchovavané

na Katedre farmaceutickej botaniky FAF UK.
4.2 Metodické postupy

4.2.1 Priprava rozpustadiel
Vsetky komeréne pouZivané rozpustadla boli pred pouZitim precistené destilaciou. Takto
pripravené rozpustadld boli nasledne uchovévané vtmavych sklenenych Sirokohrdlych

flasiach, naleZite oznacené a chranené pred svetlom.

4.2.2 Odparovanie

Extrakty z alkaloidov, ktoré boli ziskané behom separacie a Cistenia kremelinou za pomoci
stipcovej chromatografie a rozpustadiel, boli odparené za pomoci vakuovej rotaénej odparky
s vodnym kupelom pri teplote 40 °C. Mensie objemy v ampulkach boli odparené pomocou

vodného kupela s teplotou 60 — 80 °C acely proces bol urychlfovany pridom vzduchu.

45



Po nasledujucich najmenej 24 hodin boli vzorky dosusSované v exsikatore so silikagelom.

Uchovavané boli pri teplote do 8 °C.

4.2.3 Priprava nalievanych dosiek pre preparativnu tenkovrstvovi chromatografiu

Najmenej 24 hodin pred pldnovanou TLC boli pripravené sklenené dosky srozmermi
150 x 150 mm, na ktoré bola rovnomerne naliatd suspenzia 6,5 g silikagelu v 20,5 ml
a nechali sa uschnut. Povrch dosiek bol pred naliatim suspenzie olisteny a odmasteny

chloroformom.

4.2.4 Preparativna TLC
Alkaloidny extrakt bol rozpusteny v zmesi CHCl; : EtOH (1 : 1) avtenkej linii naneseny
na nalievané sklenené TLC dosky. Po odpareni rozpustadla boli dosky vyvijané metddou

vzostupnej tenkovrstvovej chromatografie v uzatvorenych komorach nasytenych parami MF.

4.2.5 Detekcia na chromatografickych doskach
Na chromatografickych doskach bola pritomnost alkaloidov detekovana pomocou UV lampy
pri vinovej dizke 254 a 366 nm a naslednym postrekom Dragendorffovym &inidlom, ktory

reaguje s alkaloidmi za vzniku oranZovych skvrn.

4.2.6 Stipcova chromatografia

Koldna pre stipcovi chromatografiu bola pripravend naliatim suspenzie silikagelu v mobilnej
faze. Extrakt bol naneseny na koldnu v podobe rozteru, kedy bol extrakt rozpusteny
v potrebnom mnoizstve chloroformu a zmieSany s adsorbentom v pomere 1 : 4. Chloroform

bol nasledne odpareny na vodnom kupeli a zmes bola dosusena v exikatore.

4.3 Izolacia alkaloidov

Za pripravu astlpcovii chromatografiu sumdarneho extraktu patri podakovanie
PharmDr. Daniele Hulcovej Ph.D., ktora ho uskutoénila vramci vypracovania svojej
dizerta¢nej prace. Ulohou tejto diplomovej prace bolo nasledné spracovanie pridelenej

podfrakcie ND 3-5/7.

4.3.1 Priprava sumarneho extraktu

Pre pripravu sumarneho extraktu bolo celkom spracovanych viac nez 27 kg Cerstvych cibul
rastliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master. Cibule boli rozomleté a 30 minut
extrahované varom na vodnom kupeli v EtOH 96%. Etanolovy extrakt bol sfiltrovany

a odpareny na vakuovej odparke. Celkom bolo ziskanych 450 g extraktu. Odparok bol
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rozpusteny v 1 L 2% HCl a nasledne doplneny destilovanou vodou na objem 5 L. Vznikla
suspenzia bola prefiltrovana cez kremelinu a filtrat bol nasledne precisteny liquid-liquid
extrakciou. Alkaloidny extrakt bol najprv vytrepavany 3 x 1,5 L Et,0. Ndsledne bol vodny
vytrepok alkalizovany 10% Na,COs3 na pH 10 a extrahovany do EtOAc 3 x 1,5 L. Odparenim
ethylacetdtovych vytrepkov vzniklo 95 g sumarneho extraktu. Tento extrakt bol nasledne
rozpusteny v 500 ml 2% HCl a extrahovany za pouZitia Et,0 3 x 300 ml. Vodné vytrepky
boli alkalizované 10% Na,CO; a extrahované do Et,0 4 x 350 ml.

Vo vodnej faze bola preukdzanda za vyuZitia Mayerovho <dinidla pritomnost
zostatkového mnozstva alkaloidov a tato faza bola nasledne dalej pretrepdvana
CHCl3 4 x 350 ml. Vytrepky ziskané pri extrakcii s Et,0 a CHCl; boli odparené a nasledne

spojené. Celkom bolo ziskanych 58,52 g sumarneho alkaloidného extraktu.

4.3.2 Stipcova chromatografia
Vznikly alkaloidny extrakt bol separovany na jednotlivé frakcie pomocou stipcovej

chromatografie (tab.4). Frakcie dalej sluzili k izoldcii Cistych alkaloidov.

