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1 Uvod

Lidé se od nepaméti snazi najit latky, které¢ by dokazaly pomoci od zdravotnich probléma.
Od pocatku rozvoje lidstva az po vyspélé civilizace byly 1é¢ivé ti€¢inky rostlin identifikovany,
zaznamenavany a predavany dalS§im generacim. NejstarSi pisemny doklad o pouziti 1é¢ivych
rostlin je pfipisovan Sumerdm a je datovan k roku 5000 pred nasim letopoctem. Tykal se vice
nez 250 riznych rostlin, pficemz mezi nimi byly zahrnuty 1 rostliny alkaloidni, naptiklad blin
¢i mak!.

Ve svétle toho, ze 49 % vSech 1éCiv registrovanych mezi lety 1981-2019 je v ur¢itém vztahu
s latkami pfirodniho ptiivodu, je mozno vidét, Ze potencidl téchto latek je i v souc¢asné dobé
skute¢né vysoky. V kategorii 1é¢iv charakteru malé molekuly se tento fakt vztahuje dokonce k
67 % registrovanych 1é¢ivych pripravkti v uvedeném obdobi. Statisticky jsou nejéastéji
registrovany latky povahy polosyntetickych derivati ¢i syntetické slouceniny strukturné
odvozené od aktivnich latek ptirodniho ptivodu. Oproti tomu jen n€kolik malo indikaci je
spojeno se zcela syntetickymi 1é€ivy bez jakékoli pfirodni pfedlohy (naptiklad antihistaminika

a hypnotika)?.

Amaryllidaceae alkaloidy jsou potencidlnimi zdroji latek pro 1é€bu mnohych onemocnéni.
U demence Alzheimerova typu je jiz jedna latka, galanthamin, zavedena v klinické praxi. Dalsi
latky ztéto skupiny maji potencidl navazat napiiklad v 1écbé parazitarnich, virovych,
nadorovych a plisnovych onemocnéni, a z tohoto ditvodu jsou mnohé z nich védci intenzivné

zkoumany?.

Zhoubné nadory jsou v Ceské republice druhou nejéastdji pric¢inou umrti*. Ackoli pokrok
v 1é¢beé nadorovych onemocnéni je v poslednich desetiletich zna¢ny, rezistence viici klasickym
chemoterapeutikiim a/nebo novym cilenym lé¢iviim zastava velkym problémem. Rezistence,
at’ uz vnitini, existujici jiz pted 1écbou, nebo ta ziskana v pribehu 1écby, je zodpoveédna
za vétSinu relapsd, které jsou jednou z hlavnich pfi¢in imrti na nadorovd onemocnéni.
Heterogenita mezi pacienty a vSestranna schopnost rakovinotvornych bun¢k obchazet dostupné
aproto je zasadni objevovani novych 1é¢iv, kterd budou navazovat na lepsi pochopeni

mechanismil rezistence?.
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2 Cil prace

Cilem této prace byl screening cytotoxické aktivity sumarnich alkaloidnich extrakt vybranych
kultivart rodu Narcissus s ohledem na cytotoxickou aktivitu vii¢i bunécné linii HepG2, GC-MS
a GC-FID kvalitativni a kvantitativni analyza danych extraktii a screening aktivity majoritné
zastoupenych Amaryllidaceae alkaloidi. V piipadé vyrazné aktivity stanoveni ICso danych

latek.
Dil¢i cile:
e Zpracovani reserse k problematice cytotoxicke aktivity Celedi
Amaryllidaceae - zejména s ohledem na rod Narcissus.
e Screening cytotoxické aktivity vybranych kultivart rodu Narcissus.
e GC-MS analyza jednotlivych sumarnich alkaloidnich extraktli a vyhodnoceni ziskanych
alkaloidnich spekter.
e GC-FID kvantitativni analyza alkaloidnich extraktd, identifikace a kvantifikace
majoritn¢ zastoupenych alkaloid.
e Stanoveni cytotoxické aktivity majoritnich latek zastoupenych ve studovanych
extraktech. U aktivnich latek stanoveni ICso.

e Vyhodnoceni vysledkt a sepsani prace.
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3 Teoreticka cast

3.1 Nadorova onemocnéni

pochézeji z Egypta kolem roku 1600 pted naSim letopo¢tem. Vime, Ze tato onemocnéni byla
roz§ifenym problémem po celém svété, napiiklad ve stfedovéku v medicing Ciny, severni
Afriky, Stfedni Ameriky a Ardbie. Lidé v riznych etnickych kulturdch pouzivali pii 1é€bé
nadori vice nez 3000 rostlinnych taxont, véetné cesneku (Allium sativum), zazvoru (Zingiber
officinale) a kurkumy (Curcuma longa). Otec mediciny, Hippokrates z Kosu (4. stoleti pred
naSim letopoc¢tem), ktery naptiklad 1é¢il nddorova onemocnéni dé€lohy narcisovym olejem,
pouzil slovo ,,carcinos* a tento nazev se ujal az do dnesni doby. Mezi nejzndmé;jsi novodobé
latky rostlinného ptivodu v klinické praxi patii kamptotecin, podofylotoxin a vinblastin ¢i jejich

derivaty®’.

»Lze Fici, Ze nador je soubor (populace) abnormdalnich bunék, ktery roste a chovad se pomérne
samostatné bez zavislosti na ridicich vlivech organismu, i kdyz piivodni pricina jeho vzniku jiz

neptisobi‘®,

Tvorba nadoru zacina u nepatrné casti DNA, konkrétn€ u dvou tiid genti. Nadorové supresorové
geny jsou pro organismus uzitecné v potlaceni ristu nadort, dokud neprojdou mutaci, ktera je
inaktivuje. Druhou tfidou gent jsou protoonkogeny, které podporuji bunécny riist a mohou se
stat onkogeny. Aby doslo ke vzniku nadoru, je nutnd mutace vice genl kontrolujicich rist.
Ve zdravych nenadorovych bunkach jsou stimulacni a inhibi¢ni signaly v rovnovaze, a pokud
uz k n¢jakym neobvyklym zménam dojde, buitka ma moznost zpé€tnovazebnymi mechanismy
defekt odhalit a spachat bunécnou sebevrazdu napiiklad apoptoézou. Ale 1 zde, u gent

ucastnicich se apoptdzy, miize vzniknout mutace a buitka nemusi byt apoptdzy schopna®.

S ohledem na rozloZzeni nadorovych onemocnéni v populaci, mivaji Zeny nejcastéji nadory
dé€lohy, prsu, tlustého stfeva nebo ovaria. U muzll jsou nejcastéjsi karcinomy plic, tlustého
stfeva, prostaty a Zaludku. Navic je dle nékterych udaji pocet malignich nadori u muzi
1,5x vétsi nez u zen'?. Hledisko dédi¢nosti je také na misté. Pokud zarode¢na buika od rodice
obsahuje mutaci, potomek ma touto mutaci vybaveny vSechny bunky v téle a tedy velmi

vysokou pravdépodobnost vzniku nadoru®'°.
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3.2 Rod Narcissus

Rod Narcissus patii stejné jako desitky jinych rodi do cCeledi Amaryllidaceae. Na rozdil
od jinych rodi je rod Narcissus hojné rozsifen ve sttedomofti, ackoli pfirozené prostiedi je pro
jednotlivé druhy réizné (od skal az po biehy fek). Clenéni v ramci tohoto rodu neni vzdy
jednoznacné, jelikoz velice snadno dochazi k ptirozené hybridizaci a zdroven je v nemalé mite
kultivovan a Slechtén'!. Jakmile je novy kultivar pojmenovan, je zafazen nezavisle na ptivodu
do jedné ze 13 divizi. Jedenact divizi je rozdéleno podle zakladnich morfologickych ryst, jako
je mnozstvi kvétu na stonku, velikost pakorunky atd. Dvanacta divize je shrnujici pro kultivary,
které nelze zatradit do predchozich skupin, a tfinacta zahrnuje narcisy odliSujici se pouze

botanickym nazvem!2.

Podzemni ¢ést je tvorena cibuli obvykle svétlehnédé barvy a velikosti od 0,6 do 10 cm. Jelikoz
se jedna o viceleté rostliny, cibule pfezimuje, na jate kvete (nékteré druhy kvetou na podzim)
a kazdym rokem formuje nové cibule doristanim. Po rychlém odkvétu ptichéazi letni obdobi
latence. Stonek neni olistény a méa podobu dutého stvolu. Ze spodni €asti stonku vybihaji
2-4 listy (n¢které druhy maji az 8 listll) se soubéznou zilnatinou. Listova ¢epel je po celé délce

stejné §iroka a na konci za$picatla!'13-15,

Kvéty rodu Narcissus jsou oboupohlavné, 12-125 mm velké a rostou samostatné i v kvétenstvi.
Barevné jsou v odstinech bilé, zluté, oranzové. Zajimavy je druh Narcissus viridiflorus, ktery
kvete v noci zelen€ a je opylovan mtrami. Okvéti se sklada z Sesti okvétnich listki ve dvou
pieslenech, které vyrtstaji z riznobarevné a riznotvaré pakorunky. Okvétni listky mohou ale

nemusi mit barvu shodnou s barvou pakorunky!'3-15.

3.2.1 Taxonomie rodu Narcissus'®

Rige: rostliny (Plantae)
Podfise: cévnaté rostliny (Tracheophyta)

Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: jednodélozné (Liliopsida)
Rad: chiestotvaré (Asparagales)
Celed: amarylkovité (Amaryllidaceae)

Podceled’: amarylkové (Amaryllidoidae)
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3.3 Prehled kultivart z rodu Narcissus pouzitych v experimentalni ¢asti

Experimentalni Cast této diplomové prace se zabyva 11 kultivary a 1 varietou druhti rodu
Narcissus. Morfologické znaky 5 kultivari a 1 variety jiz byly popsany v diplomové praci
vypracované mgr. Beatou Tkacovou, kterda se mimo jiné zabyvala ptfipravou jejich sumarnich

extrakti!”. Zbylych 6 kultivarQ je popsano niZe.

3.3.1 Narcissus cv. CAIRNGORM

Narcissus cv. Cairngorm (obrazek 1) patii do divize velkokvétych narcisi'®, které maji velikost
pakorunky vrozmezi tfetiny az celé délky okvéti'?. Registrovan byl vroce 1974
a za hybridizatora je povazovana Helen K. (Nell) Richardson. Vznikl hybridizaci matefského
kultivaru Camelot pylem kultivaru Daydream. Kultivar je vysoky vice nez 67,5 cm s Sitkou
kvétu 98 mm. Okvéti je zluté sbilou bazi, pakorunka od baze piechazi zbilé

az na oranzovo-zluty okraj'®.

Obrazek 1: Narcissus cv. Cairngorm'.

3.3.2 Narcissus cv. DICK WILDEN

Kultivar Dick Wilden (obrazek 2) patii do divize plnokvétych narcisti®’, které se vyznacuji
jednim ¢&i vice kvéty na stonku, zdvojenim okvétnich listkii nebo pakorunky nebo obojiho!2.
Hybridizatorem tohoto kultivaru je P.Th. Zwetsloot z Nizozemska. Registrovan byl v roce
1962. Americka spole¢nost zabyvajici se narcisy (American Daffodil Society, ADS) pozd¢ji
zaradila tento kultivar do sekce ,,Classics®, do které se tadi vSechny narcisy registrované
v obdobi 1940-1969. Popisovany kultivar vychazi z Narcissus cv. Carlton sport. Dorlsta

do vysky vice nez 67,5 cm a Sitka kvéta je 50 mm. Okvéti je Siroce vejcité, zarive zelenozluté
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s bilym zaSpicaténim. Pakorunka se skladd z pevné stoCenych trychtytovitych segmentl

i20,

s vroubkovanymi a zvinénymi okraj

Obrazek 2: Narcissus cv. Dick Wilden?'.

3.3.3 Narcissus cv. ICE KING

Dals§im zéastupcem divize plnokvétych narcist je kultivar Ice King (obrazek 3) registrovany
v roce 1984. Hybridizatorem je A.P. van den Berg-Hytuna. Vyslechtén byl z Narcissus cv. Ice
Follies sport. Kultivar je vy$si nez 67,5 cm, ma slonovinové bilé, Siroce vejCité okvéti se
zakulacenym koncem koncicim ostrou $pi¢kou. Pakorunka je nepravidelného tvaru, segmenty

jsou u baze zluté, nafasené, na okraji bilé, vroubkované??.

Obrazek 3: Narcissus cv. Ice King?.
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3.3.4 Narcissus cv. MANLY

Narcissus cv. Manly (obrazek 4) patii t¢Z do divize plnokvétych narcist. Za hybridizatora je
povazovan J. Lionel Richardson, registrace prob¢hla roku 1972. Kultivar obdrzel na svétovych
vystavach dvé ocenéni. Vyska kultivaru piesahuje 67,5 cm, §itka kvétt je vice nez 100 mm.
Okvéti je zelenozluté, Siroce vejéité s vyraznou ostrou malou Spickou na vrcholu. Vnitini
pfesleny jsou postupné kratsi a tésnéji zavinuté. Vyrazné krats$i pakorunka je na bazi jasné

oranzova2*,

Obrazek 4: Narcissus cv. Manly?.

3.3.5 Narcissus cv. UNIQUE

Dalsi kultivar (obrazek 5) pattici do divize plnokvétych narcisii byl registrovan v roce 1961,
tedy dle ADS patii do sekce ,,Classics. Hybridizatorem je téz J. Lionel Richardson. Matei'skou
rostlinou pro hybridizaci byl kultivar Falaise. Od roku 1961 do roku 2002 ziskal tento kultivar
4 ocenéni. Doristd vysky pres 67,5 cm, ma 105 mm Siroky kvét, s okrouhlymi krémoveé bilymi
okvétnimi listky, které jsou zakonceny nendpadnou Spickou. Vnitini segmenty dorustaji

polovi¢ni délky okvéti a jsou jasné ZIuté a nafasené?®.
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Obrézek 5: Narcissus cv. Unique?’.

3.3.6 Narcissus cv. TRENA

Narcissus cv. Trena (obrazek 6) patii do divize Cyclamineus?®, kterd se vyznacuje jednim
kvétem na stonku, ktery je knému vostrém uwhlu'?>. Registrovan byl vroce 1971
a hybridizatorem je pravdépodobné Mavis Verry z Nového Zélandu. Kultivar ziskal celkem
3 ocenéni. Vyska kultivaru neni vétsi nez 32,5 cm, kvéty jsou Siroké 82 mm a sméfuji obracené
dold. Okvétni listky jsou Siroce vejéité, zaspicatélé, ohrnuté smérem nahoru. Zluta pakorunka

je na bazi svétlejsi, ma nalevkovity tvar s roz§ifenym ustim a mélce vroubkovanym okrajem?®.

