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1 UVOD



Rostliny jsou nedilnou soucasti lidského Zivota jiz od nepaméti. Na pocatku byly
zdrojem obZivy, s postupem ¢asu a ziskavanim dalSich zkuSenosti a védomosti se zacaly
objevovat jejich toxické ucinky, které se postupné darilo prevadét k [é¢ebnému vyuZiti.
Jak se spole¢nost vyvijela odkryvaly se nové poznatky lé¢ivého charakteru rostlin. Casti
rostlin, tedy jejich orgdny, se upravovaly a konzervovaly jednoduchymi metodami. Po
néjaké dobé bylo zjisténo, Ze ucinek je vazan na latky v téchto orgdnech obsaZzenych a
vyvstala potfeba podrobnéjsiho pozndvani téchto Iécivych bylin a jejich slozek, jejich
vyvoje, ucinku, zplisobu péstovani a uchovavani. To bylo Urodnou puddou pro vznik
nového, dulezitého oboru, farmakognozie.

Farmakognozie Sla od pocdtku ruku v ruce s dalsi védni disciplinou,
farmaceutickou chemii.? Jejich spoleénym cilem je hledani novych potenciélnich latek
vyuzitelnych jako stabilni bezpecna léciva. V 18. stoleti se cesty téchto oboru rozesly a
zatimco farmaceutickd chemie se zaméfila na syntézu a chemickou Upravu rliznych
latek, farmakognozie se soustfedila na poznavani latek pfrirodnich, jejich zdroju,
standardizaci a vyuziti v IéCitelstvi. V soucasné dobé se tyto obory opét prolinaji pfi
hledani ucelné vyuZitelnych [éCiv. Semisynteticka pfiprava aktivnich molekul z
pfirodnich zdroja nebo zvyseni Ucéinnosti pfirodnich latek pripravou jejich derivatl jsou
priklady efektivni aplikace znalosti z obou oborU. Spolec¢né vyuziti téchto disciplin je
dobrym predpokladem k hledani novych cest k |écbé nejdulezitéjsich civilizacnich
chorob dnesni doby.

Vyvoj spolecnosti a zvySeni Zivotni urovné je disledkem prodlouzeni primérné
délky Zivota a s ni Cetnéjsi projevy chorob s tim spojenych. Tzv. neurodegenerativni
onemocnéni se stavaji velkym problémem dnesni vyspélé spole¢nosti. V soucasné
dobé je z téchto onemocnéni nejcastéjsi Alzheimerova choroba (AD). Této nemoci je
také na poli védy vénovdna velka pozornost, predevsim za ucelem nalezeni Gcinnéjsich
latek vyuzitelnych v terapii tohoto zavazného onemocnéni. Lidé postiZzeni touto nemoci
ztraci schopnosti samostatného Zivota a s postupné se rozvijejici demenci je koneénym
stadiem smrt. Kauzalni lé¢ba pro stale nezndmou presnou patogenezi choroby neni
mozna, a hlavni terapii tedy zUstavd |écba symptomaticka. Ve vSech stadiich
onemocnéni hraji nejvétsi roli inhibitory lidskych cholinesteraz; acetylcholinestrazy
(HUAChE) a butyrylcholinesterdzy (HuBuChE). Jejich inhibici dochazi k vétsi dostupnosti

acetylcholinu v neurosynapsich a snizeni tvorby a toxicity B-amyloidu, coZ je zatim
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nejuznavanéjsi teorie patogeneze AD.2Z pfirodnich latek spadajicich do této skupiny je
registrovan alkaloid galantamin izolovany pUvodné z cibuli snéZenky Galanthus
woronowii’. Tento inhibitor poukdzal na velky potencial alkaloidt Eeledi
Amaryllidaceae, a proto se vénuje velkd pozornost zkoumdani téchto latek jakoZto
inhibitor( esteraz i dalSich enzymu vyuzitelnych v 1é¢bé AD. Na katedfe farmaceutické
botaniky a ekologie se v roce 2005 zacala vénovat této problematice pracovni skupina
ADINACO Research Group’ pod vedenim Prof. RNDr. Lubomira Opletala, CSc. Tato
prace, kterd vznikla v rdmci zminéné pracovni skupiny, je zamérena na hledani
ucinnych latek, konkrétné alkaloid( z rodu Narcissus. Po extrakci alkaloidnich latek z
cibuli jednotlivych druhl rostlin nasledovala jejich identifikace a méreni inhibice vici
HUAChE a HuBuChE za ucelem vwvytipovani vhodnych druhl k podrobnéjsi studii,

pfipadné k izolaci perspektivnich alkaloid(.



2 CiL PRACE



Cile rigorozni prace:

Ptiprava alkaloidnich extrakt( vybranych zastupct rostlin rodu Narcissus.
Ptiprava vzorku pro biologické testovani.

GC/MS analyza alkaloidnich extrakt(.

P W N oE

Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidniho extraktu v(ci lidské erytrocytarni
acetylcholinesteraze a sérové butyrylcholinesteraze.

5. Vyhodnoceni a vybrani vhodnych zastupcl rodu Narcissus k dalSim
fytochemickym studiim na zakladé jejich inhibi¢nich aktivit a alkaloidniho

profilu.
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3 TEORETICKA CAST
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3.1 Celed Amarylidaceae a jeji alkaloidy

Celed amarylkovitych rostlin sestavd z jednodéloinych, viceletych rostlin s
cibulovitymi kofeny prevdiné se vyskytujicich v oblastech tropd a subtropd. Na Uzemi
Ceské republiky se nachdzi 3 znamé plvodni rody této ¢eledi, rod Narcissus (narcis),
rod Galanthus (snéZenka) a rod Leucojum (bledule). V pfirodé se muiZieme setkat s
druhy N. poeticus a N. pseudonarcissus plivodem z jihozapadni Evropy, které u nas
zdomécnély.® 7 Mnoho dalich druh( se u nas péstuje jako okrasné rostliny, jsou to
napfiklad N. tazetta a jeho kultivary, dale rod Amaryllis, Eucharis aj. Po celém svété je
zndmo vice ne? 1100 druhd, které se fadi do 85 rodd®. Na Obr. 1. jsou zobrazeny

priklady nékterych druhi této rozsahlé celedi.

A B Cc
Obr. 1. Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae

A Narcissus cyclamineus (Narcis brambotikovy)®
B Eucharis amazonica (Libenka velkokvéta)™®

C Hippeastrum reticulatum ( Hvézdnik sp.)™

Tyto rostliny se hojné vyuZzivaly v lidovém |éc¢itelstvi. Prvni zminky pouziti téchto
rostlin jako Ié&iv sahaji az do 4. stoleti pf. Kristem.'? Od této doby nadla celd fada
téchto rostlin iroké uplatnéni v terapii rGiznych onemocnéni. V obdobi starého Rima se
jednalo predevsim o Ié¢bu nddorovych onemocnéni. Postupem c¢asu se pfislo na dalsi
moznosti jejich uplatnéni, napfiklad nékteré druhy rodu Crinum se ukazaly jako davidla
(Crinum amabile Donn), jiné se osvédcily pri lécbé malarie (Crinum bulbispermum
Milne-Redh & Schweick).®> Dnes jsou rtizné druhy rostlin této eledi cilem rozli¢nych
vyzkum@ jejich potencidlniho UGcinku u nadorovych onemocnéni nebo jako
antimikrobnich latek, léCiv potlacujicich progresi neurodegenerativnich chorob (AD)

jako inhibitory lidskych cholinesteraz, antifungalniho plsobeni, analgetického ucinku a
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jako potencialni antimalarika.® Do popredi se také dostava vyznamny ucinek nékterych
druhl jako inhibitorl enzymu propyloligopeptidazy (POP), dalsiho mechanismu
pfipadné pouzitelného jako podpdrna lé¢ba AD.' Latkami zodpovédnymi za tyto
vlastnosti jsou tzv. Amarylidaceae alkaloidy.

Pro svou velmi Sirokou biologickou aktivitu patfi k nejdulezitéjsim obsahovym
l[atkdm téchto rostlin. Kromé vySe uvedenych biologickych Gcinkd jsou to latky
jedovaté, coz muZe byt chdpano jako obranny mechanismus rostliny. Tyto
heterocyklické slouceniny obsahujici ve své strukture atom dusiku se déli na zakladé
své biosyntetické cesty a strukturni podobnosti do nékolika skupin. Zakladni tzv.
norbelladinova cesta biosyntézy AA z L-fenylalaninu a L-tryptofanu je podrobné
popsana v mé diplomové praci.”® Touto cestou vznikd pfevazna vétdina strukturnich
skupin. Nékteré méné casto se vyskytujici typy a montaninovy strukturni typ jsou
syntetizovany nejspiSe jinou biosyntetickou cestou, kterd nebyla dosud uspokojivé
objasnéna. Dosud znamé strukturni typy vcetné jejich zastupcd a vyskytu jsou shrnuty

v ndsledujici tabulce (Tab. I.)

Tabulka | Rozdéleni Amaryllidaceae alkaloidl do jednotlivych strukturnich skupin
véetné jejich zdstupcl a prikladl rostlin, ze kterych byly izolovany.

Strukturni typ vzorec zastupce izolace

Narcissus
tortifolius™®
Galanthus
elwesii'” 18
Leucojum

vernumlg

galanthaminovy galanthamin

Narcissus
/YOCHs triandruss cv.
H . 20
X n|l\ haemanthamin Thalia

haemanthaminovy ) Narci
< 7T NoH arc:ssuzsl
o) N confusus
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Tabulka | Pokracovani

Strukturni typ vzorec zastupce vyskyt

Narcissus
poeticus var.
recurvus®
Narcissus
filifolia®?
Nerine bowdenii®

H 1 Narcissus
HsC h©g<OH tazetta® %
o : . Zephyranthes
tazettinovy S O tazettin fobyusta%

Narcissus tazetta
o var. chinensis?’
-0

krininovy krinin

Narcissus.
poeticusz& 29
Ammocharis

coranica®

Lycoris radiata®
32

lykorinovy lykorin

Brunsvigia
radulosa™

Lycoris

. P . . 4
montaninovy montanin Squamlger03

OCHs
/\/©/ Nerine filifolia®
belladinovy HSCOD/\N belladin Chlidanthus
! 36,37
CH ragrans>”
H,CO 3 frag
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Tabulka | Pokracovani

Strukturni typ vzorec zastupce vyskyt

Narcissus
broussoneti*®
Narcissus
homolykorin  pseudonarcissus cv.
Carlton’
Hippeastrum
morelianum®

homolykorinovy

augustaminovy o Qm iy augustamin Crinum kirkii*

OH

HO OH
Haemanthus

pankratistatinovy o OH pankratistatin kalbreyeri®

C NH Pancratium littorale®

Galanthus

racilinovy .
8 ¥ gracilis* *

gracilin

galanthindolovy galanthindol  Galanthus plicatus46

Galanthus

racilaminovy o
g ¥ gracilis** *

gracilamin
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Tabulka | Pokracovani

Strukturni typ vzorec zastupce vyskyt

Narcissus
angustifoli-
cheryllin us subsp.