Tabulka 4 - Podmienky stipcovej chromatografie

Odparok 58,52 g
Adsorbent na rozter 240 g
2500 g, neutrdlny Al,O5 deaktivovany 6% H,0 s rozmermi zfn
Adsorbent
40 —200 um (ACROSS)

Priemer kolény 7,1cm
Vyska kolény 62 cm

Mftvy objem 2300 ml

Prietok 250 ml / hod

CHCls : LB v r6znych pomeroch(3:7,2:3, 1:1,11:9,3:2,
Mobilné faze
13:7,3:1,4:1,17:3a9:1),CHCl3, CHCI3 : EtOH (1:1)

Celkovo bolo ziskanych 310 frakcii, ktoré boli priebeine sledované za vyuZitia
kontrolnych TLC. Frakcie, ktoré obsahovali alkaloidy s rovnakym retenénym faktorom (Rf),
boli spojené a v koneénom désledku bolo ziskanych 16 frakcii. ZloZenie jednotlivych frakcii

bolo monitorované za pomoci TLC s detekciou Dragendorffovym ¢inidlom. (Obrazok 15)
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Obrazok 15 - Suhrnnd TLC spojenych frakcii z alkaloidného extraktu Narcissus pseudonarcissus L. cv.
Dutch Master (adsorbent SiO, F 254, mobilna faza S1, draha 8,5cm, 1x vyvijané, detakcia-
Dragendorffovo ¢inidlo)

Podobné spojené frakcie boli opat zli¢ené a vzniklo 11 frakcii. Vysledky stipcovej

chromatografie s pouzitymi MF a ziskanymi hmotnostami si uvedené v nasledujucej tabulke.

Tabulka 5 - Alkaloidné frakcie ziskané zo stipcovej chromatografie

Frakcia Spojené frakcie Mobilna faza Vytazok (g)
ND 1 46-51 CHCl; : LB (40 : 60) 0,40
ND 2 51-57 CHCl; : LB (50 : 50) 11,1
ND 3 58-82 CHCl; : LB (50 : 50) 9,38
ND 4 83-94 CHCl; : LB (50 : 50) 2,48
ND 5 95-138 CHCl; : LB (55 : 45) 7,84
ND 6 139-165 CHCl; : LB (55 : 45) 3,21
ND 7 166-194 CHCl; : LB (55 : 45) 4,82
ND 9 195-206 CHCl; : LB (40 : 60) 1,10
ND 11 207-289 CHCl; : LB (35 : 65) 14,93

CHCl5 : LB (25 : 75)
(20 : 80), (15 : 85),
ND 15 290-292 7,24
(10 : 90)
CHCl; (100)
ND 16 293-301 CHCl5 : EtOH (1: 1) 1,68

Celkom

54,23
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Kontrolnou TLC bolo poukazané na velkd podobnost frakcii ND 3 — ND 5, nasledkom
¢oho bolo ich spojenie. Spojenim bolo ziskanych asi 18 g extraktu. Kvoli velkej hmotnosti
bola tato frakcia podrobenad opakovanej stipcovej chromatografii PharmDr. Danielou
Hulcovou Ph.D. Extrakt bol naneseny na kolénu obvyklym sp6sobom vo forme rozteru.
Poufzita bola koléna s dizkou 100 cm a priemerom 5,8 cm, ktord mala mrtvy objem 2,18 L.
MF boli CHCl; : LB (1 : 1, 3 : 2, 75 : 40), samotny CHCl;, zmes CHCl; : EtOH (17 : 3, 3 : 1)
a samotny EtOH. Tymto postupom bolo ziskanych 13 frakcii (obr.16). V rdmci tejto prace bola

spracovavana frakcia ND 3-5/7.

ND3-5/7

Obrazok 16 - Suhrnna TLC spojenych frakcii ND 3-5 (adsorbent SiO, F 254, mobilna faza S1, draha
8,5cm, 1x vyvijané, detakcia-Dragendorffovo Cinidlo)

4.3.3 Spracovanie podfrakcie ND 3-5/7 (1,1023 g)

Pred samotnymi separacnymi ¢innostami bola podfrakcia zmonitorovana GC-MS analyzou.
Vysledok poukdzal na pritomnost niekolkych alkaloidov, ktorych Struktura bola predbeine
urcena za pomoci databazy NIST.

Na zacliatku experimentdlnej prace bola vybrand vhodnd MF pre najlepsSiu separaciu
jednotlivych alkaloidov. Vyber bol uskuto¢neny na zdklade kontrolnych TLC vyvijanych
vroznych MF. Ako najvhodnejSia sa ukazala MF S1. Nasledovala vlastnd preparativna
separacia na nalievanych sklenenych doskach pre TLC s rozmermi 15 x 15 cm. Extrakt bol
vo forme roztoku naneseny na 33 dosiek v tenkej linii. Dosky boli vyvijané v nasytenych
komorach 2x. Po vybrati boli dosky vysusené a alkaloidy detekované sp6sobom popisanym
vySSie. Pre separaciu boli vybrané 3 zény, oznadené ako ST1-3. Zény srovnakym Rf
z jednotlivych dosiek boli spojené a eluované potrebnym mnozstvom zmesi EtOH : CHCl;
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vpomere (1:1), odparené auchovavané v chladnicke. Ziskané podfrakcie boli dalej

spracovavané.