Obrazek 6: Narcissus cv. Trena?,
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3.4 Amaryllidaceae alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které nejen, ze rostlinu chrani proti biotickym
faktorim, ale také slouzi pro lakani organisma dileZitych pro jejich rozmnoZovani®. Vedle
biologickych ucinkli, jako je cytotoxickda, antivirov4, antibakterialni, antifungalni,
cholinesterasové inhibi¢ni, protinddorova, analgetickd ¢i antiprotozodlni aktivita, maji
Amaryllidaceae alkaloidy (AmA) potencial pro vyuziti v ekologicky Setrném plisobeni
na vyznamné zemédélské Skidce. Na rozdil od obsahlé literatury o biologické aktivité

a farmakologii t&chto alkaloidu je tato role vyrazné méné prozkoumana>3°.

S novou metodou molekularni fylogeneze byla celed Amaryllidaceae sestupné revidovana
na podceled Amaryllidoideae, kterd spolu s dal§imi dvéma podceledémi, Allioideae
a Agapanthoideae, tvoii novou celed Amaryllidaceae. Amaryllidoideae se od nejblizsi
podceledi Allioideae odstépila pied asi 30 miliony let’. Do dnesni doby bylo popsano vice
nez 600 strukturné riznorodych AmA izolovanych z ptiblizn¢€ 350 druhti. Tyto alkaloidy jsou

v hleda¢ku védet diky $ifi svych biologickych a farmakologickych u¢inka!6.

AmA jsou Kklasifikovany do deviti hlavnich strukturnich typli, mezi které ftadime
norbelladinovy, lykorinovy, homolykorinovy, haemanthaminovy, krininovy, narciklasinovy,
pretazettinovy, monthaninovy a galanthaminovy typ. Alkaloidy, jeZ nendleZi ani k jednomu
z téchto strukturnich typt, jsou zahrnuty do smisené skupiny, kam je zafazeno 26 strukturnich
typt predstavujicich jen nékolik malo jednotek sloucenin, které jsou ziskavany z velmi malého

poctu druht?.

Biosyntéza AmA (obrazek 7) zacind u aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu, které prochazi
oxida¢né-redukénimi, dekarboxylacnimi a dalSimi enzymatickymi reakcemi za vzniku
kli¢ového meziproduktu 4’-O-methylnorbelladinu. Tento klicovy meziprodukt poté prochazi
intramolekularni oxida¢ni cyklizaci fenol-fenol, kterda mulze probihat tfemi zpisoby
ortho-para’, para-ortho’ a para-para’. Lykorinovy a z néj vychézejici homolykorinovy typ
alkaloidt vznikaji ortho-para’ intramolekularni cyklizaci, C-C spojenim para-para’ vznikaji
alkaloidy krininového a haemanthaminového typu, ktery vede k pretazettinovému,
narciklasinovému a monthaninovému strukturnimu typu, para-ortho’ kombinace vede
k alkaloidiim galanthaminového typu. Enzymaticka cesta z 4'-O-methylnorbelladinu zatim

neni pro vSechny strukturni typy zcela znama3>°.
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Obrazek 7: Biosyntéza AmA (prevzato z druhé kapitoly knihy The Alkaloids: Chemistry and
Biology?).
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3.5 Prehled antineoplasticky aktivnich AmA izolovanych z rodu Narcissus

Zastupci rodu Narcissus byli odedavna pouzivani v lidovém 1éCitelstvi pro své cytotoxické
n¢inky, napiiklad u déloznich nadord. Jiz stafi Rekové o téchto uéincich védéli, ale az v roce
1877, po Gspésné izolaci alkaloidu lykorinu z druhu Narcissus pseudonarcissus, se zacala vice

zkoumat riiznoroda biologicka aktivita jednotlivych AmA3!.

Norbelladinovy a krininovy typ AmA nema dle druhé kapitoly knihy The Alkaloids: Chemistry
and Biology vydané v roce 2020 v rodu Narcissus zastoupeni®. Podle studie kultivaru Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton z téhoz roku je norbelladinovy typ zastoupen karltoninem A-C,
ovSem alkaloidy byly z diivodu izolace malého mnozstvi studovany pouze z hlediska inhibice
cholinesteras. Krininovy typ, konkrétné¢ krinin, byl identifikovan a izolovan z kultivaru
Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master v roce 201932, Homolykorin byl identifikovan
v kultivaru Narcissus L. cv. Professor Einstein v roce 2020, ovSem jeho cytotoxicita nebyla
vyrazna®. Cytotoxicky potencial krininu také neni piili§ vyznamny, coz mize byt dano
B-orientaci jeho ethanového mistku mezi N5 a C105°**. Galanthamin, hlavni zastupce
galanthaminového strukturniho typu, je zndmy pro svou terapeutickou G¢innost na demenci
Alzheimerova typu. Toto ptisobeni je v souladu s faktem, Ze neni cytotoxicky a lze ho tedy
pouzit jako bezpecné 1é¢ivo u fady pacientt v poéateéni fazi onemocnéni®>3. Ostatni strukturni

typy, které zahrnuji alkaloidy s potencialni protinadorovou aktivitou, jsou uvedeny dale.

3.5.1 Lykorin

Lykorin byl izolovan jako prvni alkaloid zc¢eledi Amaryllidaceae vroce 1877
z druhu Narcissus pseudonarcissus. Jeho struktura je odvozena od pyrrolofenanthridinového
skeletu. Mezi farmakologické vlastnosti lykorinu patfi antivirovd, antibakteridlni,

rrrrr

aktivita36-37,

Z hlediska struktury jsou pro protinddorovou aktivitu dilezité 2 hydroxylové skupiny
na Cl aC2. Tyto hydroxyly nejsou sice soucasti farmakoforu, ale pomahaji molekule
penetrovat do buiiky, proto pii substituci téchto skupin stericky objemnéj$imi substituenty
nebylo sledovano snizeni aktivity, coz je pravdépodobné zplsobeno nukleofilni substituci
v organismu vodou. Na druhou stranu bylo pozorovano, ze jakykoli dihydroderivat na C-kruhu
zcela ztraci protinadorovou aktivitu. Co je dale pro tuto aktivitu esencialni, je dusik v pozici N6
v B-kruhu. Jakmile tento dusik neni bazicky, dochazi ke ztrat€ Casti ¢i celého spektra

antineoplastické aktivity. Stereochemie a konformacni volnost C-kruhu, neporuseny B a C-kruh
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spolu s B-konformaci D-kruhu jsou u lykorinu diileZité nejen pro cytotoxické u¢inky. Naproti
tomu premisténi dvojnych vazeb v C-kruhu je podobné u¢inné jako samotny lykorin, podobné
jako otevieni A-kruhu. Studie s napojenim mastnych kyselin sice nepfinesly zvySeni Gi¢innosti,
piinesly vSak chemickou stabilitu v rozmezi pH 5-7,4. Formulace nanoemulze manosylovaného
lykorinu a kyseliny olejové vykazovala zlepSenou lipofilitu a bunécnou absorpci lykorinu

s vyhodnou antiproliferativni aktivitou?.

Obrazek 8: Lykorin®.

Protinadorova aktivita lykorinu byla objevena jiz v roce 1976. Postupné se zacalo ukazovat,
ze lykorin je velmi slibnou antineoplastickou slouceninou proti riznym typim nadorovych
bun¢k diky né€kolika velice dilezitym vlastnostem. Specifickd selektivita proti naddorovym
buitkam je jednou z nich. Koncentrace, ve které lykorin vyznamné snizuje nddorové bujeni, je
jen slabé toxicka pro zdravé B-lymfocyty, fibroblasty, buiiky prostaty, prsu, mléénych zlaz,
urotelu, a dokonce i pro darované zdravé plazmatické bunky. Dal§imi vlastnostmi jsou nizké
hodnoty ICso (stfedni inhibi¢ni koncentrace) pohybujici se v fadu jednotek mikromolii, dobra
snasenlivost a vysoka u¢innost spolu s malymi projevy toxicity v u¢innych davkach?. Jeden
piipad za vSechny je studie z roku 2017, kde byla sledovana mysi nddorova linie prsu (4T1),
kterd ukézala, ze lykorin je ucinngj$i nez paklitaxel. Navic léba paklitaxelem vedla
k vyznamné ztraté télesné hmotnosti oproti pouziti lykorinu, ktery vykazoval zanedbatelné
zmény*®. Potencial ma lykorin i v 1é¢bé rezistentnich typt nadord (napiiklad rezistentnich
na doxorubicin) véetné téch odolnych viici apoptdze, dokonce ma schopnost resenzibilizovat
myelomové bunky rezistentni na bortezomib (inhibitor proteozomu) a inhibovat bunécny

proces, kterym bortezomib ziskanou rezistenci vyvolava3®.

Existuje nekolik mechanismi, diky kterym ma lykorin takové vlastnosti, které¢ at” v kombinaci
nebo z néj samotného délaji ptedmét zajmu v boji s nddorovymi onemocnénimi. Zajimavy je
fakt, Ze lykorin mtze inhibovat metastazy a invaze solidniho nddoru do dalSich ¢asti organismu,

coz bylo dokazano napiiklad v in vivo studii na my$i bunééné linii melanomu B16F 1036,

Lykorin ptsobi jako silny induktor apoptdzy, ma potencial vést indukci jak vné&jsi (ptes

receptory), tak vnitini cestou (mitochondrialng). Mechanismy, jakymi plsobi na jednotlivé

22



nadory citlivé k apoptdze, jsou rizné. Zakladem vnitini cesty je indukce propapoptickych
Bid proteind, které reguluji naruseni mitochondrialni membran, a zablokovani proteint
Bcl-2 rodiny, které pisobi proti apoptoze. NaruSenim dojde k uvolnéni cytochromu C, ktery
pies faktor aktivujici apoptozu 1 (APAF1) aktivuje kaspasu 9, a SMAC proteinu, druhého
aktivatoru kaspas odvozeného z mitochondrii, ktery blokuje kaspasové inhibitory. Pro apoptozu
indukovanou vnéjsi cestou je typickd rodina tumor nekrotizujicich faktort (TNF), ktera
po navazani na receptory smrti vede k aktivaci kaspasy 8 (obrazek 9)°%3°. Indukce apoptdzy,
kterd se uplathuje napiiklad u bunék jaterniho karcinomu (HepG2)*, neni jedinym
mechanismem G¢inku, lykorin plisobi i na panel gliomovych a melanomovych bungk,
na bunécnou linii karcinomu plic a jicnu, které nejsou k apoptdze senzitivni. Konkrétni hodnoty

jsou uvedeny v tabulce 1367,
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Obrazek 9: Indukce apoptozy lykorinem.
Lykorin cili na pieziti podporujici proteiny Bcl-2 rodiny a inhibuje je. Zaroven miZze pusobit vnéjsi cestou

zvySenim proapoptickych ligand®.

23



Tabulka 1: Porovnani ICso lykorinu na nadorovych i zdravych bunéénych liniich metodou

72hodinové MTT (specificky kolorimetricky test pro hodnoceni metabolické aktivity bunék)3”.

Bunécny typ ICso lykorinu [uM]
Nemalobunéény karcinom plic (A549) 43+03

Karcinom jicnu (OE21) 5.1£04
Anaplasticky oligodendrogliom (Hs683) 6.7+0.3
Glioblastom (U373) 7.6+0.2

Melanom (SKMEL-28) 8.5+0.3

Mysi melanom (B16F10) 6.3+04

Zdravé fibroblasty (WI-38, WS-1) >100

Dal8im mechanismem pulisobeni lykorinu je blok bunééného cyklu. Dle typu nadoru zastavi
buitku v GO/G1 (naptiklad linie mnohocetného myelomu), ¢i G2/M fazi (naptiklad bunécna
linie ovarialniho karcinomu HeyB1). Bez ohledu na typ nadoru lykorin zvySuje expresi proteinu
p21, proto se predpoklada, ze p21 zprosttedkovava lykorinem indukované zamknuti bunééného
cyklu, bud’ ve fazi G1 nebo G2. Také se predpoklada, Ze up-regulace p21 je nezavisla
na nadorovém supresoru p53 (bézné reguluje expresi a aktivitu p21) a Ze p21 je moznym
piimym cilem lykorinu pro inhibici bun&tného cyklu®64!. Ackoli existuji pro tuto teorii

vhodnéjsi AmA, v roce 2022 byla potvrzena na liniich kolorektalniho karcinomu. (tabulka 2)*.

Nekréza bunék byvala povazovana za ndhodnou. Dnes je zndmo, Ze proces, ktery nastava
po poskozeni DNA, je regulovany stejné jako bézné fyziologické procesy v buiice. Oproti
apoptoze zde nejsou pritomny kaspasy, ale jsou zde pritomny tzv. ribozom inaktivujici proteiny
RIPI a RIP3 jako induktory nekrozy a inhibitorem je zde nekrostatin-1. Lykorin zpisobuje
nekrozu mitochondridlni dysfunkci, tvorbou reaktivnich forem kysliku, depleci ATP,

poskozenim DNA a zvySenim vyluCovani RIP1 a RIP3%.