é
.0 2 transcarpa-
H3C . 4?
N ticus
HO “CH,

buflavinovy buflavin ;)‘IO(JF\)/a(‘J’ge
H3CO N

cheryllinovy

alasinovy alasin Galanthus
° ! & elwesii™®
¢
O N o.
likaminovy HO\Q\/\N : likamin Galanthus
° ! )-Q P plicatus49
@)
O
o/
OR> kripowellin A
Ry, Ra= )
1OCH 4 C
kripowellinovy O 3 _CH,OCH, Orx:;ilrgo
<O kripowellin B P
Rl, Rz = -CH3
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Tabulka | Pokracovani

Strukturni typ vzorec zastupce vyskyt
CHj;
CHj,
mesembrin
N o
HsC
OH
O Narcissus
mesembranovy joubertiamin triandrus™
‘ Narcissus
N, o pallidus>* >
HsC CHs
CHj
CHj
Skeletin A4
A Y
HsC . |
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3.2 Rod Narcissus

Vzhledem k zaméreni této prace bude na tomto misté podrobnéji popsan rod
Narcissus. Rozdéleni alkaloid( s jejich zastupci je soucasti mé diplomové prace z roku
2013". Nasledujici prehled bude soustfedén ptedeviim na botanické zatazeni druh s
uvedenim novych poznatkl ziskanych v poslednich letech.

Narcisy maji rychly vyvoj, proto potrebuji dostatek Zivin, které jsou ulozeny v
cibulich. Na obrazku dole je zachycen vegetacni vyvoj narcisu (Obr. 2.). Cibule
jednotlivych druh( se od sebe lisi tvarem i barvou slupky, obecné vsak jsou tvarem
kulaté, pripadné zplostélé s tenkou papirovitou slupkou Zluté az hnédé barvy. Dcefiné

cibule se tvofi po strandch mate¥ské a dorGstaji 1 a 3 roky, pak se samy oddéli.>*

Obr. 2. Vegetalni vyvoj narcisu*
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Listy narcisl jsou rfemenovité nebo carkovité. Stonek je bezlisty, kulaty az
zplostély. Kvéty jsou sloZzeny z 6 okvétnich listk(i rozvernych tvarl a barev. Pakorunka
uprostied kvétu je utvafena rozmanité.”* Vétsina narcist je domécich v Evropé, ale
najdeme je také na severu Afriky podél stfedozemniho more. Plvod narcisi ndlezi
Recku, kde také tyto okrasné rostliny ziskaly sv(j nazev - Narcissus z fec. narkos
(omamujici) podle opojné viiné N. poeticus. Historicky najdeme narcisy také ve staré
Cing, kde byly uctivany jako symbol &istoty.>

Na rozsiteni narcist v evropskych zahradach se podileli pfredevsim Holandané a
Anglicané. Od 19. stoleti bylo zapocato Slechténi narcisd, a v soucasnosti tak mame k
dispozici tisice rdznych odriid a kultivard, které jsou priibézné obmériovany.>

Rod Narcissus obsahuje pfiblizné 40 druhd. Vzhledem k pocetnému zastoupeni
odrid doslo postupné k redukci a botanicky byly narcisy rozdéleny do nékolika skupin.
Dalsim, pouzivanéjSim typem rozdéleni je zahradnické tridéni, podle kterého jsou

narcisy rozdéleny do 12 skupin a jejich podskupin, v nich? jsou jednotlivé odrady.>*

3.2.1 Alkaloidy rodu Narcissus

Biosyntéza a popis alkaloidd v tomto rodu jsou detailné shrnuty v mé
diplomové préci.15 Zde budou uvedeny poznatky o vyvoji biosyntézy alkaloidnich
skupin v téchto rostlinach. V cibulich rdznych druhd narcisli se nachazi Siroké spektrum
alkaloidl lisici se koncentraci, strukturnim typem i mnozZstvim jednotlivych typa
alkaloidl. Podrobnym rozborem alkaloidnich extraktli mnoha druhl rodu Narcissus
bylo zjisténo, Ze plvodnimi strukturnimi typy jsou alkaloidy Iykorinového a
homolykorinového typu, pficemz lykorinovy typ se zda byt i nejplvodnéjSim v celé
celedi Amarylliadaceae. Dokazuje to nejen jejich nejsirsi zastoupeni napfic¢ celou Celedi,
ale také jejich dominantni zastoupeni ve starsich rodech Clivia a Lapiedra. Pozdéji se
vyvinula syntéza haemanthaminového, tazettinového a galanthaminového typu.>?

Vyzkum také poukdzal na 2 odlisSné cesty vyvoje druh( spodivajici v syntéze
alkaloidt koresponduijici s jejich rlistem. Zatimco prvni cesta smérovala k rozmanité
syntéze strukturnich skupin alkaloid( rdzné ukladanych v jednotlivych ¢astech rostlin
zaroven s vétSim rlstem, kterd davala rostliné vétsi moznost obrany a ptizplsobeni se

rdznym podminkam prostredi (pf. skupina Pseudonarcissus), druha naopak vedla k
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vyznamnému omezeni syntézy i vzrQstu rostliny (pf. skupina Bulbocodium) ¢i az k
Uplnému Gtlumu biosyntézy alkaloidd (p¥. skupina Apodanthi).”

Na nasem pracovisti byly od vydani mé predchozi prace provedeny analyzy
dalSich druh(l a odrdd narcist, ve kterych se podafilo identifikovat fadd znamych
alkaloidl i nékolik dalSich latek, jejichz strukturu se zatim nepodafilo identifikovat.
Kromé méreni inhibi¢ni aktivity vic¢i HUAChE a HuBuUChE byla dale méfena inhibi¢ni
aktivita vQc¢i enzymu propyloligopeptidaze (POP) u dvou izolovanych alkaloidd
narwedinu a inkartinu (Obr. 5.), jeZ se ukazala jako zajimava.”® O vyznamu inhibice POP

bude pojednano ddle.

3.3 Biologicka aktivita Amaryllidaceae alkaloidti (AA)

O wyuziti AA jako inhibitorl lidské acetycholinesterazy (HUAChE) a lidské
butyrylcholinestarazy (HuBuChE) pti I[écbé AD a jeji patofyziologii je blize pojednano v
mé diplomové praci® u rodu Narcissus, proto budou v nasledujicich odstavcich shrnuty
nové poznatky spojené s touto aktivitou u jinych druh(l a dale bude vénovano vice
pozornosti jinym zajimavym aktivitdm téchto alkaloid.

Do dnesni doby bylo testovdno Siroké mnozstvi rod( z ¢eledi Amaryllidaceae,
zajimavou aktivitu vic¢i HuBuChE vykazal sumarni alkaloidni extrakt rostliny Nerine
bowdenii (ICso=14.8 £ 1.1 ug/mL), u které bylo detekovano 22 alkaloidd, z nichZ se
podafilo 19 identifikovat.”® Dal$im analyzovanym druhem z rodu Nerine byla N.
undulata, ktera prokazala zajimavou hodnotou inhibice HUAChE (ICso=14.3 + 1.2
ng/mL). Zde se podafilo identifikovat 11 rtiznych alkaloid(.>®

Velmi zajimava inhibice vic¢i HuBUChE byla zjisténa u cibuli rostliny Sternbergia
lutea (Obr. 3.). Ziskana hodnota byla ICsg = 3.7 £ 0.1 ug/mL. PfestozZe u této rostliny byl
identifikovan pouze lykorin a haemantamin, samy o sobé tyto alkaloidy vyznamnou
aktivitu neprokazaly. Neni tedy zatim uspokojivé vysvétleno, co je pficinou této
zajimavé hodnoty. Nabizi se mozZnost synergického plsobeni vice latek nebo vyznamné
plUsobeni minoritnich ¢i neidentifikovanych latek.?

Extrakt z cibuli Chlidanthus fragrans (Obr. 4.) také prokazal dobrou miru
inhibice  HUAChE, konkrétné 1Cso=20.1+2.9 ug/mL. Prevazovaly u néj alkaloidy

tazettinového a galantaminového typu.”’
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Podrobné fytochemické studii byl podroben druh Zephyranthes robusta, ze
kterého bylo izolovano 13 alkaloid(d nasledné testovanych na inhibi¢ni aktivitu lidskych
cholinesteraz. Z izolovanych latek prokazal nejvétsi aktivitu galanthamin, dale se také
zajimavou hodnotou inhibice HUAChE projevil 8-O-demethylmaritidin, alkaloid
krininového strukturniho typu (Obr. 5). Tato rostlina se ukazala jako zajimavy zdroj

alkaloid( pro izolaci a p¥ipravu moznych derivatd.*®

Obr. 3. Sternbergia lutea’®

Obr. 4. Chlidanthus fragrans59
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3.3.1 Prolyloligopeptidaza

Prolyloligopeptidaza (POP), také zndma jako prolyl endopeptiddza spadd do
skupiny serinovych oligopeptiddz. Tento enzym se nachazi jak v solubilni tak ¢asticové
formé v cytosolu a membranach bunék rlznych tkani, obzvlast vyznamné pak v
centrdlni nervové soustavé. Bylo zjiSténo, Ze v rlznych ¢astech mozku se jeho
koncentrace 1i§i.*° Funkci POP je hydrolyza karboxylového konce prolinovych &asti
peptidl. Mezi tyto peptidy patfi napfiklad vasopresin, thyreotropni hormon (TRH),
substance P, neurotensin aj. Tyto latky hraji dlleZitou roli v procesu uceni a paméti,
jsou dulezitymi moduldtory v kognitivnich procesech a jejich degradace POP muze byt
jednou z pficin urychleni procesu starnuti a rozvoje neurodegenerativnich onemocnéni
jako bipolarni afektivni porucha, schizofrenie, ¢i Alzheimerova choroba. U téchto
onemocnéni je dullezitd role neuronalni komunikace pomoci rlznych neuropeptidd,
jejiz soucasti je inositol- 1,4,5- trifosfat. Metabolismus této molekuly ovliviiuje pravé
také POP, coz mlize mit také svou roli p¥i patogenezi téchto chorob.”

Z mechanismu ucinka POP vyplyva potencialni uzitek z inhibice tohoto enzymu.
Bylo zjisténo, Ze v neuroprotektivnim procesu inhibitor(i POP hraji svou roli i receptory
mediator( substratl degradovanych POP (receptory pro vasopresin, TRH). Pfi podani
antagonistl téchto receptorl se vyrusil neuroprotektivni Ucinek neuromediatort
indukovanych inhibitory POP.*

V soucasné dobé probiha vyzkum potencidlnich inhibitorG POP. Na nasem
pracovisti probihd ve spoluprdci s centrem pokrocilych studii, Univerzity obrany
testovani inhibicnich aktivit doposud izolovanych alkaloidd. U dvou alkaloid(
izolovanych z rostliny Zephyranthes robusta (Obr. 6.) neaktivnich vic¢i AChE a BuChE
byla namérena zajimava aktivita pravé vic¢i POP. Jednalo se o galanthin a 9-O-
demethylgalanthin (Obr. 5.), pficemz pravé derivat galanthinu byl ptiblizné 10krat
aktivngjsi inhibitor.®? Z rodu Narcissus byly testovany aktivity nékterych ziskanych
alkaloidu. Slibné hodnoty byly zjistény u alkaloid(i inkartinu a narwedinu, které se
blizily inhibici baikalinu pouZitého jako standardu. Je zajimavé, Ze i tyto dva alkaloidy se

zajimavou aktivitou vi&i POP byly proti AChE a BUChE neaktivni.>
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R = CH; galantin

inkartin R=H 9-O-demethylgalantin

qu
(N
Ho &
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8-0-demethylmaritidin narwedin

Obr. 5. Struktury vybranych alkaloid(i

Obr. 6. Zephyranthes robusta®
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Kromé pfirodnich latek jsou hledany inhibitory také na poli chemickych latek.
Védecky tym z finské univerzity v Helsinkach zkoumal moiny efekt nékterych
psychofarmak jako anxiolytika, antidepresiva, modulatory nalady, antipsychotika aj. na
inhibici POP. Nékteré latky se jevily jako kompetitivni, nekompetitivni i jako smisené
inhibitory. Vzhledem k wvyssi lipofilité se tyto latky snadnéji dostavaji pres
hematoencefalickou barieru do mozku, proto se predpokladal i vétsi efekt plsobeni.
BohuzZel urcitou zajimavou inhibi¢ni aktivitu vykdzaly pouze nékteré testované latky. Z
tohoto dlivodu se tyto latky do budoucna nejevi jako potencidlné pouzitelné POP
inhibitory.®® Z jiného sméru byla POP zkoumana na svou moznou participaci v
kancerogennich procesech riznych tkani. Na zakladé predpokladli, Zze se POP téchto
procesll pfimo ucastni, byl proveden vyzkum, méfici aktivitu POP v nékolika lidskych
tkanich jak zdravych tak neoplastickych. Zjistilo se, ze aktivita POP byla u vétSiny tkani
postizenych rakovinou znatelné vy$$i, ne# ve zdravych tkénich stejného druhu.®* z
uvedeného lze soudit, Ze POP mUiZe mit podil pfi patogenezi nadorovych onemocnéni a
bude trfeba dalSich studii, které by zhodnotily, zda by inhibitory POP mohly byt i

pfinosnymi léCivy v oblasti antineoplastik.

