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1. Uvod

RGzné casti rostlin, ZivodichG nebo nerostnych surovin jsou jiz od nepaméti soudasti lidské
existence. Ze zacatku slouzily spiSe jako zdroj potravy, pozdéji také jako lécebné prostiedky lidové
mediciny. Metodou pokus-omyl a postupnou evoluci lidského druhu se lidé naudili s timto pfirodnim
materidlem pracovat a plné wvyuZivat hlavné jeho nutricni a lécebny potencidl. Prvné
se zpracovavaly celé rostliny, v surovém nebo suseném stavu, do nejriznéjsich prvotnich
jednoduchych lékovych forem, jako napftiklad obklady, zdbaly, nalevy, vyluhy, tinktury, IéCiva vina,
|éCivé koupele aj. Tyto formy se pouzivaji dodnes hlavné jako prostredky lidové mediciny prevazné
formy napfiklad o¢ni kapky, masti, tablety, tobolky, Sampony, Cipky a jiné. Mimo vySe zminéného
se tyto prirodni produkty vyuZivaji dodnes také ve formé nejrliznéjSich amulet(l, talismand,
vykurovadel, elixiri ¢i vonnych tycinek k nejriznorodéjsim magickym ritualim a kouzlim, masaznim
procedurdm, meditacim, ocistdm téla i mysli aj. Lidskd touha po védomostech
a nezastavitelny vyvoj spole¢nosti, odhalili fakt, Ze rostliny neléci celé, ale obsahuji ve svych rliznych
Castech strukturné rGzné latky, které jsou zodpovédné za jejich 1é¢ebny Ucinek. Tento fakt neprodlené
ved| k potfebé podrobnéjSiho prozkoumani jednotlivych obsahovych latek rostlin z hlediska jejich
biosyntézy, struktury a celkového ucinku na lidsky organismus.

Sekundarni metabolismus rostlin umozZiiuje rostlinam rdznymi biosyntetickymi cestami vytvaret
rozlicné typy latek z prekurzorovych molekul, které pochazeji z jejich primarniho metabolismu. Tyto
latky oznacujeme jako produkty sekundarniho metabolismu a jejich vyskyt mGze byt pro nékteré Celedi
charakteristicky — napfriklad silice se charakteristicky vyskytuji u druhl cCeledi Lamiaceae a Apiaceae,
isochinolinové alkaloidy u ¢eledi Papaveraceae a Amaryllidaceae. Postupem ¢asu se lidstvo naucilo tyto
metabolity efektivné izolovat, semisynteticky nebo plné synteticky je produkovat, pfipravovat jejich
chemické obmény a vyuZivat je klécbé rlGznorodych akutnich nebo chronickych onemocnéni.
Prikladem muZe byt kardioglykosid digoxin, vyuZivany jako kardiotonikum pfilécbé chronického
srdecného selhdni nebo vyuZziti isochinolinovych alkaloid(i — morfin jako analgetikum k tlumeni bolesti,
kodein jako antitusikum pfi suchém kasli nebo galanthamin jako psychoanaleptikum pfi [écbé
demence. V dnesni dobé se samotné sekundarni metabolity pouzZivaji v terapii spiSe omezené.
Mnohem castéji se vyuzivaji rostlinné extrakty, které jsou komplexnim souborem vicerych obsahovych
latek majici spolec¢ny nebo navzajem se doplnujici ucinek pfi terapii.

Velice zajimavou a uZitenou skupinou sekundarnich metabolitd nékterych druhl wvyssich
cévnatych rostlin jsou organické heterocyklické bazické latky oznacované jako alkaloidy.
Vyskytuji se pfevazné u rostlin dvoudéloznych krytosemennych, také u rostlin jednodéloznych a méné

u rostlin nahosemennych. Vyjma téchto rostlin se alkaloidy vyskytuji také v nékterych druzich



kapradorostl a presli¢ek (Lycopodium spp. a Equisetum spp.) a houbach (Claviceps purpurea (Fr.) Tul.).
Biosyntetizuji se predevsim z aminokyselin, na zakladé ¢eho je mizeme rozclenit do nékolika skupin, a
to na alkaloidy odvozené od fenylalaninu a tyrosinu (protoalkaloidy a isochinolinové alkaloidy),
alkaloidy odvozené od tryptofanu (indolové, chinolinové alkaloidy), alkaloidy odvozené od histidinu
(imidazolové alkaloidy), alkaloidy odvozené od ornithinu a lysinu (pyridinové, piperidinové,
chinolizidinové a tropanové alkaloidy). Dale rozliSujeme steroidni a terpenické alkaloidy, které
souhrnné oznacujeme jako pseudoalkaloidy, protoze dusik pfitomny vcyklu nepochazi
z aminokyseliny, ale je vnasen do molekuly pomoci transaminace na konci biosyntézy M. V cévnatych
rostlinach se predpoklada existence vice nez 20000 rlznych alkaloidnich substanci rozliénych
strukturnich typl. Vyznam alkaloid(l v rostlinach neni zatim plné pochopen. Predpoklada se jejich
uplatnéni jako obranny prostfedek proti predatordm a skddcim napfiklad na zakladé jejich horké
chuté nebo toxicity anebo zvySenim reparace poskozenych tkani. TaktéZ mulzZzou zlepsSovat
obranyschopnost rostlin vici biotickym a abiotickym stresorim nebo ldkat opylovace a roznasece
semen 2,

Jak jiz plyne z ndzvu préce, byla veskerad pozornost vénovana zejména alkaloidim pochazejicich
z Celedi Amaryllidaceae. Jednd se o alkaloidy isochinolinového typu, které se biosyntetizuji
prostfednictvim norbelladinové biosyntetické cesty zaminokyselin fenylalaninu a tyrozinu.
Amarylkovité alkaloidy se vyznacuji rozmanitou biologickou aktivitou. Mezi nejvyznamnéjsi ucinky
téchto alkaloidd nepochybné patfi inhibice cholinesteras (ChE) disledkem, ¢eho se zvySuje mnoZstvi
medidtoru acetylcholinu (ACh) v synaptické Stérbiné a tim je posilen synapticky prenos nervového
signalu. Je dokdzano, Ze signifikantné zvySené mnoistvi ACh v urcitych ¢astech mozku pozitivné
ovliviiuje pacienty srlznymi typy demence, naptiklad pacienty s Alzheimerovou demenci (AD).
Z amarylkovitych alkaloidll je v dnedni dobé pro toto terapeutické poufZiti registrovan pouze jeden
jediny alkaloid, a to galanthamin. Terapeutické pouZiti dalsSich amarylkovitych alkaloidd u AD
je omezeno jejich nadmérnou cytotoxicitou nebo slabymi inhibi¢nimi ucinky vici jiz zminénym ChE.
Z dalsich biologickych vlastnosti téchto alkaloidl lze zminit napfiklad aktivitu antineoplastickou,
antimykotickou, antivirotickou, antiparazitarni nebo analgetickou.

Teoretickd cast prace pojednavd o zakladni charakteristice celedi Amaryllidaceae, rodu
Narcissus L. a dale také o Alzheimerové nemoci a moznostech jeji terapie.

Experimentalni ¢ast prace pojednava hlavné o izolaci, nasledné separaci a purifikaci jednotlivych
amarylkovitych alkaloidd z predem pridéleného alkaloidniho extraktu. Prace dale pojednava
o stanoveni biologické aktivity a identifikaci struktury u jednotlivych separovanych alkaloidd.

Pro lepsi prehlednost prace byla formou samostatného dodatku, vyhotovena obrazova pfiloha,

ktera je jeji nedilnou soucasti.



2. Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo pomoci specifickych chromatografickych a chemickych

metod izolovat a purifikovat alkaloidy, které byly obsazené v sumarnim extraktu, ktery byl pfipraven

pani PharmDr. Danielou Hulcovou Ph.D., v ramci jeji disertacni prace, z Cerstvych cibuli rostlinného

druhu Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master’.

Dalsi cile byly:

ziskat alespon dvé latky povahy alkaloid(i v Cistém stavu a dostate¢ném mnozstvi, které by
umoznilo jejich prostudovani z hlediska struktury a biologickych ucinkd,

spoluprace na identifikaci struktury alkaloidd pomoci jim specifickych GC-MS a NMR
spekter,

spoluprace na urceni inhibi¢nich aktivit vici lidské acetyl- a butyrylcholinesterase, prolyl
oligopeptidase a glykogensyntase kinase 3,

zpracovani literarni reserSe se zamérenim na alkaloidy celedé Amaryllidaceae, rod

Narcissus L. a jejich biologickou aktivitu.



3. Celed Amaryllidaceae

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae (amarylkovité) patfi mezi jednodélozné krytosemenné rostliny.
V Celedi Amaryllidaceae se vyskytuje vice nez 1600 druhl klasifikovanych do 75 rodl (Pfiloha 1
a Priloha 2) B, JiZ po tisice let jsou rostliny pouzivany ve formé rozlicnych kataplazmat, vyluht
a extrakt( a jsou soucasti tradi¢ni mediciny v rozli¢nych zemépisnych sitkach planety. Napfiklad Crinum
jagus (J.Thomps.) Dandy se tradi¢né vyuziva v Senegalu jako antiinfekni prostfedek pro Iécbu
veskerych poranéni. V Nigérii se zas tradi¢né pouziva extrakt ziskany z cibuli Crinum glaucum A. Chev.
a Crinum jagus (J.Thomps.) Dandy jako |ék na nejriznéjsi dusevni nemoci . Starodavni Mayové
pouzivali druh Hymenocallis litorallis (Jacq.) Salisb. jako lék proti rakoviné. V Jizni Africe byly zase proti
rakoviné pouzivany cibule druhu Boophone disticha (L.f.) Herb. Odvar z listd druhu Zephyranthes
candida (Lindl.) Herb. se dodnes pouZiva v Jizni Americe jako prostiedek proti diabetu ®!. Nakonec
nelze opomenout také Allium sativum L., ktery byl zndm jiz v starovékem Recku pod nadzvem

»pachnouci rize” jako univerzalni prostiedek pro 1é¢bu veskerych nemoci 7.,

3.1. Obecna charakteristika rostlin z celedi Amaryllidaceae

Druhy této celedi se ptirozené vyskytuji vtropickych a subtropickych oblastech svéta,
a to prevainé v liini Africe (zejména Kapska oblast), Jizni a Severni Americe a Stfedomoti, pficemz
s nékterymi volné rostoucimi druhy rod( Narcissus L., Leucojum L. a Galanthus L. se bézné mlzeme
setkat i v Ceské republice. V minulosti se druhy této ¢eledi péstovaly obzvlasté pro jejich okrasnou
funkci. V dnesni dobé je celed amarylkovitych studovana spise z fytochemického hlediska kvuli obsahu
velkého mnoZstvi sekundarnich metabolitli, zejména alkaloid(, které vykazuji rozmanitou biologickou
aktivitu Bl®, Rostliny této Eeledi jsou vytrvalé byliny, pro které je charakteristickd pfitomnost podzemni
cibule, oddenku nebo cibulové hlizy. Stonek je nejcastéji ve formé stvolu (nékdy stopka) a vétsinou
je neolistény. Olistény stonek miZeme najit u nékterych zastupcl rodu Allium L. (Allium flavum L.).
Typické jsou uzké, obvykle carkovité prizemni listy. Kvéty, podeprené blanitym listenem, rostou
zpravidla jednotlivé nebo v okolikovitych kvétenstvich (Sroubelovitd nebo hroznovitd). Kvéty
jsou oboupohlavni, na prvni pohled aktinomorfni nebo s ndznakem zygomorfismu. Koruna se sklada ze
Sesti okvétnich listk(l ve dvou preslenech 3+3, které mizou byt volné nebo srostlé a formovat korunni
trubku (pakorunku). Semenik je spodni, malokdy svrchni, a je sloZen ze Sesti plodolist(.
Obvykle se vyskytuje trojpouzdry semenik, vzacné také jednopouzdry. Nékdy mohou byt na semeniku
pfitomné také nektaria (Nothoscordum gracile (Aiton) Stearn). Blizna je obvykle trojlalo¢na.
Obvyklad je pfitomnost Sesti tyCinek ve dvou preslenech 3+3, které jsou bud volné nebo srostlé
s korunni trubkou. Vzacné mohou byt pfitomny pouze tfi tyéinky (Zephyra compacta C. Ehrh.).
Plod je obvykle tobolka, zfidka nazka (Ammocharis longifolia (L.) Herb.) nebo bobule (Scadoxus

puniceus (L.) Friis & Nordal) B!,
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3.1.1. Rod Narcissus L.

Podle pradavné fecké mytologie existoval mlady a pohledny pastevec jménem Narcissus, ktery
byl milovan vSemi lesnimi nymfami, nejvic vSak nymfou jménem Echo, kterd byla zakleta bohyni Hérou.
Skrze prokleti uméla Echo zopakovat pouze posledni slovo, které od nékoho slysela, a tak nedokazala
lasku pastevci projevit. Narcissus se o lasce dozvédél, ale lasku ji neopétoval. Nymfu svym nezdjmem
zranoval a ta postupné chradla a ztracela se, az z ni nakonec zlstal jenom tichy hlasek. Bohyné lasky
Venuse uslySela jeji beznadéjnou oddanost a rozhodla se mladého pastevce za jeho nezdjem
a ignorantstvi potrestat. Venuse ucinila dohodu s bohem lasky, Amorem, a ten na mladého pastevce
uvalil kouzlo, které mélo zpUsobit, Ze se zamiluje do prvni osoby, kterou spatfi. Jednoho dne
se Narcissus na potulkach lesem zastavil pfi kfistalové ¢istém jezirku, aby se schladil. V odrazu, na vodni
hladiné, spatfil svou tvar a zamiloval se sdm do sebe. Kazdy den se pastevec vracel k jezirku v nadéji,
Ze tvar na hladiné zachyti, ale nikdy se mu to nepovedlo. Narcissus tak pomalu chfadnul neopétovanou
laskou. Kdyz bohové vidéli, co se déje, rozhodli se Narcisse pfeménit na jemnou, papirovou kvétinu,

ktera méla navéky spocinout pfi jezirku jako symbol egoistického mladi 7,

Druhy rodu Narcissus L. patfi mezi jednodélozné krytosemenné rostliny — cibuloviny. Z celkového
poctu druhu vyskytujicich se v celedi Amaryllidaceae, pfispivd k tomuto poctu rod Narcissus L.
80 botanickymi druhy a velkym mnoistvim jejich kultivar(. Hlavni odlisnosti rodu od ostatnich
amarylkovitych rostlin je pfitomnost pakorunky, obvykle ve tvaru trubky (‘trumpet’) nebo
prstence/poharku (‘cup’). Stanovisté rodu Narcissus L. zahrnuje predevsim stfedomoiskou oblast,
hlavné Pyrenejsky poloostrov, jihozapadni Francii, severni Afriku a vychod Recka, pfi¢emi nékteré
druhy mizZeme typicky najit i mimo jejich obvykly areal vyskytu. Napriklad Narcissus tazetta L.
(Priloha 3) mGzeme vyjma stfedomofi najit také v Ciné a Japonsku, coz mGze historicky poukazovat na
zdjem vychodni populace o péstovani okrasnych rostlin, které se jak na blizky, tak daleky vychod

pravdépodobné dovazely ze stfedomoti prostfednictvim hedvabné stezky .

Nadmérny sbératelsky zdjem obyvatelstva, pfehnand hybridizace a sbér divokych cibuli
k vyzkumu v kontextu s postupnym osidlovanim a zastavovanim prirozenych biotopl narcisd vedly
v minulosti k markantnimu poklesu populace nékterych jejich volné Zijicich druhl. Podle Red List of
Threatened Species IUCN z roku 1999 byly v kategorii ohroZeny druh zarazeny tfi druhy narcis(.
Do dnedniho dne jejich po&et nékolikandsobné vzrostl, konkrétné na pocéet deset druhG'. JImenovité Ize
uvést naptiklad druh Narcissus willkomii (Samp.) A.Fern. plvodem z Portugalska (Pfiloha 4) nebo

Narcissus jacquemoudii Fern.Casas ptvodem z Maroka? (PFiloha 5) H231 pro globdlni omezeni

Y Informace platnd ke dni 12.srpna.2020. Ziskdno z webu IUCN po zadani hesla Narcissus.
2 Vroku 2018 byl pfedpoklddany pocet jedinch u Narcissus willkomii (Samp.) A.Fern. 1482 a u Narcissus
jacquemoudii Fern.Casas pouhych 50-150 121131,
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téchto negativnich dopadl (ne jenom u rodu Narcissus L.) byly zaloZzeny rizné genetické sbirky, které
uchovavaji genetické informace nejrliznéjsich rostlinnych druhl jak ohroZenych, tak béiné
se vyskytujicich, pro budouci vyzkum a Slechtitelské Ucely. DalSimi uzite¢nymi nastroji ochrany jsou
také rozlicné péstitelské reprodukéni systémy a odbér rostlinného materidlu k screeningu

z komerénich zahradnictvi 11,

Typicky vyskyt druh( rodu Narcissus L. je na otevienych travnatych stanovistich, které zahrnuji
jak nizko poloZené mocaly a brehy fek, tak skalnaté svahy, pastviny i vysokohorské oblasti. Témér
vSechny druhy rodu Narcissus L. zacinaji rozkvétat na konci zimy az za¢atkem jara, kdy vlivem snizenych
teplot podzemni cibule velice rychle vytvofi mohutny stonek a ndsledné vykvéta. Vyjimku tvoti
naptiklad Narcissus broussonetti Lag. (Pfiloha 6), Narcissus cavanillesii Barra & G.Lépez (Priloha 7),
Narcissus elegans (Haw.) Spach (Ptiloha 8), Narcissus serotinus L. (Ptiloha 9) a Narcissus viridiflorus
Schousb. (Pfiloha 10), které zacinaji rozkvétat pocatkem podzimu. Kratce po zakveteni nastava rychlé
starnuti a opadani listd a kvétl. Nasledné nastupuje stadium letni dormance (faze spanku; ,letni
spanek”), prostfednictvim kterého si rostlina brani podzemni organy pfed predatory, hlavné vysokym
obsahem hotkych alkaloidd, a také proti nadmérnému vysuseni 1114, Podzemnim orgdnem je duznata
cibule, kulovittho nebo vejéitého tvaru. Dosahuje velikost kolem deseti centimetrd.
Jeji charakteristickou vlastnosti je kaZzdorocni vytvareni novych, mladych cibuli prostfednictvim
zakladani novych suknic *Y*3!, Druhy rodu Narcissus L. dosahuji v dospélosti vysky v priméru kolem
40-60 cm. Stonek je ve formé stvolu, je duty, na prifezu hranaty a neolistény. Listy obvykle dosahuji
velikosti 2/3 délky stonku. Jsou pfisedlé a situovany v pfizemni rdzZici. Maji soubé&znou Zilnatinu,
celistvou Cepel, na konci jsou zaspic¢atélé a maji jemny, matny sivozeleny nadech. Pocet listll se obvykle

pohybuje kolem dvou—¢tyf (511261,

Jednd se o hmyzosprasné druhy rostlin, které lakaji opylovace (véely, mouchy a motyli) pomoci
svych napadnych kvétd, z kterych navic nékteré maji prijemnou viini. Kvéty jsou obojpohlavni a maji
bilou, svétle nebo tmavé Zlutou barvu. Jejich primérna velikost je 12—-125 mm. Kvéty se na stonku
nachazeji zpravidla samostatné anebo jsou pfitomny v kvétenstvich kolem deseti—patnacti kusd, jako
je tomu napfiklad u Narcissus papyraceceus Ker Gawl. (P¥iloha 11) nebo Narcissus tazetta L. 1104,
Koruna se sklada ze Sesti korunnich listk(i ve dvou preslenech (3+3), které srlistaji a formuji pakorunku
rozlienych tvart 7). Barevnou vyjimku tvofi, v noci kvetouci, Narcissus viridiflorus Schousb., ktery

ma malé nendpadné zelené kvéty, silné viing, pomoci kterych 1akd no&ni opylovace 4,

Klasifikace rodu Narcissus L. je znacné komplikovana a mlze za to hlavné intenzivni mezidruhova

hybridizace, jak ve volné pfirodé (vznikaji poddruhy), tak v ramci rozlicnych Slechtitelskych
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programU (vznikaji kultivary). Pro klasifikaci rodu Narcissus L. se dnes vyuZivd botanicka nebo

zahradnicka klasifikace.

Botanické tridéni rodu je zalozeno na dlouholetych cytologickych a genetickych studiich a jeho
zaklad polozil Dr. A. Fernandes v roku 1975. Tato klasifikace byla pozdéji mnoha autory upravena.
Naptiklad klasifikace podle Briana Mathewse z roku 2002 rozliSuje podrod Corbularia
(syn. Bulbocodium) zatimco Dr. A. Fernandes klasifikuje Bulbocodium jako sekci v podrodu Narcissus.
Oficidlni klasifikaci nakonec vydala v roku 2013 britska The Royal Horticultural Society (RHS; nejnové;jsi
Uprava prosinec 2017), kterd ma témér shodné déleni druh( do sekci s klasifikaci podle Mathewse.
Klasifikace podle RHS rozlisuje deset zakladnich sekci a jednu sekci interdruhovych hybridd jednotlivych
sekci. Jmenovité se jedna o sekce Tazettae, Serotini, Aurelia, Apodanthi, Jonquilla, Tapeinanthus,
Ganymedes, Bulbocodium, Pseudonarcissus a Narcissus *¥1*°!, Porovndani botanické klasifikace podle

Mathewse (2002) a RSH (2017) uvadi Tabulka 1.

Zahradnické tfidéni je naopak zaloZeno na mnoistvi kvétd nesenych stonkem a velikostnim
pomérem mezi pakorunkou a kalichem. Na zakladé toho se druhy rodu Narcissus L. rozdéluji
do jednotlivych skupin (divizi) . Celkové je zndmo 13 divizi a jedna sekce miniaturnich hybrid( 224,
Pfehled a stru¢ni charakteristika jednotlivych divizi je uvedena v Tabulka 2. Obrdzkové zobrazeni

jednotlivych divizi je uvedeno v Pfiloha 12.

3.1.2. Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master”

Kultivar ‘Dutch Master’ (volné preloZzeno jako , holandsky mistr”) poprvé vyslechtil nizozemsky
obchodnik s narcisy, pan Matthew Zandbergen (*1903 — t1990) vroce 1938 v Holandsku. The
American Daffodil Society fadi tento kultivar do divize 1 a je znafen barevnym kdédem Y-Y,
znamenajicim, Ze kalisni listky i korunni trubka (pakorunka) jsou Zluté barvy. Kompletni oznaceni

je tedy 1 Y-Y [221123],

Doba kveteni kultivaru je okolo po¢atku—pulky jara. Rostlina doristd do velikosti 67,5 cm a vic.
Velikost kvétli se pohybuje kolem 11 cm. Segmenty kvétného obalu jsou ovalného tvaru a maji
charakteristické zelenozluté zbarveni, zjedné tretiny se prekryvaji a jsou zakonéeny jemnym
zahrocenim. Koruna ma charakteristicky valcovity tvar, je hladkd, na konci rozsitena a pravidelné

vroubkovana. Koruna ma kobaltové Zlutou barvu 22231,

Kultivar ‘Dutch Master’ byl prvné registrovdn v roce 1948. V roce 1976 ziskal, od britské RHS,
prestizni ocenéni FCC (‘First Class Certificate‘) jako druh rostliny, ktery je vhodny pro vystavy. Nasledné
byl v roce 1995 opétovné ocenén britskou RHS, cenou AGM (‘Award of Garden Merit‘), jako vynikajici

druh rostliny, ktery se hodi pro okrasleni otevfenych nebo zasklenych zahrad 223!,
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‘Dutch Master’ poslouzil jako rodic¢ovska rostlina pfi hybridizaci novych kultivar( narcisti. Celkem
se podili na vzniku tfinacti novych kultivarll. Jedenactkrat z tfinacti poslouZil jako darce semen
a dvakrat jako darce pylu. Dal vzniknout dal$im kultivariim jako napfiklad kultivar cv. ‘Ballade’, cv. ‘Best
seller’, cv. ‘Emblyn’, cv. ‘Prizewinner’, cv. ‘Waldock’ a dal3i 2213, Taxonomické zafazeni Narcissus
pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master’ nalezneme v Tabulka 3. Obrazkové zobrazeni Narcissus

pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master’ je uvedeno v Pfiloha 13 a Pfiloha 14.