Mezi dal$i mechanismy ucinku lykorinu patfi inhibice autofagie (proces odstrafiovani
defektnich organel v bufice), jejiz mechanismus neni jesté experimentalné¢ zcela objasnén.
Pravdépodobné je propojen se zvySenou tvorbou volnych kyslikovych radikali, které mohou
vyvolat poSkozeni DNA a nasledn¢ buiiky s poni¢enou DNA mohou zastavit sviij bunécny
cyklus v urcitém kontrolnim bod¢. Bunky s pozastavenym bunéénym cyklem pak pachaji smrt

naprogramovanym zpusobem apoptdzou, nebo nekrdzou, jelikoZ nemohou projit mitdzou®.
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Plazmaticky polocas lykorinu je v davce 10 mg/kg 3-5 hodin. Maximalni plazmaticka
koncentrace a plocha pod kiivkou rostou s davkou, ackoli ne pfimo umérné. Lykorin je
distribuovan do vSech tkani organismu jako jsou jatra, ledviny, plice, ale také jako je Zaludek,
slezina, srdce a mozek. Velké mnozstvi lykorinu je eliminovano ledvinami a mize byt
metabolizovano v jatrech, jelikoZ bez ohledu na cestu podani byla po 15 minutidch pozorovana

vy$§i koncentrace lykorinu v ledvinach a nizsi v jatrech®,

3.5.2 Narciklasin

Narciklasin byl poprvé objeven v roce 1967 z druhti rodu Narcissus, po kterych nese nazev®.
Podéji byl nalezen naptiklad i v rodech Haemanthus, Galanthus, Hymenocallis, nebo Leucojum
celedi Amaryllidaceae. V roce 1968 byl izolovan lykoricindinol z cibuli Lycoris radiata.
Pozdé&ji se ukazalo, ze se jedna o stejnou strukturu, jejiz soucasti jsou struktury fenanthridinu,
isochinolinu a isokarbostyrilu®*'**, Neobvykla je piitomnost narciklasinu a pankratistatinu

v kobylce druhu Brachystola magna, jelikoz se jinak u hmyzu isokarbostyrilové

vvvvvv
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pusobeni na cirkadianni rytmus. Konkrétné je diky této aktivité cirkadianni obdobi reverzibilné

prodlouzeno*.

Zavedeni hydrofobniho substituentu, ¢i ztradta jednoho ze tfi hydroxyli vede k snizeni
protinadorové aktivity. Redukce dvojné vazby mezi C1 a C10b vede u cis-dihydronarciklasinu
ke snizeni aktivity, zatimco u trans-dihydronarciklasinu je aktivita nezménéna. S-konfigurace
na C2 je také dilezita pro plsobeni alkaloidu. Glykosylace narciklasinu na C7 zvySuje jeho
biodostupnost, ale neméni in vivo aktivitu. Z diivodu Spatné rozpustnosti se jevi jako vhodnéjsi
slouc¢eninou narcistatin, ktery méd na C3 a C4 navédzany anion kyseliny fosforecné a je

v organismu nespecifickymi esterasami hydrolyzovan na narciklasin**,

OH

OH
I ™
0 NH
OH O
Obrazek 10: Narciklasin®.

V roce 2007 bylo prokazano, ze u¢inna koncentrace na rakovinné buiiky (30 nM) je o 2 fady

niz§i nez na fibroblasty (7,5 pM). Konkrétn¢ 18 hodin po ovlivnéni jednim mikromolem
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narciklasinu nebyly na buné¢éné linii zdravych plicnich fibroblasti (Ccd-25-Lu) pozorovany
zadné morfologické zmény, zatimco na bunécné linii karcinomu prsu (MCF-7) byly
morfologické zmény korespondujici se znaky bunécné smrti. Vysvétlenim miize byt fakt,

7e zdravé lidské plicni fibroblasty nepodléhaji apoptdze pies receptory spojené s TNF#4:46,

U pacientt s kolorektadlnim karcinomem jsou bézné mutace genu TP53 pro protein p53 (dale
jako TP53), nadorovy supresor, proto 1écba cisplatinou, jejiz terapeutickd €innost je zavisla
na funk¢énim p53, nemusi vzdy vést k potlaceni ristu nadoru. AmA maji oproti cisplating, bézné
uzivanému chemoterapeutiku, mnohem vétsi potencial v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu diky
nezavislosti na funkci p53, coz bylo porovndvano na bunéénych liniich kolorektalniho
karcinomu s riiznou funk¢nosti genu TP53. Vedle nadorovych linii bylo pisobeni cisplatiny
a AmA porovnavano i na zdravych stfevnich buiikdch. Cisplatina projevila viici nddorovym
buikdm toxicitu pii pétindsobku primérné ICso, zatimco u narciklasinu byla toxicka

az dvaatficetinasobna davka. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v tabulce 242,

Tabulka 2: Hodnoty ICso v uM narciklasinu (NAR), pankratistatinu (PANC), lykorinu (LYC),
haemanthaminu (HAE) na buné¢nych liniich kolorektalniho karcinomu (LoVo, HCT-116+/+,
HCT-116-/-, HT-29, DLD-1) s rozdilnou funkénosti pS3 v porovnani s ucinnosti cisplatiny
a jejich toxicita na nenadorové linii CoN bunék stteva. V poslednim tadku je uveden pomér

toxicit na zdravych a priméru nadorovych linif stfevnich bunék*.

Bunéény typ Funkénost TP53 | NAR | PANC | LYC | HAE | Cisplatina
LoVo funkéni 0,052 | 0,59 5,5 4,6 8,4
HCT-116+/+ funk¢éni 0,023 | 0,17 1,3 1,9 4,5
HCT-116-/- nefunkéni 0,029 | 0,16 2,6 2,2 17,5
HT-29 snizena mutaci 0,032 0,30 39 2,5 22,1
DLD-1 snizena mutaci 0,030 | 0,28 2.9 2.4 14,8

CoN - 1,1 2,4 79 85 67

pomér - 32 8 24 31 5

Narciklasin piisobi antiproliferativné zejména blokovanim proteosyntézy. Ve stejné studii,
kde byl narciklasin objeven, byla popsana i jeho silnd antimitotickd aktivita na pSeni¢nych
zrnech a na in vivo testech myS$iho sarkomu®. V pribéhu dalSich dekad byly u¢inky inhibice

proteosyntézy potvrzeny a rozsifeny. V roce 2014 bylo potvrzeno, Ze narciklasin inhibuje
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elongaci peptidové vazby vazbou na A-misto velké podjednotky ribozomu 60S, které je

katalytickym centrem peptidyltransferasy**46:47,

Druhym mechanismem ucinku narciklasinu je indukce apoptézy vnitini i vnéjSi cestou
v zé&vislosti na typu bunék. U linie MCF-7 je u¢innost narciklasinu zévisla na zpracovani
Bid proteinu, ktery zptisobuje amplifikaci signdlu poklesem membranového potencidlu
mitochondrie. Dojde k vyplaveni cytochromu C a vytvofeni apoptozomu. U bunétné linie
karcinomu prostaty (PC-3) se také objevuje pokles membranového potencialu, neni vSak tak
vyrazny jako u linie MCF-7, pro indukci apoptozy v tomto piipadé staci vnéjsi prostiedi. Pfes
receptory smrti DR3, DR4 a FAS, které patii mezi TNF, je neaktivni prokaspasa 8 pfeménovana
na aktivni v takovém mnozstvi, Ze nasledny fetézec reakci staci k ptimé aktivaci efektorové

kaspasy 3, kterd je v bufice piitomna. Schéma je znazornéno na obrazku 114446,

Apoptosis
Type Il Type |
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FAS, DR4 i FAS, DR4
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Obrazek 11: Schéma shrnujici hypotézu o indukci apoptdzy narciklasinem.
Po aktivaci receptort smrti, dojde v komplexu indukujicim smrt (DISC) k aktivaci kaspasy 8 a rozb&hnou se
signalni drahy zavislé na typu bun¢k. V bunééné linii karcinomu prostaty PC-3 (typ 1) probiha apoptdza ptimou
aktivaci efektorovych kaspas kaspasou 8. Naproti tomu v bunécné linii MCF-7 karcinomu prsu (typ II) dojde

spusténim mitochondrialni drahy k zesileni apoptotickych signald, protoze tyto buiiky postradaji kaspasu 346,
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V 0,1uM koncentraci narciklasin in vitro naruSuje mitézu glioblastomovych bunék i1 bez
indukce apoptdzy. In vivo testy na mySich vystavenych lidskému glioblastomu ukazaly,
ze narciklasin dokazal vyznamné zvySit dobu pieziti preklinickych modelit lidského
multiformniho glioblastomu. Mechanismus je zptusoben aktivaci GTPasy RhoA a vytvoteni
F-aktinovych stresovych vldken v buiikdch multiformniho glioblastomu. Pfedpoklada se,
ze zvySena produkce stresovych vladken je zédkladem inhibice proliferace stejné tak, jako je

pfi¢inou snizené migraéni kapacity glioblastomovych bunék?s,

Narciklasin byl také studovan na imunodeficientnich mySich s implantovanymi lidskymi
buiikami metastazujicitho melanomu VM-48 rezistentniho k apoptdéze. Narciklasin se u mysi
jevil jako terapeuticky piinosny. Vykazal dokonce mirné lepsi terapeutickou aktivitu nez
temozolomid, zavedena chemoterapeutickéd latka. Alkaloid totizZ cili na eukaryoticky transla¢ni
elongacni faktor eEF1A, ktery dodava aminoacyl-tRNA do prazdného A-mista ribozomt, ale
také se vaze na aktin a pfispiva k organizaci aktinového cytoskeletu. Podili se tedy na regulaci
migrace, morfologie a proliferace®*. Ackoli studie zroku 2009 u narciklasinu neodhalila
vyznamnou inhibici invaze HelLa bunék karcinomu délozniho ¢ipku do kolagenu typu I
(modelovy ptipad bunécné invaze a vzniku metastaz), odhalila ji u jeho syntetického derivatu
narciklasin tetraacetatu (ovSem v koncentraci 0,1 pM, ktera je blizka koncentraci toxické)®.
Navic proces invaze neni zavisly pouze na migracni sloZce, ale 1 na interakci naddorové buiky

s extracelularni matrix**.

Biodostupnost narciklasinu byla po peroralnim podéani vypocitana na 32 %, eliminacni polocas
byl po intraven6zni aplikaci stanoven na 66 minut. Narciklasin je pravdépodobné schopen
prochazet hematoencefalickou bariérou, jelikoZ byla potvrzena Uc¢innost na mozkové nadory
u mys$i, neni vylouceno, Ze za tuto ucinnost nejsou zodpovédné zatim nezndmé metabolity
narciklasinu. Narciklasin inhibuje izoenzym CYP3A4 lidského cytochromu P450, coz zvysuje
interak¢ni potencidl s dal§imi slouceninami. Hranice pro projev nezadoucich uc¢inkl byla
u potkanli stanovena na 1 mg/kg/den, nad touto hranici byly patrné nezadouci Gcinky typu
prijmu, letargie, ZaludeCnich problémi, navic byly zjiStény zmény erytrocyti a leukocyti.

Davka 25 mg/kg/den byla témé&f u vech jedinct letalni**,

3.5.3 3-Epipankratistatin a pankratistatin
3-Epipankratistatin je latka narciklasinového strukturniho typu ziskana z kultivaru Narcissus
cv. Ice Follies, ktera se od narciklasinu lisi hydroxy skupinu na C1. Od struktury pankratistatinu

se lisi orientaci hydroxylu na C3, 3-a-orientovany je 3-epipankratistatin, 3-f-orientovany je
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pankratistatin. 3-Epipankratistatin vykazoval vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym
nadorovym bunécnym liniim, jeho koncentrace (od 0,74 do 2,3 pg/ml, coz je s jeho molekularni
hmotnosti 325.27 g/mol® od 2,275 do 7,07 uM) vsak byla o 1-2 fady vy$si nez u jeho
diastereomeru pankratistatinu (od 0,014 do 0,032 pg/ml, coz je od 0,04304 do 0,09838 uM).
Touto studii byl odhalen velmi dilezity konfigura¢ni pozadavek na silnéjsi antineoplastickou

aktivitu. Porovnani Glso (stfedni inhibi¢ni koncentrace ristu) je v tabulce 3%,

Tabulka 3: Hodnoty Glso v uM 3-epipankratistatinu a pankratistatinu na lidskych bunécnych

liniich®.

Bunécny typ Glso 3-epipankratistatinu | GlIso pankratistatinu
Adenokarcinom slinivky (BXPC-3) 5,23 0,06149
MCF-7 6,76 0,07071
Glioblastom CNS (SF 268) 2,28 0,04304
Karcinom tlustého stteva (KM 20L2) | 7,07 0,07686
Karcinom prostaty (DU-145) 4,00 0,04616

Obrazek 12: 3-Epipankratistatin a pankratistatin®.

Pankratistatin mad vedle silné RNA antivirové aktivity i antineoplastickou a cytostatickou
aktivitu na celé fadé bunéénych 1inii>°. Mezi prvnimi byla objevena jeho schopnost indukovat
apoptézu u bunécné linie Jurkat akutni T-bunééné leukemie (déale jako Jurkat) v koncentraci
1 uM, ktera zaroven nebyla toxicka pro lymfocyty®!. Podobné zavéry byly ucinény pii studii
na bunécné linii lidského teratokarcinomu (NT2) a karcinomu kize ve srovnani s nulovymi
vedlejSimi efekty na zdravé lidské fibroblasty. Pankratistatin v koncentraci 0,5 uM pisobil
synergicky s antiestrogenni onkologickou 1écbou tamoxifenem proti bunécéné linii MCF-7
karcinomu prsu. Apoptdza se projevovala hlavné kondenzaci DNA, smrStovanim bunky
a tvorbou bublin v bunikdch. Dalsi projevy toxicity byly pozorovany na bunécnych liniich

SHSY-5Y lidského neuroblastomu, LNCaP androgen-senzitivni lidské prostaty, 5123tc
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hepatocelularniho karcinomu potkana®®. D4 se odhadovat, Ze mechanismus uéinku selektivné
cili na rakovinné buiiky, konkrétné jejich mitochondrie. OvSem pankratistatin neni v druzich
rodu Narcissus ptirozené piitomen, ackoli se pomérné snadno z téchto druht ziskava, a to

semisynteticky z narciklasinu®.

3.5.4 Pankracin
Pankracin je monthaninovy typ AmA, ktery je odvozen od pentacyklického kruhu

5,11-metanomorfantridinu. V jeho struktufe jsou jedine¢né dv€ hydroxylové skupiny
na chiralnich C2 a C3 na E-kruhu a dvojna vazba mezi C1 a Cl1a%2. Fytochemicka studie
extraktu z cibuli druhu Narcissus cv. Professor Einstein prokézala ptitomnost pankracinu
1 urodu Narcissus. V této studii byla zarovei testovana jeho cytotoxicita na panelu bunéénych
linii. Protinadorovou aktivitu dokladaji hodnoty v tabulce 4, ovSem problémova muize byt
selektivita u linie Jurkat oproti zdravym plicnim fibroblastim®. Vedle antiproliferativni aktivity
vykazuje pankracin také antimalarickou, antibakteridlni, antifungalni a antiparazitickou

aktivitu’2->3.