3.3.2 Protinadorova aktivita AA

Nékteré Amaryllidaceae alkaloidy prokazaly cytotoxickou aktivitu a ucinnost pfi

regresi tumorovych onemocnéni. Vybrané alkaloidy jsou uvedeny blize.

3.3.2.1 Alkaloidy lykorinového strukturniho typu

Lykorin inhibuje u zvifat rGzné rakovinné burky. Byla prokazdna ucinnost proti
burikdm BL6 mysiho melanomu a Hela burnikdm. Zjistilo se snizeni bunécné aktivity v
produkce erytrocytl. Mechanismus ucinku zifejmé spociva v inhibici syntézy proteint v
ribozomech. Lykorin také inhibuje produkci tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a) a
oxidu dusného. Mistem pUsobeni u suprese lidské leukémie je G2/M faze bunécného

cyklu a indukce apoptdzy rakovinnych bunék.®
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Ze skupiny lykorinovych alkaloidl jsou jesté aktivni vic¢i nékterym rakovinnym
bufikdm naptiklad karanin, pseudolykorin, galanthin a 2-O-acetylpseudolykorin.®
Ungeremin (Obr. 7.) jakozto ptirodni metabolit lykorinu je ¢aste¢né zodpovédny za

inhibi¢ni uginek lykorinu u leukemie.®® ®’

3.3.2.2 Alkaloidy homolykorinového strukturniho typu

Aktivni alkaloidy této skupiny jsou napfiklad homolykorin, dubiusin (Obr. 7.),
hippeastrin nebo lykorenin. Prokazaly ucinnost in vitro i in vivo u nékterych nadorovych
bunék. Byly to predevsim bunky lidského jaterniho karcinomu HepG2, leukemické
burikky MOLT-4 a lidské buriky karcinomu prostaty. Kromé pozitivnich supresivnich
Ucinkd vaci témto nadorim vykazaly tyto latky také cytotoxickou aktivitu proti

nenadorovym burikam mysich fibroblastd LMTK.

3.3.2.3 Alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu

Mezi antitumoralné aktivni alkaloidy této fady patfi napfiklad haemanthamin,
haemanthidin, krinamin a maritidin. Zminéné latky vykazuji aktivitu proti Rauscherové
virové leukemii, MOLT-4 leukemii, HeLa bunikam, lidskému hepatokanceromu a dal$im.
Krinamin a haemanthamin maji schopnost selektivni aktivace apoptozy nadorovych
buriek potkaniho hepatocelularniho karcinomu 5123tc bez cytotoxického plsobeni na
lidské embryonalni bunky ledvin HEK 293T pfi stejnych koncentracich. Mechanismus
inhibice proteosyntézy haemanthaminem zifejmé spociva v blokaci tvorby peptidovych
vazeb na 605 ribozomalni podjednotce.®’

Haemanthamin a haemanthidin také prokdazaly inhibici ristu bunék mysiho
lymfomu L5178 podobnym mechanismem jako u lykorinu, tedy navdzanim na tRNA za
tvorby blokujiciho komplexu. DalSim zjisténim byl popis inhibi¢niho Ucéinku na p53-
negativni T-lymfoblastovou leukemii Jurkat.®®

Dalsi alkaloid této rady, distichamin (Obr. 7.), vykazal cytotoxické pusobeni k
nadorovym bunkam MCF-7, Hela, G361, K562, BJ, a CEM. U lidskych bunék T-
lymfoblastické leukémie v zavislosti na aplikované davce vedl k akumulaci bunék v G2

fazi bunééného cyklu a indukoval tvorbu proteinu p53.68
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3.3.2.4 Alkaloidy tazettinového strukturniho typu

U tazettinu byla zjisténa jen mirnd cytotoxickd aktivita proti nékterym
rakovinnym burikam, ovSem jeho biologicky prekurzor pretazettin vykazal v
biologickych testech silnou ucinnost proti burikdm Rauscher leukemie, Lewisova
karcinomu a spontanni AKR lymfocytdrni leukemie. Velmi vysokou aktivitu projevuje
vUci T-lymfoidnim burikdm MOLT-4. Plisobenim pretazettinu dochdzelo k inhibici ristu

Hela bufiek.®

3.3.2.5 Alkaloidy pankratistatinového strukturniho typu

Dalezitym alkaloidem této skupiny je narciclasin. Jeho dlouho zndmym ucinkem
je antimitotické plGsobeni na eukaryotni buniky. Mechanismus ucinku spociva v inhibici
peptidyltransferdzy navazanim na 60S ribozomalni podjednotku, dlsledkem tohoto
plUsobeni je zastaveni tvorby novych proteinli. Pankratistatin (Obr. 7.) zpomaluje rUst
Hela bunék, plsobi proti leukemii a je aktivni napfiklad vici rakoviné hrtanu nebo

bufikdm Ehrlischova tumoru.®

3.3.3 Antimikrobidlni aktivita AA

Z egyptské rostliny Amaryllis belladonna byl izolovdn novy alkaloid lykorinové
fady amarbellisin (Obr. 7.). Spolu s dalSimi izolovanymi alkaloidy Iykorinem,
pankracinem, hippeastrinem, vittatinem a 11-hydroxyvittatinem (Obr. 7.) byla
promérena jejich antimikrobialni a antifungdlni aktivita. S vyjimkou lykorinu a
hippeastrinu, mély vSechny testované alklaoidy antibakteridlni efekt. Byla zjisStovana
aktivita vici Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Staphylococcus aureus. VUci E.
coli byly alktivni pouze amarbellisin a vittatin. VU¢i P. aeruginosa byl aktivni pouze
vittatin, zatimco vU¢i S. aureus prokazaly aktivitu vSechny 4 alkaloidy. Antifungalni
ucinek (vaci Candida albicans) vykazaly vsak vSechny testované alkaloidy, pricemz

nejaktivnéjsi se ukdzal lykorin, amarbellisin a hippeastrin.®®
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Dalsi antimikrobialni studii byl podroben extrakt (CH,Cl,/MeOH) z listd rostliny
Crinum purpurascens z Celedi Amaryllidaceae. Ten byl testovan v(ci 6 agens a to E. coli,
P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, Salmonella typhi a Salmonella
paratyphi B. Extrakt ukazal zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici vSem pouzitym mikroblm.
Nasledné byly z extraktu izolovany 2 alkaloidy, hippadin a pratorimin, a jedna steroidni
latka. Pratorimin nejevil Zadné antibakterialni Gcinky. Hippadin byl aktivni vici vsem
patogendm kromé P. aeruginosa a K. pneumoniae. Prestoze ucinek hippadinu byl
oznaten za baktericidni, byl aZ o 150krat méné Géinny ne? standard ciprofloxacin.”®

Hymenocallis littoralis (Obr. 8.) je dalSim druhem podrobenym testovani
aktivity vaci mikrobim. Petroletherovy extrakt této rostliny byl studovan v ucinnosti
proti Gram-pozitivni bakterii S. aureus a Gram-negativni P. aeruginosa a E. coli. VUci E.
coli. a kvasince C. albicans nebyla zjiSténa zadna aktivita. Zbylé 2 bakteridlni kmeny
byly ektraktem inhibovdny v rdstu, ale jen v polovi¢ni efektivité oproti standardim
ciprofloxacinu a cefalosporinu.”

Dalsi dva druhy rostlin z rodu Crinum byly podrobeny vyhodnoceni antimikrobni
aktivity. Alkaloidni extrakty z rostlin Crinum latifolium (Obr. 9.) a Crinum asiaticum
rostouci ve Vietnamu, které obsahovaly identifikované alkaloidy lykorin, pratorinin,
krinin, crinamidin, 1-O-acetyllykorin, 1,2-di-O-acetyllykorin a lykorin-1,2-di-O-3-D-
glukosid, prokazaly silnou aktivitu vic¢i Gram-pozitivni bakterii Sarcina lutea. 1zolovany
alkaloid pratorinin byl pak aktivni vi¢i Gram-pozitivnimu koku S. aureus.”

Alkaloidni extrakt z cibuli Crinum angustum, ktery obsahoval alkaloidy patfici do
6 strukturnich typa, byl testovdn na aktivitu vicéi vybranym kmenlm bakterii véetné
dvou rezistentnich forem bakterii, methicillin rezistentni S. aureus a carbapenemazu
produkujici K. pneumoniae. Extrakt vykazal zajimavou ucinnost vici 6 z 9 testovanym
kmenlm, pricemZ previadal efekt proti Gram-pozitivnim bakteriim nez Gram-
negativnim. Byla také potvrzena aktivita vici kvasince C. albicans a slibnou aktivitu
prokazal extrakt také u rezistentnich testovanych kmend.”

Alkaloid narciklasin sdam o sobé disponoval aktivitou vici hned nékolika
patogenim organismUm. Inhiboval rlGst Corynebacterium fascians a kvasinky
Cryptococcus neoformans. Jeho derivaty, jako 2,3,4,7-tetra-O-acetylnarciklasin

inhibovaly patogenni bakterii Neisseria gonorrhoeae.
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Obr. 8. Hymenocallis littoralis™

Obr. 9. Crinum latifolium”™
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3.3.4 Neuroprotektivni aktivita AA

Kromé inhibi¢ni aktivity AA v(¢i AChE wvyvstdvaji otazky na jejich
neuroprotektivni ucinky a pfipadnou souvislost s inhibici AChE. Byla provedena
srovnavaci studie, ve které byly zkoumany alkaloidni extrakty 5 druhl rostlin celedi
Amaryllidaceae: Crinum jagus, C. bulbispermum, Hippeastrum barbatum, H. puniceum
a Zephyranthes carinata. Alkaloidni extrakt z druhu C. jagus obsahujici pfevazné lykorin
a vittatin, tedy alkaloidy lykorinové a krininové fady, prokdzal urcité neuroprotektivni
plUsobeni u kortikalnich neuront vystavenych oxidacnimu stresu z ptsobeni glutamatu.
Byla tedy vyhodnocovdna protekce neurotoxického plsobeni glutamatu na tyto
neurony. Zaroven byla zjiSténa znatelnd inhibice AChE extraktem Z. carinata, u které
prevazovaly alkaloidy galanthaminového a lykorinového typu. Na zdkladé téchto
vysledkd a vyhodnoceni dalSich studii se autofi domnivaji, Ze neuroprotektivni ucinek
muzZe byt vazan na lykorinové a krininové alkaloidy, zatimco inhibi¢ni Gcinek na AChE je
vazan na alkaloidy galanthaminového typu. Pfipadné synergické plsobeni téchto
alkaloidG stejné jako potvrzeni ¢i vyvraceni, zda nositelem uUcinnosti nejsou také

minoritné zastoupené alkaloidy, je tfeba prokazat dal$imi studiemi.”®

3.3.5 Antiviroticka aktivita

Lykorin a pseudolykorin vykdazali Siroké spektrum antivirotického plisobeni. Bylo
provedeno nékolik studii, ve kterych byla prokazana ucinnost vici flaviviru, Punta Toro
a Rift Valley chfipkovému viru. Lykorin dale puasobil proti koronavirem
zprostiedkovanému akutnimu tézkému respiraénimu syndromu (SARS-CoV). Slibny
efekt projevil také u herpes virll typu 1. Studie plsobeni alkaloidd proti virlm
poukdzala na mozZnou strukturdlni souvislost antivirotického ucinku s vyskytem
hexahydroindolového kruhu se dvéma funkénimi hydroxylovymi skupinami.
Mechanismem Ucinku je zfejmé snizeni aktivity virové DNA-polymerdzy, a tudiz
inhibice multiplikace virovych jednotek uvnitf bunky, spiSe nez inaktivace

extracelularné se vyskytujiciho viru.®®
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Zajimava biologicka aktivita byla zjisténa u dalSiho AA pretazettinu (Obr. 10.).
U¢inné se projevil proti nékterym RNA flavivirim a bunyavirim. Slibnou aktivitu
prokazal také proti herpes simplex viru. Mechanismus Gcinku zfejmé tkvi v inhibici
proteinové syntézy béhem replikace viru.