Obrazok 17 - Kontrolna TLC oddelenych faz ST1, ST2, ST3

4.3.3.1 Separacia alkaloidov z podfrakcie ST1

Podfrakcia ST1 s hmotnostou 0,57 g bola spracovana preparativhou TLC za pouZitia MF S6
a 16tich sklenenych nalievanych dosiek so silikagelom. Dosky boli vyvijané 2x v nasytenej
komore. Ndsledne boli ususené a jednotlivé alkaloidné zény zoseparované. Zény s rovnakym
Rf boli z jednotlivych dosiek spojené a eluované v zmesi CHCl; : EtOH (1 :1). Boli ziskané
4 z6ny, ST1 A-D a pre dal3iu pracu bola pouZitd zéna ST1D s hmotnostou 232 mg. Dalsia
separacia prebiehala opat na 8 nalievanych doskach, za pouzZitia S5 ako mobilnej fazy.
Po separdcii 3 zén eluciou, odparenim a rekrystalizaciou dvoch z nich, boli ziskané 2 latky

v Cistej forme ST1D2 o hmotnosti 27 mg a ST1D3 s hmotnostou 5 mg.

4.3.3.2 Separacia alkaloidov z podfrakcie ST2

Frakcia ST2 bola ziskana v mnozstve 0,35 g. Na kontrolnom chromatograme boli detekované
3 latky alkaloidnej povahy. Najprv bola vybrana najvhodnejsia MF (S2) pre separaciu tychto
latok. Separdcia opat prebiehala na nalievanych sklenenych doskach. Extrakt bol naneseny
na 10 dosiek, ktoré boli v MF vyvijané 3x, vysuSené a nakoniec bola vykonand detekcia.
Separované boli 4 zény ST2 A-D. Latky zo zén ST2 C a D boli vyizolované len vo velmi malom
mnozstve a preto neboli dalej spracovavané. Latka zo zény A bola prekrystalizovand zo zmesi
CHCl; : EtOH abolo ziskanych 97 mg krystalov. Latku zo zény B bolo nutné predistit

opakovanou TLC, pre ktord bola vybrand MF S3. Boli pouzité 2 nalievané dosky a vyvijanie
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bolo vykonané 2x. Po separacii alkaloidnej zoény, eluovani, odparovani a naslednej

rekrystalizacii bolo ziskanych 30 mg Cistej latky.

4.3.3.3 Separacia alkaloidov z podfrakcie ST3

Podfrakcia ST3 o hmotnosti 62 mg bola v roztoku nanesena na 3 komercné dosky pre TLC
srozmermi 20 x 10 cm. Pre separaciu bola pouzitd MF S4 adosky boli vyvijané 2x.
Separované boli 3 zény. Zény A a B boli ziskané len vo velmi malych mnozstvach, s ktorymi sa
dalej nepracovalo. Zo zény ST3C bol izolovany jeden alkaloid s hmotnostou 29 mg, ktory bol

vSak malo stabilny a musel byt uchovavany v mraznicke.

Tabulka 6 - Zhrnutie vysledkov experimentalnej prace

Podfrakcia | Mnoistvo Cistej latky (mg) | Pouzita mobilna faza
ST1D2 27 S5
ST1D3 5 S4
ST2A 97 S2
ST2B1 30 S3
ST3C 29 S4

4.4 Testovanie inhibicnej aktivity ziskanych alkaloidov proti cholinesterazam

4.4.1 Chemikalie
o acetyltiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (pouZity 10mM roztok)
o butyryltiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (pouzity 10mM roztok)
o 5,5 -ditiobis-2nitrobenzoovad kyselina 298% (Sigma Aldrich) (pouZity 5mM roztok)
o dimetylsulfoxid p.a. (Sigma-Aldrich) (DMSO)
o galantamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Haerb Inc., China)
o huperzin A 95% (TAZHONGHUI) (Tai‘an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
o 5mM fosfatovy pufor pH 7,4
o 5mM fosfatovy pufor pH 7,4 obsahujtci 150 mM chloridu sodného
o 100mM fosfatovy pufor pH 7,4

4.4.2 Pristroje
o Reader Synergy™ HT Muti-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
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4.4.3 Podmienky merania
Podmienky:
o teplota37°C
o prostredie fosfatového pufru (pH 7,4)
o spektrofotometrické meranie farebnych produktov pri vinovej dizke 436 nm (AChE)

a 412 nm (BuChk)