Tabulka 4: Hodnoty ICso v uM pankracinu a doxorubicinu metodou 48hodinové MTT.

Bunéény typ ICso pankracinu ICso doxorubicinu
Jurkat 5.07+£0.31 0.05+0.02

Akutni lymfoblasticka leukemie (MOLT-4) 271 £0.25 <0.01

A549 229+0.43 0.43 +£0.06

HT-29 2.60 £0.51 0.77 £0.24
Ovarialni karcinom (A 2780) 5.08+0.43 <0.01

HeLa 5.03+0.36 0.55+0.05

MCF-7 2.68 £0.37 0.44+0.10
Osteosarkom (SA OS-2) 2.20+0.25 0.1 +0.17

Zdravé plicni fibroblasty (MRC-5) 5.15+0.34 0.72+0.23

Byla také potvrzena diilezitost substituce na chiralnich C2 a C3 na E-kruhu, kdy ndhradou obou

hydroxylii za chlor a methoxy skupinu do$lo ke snizeni antiproliferativni aktivity>>.
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Obrazek 13: Pankracin®.

Proliferace a zéaroven viabilita byla pozorovana u rezistentni bunééné linie A549
a u senzitivnéjsi linie MOLT-4. Rezistence a senzibilita téchto linii byla prokazana po ovlivnéni
0,25uM  doxorubicinem jako pozitivni kontrolou. Zatimco statisticky vyznamny
pankracinu (2,5 uM), efekt na viabilitu byl aZ v nejvySSich testovanych koncentracich
(10a20 uM). U MOL-4 bunék doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni viability
pfi koncentraci pankracinu 5 pM 48 hodin po ovlivnéni a pii koncentraci 10 uM se tento efekt

projevil jiZz po 24 hodinach?2.

Pti koncentraci pankracinu 10 a 20 uM byla u linie MOLT-4 indukovéana apopt6za, coZ bylo
pozorovano statisticky vyznamnym zvysSenim aktivity kaspas 3, 7, 8, 9. Kdy vn¢jsi cestou
indukovana apoptéza aktivuje kaspasu 8 a vnitini cestou indukovana apoptéza aktivuje
kaspasu 9, jejichz vysledkem je aktivace kaspas 3 a 7. Ty jsou dale zodpoveédné za efektorovou

fazi apoptozy. U line A549 zadna zvySena aktivita kaspas pozorovana nebyla™?.

Pankracin tedy u linie A549 snizuje proliferaci, ale ne viabilitu, jelikoz zastavi bunku v G1 fazi
cyklu a nepodnécuje ji k apoptdze na bunécné urovni. Naopak u bunécéné linie MOLT-4 je
viabilita snizena aktivaci vSech sledovanych kaspas a tedy indukci obou typl apoptickych
kaskad™.

3.5.5 Haemanthamin

Z extraktl pripravenych z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae byva haemanthamin, hlavni zastupce
haemanthaminového strukturniho typu, ¢asto izolovan v abundantnim mnozstvi**. Biosyntéza
haemanthaminového a krininového strukturniho typu je velice podobnd. Jediny rozdil je
v ucasti enantiomernich forem reduktas. Haemanthamin je derivat 5,10b-ethanofenanthridinu
s a-orientovanym ethanovym mustkem mezi N5 a C10b (krininovy strukturni typ ma
B-orientaci)®>. Pro antiproliferativni aktivitu je u haemanthaminu spole¢né s haemanthidinem,
dal§im zéastupcem haemanthaminového strukturniho typu, dalezitd methoxy skupina na C3

a volna hydroxy skupina na C11°%,
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Obrazek 14: Haemanthamin a haemanthidin®*.

Testy cytotoxicity ukazaly slibnou protinddorovou aktivitu haemanthaminu. Studie provedena
G. Van Goietsenoven et. al v roce 20103 bohuZel neuvadi zadny standard pro porovnani
s testovanymi alkaloidy. Studie provedena Z. Luo et al. v roce 2012% pouziva jako standard
cisplatinu a studie G. Luchetti et al. ztéhoZ roku®® porovndva ostatni studované AmA
s lykorinem. Haemanthamin vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i ristu znacného k apoptoze
senzitivniho i rezistentniho mnozstvi bunéénych linii, coz je v souladu s pouzitymi standardy
(tabulka 5)3*343¢ Dale vykazuje také uclinky antioxida¢ni, protivirové, antikonvulzivni

a antimalarické’’.

Tabulka 5: Porovnani ICso haemanthaminu nékterych MTT eseji?*>3-¢,

Bunécny typ Délka MTT eseje ICso [nM] | Zdroj
A549 48 hod 2,5 3
HepG2 48 hod 4.8 3
HT-29 48 hod 2,1 3
Chronicka myeloidni leukemie (K562) 48 hod 2,5 3
Chronickad myeloidni leukemie (HL-60) 48 hod 1,4 3
A549 72 hod 4,5 34
OE21 72 hod 6,8 4
U373 72 hod 7,7 34
B16F10 72 hod 6,8 4
HeLa 72 hod 3 36
U373 72 hod 6 36
Glioblastom (T98G) 72 hod 3 36
Glioblastom (U87) 72 hod 6 36
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Utinek je na bun&né tirovni zptisoben hned nékolika mechanismy. Nékteré jsou specifické pro
haemanthaminovy i krininovy typ AmA a jiné piimo pro stereospecifickou strukturu
haemanthaminu. Na bunéény cyklus mé u haemanthaminu 1 haemanthidinu vliv zastaveni

piednostné v G1 popt. G2/M fazi¥3->438,

Vyhodou haemanthaminu oproti narciklasinu je jeho rozpustnost ve vod¢ ve vyssi koncentraci.
Tim se stava lepSim adeptem pro preklinické studie. Stejné tak jako narciklasin i haemanthamin
se vaze na A-stranu velké podjednotky ribozomu (ve studii byla pouzita kvasinka
Saccharomyces cerevisiae, kterd ma strukturu velké podjednotky podobnou lidskému
ribozomu), a tim zastavuje prolongacni fazi translace. Oproti narciklasinu ma haemanthamin
lepsi prostorové umisténi baze (~75°), tvofi pevnéjsi m vazbu mezi zbytky 25S rRNA a ma
o jednu vodikovou vazbu vice, coz ho v této vazbé stabilizuje, a dochazi tak k potenciaci
inhibice translace. 25S rRNA kvasinky Saccharomyces cerevisiae ma konformacni podobnost
s 28S rRNA lidského ribozomu 808, a 1ze tedy usuzovat, Ze haemanthamin se na lidsky ribozom

vaze podobné (obrazek 15)3%.

Yuze2z

NAR
MAR/BOS l:-a-mplc;: (PDE: 4U51) Human 805 [PDE: 4UGD)
Obrazek 15:
B: Porovnani haemanthaminu a C: Porovnani vazby haemanthaminu v 258
narciklasinu ve vazbé do velké a 28S rRNA,

podjednotky ribozomu kvasinky

Saccharomyces cerevisiae.
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Cytostaticky U¢inek haemanthaminu a haemanthidinu miZze byt vedle ovlivnéni syntézy
proteinti zptisoben také stabilizaci p53 proteinu napiiklad v buiikach karcinomu tlustého stieva,
coz vede k programované bunécné smrti zvySenim protinddorové stresové odpovédi bunky,
a tedy k acinnému zptsobu, jak znicit karcinogenni buiiky. Za tuto stabilizaci je primarné

zodpovédna specificka inhibice zpracovani pre-RNA3S,

Z hlediska farmakokinetiky byla provedena pilotni studie na mySich. Po intraven6znim podani
je haemanthamin rychle (do 30 minut) distribuovan pasivni diftzi. Diky 70,4minutovému
polocasu rozpadu je pomérné rychle eliminovéan z organismu zluci (koncentrace srovnatelné
s plazmou) a mo¢i (koncentrace o dva fady vyssi nez v plazmé). Ackoli se ve tkanich diky
rychlé eliminaci téméf nevaze, ma velky distribu¢ni objem 13,7 1/kg, a tedy vstupuje z plazmy
i do bun¢k. Rizikem by mohlo byt poskozeni ledvin praveé diky jeho vysoké koncentraci

v mo&i’’.

3.5.6 Haemanthidin

Strukturné je haemanthidin velice podobny haemanthaminu. Jedna se totiz o jeho 6-hydroxy
derivat (obrazek 14). Oproti haemanthaminu byva z rostlinnych extrakt izolovan ve velmi
malych mnozZstvich ve formé stereoizomeru>*. Byl detekovan v nékolika genotypech Narcissus

59, Prokazalo se, ze v rostlinach probihd

tazetta a v jednom genotypu Narcissus papyraceus
ireverzibilni pfeména haemanthaminu na haemanthidin, ale haemanthidin neni kone¢nym
produktem. Tim je tazettin, jehoZ pfeména zp&t na haemanthamin je moZn4, neni vSak Casta®.
Toto tvrzeni dnes vyvraci nazor nékterych védct zabyvajicich se tematikou AmA, Ze tazettin

je pouze izolaénim reliktem pretazettinu?©!.

Mechanismus u¢inku ma haemanthidin podobny haemanthaminu s tim rozdilem, ze diky
hydroxylu na C6 tvoii s 25S rRNA kvasinky Saccharomyces cerevisiae o jednu vodikovou

vazbu vice. Tim zvySuje svoji aktivitu oproti haemanthaminu®® (tabulka 6).
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Tabulka 6: Porovnani ICso haemanthidinu n&kterych MTT eseji’*>6:62,

Bunécny typ Délka MTT eseje | ICso [uM] | Zdroj
HL-60 24-72 hod 2,0 62
A549 72 hod 4,0 34
OE21 72 hod 3,7 34
U373 72 hod 3,8 34
B16F10 72 hod 3,1 34
T98G 72 hod 14 36
U373 72 hod 7 36
us7 72 hod 6 36
Standard Délka MTT eseje | ICso [uM] | Zdroj
Cisplatina na HL-60 24-72 hod 1,3 62
Lykorin na U373 (zdroj*® odkazuje na

piedchozi studii) 72 hod 7,6 39

Aktivita haemanthaminu a haemanthidinu byla porovnavana na linii Jurkat. Po 48 hodinach
haemanthidin oproti haemanthaminu vice snizoval viabilitu pfi koncentracich 15 (viabilita
77 %, respektive 82 %) a 20 uM (viabilita 50 %, respektive 67 %). Toto zjiSténi bylo dale
podpofeno navazanim annexinu V na fosfatidylserin, ktery je translokovan na vnéjsi stranu
membrany pii rané fazi apoptézy. Builky ovlivnény haemanthidinem mély vyssi procento
bun¢k pozitivnich na annexin V a zaroven vys§i pokles procenta bun¢k s neporusenymi
mitochondriemi (dostate¢nym mitochondridlnim membranovym potencidlem). Navic bylo
ve stejné studii zjist€no, Ze vnitini faze apoptdzy byla aktivovana masivnéji diky vetsi aktivaci
kaspasy 9 oproti kaspase 8 (vnéjsi cestou indukovana rand faze apoptdzy). Haemanthidin tedy

v obou cestach indukce jevil vétsi aktivitu®.

3.5.7 Tazettin

Tazettin, je dnes povazovany za izola¢ni artefakt pretazettinu. I proto se od né¢j upousti jako
od jednoho ze zakladnich strukturnich typli a pouziva se misto né&j struktura pretazettinu’.
OvSem zména jména nenese zménu zakladnich parametrii. Typicka je tetracyklicka struktura
se dvéma heterocykly a jednim aromatickym jadrem, na které je napojena methylendioxy
skupina®,
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Tazettin postrada antiproliferativni aktivitu na vétSinu bunéénych linii, ackoli v nékterych
studiich nepochazejicich z narcistt jevil mirnou aktivitu proti multirezistentni formé

L5178 MDR bunééné linie lymfomu a HeLa linii34>333:64,

OMe OMe

Obrazek 16: Tazettin, pretazettin, jonquailin®!.

3.5.8 Pretazettin
Pretazettin je jednim z 9 zakladnich typit AmA. Zména polohy hydroxy skupiny z Cé6a

v tazettinu do polohy C8 v pretazettinu je spojena se zvySenim cytostatického efektu. Tento
efekt je pravdépodobné spojen s ndchylnéjsi povahou hemiacetalového pretazettinu k chemické
modifikaci oproti hemiketalovému tazettinu. B- a D-kruhy jsou v frans uspotfadani na rozdil
od tazettinu, kde jsou v poloze cis. Dalsi diileZitou skupinou pro antiproliferativni aktivitu je

methoxy skupina na C3 v C-kruhu zaroveti s jeji stereochemickou orientaci®!-64,

Jiz v sedmdesatych letech 20. stoleti profesor Eiichi Furusawa zkoumal pretazettin, alkaloid
z rodu Narcissus, a jeho terapeutickou aktivitu na mysich s implantovanymi buitkami nékterych
typl leukemie. Maximalni netoxicka davka pretazettinu u mysi s leukémii (tedy maximalni
davka, kdy se jest¢ neprojevily znamky intoxikace jako je slabost, ubytek véhy atd...) byla
stanovena na 50 mg/kg béhem cCtrnactidenniho podavani. Ve srovnani s cyklofosfamidem,
vinkristinem, purinetholem, v sedmdesatych letech dostupnymi standardnimi 1éCivy
na Rauscherovu leukemii, zvysil pretazettin stfedni dobu pteziti. Navic v kombinaci
pretazettinu s témito standardnimi 1éCivy stfedni doba preziti dale vyznamné stoupla. Jesté
v sedmdesatych letech byly pretazettinem ovlivnény buiiky linie HelLa. Oproti tazettinu
(MIC > 400 uM) jevil pretazettin (MIC 1,0 uM) vyrazné vyss$i inhibi¢ni aktivitu. Ve stejné
studii byl pretazettin dokonce vice uU¢inny nez lykorin (MIC 6,0 uM) a haemanthamin
(MIC 4,0 uM)%485, V osmdesatych letech byla také prokdzana terapeutickd uCinnost
pretazettinu v kombinaci s n€kterymi standardnimi 1é€ivy u intraperitonedlné implantovaného

Lewisova plicniho karcinomu u mysi, kde byly nejlepsi vysledky pro stfedni dobu preziti
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pozorovany v davce 25 mg/kg a kombinaci s 6-thioguaninem (v davce 25 mg/kg), nebo
aktinomycinem D (také v davce 25 mg/kg). Oproti tomu kombinace s cyklofosfamidem,
methotrexdtem a S-fluorouracilem jevily vyrazné nizsi aktivitu a kombinace s vinkristinem
nejevila vibec zadny synergicky efekt. V devadesatych letech byl pretazettin zkousen
na MOLT-4 linii. Jako aktivni se ukazal na liniit MOLT-4 s EDs (sttedni efektivni davkou)
0,3 pg/ml. Aktivni byl vSak i na nenadorovou linii mysich fibroblasti LMTK v EDso 0,7 pg/ml.
V dalsich letech se pretazettin a jeho potencialni cytotoxicky efekt viceméné dostal do ustrani,

jelikoz se nepodafilo replikovat vysledky na Rauscherovu leukemii v jinych modelech studii®*.