Tabulka 1 — Botanické tfidéni rodu Narcissus L. podle Mathewse a The Royal Horticultural Society [181119]

MATHEWS 2002 RHS 2017
PODROD SEKCE DRUH SEKCE
Narcissus poeticus L.
Narcissus Narcissus
Narcissus radiiflorus Salisb.
Narcissus pseudonarcissus L.
Pseudonarcissus Pseudonarcissus
Narcissus cyclamineus DC.
Narcissus triandrus L.
Ganymedes Ganymedes
Narcissus lusitanicus Dorda & Fern.Casas
NARCISSUS 5 - -
Narcissus jonquilla L.
Narcissus willkomii (Samp.) A.Fern. Jonquilla
Jongquillae Narecissus viridiflorus Schousb.
Narcissus rupicola Dufour Apodanthi
Tapeinanthus Narcissus cavanillesii Barra & G.Lépez Tapeinanthus
Narcissus tazetta L.
Tazettae
Narcissus papyraceus Ker Gawl.
Hermione
HERMIONE Narcissus elegans (Haw.) Spach Hybridy sekci
Narcissus serotinus L. Serotini
Aurelia Narcissus broussonetti Lag. Aurelia
Narcissus bulbocodium L.
CORBULARIA Bulbocodium Bulbocodium
Narcissus jacquemoudii Fern.Casas
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Tabulka 2 — Zahradnické tfidéni rodu Narcissus L. a charakteristika jednotlivych divizi [201121]

cisLo ‘NAZEV ANGLICKY* STRUCNI CHARAKTERISTIKA A
DIVIZE NAZEV CESKY PRIKLAD TYPICKEHO HYBRIDU
“Trumpet Daffodils’ Jeden kvét na §t?nku; tr’ubkovité pvalkorvunke?
1 Tl Pako'runka stejné dI.ouha nebo delsi nez kalich
Narcissus cv. ‘American Dream’ (Pfiloha 12 — A)
‘Large-Cupped Daffodils’ Jeden kvét na f’fonlfu; prstencovita pako,runka ‘
2 Velkokorunné hybridy Pako'runka delsi n‘e'z 1/.3 a nedosahuje délky kalichu
Narcissus cv. ‘Pacific Rim‘ (Pfiloha 12 — B)
‘Small-Cupped Daffodils’ Jeden kvét na St,onk?; prste,ncovita" pakorunka
3 AT sy Pako.runka kratsi nez 1/3.’, délky vklallchu
Narcissus cv. ‘Emerald Light (Pfiloha 12 — C)
‘Double Daffodils’ Jeder.1 ne,bo vic kvétl na stonku .
4 PInokvété hybridy ZdVOJ.ene segmenty koruny nebo kalichu anebo obou
Narcissus cv. ‘Rose Garden’ (Priloha 12 — D)
‘Triandrus Daffodils’ DV? ne.bo vic kvétd nla stonku
5 TS ey Kallch je reflektovany
Narcissus cv. ‘Akepa‘ (Pfiloha 12 — E)
Cyclamineus Daffodils’ Jed.en kvétv n? stonku v ostlrém uhlu oproti ni
6 Cyclamineus hybridy Kahch znacné reflektovany . 5
Narcissus cv. ‘Saint Louie Louie’ (Pfiloha 12 — F)
Jeden—pét kvétd, vyjimecné osm; vonici kvéty
‘Jonquilla Daffodils’ Kalich rozvinuty nebo reflektovany
7 . .
Jonquilla hybridy Pakorunka tvaru ‘trumpet’ nebo ‘cup’
Narcissus cv. “‘Wendover’ (Pfiloha 12 — G)
Tazetta Daffodils’ TFi—.dvacet 'kvét,l‘] na stonku; vom’,ci kvéty
8 Tazetta hybridy Kallch rozvinuty a nereflektovany
Narcissus cv. ‘Early Pearl’ (Pfiloha 12 — H)
Snéhové bily kvétny obal; vonici kvéty
9 ‘Poeticus Daffodils’ Pakorunka kratka, diskovita; neni delsi nez 1/5 délky kalichu;
Poeticus hybridy je zelena se Zlutym centrem a ¢ervenou obrubou
Narcissus cv. ‘Lemon Cooler’ (Pfiloha 12 — )
Jeden kvét na stonku
10 ‘Bulbocodium Daffodils Dominantni pakorunka a zanedbatelny kalich
Bulbocodium hybridy Tycinky jsou charakteristicky zakfiveny
Narcissus cv. ‘Cornish Cream’ (Priloha 12 —)J)
‘Split-Cupped Collar Segmenty pakorunky rovnobézné umistény s kalichem
11a Daffodils’ Segmenty pakorunky uloZeny ve dvou—tfi zavitnicich
Koldry Narcissus cv. ‘Trigonometry‘ (Pfiloha 12 — K)
‘Split-Cupped Papillon  Sttidavé umisténi segmentl pakorunky a kalichu
11b Daffodils’ Segmenty pakorunky uloZeny v jedné zavitnici
Motylokvété hybridy Narcissus cv. ‘Jodi’ (Pfiloha 12 — L)
12 ‘Other Daffodil Cultivars’ Kultivary nevyhovujici pfedchozim definicim
Ostatni hybridy Narcissus cv. ‘Masa Verde’ (Pfiloha 12 — M)
‘Daffodils Distinguished
13 solely :ani:fanlcal Divoké varianty a hybridy nalezené ve volné ptirodé

Narcisy rozliSovany pouze
botanickym nazvem
‘Miniature Daffodil’

Miniatury

Narcissus rubicola subsp. Watieri (Pfiloha 12 — N)

Opis shodny s jednotlivymi divizemi; pouze kvét je mensi
Narcissus cv. ‘Itsy Bitsy Splitsy‘ (Pfiloha 12 — O)
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Tabulka 3 — Taxonomické zarazeni Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master (191124](25]

NAZEV LATINSKY

NAZEV CESKY

IMPERIUM
REGNUM
SUBREGNUM
INFRAREGNUM
SUPERDIVISIO
DIVISIO
SUBDIVISIO
CLASSIS
SUPERORDO
ORDO
FAMILIA
SUBFAMILIA
GENUS
SECTIO
SPECIES
VARIETAS

Eukaryota
Plantae
Viridiplantae
Streptophyta
Embryophyta
Tracheophyta
Spermatophytina
Magnoliopsida
Lilianae
Asparagales
Amaryllidaceae
Amaryllidoidae
Narcissus L.

Pseudonarcissus

Narcissus pseudonarcissus L.

‘Dutch Master’
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Jaderné organismy
Rostliny
Zelené rostliny
Streptofyty
Vyssi rostliny
Cévnaté rostliny
Semenné rostliny
Nizsi dvoudélozné rostliny
Jednodélozné rostliny
Chrestotvaré
Amarylkovité
Amarylkové
Narcis

Narcis zluty



3.2. Alkaloidy Celedi Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae je bohatym zdrojem biologicky aktivnich dusikatych latek isochinolinové
struktury, které souhrnné oznacujeme terminem alkaloidy celedi Amaryllidaceae (amarylkovité
alkaloidy). Alkaloidy se vyskytuji v rdmci celych rostlin nicméné hlavnim rezervodrem téchto substanci
jsou jejich podzemni organy — cibule, cibulové hlizy nebo oddenky. Popsdno bylo jiz vic nez 600 téchto
latek, které se v druzich této Celedi vyskytuji jednotlivé nebo kolektivné v rliznorodych skupinach.
Amarylkovité alkaloidy byly podrobeny desitkdm aZ stovkdm rozlicnych studii, které zméfili jejich
rGznou biologickou aktivitu. Za zminéni stoji naptiklad inhibi¢ni aktivita vic¢i ChE, antineoplasticka,

antivirotickd, antiprotozoalni, antimalaricka, antimykoticka nebo analgeticka aktivita B,

3.2.1. Biosyntéza amarylkovitych alkaloid( — norbelladinova cesta

Proces biosyntézy amarylkovitych alkaloidl Ize, podle pritomnych prekurzor( a probihajicich
reakci, rozdélit na pét stupnl. Za prvni stupen lze oznacit tvorbu aminokyselinovych jednotek
(L-fenylalanin a L-tyrosin) prostfednictvim Sikimatové biosyntetické cesty. Druhym stupném
je biosyntéza aldehydové casti molekul amarylkovitych alkaloidd (3,4-dihydroxybenzaldehyd),
zprostredkovana pomoci fenylpropanové biosyntetické cesty. Treti krok mizZzeme oznacit za zakladni
(hlavni) stupen biosyntézy, kdy dochazi ke kondenzaci molekuly tyraminu (vznikd dekarboxylaci
L-tyrosinu pomoci tyrosin dekarboxylasy — TYDC) a 3,4-dihydroxybenzaldehydu za vzniku molekuly
4’-0-methylnorbelladinu, ktery je ve ¢tvrtém stupni cyklizovan intramolekularnim oxidaénim spojenim
fenol-fenol (‘phenol oxidative coupling’) za vzniku nestabilnich intermediatu, které v patém (pozdnim)
stupni poskytuji jednotlivé alkaloidy. Paty stupen biosyntézy mize probihat u jednotlivych druht celedi
Amaryllidaceae rozlicnym mechanismem, pficemZ tyto meziprodukty a mechanismy reakci jsou
v literatufe rozliéné popisovény, a prozatim nebyly plné objasnény . Konkrétni kroky prvnich tFi,
biosyntetickych stupnl jsou popsany v odstavci nize. Zbylé dva biosyntetické stupné jsou popsany

u jednotlivych strukturnich typu alkaloidd.

Pocatek biosyntézy amarylkovitych alkaloid(i se nachazi v procesu oxidacni deaminace molekuly
L-fenylalaninu na kyselinu (E)-skoficovou, ktera je katalyzovana lyasou PAL (fenylalaninamonium lyasa).
Kyselina  (E)-skoficovd je nasledné transformovdana pomoci cytochromu  CYP73A1
(trans-cinamat-4-monooxygenasa), na kyselinu p-kumarovou z které prostfednictvim cytochromu
CYP98A3 vznikd kyselina kdvovd nebo 4-hydroxybenzaldehyd. Kyselina kdvova je prostfednictvim
homologu lyasy VpVAN (vanilin syntasa) transformovana na 3,4-dihydroxybenzaldehyd, ktery
je spole¢né s tyraminem kondenzovan na slouceninu typu Schiffovy baze. Tuto kondenzaci katalyzuje
enzym NBS (norbelladin syntasa). Shiffova baze je nasledné pomoci nezname reduktasy redukovana

na norbelladin. V nasledujicim kroku je norbelladin metylovan pomoci transferasy N4OMT (norbelladin
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4’-0O-methyltransferasa) na 4°-O-methylnorbelladin (klicovy produkt biosyntézy amarylkovitych

alkaloida) BIPI28127] Bjosyntéza 4'-O-methylnorbelladinu je uvedena na Obrazek 1.

4’-0O-Methylnorbelladin je cyklizovan prostfednictvim (‘phenol oxidative coupling’), za vzniku
kovalentni vazby C-C, a to zplisobem ortho-para’, para-ortho” a para-para’. Intramolekularni cyklizace
zpUsobem para-para’ je katalyzovana oxidoreduktasou CYP96T1 (noroxomaritidin syntasa). Zbylé dva
zpUsoby cyklizace jsou katalyzovany doposud nezndmym cytochromem. Cyklizace zplsobem
ortho-para’ vede ke vzniku skeletu lykorinového a homolykorinového (lykoreninového) typu,
zpUsobem para-ortho” ke skeletu galanthaminového typu a zplsobem para-para” k alkaloidim
krininového, haemanthaminového, narciklasinového, tazzetinového a montaninového strukturniho

typu BIBIEIZ7] Biosyntéza viech hlavnich strukturnich typ(i amarylkovitych alkaloid( je uvedena na —

Obrdzek 2.
0] 0] 0]
X
OH PAL X "OH CYP73A1 OH
NH, NH; HO
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O
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OH O;@y VpVAN
-
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HO NH, HO Z HO =
o
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NH N

2 HO
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HO
H HO
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. HO =
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Obrdzek 1 - Biosyntéza hlavniho prekurzoru amarylkovitych alkaloidd BI51261127]
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Obrdzek 2 — Biosyntéza hlavnich strukturnich typd amarylkovitych alkaloidd BIS1261127]
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3.2.2. Struktura a biologicka aktivita amarylkovitych alkaloid(

3.2.2.1.Skupina alkaloidd belladinového typu
Nepritomnost heterocyklicky vazaného dusiku v molekulach téchto alkaloidl je klasifikuje do

skupiny alkaloid( nazyvanych protoalkaloidy. Jejich struktura je odvozena od substituovaného

R,O Ry
OV
R;0

N-benzyl-2-fenylethan-1-aminu.

ALKALOID Ri R: Rs Rs
BELLADIN CH; CH; CH; CHs

N-DEMETHYLBELLADIN CHs H CH: CHs
4’-O-METHYLNORBELLADIN | H H H CHs

Y
1)
e 1) 1) N
H3C\O o O \/\©\
_N _N
H3C \/\@\ H3C

|

NORBELLADIN 'H H H H
|
|

OH

NH _CHj,
OH OH o

ON
CHj,

karltonin A karltonin B karltonin C

Obrdzek 3 — Belladinovy strukturni typ a jeho zdstupci (281129

Pfi fytochemické studii druhu Amaryllis belladonna L. (Amaryllidaceae) byly zjeji cibuli
izolovany ctyfi alkaloidy, z ¢eho jeden byl alkaloid belladinového typu — belladin. Nasledné byly
alkaloidy podrobeny in vitro testu na inhibicni aktivitu vici acetylcholinesterase druhu Electrophorus
electricus L. (eeAChE) za poufZiti galanthaminu (ICso 6,19 + 2,60 uM) jako standardu 2%, Fytochemicka
studie druhu Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Carlton’, prokazala ptritomnost tfi novych alkaloidnich
substanci belladinového typu. Jednd se o karltonin A, karltonin B a karltonin C, které byly nasledné
podrobeny in vitro testlim na inhibicni aktivitu vici lidské acetylcholinesterase (huAChE; standardy
galanthamin — huAChE ICso 1,72 + 0,12 uM a fysostigmin — huAChE 1Cso 0,063 + 0,005 pM) a lidské
butyrylcholinesterase (huBChE; standardy galanthamin — huBChE ICsp 42 £ 1 M a fysostigmin — huBChE
ICso 0,13 £ 0,01 uM). U karltoninu A a karltoninu B byla touto studii prokdzand znacnd aktivita a

selektivita v&i huBChE 2°!, Vechny testy v(i¢i ChE probihali kolorimetrickou metodou podle George L.
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Ellmana nebo jeji modifikovanou verzi. Hodnoty inhibi¢nich aktivit vSech latek jsou vyjadreny jako
hodnota ICso [UM] a jsou uvedeny v podkapitole Prehled inhibic¢nich aktivit amarylkovitych alkaloidd

viici cholinesterasam 291301,

V roku 2014 probéhla studie zamérena na protizanétlivé ucinky norbelladinu vici reaktivnim
formam kysliku, které mizou pomoci aktivace NF-kB (nukledrni faktor kappa B) spustit transkripci gent
kédujicich proteiny sprazené se zanétlivym procesem jako napfiklad cyklooxygenasa 2. Po prokazani
jeho scavengerové aktivity cestou oxidace DPPH (2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl) radikalu, byla
zkoumana jeho aktivita vici enzymu xanthinoxidasa, kterd je schopna pfi oxidaci hypoxanthinu
na kyselinu mocovou produkovat reaktivni formy kysliku. Test prokazal schopnost norbelladinu snizit
mnozstvi reaktivnich forem kysliku o0 33 % a to jiz v 10 uM koncentraci. Nakonec byl testovan jeho
inhibi¢ni Gc¢inek vici cyklooxygenase 1 (standard aspirin) a cyklooxygenase 2 (standard NS-398). Studie
prokazala, Ze norbelladin vkoncentraci 0,25 uM vykazuje vy$si inhibiéni potencial vadi
cyklooxygenase 1 (51 %) a srovnatelny inhibi¢ni potencial vici cyklooxygenase 2 (25 %) v porovnani se

standardy B,

3.2.2.2.Skupina alkaloidd lykorinového typu

Mezi hlavniho zastupce této skupiny patfi alkaloid lykorin, ktery byl izolovan v roce 1877,
zdruhu Narcissus pseudonarcissus L., jako vlibec prvni zastupce alkaloid( této celedi. Zakladnim
strukturnim rysem, jak lykorinu, tak celé skupiny lykorinovych alkaloid(, je pFfitomnost
pyrollo[d.e]fenanthridinového jadra, které vznikd prostfednictvim ‘phenol oxidative coupling’ typu
ortho — para’ z prekurzoru 4°-O-methylnorbelladinu ®'32, Ten je transformovédn na molekulu
noroxopluviinu, ktery je nasledné redukovan na norpluviin. Z néj je, pomoci methylenového mstku,
formovan 1,3-dioxolanovy cyklus a vznika molekula karaninu, ktery je ndsledné hydroxylovan za vzniku

lykorinu !, Zastupci homolykorinového strukturniho typu alkaloid(i jsou uvedeny na Obrazek 4.

Alkaloidy lykorinového strukturniho typu nevykazuji dobré inhibi¢ni vlastnosti vGc¢i ChE.
Potvrdilo to napfiklad testovani inhibi¢nich vlastnosti assoaninu a oxoassoaninu vUc¢i eeAChE.
Za standard byl zvolen galanthamin (ICso 1,07 + 0,18 uM) 31, Inhibiéni vlastnosti viigi ChE byly testovany
také u 11-hydroxygalanthinu, narcissidinu a pseudolykorinu. Byla pouZita eeAChE a BChE druhu
Equus f. caballus L. (eqBChE). Za standard byl zvolen galanthamin (eeAChE — ICso 0,15 pM;
eqBChE — 1Cso 2,47 pM) B4 Ani testovéni acetylkaraninu, galanthinu, karaninu, lykorinu
a O-acetylpluviinu nepfineslo slibné vysledky. Pfi testovani aktivity lykorinu vici AChE (plvod
neznamy) byl za standard zvolen fysostigmin (ICso 0,25 pM). Aktivita galanthinu, karaninu
a O-acetylpluviinu byla testovdna na huAChE a huBChE a jako standard byl zvolen
galanthamin (huAChE - ICsy 1,70 + 0,10 upM; huBChE - 1Css 42,30 + 1,30 uM)
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a Huperzin A (huAChE — 1Cso 0,033 + 0,001 uM; huBChE — ICso > 500 uM). Acetylkaranin byl testovan
v0¢i eeAChE a jako standard byl zvolen galanthamin (ICsp 6,19 + 2,60 pM) BOIB5IE6] yvechny testy vaci
ChE probihali kolorimetrickou metodou podle George L. Ellmana nebo jeji modifikovanou verzi.
Hodnoty inhibi¢nich aktivit vSech latek jsou vyjadfeny jako hodnota ICsp [UM] a jsou uvedeny

v podkapitole Pfehled inhibicnich aktivit amarylkovitych alkaloidi viéi cholinesterasam 3033134135136

ALKALOID R: Rz R3 R4
ACETYLKARANIN | CH3CO H CH;
GALANTHIN H OCH; CHs; CHs
JONQUILLIN CHsCO (0] CH;
KARANIN H H CH,
LYKORIN H OH CHa
O-ACETYLPLUVIIN | CH3CO H CHs CHs
PSEUDOLYKORIN H OH H CHs

H H

assoanin

narcissidin oxoassoanin

Obrdzek 4 — Lykorinovy strukturni typ a jeho zdstupci 1301321341(36]

Alkaloidy lykorinového skeletu patfi z pohledu cytotoxicity pravdépodobné k nejucinnéjsim
amarylkovitym alkaloiddm. Protinddorova aktivita lykorinu byla prokazana in vivo u mysiho melanomu
L6, Lewisova plicniho karcinomu a in vitro napfiklad na bunécnych liniich Hela, K562, BCA-1, HT-1080,
LUC-1, COL-2, KB, KB-V, P-388, A-431, LNCaP a ZR-75-1 B3, Zna&nou cytotoxicitu lykorinu prokazal
také screening amarylkovitych alkaloidd z roku 2017. Testovanych bylo celkem dvacet dva téchto

alkaloidt, pricemz lykorin, haemanthamin a haemanthidin se prokazaly jako nejvice cytotoxické.
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Testovani probéhlo na panelu Sestndcti nadorovych bunécénych liniich — HL-60, Jurkat, MOLT-4, A549,
H1299, COLO-201, HT-29, SW-480, AGS, PANC-1, A2780, Hela, BT-549, MCF-7, MDA-MB-231, SAOS-2
a pro porovnani cytotoxicity vic¢i nenadorovym bunkam byly zvoleny zdravé lidské kozni fibroblasty —
NHDF. Vysledky testovani a porovnani vSech tfi nejvice cytotoxickych alkaloidli uvadi Tabulka 6 v
podkapitole Skupina alkaloidi haemanthaminového a krininového typu 8. Studie z roku 2019
prokdzala antiproliferacni a proapoptoticky ucinek lykorin u NSCLC prostfednictvim up-regulace
genové exprese miR-1863, které Gc¢inek je namifen proti kinase CDK1 (cyklin-dependentni kinasa 1; byl
prokdzan jeji zvy3eny vyskyt v nddorovych burikdch) . Dalsi studie lykorinu prokazala jeho schopnost
inkorporovat se do molekul cyklodextrind, jako molekularnich nosic, a tim zvysit jeho rozpustnost ve
vodé, termostabilitu a cytotoxicitu. Cytotoxicita lykorinu a jeho molekuldrnich komplex byla
testovana na nadorovych liniich HT-29, DLD-1, SW480 a HCT116 a za standard cytotoxicity byla zvolena
cisplatina. Ze studie plyne, ze samotny lykorin vykazuje vyssi cytotoxicitu nez cisplatina. Dale bylo
pozorovano Ze, dva ze tfi molekuldrnich lykorinovych komplex prokazali signifikantni zvyseni

cytotoxicity v porovnani ze samotnym lykorinem nebo cisplatinou — Tabulka 4 47,

Tabulka 4 — Pfehled ICsp lykorinu a jeho molekuldrnich komplexd vaéi lidskym nddorovym kulturdm 140

FORMA LYKORINU ICso [UM]
HT29 SW480 HCT116 DLD-1
LYKORIN 3,35 4,47 2,93 3,75

LYKORIN + a-CYKLODEXTRIN | 0,16 0,31 0,17 0,30
LYKORIN + B-CYKLODEXTRIN | 0,29 0,43 0,24 0,27
LYKORIN + y-CYKLODEXTRIN | 3,38 4,08 3,47 3,99
CISPLATINA 4,46 9,47 4,30 4,48

Studie z roku 2020 prokazala aktivitu lykorinu vici viru ZIKA. Jednd se o RNA vir z celedi
Flaviviridae, prvné objeven v ugandském destovém pralese Ziika v roku 1947 u primata Macaca
mulatta (Cercopithecidae). Jako hostitelské burky pro in vitro testy byly zvoleny zdravé ledvinné buriky
primata z rodu Chlorocebus Gray (Cercopithecidae) — Vero a nadorové linie Huh7 a A549. Jako pozitivni
standard byl zvolen brequinar (selektivni inhibitor dihydroorotat dehydrogenasy, blokujici syntézu
pyrimidinu). Antivirova aktivita lykorinu a brequinaru je vyjadiena jako ECso [UM] a jejich cytotoxicka
koncentrace jako CCso [UM]. Pomoci nastroji molekuldrni genetiky bylo zjisténo Ze, inhibi¢ni schopnost
lykorinu na replikaci ZIKA viru je zpUsobena ovlivnénim jeho RNA-dependentni RNA polymerasy.