Mezi nékteré dalsi alkaloidy s antivirotickou aktivitou mizZeme dale zaradit
narciklasin (Obr. 10.) s u¢innosti proti RNA flavivirim a bunyavirim, haemanthamin a
hippeastrin Ucinny proti herpes simplex virdm typu 1 nebo homolykorin s vysokou

aktivitou, ale nizkym terapeutickym indexem.®

3.3.6 Dalsi ucinky AA

Jak bylo vySe uvedeno, Amaryllidaceae alkaloidy vykazuji rozmanitou paletu
biologickych aktivit. Z vySe neuvedenych Ize jmenovat napfiklad hypotenzni Ucinek
dubiusinu, lykoreninu, 8-O-demethylhomolykorinu a homolykorinu, prokdzany u
normotenznich krys nebo vasodilatacni efekt lykorinu, jehoZ pricinou je blokdda a-
adrenergnich receptor(.®> Haemanthamin, hemanthidin (Obr. 10.) a krinamin disponuiji
také antimalarickou aktivitou va¢&i Plasmodium falciparum.®® Lykorenin a hemanthidin
maji silnou analgetickou a antiflogistickou uc¢innost, dokonce vyssi nez aspirin. Vitattin

se projevil jako Uc¢inné koanalgetikum morfinu. Tento efekt prokazal také narwedin.®

OH

haemanthamin haemanthidin

Obr. 10. Struktury vybranych alkaloid( s antivirotickymi a antimalarickymi Gcinky
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Vseobecné postupy
4.1.1 Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pred pouZitim destilovana, nejprve byl zachycen predek (asi
5 %, vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo destilovano zbylych cca 90 %
rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych nadobach.

Odparovani extraktl bylo provadéno na vakuové odparce Blchi Rotavapor R

114 vybavené vodni [azni Blichi Waterpath B-480 pfi 40 °C za snizeného tlaku.

4.1.2 Material a vybaveni
4.1.2.1 Rozpoustédia

Diethylamin, p.a. (Lachner)

Diethyleter, p.a. (Penta)

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a.
Ethylacetat, p.a. (Penta)

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

Toluen, p.a. (Penta)

4.1.2.2 Chemikdlie

Amoniak, 25% vodny roztok, p.a. (Lachema)

Kyselina chlorovodikova 35%, p. a. (Lachema)

4.2 Priprava sumarnich extraktlia GC/MS analyza
4.2.1 Biologicky material

Cerstvé cibule rostlin Narcissus bulbocodium var. conspicus, N. cv. Fortissimo,
N. cv. Delnashaugh, N. cv. Sealing, N. cv. Ice Follies a N. canaliculatus byly ziskany od
komeréniho prodejce Lukon Glands (Sadska, Ceskd republika). Verifikace vzork(l byla
provedena Prof. RNDr. Lubomirem Opletalem CSc. Dokladné vzorky rostlin jsou
uloZzeny v herbafi na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové pod nasledujicimi Cisly:
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CUFPH-16130/AL-437 (N. cv. Fortissimo)
CUFPH-16130/AL-438 (N. cv. Sealing)
CUFPH-16130/AL-439 (N. bulbocodium var. conspicus)
CUFPH-16130/AL-440 (N. canaliculatus)
CUFPH-16130/AL-445 (N. cv. Ice Follies)
CUFPH-16130/AL-451 (N. cv. Delnashaugh)

4.2.2 Priprava ethanolového a alkaloidniho extraktu

Cerstvé cibule narcisd byly rozdrobeny a extrahovény ethanolem (3 krat po
125 ml) pfi teploté varu ethanolu 30 minut. Po nasledné filtraci pfes kifemelinu bylo
rozpoustédlo odpafovano na vakuové odparce. Po odpareni do sucha byl zbytek
rozpustén v 10 ml 2% HCl a vytfepan diethyletherem (3 x 15 ml) pro odstranéni
neutralnich sloucenin. DalSim krokem byla Uprava pH na cca 9-10 ptridanim 25%
amoniaku k vodné fazi. Vodnd faze byla vytfepana ethylacetatem (3 x 15 ml) a
organickd odparena do sucha. Ke kone¢nému vysuseni doslo v exsikatoru. Z kazdého
odparku bylo odebrano 2 krat 10 mg extraktu na biologické testy, dale byl pfipraven
vzorek pro GC/MS analyzu o koncentraci 1 mg/ml. Zbyvajici extrakty byly uloZeny pro

pripadné vyuZziti.

4.2.3 GC/MS analyza a identifikace alkaloidQ

Alkaloidy jednotlivych alkaloidnich extraktd byly identifikovany pomoci
plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 inert pracujici s hmotnostnim
detektorem pfri elektronové ionizaci 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Separace byla provadéna na koloné DP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Agilent
Technologies Santa Clara, CA, USA). Teplotni program: z 100°C na 150°C 15°C/min,
1 min stabilizovdno na 180°C a z 180°C na 300°C po 5°C/min a 35 min udrZovana na
hodnoté 300°C. Teplota nastfiku 280°C. Prlitokova rychlost nosného plynu (helium)
byla 0.8 ml/min. Detekéni rozmezi bylo m/z 35-600, a teplota detektoru 200°C. Nastfik
1 pL alkaloidniho roztoku (1 mg/mL) byl provadén ve split mddu (split pomér 1:10).
Jednotlivé alkaloidy byly identifikovany porovnanim jejich hmotnostnich spekter s daty
v knihovné NIST, s publikovanymi spektry v literatuie a také se spektry referencnich

sloucenin dfive izolovanych v nasi laboratofi.
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4.3 Stanoveni inhibicni aktivity alkaloidnich extraktl a Cistych alkaloidu
vuci erytrocytarni AChE a sérové BuChE

4.3.1 Chemikalie a material pouzité pro stanoveni cholinesterazové inhibicni
aktivity

4.3.1.1 Chemikalie

e Acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich) (pouzit 10mM roztok)

e  Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich) (pouzit 10mM roztok)

e Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

e 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich) (pouzit 5mM
roztok)

e Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

e Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

4.3.1.2 Pufry

e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4

Zdsobni roztok A

10 mM roztok NaH,PO, (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,20 g NaH,PQO,, nebo 1,38 g
NaH,P04.H,0, nebo 1,56 g NaH,P0,4.2 H,0).

Zdsobni roztok B

10 mM roztok Na,HPO,4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,42 g Na,HPQ,4, nebo 1,78 g
Na,HPO4.2 H,0, nebo 3,58 g Na,HPQO,4.12 H,0).

Smicha se 57 ml roztoku A a 283 ml roztoku B a 300 ml vody.

e  5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného

8,766 g chloridu sodného p. a. se rozpusti v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a doplni se
jim do 1000 ml.

e 100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4

Zdsobni roztok A

200 mM roztok NaH,PO, (v 1 litru roztoku je obsazeno 24,0 g NaH,PO,, nebo 27,6 g
NaH,P0O,4.H,0, nebo 31,2 g NaH,PO, . 2 H,0).
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Zdsobni roztok B
200 mM roztok NaHPO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 28,4 g Na,HPO,4, nebo 35,6 g
Na,HPO,4.2 H,0, nebo 71,63 g Na,HPO4.12 H,0).

Smichd se 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody.

4.3.1.3 Biologicky materidl

Jako zdroj acetylcholinesterasy (HUAChE) byl pouZit hemolyzat lidskych
erytrocytl. Zdrojem butyrylcholinesterasy (HuBuUChE) byla lidska plazma. Méfeni bylo

provadéno v mikrotitracnich destickach.

4.3.2 Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity

Reader SynergyT'\’I HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.3.3 Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:

. pfi teploté 37 °C

° v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)

. pfi vinové délce spektrofotometru 436 nm
. v mikrotitracnich destickach

4.3.4 Priprava hemolyzatu lidskych erytrocyti

Erytrocyty se ziskaji z ¢erstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolnik
(18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu). Bezprostifedné po odbéru se krev rozdéli
stejnomérné po 5 ml do Sroubovacich zkumavek a provede se centrifugace pfi rychlosti
4000 rpm pfi 4 °C po dobu 10 minut. Po této prvni centrifugaci se plazma odsaje tak,
aby vni nebyly erytrocyty, a uchovava se do doby stanoveni aktivity BuChE
v chladnicce pti 4 °C (nejdéle vsak 6 hodin).

Zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu se opatrné odsaje bezpopelovym
filtraénim papirem s hlazenym povrchem, jehoz Spic¢ka je sestfizena (pfi naklonéni
zkumavek), odecte se objem erytrocytarni masy a tento sediment se zredi takovym
mnozstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim 150 mM chloridu sodného a
suspense se rozdéli do zkumavek o objemu 13 ml, aby téchto zkumavek bylo 8 a objem

v kazdé z nich byl 10-12 ml, obsah se dobfe promichd a provede se centrifugace
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stejnym zplsobem, jak je uvedeno vySe pfi oddélovani plazmy. Promyti timto
zplUsobem se provede celkem 3x a promyvaci kapalina se dokonale odstrani. Po tomto
promyti se prida takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu chloridu
sodného, aby byl objemovy pomér erytrocyty : pufr 1 : 9, smés se opét homogenizuje,
prelije do Erlenmayerovy banky a erytrocyty se ponechaji spontanné hemolyzovat za
michani teflonovym michadlem pti 300 rpm. lhned po skonceni této fizené hemolyzy
se u suspenze stanovi aktivita, pfipadné se 5mM fosfatovym pufrem upravi absorbance
(hodnota absorbance musi byt 0,08-0,15) a naredény hemolyzat se uchovava do doby
pouziti pfi-22 °C.

Cholinesetrasova aktivita plazmy se stanovi stejnym zplsobem (hodnota

absorbance musi byt 0,15-0,20), uchovava se stejnym zplsobem jako hemolyzat.