V roce 2009 se pak pretazettin objevil ve studii rodu Sprekelia Celedi Amaryllidaceae, kde
vykazoval mirnou aktivitu na lidskou HeLa linii, MCF-7 linii, A431 linii epidermalniho
karcinomu klze, vyssi aktivitu na mys$i lymfoidni linii L5178 s vlozenym lidskym genem
MDRI, diky kterému je bunécna linie multirezistentni, a vysokou aktivitu na samotnou
senzitivni mysi lymfoidni linii L5178 (tabulka 7). Pretazettin navic inhiboval aktivitu
p-glykoproteinu, ktery miize byt zodpovédny za rozvoj multirezistence béhem chemoterapie,

a synergicky zvysil aktivitu doxorubicinu viiéi linii L5178 MDR 1,

Tabulka 7: Porovnani ICso v uM pretazettinu a doxorubicinu na vybranych bunécnych liniich

metodou 72hodinové MTT®.

Bunéény typ I1Cs pretazettinu 1Cso doxorubicinu
HeLa 8,853 0,154

MCF-7 7,869 0,279

A431 5,373 0,149

L5178 MDR1 4,12 1,097

L5178 0,7989 neurceno

Ve studii zroku 2019 byla na bun&cné linii A549 pozorovana indukce apoptézy méfenim
aktivity kaspasy 3. Aktivita kaspasy 3 po ovlivnéni pretazetinem byla 70 %, po ovlivnéni
lykorinem to bylo jen 60 %%’. Kaspasa 3 je soudasti apoptického aparatu, coZz muiZeme
pozorovat na nckterych diagnostickych znacich jako je fragmentace DNA a kondenzace
chromatinu. Tento fakt vyplynul i z in silico modelovani, kde byla vypoctena ptizniva vazebna
afinita pretazettinu. Na druhou stranu pretazettin vyjevil svoji vyssi toxicitu na linii zdravych

kieG¢ich bunék vaje¢nikit CHO—-1-15 ve srovnani s mitomycinem C jako kontrolou®*¢7,

37



3.5.9 Jonquailin

Jonquailin patfi do pretazettinového typu AmA. Jeho nazev je odvozen z Narcissus jonquilla,
ze kterého byl poprvé izolovan. Od struktury pretazettinu se 1i$i pouze substituci na C8. Misto
hydroxylové skupiny pretazettinu je na C8 jonquailinu navazdna methoxy skupina, tedy zména
z hemiacetalu (pretazettinu) na stabilnéjsi acetal (jonquailin). Jelikoz byl jonquailin ziskan
v epimerni Cistoté na C8, byl vylouc€en jeho vznik reakci pretazettinu s methanolem pfi extrakei,
nebo pii chromatografickém cisténi rostlinnych extraktti. Pro protinddorovou aktivitu se jevi
jako dulezita hydroxylace na C8, na druhou stranu stereochemie laktolové skupiny ani jeji

acetalizace tuto aktivitu neovlivnily®'.

Prvni studie na protinadorové aktivity jonquailinu ukézaly, Ze je i€¢inny proti liniim nadorovych
bun¢k glioblastomu U87 a U373, délozniho sarkomu MES-SA a MES-SA/Dx5 (dcefina linie
péstovand v pritomnosti doxorubicinu), SKMEL-28, A549, které vykazuji rizné typy
rezistence viuci dosavadni 1é¢be. Dale byla u¢innost jonquailinu hodnocena u dvou bunéénych
linii karcinomu plic H1993 a H2073 pochézejicich od jednoho pacienta, ktery podstoupil
chemoterapii, ale v primarnim misté se nador opét objevil. H1993 byl odvozen z metastazy
lymfatickych uzlin izolované pted chemoterapii, zatimco H2073 byl odvozen z opétovného
rustu plicniho nddoru meésice po chemoterapii. Bunécéna linie H2073 je vic¢i paklitaxelu
vyznamn¢ odolné€jsi nez linie H1993. Ackoli u¢innost jonquailinu proti buitkdm H2073 také
klesa, jeji pokles je fadové méné vyrazny nez u paklitaxelu. Proti obéma t€émto bunécnym liniim
vSak nejlépe plisobi jonquailin spolu s paklitaxelem. Pro své synergické plisobeni mize byt
jonquailin potencialné pouzit jako adjuvans ke konvencni chemoterapii. Oproti tomu bunécna
linie sarkomu dé&lohy MES-SA a jeji dcefind linie péstovana v pfitomnosti doxorubicinu
MES SA/DxS5, kterd je odolnd vi¢i mnoha funkén€ a strukturné nepiibuznym molekuldm,
nevykazovaly nikterak vyrazny rozdil ve snizovani viability po pfidani jonquailinu, opacné

tomu je u paklitaxelu, ktery jevi vice nez tisicinasobny pokles (tabulka 8)°!.
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Tabulka 8: Porovnani Glso v uM jonquailinu a paklitaxelu na vybranych bunéénych liniich

metodou 48—72hodinové MTT®!,

Bunéény typ GIso jonquailinu | GlIso paklitaxelu
Ug7 28 96

U373 1 neurc¢eno
SKMEL-28 11 neurceno

A549 5 neurc¢eno

Hs683 51 neurceno

H1993 17 0,003

H2073 85 >1

MES-SA 25 0,007
MES-SA/Dx5 29 10
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

4.1.1

Chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Doxorubicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Fetélni bovinni sérum (FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Methanol HPLC (J. T. Baker, Denver, Holandsko)

Methylénova tetrazoliova sil: 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Minimum Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Phosphate buffer saline (PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Roztok L-glutaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

RPMI 1640 médium bez fenolové &erveni (BioTech, Prague, Ceska republika)
Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Material a pristrojové vybaveni

Centrifuga (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Inkubator SalvisLab BC 190 S s fizenou atmosférou CO, (SalvisLab, Risch-Rotkreuz,
Svycarsko)

Inverzni mikroskop Nikon Eclipse Ts2-FL (Nikon, Melville, New York, USA)
Kultivaéni lahve T75 (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko)

Lamindrni box BioAir Aura 2000 M.A.C.

Mikrotitracni desticky 96 jamek, ploché dno (Techno Plastic Products, Trasadingen,
Svycarsko)

Neubauerova pocitaci komulrka

Pipety a Spicky Eppendorf (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnim detektorem 5975C
inert MSD, EI mdd 70 eV, kolona HP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum), (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA)

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7820A s plamenoioniza¢nim detektorem

(Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA)
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e Spektrofotometr Reader Synergy Neo2 Multi-Mode Reader NEO2SMALPHAB
(BioTek, Vermont, USA)

e Ttiepacka MS 3 digital (Fisher Scientific, Hampton, New Hapshire, USA)

e Ultrazvukové vodni koupel Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)

4.1.3 Databaze a programy pouzité k vyhodnocovani vysledki

e Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (Gaithersburg, Maryland, USA)
e GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Kalifornie, USA)

4.1.4 Rostlinny material

Cerstvé cibule viech studovanych taxond byly dodany firmou Lukon Glads (Sadska, Ceska

republika). Botanicka verifikace rostlinného materialu byla provedena prof. RNDr. Lubomirem

Opletalem, CSc a dokladné vzorky byly uloZzeny v herbariu Katedry farmakognozie

a farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod oznacenim Narcissus
cv. Cairngorm CUFPH-16130/AL-444, Narcissus cv. Acropolis CUFPH-16130/AL-450,
Narcissus cv. Dick Wilden CUFPH-16130/AL-452, Narcissus cv. Ice King CUFPH-
16130/AL-453, Narcissus cv. Manly CUFPH-16130/AL-454, Narcissus cv. Unique CUFPH-
16130/AL-456, Narcissus cv. Delta CUFPH-16130/AL-457, Narcissus cv. White Marvel
CUFPH-16130/AL-460, Narcissus cv. Trena CUFPH-16130/AL-462, Narcissus cv. Kedron
CUFPH-16130/AL-463, Narcissus cv. Scarlet Gem CUFPH-16130/AL-467 a Narcissus albus
var. plenus odoratus CUFPH-16130/AL-508.

Tabulka 9: Ptehled studovanych taxonti.

Hmotnost alkaloidniho

Kultivar/varieta Kad Hmotnost cibuli
extraktu

Narcissus cv. CAIRNGORM AL-444 (270 g 160 mg
Narcissus cv. ACROPOLIS” AL-450 | 198 g 150 mg
Narcissus cv. DICK WILDEN AL-452 |210¢g 325 mg
Narcissus cv. ICE KING AL-453 |308 g 178 mg
Narcissus cv. MANLY AL-454 | 124 g 280 mg
Narcissus cv. UNIQUE AL-456 [255¢g 112 mg
Narcissus cv. DELTA” AL-457 | 188 g 168 mg
Narcissus cv. WHITE MARVEL® AL-460 |210¢g 113 mg
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Hmotnost alkaloidniho
Kultivar/varieta Kod Hmotnost cibuli
extraktu
Narcissus cv. TRENA AL-462 [243 g 104 mg
Narcissus cv. KEDRON" AL-463 | 183 g 171 mg
Narcissus cv. SCARLET GEM" AL-467 |256 g 184 mg
Narcissus albus var. plenus
i AL-508 | 103 g 122 mg
odoratus

*zpracovano mgr. Beatou Tkacovou!’

4.1.5 Buné¢na linie lidského hepatocelularniho karcinomu (HepG?2)

Buniky adherentni bunétné linie HepG2 (ATCC HB-8065, ECACC, Salisbury, UK), byly
kultivovany v médiu Minimum Essential Medium Eagle doplnéném o 10 % v/v FBS a 1 % v/v
roztokem L-glutaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v atmosféte pfi teploté 37 °C,
vlhkosti 95 % a 5% koncentraci CO>. Béhem kultivace bylo buitkkdm pravideln¢ ménéno
kultiva¢ni médium, kdy bylo z kultiva¢ni lahve odstranéno staré médium, ptisedlé bunky byly
oplachnuty pomoci 5 ml PBS se a do lahve bylo napipetovano Cerstvé kultivaéni medium
piedem zahtaté na 37 °C. Pravidelné byla pod inverznim mikroskopem kontrolovdna mira

konfluence bunék.

4.2 Metody pouzité pro analyzu studovanych extrakti

Ptiprava sumarnich extraktl nebyla pfedmétem této diplomové prace — extrakty s oznacenim
AL-450, AL-457, AL-460, AL-463, AL-467 a AL-508 byly pfipraveny v ramci diplomové
prace mgr. Beaty Tkacoveé, kde je podrobné popsan postup pro jejich ziskani na zakladé
acidobazickych vlastnosti alkaloidii!’. Ostatni extrakty (AL-444, AL-452, AL-453, AL-454,
AL-456 a AL-462) byly pfipraveny v ramci nedokoncené diplomové prace Marie Kotouckové.

4.2.1 Plynova chromatografie — hmotnostni detekce (GC-MS)

Kombinace plynové chromatografie a hmotnostni detekce je kombinace vysoce vykonnostnich
technik, ktera je velice vyhodnd pfi identifikaci a charakterizaci slozitych smési neznamych
slouc¢enin. Detekce hmotnostnim spektrometrem urcuje a kvantifikuje chemické slouceniny
v z&vislosti na jejich poméru hmotnosti k ndboji. Poskytuje tedy informace o hmotnosti,

struktufe a jednotlivych fragmentech slouc¢enin®,
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4.2.1.1 Chromatografické podminky

Na analyzu slozeni a identifikaci jednotlivych AmA ze sumdarnich extraktl rodu Narcissus,
konkrétné Narcissus cv. Cairngorm, Narcissus cv. Dick Wilden, Narcissus cv. Ice King,
Narcissus cv. Manly, Narcissus cv. Unique, Narcissus cv. Trena, byl vyuzit plynovy
chromatograf Agilent Technologies 7890A, ktery pracuje pii elektronové ionizaci 70 eV. Jako
mobilni faze bylo pouZito helium s rychlosti pritoku 0,8 ml/min. Nastiik vzorku o objemu 1 pl
a koncentraci 1 mg/ml byl za teploty 280 °C splitovou metodou 1:10. Separace probihala
v koloné¢ HP-5MS o délce 30 m a priméru 0,250 mm za gradientového teplotniho programu
100— 180 °C s rychlosti rustu teploty 15 °C/min, 180 °C po dobu 1 min, 180— 300 °C s rychlosti
rustu teploty 5 °C/min a nasledné po dobu 5 minut bylo udrzovano 300 °C. Rozsah métenych

hodnot byl mezi 40 a 600 m/z.

Identifikace alkaloidi probihala porovnavanim vyhotovenych spekter se spektry dostupnymi
v komer¢éni knihovné dostupnych spekter NIST 11 (National Institute of Standards
and Technology Library, USA), déle s daty dostupnymi v literatufe a se standardy latek, které

uz byly v nasi laboratofi izolovany.

4.2.2 Plynova chromatografie — plamenoionizac¢ni detekce (GC-FID)

Plynova chromatografie spojend s plamenoionizacni detekci je hojné vyuzivana u t€kavych
organickych sloucenin a slozitych smési nejen ve farmacii. Tato separacni, identifikacni
a kvantifikacni analytickd metoda nabizi vysoce selektivni, citlivou a reprodukovatelnou

analyzu.

Princip plynové chromatografie spoc¢iva v rozd€leni vzorku injektovaného v plynné forme mezi
staciondrni (pevnou) a mobilni (plynou) fazi, tedy v postupném vymyvani jednotlivych slozek
vzorku z kolony diky rozdilnym afinitdm ke stacionarni fazi. Plamenoioniza¢ni detektor
nasledné kyslikovym plamenem ionizuje postupné vymyvané slozky vzorku. Ionty dopadaji

na elektrodu, ta generuje signal, ktery je pfimo imémny koncentraci dané slozky ve vzorku®®.