Aktivita lykorinu byla dale testovana také na in vivo infikovaném mysim modelu, kde se opétovné

3 microRNA-186 je kratka nukleotidova sekvence, kterd se véZe na specifické misto genu pro CDK1 a zpUsobuje
down-regulaci exprese proteinu CDK1 v NSCLC burikach B9,
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prokazala jeho schopnost potla&it replikaci ZIKA viru “Y. Vysledky CCso a ECso lykorinu a brequinaru vigi

testovanym bunécnym liniim jsou uvedeny v Tabulka 5.

Mimo antineoplastickou a antivirovou aktivitu, je lykorin také silnym inhibitorem enzymu
L-galaktono-y-lakton dehydrogenasa. Tato oxidoreduktasa katalyzuje findlni proménu slouceniny
L-galaktono-1,4-lakton na kyselinu L-askorbovou. Pfi in vivo studii na mySim a potkanim modelu

vykazoval lykorin také hepatoprotektivni, analgetické a antioxida&ni uginky BI132142],

Tabulka 5 — Antivirovd aktivita lykorinu vaci viru ZIKA 141

BUNKY CCso [uM] ECso [uM]

' LYKORIN BREQUINAR LYKORIN BREQUINAR
VERO | 21 > 50 0,39 0,022
HUh7 | 4,40 > 50 0,22 0,006
A549 | 4,29 >50 0,22 0,046

3.2.2.3.Skupina alkaloidd homolykorinového typu

Alkaloidni skelet této skupiny ma zaklad v substituovaném 2-benzopyrano-[3.4-g] indolovém
jadru, vznikajicim pfi ‘phenol oxidative coupling’ cestou ortho-para’ z 4’-O-methylnorbelladinu.
Ten je transformovan na molekulu noroxopluviinu, ktery je dale redukovdn na norpluviin. Norpluviin
je nasledné oxidovan (hydroxylace) na hydroxynorpluviin. Nové vznikld hydroxylovd skupina
je opétovné oxidovana, a za soucasného otevreni kruhu vznika sloucenina povahy aminoaldehydu.
Dale nasleduje proces intramolekularni rotace a tvorby hemiacetalové vazby, ¢im se zformuje novy
kruh. Nové vznikld molekula je nasledné methylovana na alkaloid lykorenin a ten je redukovan
na homolykorin [?7/BH43] N&ktery autofi pojmenovavaji tento strukturni typ jako lykoreninovy, zfejmé
zdlvodu pfitomnosti lykoreninu jako prekurzoru homolykorinu. Zastupci homolykorinového

strukturniho typu alkaloidl jsou uvedeny na Obrazek 5.

Podobné jako tomu bylo u lykorinovych alkaloid(i, ani ty homolykorinové nevykazuji dobré
inhibi¢ni aktivity vaci lidskym ChE. Kromé dubiusinu, byla inhibi¢ni aktivita vSech alkaloidl
na Obrdzek 5 testovdna vici huAChE a huBChE a jako standard byl zvolen galanthamin
(huAChE — 1Cso 1,70 = 0,10 uM; huBChE — ICso 42,30 = 1,30 puM) a Huperzin A (huAChE —
ICs00,033 + 0,001 pM; huBChE — ICso > 500 uM) 3¢, P¥i fytochemickém screeningu tureckého Galanthus
alpinus Sons. var. alpinus (Amaryllidaceae) byl izolovan homolykorin a nasledné testovan vici eeAChE
a egBChE. Za standard byl zvolen galanthamin (huAChE — ICso 0,15 pM; huBChE — ICso 2,47 pM) 144,
Vsechny inhibic¢ni testy vici ChE probihaly kolorimetrickou metodou podle George L. Ellmana nebo jeji
modifikovanou verzi. Hodnoty inhibi¢nich aktivit vSech latek jsou vyjadfeny jako hodnota
ICso [UM] a jsou uvedeny v podkapitole Prehled inhibicnich aktivit amarylkovitych alkaloidi vici

cholinesterasam 331361144,
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ALKALOID R: Rz R3 Rs Rs Rs

HIPPEASTRIN CH; 0] OH CHs
HOMOLYKORIN CHs CHs; ) H CHs
LYKORENIN CHs CH; OH H H CHs
MASONIN CH, ) H CHs
NORMASONIN CH, ) H H

ODULIN CH, OH H H CHs
O-ETHYLLYKORENIN CHs CHs; OC;Hs H H CHs
O-METHYLLYKORENIN | CH3 CHs OCHs H H CHs

tetrahydromasonin dubiusin

Obrdzek 5 — Homolykorinovy strukturni typ a jeho zdstupci 321(36]

Alkaloidy dubiusin, hippeastrin, homolykorin a lykorenin vykazuji zna¢né cytotoxické vlastnosti
vUci nddorovym bunkam LMTK, MOLT-4, HepG2, LNCaP, avsak jejich potencialnimu vyuZiti jako novych
cytostatik brani jejich vyrazni cytotoxicita vici lidskym nenadorovym burikam. Z dalSich Gcinku
homolykorinovych alkaloidl Ize uvést naptiklad hypotenzni uc¢inky u dubiusinu, homolykorinu
a lykoreninu. Lykorenin navic vykazuje také vasodilatacni ucinky, které jsou pfipisovany jeho
a-adrenolytickému plsobeni a také je schopen vyvolat bradykardii modulaci aktivity bloudivého nervu.
U hippeastrinu byla mimo jeho antineoplastického plsobeni prokazana také antiviroticka aktivita vici
Herpes simplex viru typu 1 (Herpesviridae) a aktivita antimykoticka v(ci kvasince Candida albicans

(Saccharomycetaceae) ¥!27],

3.2.2.4.Skupina alkaloidd galanthaminového typu
Jak jiz z ndzvu strukturniho typu plyne, patti galanthamin mezi hlavni zdstupce této skupiny
alkaloidd. Prvné byl izolovan roku 1940 z rostlinného druhu Galanthus nivalis L. (Amaryllidaceae).
Galanthaminovy strukturni typ alkaloidd je odvozen od substituovaného hexahydro-6H
benzo[2.3]benzofurano[4.3-c.d]azepanového jadra, které vznika pfi ‘phenol oxidative coupling’ typu

para —ortho” B2, Jako prvni krok biosyntézy je popisovana cyklizace 4’-O-methlynorbelladinu za vzniku
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azepanového cyklu a dienonu, pfitomného na jeho fenylethanové ¢&asti molekuly. Dienon
spontanné reaguje  svolnou hydroxylovou  skupinou benzylové  (asti molekuly
4’-0O-methylnorbelladinu, ¢imZ vznikd etherovy mustek a je vytvofen furanovy cyklus. Tahle
transformace vedla k tvorbé molekuly N-demethylnarwedinu, ktery je po ndsledné stereoselektivni
redukci transformovan na molekulu norgalanthaminu, a ten je methylovan (N-methylace) za vzniku
molekuly galanthaminu 7). Z&stupci galanthaminového strukturniho typu alkaloidd jsou uvedeny

na nasledujicim obrazku — Obrazek 6.

Rz -0 0-CHs
R, H
ALKALOID R R Rs
EPINORGALANTHAMIN | H OH H
GALANTHAMIN | OH H  CHs
NARCISIN | OH H CHsCO
NARWEDIN | 0 CHs
NORGALANTHAMIN | OH H H

sanguinin 11-hydroxygalanthamin lykoramin

Obrdzek 6 — Galanthaminovy strukturni typ a jeho zdstupci 3211331(45]

U galanthaminu, lykoraminu a narwedinu byla testovana jejich inhibicni aktivita vici huAChE
a huBChE a za standard byl zvolen galanthamin (huAChE — ICso 1,70 + 0,10 uM; huBChE —
ICso 42,30 *+ 1,30 uM) a Huperzin A (huAChE — ICso 0,033 + 0,001 pM; huBChE — ICso > 500 uM) 3¢,
Galanthamin byl testovan také vici eeAChE a eqBChE. Za standard byl zvolen galanthamin (eeAChE —
ICs0 0,15 uM; egBChE — ICs 2,47 pM) B4, Sangunin, izolovany z druhu Crinum jagus (J.Thomps.) Dandy,
byl také testovan vici AChE (neznamy plivod). Jako standard pfi testovani byl zvolen galanthamin
(ICs0 7,50 + 0,02 uM) 31, Jina fytochemicka studie testovala inhibi¢ni G&inky sanguininu v¢i eeAChE.
Za standard byl zvolen galanthamin (ICso 1,07 = 0,18 puM). Ve stejné studii byl testovan také
11-hydroxygalanthamin a epinorgalanthamin 3. V3echny inhibi¢ni testy va& ChE probihali

kolorimetrickou metodou podle George L. Ellmana nebo jeji modifikovanou verzi. Hodnoty inhibi¢nich
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aktivit vSech latek jsou vyjadreny jako hodnota ICso [UM] a jsou uvedeny v podkapitole Prehled

inhibi¢nich aktivit amarylkovitych alkaloidi vici cholinesterasam 3313611451,

Kromé anticholinesterasovych (cholinomimetickych) vlastnosti, vykazuje galanthamin také
modulacni ucéinek vici pre- a postsynaptickym nikotinovym acetylcholinovym receptordm (nAChRs),
konkrétné na homomernim a7 a heteromernim (a4)s(f2), nikotinovém receptoru. Modulaci téchto
receptorl se zvySuje neuronalni neurotransmise, a také se predpokladd protektivni Ucinek vudi
amyloidem B (AB) vyvolané apoptdze neuron(. Jak tedy z uvedeného plyne, ma galanthamin dudlni
efekt (cholinomimeticky a nAChRs modulaéni), coZ spolecné sjeho dobrou propustnosti ptes

hematoencefalickou bariéru z n&j délad vhodného kandidata pro lé¢bu AD 2711461,

Derivat galanthaminu — sanguinin, vykazuje vétsi afinitu vazat se na AChE, a tim padem i jeho
cholinomimeticky Géinek je vétsi neZ u galanthaminu®. Za pfi¢inu téchto vlastnosti se predpoklada
pfitomnost volné hydroxylové skupiny (u galanthaminu nese tato hydroxylova skupina methyl), ktera
mlzZe pomoci slabych vazebnych interakci reagovat s molekulou AChE. Naproti sanguininu
a galanthaminu nevykazuje alkaloid lykoramin téméf Zadnou anticholinesterasovou aktivitu.
a sanguininu je pritomnd), ¢im se vytratila prostorova rigidita molekuly, kterou ji tato vazba
poskytovala a oteviela se moznost pro volnou rotaci molekuly kolem jednoduché o-vazby. Z tohoto
dlvodu neni molekula lykoraminu schopna zaujmout spravnou prostorovou konformaci potrebou
k interakci svazebnim mistem na AChE. Z dalSich galanthaminovych alkaloidi Ize uvést alkaloid
narwedin, u kterého byly pozorovany ucinky na kardiovaskuldrni systém — zvySeni srde¢ni amplitudy
a bradykardizujici uc¢inek; respiracni systém — stimulace ventilace. Déle je také schopen antagonizovat

ucinek hypnotik a potencovat analgeticky G¢inek morfinu 7.,

3.2.2.5.Skupina alkaloidd haemanthaminového a krininového typu

Haemanthaminovy a krininovy typ alkaloidl je odvozen od 5,10b-ethanofenantridinového
jadra B2, Jednu z moZnych biosyntetickych cest alkaloidd haemanthaminového typu popisuje studie
z roku 2018 u druhu Rhodophiala bifida (Herb.) Traub (Amaryllidaceae), ktera predpoklada biosyntézu
téchto alkaloidl cestou para-para’ ‘phenol oxidative coupling’, kde se ze 4’-O-methynorbelladinu
formuje molekula noroxomaritidinu, ktery je nasledné redukovan na normaritidin. Ten je pak
transformovan za vzniku 1,3-dioxolanového cyklu na vittatin, ktery je ndasledné hydroxylovan
(12-C-hydroxylace) na 11-hydroxyvittatin. Finalnim krokem tvorby haemanthaminu je methylace

(3-O-methylace) molekuly 11-hydroxyvittatinu ?°!. Biosyntéza krininového typu alkaloidl vychdzi

4 Popisuje se aZ desetkrat vétsi vazebni afinita na AChE a cholinomimeticky Géinek oproti galanthaminu 7],
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z normaritidinu, ktery je transformovan za vzniku 1,3-dioxolanového cyklu na krinin® 27}, Zastupci
haemanthaminového a krininového strukturniho typu alkaloidl jsou uvedeny na nasledujicim

obrazku — Obrazek 7.

ALKALOID Ri. R Rs R Rs Rs Ry
EPIMARITIDIN H OH CH3 CH3 H H H
HAEMANTHAMIN | OCHs  H CHz H H OH
HAEMANTHIDIN | OCH; H CH» H OH OH
KRINAMIN H  OCHs CH» H H OH
MARITIDIN OH H CHs CH H H H
PAPYRAMIN OCH; H CHs CH, H OH H
VITTATIN OH H CH> H H H

o)
oH OH
H ‘
¢ o
o) N o] N

H H
krinin elwesin (1,2-dihydrokrinin) flexinin seco-isopowellaminon

Obrdzek 7 — Haemanthaminovy a krininovy strukturni typ a jejich zdstupci B2361[45]147]

Krinin a flexinin, izolovany pfi fytochemické studii druhu Crinum jagus (J.Thomps.) Dandy
(Amaryllidaceae), byly rovnéz testovany vici AChE (neznamy plivod). Jako standard pfi testovani byl
zvolen galanthamin (ICso 7,50 + 0,02 uM) 1. Krinin byl testovan také ve fytochemické studii druhu
Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master’. Testovani probéhlo vicéi huAChE a huBChE
a za standard byl zvolen galanthamin (huAChE — ICso 1,70 + 0,10 uM; huBChE — 1Cs0 42,30 + 1,30 uM)
a Huperzin A (huAChE — ICs0 0,033 £ 0,001 pM; huBChE — ICsp > 500 uM). Ve stejné studii probéhlo také
testovani epimaritidinu, haemanthaminu a seco-isopowellaminonu ¢, Viechny inhibi¢ni testy vi¢i
ChE probihali kolorimetrickou metodou podle George L. Ellmana nebo jeji modifikovanou verzi.
Hodnoty inhibi¢nich aktivit vSech latek jsou vyjadfeny jako hodnota ICso [UM] a jsou uvedeny

v podkapitole Pfehled inhibicnich aktivit amarylkovitych alkaloidii vici cholinesterasam 391143,

5 Vittatin a krinin jsou enantiomery — jejich zaklad tvofi enantiomerni 5,10b-ethanofenantridinové jadro. Pro
porovnani jejich struktur viz. Obrazek 2 nebo Obrazek 7.
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Jak jiz bylo zminéno v podkapitole Skupina alkaloidi lykorinového typu, byly lykorin,
haemanthamin a haemanthidin podrobeny in vitro cytotoxickému screeningu na panelu Sestnacti linii
nadorovych bunék. Studie prokdzala jejich znaénou cytotoxicitu® vaéi véem nadorovym liniim.
Cytotoxicka aktivita je vyjadiena jako hodnota ICso [UM] a je uvedena v Tabulka 6. Ve stejné studii byl
testovan také krinin, ktery po porovnani se standardem (doxorubicin)’, neprokdzal téméf Zadnou
cytotoxicitu vici testovanym nadorovym liniim (viabilita bunék vystavenych krininu se pohybovala

v rozmezi 85 — 115 %) 138,

Tabulka 6 — Prehled ICsplykorinu, haemanthaminu a haemanthidinu vici lidskym nddorovym kulturém 138

BUNECNA ICso [uM]
LINIE HAEMANTHAMIN HAEMANTHIDIN LYKORIN
HL-60 0,9+0,1 1,6 0,2 1,3%0,1
JURKAT 1,4+0,3 9,3+0,2 1,3%0,1
MOLT-4 1,2+0,1 1,7+0,1 1,0+0,2
A549 1,1+0,2 9,6 +0,0 1,0+0,1
H1229 1,2+0,2 9,4+0,3 0,9+0,2
COLO-201 1,0+0,1 9,3+0,3 0,8+0,2
HT-29 0,30,1 1,3+0,1 0,8+0,3
SW-480 0,7%0,1 1,4+0,1 0,9+0,3
AGS 1,0+0,2 1,5+0,3 0,8+0,3
PANC-1 9,8+0,4 9,7+0,2 0,7+0,4
A2780 0,7+0,4 2,3+0,4 1,2+0,1
HELA 0,6+0,1 1,6 +0,2 0,9+0,3
BT-549 1,0+0,2 9,6 +0,1 1,1%0,2
MCF-7 0,8+0,1 1,8%0,2 0,8+0,5
MDA-MB-321 9,5+0,2 8,5+1,0 1,4%0,2
SA0S-02 1,1+0,4 9,7+0,4 1,2+0,4
NHDF 0,5+0,1 1,4+0,4 0,8+0,3

Krinin a elwesin byly také testovany vici lidskym nadorovym burikdm. Pro testovani byly
zvoleny nadorové bunécéné kultury SKW-3, HL-60, HL-60/Dox, MDA-MB-231 a jako standard byl zvolen
topotekan (derivat kamptotecinu; inhibitor topoisomerasy 1). Cytotoxicka aktivita je vyjadiena jako
hodnota ICso [UM] a je uvedenad v tabulce. | pfesto, Ze screening neprokazal dobré protinadorové ucinky
téchto alkaloid(, tak poukazal na urcity vztah mezi strukturou a cytotoxickym ucinkem téchto
alkaloidnich struktur — krinin vs. jeho hydrogenovany protéjsek elwesin ). Porovnani hodnot ICso
krininu, elwesinu a topotekanu vicéi nadorovym liniim je uvedeno v Tabulka 7. Také krinamin, maritidin
a papyramin vykazuji antineoplastickou aktivitu. Jejich aktivita byla prokazala u linii nddorovych bunék

MOLT-4, BL-6, HepG2 a LNCaP 27,

6 Pfedpokladany mechanismus cytotoxického u&inku haemanthaminu tkvi v blokaci vazebného mista pro
peptidyltranserasu na 60S ribozomalni podjednotce, ¢imZ je znemoZnéna elongace polypeptidového fetézce
nové vznikajiciho peptidu 27,

7 Viabilita bunék vystavenych doxorubicinu se pohybovala v rozmezi 2 — 63 % 381,
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Z dalsich ucink( téchto alkaloidl Ize zminit napfiklad schopnost krinaminu inhibovat produkci
oxidu dusnatého, antimalarickou aktivitu haemanthaminu, haemanthidinu a krinaminu vidi chlorochin
rezistentnimu kmenu Plasmodium falciparum (Plasmodiidae) a hypotenzni Ucinky u papyraminu. Nelze
také opomenout antibakteridlni Ucinky vittatinu vUci Staphylococcus aureus (Staphylococcaceae)
a Escherichia coli (Enterobacteriaceae) a krinaminu vUci Bacillus subtilis (Bacillaceae) a Staphylococcus

aureus (Staphylococcaceae) 7).

Tabulka 7 — Prehled ICsp krininu a elwesinu viéi lidskym nddorovym kulturdm 147)

ALKALOID 1Cso [kM]

| SKw-3 HL-60 HL-60/Dox MDA-MB-231
KRININ 16,95£6,56 20,86+1,59 14,04%1,34 68,11+7,78
ELWESIN | >100,00 > 100,00 > 100,00 > 100,00
TOPOTEKAN | 0,27+0,07 0,17+0,04 024+0,06 0,35+0,11

3.2.2.6.Skupina alkaloidd narciklasinového typu

Zakladnim strukturnim prvkem narciklasinovych alkaloid(i je pritomnost fenantridinového
jadra, které je dale substituovano. Biosyntéza této skupiny alkaloid( nebyla doposud plné objasnéna.
Céste¢né mlzZeme biosyntézu téchto alkaloidd nalézt v studii druhu Rhodophiala bifida (Herb.) Traub
(Amaryllidaceae) zroku 2018, kterd popisuje biosyntézu vittatinu ®, jako jednoho z moinych
prekurzor( téchto alkaloidé ©!. Biosyntéza vittatinu je popsana v podkapitole Skupina alkaloidd
haemanthaminového a krininového typu. Za dalsi krok biosyntézy téchto alkaloid(i se popisuje
preskupeni 5,10b-ethanofenantridinového jadra vittatinu na jadro fenanthridinové, které je nasledné
v nékolika krocich hydroxylovano a redukovano na narciklasin, ktery mize byt pak hydroxylovan
na pankratistatin !, Néktery autofi oznacuji za prekurzor této alkaloidni skupiny alkaloid krinin,
coz vzhledem na enantiomerni povahu krininu a vittatinu nemusi byt vcelku chybnd hypotéza 1?7, Jina
literatura zas za biologicky prekurzor narciklasinu oznacuje 11-hydroxyvittatin, ktery eliminuje sv(j
ethanovy mustek prostfednictvim retro-Prinsové reakce za vzniku intermedidtu, ktery je nasledné
v nékolika krocich redukovéan a hydroxylovén na narciklasin 1“8, Zastupci narciklasinového strukturniho

typu alkaloid(i jsou uvedeny na Obrazek 8.

Studie druhu Cyrthantus contractus N.E.Br. (Amaryllidaceae) prokazala vjeho cibulich
pritomnost alkaloidu narcipriminu, ktery byl nasledné podroben in vitro inhibi¢nim testim v(ici eeAChE
za pouZiti galanthaminu (ICso 1,9 * 0,16 uM) jako standardu F°. Studie cibuli rostlinného druhu
Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Carlton’ zas prokdzala pfitomnost dalSiho narciklasinového alkaloidu
trisphaeridinu, ktery byl nasledné testovan na inhibi¢ni aktivitu vi¢i huAChE (standardy galanthamin —
huAChE ICso 1,72 £ 0,12 uM a fysostigmin — huAChE ICso 0,063 + 0,005 uM) a huBChE (standardy
galanthamin — huBChE ICso 42 + 1 uM a fysostigmin — huBChE ICs 0,13 + 0,01 uM) 2°!. V8echny inhibiéni
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testy vlici ChE probihali kolorimetrickou metodou podle George L. Ellmana a hodnoty inhibicnich aktivit
jsou vyjadreny jako hodnota ICso [UM] a jsou uvedeny v podkapitole Prehled inhibi¢nich aktivit

amarylkovitych alkaloidii viéi cholinesterasam 12969,

OH O

narciklasin narciprimin

o S
<o/N

trisphaeridin ismin
Obrdzek 8 — Narciklasinovy strukturni typ a jeho zdstupci 13211491

Fytochemicka studie druhu Lycoris radiata (L'Hér.) Herb. (Amaryllidaceae) zroku 2019
prokdzala u narciklasinu, izolovaného z tohoto druhu, schopnost inhibovat aktivaci NF-kB (nuklearni
faktor kappa B) a fosforylaci MAPK (mitogenem aktivovana proteinova kinasa), ¢ehoz vysledkem
je suprese tvorby nékterych cytokind — interleukin 6, tumor nekrotizujici faktor a a interleukin 1B.
V konecném duasledku prokazala tato studie protizanétlivy efekt narciklasinu, ktery muze byt
v budoucnu potencidlné vyuzit pro terapii rozlicnych onemocnéni asociovanych se zanétlivym
procesem. Ve stejné studii byly prokazané také jeho cytotoxické vlastnosti vic¢i nékterym nadorovym
linim — HepG2 (ICso 0,08 uM), HT-29(ICso 1,373 uM), LO2 (ICso 0,09 puM) a RAW264.7
(ICso 0,055 uM) U, Dale byla u narciklasinu popsand aktivita antimitotickd prostfednictvim inhibice

proteosyntézy® v M-faze bunééného cyklu 7,

Mimo vySe uvedené ucinky narciklasinu je prokazany také jeho adjuvantni ucinky pfi IéCbé
artritidy (prokazano in vivo u mysiho modelu), antibakteriadlni Gcéinek vici Corynebacterium fascians
(Nocardiaceae) a antivirotické vici RNA virlim z celedi Flaviviridae a Bunyaviridae. Navic je narciklasin,
stejné jako lykorin, schopen potladit tvorbu kyseliny L-askorbové, inhibovat gibereliny indukovanou
produkci a-amylasy u jeCmene, prostfednictvim inhibice proteas oddalit starnuti fezanych kvétd
kosatce a také inhibovat enzymy isocitratlyasa (pfitomna v glyoxysomech) a hydroxypyruvat reduktasa

[27]

(pfitomna v peroxisomech) Mezi dalsi ucinky, potencialné vyuZitelné pti terapii nadorovych

8 Narciklasin interaguje s 60S ribozomalni podjednotkou a zabrafiuje inkorporaci dalsi aminokyselinové jednotky
na 3’konec nové vznikajiciho polypeptidového fetézce v katalytickém misté peptidyltransferasy 271,
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onemocnéni, patfi inhibice angiogeneze prostfednictvim snizeni mnozZstvi VEGF (vaskularni
endoteliadlni rastovy faktor), RhoA (Ras homolog ¢len rodiny A) a down regulaci VEGFR-2 (receptor pro
endoteliadlni rastovy faktor typu 2). Tyto Gcinky byly prokazany in vitro inhibici diferenciace lidskych

endotelidlnich bunék pupeénikové Zily a in vivo na my3im modelu, v dédvce 1 mg/kg/den ©2.