4.4.4 Ziskanie erytrocytarnej AChE a BuChE z plazmy

Ako zdroj AChE bol pouzity hemolyzat fudskych erytrocytov a ludska plazma slizila ako zdroj
BuChE. Erytrocyty boli ziskané z Cerstvo odobranej krvi zdravych dobrovolnikov, ku ktorej bol
pridany citrdt sodny ako Cinidlo proti zrdzaniu krvi. Okamzite po odbere bola krv rovhomerne
rozdelend do skimaviek po 5 ml a bola odstredena centrifugaciou s rychlostou 4000 rpm
priteplote 4 °C po dobu 10 minut. Po skonéeni centrifugdcie bola plazma zo skiumaviek
odobrana bez erytrocytov a nasledne bola uchovana pri teplote 4 °C do doby stanovenia
BuChE aktivity. Zbytok plazmy bol pomocou bezpopolového filtru odstraneny a po zmerani
objemu erytrocytarnej masy bolo k sedimentu pridané také mnoistvo 5mM fosfatového
pufru pH 7,4 obsahujiceho 150 mM chloridu sodného, ktorym bol dosiahnuty objem
suspenzie 13 ml. Nasledne bola vykonana centrifugacia sp6sobom popisanym vyssie.
V dalSom kroku bolo vykonané trojndsobné premytie, dokonalé odstrdnenie premyvacej
kvapaliny a ndsledne bolo pridané potrebné mnoistvo fosfatového pufru 5mM pH 7,4
bez obsahu chloridu sodného, ktory bol potrebny pre dosiahnutie pomeru erytrocyty : pufor
1 : 9. Takto vytvorend zmes bola zhomogenizovand, preliata do Erlenmayerovej banky
a ponechana spontdnnej hemolyze za neustdleho mieSania teflonovym miesadlom
s rychlostou 300 ot./min. Ihned po skonceni hemolyzy bola stanovend cholinesterazova
aktivita suspenzie, pripadne sa hodnota absorbancie upravila 5mM fosfatovym pufrom
(rozmedzie absorbancie pre AChE = 0,08 — 0,15 a BuChk = 0,15 — 0,20). Hemolyzat bol

uchovavany do doby poutzitia pri teplote -22 °C.

4.4.5 Stanovenie inhibi¢nej aktivity izolovanych alkaloidov proti AChE a BUuChE
Pre stanovenie hodnoty inhibi¢nej aktivity (ICso) bola pouzitd Ellmanova spektrofotometricka
metdda za pouzitia 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoovej kyseliny (DTNB).

Pri merani aktivity enzymov bolo do jamiek mikrotitraénych dostiéiek napipetovanych

8,3 ul plazmy alebo hemolyzatu, 283 pul 5mM DTNB a 8,3 ul DMSO. Po 2 mindtovom
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premiedani bola zmes inkubovana v komore Reader Synergy™ pri teplote 37 °C po dobu
5 minut. Dalej bolo pridanych 33,3 pl roztoku substratu (10mM acetyltiocholin jodid / 10mM
butyryltiocholin jodid), po 2 minttach bola pri prisluinej vinovej dizke (dizke A = 436 nm
(AChE) aA = 412 nm (BuChE)) zmerana absorbancia Zltého produktu, ktory vznikol
naviazanim SH-skupiny ztiocholinu na DTBN. Pri experimente bol sledovany ndrast
absorbancie za 1 minutu.

Pri stanovovani aktivity latok bolo postupované obdobnym spdsobom za vyuzitia
rovnakych objemov cinidiel a roztoku substratu, ale namiesto samotného DMSO, ktory sa
pouzil len do jamiek s porovnavacim roztokom, boli priddvané roztoky meranej latky v DMSO
v koncentraciach 40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM.

Z nameranych hodndt poklesu aktivity AChE a BuChE bola vypocitana nelinearnou
regresiou hodnota ICso v UM, za vyuZitia programu GraphPad Prism (verzia 5.02
pre Windows, Graph Pad Software, San Diego, California, USA). Tato hodnota bola nasledne
porovnana s hodnotami ICso referenénych latok: galantaminom a huperzinom A. Inhibicia
v % bola prepocitana pomocou vzorca: | = 100 - [ ( AAg,. / AAsp )*100 ], kde AAg, je nérast

absorbancie slepej vzorky za 1 minutu a AAsa je ndrast absorbancie meranej vzorky.
4.5 Testovanie inhibicnej aktivity izolovanych alkaloidov proti POP

4.5.1 Chemikalie
o  Z-Gly-Pro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich)
o prolyloligopeptidaza (POP) (Sigma-Aldrich)
o Bajkalin (Sigma-Aldrich)
o Z-Pro-prolinal (Sigma-Aldrich)
o dimetylsulfoxid p.a. (DMSO) (Sigma-Aldrich)
o 1,4-dioxan (Lachema)

o 0,01M fosfatovy pufor pH 7,4 (zloZenie: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl)

4.5.2 Pristroje
o ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)

4.5.3 Stanovenie inhibicnej aktivity izolovanych alkaloidov proti POP

POP bola rozpustena v 0,01M fosfatovom pufri. Jej Specificka aktivita bola 0,2 U/ml. Zasobné
roztoky boli pripravené za pouzitia 10mM DMSO. Zriedenim zdsobnych roztokov
deionizovanou vodou boli ziskané jednotlivé koncentracie testovanych vzoriek. Kontrolnd
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vzorka obsahovala rovnaku koncentraciu DMSO. Substratom POP bol Z-Gly-Pro-p-nitroanilid,
ktory bol rozpusteny v 50% 1,4-dioxane (5mM). Skusané roztoky boli pripravené zmieSanim
170 wl pufru, 5 pl testovanej latky a5 pl roztoku POP. Zmes bola nasledne inkubovana
po dobu 5 minut pri teplote 37 °C, dalej k nej bolo pridanych 20 pl substratu a zmes bola
v mikrotitracnych dosti¢kach inkubovana dalSich 30 minut pri 37 °C. Mnozstvo vzniknutého
farebného produktu, p-nitroanilidu (merané pri vinovej dizke 405 nm), bolo priamo zavislé
od aktivity POP.