4.3.5 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (hodnoty ICs)

Pro stanoveni hodnoty ICsq byla pouZita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)’’. Jako substraty se pouzivaji
estery thiocholinu, které jsou cholinesterdzami Stépeny na thiocholin a pfislusnou
kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze na DTNB za vzniku Zluté
zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pfi vinové délce 436 nm.
Sleduje se narlst absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICsg byly vypocitany z namérenych
hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy nelinearni
regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD
Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsg zndmych
inhibitor( cholinesteraz: galataminem (ICsg HUAChE = 0,63 + 0,025 pg/ml, HuBuChE =
15,58 + 0,48 pg/ml) a huperzinem A (ICso HUAChE = 7,99 * 0,24 x 103 ug/ml, HuBuChE
>500 pg/ml). % | (inhibice) byla pocitana dle vzorce:

AA
%I = 100 — (A 5L

>><100

SA

kde AAg, je narust absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je nar(st

absorbance méreného vzorku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny Narcissus
bulbocodium var. conspicus a jeho GC/MS analyza

Pti fytochemické GC/MS analyze tohoto botanického druhu narcisu (Obr. 11.),
bylo detekovano 10 alkaloidnich Iatek, z nichZz 4 se podafilo identifikovat na zakladé
porovndni jejich spekter s databazi NIST a literaturou. Plny vycet zmérenych latek
shrnuje tabulka na nasledujici strané (Tab. II). Nejvyssi zastoupeni mél identifikovany
alkaloid tazettin jak je zachyceno na chromatografickém zdznamu (Obr. 12). Vedle
tazettinu se podafilo identifikovat dvé latky lykorinového strukturniho typu lykorin a
didehydroassoanin. Ostatni latky se bohuZel na zakladé hmotnostniho spektra
nepodafrilo identifikovat. S velkou pravdépodobnosti se mlzZe jednat o latky nové
doposud nepopsané. Je vysokd Sance, Ze tyto relativné nezajimavé alkaloidy jsou
spojeny s biologickou aktivitou jak identifikovanych tak latek, které se identifikovat
nepodafilo. Zajimavou latkou je latka oznacend A6 a to vzhledem k vysokému
zastoupeni v extraktu (32% TIC). Sance na izolaci a strukturni identifikaci je ve srovndni
s ostatnimi neidentifikovanymi latkami vysoka. Inhibi¢ni aktivita alkaloidniho extraktu

byla vi¢i AChE (ICso=52,05%6,19 ug/ml) nevyrazna, ale via¢i BuChE

Obr. 11. Narcissus bulbocodium var. conspicus”®
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(ICsp=22,37 £ 3,14 pg/ml) byla primérnda. Nizké zastoupeni alkaloid( lykorinového
typu, které jsou znamy svou nizkou inhibi¢ni aktivitou’®, spolu s vysoce zastoupenym
neidentifikovanym alkaloidem muzZe byt pficinou nizké aktivity vic¢i HUAChE. Navic
alkaloidy tazettinového typu jak zndmo nejsou nositeli silného inhibi¢niho efektu vici
AChE. Pro srovnani strukturnich odlisSnosti obou skupin identifikovanych alkaloid{i jsou
vyobrazeny 2 z popsanych latek na Obr. 13. Inhibice HuBuChE byla oproti tomu
zajimavéjsi, zatim vSak stale nejsme schopni fict, které alkaloidni struktury jsou za tyto
ucinky zodpovédné, proto muze byt tato hodnota vysledkem plsobeni majoritné
zastoupené neidentifikované latky, ¢i silné aktivni latkou minoritné obsaZzenou, stejné
jako synergické plisobeni vice latek v extraktu. 6 latek se nam identifikovat nepodafilo
a pravé pro zajimavou hodnotu inhibice HuBuUChE a velkym portfoliem neznamych
latek véetné majoritné zastoupené neznamé latky skyta tato rostlina potencial pro

dalsi analyzu a izolaci nezndmych alkaloid(.
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Tabulka Il

GC/MS analyza alkaloidniho extraktu N. bulbocodium var. conspicus.

Sloucenina

RT?
(min)

RI

[M*] a charakterisktické
ionty, m/z (% relativni

b
intenzita) Tic

pro MS

1A1

16,94

2264

287(5), 272(5),
257(5)203(40), 115(5), 11
70(100)

26-
Epimesembrenol

17,54

2301

301(4), 288(4), 273(4),
219(42), 70(100)

3 Tazettin

22,75

2645

331(20), 316(20), 298(25),

247(100), 230(10) 34 NIST

4
Didehydroassoanin

23,19

2676

265(84), 264(100),
248(15), 220(14), 191(14), 3 80
178(16), 133(10)

5A2°

23,43

2692

316(12), 259(25), 258(32),
257(75), 256(35), 247(20),
229(40), 226(75), 3
225(100), 199(27),

197(20), 139(32)

6 A3°

23,65

2707

341(18), 317(25),

247(100), 242(25),

230(26), 221(24), 200(20), 2
199(28), 173(20), 152(17),
115(20), 96(27)

7 A4°

23,80

2718

389(100), 388(32),

387(30), 358(60), 325(35),
265(31), 241(60), 210(25), 1
191(30), 148(30), 135(30),
116(30)

8 Lykorin

24,06

2734

287(35), 286(30), 268(20),
250(15), 227(70), 7
226(100)

NIST

9 A5°

24,72

2784

315(42), 266(33), 242(25),
241(98), 240(100), 3
226(12), 196(10)

10 A6°

26,82

2939

315(8), 296(18), 295(98),
294(100), 284(20),
288(12), 266(11), 250(10),
178(9), 148(11)

32

® podminky GC/MS analyzy viz experimentalni ¢ast, bcelkovf/ iontovy proud, © nebylo identifikovdno
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Obr. 12. Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli

N. bulbocodium var. conspicus

3 tazettin

Obr. 13. Vybrané struktury identifikovanych latek v rostliné

N.bulbocodium var. conspicus

8 lykorin



5.2 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Narcissus cv. Fortissimo a jeho GC/MS analyza

V alkaloidnim extraktu z cibuli Narcissus cv. Fortissimo (Obr. 14.) bylo uréeno 9
latek alkaloidni povahy, z nichZ se 6 podafilo identifikovat. Tyto alkaloidy se fadi do
galantaminového, krininového, lykorinového a homolykorinového strukturniho typu
(Tab. IlI; Obr. 16.). 3 latky se nam na zakladé jejich MS spekter nepodafilo identifikovat.
Zbylych 6 bylo uréeno na zakladé porovndni dat s databdzi NIST a literatury. Vyrazné
zastoupeny galantamin spoleéné s dalSimi alkaloidy galantaminového a lykorinového
strukturniho typu (Obr. 16.) je s velkou pravdépodobnosti zodpovédny za zajimavou
inhibi¢ni aktivitu viacéi AChE 1Cso=11,8 £ 0,66 ug/ml. Zbylé identifikované alkaloidy
krininové a homolykorinové tfady dle literatury nejevi vyznamné inhibi¢ni ucinky na
cholinové esterazy.” Aktivita extraktu vii& HuBUChE ICso = 37,90 + 3,41 pg/ml je spise
nezajimava. Minoritni zastoupeni neidentifikovanych alkaloid( spolec¢né s nizkou
aktivitou vic¢i HUBUChE a aktivitou vic¢i HUAChE vysvétlenou pfitomnosti galantaminu

Cini tuto rostlinu dale spiSe neperspektivni pro budouci fytochemické prace.

Obr. 14. Narcissus cv. Fortissimo®’
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Tabulka Il

GC/MS analyza alkaloidniho extraktu N. cv. Fortissimo

Sloucenina

RT®

(min)

[M*] a charakterisktické ionty,

m/z (% relativni intenzita)

Reference
pro MS

%TIC®

1 Galanthamin

19,09

2400

287(90), 286(100), 270(20),
244(30), 230(5), 216(45)

NIST

2 Lykoramin

19,34

2417

289(65), 288(100), 274(10),
232(10), 202(30)

NIST

4 Krinin

20,08

2465

271(100), 254(8), 242(8),
228(25), 216(14), 199(48),

187(43)

NIST

5B1°

22,24

2476

285(33), 284(33), 274(13),
273(62), 272(63), 252(13),
216(18), 188(30), 187(33),
174(19), 115(19), 109(100)

6 O-
Methyllykorenin

20,53

2494

331(1), 300(3), 207(5),
191(10), 147(5), 110(9),
109(100), 94(3), 82(2)

82

7 B3¢

20,62

2499

273(100), 230(25), 203(21),
202(25), 201(95), 189(58),
175(24), 174(21), 157(20),
128(22), 115(23)

8 Galantin

23,64

2706

317(30), 298(15), 284(15),
268(15), 243(100), 242(95)

NIST

9 Homolykorin

24,34

2757

301(-), 207(1), 178(3), 110(8),
109(100), 108(20), 94(3),

82(3)

NIST +

standard

® podminky GC/MS analyzy viz experimentalni ¢ast, bcelkov{/ iontovy proud, “ nebylo identifikovano
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Obr. 15. Chromatograficky zdznam alkaloidniho extraktu z cibuli N. cv. Fortissimo

1 galanthamin 4 krinin

Obr. 16. Vybrané struktury identifikovanych latek v rostliné N. cv. Fortissimo
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5.3 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Narcissus cv. Delnashaugh a jeho GC/MS analyza

Celkem 9 alkaloidl bylo nalezeno pfi fytochemické analyze kultivaru Narcissus
cv. Delnashaugh (Obr. 17.). Identifikované alkaloidy patfi do dvou strukturnich skupin
lykorinovych a galantaminovych alkaloid(i s vyjimkou haemanthaminu, ktery je
zastupcem své vlastni skupiny. NiZze uvedena tabulka predklada uplny vyéet urcenych
alkaloidl a jejich hmotnostnich spekter (Tab IV). Graf na Obr. 18 poté vyobrazuje
zastoupeni jednotlivych latek, z néhoZ je Citelné, Ze nejvice je v extraktu obsaZen
galantamin a galantin. Pravé pfislusnost valné vétSiny alkaloidd v extraktu k
lykorinovym a galantaminovym strukturnim skupindm je zfejmé také pfi¢inou velmi
zajimavé inhibi¢ni aktivity vG¢i HUAChE (ICso=8,43 £0,71 ug/ml). Ve vysokém
zastoupeni byl také zjistén alkaloid haemanthamin spadajici do vlastni skupiny
haemanthaminovych alkaloidi, podobnych skupiné krininovych, od kterych se lisi
pouze izomerii ethylenového mustku v pozici 5,10. Ani jeden z téchto strukturnich typu
ovsem neukazal zajimavou aktivitu vici lidskym cholinesterdazam jak je dosud znamo z

literatury.?*  Zatim  jedinou  vyjimkou se jevi alkaloidy undulatin a

Obr. 17. Narcissus cv. Delnashaugh®
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8-0O-demethylmaritidin, které urcitou aktivitu prokazaly. Zvlasté undulatin, alkaloid
krininového strukturniho typu, prokdzal zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici AChE a také
pasivni permeabilitu pfes hematoencefalickou bariéru.®® Oproti slibnému vysledku
inhibice. HUAChE byla mira inhibi¢niho pdsobeni na HuBuChE nezajimava
(ICs0 = 46,09 + 6,41 pug/ml). Na nasledujicim obrazku (Obr. 19.) jsou uvedeny struktury
nékterych alkaloidl identifikovanych v alkaloidnim profilu studované rostliny. Z vyse
zminénych dlvodld se tato rostlina jevi spiSe jako nezajimava pro podrobnou
fytochemickou studii.

TabulkalV  GC/MS analyza alkaloidniho extraktu N. cv. Delnashaugh.