4.2.2.1 Chromatografické podminky

Kvantifikace slozeni extraktli z rodu Narcissus byla provadéna plynovym chromatografem
Agilent Technologies 7820A s plamenoioniza¢nim detektorem. Nosnym plynem byl dusik,
teplota injektoru byla 270 °C, injektovany objem byl 1 pl metodou splitless. Byla pouzita
kolona Agilent 19091J-413 o délce 30 m, praiméru 0,32 mm a hrubosti 0,25 um. Inicidlni teplota
byla 200 °C, nasledoval gradient 10 °C/min az do dosazeni teploty 300 °C po dobu 3 min.
Teplota na detekci byla 310 °C a citlivost detektoru byla S0Hz/0.004 min.
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Tabulka 10: Retencni asy (RT) jednotlivych AmA.

Alkaloid RT [min]
Galanthamin 6,10
Tazettin 7,50
Haemanthamin 7,89
Lykorin 8,30

4.3 Stanoveni cytotoxické aktivity metodou MTT

Metodou meéteni MTT se kvantifikuje Zivotaschopnost bun¢k v kultufe pro posouzeni
cytotoxického pusobeni riiznych latek. Zivé buiiky jsou pomoci mitochondrialnich reduktas
schopny redukovat zlutou methylénovou tetrazoliovou sil na fialovy formazan, jehoz
absorbance je stanovena spektrofotometricky. Jedna se tedy o kolorimetrickou metodu, ktera

dokaze diky zmé&nam v metabolické aktivité bunék stanovit cytotoxicitu latek®-"°.

4.3.1 Priprava testovanych extrakti na méreni
Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky testovanych extraktl o koncentraci 10 mg/ml
rozpuSténim v DMSO, které byly zamraZzeny a v Case potieby se ndsledné natfedény

na koncentrace 50 a 10 pg/ml.

4.3.2 Priprava Cistych latek

Cisté alkaloidy (galanthamin, haemanthamin, lykorin a tazettin) byly rozpuitény v DMSO
na koncentraci 10 mM. Tyto zasobni roztoky byly v ¢as potfeby dale nafedény na koncentrace
50 a 10 pg/ml pro screening nebo na koncentrace v rozsahu 200-0,1 pM pro stanoveni ICso.

Jako standard pro porovnani byl pouzit doxorubicin hydrochlorid.

4.3.3 Popis MTT metody

Experiment byl provadén na bunécéné linii HepG2. Minimaln€ jednou tydné byly bunky
pasazovany. Pasazovani ptredchazelo oplachnuti ptfisedlych bunck roztokem PBS, aby byly
odstranény mrtvé buiiky a zbytky kultivacniho média. Po oplachnuti byla provedena Sminutova
inkubace bun¢k v roztoku trypsinu/EDTA pii 37 °C, aby se buiiky uvolnily ode dna kultivacni
lahve. Pasdzovani samo o sob¢ obnéselo centrifugaci bunék, jejich pfepocitani v Neubauerove

komtrce a nasazeni ur¢itého poc¢tu bun¢k s dostatkem kultivacniho média do nové kultivaéni
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lahve. Buiiky pro experimentalni stanoveni byly nafedény médiem a nasazeny do 96jamkové

desticky tak, aby vysledna koncentrace byla 10* bun&k/jamka a objem 100 pl/jamka.

Bunky v desti€ce byly inkubovany 24 hodin pfi teplot¢ 37 °C a 5% koncentraci COa.
Po 24 hodinach bylo z jamek odsato kultivacni medium a buniky v jamkéch byly po triplikatech
ovlivnény 100 pl roztokl testovanych extraktl ¢i alkaloidl v kultivacnim médiu. Aby bylo
mozné porovnat viabilitu, tak kazda destiCka obsahovala kontrolu se 100% bunécnou viabilitou,
kam bylo ptiddno jen 0,5 % DMSO (odpovida koncentraci DMSO v ostatnich jamkéch) a blank,
ktery neobsahoval Zadné burnky.

Po dalSich 24 hodinach, kdy byly ovlivnéné buiiky opét inkubovany pi 37 °C a koncentraci CO»
5 %, bylo odstranéno kultivaéni médium s testovanymi extrakty ¢i alkaloidy a k buikdm bylo
pfidano 110 pl roztoku 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT)
v bezbarvém RPMI 1640 médiu a buiiky byly kultivovany ve stejnych podminkéach 3 hodiny.
Nésledné byl z bunck odstranén roztok MTT a krystaly fialového formazanu byly rozpuStény
ve 100 ul DMSO a nasledné protfepany po dobu 3 minut na tftepacce MS 3 digital (Fisher
Scientific, Hampton, New Hapshire, USA), aby bylo dosazeno homogenniho zbarveni.
V tuchvili mohla byt spektrofotometricky zméfena absorbance roztokd pifi 570 nm
na spektrofotometru Reader Synergy Neo2 Multi-Mode Reader NEO2SMALPHAB (BioTek,
Vermont, USA). Vzhledem k tomu, Ze mira zabarveni v jamce je pfimo Umérnd mnoZstvi
zivotaschopnych bunék, mohla byt tato viabilita in silico spo€itdna pomoci Lambert-Beerova
zakona. Cytotoxicita testovanych extrakti byla vypocitana a zprimerovana ze tfi nezavislych
experimentl. V piipad¢ stanoveni ICso u Cistych latek byla ziskana data vyhodnocena pomoci

programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Kalifornie, USA).

Vzorec Lambert-Beerova zakona:

A= e XcXIl= loglOTO

A — absorbance, ¢ — moléarni absorp¢ni koeficient latky, ¢ — koncentrace latky v roztoku, / —
délka optické drahy, Iy — intenzita zafeni vstupujiciho do systému, /— intenzita zafeni dopadajici

na detektor®s.
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5 Vysledky

5.1 Identifikace sloZeni sumarnich extraktu

5.1.1 GC-MS

Nasledujici podkapitoly zahrnuji vysledky strukturni analyzy alkaloidii z jednotlivych
sumarnich extraktd. Ke kazdému extraktu je uveden obrazek chromatogramu a tabulka
hmotnostnich spekter. Na konci podkapitoly je uvedena tabulka (tabulka 17) s procentudlnim

zastoupenim identifikovanych alkaloidli a obrazek (obrazek 23) s jejich strukturami.
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5.1.1.1 Narcissus cv. CAIRNGORM (AL-444)

Obrazek 17: Chromatogram sumarniho extraktu AL-444.
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Counts (32) vs. Acquisition Time {min)
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Tabulka 11: Alkaloidy identifikované v sumarnim extraktu AL-444.

. . RT PR o .. . Reference
Nazev alkaloidu [min] [M+] a charakteristické ionty, m/z7 (% relativni intenzity) pro MS
1. epi-Norgalanthamin 16,284 | 273(94), 272(100), 230(32), 202(29), 181(11), 174(16), 165(12), 115(18), 109(14) NIST
2. Homolykorinovy typ 16,505 ?(7);5%,)272(10), 269(6), 255(5), 207(14), 191(6), 115(7), 110 (10), 109(100), NIST
3. Homolykorinovy typ 16,660 | 300(2), 299(3), 281(2), 207(3), 191(8), 110(7), 109(100), 108(3), 108(13), 94(3) NIST
4. Homolykorinovy typ 16,754 | 285(6), 284(3), 281(5), 255(3), 254(3), 207(10), 177(6), 110(6), 109(100), 108(16) NIST

329(32), 328(41), 272(18), 271(100), 270(74), 269(26), 268(59), 240(25), 128(15),
5. A 16,980 77(14) -
6. Homolykorinovy typ 17.369 %gég(s)g, 271(7), 268(8), 267(50), 266(100), 264(9), 250(22), 222(8), 207(19), NIST
. 301(15), 273(18), 272(100), 242(15, 240(15), 214(14), 212(14), 211(15), 186(14), -
7. Haemanthamin 17,753 181(25). 128(13)
8. Dehydroassoanin 18,115 | 265(75), 264(100), 248(16), 223(12), 220(13), 207(30), 191(17), 178(14) 2
9. Galanthin 18,289 ?;g;)), 316(14), 284(11), 268(16), 266(13), 244(14), 243(90), 242(100), 162(9), NIST
10. Inkartin 18,64 333(23), 332(100), 281(48), 266(16), 259(50), 258(70), 253(16), 226(19), 208(19), 7173
207(98)
11. Homolykorinovy typ 18,698 | 207(3), 178(2), 110(8), 109(100), 108(22), 94(3), 93(2), 82(3), 81(2), 77(1) NIST
12. Homolykorinovy typ 19,115 %g(ll(ff), 253(7), 209(7), 208(8), 207(51), 110(9), 109(11), 109(100), 108(23), NIST
13. Homolykorinovy typ 71
(patrné hippeastrin) 19,609 | 282(11), 281(42), 253(12), 209(12), 208(17), 191(12), 125(100), 96(44), 73(19)
14. Ay 20.001 296(17), 295(100), 294(81), 294(31), 281(41), 253(15), 208(24), 207(93), 125(12), i

73(20)
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5.1.1.2 Narcissus cv. DICK WILDEN (AL-452)

Obrazek 18: Chromatogram sumarniho extraktu AL-452.
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Tabulka 12: Alkaloidy identifikované v sumarnim extraktu AL-452.

. . RT PP o e . Reference
Nazev alkaloidu [min] [M+] a charakteristické ionty, m/z (% relativni intenzity) pro MS
1. Galanthamin 15,964 | 287(79), 286(100), 270(14), 244(23), 230(12), 216(35), 174(32), 165(11), 115(17) NIST
2. Lykoramin 16,099 289(55), 288(100), 287(28), 286(37), 284(14), 216(21), 174(21), 128(13), 115(22), 717

109(15)
3. Homolykorinovy typ 16,273 | 287(43), 286(95), 273(25), 230(17), 216(26), 207(21), 202(26), 115(21), 109(100) NIST
4. Homolykorinovy typ 16,505 | 271(13), 207(10), 199(7), 187(9), 128(5), 115(6), 110(8), 109(100), 108(13), 108(5) NIST
5. Homolykorinovy typ 16,657 | 300(2), 299(3), 299(3), 207(3), 191(8), 110(8), 109(100), 108(14), 94(4), 82(2) NIST
6. Homolykorinovy typ 16,748 ?gggg;, 285(9), 281(23), 254(19), 207(9), 207(27), 115(9), 109(12), 109(100), NIST
7. Homolykorinovy typ 17,519 | 299(4), 281(4), 266(2), 207(8), 191(2), 110(8), 109(100), 108(19), 94(3), 82(2) NIST
. 301(13), 273(18), 272(100), 242(15), 240(16), 214(15), 212(14), 211(15), 186(14), -

8. Haemanthamin 17,751 181(25). 128(13)

9. Homolykorinovy typ 18,698 | 207(2), 178(2), 110(8), 109(100), 108(22), 94(3), 93(2), 82(3), 81(2), 77(1) NIST
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5.1.1.3 Narcissus cv. ICE KING (AL-453)

Obrazek 19: Chromatogram sumarniho extraktu AL-453.
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Tabulka 13: Alkaloidy identifikované v sumarnim extraktu AL-453.

. . RT PSP o .. . Reference
Nazev alkaloidu [min] [M+] a charakteristické ionty, m/z (% relativni intenzity) pro MS
1. Galanthamin 15,956 | 287(79), 286(100), 270(14), 244(23), 230(12), 216(35), 174(32), 165(11), 115(16) NIST
2. Lykoramin 16,099 | 289(57), 288(100), 287(12), 286(16), 216(10), 187(10), 174(12), 128(9), 115(14) 71,72
3. Homolykorinovy typ 16,273 ?gggg, 287(70), 286(100), 273(85), 272(95), 230(25), 202(42), 174(27), 115(33), NIST
4. Narwedin 16,574 | 285(50), 284(100), 281(21), 272(22), 216(27), 207(49), 174(28), 128(20), 115(32) NIST
5.A3 16,781 | 281(7), 252(6), 251(42), 250(100), 207(18), 192(11), 191(13), 96(7) -

6. Karanin 16,947 | 271(59), 270(36), 253(11), 252(51), 250(13), 240(10), 227(41), 226(100) NIST

7. Norpluviin 17,157 | 273(54), 272(29), 254(51), 253(20), 252(51), 229(49), 228(100), 226(17), 207(31) 7

8. 11,12- 7

Didehydroanhydrolykorin 17,596 | 249(56), 248(100), 207(17), 191(8), 190(22), 96(10), 95(6)

9. Haemanthamin 17,745 273(19), 272(100), 242(15), 240(16), 214(15), 212(14), 211(15), 186(14), 181(25), 71
128(13)

10. Lykorin 18,618 | 287(23), 286(16), 268(21), 252(11), 251(10), 250(28), 227(62), 226(100) NIST

11. A4 18,838 | 281(45), 253(17), 250(40), 249(19), 248(19), 243(22), 242(28), 208(19), 207(100) -

12. Homolykorinovy typ 71

(patrné hippeastrin) 19,614 | 282(11), 281(44), 253(14), 209(12), 208(17), 125(100), 96(22), 73(17)
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5.1.1.4 Narcissus cv. MANLY (AL-454)

Obrazek 20: Chromatogram sumarniho extraktu AL-454.
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Tabulka 14: Alkaloidy identifikované v sumarnim extraktu AL-454.