Z dalsich ucink( této skupiny alkaloid(l Ize uvést naptiklad antiretrovirové ucinky trisphaeridinu,

hypotenzni a cytotoxické Gcinky isminu nebo antineoplastické uginky pankratistatinu 7.,

3.2.2.7.Skupina alkaloid( tazettinového typu
Skupina alkaloidi tazettinového typu se vyznacuje pritomnosti substituovaného

(321 Biosyntéza tohoto strukturniho typu alkaloidd

2-benzopyrano-[3.4-clindolového jadra
predpoklada pritomnost haemanthaminu, jako jejich biologického prekurzoru, ktery je hydroxylovan
(6-C-hydroxylace) na haemanthadin. Nasleduje otevieni kruhu mezi dusikem v poloze 5 a uhlikem C6
za vzniku intermediatu aminoaldehydické povahy, ktery je nasledné methylovan (N-methylace).
Aldehydova skupina methylovaného intermediatu reaguje s volnym hydroxylem v poloze 11 (hydroxyl
plvodné neseny ethanovym mustek haemanthadinu), a za vzniku etherové vazby je zformovana
molekula pretazettinu, ktery je nasledné transformovan na tazettin 8. Zastupci tazettinového

strukturniho typu alkaloid( jsou uvedeny na nasledujicim obrazku. Zastupci tazettinového strukturniho

typu jsou uvedeny na Obrazek 9.

tazettin kriwellin pretazettin jonquailin

Obrdzek 9 — Tazettinovy strukturni typ a jeho zdstupci 13211551

Fytochemicky screening druhu Rhodophiala andicola (Poepp.) Traub (Amaryllidaceae) prokazal
mimo jinych, také pfitomnost tazettinu, ktery byl nasledné testovan vici eeAChE za pouZiti standardu
galanthaminu (ICsp 0,17 + 0,15 pg/ml). Testovani probihalo kolorimetrickou metodou podle George L.
Ellmana. Hodnota inhibicni aktivity je vyjadfena jako hodnota ICso [UM] a je uvedena v podkapitole
Pfehled inhibi¢nich aktivit amarylkovitych alkaloidd vici cholinesterasam 3. Pretazettin, izolovany
z brazilského Hippeastrum psittacinum (Ker Gawl.) Herb. (Amaryllidaceae), byl testovan vici AChE
plvodem z potkaniho mozku. Za standard byl zvolen galanthamin (% inhibice > 90). V porovnani

vv v

se standardem, neprokazal pretazettin téméf zadnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i potkani AChE %,
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Joanquailin, izolovany z druhu Narcissus jonquilla cv. ‘Quail‘, byl podroben cytotoxickému
screeningu na panelu deviti linii nadorovych bunék a jeho cytotoxicka aktivita byla vyjadiena jako
hodnota Glso (koncentrace potfebnd k redukci viability bunék na 50 %) [uM]. V studii prokdzal
joanquailin (Glsp 28 uM) vétsi cytotoxicitu vUci linii nadorovych bunék U87 neZ referencéni latka
(paklitaxel Glso96 uM) a také byl prokazan jeho synergicky Ucinek s paklitaxelem vUci linii nddorovych
bunék H1993, coZ z néj muZe v budoucnu udinit potencidlni agens pro adjuvantni terapii multidrug
rezistentnich karcinomu °. Synergické uc&inky, vi¢i multidrug rezistentnimu karcinomu L5178, byly
pozorovany také u pretazettinu a doxorubicinu 1?7\, Z dal3ich protinddorovych ug&inku lze uvést
napriklad Gcinek pretazettinu vaci liniim nadorovych bunék Hela, LMTK, MOLT-4 a také vici

Ehrlichovmu tumoru a Lewisovmu plicnimu karcinomu 127,

Mezi dalsi ucinky pretazettinu patfi naptiklad antivirovy Ucinek vici Herpes simplex viru typu 1
(Herpesviridae) a také virim z celedi Flaviviridae a Bunyaviridae a inhibi¢ni efekt na proteosyntézu

zprostfedkovany vazbou na 60S podjednotku ribozomu 27132,

Tazettin byl testovan vici Plasmodium falciparum (Plasmodiidae) — chlorochin senzitivni kmen
T9.96 a chlorochin rezistentni kmen K1. Jako standardy pro testovani byly zvoleny meflochin
a chlorochin. Antimalaricka aktivita je vyjadfena jako hodnota ICsp [UM] a je uvedena v Tabulka 8.
Testovany byly také galanthamin, krinin a lykorin. Krinin a lykorin dosahly pfi testovani lepsi vysledky
neZ galanthamin nebo tazettin, coZ poukazuje na urcity vztah mezi strukturou téchto alkaloidu a jejich
antimalarickou aktivitou. Vysledky naznacuji, Ze alkaloidy, které ve své strukture obsahuji
methylendioxybenzenovy cyklus a nesubstituovany terciarni dusik (krinin a lykorin), vykazuji
signifikantni zvySeni antimalarické aktivity v porovnani s alkaloidy s N-methylovanym tercidlnim

dusikem (galanthamin a tazettin) ve své molekule °),

Tabulka 8 — Antimalarickd aktivita krininu, lykorinu a tazettinu [56]

ALKALOID |Cs0[ug/ml]
T9.96 K1
GALANTHAMIN | 4,800 15,930
KRININ 2,110 1,650
LYKORIN 1,026 0,379
TAZETTIN 5420 5,080
MEFLOCHIN - 3,940
CHLOROCHIN - 6,060

3.2.2.8.Skupina alkaloid& montaninového typu
Prvni alkaloidy montaninového strukturniho typu byly izolovany roku 1955 z druhl rodu
Haemanthus L. (Amaryllidaceae). Jmenovité je jedna o coccinin, manthidin, manthin a montanin.

Alkaloidy maji zaklad v substituovaném pentacyklickém 5,11-b-metanomorfantridinovém jadru /32,
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Biosyntéza alkaloid(l montaninového typu (hlavné montaninu) nebyla doposud pIné pochopena. Jednu
z moZnych biosyntetickych cest popisuje studie z roku 2018 u druhu Rhodophiala bifida (Herb.) Traub
(Amaryllidaceae), ktera predpoklada biosyntézu téchto alkaloidd cestou para-para” ‘phenol oxidative
coupling’ kde je normaritidin transformovan za vzniku 1,3-dioxolanového cyklu na vittatin.
Ten je v nasledujicim kroku hydroxylovdn (12-C-hydroxylace) na 11-hydroxyvittatin, ktery pak
preskupuje svoje 5,10-b-ethanofenantridinové jaddro na jadro 5,11-b-methanomorfantridinové. Timto
preskupenim jader vznikd pankracin, ktery je dale methylovan (9-O-methylace) na montanin ©12¢],
Zastupci montaninového strukturniho typu alkaloidd jsou uvedeny na nasledujicim

obrazku — Obrazek 10.

ALKALOID R1 R R3 R4

PANKRACIN H OH OH H
BRUNSVIGIN H OH H OH
MONTANIN H OCH; OH H
COCCININ OCH3 H OH H
MANTHIN H OCH; OCH;3 H
MANTHIDIN H OCHs H OCHs

nangustin pankratinin C (squamigin)

Obrdzek 10 — Montaninovy strukturni typ a jeho zdstupci 16}

Pankratinin C, izolovany z druhu Narcissus tazetta subs. tazetta L., byl podroben in vitro
inhibi¢nim testlm v{ci eeAChE a eqBChE. Testovani probéhlo kolorimetrickou metodou podle George
L. Ellmana a jako standard byl zvolen galanthamin (eeAChE — 1Csp 0,15 uM; eqgBChE — 1Cso 2,47 uM).
Pankratinin-C vykazuje slabou aktivitu vi&i egBChE a Zadnou viéi eeAChE B4, Ve stejné studii jako
pretazettin, byl izolovany také montanin. V porovnani s galanthaminem (% INHIBICE > 90 %), prokazal
montanin (% inhibice > 50 %), v1 mM koncentraci, svou inhibiéni aktivitu vi¢i potkani AChE B4,
Testovani probihalo kolorimetrickou metodou podle George L. Ellmana a hodnota inhibi¢ni aktivity
byla vyjadfena jako hodnota ICso [UM] a je uvedena v podkapitole Prehled inhibicnich aktivit

amarylkovitych alkaloidi vici cholinesterasam B34,
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Cytotoxicky screening montaninu, izolovaného z Hippeastrum vittatum (L'Hér.) Herb.
(Amaryllidaceae) prokazal jeho znacnou aktivitu vicéi vSem testovanym nadorovym liniim — HT29,
H460, RXF393, MCF-7 a OVCAR3. Cytotoxickd aktivita montaninu je vyjadifena jako hodnota
ICso [pg/ml] a je uvedena v Tabulka 9 F7). Screening z roku 2018 zas prokdazal cytotoxicky Gcinek
montaninu a coccininu v0i¢i dalSim péti liniim lidskych nadorovych bunék — MCF-7, Hs578T,
MDA-MB-231, HCT-15, A549 a SK-MEL-28. Cytotoxickd aktivita montaninu a coccininu je vyjadrena jako
hodnota ICso [uM] a je uvedena v Tabulka 10 8, Ani studie kultivard rodu Hippeastrum Herb.
(Amaryllidaceae) zroku 2019 nezlstala bez pozitivnich vysledkll. Montanin, izolovany ztéchto
kultivar(i, prokazal aktivitu vici dalSim osmym liniim nadorovych bunécnych kultur — Jurkat, MOLT-4,
HT-29, PANC-1, A2780, Hela, MCF-7 a SAOQOS-2. Jako standard pro porovnani cytotoxicity vici
nenadorovym bunkam byla zvolena lidska nenadorova bunécnda kultura MRC-5. Cytotoxicka aktivita

montaninu je vyjadFena jako hodnota ICso [uM] a je uvedena v Tabulka 11 &,

Tabulka 9 — Prehled ICso montaninu vicéi lidskym ndrodovym kulturém; rok 2007 157)

ICso [g/ml]
ALKALOID
| HT29 H460 RXF393 MCF7 OVCAR3
MONTANIN | 0,71+0,10 0,57 +0,57 0,65 0,01 0,74 £ 0,02 0,84 +0,11

Tabulka 10 — Prehled ICsp montaninu a coccininu viéi lidskym nddorovym kulturdm [58]

ALKALOID |Cso [UM]

" MCF7 Hs578T MDA-MB-231  HCT-15 A549  SK-MEL-29
MONTANIN | 4,4%0,4 3,617 34+0,9 68+05 19+04 23,2+109
COCCININ | 7,9%0,9 530, 13,8+0,3 168+1,8 590,38 > 50

Tabulka 11 — Prehled ICsp montaninu vici lidskym nddorovym kulturdm; rok 2019 1591

ALKALOID ICso [UM]

" Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC-1

| 1,04£0,14  1,26%0,11 1,09 0,31 1354047 2,30 +0,45
MONTANIN |  A2780 Hela MCF-7 SAOS-2 MRC-5

1,67 +0,29 1,99 +0,22 1,39+0,21 1,36 +0,49 1,79 +0,50

V rdmci fytochemického screening druhu Narcissus angustifolius subs. transcarpathicus byly
izolované dva alkaloidy montaninového typu. Jedna se o alkaloidy pankracin a nangustin, které byly
dale podrobeny inhibi¢nim in vitro testim vici ¢tyfem parazitim v jejich intracelularnim vyvojovém
stadiu — Trypanosoma brucei rhodensiense (Trypanosomatidae) — kmen STIB 900 a standard
melarsoprol; Trypanosoma cruzi (Trypanosomatidae) — kmen Tulahuen C4 a standard benznidazol;
Leishmania donovani (Trypanosomatidae) — kmen MHOM-ET-67/L82 a standard pentostam
a Plasmodium falciparum (Plasmodiidae) — kmeny K1 a NF54 a standardy chlorochin, artemisinin.

Pro potvrzeni antiprotozoalni selektivity (vylouceni cytotoxicity) alkaloid( byly pouzity buniky nadorové
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linie L6. Na zakladé vysledkl uvedenych v Tabulka 12 byl nangustin oznacen jako neaktivni a pankracin
jako slabé aktivni vi¢i testovanym kmentim. U&innost pankracinu zp(isobena jeho cytotoxicitou byla

vyloucena na zdkladé vysoké hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) u bunék nadorové

linie L6 91,

Kromé antineoplastické a antiprotozoalni ucinky vykazuje tyto alkaloidy také ucinky
antibakteridlni. Napfiklad montanin a pankracin prokazaly svou antibakteridlni ucinnost vUci
Escherichia coli (Enterobacteriaceae), Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonadaceae), Staphylococcus

aureus (Staphylococcaceae) a montanin navic také proti Staphylococcus epidermis

(Staphylococcaceae) [©,

Tabulka 12 — Antiprotozodini aktivita pankracinu a nangustinu v porovndni se standardy (60

ICso [g/ml] MIC [ug/ml]
SUBSTANCE <118 900 Tulahuen ca MHOM-ET-67/L82 K1  NF54 L6
MELARSOPROL | 0,0014 - - - - -
BENZNIDAZOL 5 0,40 5 = = =
PENTOSTAM - - 33 - - -
CHLOROCHIN 5 5 5 0,057 0,004 =
ARTEMISININ - - - 0,003 0,004 -
NANGUSTIN 9,60 54,60 >30 2,14 2,93 >90
PANKRACIN 0,70 7,10 >30 0,75 0,70 >90

36



3.2.2.9.Pfehled inhibi¢nich aktivit amarylkovitych alkaloid( vici cholinesterasam
Nasledujici kapitola shrnuje, formou Tabulka 13, vysledky vsech in vitro inhibi¢nich testd vici

raznym typtim ChE zminénych v predchozich kapitolach.

Tabulka 13 — Inhibicni viastnosti amarylkovitych alkaloidd vici cholinesterasam riizného pavodu

TYP ALKALOID ICso [UM]
w w w w E S
= o = L L o (=
Q (S} Q Q < E
< (2] < (2] o
S S (V) [<) - —
‘; < < Q Q = g
o
= (30]
= BELLADIN - - 135 £ 4,00 - -
3
o KARLTONIN A > 100 0,91+0,02 - . - 291
[~4]
KARLTONIN B >100 0,031 +0,00 - - . [29]
KARLTONIN C >100 1,8+1,10 c = - [29]
11-HYDROXYGALANTHIN - - 0,67 18,17 - (34]
ASSOANIN - - 3,87+0,24 - - (33]
ACETYLKARANIN - - 11,7 +0,70 - - (30]
GALANTHIN 606 * 60,00 > 500 - . - [36]
‘% KARANIN 321+42,00 487 +55,00 - - - (361
2
= LYKORIN 450,00 n.d. c . - (35]
e}
> NARCISSIDIN ) ) 1,85 ) ) (34]
O-ACETYLPLUVIIN >500 > 500 = - . (36]
OXOASSOANIN - - 47,21+1,13 - - (33]
PSEUDOLYKORIN - - 32,51 21,64 - (34]
HIPPEASTRIN >500 >500 - - . (36]
HOMOLYKORIN 64+4,00 151+ 20,00 3,396 2,67 = [36] [44]
Z LYKORENIN >500 > 500 - - . (36]
2 (36]
2 MASONIN 305 £34,00 229 + 24,00 - - -
o
g NORMASONIN >500 474 + 13,00 - - - (36]
-
g ODULIN >500 >500 - - . [36]
o
2= O-ETHYLLYKORENIN >500 > 500 - - - (36]
O-METHYLLYKORENIN >500 > 500 = - . (36]
TETRAHYDROMASONIN >500 >500 - - . (36]
11-
- - + - - [33]
o | HYDROXYGALANTHAMIN L
§ EPINORGALANTHAMIN - - 9,60 + 0,65 - - (33]
<§: GALANTHAMIN 1,70£0,10 42,3+1,30 0,15 2,47 = [34](36]
I
= LYKORAMIN 456 + 57,00 > 500 - - - (361
<
ft; NARWEDIN 281£34,00 911+69,00 = - - (36]
SANGUININ - - 0,10+0,01 - 1,83+0,01 1331143
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- EPIMARITIDIN > 500 > 500 -
L >
z2 HAEMANTHAMIN > 500 > 500 -
Tz
EZ SECO-
2 = + -
2 < ISOPOWELLAMINON 294£33,00 > 500
Wy FLEXININ - - -
23
KRININ > 500 >500 -
. NARCIPRIMIN - - 78,9+ 1,96
& x
F2 TRISPHAERIDIN >100 > 100 -
Z X
2 +
< & TAZETTIN - - 441,04£1,67
'g & [mg/ml]
PANKRATININ-C - - -
3.2.3. Alkaloidy druhu Narcissus pseudonarcissus L.

Nasledujici kapitola uvadi, formou Tabulka 14, zastoupeni jednotlivych alkaloid(l v kultivarech

druhu Narcissus pseudonarcissus L.

Na zakladé udaji uvedenych v Tabulka 14, Ize za majoritné vyskytujici se alkaloidy v druzich
Narcissus pseudonarcissus L., oznacit alkaloidy lykorinového strukturniho typu — galanthin, lykorin

a pluviin. Dale také lze uvést také hlavni zastupce dalSich tfi strukturnich typu alkaloidd, a to

homolykorin, galanthamin a haemanthamin.
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32,04

164,60+ 1,12
161,30+ 0,80

[36]

[36]

[36]

[45]

[36][45]

[50]

[29]

[53]

[34]



Tabulka 14 — Prehled alkaloid( pritomnych v kultivarech druhu Narcissus pseudonarcissus L.

KULTIVAR
()
oo n
=] = = a o = ) 3 ° S S F @
- ] 7] o L ] - T 2 — = ° - 3 t o
] c 8 & g2 & & % 5 3% 4 e 8 £ 3 : £ 3 s 3 2 s T s 5 S
< g &% w 8§ 2 g g g % g g £ T 5 8 ¥ 2 5 2 w8 B & 5 % o
b4 = . > - c 7] © %0 = € . 2 5 c ‘e 2 > £ oo a =1 I -
] < c = o T £ o 0o < c 7] (7} [} [3 c c = ° [ Q
< o o = 3 & S S 3 (= S o0 3 c 3 = -] c o 9 (=) = S s S )
2 w <) - = S - i~ v] fiv} = S ‘@ ‘” o o o o ) o
S o S © o 2 E . = [] (] o [7) c
=
KARLTONIN A + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - [29]
KARLTONIN B + - o o - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - [29]
KARLTONIN C + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - [29]
ASSOANIN o - o o - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - [32]
GALANTHIN e e o e O o T O S e DI ER S
LYKORIN e e e e T o P SR (32]
NARCISSIDIN - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - [32]
PLUVIIN e e T O S S R SR (32]
HIPPEASTRIN + - - - - - + - + - - + - - - - - - - - - - - - (36]
HOMOLYKORIN P [ 21 €10
LYKORENIN P ) [ A €L
MASONIN T TGS [29](36]
NORMASONIN + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - [32]
ODULIN + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - [29][36]
TETRAHYDROMASONIN - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - [36]
EPINORLYKORAMIN - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - [32]
GALANTHAMIN st ) [ 2| ES
LYKORAMIN + - - - - - + - - - - + - - - - - - - - - - - - [36]
NORGALANTHAMIN o4 o e e e E e e e e e e e e [32)
NORLYKORAMIN Cd o e e oL e w e e e e e [32)
NARWEDIN + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - [36]
EPIMARITIDIN o o o o o o + o o o o o o o o o o o o o o o o - [36]
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HAEMANTHAMIN
NARCIDIN
SECO-ISOPOWELLAMINON
VITTATIN
KRININ
NARCIKLASIN
TRISPHAERIDIN
TAZETTIN

pfitomnost daného alkaloidu v kultivaru druhu Narcissus pseudonarcissus L.

nepritomnost daného alkaloidu v kultivaru druhu Narcissus pseudonarcissus L.

+ +
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4. Alzheimerova nemoc

AD je ireverzibilni neurodegenerativni onemocnéni, které bylo objeveno v roku 1906 némeckym
psychiatrem Aloisem Alzheimerem pfi autopsii jeho 51-leté pacientky, u které byly pred jeji smrti
pozorovany symptomy jako naptiklad ztrdta paméti, poruchy feci, dezorientace a halucinace.
Pti autopsii pacientky objevil Alzheimer v jeji mozkové kife neobvyklé uUtvary (plaky a klubka)
na zdkladé ¢eho usoudil, Ze se nejedna o klasicky typ demence. Jeho objev byl nasledovan nékolika
dalSimi studiemi, které u pacientll s demenci prokazaly pfitomnost plakll tvofenych z defektniho

proteinu AR 64,

Patogeneze u AD je zplsobena skupinou onemocnéni nazyvanych proteinopatie, které jsou
charakteristické depozici rdznych degradaénich forem nékterych proteind nazyvanych amyloidy.
Tercidrni struktura amyloidd je ve formé B sklddaného listu, coZ zplsobuje vznik fyziologicky
neaktivnich forem proteind, které jsou odolné viéi proteolyze, deponuji se v rlznych organech
a zpUsobuji riiznd onemocnéni °412, podle druhu defektniho proteinu miizeme proteinopatie rozdélit
na nékolik druh(, a to na tautopatie (napf. progresivni supranukledrni paralyza), TDP-43 proteinopatie
(napf. frontotemporalni demence), synukleinopatie (napf. Parkinsonova nemoc), prionové
proteinopatie (Creutzfeldt-lakobova nemoc) a v neposledni radé také skupina charakteristicka

pfitomnosti AB, kam Fadime AD %3],

V ¢asnych stadiich se AD zacina projevovat jako amnesticky syndrom (porucha kratkodobé paméti;
pfitomna je dezorientace a konfabulace) s poruchou dlouhodobé epizodické paméti, ktery ma tendenci
progredovat. Charakteristické pro toto ¢asné staddium je patologické poskozeni transtentoridlni oblasti
mozku, parahipokampdlniho zavitu a hipokampu. V pozdéjsich stadiich patologie onemocnéni
progreduje ve sméru poskozeni temporalnich, nadsledné parietdlnich a nakonec frontdlnich mozkovych
struktur. Tyto pozdni zmény se u nemocnych projevuji jako poruchy feci, zrakové-konstruktivni a

exekutivni dysfunkce [,

4.1. Neuropatologie Alzheimerovy nemoci

4.1.1. Senilni plaky amyloidu B
Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je transmembrdnovy protein pozlstavajici ze 770
aminokyselinovych jednotek. MGzZeme ho rozdélit na tfi ¢asti, a to na N-terminalni extracelularni ¢ast,
¢ast transmembranovou a C-terminalni cytosolickou ¢ast. | presto, Ze jeho fyziologicka funkce nebyla
doposud plné objasnéna, je znamo, Ze je dllezity pro bunécény rlist, motilitu bunék a elongaci axonu
nervovych bunék. APP muze byt stépen dvéma proteolytickymi cestami, a to neamyloidni (fyziologicka,

konstitutivni) a amyloidni (patologicka) cesta (664,
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Stépeni APP fyziologickou, neamyloidni proteolytickou cestou, probihd pomoci neuronalnich
transmembranovych enzyma s a- a y-sekretasovou aktivitou 4], a-Sekretasovou aktivitu v lidskych
neuronech vykazuji hlavné tfi zastupciz rodiny dezintegrin(i a metaloproteas — ADAM9, ADAM10,
ADAM17 1®°l%¢1 Tyto metaloproteasy $tépi APP na dvé peptidické domény. Jednd se o extracelularni
N-terminalni doménu — sAPPa, kterd je uvolnénd do extraceluldrni tekutiny a intracelularni
C-terminalni doménu — C83, ktera je ukotvena v plazmatické membrané 1% Doména sAPPa hraje
vyznamnou roli pfi neurochemickych déjich v mozku. Napfiklad se podili na udrZeni adekvatni
neuronalni plasticity, ochranuje neurony pred nadmérnou excitotoxicitou a reguluje proliferaci
neurondlnich kmenovych bunék %!, Dale se podili na fyziologickém pFenosu nervového signalu,
procesu ufeni, tvorby paméti a emo&nim chovani jedince ®Y), Doména C83 je dale $t&pend pomoci
transmembranového komplexu étyfech enzym, (PSEN1/PSEN2, NCSTN, APH-1 a PEN-2) vykazujicich
y-sekretasovou aktivitu, a to na hydrofobni fragment — P3, ktery je uvolnény do extracelularni tekutiny
a fragment — AICD, ktery je uvolnén do cytosolu 4% Po uvolnéni z plazmatické membrany
je fragment AICD translokovan do bunécného jadra, kde se podili na bunéénych déjich jako napftiklad
regulace genové exprese nebo jaderné signalizace. Ackoliv je znamo, Ze se podili na pfenosu nervového
signalu, tak neni funkce fragmentu P3 prozatim pIné pochopena ®*. Fyziologicka cesta proteolytického

Stépeni APP je uvedena na Obrazek 11.