L RT® [M*] a charakterisktické ionty, %  Reference
Sloucenina RI b
(min) m/z (% relativni intenzita) TIC pro MS
287(90), 286(100), 270(20),
1 Galanthamin 19,09 2400 35 NIST
244(30), 230(5), 216(45)
2 N- 273(80), 272(100), 230(33),
19,34 2436 2 86
demethylgalantamin 202(27), 174(12)

273(100), 256(14), 244(16),
230(25), 203(25), 201(100),

3 Elwesin 21,14 2535 2 NIST
189(55), 175(25), 157(30),

131(17), 115(25)

287(81), 286(48), 268(52),

4 Pluviin 21,59 2566 254(15),243(66), 242(100), 17 NIST
228(23)
267(60), 266(100), 250(27),

5 Assoanin 21,74 2576 2 87

222(10), 193(7), 180(10)

301(15), 272(100), 240(15),
6 Haemanthamin 22,50 2627 14 NIST
225(5), 211(15)

265(82), 264(100), 248(17),
7 Didehydroassoanin 23,17 2674 1 80
220(14), 191(14), 178(18)

317(30), 298(15), 284(15),
8 Galanthin 23,61 2705 25 NIST
268(15), 243(100), 242(95)

303(28), 302(20), 284(20),

24,62 2777 244(19),243(96), 242(100), 2 NIST
methylpseudolykorin
228(17), 162(24)

9 9-0-

® podminky GC/MS analyzy viz experimentalni ¢ast, bcelkovf/ jontovy proud, © nebylo identifikovdno
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Obr. 18. Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli N. cv. Delnashaugh

4 pluviin

9 9-O-demethypseudolykorin

Obr. 19. Vybrané struktury identifikovanych latek v rostliné N. cv. Delnashaugh
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5.4 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Narcissus cv. Sealing a jeho GC/MS analyza

V alkaloidnim profilu cibuli okrasného kultivaru Narcissus cv. Sealing (Obr. 20.)
podafilo urcit 13 Iatek alkaloidni povahy, z nichZ bylo 10 identifikovano. Identifikované
alkaloidy lze zaradit do 4 rlGznych strukturnich skupin, z nichZ nejvétsi podil nalezi
alkaloidu haemanthaminu. DalSimi vyznamné zastoupenymi alkaloidy jsou galantamin
a galantin, tedy skupiny galantaminové a lykorinové (Tab. V). Ostatni urcené latky patfi
do rfady homolykorinové, predevsim pak homolykorin sdm. Tento alkaloid byl v mé
predchozi praci izolovan z rostliny Narcissus cv. Sir W. Churchilli a podroben analyze
inhibi¢ni aktivity vici esterdzdm, bohuzel nebyly zjistény zajimavé hodnoty biologické
aktivity." Jak je zndmo, alkaloidy lykorinové ¥ady s vyjimkou lykorinu samotného jsou
dobrymi inhibitory AChE.”” ® Alkaloid inkartin v tomto extraktu tuto aktivitu spide

8 Majoritni zastoupeni haemanthaminu, které miZeme také vidét na

postrada.
chromatografickém zdznamu (Obr. 21.), a spiSe mensi obsah alkaloid(i galantaminové a
lykorinové rady je ziejmé pri¢inou ne pfiliS vyznamného inhibi¢niho plsobeni na
HUAChE (ICsp = 27,79 % 2,30 ug/ml). Také ICso HuBuUChE nedosahovala vysokych hodnot
(IC50 = 38,66 + 4,64 pug/ml). Na Obr. 22. je kromé struktury hippeastrinu zaznamenana
struktura alkaloidu assoaninu, ktery patfi mezi nejaktivnéjsi inhibitory lykorinového

90

typu.”™ Dalsi podrobnéjsi zkoumani této rostliny je vzhledem k vySe zminénym

dlvodim spiSe nepravdépodobné.

e .
4
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Tabulka V

GC/MS analyza alkaloidniho extraktu N. cv. Sealing.

Sloucenina

RT®

(min)

RI

[M*] a charakterisktické
ionty, m/z (% relativni

intenzita)

%
TIC®

Reference

pro MS

1 Galanthamin

19,09

2400

287(90), 286(100),
270(20), 244(30), 230(5),
216(45)

16

NIST

2 Lykoramin

19,35

2417

289(65), 288(100),
274(10), 232(10), 202(30)

NIST

3D1°

21,09

2532

329(70), 328(84), 270(33),
269(48), 267(22), 266(46),
254(22), 242(34), 240(30)

4 D2°

21,48

2558

287(75), 286(100),
270(22), 266(19), 258(25),
243(15), 242(45), 230(11)

5 Assoanin

21,76

2575

267(60), 266(100),
250(27), 222(10), 193(7),
180(10)

87

6 Haemanthamin

22,54

2630

301(15), 272(100),
240(15), 225(5), 211(15)

43

NIST

711,12-
Didehydroassoanin

23,18

2677

265(82), 264(100),
248(17), 220(14), 191(14),
178(18)

80

8 Galantin

23,61

2705

317(30), 298(15), 284(15),
268(15), 243(100), 242(95)

16

NIST

9 Lykorin

24,07

2738

287(35), 286(30), 268(20),
250(15), 227(70), 226(100)

NIST

10 Inkartin

24,07

2752

333(45), 332(100),
296(30), 259(70), 258(85),
250(30)

NIST

11 Homolykorin

24,36

2758

301(-), 207(1), 178(3),
110(8), 109(100), 108(20),
94(3), 82(3)

NIST

12 Hippeastrin

26,04

2880

315(-), 162((4), 134(4),
125(100), 96(36), 82(3)

NIST

13 D3¢

26,83

2940

295(93), 294(100),
278(11), 250(7), 237(5),
221(6), 208(5), 194(6),
178(7), 148(14)

# podminky GC/MS analyzy viz experimentaini &ast, bceIkOV\'/ iontovy proud, ° nebylo identifikovdno
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Obr. 21. Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli N. cv. Sealing

H3CO O
H3CO N
5 assoanin 12 hippeastrin

Obr. 22. Vybrané struktury identifikovanych latek v rostliné N. cv. Sealing
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5.5 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Narcissus cv. Ice Follies a jeho GC/MS analyza

Tento zahradni druh narcisu na prvni pohled zaujme ledové bilymi okvétnimi
listy (Obr. 23.). Cibule této rostliny byly podrobeny fytochemické praci se ziskem
Sirokého spektra alkaloidl. Chromatograficky zdznam z GC-MS analyzy je na obrazku
dale (Obr. 24.). Celkem bylo uréeno 10 alkaloidi patficich do 5 rtdznych strukturnich
skupin. Jedna latka zlstala neznama. Nejvétsi podil z obsahu alkaloid( zastupoval
galantamin, ktery spolu s narwedinem patfi do skupiny galantaminovych alkaloid(i
(Tab. VI). Dal$imi hojné zastoupenymi strukturnimi typy byly alkaloidy homolykorinové
fady zde zastoupené massoninem, hippeastrinem, odulinem a jeho derivatem O-
methylodulinem a haemanthaminové prezentujici se samotnym haemanthaminem,
jenz zaujimd pétinu z naméreného obsahu. Lykorin a krinin, ktefi jsou zdastupci
vlastnich strukturnich fad, byli zastoupeni minoritné. Namérenda aktivita u tohoto
extraktu byla velmi zajimava a ve srovnani s ostatnimi rostlinami v této prdaci dosahla
nejlepsich vysledk(. Hodnota pro HUAChE byla ICsq = 7,28 + 0,66 pug/ml a pro HuBuChE
dokonce 1Cso=14,95 + 2,01 ug/ml. Inhibice acetylcholinesterazy se blizi inhibici
galantaminu a s vysokou pravdépodobnosti bude zplisobena pravé jeho vysokym
zastoupenim, nebot ostatni zde nalezené skupiny aktivitu vic¢i HUAChE spiSe

s ., 7 1
postradaji.”® 8 °

Zajimavou inhibi¢ni aktivitu, kterou extrakt projevil proti HuBuChE
viak zatim presné vysvétlit nedokdZzeme. Nabizi se moznost synergického plsobeni

homolykorinovych alkaloid®, byt homolykorin sam takovou aktivitu nema.™ Také

Obr. 23. Narcissus cv. Ice Follies*?
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neidentifikované latky mohou byt vysoce aktivni i v malém mnozstvi. Pro potvrzeni i

vyvraceni bude potfeba dalSich studii v tomto sméru. Pro zajimavy vysledek extraktu

pfi tlumeni HuBUChE skyta Narcissus cv. Ice Follies potencial k dalSimu zkoumani, zda

nékteré z jeho alkaloid( jsou nositeli tohoto Ucinku. Na Obr. 25. jsou 2 zastupci

alkaloidd z homolykorinové fady nalezené v této rostliné.

Tabulka VI  GC/MS analyza alkaloidniho extraktu N. cv. Ice Follies.

L RT® [M*] a charakterisktické ionty, % Reference
Sloucenina RI b
(min) m/z (% relativni intenzita) TIC pro MS
287(90), 286(100), 270(20),
1 Galanthamin 19,10 2401 44 NIST
244(30), 230(5), 216(45)
287(35), 286(30), 268(20),
2 Lykorin 19,36 2418 7 NIST
250(15), 227(70), 226(100)
287(65), 286(100), 258(5),
3E1° 19,68 2440 244(5),230(6), 218(15), 4
216(10), 202(22), 187(17)
40- 315(<1), 284(2), 250(1),
19,72 2442 5 93
Methylodulin 175(10), 109(10)
271(100), 254(8), 242(8),
5 Krinin 20,08 2465 228(25),216(14), 199(48), 2 NIST
187(43)
285(90), 284(100), 242(25),
6 Narwedin 20,27 2477 228(20), 216(43), 199(35), 1 NIST
174(50), 128(30), 115(32)
301(<1), 283(14), 209(7),
7 Odulin 23,32 2546 165(16, 133(7, 109(100), 3 93
108(29, 89(13)
8 301(15), 272(100), 240(15),
22,52 2629 21 NIST
Haemanthamin 225(5), 211(15)
299(<1), 190(2),164(4), 134(1),
9 Massonin 23,38 2688 7 NIST
109(100), 108(23), 94(4), 82(2)
315(-), 162((4), 134(4),
10 Hippeastrin 26,05 2881 6 38

125(100), 96(36), 82(3)

® podminky GC/MS analyzy viz experimentaini &ast, bceIkOV\'/ iontovy proud, ° nebylo identifikovano
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Obr. 24. Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli N. cv. Ice Follies

6 odulin

8 massonin

Obr. 25. Vybrané struktury identifikovanych latek v rostliné N. cv. Ice Follies
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5.6 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Narcissus canaliculatus a jeho GC/MS analyza

Poslednim zkoumanym druhem je ozdobny Narcissus canaliculatus zobrazeny
na nasledujicim obrdzku (Obr. 26.). V nasi laboratofi byl podroben fytochemickému
rozboru s nasledujicimi vysledky. Identifikovdno bylo celkem 5 alkaloid(
galantaminového a lykorinového typu a tazettin spadajici do vlastni strukturni rady.
Vsechny latky se ndm podafilo popsat dle zaznama z literatury a porovnani jejich MS
spekter s knihovnou spekter NIST (Tab. VII). Prakticky cely extrakt tvofi tti alkaloidy:
lykorin zastoupeny z 80% v celém extraktu a dale galantamin a tazetin s vyrovnanym
zastoupenim blizicim se 10%. V nepatrnych mnozstvich byl zachycen lykorinovy derivat
11,12-didehydroanhydrolykorin a lykoramin, ktery naleZi alkaloidim galantaminového
strukturniho typu. Obé struktury jsou zobrazeny na Obr. 28. Extrakt z cibuli tohoto
narcisu inhiboval HUAChE nejvice ze vSech testovanych (ICso=6,39 0,68 pug/ml).
Vyvstava otazka, které alkaloidy jsou za tuto aktivitu zodpovédné, nebot drtivé

prevazujici lykorin jak znamo takovou aktivitu nema.”® 8% 88

Nabizi se teorie’®, ze
zvysSeni inhibi¢niho Ucinku muaze byt spojeno s planarni konformaci C kruhu, ktery ma

11,12-didehydroanhydrolykorin aromatizovany podobné jako nejaktivnéjsi lykorinovy

Obr. 26. Narcissus canaliculatus®
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alkaloid assoanin. Pro potvrzeni tohoto predpokladu je potfeba dalsSich podrobnéjsich
studii a izolace tohoto derivatu pro zméreni jeho aktivity. Ani dale pfitomny tazettin
nepatfi k vyznamnym AChE inhibitordm.” Vzhledem k nizkému obsahu galantaminu
nepredpokladam, Ze za zvySenou aktivitou stoji tato latka. Oproti tomu pUsobeni na
HuBuChE takto zajimavé nebylo (ICso = 43,71 * 4,68 pg/ml) a bylo jednim z nejslabsich

v této praci. Na Obr. 27. je chromatograficky zdznam z GC/MS analyzy.