Inhibi¢na aktivita testovanych Iatok bola vyjadrena ako hodnota ICso. Ziskané hodnoty
boli spracované v programe GraphPad Prism a porovnané s referen¢nymi latkami bajkalinom

a Z-Pro-prolinalom.
4.6 Testovanie inhibicnej aktivity izolovanych alkaloidov proti GSK-33

4.6.1 Chemikalie

o dimetylsulfoxid p.a. (DMSO) (Sigma-Aldrich)

o SB-415286 (Selleck Chemicals)

o GSM (Merc Millipore)

o GSK3-B (Merc Millipore)

o adenozin 5-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich)

o suprava Cinidiel Kinase-Glo (Promega)

o pufor pH 7,5 (zloZenie: 50 mM 4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-etansulféonovej kyseliny
(HEPES),1 mM tetrasodnej soli etylén glykol-bis(-aminoetyléter)-N,N,N,N-tetraoctove;j
kyseliny (EGTA), 1 mM etyléndiamintetraoctovej kyseliny (EDTA) a 15 mM octanu
horec¢natého) (Sigma-Aldrich)

4.6.2 Pristroje
o Reader Victor X3

4.6.3 Stanovenie inhibi¢nej aktivity izolovanych alkaloidov proti GSK-3

Stanovenie inhibi¢nej aktivity alkaloidov proti GSK-3B bolo Studované na zaklade
luminescenénej metédy podla Baki et al., s vyuzitim sdpravy Cinidiel Kinase-Glo. Reakcia bola
uskutoénend na 96 jamkovej mikrotitracnej dosticke. Kazda jamka obsahovala 10 ul skisanej
latky rozpustenej v DMSO v koncentracii 1 mM a zriedenej pufrom s ph 7,5 na pozadovanu
koncentraciu. Dalej bolo pridanych 10 pL adenozin 5-trifosfatu (ATP), 10 pL 100mM GSM
(substrat pre GSK-3B) a 10 pL GSK3-B. Pozitivna kontrola bola vykonana za pouzitia 10 pL
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pufru ajamky negativnej kontroly obsahovali 10 pL SB-415286, Standard pre inhibiciu
GSK-3B. Konecna koncentracia DMSO v zmesi nesmie prekrocit 5 %.

Zmes bola pri teplote 37 °C 30 minut inkubovana a nasledne bola enzymaticka reakcia
zastavena pridanim 40 uL Kinase-Glo. Po 10 minutach bola ododitana luminescencia. Aktivita
bola Umernd rozdielu celkovej a spotrebovanej ATP. Inhibi¢nd aktivita bola vypocitana
na zaklade maximadlnej aktivity, ktora bola zmerana pri nepritomnosti inhibitoru a maximalna
inhibicia bola zmerand v pritomnosti referenénej latky. Hodnota ICsg bola vypocitana
za vyuzitia programu GraphPad Prism. Ziskané hodnoty inhibi¢nej aktivity skisanych [atok

boli porovnané s ICsq Standardu SB-415286 (ICso = 70,00 nM).
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5. VYSLEDKY

5.1 Identifikacia izolovanych alkaloidov
Identifikdcia izolovanych latok bola vykonand na zaklade ich fyzikalne-chemickych vlastnosti
za pomoci réznych spektralnych metéd (NMR, GC-MS, ESI a opticka otacavost) a porovnanim
ziskanych dat s literaturou.

V radmci tejto prace bolo z podfrakcie ND3-5/7 celkom izolovanych 5 latok alkaloidnej
povahy v Cistom stave, ktoré boli identifikované ako karanin, O-etyllykorenin, narwedin,

pluviin a N-demetylhomolykorin.

5.1.1 GC-MS analyza

Identifikdcia ziskanych alkaloidov a meranie ich hmotnostnych spektier bolo uskutocnené
plynovym chromatografom s hmotnostnym detektorom Agilent Technologies 7890 A GC59
inert MSD, ktory pracuje vrezime elektronovej ionizacie 70 eV. Pocas separdcie bola
pouzivana koléna DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies Santa Clara,
California, USA). K zvySeniu pociato¢nej teploty zo 100 °C na teplotu 180 °C dochadzalo
rychlostou 15 °C/min. Teplota bola udrziavana 1 minutu, nasledne dalej stupala po 5 °C/min
az na teplotu 300 °C, ktora bola udrziavana 40 minuat. Rychlost prietoku He vyuZivaného ako
nosny plyn bola 0,8 ml/min. Injektor nastaveny na 280 °C bol pouZity na nastreknutie vzorky
(Img/ml) s objemom 1 ul v ,,split mode”” pri pomere 1 : 10. Teplota detektoru bola 200 °C
a jeho detekéné rozmedzie bolo m/z 35 - 600. K identifikacii alkaloidov bolo pouzivané
porovnavanie ich MS spektier so spektrami z kniznice NIST, so spektrami uvadzanymi
v literatdre a s dalSimi spektrami |atok, ktoré boli izolované na Katedre farmaceutickej

botaniky UK v Hradci Kralové.