Pfi patologické amyloidni cesté proteolyzy, je APP Stépen pomoci enzymu BACE1. Jedna se
o transmembranovou aspartatovou proteasu s B-sekretasovou aktivitou °Y. Podobné jako a-sekretasy,
Stépi tato proteasa APP na dvé domény — extracelularni N-termindlni doména sAPPf a intracelularni
C-termindlni doména C99, ktera je stejné jako doména C83, ukotvena v plazmatické membrané ¢4,
| pfres maly rozdil v struktufe mezi sAPPa a sAPPB, je jejich role pfi neurochemickych procesech
v mozku znacné odlisna. Zatim co sAPPa pozitivné ovliviiuje tyto déje, tak sAPPPB se podili na redukci
axonl nervovych bunék a prostfednictvim vazby na DR6 (‘Death Receptor 6°) zpUsobuje jejich
buné&&nou smrt !, Doména C99 je nasledné $tépena y-sekretasovym komplexem na dva fragmenty,
a to na jiz zminény cytosolicky fragment AICD a extraceluldrni fragment AR ®4, Podle mista
na aminokyselinovém fetézci, kde se doména C99 rozstépi, délime fragment AB na dva typy (podle
délky aminokyselinového fetézce), a to na AB40 a AB42 U] Oba tyto fragmenty agreguiji
na oligomery a nasledné polymeruji do vétsich fibrilarnich, nerozpustnych, extracelularnich celk(i —
plaky AB (amyloidni/senilni plaky — Pfiloha 15 a Pfiloha 16), které blokuji iontové kanaly, blokuji uptake
glutamatu do mikroglii, naruduji vdpnikovou homeostazu a snizuji energeticky metabolismus ©17,
Nastava také produkce cytokind v dlsledkli, ¢ehoz dochazi k aktivaci mikroglii a astrocytd,
a rozviji se sterilni zdnét — Pfiloha 19. Nasledné se rozviji mitochondridlni oxidacni stres, coZ vede

k produkci reaktivnich forem kysliku, které pokozuji neurony ®®. Viysledkem v3ech téchto negativnich
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jevl je rozsahla synaptickd, resp. neurondlni dysfunkce, ktera je zakoncena bunécnou smrti neuront

formou apoptdzy. Oligomery AB40 a AB42 dale zpUsobuiji aktivaci bunécnych kinas a fosfatas, coz vede

[61][67](68]

k zvysSené tvorbé neurofibrildrnich klubek (NFTs) . Patologicka cesta proteolytického stépeni

APP je uvedend na ndsledujicim obrdzku — Obrazek 11.

Extracelularni B“"éé',‘é Cytoplasma
prostor membrana neuronu
3 &y
==
Neamyloidni
w1 “ c83
cesta
e ——
c— —]/
APP
— —/——
B-sekretasa e /9
—

Amyloidni
cesta

|
|

i
!

SAPPB
y-sekretasa
AR ===

Oligomery AB

AICD

(

)

Fibrily A

Obrdzek 11 — Neamyloidni a amyloidni cesta proteolyzy amyloidového prekurzorového proteinu® (64

4.1.2. Neurofibrilarni klubka hyperfosforylovaného t proteinu

Tau (s tubulinem asociovand jednotka) protein — t protein, je cytosolicky protein, ktery patfi
do skupiny proteinli oznacovanych jako MTP (s mikrotubuly asociované proteiny). Je kédovany genem
MAPT, pfitomnym na sedmnactém lidském chromozomu /%9, V lidském organismu se vyskytuje
v Sesti izoformach, z kterych kazda ma rGznou délku aminokyselinového retézce (352 — 411 jednotek)
a rGzny pocet serin-threoninovych akceptorovych zbytk( vazajicich fosfatové skupiny. Midzeme ho
rozdélit na Ctyfi Casti, a to na N-terminalni doménu, PRP (‘proline-rich region‘), MTBR (‘microtubule
binding region‘) a C-termindlni doménu 1, Za fyziologickych podminek se t protein podili na stabilizaci
cytoskeletdlnich mikrotubuld®® neuront (i ostatnich bunék), podporuje rlst jejich axon(
a prostfednictvim, jiz zminéné, stabilizace mikrotubull umoznuje, resp. usnadnuje v ramci burky

anterogradni a retrogradni transport bunécnych organel (zejména mitochondrii), ktery je

9 Pavodni obrazek byl pfeloZen a upraven autorem.
10 Mimo stabilizaci samotného mikrotubulu, je T protein rovnéZ schopen spdjet i sousedici mikrotubuly mezi
sebou a vytvafet mezi nimi tzv. ,mastky” ©1,
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(6165 predpoklada se,

zprostfedkovany pomoci molekuldarnich motor( (kinesiny a dyneiny)
Ze pritomnost mitochondrii, v rliznych ¢astech neurond, Uzce souvisi s poZadavkem na energetické
naroky téchto lokalit. Navic se predpokldda, Ze jsou mitochondrie schopny pufrovat vdpenné ionty,
coz potencidlné mlZe ovliviiovat  excitotoxicitu  vapniku,  vyvolanou  excitacnim

N-methyl-D-aspartatovym (NMDA) receptorem [,

Stabilizace mikrotubull a tim padem i vazebnost t proteinu na né, je podminéna stupném jeho
fosforylace. Extenzivné fosforylovany t protein neni schopen dostatecné pevné vazby
na o- a B-tubulinové podjednotky mikrotubull v ddsledku, ¢eho je narusena jejich dynamicka
nestabilita vesméru dezorganizace jejich struktury Y Tato extenzivni fosforylace
serin-threoninové akceptorové zbytky. Majoritné se jedna o glykogensyntasu kinasu 3B (GSK-3P)
a cyklin-dependentni kinasu 5 (CDK5), které jsou nadmérné aktivovany prostrednictvim oligomerd
AB40 a AB42. Z dalsich kinas, pravdépodobné podilejicich se na této fosforylaci, Ize uvést napfriklad
protein kinasu A (PKA), protein kinasu C (PKC), kaspasu 3 (CASP3), kaspasu 9 (CASP9) nebo
extraceluldrnim signalem regulovanou kinasu 2 (ERK2) [®° Volny, hyperfosforylovany t protein
nasledné agreguje do dimer(-oligomerl, které pak vytvareji helikalni filamentum. Tyto filamenta
spole¢né interaguji za formace stocené dvousroubovicové struktury — sparované helikalni filamenta
(PHF) — Priloha 18; a ty nasledné agreguji za vzniku vysoce nerozpustnych fibrilarnich struktur —
neurofibrilarni klubka (NFTs) — Obréazek 12 a P¥iloha 17 701 NFTs se deponuji v cytoplasmé, co? vede

ke ztrat& komunikace mezi neurony a nasledné k jejich buné&éné smrti formou apoptézy 7.

> //’ > //// I > I
/4
Dimer Oligomer
Stabilizované Destabilizované
mikrotubuly mikrotubuly PHF NFTs

Obrdzek 12 — Proces tvorby neurofibrildrnich klubek hyperfosforylovaného tproteinu! [70]

4.1.3. Cholinergni a glutamatergni hypotéza
Koncem 70. let 20. stoleti byla vyslovena hypotéza, kterda oznacila snizeni cholinergni
neurotransmise v mozku za hlavni pficinu vzniku AD. Podle hypotézy je nedostatek ACh u pacientis AD

zpUsoben sniZzenou funkci enzymu cholin acetyltrasferasa v cerebralnim kortexu a hipokampu, ktera

11 pavodni obrazek byl pfeloZen a upraven autorem.
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je zodpovédna za syntézu ACh zjeho biologickych prekurzorl — cholin a acetyl-CoA. Na sniZeni
mnozstvi ACh se podili také enzym BChE, kterého hladiny jsou u AD zvySené a také je snizeny uptake
cholinu do presynaptického neuronu. Na podkladu této hypotézy a vzhledem k jasné prokdzané
negativni korelaci mezi vznikem kognitivni poruchy a mnozstvim ACh byly postupem casu do terapie
AD zaFazeny Ctyfi latky jak pfirodniho, tak syntetického plvodu — takrin'?, galanthamin, rivastigmin
a donepezil. VSechny tyto léciva patfi do skupiny centralné plsobicich nepfimych cholinomimetik
a jejich mechanismus Gcink( tkvi v inhibici enzymu — AChE, cehozZ vysledkem je sniZzena degradace ACh

a tim padem zvy3end koncentrace v synaptické $térbiné 7117211731,

Na rozdil od cholinergniho (poSkozen jiz v ¢asnych stddiich) nastdva postizeni excitacniho
glutamatergniho systému az v pozdnich, tézsich stadiich AD. Glutamdatergni hypotéza ma za to, Ze pfi
AD nastavd v mozku zvySeni mnoZstvi glutamatu a také je snizeny jeho uptake zpét do neurond.
Vzhledem k zvySené pritomnosti glutamatu v synaptické stérbiné nastava zvyseni aktivity excitacniho
NMDA receptoru, coz je ionotropni receptor sprazeny siontovym kanalem, ktery se po aktivaci
receptoru otevira, a ma za nasledek influx sodnych a vapennych iontl do cytosolu a eflux draselnych
do extracelularniho prostoru. ZvySena aktivita NMDA receptoru ma za ndsledek naruseni neuronalni
plasticity a pozdéji také smrt neuronl v disledkl nadmérné excitotoxicity, ktera je zapficinénd
zvysenym mnozstvim vapnikl v cytosolu. Na zékladé téchto znalosti byl postupem ¢asu do terapie AD
zafazen antagonista NMDA receptoru — memantin, ktery byl prvné objeven v roku 1963 pfi pfipravé
derivatd N-arylsulfonyl-N'-adamantylurey, jako novych |éciv s potencidlnim hypoglykemickym

G€inkem 717211741

12 prvni inhibitor cholinesteras pouZivany v praxi koncem 90. let 20. stoleti. Pro jeho hepatotoxicitu se dnes
nepouziva 73,
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4.2.Terapie Alzheimerovy nemoci

Podle EBM (medicina zaloZzend na dikazech), miZzeme terapii AD rozdélit na dva typy,
a to na terapii kognitivniho deficitu a terapii behaviordlnich a psychologickych symptomi demence
(BPSD). Cilem kognitivni farmakoterapie je zabranit progresi nemoci, oddalit nastup tézsich stadii
demence a zachovat pacientovu sobéstacnost, aby nemusel byt umistén do specializovanych zafizeni
zabezpecujicich starostlivost o pacienty trpicich demenci. Kognitivni farmakoterapie, jak jiz bylo

zminéno, je zaloZena na principech EBM a zahrnuje dvé hlavni skupiny Iéciv, a to inhibitory ChE

(galanthamin, rivastigmin a donepezil) a inhibitory NMDA receptoru (memantin) 7,

Tabulka 15 — Prehled indikaci, neZddoucich ucinka a kontraindikaci EBM lé¢iv uZivanych k terapii Alzheimerovy nemoci (641711

. MECHANISMUS NEZADOUCI
LECIVO GEINKU INDIKACE UEINKY KONTRAINDIKACE
Inhibitor AChE
GALANTHAMIN ' Lehkd a stfedné Nauzea Aktivni viedova
Modulator nAChRs tézka forma AD Dyspepsie choroba
DONEPEZIL Inhibitor AChE ysPep .
= — Nechutenstvi a gastroduodena
Lehka a stredné , .

v, ztrata hmotnosti Poruchy

Inhibitor AChE e faltine AD 2 Prdjem fevodniho
RIVASTIGMIN ! idiopatické S prevos
Inhibitor BChE . , Anorexie systému
Parkinsonové . . .
) Bradykardie srde¢niho
nemoci
Excitace
Antagonista Stfedné tézka a Pfechodna Bludy
MEMANTIN Haluci
NMDA receptoru tézka forma AD psychoticka a ILI'SIZZace
symptomatika

GHa

N\
CH3

CHj

galanthamin rivastigmin :

N
@]
HoN CHs P
3
/@/ H3C\O
H,C

memantin donepezil

Obrdzek 13 — Inhibitory cholinesteras a N-methyl-p-aspartdtového receptoru 321731
Obé skupiny léCiv je moZno kombinovat s dalSimi léCivymi pfipravky a potravnimi doplriky

ze skupiny vitamin( (D-a-tokoferol, retinol, kyselina listova, vitamin B12), mineral( (zinek), nootropik
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(piracetam, pyritinol), fytofarmak (kurkuminoidy, extrakt EGb 761, Cesnekovy extrakt, rybi olej a jiné),
nesteroidnich antiflogistik (kyselina acetylsalicylova, ibuprofen, Rr-flurbiprofen, koxiby), inhibitor(
monoaminooxidasy-B (selegilin, rasagilin) a mnohé jiné. Tyto skupiny Ié¢iv nemaji anebo maji jenom

minimalni terapeuticky efekt na progres nemoci a jejich terapeutické poufziti neni v souladu s EBM 73,

Jak jiz z ndzvu plyne, je terapie BPSD zamifend na eliminaci stav( ovliviiujicich chovani a psychiku
pacientl. MUZe se jednat o rozliéné poruchy psychotického charakteru, kterych pfiznaky mdzou byt
napriklad rozlicné iluze a halucinace, misidentifikace, abulie, agresivita, apatie, agitovanost nebo
konfabulace. RovnéZz mize byt pfitomna deprese nebo poruchy spankového rytmu, pficemz vsechny
zminéné poruchy se miZou vzajemné mezi sebou prekryvat. Pfi akutnich zachvatech agitovanosti nebo
agrese, se pouzivaji incisivni butyrofenonové neuroleptika prvni generace (haloperidol, melperon)
nebo parenteralné podavany diazepam. Pro dlouhodobéjsi lécbu téchto stavl jsou vhodna atypické
benzamidové neuroleptika druhé generace (tiaprid). Pro kratkodobou Iécbu uUzkostnych stav( Ize
vyuzit benzodiazepinova anxiolytika (alprazolam, lorazepam). Pi psychotickych stavech s pritomnymi
iluzemi, halucinacemi nebo konfabulacemi se pouzivaji atypicka tricyklickd neuroleptika druhé
generace (olanzapin, kvetiapin), nebo atypickd neuroleptika druhé generace, strukturné podobna
butyrofenonovym neuroleptikiim (risperidon). Pfi depresivnich poruchach jsou thymoleptiky prvni
volby selektivni inhibitory serotoninového reuptaku (citalopram, escitalopram, sertralin). Antagonisti
a reuptake inhibitory serotoninu (trazodon) nebo noradrenergni a specifické serotoninergni
thymoleptika (mirtazapin), se poddvaji pfi depresich sinsomnii. Pro kratkodobou lécbu isomnie

Ize rovnéz vyuzit také nebenzodiazepinova hypnotika (zaleplon, zolpidem, zopiklon) [€8I74173],

Mimo vySe uvedené pozname také terapii nefarmakologickou, které cilem je podpofit pacienta
v Uvodni faze onemocnéni, poskytnou mu dostate¢né informace o jeho onemocnéni, zachovat a zlepSit
kognitivni funkce — napfiklad pomoci kognitivni rehabilitace nebo reminiscencni terapie, dale zachovat
a zlepsit sobéstacnost nemocnych v kazdodennim Zivoté, zmirnit nebo Uplné odstranit BPSD (metoda

Marthe Meo nebo SimPres) a v terminélni faze demence zlepsit jejich kvalitu Zivota 7.

4.2.1. Potencidlni fytofarmakologické moZnosti terapie Alzheimerovy nemoci

4.2.1.1.Enhancery a-sekretasy
Mimo své protektivni Ucinky na kardiovaskularni systém vykazuje Allium sativum L.
(Amaryllidaceae), také pozitivni U¢inky pfi terapii AD. In vitro studie, na my$im modelu se Svédskou
mutaci Tg2576, prokazala u Cesnekového extraktu (pfipraven maceraci ¢erstvého cesneku, v 20%
ethanolu, pfi pokojové teploté po dobu 20 mésicll) zvySenou pfitomnost sAPPa domény o 58,9 %
a snizenou pritomnost fragmentu AB. Za hlavni slozky extraktu, vykazujici tyto ucinky, byly oznaceny

dvé latky, a to diallyl-disulfid a s-allyl-cystein "¢, Dalsi pfirodni latkou zvy3ujici a-sekretasovou aktivitu
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je polyfenol epigallokatechin-3-gallat, ktery je hlavni obsahovou latkou zeleného ¢aje. Jeho Ucinky —
zvySeni produkce domény sAPPa a snizeni mnozstvi fragmentu AB, byly potvrzeny in vitro studii
na nervovych bunkach mysiho modelu Tg2576. Z dalsich pfirodnich enhancer(l a-sekretas lze uvést
napfiklad kryptotashinon, izolovany z kofend druhu Salvia multiorrhiza Crevost & Pételot (Lamiaceae)
jehoz ucinek byl potvrzen in vitro na chimérickém mysim modelu s transfekovanym genem pro mutaci
APP a PSEN1; extrakt EGb 761 z Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), ktery zvySuje produkci domény sAPPa
prostfednictvim aktivace neamyloidni proteolytické cesty nebo w-3 nenasycené mastné kyseliny
(eikosapentaenovd a dokosahexaenovd kyselina), které jsou obsazené vrybim oleji [,
Jako registrovany |é¢ivy pfipravek je na &eském trhu dostupny pouze extrakt EGb 761 "), Jinak viechny,
vyse zminéné, latky resp. drogy jsou dostupné ve formé rozli¢nych potravnich doplikd — napfiklad
susené koreny, susené mleté listy, tinktury a jiné 7%, Pfirodni inhibitory a-sekretasy jsou uvedeny na

nasledujicim obrazku — Obrazek 14.

OH
.S
Hzcé?\v/A\s \V/QbCHQ OH 0 CH,
H K
diallyl-disulfid © Oy OH
"
NH,
S OH o OH o
Hoc? COOH HsC CHa
. . . OH .
S-allyl-cystein epigallokatechin-3-gallat OH kryptotashinon
HiC_— — — — — COOH

eikosapentaenova kyselina

COOH
H;C — — — — — —

dokosahexaenova kyselina

Obrdzek 14 — PFirodni enhancery a-sekretas [41176]
4.2.1.2.Inhibitory B-sekretasy

Z pfirodnich latek vykazujicich inhibi¢ni vlastnosti vici B-sekretasové aktivité enzymu BACE1 Ize
uvést napfiklad furanokumariny, izolované z kofenl druhu Angelica dahurica (Hoffm.) Benth. &
Hook.f. ex. Franch. & Sav. (Apiaceae). Jmenovité se jednd o furanokumariny imperatonin
(ICs0 91,8 + 7,5 uM) a byakangelikol (ICso 104,9 + 2,4 uM) 7). Z dalSich ptirodnich slouéenin lze uvést
napriklad protoberberinové alkaloidy epiberberin (ICsp 8,55 + 1,29 uM) a groenlandicin
(ICso 19,68 + 1,42 uM), izolované z oddenkl Coptis chinensis Franch. (Ranunculaceae); stilbenoidy
(z)-scirpusin A (ICso 10,0 uM), verafenol (ICso 4,2 uM) a oxyresveratrol (ICsp 7,6 uM), izolované

zoddenkd druhu Smilax china L. (Smilacaceae) nebo kurkuminoid bisdemethoxykurkumin
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(ICso 17,0 pM) pochézejici z oddenk(i druhu Curcuma longa L. (Zingiberaceae) ®Y(EUE2 pEjrodni

inhibitory B-sekretasy jsou uvedeny na nasledujicim obrazku — Obrazek 15.