Tabulka llIll  GC/MS analyza alkaloidniho extraktu N. canaliculatus.
[M]a
Lo RT? charakterisktické % Reference
Sloucenina RI b
(min) ionty, m/z (% relativhi TIC pro MS
intenzita)
287(90), 286(100),
1 Galanthamin 19,78 2399 270(20), 244(30), 10 NIST

230(5), 216(45)

289(65), 288(100),

2 Lykoramin 19,34 2417 274(10), 232(10), <1 NIST
202(30)

3 11,12- 249(48), 248(100),

Didehydroanhydrolykorin 2208 2598 190(15), 95(17) < >
331(20), 316(20),

4 Tazettin 22,73 2644 298(25), 247(100), 9 NIST
230(10)
287(35), 286(30),

5 Lykorin 24,12 2741 268(20), 250(15), 80 NIST

227(70), 226(100)

® podminky GC/MS analyzy viz experimentalni ¢ast, © nebylo identifikovano
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Obr. 27. Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli N. canaliculatus

e

2 lykoramin 3 11, 12-didehydroanhydrolykorin

Obr. 28. Vybrané struktury identifikovanych latek v rostliné N. canaliculatus
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6 ZAVER
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V této praci byly podrobeny studii extrakty z cerstvych cibuli 6 druh(
(botanickych nebo kultivard) narcist z celedi Amarylliadaceae. Byly identifikovany
alkaloidy rGznych strukturnich skupin charakteristickych pro tento rod. Identifikace
byla provedena porovnanim s daty v literatufe nebo porovnanim spekter latek drive
izolovanych na pracovisti. Nékteré latky se nepodafilo na zakladé El hmotnostnich
spekter urcit. S velkou pravdépodobnosti se muze jednat o nové, dosud nepopsané
struktury Amaryllidaceae alkaloidd. U nékterych z nich ale bude jejich kompletni
charakterizace naroc¢na vzhledem k zastoupeni, ve kterém se v alkaloidnich extraktech
nachdzely (TIC £ 1%).

Zamérem této studie bylo testovani inhibice lidskych cholinesteraz alkaloidnimi
extrakty vybranych druhl rodu Narcissus za Ucelem vybrani nejvhodnéjsich rostlin k
podrobnym fytochemickym studiim, v rdmci kterych by mohly byt izolovany latky se
zajimavymi biologickymi aktivitami. Ze ziskanych vysledk( nejzajimavé;jsi aktivitu vUci
HUAChE wvykazal extrakt z rostliny Narcissus canaliculatus. Vzhledem ke spektru
identifikovanych alkaloid(i je hodnota ICso = 6,39 £ 0,68 ug/ml velmi zajimava, nebot
zde zfejmé nejde o inhibici galantaminovych alkaloid(, které jsou zde zastoupeny jen
minoritné pritomnym galantaminem a lykoraminem. Ani nejvice obsazeny lykorin

takovou aktivitou nevynika.”> 3% %

Nabizi se tedy moznost vyznamné aktivity méné
zastoupenych alkaloidd, ¢i synergické plisobeni obsazenych latek. DalSim zajimavym
druhem byl Narcissus cv. Ice Follies, ktery ukdazal nejlepsi inhibici vic¢i obéma
esterdzam. Inhibice HUAChE, jeZ dosahla hodnoty ICso = 7,28 + 0,66 pug/ml, je zfejmé
zpUsobena pritomnosti galantaminovych alkaloid(, ovSsem zajimavy vysledek inhibice
HuBUChE (ICso = 14,95 + 2,01 pug/ml) zatim nelze s urcitosti vysvétlit pro nedostatek
podrobnéjsich studii. Hojné zastoupené homolykorinové alkaloidy zde mohou hrat
svou roli. Toto bude potreba zjistit dalsi podrobnéjsi praci. Také Narcissus bulbocodium
var. conspicus prokazal zajimavé pusobeni proti HuBuChE. Se svym vysledkem
ICso = 22,37 £ 3,14 pg/ml patfi k nejlepsSim ze zde testovanych a ze stejnych divod(
popsanych dfive u druhu Narcissus cv. Ice Follies bude potreba dalsi analyzy pro
objasnéni této vysoké inhibice. Navic u této rostliny zUstalo velké mnoZstvi
neidentifikovanych alkaloid(, které také mohou byt potencidlnimi nositeli téchto

inhibi¢nich U¢inkG. Bude tedy rozhodné ucelné podrobit tento druh k dalSimu

podrobnéjsimu zkoumani.
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Jak ze zadani této rigorozni prace vyplyva, je tfeba urcit druhy nejvhodnéjsi k
dalsim fytochemickym analyzdm. NejlepSich parametr(i tedy dosahuji rostliny
Narcissus bulbocodium var. conspicus pro velky potencial objevu neznamych alkaloidu
a latek s vysokou inhibi¢ni aktivitou vi¢i HuBUChE, dale Narcissus cv. Ice Follies pro
nejlepsi vysledek tlumeni HuBuChE, ktery je treba objasnit a konecné Narcissus
canaliculatus, u néhoZ bude potfeba vyjasnit zajimavou inhibici HUAChE, ktera ziejmé
neni zapfi¢inéna galantaminovymi alkaloidy. Zbylé druhy narcisi nevykazaly

dostate¢nou miru inhibice, nebo jejich vysledek byl s vysokou pravdépodobnosti

objasnén jiz zndmymi okolnostmi.

60



7 LITERATURA

61



o N o

10.

11.

12.

13.

14.

Opletal L., Opletalova V. Lék a jeho vyvoj v déjindch. Karolinum, Praha, 1999,
128s.

Opletal L. Prologomenon ¢&eské farmakognozie: 21. stoleti. Cesk. Slov. Farm.
2013, 62, 99-102.

Jirdk R. Farmakoterapie Alzheimerovy choroby. Remedia 2009, 5.

Heinrich M. Galanthamine from Galanthus and other Amaryllidaceae —
chemistry and biology based on traditional use. Alkaloids 2010, 68, 157-165.
ADINACO Research Group [online]. 2015 [cit. 2015-05-03]. Dostupné
z: http://portal.faf.cuni.cz/Groups/ADINACO/

Hejny S., Slavik B. Kvétena CSSR. 2. dil. Academia, Praha, 1988, 783 s.

Kubdt K. et al. Kli¢ ke kvétené Ceské republiky, Academia, Praha, 2002, 928 s.

Jin Z. Amaryllidaceae and Sceletium alkaloids. Nat. Prod. Rep. 2009, 26, 363-81.
Zahradnicky portdl Zeleri: Narcissus cyclamineus [online]. 2015 [cit. 2015-05-
03]. Dostupné

z:http://www.zelen.cz/detail galerie rostlin/Narcissus cyclamineus

Peeping Tom narcis

Typicalgardener's Blog: Eucharis amazonica [online]. 2010 [cit. 2015-05-03].

Dostupné z: https://typicalgardener.wordpress.com/2010/11/04/eucharist-lily-

eucharis-amazonica/

Hippeastrum reticulatum var. striatifolium [online]. 2001 [cit. 2015-05-03].

Dostupné z:http://www.amaryllidaceae.org/photo/Chesnais/Hippeastrum-

reticulatum-hyb.htm

Kornieko A., Evidente A. Chemistry, biology and medicinal potential of
narciclasine and its congerens. Chem. Rev. 2008, 108, 1982-2014.

Fennel C.W., van Staden J. Crinum species in traditional and modern medicine.
J. Ethnopharmacol. 2001, 78, 15-26.

Hermecz |., Kanai K. Prolyl endopeptidase inhibitors. Il Farmaco. 2000, 55, 188-
190.

62


http://portal.faf.cuni.cz/Groups/ADINACO/
http://www.zelen.cz/detail_galerie_rostlin/Narcissus_cyclamineus_Peeping_Tom_narcis
http://www.zelen.cz/detail_galerie_rostlin/Narcissus_cyclamineus_Peeping_Tom_narcis
https://typicalgardener.wordpress.com/2010/11/04/eucharist-lily-eucharis-amazonica/
https://typicalgardener.wordpress.com/2010/11/04/eucharist-lily-eucharis-amazonica/
http://www.amaryllidaceae.org/photo/Chesnais/Hippeastrum-reticulatum-hyb.htm
http://www.amaryllidaceae.org/photo/Chesnais/Hippeastrum-reticulatum-hyb.htm

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Hrstka V. Neurotropni a antioxidacni aktivita vybranych druh( jednodéloznych
alkaloidnich rostlin. IV. Hradec Kralové, 2013. Diplomova prace. Univerzita
Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické
botaniky a ekologie.

Bastida J., Codina C., Viladomat F., Rubiralta M., Quirion J.C., Husson H.P. 9-O-
Demethyl-2a-hydroxyhomolycorine, an alkaloid from Narcissus tortifolius.
Phytochemistry 1990, 29, 2683-2684.

Berkov S., Sidjimova B., Evstatieva L., Popov S. Intraspecific variability in the
alkaloid metabolism of Galanthus elwesii. Phytochemistry 2004, 65, 579-586.
Latvala A., Onir M.A., Gozler T., Linden A., Kivcak B., Hesse M. Alkaloids of
Galanthus elwesii. Phytochemistry 1995, 39, 1229-1240.

Szlavik L., Gyuris A., Mindrovits J., Forgo P., Molndr J., Hohmann J. Alkaloids
from Leucojum vernum and antiretrovial activity of Amaryllidaceae alkaloids.
Planta Med. 2004, 70, 871-873.

Boit H.G., Stender W., Beitner A. XVII. Mitteil. Gber Amaryllidaceen-Alkaloide.
Die Alkaloide Einiger Gartensorten von Narcissus Jonquilla, N. triandrus und N.
cyclamineus. Chem. Ber. 1957, 90, 725-728.

Bastida J., Viladomat F., Llabrés J.M., Codina C., Feliz M., Rubiralta M. Alkaloids
from Narcissus confusus. Phytochemistry 1987, 26, 1519-1524.

Cahlikova L., BeneSova N., Macdkova K., Kucera R., Hrstka V., Klimes J., Jahodar
L., Opletal L. Alkaloids from Some Amaryllidaceae species and their
cholinesterase activity. Nat. Prod. Commun. 2012, 7, 571-574.

Cahlikova L., Zavadil S., Macdkova K., Valterova |., Kulhdankova A., Hostalkova A.,
Kunes J., Opletal L. Isolation and cholinesterase activity of Amaryllidaceae
alkaloids from Nerine bowdenii. Nat. Prod. Commun. 2011, 6, 1827-1830.
Abdallah O. M. Narcisine, an alkaloid from Narcissus tazetta. Phytochemistry
1993, 34, 1447-1448.