5.1.2 Hmotnostna spektrometria s ionizaciou elektrosprejom

MS (ESI) spektra boli merané pre zistenie molekulovej hmotnosti niektorych latok. Spektra
boli ziskané za wvyuZitia spektrometra LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo s ionizaciou
elektrosprejom v kladnom maéde. Ako analyzator bola pouZitd iontova past. MSn bola
vykonana pri koliznej energii 40 eV. Alkaloidny roztok v MeOH (1 mg / ml) bol aplikovany

priamo na sondu.

5.1.2 Nuklearna magneticka rezonancia
NMR spektrd boli namerané na pristroji Varian Iniova 500. Pracovna frekvencia bola

499,9 MHz pre 'H a1257 MHz pre C. Meranie bolo uskutoénené pri 25 °C
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v deuterochloroforme (CDCls). Spektrd ‘H boli merané pomocou inverznej 5 mm ID PGF
sondy za pouzia $tandardnych pulznych frekvencii a na meranie *C spektier boli vyuZité

5 mm SW Sirokopdasmové sondy.

5.1.3 Opticka otacavost

Optickd otacavost bola merand na polarimetre P3000 v prostredi metanolu (1 mg/ml)
a pri teplote 25 °C.

5.2 Urcenie Struktury ST1D2

Latka bola za vyuzitia NMR analyzy identifikovana ako (-) karanin.

Namerand opticka otacavost bola [a]%s = (-) 220,0.

HO,,

Obrazok 18 - Karanin

5.2.1 NMR analyza

'H NMR (500MHz, CDCl3) &: 6.84 (1H, s), 6.60 (1H, s), 5.96-5.92 (2H, m), 5.44-5.40 (1H, m),
4.73 (1H, bs), 4.15 (1H, d, J = 14.1 Hz), 3.51 (1H, d, /= 14.1 Hz), 3.37-3.31 (1H, m), 2.82-2.76
(1H, m), 2.68-2.54 (4H, m), 2.46-2.38 (1H, m), 2.34 (1H, dd, J = 17.6 Hz, /= 8.8 Hz), 1.66 (1H,
d,J=2.7 Hz).

3¢ NMR (125MHz, CDCl3) 6: 146.6, 146.2, 139.0, 130.5, 127.8, 114.5, 107.8, 104.6, 100.9,
64.9, 60.8,57.2, 53.8, 45.1, 35.3, 28.6.

5.2.2 GC-MS analyza
EI-MZ (m/z) 272(10), 271(60), 270(37), 253(11), 252(52), 250(12), 240(10), 227(42),
226(100), 77(6)
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Obrazok 19 - GC-MS spektrum karanin
5.3 Urcenie Struktury ST1D3

Latka bola identifikovana ako (+) O-etyllykorenin. Identifikacia bola uskutonena za pomoci
NMR analyzy."*®

Nameranad opticka otacavost bola [a],s = (+) 178,0.

Obrazok 20 - O-etyllykorenin

5.3.1 GC-MS analyza
EI-MZ (m/z) 300(4), 192(1), 191(8), 110(8), 109(100), 108(13), 94(2), 82(2), 91(1), 42(1)
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Obrazok 21 - GC-MS spektrum O-etyllykorenin
5.3.2 ESI-MS analyza
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Obrazok 22 - ESI-MS spektrum O-etyllykorenin
5.4 Urcenie Struktury ST2A
Latka bola identifikovana ako (+) narwedin. Identifikacia bola uskuto¢nena za pomoci NMR

analyzy.””’ Namerand optickd otacavost bola [a]%s = (+) 128,0.

N
CHj
Obrazok 23 - Narwedin
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5.4.1 GC-MS analyza
EI-MZ (m/z) 285(80), 284(100), 242(21), 216(24), 199(25), 174(42), 128(27), 115(29), 77(17),
42(22)
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Obrazok 24 - GC-MS spektrum narwedin
5.5 Urcenie Struktury ST2B1
Latka bola identifikovana ako (-) pluviin. ldentifikdcia bola uskutocnena za pomoci NMR
analyzy.'®

Namerand opticka otacavost bola [a]°s = (-) 180,0

HsCO

HsCO

Obrazok 25 - Pluviin
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5.5.1 GC-MS analyza

EI-MZ (m/z) 288(12), 287(67), 286(40), 270(10), 269(10), 268(42), 254(9), 243(46), 242(100),
228(10)
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Obrazok 26 - GC-MS spektrum pluviin
5.6 Urcenie Struktury ST3C

Latka bola identifikovana ako (+) N-demetylhomolykorin. Identifikacia bola uskuto¢nena za

pomoci NMR analyzy.*”

Nameranad opticka otacavost bola [a]%s = (+) 12,0

Obrazok 27 - N-demetylhomolykorin
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5.6.1 GC-MS analyza

EI-MZ (m/z) 207(1), 206(2), 178(3), 96(7), 95(100), 94 (17), 80(3), 77(2), 68(3), 67(3)

100+

504

67
41 53 80

L el il

40 60 80

Obrazok 28 - GC-MS spektrum N-demetylhomolykorin
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5.7 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidov vyuzitelna v lieCcbe Alzheimerovej

choroby

Vysledky in vitro testovania ziskanych alkaloidov na ich inhibi¢nu aktivitu proti

cholinesterazam, prolyloligopeptidaze a GSK-3B su uvedené v nasledujucej tabulke.