.0
imperatonin j\(CH:;

OH oxyresveratrol

O

verafenol OH

Obrdzek 15 — Prirodni inhibitory BACE1 [791(80](81](82]

4.2.1.3.Inhibitory glykogensyntasy kinasy 33 a cyklin-dependentni kinasy 5

Inhibicni aktivitu vaci GSK-3B prokazaly furanosekviterpeny palinurin (ICso 1,9 uM), ircinin-1
(ICso 0,8 M) a ircinin-2 (ICso 2,3 uM), izolovany ze stfredomorskych morskych hub rodu Ircinia spp.
Nardo (Irciniidae) 3. RovnéZ bromopyrrolovy alkaloid hymenialdisin (ICso 0,010 uM), vyskytujici
se v morskych houbach patficich do ¢eledi Agelasidae, Axinellidae a Halichondriidae, prokazal svou
aktivitu vaci GSK-3B, a navic také aktivitu vaéi cyklin-dependentni kinase 5 (CDK5 — 1Csp 0,028 pM) 84,
Z dalsich alkaloidd, s inhibi¢nim ucéinkem vici GSK-3B, mGzeme uvést napfiklad B-karbolinovy alkaloid
manzamin A (ICsp 10,2 uM), vyskytujici se v nékterych morskych houbach rodu Acanthostrongylophora
Hooper (Petrosiidae) nebo Haliclona Grant (Chalinidae) . Také indirubin, bis-indolové &ervené
barvivo vyskytujici se napfiklad v druhu Polygonum tinctorium Aiton (Polygonaceae), prokazal svou
aktivitu vici GSK-3B (ICsp 0,6 M) a CDK-5 (ICso 5,5 pM) 81871 7 amarylkovitych alkaloid(i se zajimavou
aktivitou vlci GSK-3B vyznacuji alkaloidy masonin (ICso 27,9 + 0,8 uM), karanin (ICsp 30,8 = 0,3 uM)
a narcimatulin (ICsp 20,7 + 2,4 uM) ¢,

Indirubin je v dnesni dobé dostupny jako soucdst tradi¢ni ¢inské smési jedenacti bylin — Danggui
Longhui Wan, kterd obsahuje 5 % slozky Qing Dai (Indigo naturalis) s minoritnim zastoupenim

indirubinu B¢ pfirodni inhibitory GSK-3B jsou uvedeny na nasledujicim obrazku — Obrézek 16.
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palinurin

ircinin-1

CH, narcimatulin

ircinin-2

manzamin A masonin indirubin (isoindigotin)
Obrdzek 16 — Pfirodni inhibitory glykogensyntasy kinasy 36 [361831(841(85](86]

4.2.1.4.Inhibitory prolyl oligopeptidasy
Prolyl oligopeptidasu (POP) fadime mezi cytosolické serinové proteasy, které uloha spociva
v hydrolyze peptidd obsahujicich prolin. Je prokazano, Ze jeji aktivita je vyznamna pro nékteré
fyziologické déje — uceni, tvorba paméti, déleni a diferenciace bunék. Substratem této proteasy jsou
neurotropni peptidy a hormony jako napfiklad substance P, TRH (‘Thyrotropin-Releasing Hormone‘)
nebo B-endorfin. Tyto neurosubstance maji dualezitou roli vtransdukci bunécénych signald,
prostfednictvim regulace mnozstvi IP3 (druhy posel), ktery po navazani na intraceluldrni membranovy

receptor endoplasmatického retikula otevird iontovy kanal pro vapenaté ionty &,

Z ptirodnich latek vykazujicich zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici POP mlzZeme uvést napfriklad
C-glukosidy chromen-4-onu, izolované ze susenych pupenl Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
L.M.Perry  (Myrtaceae). Jednd se o glukosidy 8-C-B-D-(6-O-galloyl)glukosylnoreugenin
(1Cs0 1,48 + 0,02 uM) a 6-C-B-D-(6"-0O-galloyl)glukosylnoreugenin (ICso 1,74 + 0,03 pM) %, Dale Ize uvést
napfiklad fenylpropanovy glykosid, izolovany z druhu Buddleja brasiliensis J.Jacq. (Scrophulariaceae),
verbaskosid 1 (ICso 1,3 * 0,2 uM); isochinolinovy alkaloid protoberberinového typu — berberin
(ICs0145 + 19 uM), izolovany z extraktu oddenk(l Coptis chinensis Franch. (Ranunculaceae)

nebo flavonoid bajkalin (ICso 12 + 3 uM), izolovany zkofenl Scutellaria baicalensis Georgi
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(Lamiaceae) U213 7 dal3ich alkaloid(i mGZeme uvést napftiklad isochinolinovy alkaloid pavinanového
typu — kalifornidin (ICso 55,6 + 3,5 uM), izolovany z nadzemnich ¢asti a kofend druhu Eschscholzia
californica Cham. (Papaveraceae) nebo isochinolinovy amarylkovity alkaloid narcimatulin
(ICso 29,2 + 1,0 uM), ziskany z cibuli druhu Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master 30189,

PFirodni inhibitory POP jsou uvedeny na na nasledujicim obrazku — Obrazek 17.
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bajkalin 8-C-B-D-(6"-O-galloyl)glukosylnoreugenin 8-C-B-D-(6-0O-galloyl)glukosylnoreugenin

Obrdzek 17 — Prirodni inhibitory prolyl oligopeptidasy [8919011911(92](93]

4.2.1.5.Inhibitory cholinesteras

Z pfirodni latek vykazuji zajimavou inhibi¢ni aktivitu va¢i huAChE patfi monoterpeny —
1,8-cineol (ICso 0,67 uM) a a-pinen (ICso 0.63 uM), které jsou soucasti esencidlniho oleje druhu
Salvia lavandulifolia L. (Lamiaceae) °¥. Z dalsich latek se zajimavou inhibi¢ni aktivitou, vi¢i eeAChE
a eqBChE, Ize uvést napftiklad steroly obsazené v Pakistanském stromu Haloxylon recurvum Bunge ex
Boiss. (Amaranthaceae) — haloxysterol A (eeAChE — ICs 8,3 + 0,02 uM; egBChE — I1Cs0 4,7 £ 0,01 uM),
haloxysterol B (eeAChE — ICs, 0,89 + 0,002 uM; eqgBChE — ICso 2,3 + 0,01 pM) a lawsaritol
(eeAChE —1Cs 15,2 £ 0,05 uM; eqBChE — ICs0 3,9 = 0,06 uM) nebo benzylisochinolinové alkaloidy druhu
Peumus boldus Molina (Monimiaceae) — retikulin (ICso 33,6 + 3,0 uM) a N-methylkoklaurin
(ICs0 15,0 + 1,4 uM), vykazujici inhibici va&i huBChE ¢, V neposledni fadé nelze také opomenout
nékteré amarylkovité alkaloidy, které se vyznacuji zajimavou aktivitou vci ChE. Inhibi¢ni aktivitu v{ci
huBChE prokazali belladinové alkaloidy — karltonin A (ICsp 0,91 + 0,02 uM) a karltonin B
(ICso 0,031 = 0,00 uM), vici eeAChE zas nékteré lykorinové alkaloidy — 11-hydrohygalanthin
(ICso 0,67 uM) a narcissidin (ICso 1,85 uM) 122134, 7 galanthaminovych alkaloidd vykazuji aktivitu vaci
eeAChE 11-hydroxygalanthamin (ICso 1,61 + 0,21 pM) a sanguinin (ICso 0,10 + 0,01 uM) B3, Nelze
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opomenout také alkaloid galanthamin, jehoZ inhibi¢ni aktivita vici lidskym ChE je dostate¢na k tomu,
aby se mohl terapeuticky uZivat klécbé AD (huAChE - 1Cs 1,70 + 0,10 uM;
huBChE - ICsp 42,30 % 1,30 uM) anebo seskviterpenovy alkaloid — Huperzin A
(huAChE — ICso 0,033 + 0,001 uM), izolovany z ¢inského mechu Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.
(Lycopodiaceae), ktery je jako potravni doplnék dostupny ve formé tvrdych Zelatinovych

tobolek B®1¥7], P¥irodni inhibitory ChE jsou uvedeny na na nasledujicim obrazku — Obrézek 18.
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retikulin N-methylkoklaurin . )
Huperzin A (selagin) H3C
1,8-cineol

Obrdzek 18 — Prirodni inhibitory cholinesteras [9411951(96]
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5. Experimentalni ¢ast — material, metody a pfristrojové vybaveni

5.1. Material pouZity pfi separaci vzorku

5.1.1. Rozpoustédla
=  Amoniak vodny roztok 24 % p.a. (Penta s.r.o.)
= Aceton p.a. (Pentas.r.o.)
=  Cyklohexan p.a. (Penta s.r.o.)
= Diethylamin p.a. (Penta s.r.o.)
= Diethylether p.a. (Pentas.r.o.)
= Ethanol 95 %, denaturovany methanolem, p.a. (Penta s.r.o.)
= n-Hexan p.a. (Pentas.r.o.)

=  Chloroform p.a. (Pentas.r.o.)

Toluen p.a. (Penta s.r.o.)

5.1.2. Chemikalie
* Dusi¢nan bismutity zasadity CSL3 (Lachema n.p. Brno zavod Neratovice)
= Chlorid rtutnaty (Fisher Scientific s.r.o.)
= Jodid draselny p.a. (Penta s.r.o.)
= Kyselina chlorovodikova 35 % (Penta s.r.0.)
= Kyselina vinnd p.a. (Penta s.r.o.)
= Siran sodny bezvody p.a. (Lach-Ner s.r.0.)

= Uhli¢itan sodny bezvody p.a. (Penta s.r.o.)

5.1.3. Detek¢ni Cinidla

5.1.3.1. Dragendorffovo Cinidlo — zdsobni roztok
Vznikd smisenim roztoku A s roztokem B v objemovém poméru 1 : 1. Vznikly zasobni roztok

je moZno uchovévat v lednici pfi teploté 4 °C po dobu nékolika mésich. Zasobni roztok &'

Roztok A: Roztok B:

Bazicky dusi¢nan bismutity 1,7¢g Jodid draselny 16,0g
Kyselina vinna 20,0g Destilovana voda 400¢g
Destilovana voda 80,0g

5.1.3.2.Dragendorffovo Cinidlo — detekéni roztok
Vznikd smisenim zasobniho roztoku s kyselinou vinnou a destilovanou vodou. Roztok je mozné

uchovavat v lednici pfi teploté 4 °C po dobu nékolika mésicl. PFi vlastni detekci reaguje v roztoku
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vznikly tetrajodobismutitan draselny s terciarnim dusikem v molekule alkaloidd za vznik( komplexu

obecného vzorce [RsNH][Bil4], ktery je oranZovy az mirné nacervenaly °°!. Detekéni roztok 8):

Detekéni roztok:

Zasobni roztok 5ml
Kyselina vinna 10,0 g
Destilovana voda 500¢g

5.1.3.3.Mayerovo cinidlo
Vznikd smisenim 5,0 g jodidu draselného ve 30 ml destilované vody. Do vzniklého roztoku
se prida 1,35 g chloridu rtutnatého. Vznika srazenina jodidu rtutnatého, ktera se po chvili rozpousti
za vzniku komplexni slouéeniny — tetraiodortutnatan draselny; K,[Hgls]. Objem vzniklého roztoku
se doplni destilovanou vodou na 100,0 ml. Vysledny roztok je Ciry, nazloutly, nanejvys svétle Zluté

barvy. Roztok je mozné uchovavat v lednici pfi teploté 4 °C po dobu nékolika mésic( 1,

Alkaloidy reaguji v kyselém prostredi s tetraiodortutnatanem draselnym za vzniku komplexu

obecného vzorce [RsNH];[Hgls], co? se projevi vznikem srazeniny, bilé az mirné nazelenalé barvy °°.

5.1.4. Stacionarni faze pro chromatografii na tenké vrstvé
Jako staciondrni faze pro preparativni tenkovrstvou chromatografii (pTLC) byl pouzit Silica gel
GF3s4 od firmy Merck s.r.o. Jedna se o zinkovany silikat (Zn,SiO4) vykazujici fluorescenci pfi A = 254 nm.

Silikagel byl nanesen ve formé suspenze na sklenéné desky o rozméru 15 x 15 cm.

Jako stacionarni faze pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byl pouzit TLC Silica gel GF2s4 od firmy
Merck s.r.o. Rovnéz se jedna o zinkovany silikat (Zn,SiO.), ktery je jiz nanesen na hlinikové desce
o rozméru 20 x 20 cm ve vrstvé o tloustce 0,2 mm. Komeréné dodavané baleni obsahuje 25 kusu téchto

hlinénych desek. Tento silikagel rovnéz vykazuje fluorescenci pfi A = 254 nm.

5.1.5. Mobilni faze pro chromatografii na tenké vrstvée

V pribéhu separacnich praci se vyuZilo celkem devatenact riznych mobilnich fazi, pficemz
uvadim pouze pét, které byly bezprostfedné pouZity k separaci. Zbylé mobilni faze se na zakladé

vykonanych TLC neprokazaly jako vhodné k uziti pfi separaci.

MFa — Toluen : Diethylamin=95:5

MFg — Toluen : Diethylamin =90 : 10

MFc — Toluen : n-Hexan : Diethylamin =60 :30: 10
MPFp — Cyklohexan : Aceton : Amoniak =65 :35:2

MFe — Toluen : Cyklohexan : Diethylamin=50:50:5
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5.1.6.

Pomocny material

Kfemelina Celite C 535 John’ s Manville (Sigma-Aldrich s.r.0.)

5.2. Pristrojové vybaveni

Vakuova rotacni odparka Heidolph Laborta 4010 Digital (Heidolph Instruments
GmbH & CO)

Vakuova rotacni odparka Heidolph HEI-VAP Advantage. (Heidolph Instruments
GmbH & CO)

Magneticka michacka Heidolph MR3001 K (Heidolph Instruments GmbH & CO)
Analyticka vdha KERN ABJ (max =220 g, e = 1 mg; min = 10 mg, d = 0,1 mg) (KERN &
SOHN GmbH)

Laboratorni predvazka VWR Science Education (VWR International s.r.o0.)

GC-MS systém s GC zafizenim typu 5975 inert MSD a MS detektorem typu Agilent
Technologies 7890 (Agilent Technologies Inc.)

Spektrometr Varian INOVA-500 NMR (Varian Inc.)

Polarimetr P3000 (A.Kriiss Optronic GmbH)

5.3. Rostlinny material

5.3.1. Droga pro pfipravu extraktu

Zdrojem alkaloidniho extraktu byly Cerstvé cibule rostlin Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch

Master". Cibule byly ziskany od firmy Lukon Glads s.r.o. (Sadskd, Ceska republika). Vzorky téchto cibuli

jsou uchovavany v herbdriu Katedry farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

pod identifikagnim &islem: CUFPH-16130/AL-262 B¢,

5.3.2.

V ramci své

Pfiprava extraktu

doktorské prace, PharmDr. Daniela Hulcova, Ph.D., pfipravila prvotni alkaloidni

extrakt. Pro ziskani extraktu bylo zpracovano 27,247 kg cCerstvych cibuli a vysledni extrakt mél

hmotnost 58,25 g.

byly spojeny do 1

Dr. Hulcova nasledné vykonala sloupcovou chromatografii a ziskala 301 frakci, které

6 spolecnych podfrakci. V rdmci diplomové prace byla k dal$im separacnim pracim

pouZita spojena podfrakce &. 82 — 94 13¢],

5.4. Metody pouZité pfi separaci vzorku

5.4.1.

Destilace

Metodou destilace byla, pfed vlastnim pouZitim, precisténa vSechna pouZitd rozpoustédla.

Nasledné byla vsSechna predestilovand rozpoustédla uchovavana ve tmavych, sklenénych,

Sirokohrdlych lahvich nebo plechovych kanystrech, které byly uloZeny v kovové skfince.
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5.4.2. Preparativni chromatografie na tenké vrstvé
Tato metoda slouzi k separaci alkaloidnich nebo jinych smési na jednotlivé alkaloidy. Principem
metody je rozdilna afinita rlznych alkaloid(i k dané stacionarni a mobilni fazi. DalsSim vyznamnym

faktorem pro Uspésnou separaci je také polarita jednotlivych slozek mobilni faze.

PFi této separacni metodé predstavuje stacionarni fazi vrstva silikagelu naneseného na sklenéné
desce o rozméru 15 x 15 cm. Desky pro pTLC (syn. lita deska) se pfipravuji nalitim suspenze
(6,5 g silikagelu a 20,0 ml destilované vody) na sklenénou desku, ktera se po dobu minimalné jednoho

dne ponechd schnout.

Nasledné se pomoci pera pro pTLC v tenké linii nanese vzorek na desku a necha se par minut
zaschnout. Maximalni mnoZstvi vzorku, které by mélo byt naneseno na jednu litou desku, tak aby byly

zachovany idealni podminky separace, je priblizné 40,0 mg (idealni rozsah je mezi 30,0 — 40,0 mg).

Lité desky se nasledné vyvijeji v komorach s mobilni fazi. Komory je pred vlastni separaci nutno

ponechat nasytit parami mobilni faze. Syceni probiha po dobu alespon tficeti minut.

Po ukonceni wvyvijeni se lité desky nechaji odstat, nebo se vysusi horkym vzduchem,
aby se vypafila zbyld mobilni faze. Nasledné se vykona detekce pomoci UV lampy pfi A = 254 nm
a Dragendorffova Cinidla, podle které ddle izolujeme jednotlivé zény obsahujici alkaloidy. Na zakladé
detekce se pomoci preparacni jehly oznaci zény obsahujici alkaloidy a nasledné se silikagel, obsahujici

separovanou ¢ast vzorku, mechanicky odstrani z desky.

5.4.3. Eluce

Metoda slouZi k oddéleni alkaloid(i od silikagelu, ktery se zachycuje ve vaté.

Materidl ziskany vyskrabanim silikagelu z desky se misi s kiemelinou v poméru 1 : 1. Takto vznikla
smés se nasledné, pres vrstvu vaty, pfemyje pomoci smési rozpoustédel — chloroform : ethanol =1 : 1.
Eluce je ukoncena v momenté, kdy detekce pomoci Dragendorffova Cinidla neprokaze pritomnost

alkaloidG v rozpoustédle.

5.4.4. Odparovani pomoci vakuové rotacni odparky
Podstatou metody je oddestilovani rozpoustédel, zalkaloidniho extraktu ziskaného eluci
za snizené teploty a tlaku. V pfitomnosti vakua se sniZuje teplota varu rozpoustédel v dlsledku ¢eho?z,
neni nutné temperovat vodni lazen na vysokou teplotu. Teplota vodni Iazné se pohybovala od 30 °C do
50 °C. Odparovani pomoci vakuové rotacni odparky (RVE) probihalo pfi rychlosti rotace v rozmezi

70-100 rpm.
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5.4.5. Extrakce v déli¢ce —,vytrepavani”
Podstatou metody je prechod organickych molekul zvodniho roztoku do organického
rozpoustédla za soucasného odstranéni prebytec¢nych balastnich latek (napfiklad rlzné druhy

sacharid(, tuky, vosky, barviva nebo pryskyfice).

Alkaloidni extrakt se rozpusti ve zfiedéné 5% kyseliné chlorovodikové a prenese se do délici
nalevky. pH alkaloidniho vodného roztoku by se mélo pohybovat kolem hodnoty pH = 2.V této fazi
alkaloidy z extraktu prechdazeji do vodniho roztoku ve formé jejich chloridd a tim se zamezi jejich

prechodu do organické faze.

N&sledné se kyseld, vodni faze protiepe tii—CtyFikrat s dostateénym mnoZstvim diethyletheru?3,
¢imz se odstrani zbylé balasty v ném rozpustné tzv. se odtucni. Organicka faze diethyletheru se pak

jima do samostatné kadinky a jiz se dale nepouziva.

Zbylad vodni kyseld alkaloidni frakce se ndsledné zalkalizuje prostfednictvim 10% roztoku
uhli¢itanu sodného na pH = 9 — 10. Alkalizaci roztoku se vytésni alkaloidy z jejich chloridl a stanou

se neionizované. Tato forma alkaloidd jiz snadno muze prejit pti dalsim déleni do organické faze.

Ndsledné se bazickd, vodni faze protfepe tii-étyfikrat s dostateénym mnoZstvim chloroformu®*,
Neionizované alkaloidy prechazeji do organické faze chloroformu, ktera se jima do samostatné bariky.
K chloroformové frakci se prida adekvatni mnozZstvi bezvodého siranu sodného, aby se odstranila
prebytec¢nd voda. Nasledné se chloroformova frakce zfiltruje pfes vatu nebo papirovy filtr a odpafi

se pomoci RVE.

Zbyla vodni bazickd faze mlze jesté obsahovat néjaké mnozZstvi alkaloid(l. Z tohoto dlivodu
se vykonava detekce pomoci Mayerova Cinidla. Pokud se ve vzorku vodni faze objevi bily az mirné
nazelenaly zédkal nebo sraZenina (pozitivni reakce), je zbylou vodni fazi nutno opétovné protiepat

pomoci chloroformu a nasledné vykonat dalsi detekci pomoci ¢inidla.

5.4.6. Rekrystalizace
Rekrystalizace je jednou z metod, které slouzi k purifikaci latek. Podstatou metody je schopnost
latek vykrystalizovat z jejich nasycenych roztok(, které mohou byt zahfaté na vyssi teplotu, nebo jsou

schopny rekrystalizovat za laboratorni teploty.

13 Mnoistvi diethyletheru je zavislé od mnoZstvi vzorky. V naSem pFipadé se pouZilo ~ 20,0 ml.
¥ Mnozstvi chloroformu je rovnéz zavislé od mnozstvi vzorky. Bylo pouZilo =~ 20,0 ml.
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5.4.6.1.Rekrystalizace pod zpétnym chladicem
V nasem pfipadé se jako rozpoustédlo pouZila smés chloroform?® : ethanol = 1 : 1. Takto
pfipraveny alkaloidni roztok se umistil na vodni lazen pod Dimrothlv spirdlovy chladi¢, kde byl
ponechdn pfiblizné jednu hodinu, aby se patfiéné ohtal a nasytil. Cast rozpoustédla se odpafila

otvorem na vrchu chladice, ¢ast kondenzovala na jeho vnitini spirale a vratila se zpét do roztoku.

Kdyz byl alkaloidni roztok patficné nasycen a zahustén, tak se umistil do chladu (mrazak), kde
byl rychle ochlazen — tzv. rusena krystalizace. Ndsledné se odsal zbyly matecny louh a krystaly byly

jesté docistény promytim pomoci malého mnozstvi chloroformu pfes fritu.

5.4.6.2.Rekrystalizace odparenim rozpoustédla
Pfi tomto typu rekrystalizace se alkaloidni roztok, o stejném sloZeni solventu, nezahftiva
na vodni lazni, ale ponecha se odloZzen na misté bez pfistupu svétla k samovolnému odpareni
rozpoustédla. Pfi postupném odparovani rozpoustédla se roztok koncentruje a stdva se nasycenym.

Z takto nasyceného roztoku vypadavaji krystaly alkaloidd, které se zpracuji jako v pfedchozim pripadé.

5.5. Metody pouZité pfi strukturni analyze

5.5.1. Analyza pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

Pro zjisténi identity izolovanych alkaloidi na zakladé jejich hmotnostniho spektra byla vyuZita
GC-MS analyza na plynovém chromatografu typu 5975 inert MSD s hmotnostnim spektrometrem typu
Agilent Technologies 7890A a hmotnostnim kvadrupélovym analyzatorem jako detektorem. Plynovy
chromatograf vyuzivd metodu El (tvrdd ionizacni technika) pro ionizaci analytd pomoci energie
o velikosti 70 eV. VyuZzita byla analytickd kolona typu DB-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Jako nosni

plyn bylo vybrano helium pti pratokové rychlosti 0,8 ml/min 3¢,

Teplota pfi separaci dosahla hodnoty 300 °C. Teplota od 100 °C do 180 °C se temperovala
rychlosti 15 °C/min. Po dosaZeni teploty 180 °C byla tato teplota udrZovana po dobu jedné minuty.
Teplota od 180 °C do 300 °C se temperovala rychlosti 5 °C/min. Po dosaZeni teploty separace —

300 °C, byla tato teplota udrzovéana po dobu ¢tyficeti minut 3¢,

Injektor, ktery nastfikuje do pfristroje vzorek o velikost 1 ul ve ‘split mode‘ o poméru 1 : 15, byl
vytemperovan na teplotu 280 °C. Detektor byl temperovan na 200 °C a jeho detekéni rozmezi bylo

m/z 40 — 600 B3],

15 Jako alternativa chloroformu byl vyuZit také n-hexan.
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5.5.2. Analyza pomoci vodikové nuklearni magnetické rezonance
'H NMR spektra byla zméfeny na Katedfe organické a bioorganické chemie panem doc. PharmbDr.
Jitim KuneSem, Ph.D. Vodikova NMR spektra se méfila na spektrometru Varian INOVA-500 NMR.
PFfi méfeni byla pouzita sonda typu 5mm ID PGF o pracovni frekvenci 500 MHz, za teploty o velikosti

25 °C. Jako rozpoustédlo byl pouzit CDCls (deuterovany chloroform) 3¢,

5.5.3. Analyza pomoci uhlikové nukledrni magnetické rezonance
13C NMR spektra byla rovnéz, zméFeny panem doc. Kunedem na pfisluiné katedfe, stejnym typem
pristroje za stejné teploty a typu rozpoustédla. Pfi méreni uhlikovych NMR spekter se na rozdil
od vodikovych pouZila Sirokopasmovd sonda typu 5 mm SW pfii pracovni frekvenci o velikosti

125,7 MHz B¢,

5.5.4. Polarimetrie
Opticka otacivost ziskanych alkaloidli byla mérena pomoci polarimetru P3000. Alkaloidy byly
pred vlastnim méfenim rozpustény v chloroformu. Nasledné se podle nize uvedeného vzorce vypocetla
specificka otacivost, ktera nasledné byla porovnana s odbornou literaturou.

100 X
16

t =
[«]p %1

Rovnice 1 - Vypocet specifické otdcivosti 11011

5.6. Material a pristroje pouzité pri stanoveni biologické aktivity
Veskery materidl a pristroje pro stanoveni biologické aktivity, které jsou uvedené v praci, byly

pouzity podle (Hulcova, a dalsi, 2019) 3¢,

5.6.1. Stanoveni inhibi¢ni aktivity vici lidskym cholinesterasam

5.6.1.1.Chemikalie
= Acetylthiocholin jodid = 99,0 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)
= Butyrylthiocholin jodid = 99,0 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)
= Dimethylsulfoxid = 99,5 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)
= 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98 %; DTNB (Sigma-Aldrich s.r.o.)
= Huperzin A 95 % (TAZHPNGHUI — Tai’an Zhonghui Plant Biochemical Co. Ltd.)

= Galanthamin hydrobromid 95 % (Changsha Organic Herb Inc.)