. . RT PSP o .. . Reference
Nazev alkaloidu [min] [M+] a charakteristické ionty, m/z (% relativni intenzity) pro MS
1. Lykoramin 16,096 | 290(9), 289(54), 288(100), 232(6), 228(5), 202(8), 187(5), 128(6), 115(7), 115(5) .72
2. Homolykorinovy typ 16,268 %gggg;, 287(71), 286(100), 281(14), 207(39), 202(18), 187(11), 175(13), 115(16), NIST
281(41), 271(81), 253(20), 252(20), 228(20), 208(23), 207(25), 207(100), 199(43),

3. As 16,488 -
187(41)

4. 1-O-Acetyl-10-norpluviin | 16,734 | 315(42), 314(41), 256(27), 255(32), 254(100), 252(21), 242(19), 228(22), 207(21) 4

5. Sanguinine 17,066 | 273(100), 272(99), 256(26), 228 (43), 147(10) 2

6. Anhydropseudolykorin 17,176 | 281(19), 254(10), 253(49), 252(100), 237(18), 209(19), 208(10), 207(40), 75

7 Haemanthamin 17,750 273(19), 272(100), 242(15), 240(15), 214(15), 212(13), 211(15), 186(13), 181(25), 7
128(12)

8. Dehydroassoanin 18,112 | 265(77), 264(100), 248(18), 224(11), 223(16), 191(10), 178(12) 2

9. Galanthin 18,289 igggg, 316(11), 298(9), 268(16), 266(13), 243(88), 242(100), 228(9), 207(14), NIST

10. Lykorin 18,615 %i;ggg, 286(16), 268(22), 252(13), 251(11), 250(30), 228(9), 227(62), 226(100), NIST
315(22), 281(25), 266(36), 250(32), 248(28), 242(34), 241(76), 240(86), 208(22),

11. As 18,849 -
207(100)

12. Homolykorinovy typ 7

(patrné hippeastrin) 19,614 | 281(17), 253(6), 208(8), 207(41), 133(6), 126(8), 125(100), 124(7), 96(38), 73(6)

13 A 19.783 315(10), 295(20), 294(23), 284(41), 282(14), 281(47), 264(15), 228(15), 208(23), i

O : 207(100), 191(15)
14. Ag 19,998 | 295(87), 294(100), 281(15), 278(9), 250(8), 208(11), 207(35), 191(7), 147(6) -
15. Ao 20,277 | 295(72), 294(76), 284(40), 282(35), 265(48), 257(100), 256(76), 207 (100) -
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5.1.1.5 Narcissus cv. UNIQUE (AL-456)

Obrazek 21: Chromatogram sumarniho extraktu AL-456.
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Tabulka 15: Alkaloidy identifikované v sumarnim extraktu AL-456.

Nazev alkaloidu EnTin] [M+] a charakteristické ionty, m/z (% relativni intenzity) E:ge;/fg ce
1. Galanthamin 15,942 | 287(78), 286(100), 270(12), 244(18), 230(11), 216(33) 207(11), 174(30), 115(14) NIST

2. Homolykorinovy typ 16,273 | 284(9), 283(5), 281(2), 207(3), 175(10), 110(8), 109(100), 108(19), 94(3), 82(2) NIST

3. Homolykorinovy typ 17,107 | 283(4), 281(9), 253(3), 208(4), 207(5), 207(18), 110(8), 109(100), 108(22), 94(3) NIST

4. Hacmanthamin 17.742 ?23;}8)5’),23;1(?)2’)272(100)’ 242(14), 240(15), 214(15), 212(14), 211(15), 186(13), N

5. Galanthin 18303 ? gggg 316(15), 284(10), 268(15), 266(11), 244(14), 243(89), 242(100), 162(10), | ;o7
6.9-0-Methylpscudolykorin | 18,841 ;8;82 302(18), 284(20), 281(11), 268(21), 266(32), 264(12), 243(68), 242(100), | 4

7. Pseudolykorin 19,139 | 289(27), 288(14), 270(19), 252(18), 229(69), 228(100), 208(19) 72

8. Homolykorinovy typ 19,614 | 281(22), 208(8), 207(46), 191(6), 133(5), 126(8), 125(100), 124(6), 96(41), 73(7) 7

(patrn¢ hippeastrin)
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5.1.1.6 Narcissus cv. TRENA (AL-462)

Obrazek 22: Chromatogram sumarniho extraktu AL-462.
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Tabulka 16: Alkaloidy identifikované v sumarnim extraktu AL-462.

. . RT PP o e . Reference
Nazev alkaloidu [min] [M+] a charakteristické ionty, m/z (% relativni intenzity) pro MS
1. Dihydrolykorin 16,091 | 289(34), 288(100), 281(9), 207(25), 202(11), 115(7), 109(30) NIST
2. Homolykorinovy typ 16,508 | 281(3), 208(2), 207(8), 206.8(2), 191(5), 191(2), 110(8), 109(100), 108(16), 94(2) NIST
3. Homolykorinovy typ 16,657 | 300(3), 299(4), 281(2), 207(3), 191(8), 110(8), 109(100), 108(17), 94(4) NIST
4. Homolykorinovy typ 16,751 | 285(4), 281(14), 253(4), 208(6), 207(34), 177(8), 109(100), 108(19), 73(6) NIST
5. Ao 16,958 | 329(54), 328(69), 269(39), 268(100), 267(24), 266(48), 254(16), 242(28), 240(24) -

6. A1 17,204 | 287(57), 286(100), 281(32), 270(33), 243(25), 242(74), 241(28), 207(83) -

7 Pluviin 17,267 287(70), 286(45), 281(11), 270(10), 268(48), 266(22), 243(11), 243(35), 242(100), NIST
207(24)

8. Assoanin 17,367 | 268(9), 267(50), 266(100), 264(7), 250(24), 222(8), 207(9), 193(6), 180(6), 109(9) NIST,’¢

9. Homolykorinovy typ 17,516 | 281(9), 267(8), 266(7), 265(4), 264(6), 207(18), 191(4), 110(5), 109(100), 108(18) NIST

10. Homolykorinovy typ 17,599 | 281(21),267(7), 266(12), 264(9), 248(7), 208(7), 207(34), 109(100), 108(19) NIST

11. Tazettin 17.850 331(22), 298(16), 248(16), 247(100), 201(16), 181(15), 152(15), 115(19), 71(18), NIST
70(23)

12. Dehydroassoanin 18,112 | 265(77), 264(100), 248(15), 225(11), 220(13), 207(42), 191(16), 178(13) 2

13. Homolykorinovy typ 18,698 | 281(2), 207(5), 178(2), 110(8), 109(100), 108(22), 94(3), 93(2), 82(3), 77(1) NIST

14. Pseudolykorin 19,137 | 289(27), 288(14), 253(27), 229(69), 228(100), 208(19) 2
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5.1.1.7 Tabulka 17: Procentualni zastoupeni jednotlivych alkaloidi v sumarnich extraktech metodou GC-MS.

Cislo Obsah alkaloidi v sumarnim extraktu [%]
Strukturni typ trukt Alkaloid
struktury AL-444 | AL-452 | AL-453 | AL-454 | AL-456 | AL-462
1 11,12-Didehydroanhydrolykorin - - <1 - - -
2 1-O-Acetyl-10-norpluviin - - - 2 - -
3 9-O-Methylpseudolykorin - - - - 4 -
4 Anhydropseudolykorin - - - <1 - -
5 Assoanin - - - - - 6
6 Dehydroassoanin 1 - - <1 - 4
7 Dihydrolykorin - - - - - 1
Lykorinovy
8 Galanthin 10 - - 8 77 -
9 Inkartin <1 - - - - -
10 Karanin - - 23 - - -
11 Lykorin - - 24 36 - -
12 Norpluviin - - <1 - - -
13 Pluviin - - - - - 4
14 Pseudolykorin - - - - 1 1
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Cislo Obsah alkaloidi v sumarnim extraktu [%]
Strukturni typ trukt Alkaloid
struktury AL-444 | AL-452 | AL-453 | AL-454 | AL-456 | AL-462
15 Homolykorinovy typ 17 16 3 <1 3 31
Homolykorinovy
16 Homolykorinovy typ (patrné hippeastrin) <1 - <1 3 1 -
17 epi-Norgalanthamin 18 - - - - -
18 Galanthamin - - 33 - 1 -
19 Lykoramin - 4 2 3 - -
Galanthaminovy
20 Lykoraminon - 64 - - - -
21 Narwedin - - <1 - - -
22 Sanguinin - - - <1 - -
Haemanthaminovy 23 Haemanthamin 42 17 10 35 13 -
Pretazettinovy 24 Tazettin - - - - - 27
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5.1.1.8 Obrazek 23: Prehled struktur izolovanych alkaloidii.
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5.1.2 GC-FID

5.1.2.1 Podil jednotlivych alkaloidii v sumarnim extraktu

Tabulka 18: Procentudlni zastoupeni jednotlivych alkaloid v sumarnich extraktech metodou

GC-FID.

Kéd extraktu Galanthamin Tazettin Haemanthamin | Lykorin
AL-444 4,10088 4,77716 27,11457 13,05374
AL-450 4,29753 3,77191 9,30981 20,38281
AL-452 18,76466 1,96948 10,53096 12,30162
AL-453 24,12672 4,80122 14,75681 31,58931
AL-454 5,76550 12,72482 27,77173 20,94848
AL-456 5,75386 14,47098 12,81657
AL-457 10,95177 1,96430 4,04045 6,75680
AL-460 24,99604 3,15978 4,53808 6,45321
AL-462 4,02169 3,68678 13,95034 13,05362
AL-463 25,53757 3,41734 6,00806 -
AL-467 4,69995 4,30526 3,52483 10,14912
AL-508 25,87022 4,78726 10,59698 30,68460

Vysvétlivka k odstupnované barevné

extraktu v %):

Skale (mnozstvi jednotlivych alkaloidii v suméarnim

0,00
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5.1.2.2 Procentualni zastoupeni daného alkaloidu v extrahovanych cibulich

Tabulka 19: Procentudlni zastoupeni jednotlivych alkaloidi v cibulich k extrakci.

Kdd extraktu Galanthamin Tazettin Haemanthamin | Lykorin

AL-444 0,00243 0,00283 0,01607 0,00774

AL-450 0,00326 0,00286 0,00705 0,01544

AL-452 0,02904 0,00305 0,01630 0,01904

AL-453 0,01394 0,00277 0,00853 0,01826

AL-454 0,01302 0,02873 _
AL-456 0,00253 0,02642 0,00636 0,00563

AL-457 0,00979 0,00176 0,00361 0,00604

AL-460 0,01345 0,00170 0,00244 0,00347

AL-462 0,00172 0,00158 0,00597 0,00559

AL-463 0,02360 0,00316 0,00555 !
AL-467 0,00338 0,00309 0,00253 0,00729

AL-508 0,03064 0,00567 0,01255 !

Vysvétlivka k odstupiiované barevné Skdle (mnozstvi jednotlivych alkaloidi v celkové
hmotnosti cibuli v %):
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5.2 Cytotoxicka aktivita
Tabulka 20: Ptehled cytotoxické aktivity sumdarnich alkaloidnich extraktti na bunécné linii
HepG2. Viabilita bun¢k byla stanovena po 24hodinovém ovlivnéni jednotlivymi sumarnimi

extrakty o koncentracich 10 a 50 pg/ml.

Viabilita [%] pFi dané koncentraci

Kod extraktu

10 pg/ml 50 pg/ml

AL-444

AL-450

AL-452

AL-453

AL-454

AL-456

AL-457

AL-460

AL-462

AL-463

AL-467

AL-508
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I
“I

ICso [uM]

13,77 + 2,74

83,12+9,13

4,42 + 0,34
I

<500
<500

v

Barevna vysvétlivka k heatmapé tabulek 20 a 21 (% ptezivSich bun€k oproti kontrole

po 24hodinové inkubaci):

81-100

50 pg/ml
4440
80+3
89+5
50+2
61-80

41-60

Viabilita p¥i dané koncentraci [%]

10 pg/ml
58+4
99 +4
103 +£3
61 £2

éni vysledktl screeningu cytotoxické aktivity.

4

€ Znazormm

AmA

Lykorin
Galanthamin
Tazettin
Haemanthamin
Doxorubicin HCI

Tabulka 21: Viabilita HepG2 bunék po 24hodinovém ovlivnéni konkrétnim alkaloidem.
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6 Diskuze a zavér

Tato prace je zamétfena na latky pfirodniho plivodu a jejim cilem bylo urcit vliv extrakti
ziskanych z rliznych kultivard rodu Narcissus na viabilitu bunééné linie HepG2. A zaroven
z téchto druhii vybrat potencialné vhodné zdroje pro izolaci jednotlivych majoritnich AmA,

lykorinu, galantaminu, haemantaminu a tazettinu.

V této praci byly studovany sumarni alkaloidni extrakty ze Sesti kultivarti rodu Narcissus
provedenim GC-MS analyzy, konkrétné bylo pojedndvano o kultivarech Narcissus cv.
Cairngorm (AL-444), Dick Wilden (AL-452), Ice King (AL-453), Manly (AL-454), Unique
(AL-456), Trena (AL-462). DalSich Sest sumarnich alkaloidnich extraktii (oznacenych AL-450,
AL-457, AL-460, AL-463, AL-467 a AL-508) bylo popsano pomoci GC-MS analyzy
v diplomové praci mgr. Beaty Tkacové!’, kde byla zaroven uréena jejich cytotoxicka aktivita
na panelu 10 bunéénych linii, ktery v8ak nezahrnoval Zadnou jaterni bun&nou linii'”. Proto
byla v ramci této prace zkoumdana cytotoxicka aktivita vSech 12 sumadarnich extraktd vaci
bunécné linii HepG2 a zaroven bylo vSech 12 sumarnich extraktl podrobeno GC-FID analyze,
pomoci niz bylo kvantifikovano zastoupeni ctyt majoritnich alkaloidi - lykorinu, galanthaminu,

haemanthaminu a tazettinu.