Tabulka 7 - Inhibi¢na aktivita alkaloidov proti AChE, BUChE, POP a GSK-3j3

Lo AChE IG5 BuChE ICso POP ICso GSK-3B ICso
Testované zluceniny
(LM) (HM) (M) (LM)

Karanin 321+42 487 + 55 > 500 30,8+0,3
O-etyllykorenin > 500 > 500 > 500 n.
Narwedin 281+ 34 911+69 907 + 87 n.
Pluviin > 500 > 500 > 500 n.
N-demetylhomolykorin > 500 > 500 > 500 n.

STANDARDY

Huperzin A 0,033 +0,001 > 500 n. n.
Berberin n. 142 £21 n. n.
Z-Pro-prolinal n. n. 2,75 Nm n.

SB-415286 n. n. n. 70 M
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6. DISKUSIA

Celad Amaryllidaceae je predmetom vyskumu u? vela rokov. Hlavnym dévodom je obsah
farmakologicky vyznamnych sekundarnych metabolitov, ktoré sa nazyvaju amarylkovité
alkaloidy. Ako uZ bolo vysSie spomenuté, u tychto alkaloidov bolo preukdzanych viacero
biologickych aktivit ako antibakteridlne, antivirové a antimalarické pdsobenie, a taktiez
niektoré alkaloidy preukazali vyznamnu biologickd aktivitu hlavne v oblasti protinddorove;j
liecby a lieCby Alzheimerovej choroby. Tato prdca bola venovana amarylkovitym alkaloidom,
ktoré su predovsetkym pritomné v rode Narcissus.

V rdmci experimentalnej Casti sa z podfrakcie alkaloidného extraktu, ktory bol ziskany
spracovanim cibdl rastliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master, podarilo vyizolovat
5 amarylkovitych alkaloidov, ktoré boli za wvyuZitia fyzikdlno-chemickych metdd
identifikované ako karanin, O-etyllykorenin, narwedin, pluviin a N-demetylhomolykorin.
Ziskané alkaloidy patria do galantaminového, lykorinového ahomolykorinového
Strukturneho typu. Tieto alkaloidy uz boli v minulosti zrodu Narcissus ziskané
(karanin - Narcissus cv. Livia, Ice Follies, narwedin — Narcissus pseudonarcissus L. cv. Carlton,
Narcissus tazetta L., pluviin — Narcissus poeticus L., Narcissus pseudonarcissus spp., Narcissus
cyclamineus cv. Peepin Tom, O-etyllykorenin — Narcissus pseudonarcissus spp.)’ a z rodu

Lycoris (N-demetylhomolykorin — Lycoris radiata L.)**

. Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch
Master bol vybrany pre testovanie na zaklade screaningu z minulych rokov vykonanych
na Katedre farmaceutickej botaniky.

V ramci diplomove] prace boli alkaloidy ziskané v dostatoénom mnoZstve a podrobené
viacerym biologickym testom, ktoré boli zamerané na stanovenie ich potencidlneho vyuzitia
v lie¢cbe Alzheimerovej choroby ako inhibitory AChE, BuChE, GSK-3f a POP. Namerané
hodnoty boli porovnané so Standardmi. Vysledky testov su zhrnuté v tabulke (tab.7).
Zaujimavu inhibi¢na aktivitu voci GSK-3B vykazoval karanin (ICso = 30,8 + 0,3 uM).
Tieto Udaje sa zhoduju s poznatkami, ktoré boli na pracovisku Farmaceutickej fakulty
v minulosti popisané.” Jeho inhibi¢nd aktivita proti cholinesterdzam bola zanedbateln3
(ICsoache=321+42 uM, ICsopuche = 487 * 55 uM). Ostatné latky taktiez nevykazovali
dostatocnu aktivitu, ktord by mohla byt wvyuZitelnd v terapii Alzheimerovej choroby.
Aj napriek tomu, Ze samotny narwedin je z pohladu cholinesterazovej inhibicnej aktivity
velmi malo vyznamny (ICsoache =281 + 34 uM), su v literatuire popisané metddy pripravy
galantaminu z tohto alkaloidu.*"' Hodnoty ziskané v tejto praci sa zhoduju s informéaciami
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dostupnymi v literatdre, kde sa spomina, Ze alkaloidy homolykorinového typu,
kde sa zaraduju N-demetylhomolykorin (ICsoacheguchepor > 500 pM )a O-etyllykorenin
(ICsoachE,Buche pop > 500 uM), nedisponuji vyraznou cholinesterazovou aktivitou.” U alkaloidu
lykorinového  typu, pluviinu, neboli preukdzané Ziadne potencidlne aktivity
(ICsoache uchepor > 500 uM). VSetky vyizolované alkaloidy boli neaktivhe proti POP
v porovnani s pouzitym Standardom Z-Pro-prolinalom (ICso = 2,75 Nm). Za zmienku stoji
O-etyllykorenin, u ktorého screaning zamerany na preukazanie 50% inhibicnej aktivity proti
GSK-3pB pri koncentracii 50 uM poskytol zaujimavy vysledok s hodnotou 58 %. V buducnosti
by uréite bolo vhodné zmerat jeho hodnotu 1Cs **°