16 t — teplota méfeni [°C]; D — ¢ara sodikového dubletu (A = 589,3 nm); a — naméfend otacivost [°];
c — koncentrace latky (alkaloidu) [g X ml™1]; | — opticka drdha ,,délka kyvety” [dm] 1204,
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5.6.1.2. Tlumivé roztoky — pufry
= PBS:(c=5mM;pH=7,4)
= PBS; s pfimési 150 mM NaCl (c =5 mM; pH =7,4)

5.6.1.3. Pfistrojové vybaveni
= Jednokanalovy reader mikrotitraénich desti¢ek Reader Synergy™ HT
Multi — Detection Microplate Reader (BioTek Instruments Inc.)

= Centrifuga Boeco U-320R s rotorem Hettich 1611 (Boeckel & CO GmbH & CO)

5.6.1.4.Stanovované enzymy a jejich plvod
Zdrojem lidskych cholinesteraz byla ¢erstvé odebrana lidska krev zdravych dobrovolnikd, ktera
byla obohacena o 2 ml 3,4% citrdtu sodného (in vitro protisrazlivé cinidlo). Krev byla nasledné
rozdélena do zkumavek po péti mililitrech. Bezprostfedné po prerozdéleni do zkumavek byla krev
centrifugovana po dobu deseti minut pfi 4000 rpm za teploty 4 °C. Separat plazmy obsahujici huBChE,
oddélen od zbylého krevniho sedimentu, byl aZz do vyuziti skladovan pfi teploté 4 °C po dobu

maximalné esti hodin B¢,

Zbyly krevni sediment byl procistén pomoci bezpopelného filtru. Nasledné se pridalo také
mnozstvi PBS; tak, aby vysledny objem suspenze byl 13 ml. Opétovné se vykonala centrifugace
a nasledné se za uc¢elem dokonalého odstranéni plazmy vykonalo trojndsobné promyti centrifugované
suspenze pomoci PBS,. Nasledné se pridaval PBS;, a to v mnoZstvi potfebném ke vzniku vysledného
poméru erytrocyty : PBS; = 1 : 9, ktery je schopen vyvolat hemolyzu erytrocytl pfi které se z nich
uvolfiuje huAChE. Vyslednd smés byla prelita do Erlenmayerovy banky a za pomoci magnetické
michacky byla po dobu deseti minut, za rychlosti otac¢ek 300 rpm ponechdna spontanni hemolyze.
Nasledné byla probihajici hemolyza zastavena a stanovila se aktivita vzniklého hemolyzatu, ktery byl

az do momentu vyuZiti skladovan pfi teploté -22 °C 3¢,

5.6.2. Stanoveni inhibi¢ni aktivity vaci prolyl oligopeptidase
5.6.2.1.Chemikdlie
= Dimethylsulfoxid = 99,5 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)
= Berberin 95 % (Sigma-Aldrich s.r.o.)
= Z-Gly-Pro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich s.r.o.)
= Z-Pro-prolinal = 98 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)

= 1,4-dioxan (Lachema n.p. Brno zavod Neratovice)

5.6.2.2. Tlumivé roztoky — pufry
=  PBS;(c=0,01M; pH=7,4) oslozeni 173 mM NaCl a 2,7 mM KCl
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5.6.2.3. Pfistrojové vybaveni

=  Vertikdlni jednokanalovy ELISA Reader ELx800, (BioTek Instruments Inc.)

5.6.2.4.Stanovovany enzym

= Rekombinantni prolyl oligopeptidasa (Sigma-Aldrich s.r.0.)

5.6.3. Stanoveni inhibi¢ni aktivity vici glykogensyntase kinase 3f

5.6.3.1.Chemikalie

= Dimethylsulfoxid = 99,5 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)

= 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina; HEPES > 99,5 %
(Sigma-Aldrich s.r.0.)

= Ehylendioxytetraoctovd kyselina; EDTA (Sigma-Aldrich s.r.0.)

= Tetrasodna sul ethylenglykol-bis(-aminoethylether) — N,N,N,N-tetraoctové
kyseliny; EGTA = 99,05 % (Sigma-Aldrich s.r.0.)

=  Magnezium acetat (Sigma-Aldrich s.r.o.)

= Adenosintrifosfat (Sigma-Aldrich s.r.o.)

=  GSM (Merck Millipore Inc.)

= SB-415286 (Selleck Chemicals Inc.)

= Souprava Kinase-Glo® Luminiscent Kinase Assays (Promega Biotech Co., Ltd.)

5.6.3.2. Pfistrojové vybaveni
=  Fluorescencni detektor Victor X3 multimode plate reader (BioTek Instruments

Inc.)

5.6.3.3.Stanovovany enzym

= GSK-3B (Merck Millipore Inc.)

5.7. Metody pouZité pfi stanoveni biologické aktivity

5.7.1. Metoda stanoveni inhibi¢ni aktivity vici lidskym cholinesterasam
Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloid vGc¢i lidskym cholinesterdazam byla vyuZita

kolorimetricka metoda podle George L. Ellmana, vyuzZivajici specifické ¢inidlo — DTNB.

Podstatou metody je enzymova hydrolyza thiocholin jodidi (acetylthiocholin jodid;
butyrylthiocholin jodid) za Ucasti AChE a BChE. Po hydrolyze se thiocholiny $tépi na pfislusnou
karboxylovou kyselinu a thiocholin, ktery ve své molekule obsahuje thiolovou skupinu, jenz reaguje
s DTNB (Ellmanovo ¢inidlo) za soucasného uvolnéni 5-merkapto-2-nitrobenzoového aniontu TNB™.

Tautomer aniontu TNB™ je Zluté barvy a je snadno detekovatelny spektrofotometricky 292,
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S COOH S COOH

Obrdzek 19 — Tautomerni formy 5-merkapto-2-nitrobenzoového aniontu 11021

Na pocatku bylo do jamek mikrotitracni desticky napipetovdno 8,3 ul plazmy (stanoveni pro
huBChE) nebo hemolyzatu erytrocytl (stanoveni pro huAChE). Nasledné se pfidalo 283,0 ul DTNB
(c=5mM) a 8,3 pl roztoku obsahuijici ptislusny alkaloid rozpustén v DMSO v klesajici koncentracni fadé
(40,0 mM; 10,0 mM; 4,0 mM; 1,0 mM; 0,4 mM). Jako blanc byl vyuZit samotny DMSO v mnoZstvi
8,3 ul. Probéhla pé&timinutova inkubace pfi 37 °C v pfistroji Reader Synergy™ HT Multi a nasledné bylo
pridano 33,3 ul roztoku pfislusnych thiocholin jodid o ¢ = 10 mM a probéhla, jiZ vySe popsana,
hydrolyzacni reakce. Vznikly tautomer aniontu TNB™ byl detekovan spektrofotometricky pfiA =412 nm
pro stanoveni huBChE a A = 436 nm pro stanoveni huAChE 3¢, Procentudlni inhibice byla vypoétena

dle nasledujici rovnice:

AA
BL v 10017

[%] I = 100 —
SA

Rovnice 2 — Vypocet procentudlni inhibice alkaloidi viéi lidské acetyl- a butyrylcholinesterase 136!

Nasledné se ze ziskanych hodnot za pomoci programu GraphPad Prism (ver. 5.02) a nelinearni
regrese, vypocCetla hodnota ICso [UM], kterd byla porovnana s referenénimi latkami (galanthamin

a Huperzin A) 139,

5.7.2. Metoda stanoveni inhibi¢ni aktivity vici prolyl oligopeptidase
POP byla rozpusténa v PBSs. Alkaloidy byly rozpustény v DMSO v takovém mnoZstvi, aby vznikli
zasobni roztoky o ¢ = 10 mM. Nasledné se fedénim zasobnich roztok(l pomoci demineralizované vody
pfipravila koncentraéni Fada alkaloidnich roztokd (103, 107 M). Jako blanc byl pouZit DMSO o stejné

koncentraci, jakou méli roztoky koncentra&ni fady ¢,

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 5 pl testovaného roztoku z koncentraéni
alkaloidni fady, 5 pl roztoku POP a 170 ul PBS; . Ziskana smés se pfti teploté 37 °C inkubovala po dobu
péti minut. Substrat (Z-Gly-Pro-p-nitroanilid) se pfipravil rozpusténim v 50% 1,4-dioxanu a byl pfidan
v mnozstvi 20 pl k inkubované smési. Pak probéhla dalsi tficetiminutova inkubace pfi teploté 37 °C, pfi
které vznikly barevné produkty p-nitroanilinu. Vzniklé Zluté produkty byly spektrofotometricky

zméfeny ve vertikalnim jednokanalovém ELISA readeru ELx800 pfi A = 405 nm B¢,

17 AAg. — nérlst absorbance slepé vzorky za jednu minutu; AAsa — narQst absorbance méFené vzorky za jednu
minutu 3¢,
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Vztah mezi mnoZstvim vzniklého Zlutého produktu a aktivitou POP je pfimo umérny. To znamen3,
Ze ¢im vyssi je aktivita POP, tim vice Zlutého produktu vznikne. Z toho plyne, Zze ¢im vétsi mnozstvi
Zlutého produktu vznikne, tim mensi je potencial alkaloidu inhibovat POP. Inhibi¢ni aktivita vici POP
se za pomoci programu GraphPad Prism (ver. 5.02) vyjadfila jako hodnota ICso [LM] a ziskané hodnoty

byly porovnany s referenénimi latkami (berberin; Z-Pro-prolinal) ¢!,

5.7.3. Metoda stanoveni inhibi¢ni aktivity vaci glykogensyntase kinase 38
Pro stanoveni inhibic¢ni aktivity alkaloidd v(ici GSK-3B byla vyuZita luminiscenéni metoda podle

(Baki, Bielik, Molnar, Szendrei, & Keserii, 2007) 1%, za vyuZiti soupravy &inidel Kinase-Glo 2%,

Souprava Kinase-Glo obsahuje jako substrat hmyzi luciferin a rekombinantni enzym — luciferasa
(oxidoreduktaza katalyzujici oxidaci pigmentu luciferinu na oxyluciferin), ktery pro svou oxidacni
¢innost vyzaduje pritomnost ATP, které nebylo v reakci spotfebovano GSK-3p kinasou. Pti této oxidacni

reakci se emituji fotony, které jsou ve formé luminiscence zachyceny detektorem %4,

S H COy S H .
j( ATP; 1/2 Oy; Luciferasa; Mg?* — j(
N/>—<\N AMP; CO,; PPi; Foton NN

Obrdzek 20 — Oxidaéni aktivita enzymu luciferasa 1104

Metoda probiha na mikrotitra¢nich destickach s devadesati Sesti jamkami. Do kazdé jamky se
nadavkuje 10 ul testovaného roztoku alkaloidu rozpusténého v DMSO o ¢ = 1 mM, ktery byl pfedem
zfedény na pozadovanou koncentraci pomoci tlumivého roztoku (pH = 7,4) o kvalitativnim sloZeni:
50 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1mM EDTA a 15 mM magnézium acetatu. Dale se pfida 10 pl ATP, 10 pl
GSM (substrat pro GSK-3B) o ¢ = 100 uM a 10 pl GSK-3B odpovidajici mnoZstvi o hmotnosti 20 ng.
Pozitivni a negativni kontrola se vykonala pomoci tlumivého roztoku SB-415286 (pozitivni standard)

o findlni c =5 pM. DMSO by nemél byt ve véts§im mnoistvi, neZ je 5 % z celkového mnoZstvi smési (°!,

Vysledna smés se inkubovala po dobu tficeti minut pfi teploté 37 °C. Nasledné se inkubace
zastavila pomoci 40 pl soupravy Kinase-Glo. Ndsledné se po deseti minutach odecetla vysledna
luminiscence. Inhibi¢ni aktivita se vypocetla na zakladé maximalni aktivity, kterd se méfila pti absenci
inhibitoru v reakéni smési, a maximalni inhibice, kterd se méfila v pfitomnosti referen¢ni substance.

Vysledna inhibiéni aktivita je proporcionalni k rozdilu celkové a spotfebované ATP 3¢,

Vztah mezi velikosti luminiscence a aktivitou kindzy je nepfimo umérny. To znamena, Ze ¢im vyssi

evvs

vétsi je potencidl alkaloidd inhibovat GSK-3pB. Inhibi¢ni aktivita vici GSK-33 se za pomoci programu
GraphPad Prism (ver. 5.02) vyjadrila jako hodnota ICso [uM] a ziskané hodnoty byly porovnany
s referenéni latkou (SB-415286) 3¢,
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6. Experimentalni ¢ast — vlastni metodika izolace alkaloidd

Pro izolaci alkaloid( byly pouZita frakce alkaloidniho extraktu ¢. 82 — 94 o hmotnosti 2,3268 g.

Z extraktu bylo odebrdno nepatrné mnoistvi, které bylo rozpusténo v chloroformu za ucelem
pripravy vzorku pro TLC a nasledné se vyvijelo dvakrat v MFa. UV detekce (A = 254 nm) prokazala
pritomnost péti samostatnych zén obsahujicich latky povahy alkaloid(. Po nasledné vizualizaci pomoci
Dragendorffova Cinidla se rozhodlo, Ze se alkaloidy z extraktu budou pomoci pTLC izolovat v péti

samostatnych zénach.
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Obrdzek 21 — TLC spojené podfrakce ¢. 82 — 94

Nasledné byl cely extrakt ¢. 82 — 94 rozdélen na tfi ¢asti a kazda c¢ast byla postupné rozpusténa
v potfebném mnozstvi chloroformu a pomoci pera pro pTLC byl nanesena na prfedem pripravené lité
desky. Pocet litych desek nutnych pro separaci celého extraktu byl 64. Prvotni separace probihala ve
tfech sériich (22; 22; 20 litych desek). Desky byly dvakrat vyvinuty ve soustavé MFa. Nasledné se z desek
nechala odpafit zbyla mobilni faze a pak byly desky zkontrolovdny pomoci UV lampy pfi A = 254 nm.
Detekce prokazala vyskyt péti samostatnych zén obsahujicich alkaloidni substance, které byly shodné
s pfedem pripravenym TLC. Nasledna detekce pomoci Dragendorffova Cinidla rovnéz prokazala vyskyt
péti zon shodnych s predchozim TLC. Zény ze vSech tfi sérii se shodnym Rr byly vyskrabany z desek a
spojeny do jedné bariky. Nasledné se provedla eluce, odpafeni pomoci RVE a pod oznacenim Z — (1-5)

byly vzorky odloZeny do lednice k dalsi separaci.
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6.1.Z6nazZ-1
Pro zjisténi vhodné mobilni faze k dalsi separaci bylo odebrano nepatrné mnozstvi extraktu,
které bylo rozpusténo v chloroformu. Po zjisténi vhodné mobilni faze pro dalsi separaci zény Z—1 byla

tdto zona precisténa pomoci pTLC na péti litych deskach. Zéna Z — 1 byla dvakrat vyvinuta v MFe.

— —r 1 [ —T ]

a | S

—
START START
UV detekce Detekce pomoci

Dragendorffa

Obrazek 22 — TLC podfrakce Z - 1

Po vyskrabdni, nasledné eluci a odpareni extraktu na RVE bylo mozZné na sténé bariky pozorovat
krystalky alkaloid(l. Dale byl extrakt dodistén pomoci samovolné krystalizace, pojmenovan jako Z—1/1
a uchovan vlednici kdalsi analyze. Vysledky strukturni analyzy jsou uvedeny v podkapitole

ZénazZ-1/1.
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6.2.26nazZ-2

Zb6na Z — 2 byla pomoci mobilni faze MF, (dvakrat vyvinuto) na osmi litych deskach separovana
na dvé samostatné zény — zéna Z — 2/1 a zéna Z — 2/2. Po nasledné detekci pomoci Dragendorffova

¢inidla a vzhledem k vy$simu ocekavanému vytézku separace se dale pracovalo pouze se zénou Z—2/2.

Opétovné se pfipravil vzorek a byla nalezena vhodna mobilni faze pro pTLC pro zénu Z — 2/2.
Zbna Z - 2/2 byla rozpusténa v adekvatnim mnozstvi chloroformu a nanesena pomoci pera na lité

desky. Sest litych desek bylo dva-krat vyvinuto v mobilni fazi MFo.
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Obrdzek 23 — pTLC podfrakce Z—2/2

Byly nalezeny dvé samostatné zdny, které byly vySkrabany, eluovany a nasledné odpareny.
Extrakty byly oznaceny jako zéna Z — 2/2*A, a zéna Z — 2/2*B. Vzhledem k velice nizkému vytézku ze

zény Z - 2/2*A se dale pracovalo pouze se zénou Z —2/2*B.

Zéna Z — 2/2*B obsahovala kromé vykrystalizovaného alkaloidu také zna¢né mnozstvi
balastnich latek a nepatrné mnoiZstvi vody. Z divodu obsahu vody v extraktu a ocekavaného
odstranéni balast( se extrakt procistil pomoci vytfepavani v délicce. Za pomoci RVE byl chloroformovy
extrakt odparen a na sténé bariky bylo mozZno pozorovat vznikajici Cisté krystalky alkaloidu. Separat byl
nasledné pojmenovan jako zéna Z — 2/2*B, zabalen a uchovan v lednici k dalsi analyze. Vysledky

strukturni analyzy jsou uvedeny v podkapitole Zéna Z — 2/2*B.
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6.3.Z6naZ-3

Pro odstranéni nadbytecného balastu byla zéna Z — 3 odtu¢néna vytfepanim v délicce.
Nasledné se pfipravil vzorek pro TLC, ktery se vyvijel dvakrat v mobilni fazi MFc. Zéna Z — 3 byla cela
rozpusténa v adekvatnim mnozstvi chloroformu a prevedena pomoci pera na 24 litych desek, které se
vyvijeli dvakrat v mobilni fazi MFc. Nasledni UV detekce odhalila osm samostatnych zén. Detekce
pomoci Dragendorffova cinidla potvrdila pfitomnost alkaloid( pouze ve dvou samostatnych zénach.

Nasledné byly tyto zény vySkrabany, eluovany a odpareny na RVE.
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Obrdzek 24 — TLC podfrakce Z— 3

Vzhledem na vyssi o¢ekavany vytéZek separace se dale zpracovavala pouze zénou Z - 3/1, ktera
byla rozpusténa v chloroformu a nanesena na ¢trnact litych desek a ty se dvakrat vyvijeli v MFc. Byla
ziskana jedna samostatni zéna, ktera obsahovala alkaloidni Iatky a ta byla vyskrabana, eluovana a
odparena. Dale se vykonala rekrystalizace pod zpétnym chladi¢em za pomoci n-hexanu, chloroformu
a ethanolu v objemovém poméru 1 : 1 : 1. Po odsati zbylého matecného louhu byly ziskané relativné
Cisté krystaly alkaloidu, které byly jesté promyty malym mnoZstvim chloroformu pres fritu. Separat byl
nasledné pojmenovan jako zéna Z — 3/1*A, zabalen a uchovan v lednici k dal$i analyze. Vysledky

strukturni analyzy jsou uvedeny v podkapitole Zéna Z — 3/1*A.
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6.4.76nazZ-4

Po pfipraveni vzorku pro TLC byla nasledné nalezena vhodnda mobilni faze pro separaci pomoci
pTLC. Zéna Z — 4 byla rozpusténa v adekvatnim mnozZstvi chloroformu a pomoci pera nanesena na lité
desky. Pocet litych desek nutnych k separaci zony Z—4 byl dvanact. Desky se vyvijely dvakrat v soustavé
MPFc. Byly nalezeny dvé samostatné zény obsahujici alkaloidy, které byly nasledné vyskrabany,
eluovany a za pomoci RVE odpareny. Ziskané extrakty byly pojmenovany jako zéna Z — 4/1 a zéna

Z—4/2.Vzhledem k vétsimu hmotnostnimu vytézku se dale pracovalo pouze se zénou Z — 4/2.

Zbna Z — 4/2 byla predisténa na Sesti litych deskach. Vyvijeni probéhlo dvakrat v mobilni fazi
MPFc. Po ndsledné detekci pomoci UV lampy a Dragendorffova Cinidla byla nalezena jedna samostatni
zéna obsahujici alkaloidy. Ndsledné byla dana oblast vyskrabdna, eluovana a odpatena na vakuové

rotacni odparce. Ziskany extrakt byl pojmenovan jako zéna Z — 4/2*A.

I I

e -
START

START

UV detekce Detekce pomoci
Dragendorffa

Obrdzek 25 — TLC podfrakce Z—4/2

Vzhledem k obsahu balastnich latek bylo pro zénu Z — 4/*A zvoleno precisténi pomoci
vytfepdvani v délicce. Po odpafeni chloroformové frakce byly na sténé banky pozorovany
vykrystalizované krystalky alkaloidd. Nasledné se vykonala rekrystalizace pod zpétnym chladi¢em
pomoci chloroformu a ethanolu v jednotkovém poméru. Pak se ziskané krystalky zfiltrovaly pres fritu
pomoci malého mnozstvi chloroformu. Separat byl nasledné pojmenovan jako zéna Z—4/2*A, zabalen
a uchovan vlednici kdalsi analyze. Vysledky strukturni analyzy jsou uvedeny v podkapitole

Z6naZ-4/2*A.
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6.5.Z6naZ-5

Podle pfipraveného vzorku pro TLC se za nejvhodnéjsi mobilni fazi zvolila MFg. Ndsledné se cela
zona Z -5 rozpustila v adekvatnim mnozstvi chloroformu a byla pomoci pera prevedena na deset litych
desek, které se v MFg vyvijely dvakrat. Naslednd UV detekce prokazala vyskyt sedmi zén. Z téchto zén
bylo po nasledné detekci pomoci Dragendorffova Cinidla zjiSténo, Ze pouze Ctyfi zény obsahuiji latky
alkaloidni povahy. VSechny Ctyti zony byli ndsledné vyskrabdny, eluovany a odpareny. Ziskané extrakty

byly pojmenovany jako zéna Z-5/1,z6naZ-5/2,z6naZ-5/3 azénaZ—-5/4.
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Obrdzek 26 — TLC podfrakce Z—5

Vzhledem ke znac¢né nizkému hmotnostnimu vytézku ze z6nZ-5/1,Z—-5/2 aZ—-5/4 se k dalsi

separaci pouZila pouze zéna Z - 5/3.

Nasledné se zéna Z — 5/3 zbavila balastl vytfepanim v déli¢ce a po rekrystalizaci pod zpétnym
chladi¢em byly ziskané krystalky alkaloidu. Nasledné byly docistény pfes fritu pomoci malého mnoZstvi
chloroformu. Separat byl nasledné pojmenovan jako zéna Z — 5/3*A, zabalen a uchovan v lednici

k dalsi analyze. Vysledky strukturni analyzy jsou uvedeny v podkapitole Zéna Z — 5/3*A.
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7. Vysledky strukturni analyzy alkaloid(

Na zakladé nize uvedenych pouzitych chromatografickych, spektrdlnich a optickych metod se
podafilo identifikovat vSech pét ziskanych alkaloidnich substanci, a to jako O-ethyllykorenin,

epigalanthamin, galanthamin, galanthin a krinin.

Vsechna ziskana GC-MS spektra byla porovnana s odbornou literaturou a sbirkou standardd, které
jsou dostupné na Katedfe farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.
Naméiené H, 3C NMR spektra a optickd otacivost byly rovnéZ porovnany s odbornou literaturou.

Molekulové hmotnosti jednotlivych molekul byly generovany v programu ChemDraw (ver. 19.1).
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7.1.26nazZ-1/1
Nezndmad latka ze zény Z — 1/1 byla pozitivné identifikovana jako homolykorinovy alkaloid
O-ethyllykorenin. Vysledky in vitro testli na inhibi¢ni aktivitu vic¢i huAChE, huBChE, POP
a GSK-3B jsou uvedeny v kapitole Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloid( vaci in vitro

testovanym enzymim.