V Sesti sumarnich alkaloidnich extraktech bylo pomoci GC-MS analyzy identifikovano celkem
23 alkaloidi. Pficemz 14 alkaloidii (lykorin, galanthin, dihydrolykorin, pseudolykorin,
anhydropseudolykorin, 9-O-methylpseudolykorin, 11,12-didehydroanhydrolykorin,
1-O-acetyl-10-norpluviin, assoanin, dehydroassoanin, inkartin, karanin, norpluviin, pluviin)
patfi k lykorinovému strukturnimu typu. Zajimavy je fakt, Ze u kultivaru AL-452 Zadny
zastupce tohoto strukturniho typu nebyl nalezen. Dale byla identifikovana fada alkaloid
homolykorinového strukturniho typu, v jehoZ hmotnostnim spektru je moZno nalézt
charakteristicky ion s hodnotou m/z 109. Pomoci GC-MS analyzy ovSem nebylo mozné
homolykorinové alkaloidy ptesnéji identifikovat, avSak latka obsahujici dalsi charakteristicky
ion m/z 125 mize byt s vysokou pravdépodobnosti oznacena za hippeastrin. Nicmén¢, pro
piesné€jsi urceni alkaloidit homolykorinového strukturniho typu by bylo potieba pouzit Setrnéjsi
ioniza¢ni metodu, nez je elektronova ionizace. Vhodné by bylo naptiklad pouziti ionizace
elektrosprejem, kterd je fazena mezi mekkeé ionizacni techniky. Galanthaminovy strukturni typ
byl druhym nejcastéjSim typem identifikovanym v chromatogramech analyzovanych
sumarnich extrakti a konkrétn€ byl zastoupen epi-norgalanthaminem, galanthaminem,

lykoraminem, lykoraminonem, narwedinem a sanguininem. Haemanthaminovy
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a pretazettinovy strukturni typ byly zastoupeny pravé jednim, hlavnim, zastupcem. Jelikoz
v poslednich letech pievazuje nazor, ze je tazettin pravdépodobné izola¢nim artefaktem
pretazettinu, da se predpokladat, Ze se v kultivaru AL-462 namisto tazettinu vyskytoval pravé
pretazettin®. Dalsi alkaloidy se blize nepodafilo identifikovat, z charakteristickych ionth
s hodnotou m/z 315, 329, 341 l1ze vSak usuzovat, Ze se jedna o acetylované derivaty (A1, As, A7,
A10). V mnohych zapisech charakteristickych iont se vyskytuje hodnota m/z 207, navic je ¢asto
zastoupena ve vysoké intenzit€¢ v porovnani s ostatnimi hodnotami. Toto mulze byt

pravdépodobné zptisobeno krvacenim kolony a uvoliiovanim necistot — zejména siloxani.

Inhibice riistu nadorovych bunék je jednou z hlavnich intenzivné studovanych biologickych
aktivit AmA. Nejvyznamnéji se projevuje u alkaloidl lykorinového, haemanthaminového

a narciklasinového strukturniho typu?.

Haemanthamin vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu vici ristu znaéného mnozstvi k apoptodze
senzitivnich i rezistentnich bun&nych linii**. Sumarni extrakt AL-444 s majoritnim mnoZstvim
haemanthaminu mirn¢ inhiboval rist HepG2 buné¢k, coz odpovidalo i naméfené aktivité
samotného haemanthaminu (ICso = 83 £+9 uM). Tato mirnd aktivita vSak nekoresponduje
s hodnotami v literatufe — naptiklad studie z roku 2012 udava pro haemanthamin aktivitu
vyrazné vy$si (ICso = 4,8 uM). MnoZstvi nasazenych bun¢k ve zminéné studii bylo stejné
(10*jamka), ale doba expozice bun€k vi¢i pisobeni haemanthaminu byla 48 hodin misto
naSich 24%. Pro lepsi porovnani aktivity s vysledky v literatufe by bylo potieba provést

stanoveni 1 v tomto del$im ¢asovém intervalu.

Selektivita lykorinu je pfedmétem védeckého zajmu. Neékteré prace ¢i studie uvadi velmi nizkou
selektivitu vi¢i zdravym bunikam®7’; jiné naopak popisuji jeho specifickou selektivitu vici
zdravym B-lymfocytim, fibroblastiim, buiikam prostaty, prsu, mlécnych Zlaz, urotelu, a i viici
darovanym zdravym plazmatickym buiikam?3®2787, V roce 2022 byl dokonce publikovan
piehledovy ¢lanek vénujici se lykorinem zprostfedkované organové ochran&®®. Lykorin je
v mnoha druzich a kultivarech rodu Narcissus majoritnim alkaloidem, coz bylo potvrzeno
1 v této studii, kdy byl v abundantnim mnozstvi obsazen v sumarnich extraktech AL-450, AL-
453, AL-463 a AL-508. Zejména extrakt AL-508 pak vykazal vys$si aktivitu vici bunééné linii
HepG2 a snizil jeji viabilitu vyraznéji nez vétsina ostatnich sledovanych extraktti, coz odpovida
inhibi¢ni aktivité naméfené u samotného lykorinu (ICso = 13,8 £ 2,7 uM), ackoliv i tato byla
pfiblizné 10x vyS$8i nez u vétSiny linii diive testovanych na Katedfe farmakognozie

a farmaceutické botaniky FaF UK, kde se obvykle ICsy pohybovala okolo 1 pM?®!. Vyjma
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AL-453 byly tyto sumarni extrakty diive testovany na panelu 9 nadorovych bunéénych linii,
kde jevily pomérné vysokou cytotoxickou aktivitu, av§ak vSechny tii extrakty byly toxické i pro
zdravou linii MRC-5. V tomto pfipadé tedy extrakty s majoritnim zastoupenim lykorinu

specifickou selektivitu nejevily!”.

Lykorin spolu s haemanthaminem byly v majoritnich mnozstvich obsazeny v sumarnim
extraktu AL-454, jenz by tak teoreticky mél vykazovat jednu z nejvysSich cytotoxickych
aktivit343633-36 'V nagem experimentu vSak extrakt AL-454 vykazal pouze mirnou aktivitu vici
linii HepG2, kdy pii pouziti obou testovanych koncentraci snizil viabilitu bun¢k na ptiblizné
40 %. Tento rozdil mize byt dan i tim, Ze tento extrakt obsahuje tadu alkaloidl, které
se nepodafilo pomoci GC-MS analyzy urcit. Nevime tudiz, zda jde o latky disponujici

cytotoxickou aktivitou ¢i nikoliv.

Sumarni extrakt AL-452 dle GC-MS neobsahoval zadny AmA lykorinového strukturniho typu,
ackoli pomoci GC-FID bylo vyhodnoceno, Ze samotny lykorin je v sumarnim extraktu v 12%
zastoupeni. Divodem tohoto rozporu mlize byt zejména $patnd ionizace lykorinu. I ptes fakt,
ze extrakt obsahoval znacné mnozstvi alkaloidi galanthaminového strukturniho typu, které
veobecné nevykazuji Zadnou vyznamnou protinadorovou aktivitu®3!, coz bylo dokazano
1 v této praci (ICso galanthaminu < 500 uM), mé€l tento extrakt mirny inhibi¢ni efekt na viabilitu
HepG2 bunécné linie, coz je pravdépodobné dano obsahem nezanedbatelného mnoZzstvi

haemanthaminu (10,53 %) a lykorinu..

Alkaloidy homolykorinového strukturniho typu byly dle GC-MS analyzy vyznamné
zastoupeny v extraktu AL-467. Dle poslednich studii homolykorin samotny neni vyrazné
cytotoxicky®, ale bez dal$i analyzy zahrnujici mékkou ioniza¢ni techniku nebo izolaci
a dikladnou strukturni analyzu a identifikaci ziskanych latek neni mozné piesné urcit, které
AmA mohou byt za tuto aktivitu zodpovédné, ackoliv jsou v tomto sumarnim extraktu obsazeny

1 lykorin a haemanthamin, které mohou toxicitu extraktu zvysovat.

Sumarni extrakt AL-460 obsahoval velké mnozZstvi galanthaminu, mensi mnozstvi AmA
lykorinového strukturniho typu, konkrétné jako jediny obsahoval norpluviin (3 % dle
GC-MS)". Pluviin ani norpluviin ov§em nejsou piedmétem zajmu z hlediska cytotoxického
pusobeni®?, nelze tedy urcit jejich podil na mirné cytotoxicité sumarniho extraktu AL-460,

AL-453 a mirn¢ vyssi cytotoxicité¢ sumarniho extraktu AL-462.

Vysledky GC-MS analyzy sumdarnich alkaloidnich extraktd AL-456, AL-457
a AL-462 nekorelovaly zcela s vysledky GC-FID, konkrétné obsah tazettinu v extraktu
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AL-456 nebyl v GC-MS identifikovan, zatimco pomoci GC-FID m¢l zastoupeni 60 %, extrakt
AL-457 jevil pomoci GC-FID niz$i zastoupeni haemanthaminu, extrakt AL-462 dle GC-MS
obsahoval v majoritnim mnoZstvi tazettin, zatimco dle GC-FID obsahoval zejména
haemanthamin a lykorin. Tyto vysledky mohou byt zpiisobeny rozdilnou schopnosti ionizace

jednotlivych alkaloida pti GC-MS.

Sumarni extrakt AL-456 jevil nejvyssi cytotoxickou aktivitu vici linit HepG2. Vzhledem
k majoritnimu zastoupeni lykorinového strukturniho typu AmA (82 % dle GC-MS)
a abundantnimu zastoupeni haemanthaminu (13 % dle GC-MS) byla tato aktivita ocekéavana,

teoreticky mohla byt podpotena synergickym efektem téchto dvou strukturnich typti AmA.

Bylo zjisténo, Ze na obsah alkaloidii v cibulich mé vliv nejen lokalita, ve které jedinec rodu
Narcissus vyrostl, ale také stafi cibule (vyznamné zejména u galanthaminu). Faktem je,
ze v riznych obdobich rlstového cyklu rostlin jsou vytvareny rtizné metabolity. Proto je
zejména u galanthaminu z ekonomického hlediska dualezité urcit optimalni ¢asovy bod pro
sklizen béhem ristovém cyklu, galanthamin mél nejvyssi vytéznost z dvouletych cibuli,
zatimco haemanthamin ze tfiletych®®. Jelikoz stafi cibuli nebylo v naSem experimentu znamo,

mohla by byt tato problematika zajimavym podnétem k dal$imu zkoumani.

Kultivary rodu Narcissus jsou sice primarné Slechtény pro okrasné ucely, ale zdroven jsou
bohatym zdrojem AmA, které diky rozsahlému zkoumani jejich biologickych aktivit dostavaji
ve svété moderni mediciny vice a vice prostoru. S ohledem na celosvétove vysokou incidenci
nadorovych onemocnéni vice ¢i méne rezistentnich viici dnes dostupné terapii je i nadale nutné
studovat tyto potencialn¢ antineoplasticky piisobici slou¢eniny ptirodniho ptivodu pro ptipadné

doplnéni portfolia pouzivanych latek, stejné tak jako pro obsah jednotlivych AmA.
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7 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky (16-16230)

Resitel: Aneta Mar§alkova

Vedouci prace: PharmDr. Katetina Hradiska Breiterova, Ph.D.

Nazev prace: Cytotoxicka aktivita vybranych kultivari rodu Narcissus in vitro.
Klicova slova: Narcissus, amarylkovité alkaloidy, cytotoxicita, HepG2

Cilem této prace byl screening sumdrnich alkaloidnich extraktd vybranych kultivart rodu
Narcissus s ohledem na cytotoxickou aktivitu vici bunééné linii HepG2 karcinomu jater,
screening cytotoxické aktivity majoritné zastoupenych Amaryllidaceae alkaloidii (AmA),
u kterych byla nasledné stanovena hodnota ICsp a GC-MS a GC-FID kvalitativni a kvantitativni
analyza danych extrakti.

Pomoci GC-MS analyzy bylo porovnavanim hmotnostnich spekter zSesti kultivara
identifikovano  celkem 23  alkaloidii, konkrétné¢  11,12-didehydroanhydrolykorin,
1-O-acetyl-10-norpluviin,  9-O-methylpseudolykorin, anhydropseudolykorin, assoanin,
dehydroassoanin, dihydrolykorin, epi-norgalanthamin, galanthamin, galanthin, haemanthamin,
hippeastrin, inkartin, karanin, lykoramin, lykoraminon, lykorin, narwedin, norpluviin, pluviin,
pseudolykorin, sanguinin, tazettin a nékolik konkrétnéji neurcenych alkaloid
homolykorinového strukturniho typu. Studované extrakty byly dale podrobeny GC-FID
analyze scilem kvantifikovat majoritné zastoupené AmA — galanthamin, haemanthamin,

lykorin a tazettin.

Pfi screeningu cytotoxické aktivity jevil nejvyssi inhibi¢ni aktivitu viaci HepG2 bunééné linii
karcinomu jater sumarni alkaloidni extrakt AL-456 z Narcissus cv. Unique. Vzhledem
k majoritnimu zastoupeni lykorinového strukturniho typu AmA (82 % dle GC-MS)
a abundantnimu zastoupeni haemanthaminu (13 % dle GC-MS) byla dle literatury tato aktivita
o¢ekavana. Ze stanoveni cytotoxické aktivity jednotlivych AmA jevil nejvyssi aktivitu lykorin
(ICso = 13,8 £ 2,7 uM). Oproti tomu u galanthaminu a tazettinu nebyla viceméné zadna
cytotoxicka aktivita nalezena, coz je v souladu s faktem, ze je dnes galanthamin pouzivan

v klinické praxi pro 1é¢bu demence Alzheimerova typu.
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8 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany (16-16230)
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Supervisor: PharmDr. Katefina Hradiska Breiterova, Ph.D.

Title of thesis: Cytotoxic activity of selected Narcissus cultivars in vitro.
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The main focus of this diploma thesis is the screening of summary alkaloidal extracts of selected
cultivars of the genus Narcissus for their cytotoxic activity against HepG2 liver carcinoma cell
line. In the second phase, the cytotoxic activity of the majorly represented Amaryllidaceae
alkaloids (AmA) was screened, followed by an ICso value determination. All studied alkaloidal
extracts underwent also GC-MS and GC-FID qualitative and quantitative analysis to identify

as many alkaloids as possible.

A total of 23 alkaloids, namely 11,12-didehydroanhydrolycorine, 1-O-acetyl-10-norpluviine,
9-O-methylpseudolycorine, anhydropseudolycorine, assoanine, dehydroassoanine,
dihydrolycorine,  epi-norgalanthamine, galanthamine, galanthine, = haemanthamine,
hippeastrine, incartine, caranine, lycoramine, lycoraminone, lycorine, narwedine, norpluviine,
pluviine, pseudolycorine, sanguinine, tazettine and several unspecified alkaloids
of the homolycorine structural type were identified using GC-MS analysis by comparing
the mass spectra obtained from six of examined cultivars. All studied extracts were further
subjected to GC-FID analysis to quantify the majorly represented AmA — galanthamine,

haemanthamine, lycorine and tazettine.

The highest inhibitory activity against HepG2 cell line was exhibited by the summary alkaloidal
extract AL-456 from Narcissus cv. Unique. Considering the major representation
of the lycorine structural type AmA (82 % by GC-MS) and the abundant representation
of haemanthamine (13 % by GC-MS), this activity was expected. In the determination
of cytotoxic activity of individual AmA, lycorine showed the highest activity
(ICs0=13.8+2.7uM). On the contrary, almost no cytotoxic activity was found
for galanthamine and tazettine, which is consistent with the fact that galanthamine has been

used in clinical practice for the treatment of Alzheimer-type dementia.
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