V rdmci teoretickej Casti prace bola vykonana literarna reSer$ zamerand na terapeuticky
potencial amarylkovitych alkaloidov so zameranim na ich inhibi¢nud aktivitu proti
cholinesterdzam a na ich protinadorové posobenie. Havelek et.al. vo svojej praci poukazal
na vyznamny protinddorovy Ucinok viacerych alkaloidov ¢elade Amaryllidaceae, ale zaroven
sa vjeho praci spomina aj nedostatocny cytotoxicky efekt narwedinu a mierny

antiproliferativny efekt karaninu na testované bunkové linie.”
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7. ZAVER

Vramci experimentdlnej casti diplomovej prdce sa podarilo za vyuZitia preparativnej
tenkovrstvovej chromatografie a ndaslednej krystalizacie Cistych latok, izolovat z pridelenej
podfrakcie ND 3-5/7 celkom 5 latok alkaloidnej povahy. Nasledne boli identifikované
za vyuzitia GC-MS, NMR analyzy a optickej otdcavosti aziskané udaje boli porovnavané
s udajmi, ktoré boli dostupné v literature. Na zaklade tychto informdcii sa alkaloidy urcili ako
karanin, O-etyllykorenin, narwedin, pluviin a N-demetylhomolykorin. Alkaloidy, ktoré boli
ziskané v dostatoénom mnozstve, boli podrobené skiskam na zmeranie ich biologickej
aktivity. Konkrétne bola u nich sledovana ich inhibi¢na aktivita namierena na AChE, BuChE,
GSK-3B a POP. Z vysledkov vyplyva, Ze jedine karanin disponuje potencialnou schopnostou
ovplyvnit aktivitu GSK-3B (ICso = 30,8 + 0,3 uM). Tento vysledok poukazuje na mozné vyuZzitie
alkaloidu v prevencii rozvoja Alzheimerovej choroby. Ostatné vyizolované latky nepreukazali

zaujimavu inhibi¢nu aktivitu proti testovanym enzymom pri porovnani so Standardmi.
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Alkaloidny extrakt ziskany z cibal rastliny Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch
Master extrakciou do etanolu, bol precisteny liquid-liquid extrakciou a frakcionizovany
pomocou stipcovej chromatografie na jednotlivé frakcie. Na konci bolo ziskanych
11 spojenych frakcii, ktoré dalej sluZili k izolacii Cistych alkaloidov. Frakcia ND 3-5/7 bola
spracovana pomocou preparativnej tenkovrstvovej chromatografie a ndslednou
krystalizaciou Cistych latok. Z tejto frakcie bolo celkovo ziskanych 5 Iatok alkaloidnej povahy
ST1D2, ST1D3, ST2A, ST2B1 a ST3C v r6znom mnozstve. Latky boli identifikované za vyuZitia
GC-MS analyzy, NMR analyzy a optickej otacavosti. Nasledne boli ziskané Udaje porovndvané
so spektrami z kniZznice NIST as udajmi uvadzanymi v literature. Ziskané alkaloidy boli
identifikované ako karanin, O-etyllykorenin, narwedin, pluviin a N-demetylhomolykorin.
Alkaloidy ziskané v dostato¢nom mnoZstve boli nasledne podrobené testom na stanovenie
ich biologickej aktivity proti AChE, BuChE, GSK-33 a POP.

Inhibi¢na aktivita proti cholinesterazam bola stanovena in vitro spektrofotometrickou
modifikovanou metddou podla Ellmana. Inhibicia proti POP bola stanovend za vyuzitia
Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu ako substratu. Stanovenie inhibi¢nej aktivity proti GSK-3B bola
vykonana in vitro luminescenénou metddou podla Baki et.al. (2007).

Vadsina izolovanych latok nevykazovala vyznamnu inhibi¢nu aktivitu vo vykonanych
biologickych testoch pri porovnani so Standardmi. Jediny zaujimavy vysledok bol inhibi¢ny

ucinok karaninu proti GSK-3B (ICso = 30,8 £ 0,3 uM).
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Alkaloid extract obtained from bulbs of Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master
was extracted by ethanol and was purified by liquid-liquid extraction and fractionated
by column chromatography to individual fractions. At the end, were obtained 11 pooled
fractions, which were used to isolate pure alkaloids. The ND 3-5 / 7 fraction was processed
by preparative thin layer chromatography followed by crystallization of pure substances.
In total, 5 alkaloid substances of ST1D2, ST1D3, ST2A, ST2B1 and ST3C were obtained from
this fraction in various amounts. These substances were determined by GC-MS analysis,
NMR analysis and optical rotation. Subsequently, the obtained data were compared
with the NIST library spectra and the literature. Isolated substances have been identified
as caranine, O-ethyllycorenine, narwedine, pluviine and N-demethylhomolycorine.
The alkaloids obtained in sufficient amounts were subsequently subjected to tests
to determine their biological activity against AChE, BUuChE, GSK-3 and POP.

Cholinesterase inhibitory activity was determined in vitro by a modified Ellman
spectrophotometric method. POP inhibition was determined using Z-Gly-Pro-p-nitroanilide
as substrate. GSK-3B inhibitory activity was determined by using the in vitro luminescence
method of Baki et al. (2007).

Most of the isolated substances did not show significant inhibitory activity
in the bioassays performed compared to the standards.

The only interesting result was the inhibitory activity of caranine against GSK-3f

(ICso = 30,8 £ 0,3 uM).
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