Obrdzek 27 — O—ethyllykorenin 136]

Molekulova hmotnost

M, = 345,44

GC-MS spektrum

El — MS (m/z) 345(-); 300(2.3) 191(7) 109(100) 1%,
'H NMR spektrum

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 4.24 (1H, d, J = 4.80 Hz, H-1), 2.44 (1H, d, J = 1.40, H-2), 5.50
(1H, s, H-3), 2.43 (1H, d, J = 1.42 Hz, H-4a), 5.51 (1H, s, H-6), 6.86 (1H, s, H-7), 6.97 (1H, s, H-10),
2.43 (1H, s, H-10b), 2.45 (2H, m, H-11), 3.17 (1H, s, H-12), 3.82 (3H, s, OCH), 3.84 (3H, s, OCHs),
2.43 (2H, g, J = 9.05, 1.45 Hz, OCH,CHs), 2.31 (3H, t, J = 2.50 Hz, OCH,CHs), 2.08 (3H, s, NCHs)

ppm [106].
13C NMR spektrum

13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 66.7 (C-1), 31.7 (C-2), 116.1 (C-3), 138.6 (C-4), 67.7 (C-4a), 97.2
(C-6),130.2 (C-6a), 111.1 (C-7), 148.4 (C-8), 148.4 (C-9), 112.7 (C-10), 126.0 (C-10a), 43.8 (C-10b),
28.1 (C-11), 56.8 (C-12), 63.5 (OCH,CHs), 15.5 (OCH,CHs), 55.8 (OCHs), 56.1 (OCHs),
44.2 (NCHs) ppm 12081,

Opticka otdcivost

[a]2® = + 178,0 (c =0,1; methanol).
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7.2.726naZ-2/2*B
Litka ze zény Z — 2/2*B byla identifikovana jako galanthaminovy alkaloid epigalanthamin.
Vysledky in vitro testll na inhibi¢ni aktivitu vici huAChE, huBChE, POP a GSK-3p jsou uvedeny

v kapitole Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidd vici in vitro testovanym enzymim.

Obrdzek 28 — Epigalanthamin 32]

Molekulova hmotnost

M, = 287,36

GC-MS spektrum

El — MS (m/z) 278(86); 286(100) 270(16) 244(18) 230(15) 216(63) 174(20) 128(8) 115(12) 1197
'H NMR spektrum

IH NMR (300 MHz, CDCls) 8: 1.61 — 1.75 (m, 2H), 2.18 a 2.75 (dd, J = 12, 12 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H),
3.07 a 3.22 (dd, J = 12.9, 12.1 Hz, 2H), 3.59 a 4.05 (dd, J = 15.3, 15 Hz, 2H), 3.38 (s, 3H), 4.60
(m, 2H), 5.79 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 6.55 a 6.62 (2d, J = 8.1, 8.1 Hz, 2H)

ppm [108].
13C NMR spektrum

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6: 32.3 (2xCH,), 34.1 (CHs), 41.6 (CH,), 48.0, 53.8 (CH,), 55.8 (OCHs),
60.1 (CH,), 62.7 (CH), 88.4 (CH), 110.8 (CH), 121.5, 126.2 (CH), 128.9 (CH), 131.9 (CH), 132.9, 143.8,
146.6 ppm 108],

Opticka otdacivost

[«]Z® = —229,9 (c=0,1; chloroform).
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7.3.Z26naZ—-3/1*A
Testovanim zdény Z — 3/1 se podafilo identifikovat neznamou substanci jako galanthaminovy
alkaloid galanthamin. Vysledky in vitro testl na inhibi¢ni aktivitu vic¢i huAChE, huBChE, POP
a GSK-3B jsou uvedeny v kapitole Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloid( vaci in vitro

testovanym enzymim.

O O"‘CH3

H H

Obrdzek 29 — Galanthamin [32]

Molekulovd hmotnost
M, = 287,36
GC-MS spektrum

El — MS (m/z) [%] 287(80); 286(100) 270(15) 256(2) 244(28) 230(16) 216(40) 174(37) 128(9)
115(15) 1207,

'H NMR spektrum

'H NMR (500 MHz, CDCls) &: 6.65 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6.60 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-7), 6.05
(1H, dd, J = 10.4, 1.6 Hz, H4a), 5.98 (1H, ddd, J = 10.4, 5.0, 1.3 Hz, H-4), 4.59 (1H, m, H-1), 4.12
(1H, m, H-3), 4.07 (1H, d, J = 15 Hz, H-6), 3.81 (3H, s, OCH3), 3.66 (1H, dd, J = 15, 1.2 Hz, H-6), 3.25
(1H, ddd, J = 14.4, 12.8, 1.9 Hz, H-12), 3.03 (1H, ddd, J = 14.4, 4.0, 3.2 Hz, H-12), 2.6 — 2.8
(1H, m, H-2), 2.39 (3H, s, NCH3), 2.07 (1H, ddd, J = 13.7, 12.8, 3.2 Hz, H-11), 1.99
(1H, ddd, J = 15.7, 5.0, 2.5 Hz, H-2), 1.56 (1H, ddd, J = 13.7, 4.0, 1.9 Hz, H-11) ppm 1299,

13C NMR spektrum

13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 145.7 (C-10), 143.8 (C-9), 132.8 (C-10a), 129.2 (C-6a), 127.3 (C-4),
126.6 (C-4a), 121.7 (C7), 111.1 (C-8), 88.4 (C-1), 61.7 (C-3), 60.3 (C-6), 55.7 (OCH3), 53.6 (C-12),
47.9 (C-10b), 41.9 (NCH3), 33.6 (C-11), 29.8 (C-2) ppm (%],

Opticka otacivost

[a]2® = — 98 (c = 0,15; chloroform).

73



7.4.26naZ—-4/2*A
Na zakladé nize uvedenych pouzitych chromatografickych, spektralnich a optickych metod se
latku ze zény Z — 4/2*A podafilo pozitivné identifikovat jako lykorinovy alkaloid galanthin.
Vysledky in vitro testli na inhibi¢ni aktivitu viacéi huAChE, huBChE, POP a GSK-3B jsou uvedeny

v kapitole Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidd vici in vitro testovanym enzymim.

HC-

o

Obrdzek 30 — Galanthin 1321

Molekulova hmotnost

M, = 317,39

GC-MS spektrum

El — MS (m/z) [%] 317(45); 268(16) 243(100) 242(99) 162(9) 125(13) 110(7) 121,
'H NMR spektrum

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 4.66 (br, H-1), 3.76 (m, H-2), 5.61 (br, H-3), 2.64 (m, 2H-4), 2.35
(q, J = 8.7 Hz, H-50), 3.37 (m, H-5B), 8.50 (d, J = 14 Hz, H-7a), 4.17 (d, J = 14 Hz, H-7p), 6.85
(s, H-8), 6.63 (s, H-11), 2.63 (m, H-11b), 2.74 (d, J = 11,6, H-11c), 3.90 (s, C-10 -OCH3), 3.85
(s, C-9 -OCH3), 3.52 (s, C-2 -OCH3) ppm (124,

13C NMR spektrum

13C NMR (125 MHz, CDCls) 6: 147.8 (C-9), 147.6 (C-10), 143.9 (C-3a), 129.3 (C-7a), 126.6 (C-11a),
115.1 (C-3), 110.8 (C8), 108.0 (C-11), 81.0 (C-2), 68.3 (C-1), 60.9 (C-11c), 57.3 (OCH3), 56.6 (C-7),
56.0 (OCH3), 55.9 (OCH3), 53.8 (C-5), 41.5 (C-11b), 28.5 (C-4) ppm 1111,

Opticka otdacivost

[a]2® = — 56 (c = 0,01; methanol).
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7.5.Z6naZ—-5/3*A
Screening zény Z — 5/3*A ukazal pfitomnost hlavniho zastupce krininového strukturniho typu
alkaloidd — krinin. Vysledky in vitro testll na inhibi¢ni aktivitu vac¢i huAChE, huBChE, POP
a GSK-3B jsou uvedeny v kapitole Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloid( vaci in vitro

testovanym enzym0m.

Obrdzek 31 — Krinin 136]

Molekulovd hmotnost

M, = 271,32

GC-MS spektrum

El — MS (m/z) 271(100); 228(21) 199(61) 187(54) 173(18) 128(18) 115(19) 1“7,
'H NMR spektrum

IH NMR (400 MHz, CDCls) &: 6.84 (s, 1H). 6.59 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.05 — 5.59 (m, 1H),
5.90 (dd, /=6, 1.2 Hz, 2H), 4.41 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 4.37 — 4.33 (m, 1H), 3.79 (d, J = 16.8 Hz, 1H),
3.38 (m, 2H), 2.92 — 2.89 (m, 1H), 2.21 — 2.14 (m, 1H), 2.02 — 1.98 (m, 1H), 1.98 — 1.91 (m, 1H),
1.83 - 1.68 (m, 2H) ppm 112,

13C NMR spektrum

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6: 32.3 (s, C-4), 43.6 (t, C-11), 44.3 (s, C-10b), 53.1 (t, C-12), 61.5
(t, C-6), 62.9 (d, C-4a), 63.3 (d, C-3), 100.8 (t, OCH,0), 102.9 (d, C-10), 106.9 (d, C-7), 125.0
(s, C-6a), 128.0 (d, C-2), 131.0 (d, C-1), 137.8 (s, C-10a), 145.8 (s, C-8), 146.3 (s, C-9) ppm 1131,

Opticka otdacivost

[a]2> = — 70 (c = 0,05; chloroform).
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8. Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidd vicéi in vitro

testovanym enzymudm

V nize uvedené tabulce jsou vysledky stanoveni inhibi¢nich aktivit jednotlivych izolovanych

alkaloidl vucdi

enzymim huAChE, huBChE, GSK-3B a POP. Metodiku testovani

nalezneme

v podkapitoldch Materidl a pfistroje pouzité pfi stanoveni biologické aktivity a Metody pouzité pfi

stanoveni biologické aktivity. Vysledky méFeni byly porovnany s odbornou literaturou ¢, Alkaloid

epigalanthamin nebyl izolovdn v mnoiZstvi dovolujicim vykonat in vitro inhibi¢ni testy. Pro nizkou

procentualni inhibici alkaloid(l v¢i GSK-3pB, se jejich hodnota ICso nestanovovala.

Tabulka 16 — Vlysledky méreni ICsq izolovanych alkaloidi v porovndni vici standardim

ICso ICso ICso INHIBICE ICso
LATKA huAChE huBChE POP GSK-3B GSK-3B
[uM] [uM] [uM] [%] [uM]
O-ETHYLLYKORENIN? > 500 > 500 > 500 58 + 30 n.d.
EPIGALANTHAMIN? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GALANTHAMIN! 1,70 £ 0,10 42,30+1,30 >500 n.d. n.d.
GALANTHIN! 600 + 60 > 500 > 500 26+ 70 n.d.
KRININ? > 500 > 500 > 500 40 +50 n.d.
GALANHTAMIN? 1,70 £ 0,10 42,30+1,30 >500 n.d. n.d.
HUPERZIN A? 0,033+ 0,001 > 500 n.d. n.d. n.d.
Z-PRO-PROLINAL? n.d. n.d. 0,00275 n.d. n.d.
BERBERIN? n.d. n.d. 142 + 21 n.d. n.d.
SB - 415286 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,070

1

2

3

4

galanthamin

— latky ziskané izolaci extraktu ¢. 82 — 94

— standardy pro stanoveni inhibicni aktivity vaci POP

— standard pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vici GSK-38

Huperzin A (selagin)

berberin
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— standardy pro stanoveni inhibiéni aktivity vic¢i huAChE a huBChE

Z-Pro-prolinal

e Sas

Obrdzek 32 — Pfehled struktur jednotlivych standardy 1321921[114][115]

SB-415286



9. Diskuse a zavér

Jiz po mnoho let jsou druhy celedi Amaryllidaceae predmétem nejrliznéjsich studii, které se
sousttedi hlavné na pochopeni a objasnéni jejich biologické aktivity. Jednim z hlavnich davodid pro
realizaci téchto studii je bezpochyby ptitomnost znacného mnoizstvi farmakologicky aktivnich,
bazickych sekundarnich metabolitl, které souhrnné oznacujeme jako amarylkovité alkaloidy. Tyto
substance vykazuji nejrGznéjsi biologickou aktivitu, a to zejména antibakteridlni, antivirovou,
antiparazitarni a antimalarickou. Nékteré substance také vykazuji antineoplastickou aktivitu proti
nejriznéjsim liniim nadorovych bunék a nékteré zas pusobi inhibiéné na rdzné druhy lidskych
enzymatickych systémd. Tyto jejich vlastnosti se dnes vyuZivaji naptiklad v terapii AD, k lécbé

nejriznéjsich typl neoplazmat nebo jako prostiedky lidové mediciny.

Mimo resersnich praci tkvi podstata této diplomové prace v ¢asti experimentalni, jejiz hlavni naplni
byla izolace, separace a ndsledna purifikace alkaloidni podfrakce ¢. 82 — 94, ziskané pani
PharmDr. Danielou Hulcovou, Ph.D., pomoci sloupcové chromatografie z hrubého extraktu cibuli
druhu Narcissus pseudonarcissus L. cv. ‘Dutch Master %, Z této podfrakce se podafilo izolovat celkové
pét latek alkaloidni povahy, z ¢ehoz CEtyti byly v mnozstvi dostate¢ném pro vykondni jak strukturni,
tak biologické analyzy a jedna v mnoizstvi vystacujicim pouze pro vykonani strukturni analyzy.
Strukturni analyza zahrnovala jak metody chromatografické — GC-MS, tak spektrélni — *H a 3C NMR
a také metody optické — polarimetrie. Na zakladé vysledk( téchto metod a jejich porovnani's odbornou
literaturou, se podafrilo identifikovat vSech pét neznamych alkaloid(i, a to jako O—etyllykorenin,
epigalanthamin, galanthamin, galantin a krinin. Po objasnéni jejich struktury, byly vSechny tyto
alkaloidy podrobeny in vitro testim na inhibi¢ni aktivitu via¢i enzymim huAChE, huBChE,
POP a GSK-3B. Po porovnani vysledk( in vitro testl ze standardy, jediny galanthamin vykazoval dobrou

inhibi¢ni aktivitu vac¢i huAChE (1Cs0 1,70 £ 0,10 uM) a huBChE (ICs0 42,30 + 1,30 uM).

Galanthamin, dnes jediny terapeuticky vyuZivany amarylkovity alkaloid, byl prvné izolovany v roku
1940 z cibuli druhu Galanthus nivalis L. — SnéZenka podsnéZznik (Amaryllidaceae) 2. Nalézt ho miizeme
také v nékterych dalsich rodech celedi Amaryllidaceae, a to napfiklad v rodu Leucojum L. (napfiklad
Leucojum aestivum L.) nebo rozlicnych kultivarech druh( rodu Narcissus L. (naptiklad Narcissus
pseudonarcissus L. cv. ‘Early Glory’, cv. ‘Dutch Master’, cv. ‘Magnificience’, cv. ‘Rembrant’ a mnoho
daldich — Tabulka 14) B2B8II v minulosti se galanthamin vyuZival jako antidotum k odvraceni
paralyzy svall vyvolané tubokurarinem. V byvalém SSSR se také vyuZival v anesteziologii, jako agens
k ukonéeni ucinkd nedepolarizujicich myorelaxancii (mélo se za to, Ze galanthamin nevyvolava tak
rozsahlou aktivaci muskarinovych receptorld jako neostigmin, a tim padem nebyla potfeba odvratit

jejich nadmérnou aktivaci pomoci atropinu) *), Dnes terapeutické poufZiti galanthaminu tkvi v jeho
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schopnosti revezibilné inhibovat lidské ChE a modulovat pre- a postsynaptické homomerni a7
a heteromerni (a4)s(f2). nAChRs, ¢ehoz vysledkem je posileni synaptického prenosu, a navic se
predpoklada, Ze modulace nAChRs ma protektivni Géinek vacéi AP indukované apoptdze nervovych
bunék. Dalsi jeho vyhodnou vlastnosti je jeho dobrd propustnost pres hematoencefalickou bariéru, coz

z n&j spoleéné s pfedchozimi vlastnostmi udélalo agens, ktery se dodnes vyuZiva v terapii AD 271461,
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Ill

Hlavni ndplni diplomové prace ,,Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae a jejich biologicka aktivita |
byla izolace alkaloidl jako Cistych substanci, v mnozstvi dostate¢ném k identifikaci jejich struktury
a in vitro testim biologické aktivity. Alkaloidy byly separovany z podfrakce &islo 82 — 97
o hmotnosti 2,3268 g, ktera byla jako soucast celkového rostlinného extraktu pfipravena pani
doktorkou PharmDr. Danielou Hulcovou Ph.D., v ramci jeji doktorské disertacni prace. Doktorka
Hulcova vykonala primdrni extrakéni a separacni prdce a ziskala celkovy koncentrovany alkaloidni

extrakt o hmotnosti 58 g, ktery zahrnoval jiZ zminénou podfrakci.

Jiz zminéna alkaloidni podfrakce byla prostfednictvim preparativni chromatografie na tenké
vrstvé rozdélena na pét samostatnych separatl, které byly podrobeny dalsim fytochemickym
pracim a bylo ziskdno pét alkaloid( v Cistém stavu. Ziskané alkaloidy byly podrobeny strukturni
analyze pomoci GC-MS, NMR a byla u nich stanovena optickd otacivost. Na zakladé téchto dat byly

stanoveny jako O-ethyllykorenin, epigalanthamin, galanthamin, galantin a krinin.

Vsechny, vyse uvedené substance byly podrobeny in vitro testlim na inhibi¢ni aktivitu vici
lidskym cholinesterasam — acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa, prolyl oligopeptidase
a glykogensynthase kinase 3B. Vysledky in vitro testovani byly porovnany s odborni literaturou
a vporovnani se standardy, kromé galanthaminu (ICso huAChE 1,70 + 0,10 uM;
ICso huBChE 42,30 + 1,30 uM), vykazuji vSechny zbylé alkaloidy velice nizkou inhibi¢ni schopnost

vici vsem stanovovanym enzymuim.
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The main aim of the thesis ,,Alkaloids of the family Amaryllidaceae and their biological

Ill

activity I.“ was the isolation of alkaloids, as a pure substances, in sufficient quantities to identify
their structure and to test their biological aktivity in vitro. Alkaloids were separated from
subfraction number 82 — 97 of weigh 2,3268 g. This subfraction was a part of the total plant extract,
which was prepared by PharmDr. Daniela Hulcova Ph.D., as a part of her dissertation thesis and
who also performed primary extraction and separation work. A total and concentrated alkaloid

extract weighing 58 g, which included the aforementioned subfraction, was obtained.

The already mentioned alkaloid subfraction, was divided by preparative thin-layer
chromatography into five separates, which were subjected to further phytochemical work, and
five pure alkaloids were obtained. These alkaloids were subjected to structural analysis by GC-MS,
NMR and optical rotatory was also determined. Based on these data, alkaloids were identified as

O-ethyllycorenine, epigalanthamine, galanthamine, galanthine and crinine.

Each substances was subjected to in vitro testing of inhibitory activity against human
cholinesterases — acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase
and glycogensynthase kinase 3. Compared to the standards and literature, all of the obtained
alkaloid  substances, except galanthamine (ICso huAChE 1,70 £ 0,10 uM;
ICso huBChE 42,30 *+ 1,30 uM), show weak inhibitory potential against all of the enzymes which

were tested.
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14, Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimerova nemoc

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterasa

APP Amyloidovy prekurzorovy protein

AB Amyloid beta

BChE Butyrylcholinesterasa

BPSD Behavioralni a psychologické symptomy demence

d Dublet

dd Dublet dubletu

ddd Dublet dubletu dubletu

dt Dublet tripletu

ddt Dublet dubletu tripletu

DTNB 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

CDCls Deuterovany chloroform; deuterochloroform

EBM Medicina zaloZena na dikazech

EDTA Ethylendioxytetraoctova kyselina

eeAChE Acetylcholinesterasa druhu Electrophorus electricus L. (Gymnotidae) — Pathor
elektricky

EGb 761 Ginkgonis extractum siccum raffinatum et quantificatum

EGTA Tetrasodna sul ethylenglykol-bis(-aminoethylether)-N,N,N,N-tetraoctové
kyseliny

El Elektronova ionizace

eqBChE Butyrylcholinesterasa druhu Equus f. caballus L. (Equidae) — KGn domaci

GC Plynova chromatografie

GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

GSK-3p Glykogensyntasa kinasa 33

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina

huAChE Lidska acetylcholinesterasa

huBChE Lidska butyrylcholinesterasa
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ChE

1Cso

MHz
MS
nAChRs
NFTs
n.d.

nm

PBS

pH

POP
ppm
pTLC
Rr
RHS
rpm

RVE

TLC
'H NMR

13C NMR

UM

Cholinesterasa

Koncentrace vyjadtujici snizeni aktivity enzymu na 50 %
Interakéni konstanta

Megahertz; jednotka frekvence

Hmotnostni spektrometrie

Nikotinovy acetylcholinovy receptor

Neurofibrilarni klubka

Neurceno; nedefinovano

Nanometr; jednotka délky

Fosfatovy pufr

Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych resp. oxdniovych
kationtd v roztoku

Prolyl oligopeptidasa; syn. Prolyl endopeptidasa
Castic na jeden milion (Parts per million)
Preparativni chromatografie na tenké vrstvé
Retencni faktor

The Royal Horticultural Society

Pocet otacek za minutu

Vakuova rotacni odparka

Singlet

Kvartet

Triplet

Chromatografie na tenké vrstvé

Vodikova nuklearni magneticka rezonance
Uhlikova nukledrni magnetickd rezonance
Lambda; vinova délka svétla

Mikromolarni koncentrace
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15. Seznam pouzitych zkratek nadorovych a nenadorovych
bunécnych linii

A2780 Lidsky karcinom ovarii

A-431 Lidsky skvamocelularni karcinom

A549 Lidsky karcinom plic

AGS Lidsky adenokarcinom Zaludku

BCA-1 Lidsky karcinom prsu

BL-6 Mysi melanom

BT-549 Lidsky karcinom prsu

COoL-2 Lidsky karcinom tlustého stfeva
COLO-201 Lidsky kolorektalni adenokarcinom
DLD-1 Lidsky kolorektdalni adenokarcinom

H460 Lidsky velkobunéény karcinom plic
H1299 Lidsky nemalobunécni plicni karcinom
H1993 Lidsky nemalobunéény plicni karcinom
HCT15 Lidsky kolorektalni karcinom

HCT116 Lidsky kolorektalni karcinom

Hela Lidsky karcinom délozniho ¢ipku

HepG2 Lidsky hepatocytarni karcinom

HL-60 Lidska promyelocytarni leukemie
HL-60/Dox Lidska multidrug rezistentni promyelocytarni leukemie
Hs578T Lidsky karcinom prsu

HT-29 Lidsky kolorektalni adenokarcinom
HT-1080 Lidsky fibrosarkom

Huh?7 Lidsky hepatocelularni karcinom

Jurkat Lidsky leukemicky lymfoblast T bunék
K562 Erythroleukemie

KB Lidsky epidermalni karcinom Ustni dutiny
KB-V Lidsky vinblastin rezistentni epidermalni karcinom ustni dutiny
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L6

LO2

L5178

LMTK

LNCaP

LUC-1

MCF-7

MDA-MB-231

MOLT-4

MRC-5

NHDF

NSCLC

OVCAR3

PANC-1

P-388

RAW 264.7

RXF393

SAQS-2

SK-MEL-28

SKW-3

SW480

us7

VERO

ZR-75-1

Krysi zdravé myoblasty

Lidské zdravé jaterni buriky

Mysi lymfom brzliku

Mysi linie fibroblastd rezistentnich vicéi bromdeoxyuridinu
Lidsky hormon dependentni karcinom prostaty
Lidsky karcinom plic

Lidsky adenokarcinom prsu

Lidsky adenokarcinom prsu

Lidska akutni lymfoblasticka leukémie T bunék
Lidskd zdrava plicni tkan ¢trndcti tydenniho muzského plodu
Lidské zdravé kozni fibroblasty
Nemalobunécny bronchogenni karcinom
Lidsky karcinom ovarii

Lidsky karcinom pankreatu

Mysi lymfom

Mysi makrofagova linie zdravych bunék

Lidsky karcinom ledvin

Lidsky primdarni osteogenni sarkom

Lidsky maligni melanom kize

Lidska akutni lymfoblasticka leukemie T bunék
Lidsky kolorektalni adenokarcinom

Lidsky glioblastom

Primati zdravé ledvinné buriky

Lidsky adenokarcinom prsu
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