Tani S., Kobayashi N., Fujiwara H., Shingu T., Kato A. Isolation of O-
methylmaritidine from bulbs of Narcissus tazetta L. Chem. Pharm. Bull. 1981,

29, 3381-3384.

63



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Kulhankova A., Cahlikova L., Novak Z., Macakova K., Kunes J., Opletal L. Alkaloids
from Zephyranthes robusta Baker and their acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase-inhibitory activity. Chem. Biodiv. 2013, 10, 1120-1127.

Ma G-E., Li H-Y., Lu Ch-E., Yang X-M. Hong S-H. 6a/6b-Hydroxy-3-O-
methylepimaritidine, Two new alkaloids from Narcissus tazetta L. var. chinensis
Roem. Heterocycles 1986, 24, 2089-2092.

Boit H.G., Dopke W. Alkaloide von Narcissus tazetta und N. poeticus (XIII.
Mitteil.: Uber Amaryllidaceen-Alkaloide). Chem. Ber. 1956, 89, 2462-2465.

Boit H-G. Stender A.W. Uber die Alkaloide von Narcissus poeticus (. Mitteil.
Uber Amaryllidaceen-Alkaloide). Chem. Ber. 1954, 87, 624-627.

Koorbanally N., Mulholland D.A., Crouch N.R. Alkaloids and triterpenoids from
Ammocharis coranica. Phytochemistry 2000, 54, 93-97.

Yang H., Yoon K.D., Chin Y-W., Kim Y.C.,, Kim J. The isolation of
acetylcholinesterase inhibitory constituents from Lycoris radiata using online
HPLC-biochemical detection system. Nat. Prod. Sci. 2010, 16, 228-232.

Feng T., Wang Y.Y., Su J.,, Li Y., Cai X-H., Luo X-D. Amaryllidaceae alkaloids from
Lycoris radiata. Helv. Chim. Acta. 2011, 94, 178-183.

Crouch N.R., Chetty J., Mulholland D.A., Ndlovu E. Bulb alkaloids reputedly
psychoactive Brunsvigia radulosa (Amaryllidaceae). S. Afr. J. Bot. 2002, 68, 86-
89.

Kitajima M., Kinoshita E., Kogure N., Takayama H. Two new alkaloids from bulbs
of Lycoris squamigera. Heterocycles 2009, 77, 1389-1396.

Nair J.J., Cambell W.E., Brun R., Viladomat F., Codina C., Bastida J. Alkaloids
from Nerine filifolia. Phytochemistry 2005, 66, 373-382.

Cahlikova L., Macdkova K., Zavadil S., Jiro$ P., Opletal L., Urbanova K., Jahodar L.
Analysis of Amaryllidaceae alkaloids from Chlidanthus fragrans by GC/MS and
their cholinesterase activity. Nat. Prod. Commun. 2011, 6, 603-606.

Cahlikova L., Hrabinovd M., Kulhankova A., BeneSova N., Chlebek J., Jun D.,
Novak Z., Macdkova K., Kunes J., Opletal L. Alkaloids from Chlidanthus fragrans
and their acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and prolyloligopeptidase

activities. Nat. Prod. Commun. 2013, 8, 1541-1544.

64



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Pigni N. B., Rios-Ruiz S., Martinez-Francés V., Nair J. J., Viladomat F., Codina C,,
Bastida J. Alkaloids from Narcissus serotinus. J. Nat. Prod. 2012, 75, 1643-1647.
Kreh, M., Matusch R. O-Methyloduline and N-demethylmasonine, alkaloids
from Narcissus pseudonarcissus. Phytochemistry 1995, 38, 1533-1535.

Giordani R.B., de Andrade J.P., Verli H., Dutilh J.H., Henriques A.T., Berkov S.,
Bastida J., Zuanazzi J.A.S. Alkaloids from Hippeastrum morelianum Lem.
(Amaryllidaceae). Magn. Reson. Chem. 2011, 49, 668-672.

Machocho A.K., Bastida J., Codina C., Viladomat F., Brun R., Chhabra S.C.
Augustamine type alkaloids from Crinum kirkii. Phytochemistry 2004, 65, 3143-
3149.

Ghosal S., Singh S., Kumar Y., Srivastava R.S. Chemical constituents of
Amaryllidaceae. Part. 29. Isocarbostyryl alkaloids from Haemanthus kalbreyeri.
Phytochemistry 1989, 28, 611-613.

Pettit G.R., Gaddamidi V., Herald D.L.,, Singh S.B., Cragg G.M., chmidt J.M.,
Boettner F.E., Williams M., Sagawa Y. Antineoplastic agents, 120. Pancratium
littorale. J. Nat. Prod. 1986, 49, 995-1002.

Noyan S., Rentsch G.H., Onur M.A,, Gozler T., Gozler B., Hesse M. The gracilines:
a novel subgroup of the Amaryllidaceae alkaloids. Heterocycles 1998, 48, 1777-
1791.

Bukova V. Alkaloidy rostlin celedi Amaryllidaceae a jejich biologicka aktivita
(1960-2010). Hradec Kralové, 2011. Diplomova prace. Univerzita Karlova v
Praze, farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, katedra farmaceutické botaniky a
ekologie.

Unver N., Kaya G.l., Verpoorte R., Gozler B. Galanthindole: a new indole alkaloid
from Galanthus plicatus ssp. byzantinus. Planta Med. 2003, 69, 869-871.
Labrafia A., King’ori M.K., Brun R., Cordina C., Viladomat F., Bastida J. Alkaloids
from Narcissus angustifolius subsp. transcarpathicus (Amaryllidaceae).
Phytochemistry 2002, 60, 847-852.

Viladomat F., Bastida J., Codina C., Campbell W.E., Mathee S. Alkaloids from
Boophane flava. Phytochemistry 1995, 40, 307-311.

65



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Unver N., Gozler T., Walch N., Gozler B., Hesse M. Two novel dinitrogenous
alkaloids from Galanthus plicatus ssp. byzantinus (Amaryllidaceae).
Phytochemistry 1999, 50, 1255-1261.

Velten R., Erdelen Ch., Gehling M., Gohrt A., Gondol D., Lenz J., Lockhoff O.,
Wachendorff U., Wendisch D. Cripowellin A and B, a novel type of
Amaryllidaceae alkaloid from Crinum powelii. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 1737-
1740.

Pigni N.B., Rios-Ruiz S., Luque F.J., Viladomat F., Codina C. Wild daffonils of
section Ganymedes from the Iberian Peninsula as a source of mesembrane
alkaloids. Phytochemistry 2013, 95, 384-393.

Bastida J., Viladomat F., Llabrés J.m., Ramiréz G., Codina C. Narcissus alkaloids
VIIl. Mesembrenone: an unexpected alkaloid from Narcissus pallidus. J. Nat.
Prod. 1989, 52, 478-480.

Berkov S., Martinéz-Francés V., Bastida J., Codina C., Rios S. Evolution of alkaloid
biosynthesis in genus Narcissus. Phytochemistry 2014, 99, 95-106.

Vanék V. a kol., Tulipdny, narcisy, hyacinty. SZN, Praha, 1974, 197 s.

Havlasova J., Safratovd M., Siatka T., Stépankovd S., Novak Z., Locarek
M., Opletal L., Hrabinovd M., Jun D., BeneSova N., Kunes J., Cahlikova L.
Chemical composition of bioactive alkaloid extracts from some Narcissus
species and varieties and their biological activity. Nat. Prod. Commun. 2014, 9,
1151-1155.

Cahlikova L., Benesova N., Macakova K., Urbanova K., Opletal L. GC/MS analysis
of three Amaryllidaceae species and their cholinesterase activity. Nat. Prod.
Commun. 2011, 6, 1255-1258.

Cahlikova L., Macdkova K., Zavadil S., Jiro$ P., Opletal L., Urbanova K., Jahodar L.
Analysis of Amaryllidaceae alkaloids from Chlidanthus fragrans by GC/MS and

their cholinesterase activity. Nat. Prod. Commun. 2011, 6, 603-606.

66



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Sternbergia lutea [online]. 2015 [cit. 2015-05-03]. Dostupné
z:http://Ih6.ggpht.com/

luirig/R5x065TeVSI/AAAAAAAALFO/3dCGY5WVv920/s800/sternbergia lutea 24.j

pg
Australian gardener: Chlidanthus fragrans [online]. 2009 [cit. 2015-05-03].

Dostupné z:http://www.ausgardener.com.au/pages.php?pageid=41%20

Irazusta, J., Larrinaga G., Gonzalez-Maeso J., Gil J.,, Meana J.J., Casis L..
Distribution of prolyl endopeptidase activities in rat and human
brain. Neurochem. Int. 2002, 40, 337-345.

Lilium aquae: Zephyranthes robusta [online]. 2009 [cit. 2015-05-03].
Dostupné z:http://www.liliumaquae.com/it/gallery/perenni-per-terreno-
umido/

zephyranthes-robusta/

Safratovda M., Novak Z., Kulhdnkovd A., Kunes J., Hrabinovd M., Jun
D., Macdkova K., Opletal L., Cahlikovd L. Revised NMR data for 9-O-
demethylgalanthine: an alkaloid from Zephyranthes robusta (Amaryllidaceae)
and its biological activity. Nat. Prod. Commun. 2014, 9, 787-788.

Peltonen I., Pekka T. M. Effects of diverse psychopharmacological substances on
the activity of brain prolyloligopeptidase. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 2011,
108, 46-54.

Larrinaga G., Perez |., Blanco L., Lépez J. ., Andrés L., Etxezarraga C., Santaolalla
F., Zabala A., Varona A., Irazusta J. Increased prolyl endopeptidase activity in
human neoplasia. Regul. Pept. 2010, 163, 102-106.

Bastida J., Lavilla R., Viladomat F. Chapter 3 Chemical and Biological Aspects of
Narcissus Alkaloids. Alkaloids Chem. Biol. 2006, 63, 87-179.

Ghosal S., Singh S., Kumar Y., Unnikrishnan S., Chattopadhyay S. The role of
ungeremine in the growth-inhibiting and cytotoxic effects of lycorine: Evidence
and speculation. Planta Med. 1988, 54, 114-116.

Zee-Cheng R. K. Y., Yan S-J., Cheng C. C.. Antileukemic activity of ungeremine
and related compounds. Preparation of analogs of ungeremine by a practical

photochemical reaction. J. Med. Chem. 1978, 21, 199-203.

67


http://lh6.ggpht.com/luirig/R5xo65TeVSI/AAAAAAAALF0/3dCGY5Wv92o/s800/sternbergia_lutea_24.jpg
http://lh6.ggpht.com/luirig/R5xo65TeVSI/AAAAAAAALF0/3dCGY5Wv92o/s800/sternbergia_lutea_24.jpg
http://lh6.ggpht.com/luirig/R5xo65TeVSI/AAAAAAAALF0/3dCGY5Wv92o/s800/sternbergia_lutea_24.jpg
http://www.ausgardener.com.au/pages.php?pageid=41%20
http://www.liliumaquae.com/it/gallery/perenni-per-terreno-umido/zephyranthes-robusta/
http://www.liliumaquae.com/it/gallery/perenni-per-terreno-umido/zephyranthes-robusta/
http://www.liliumaquae.com/it/gallery/perenni-per-terreno-umido/zephyranthes-robusta/

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Dalecka M., Havelek R., Kralovec K., Brickova L., Cahlikova L. Alkaloidy rostlin
Celedi Amaryllidaceae jako potencidlni |éCiva v terapii nddorovych onemocnéni.
Chem. Listy. 2013, 107, 701-708.

Evidente A., Andolfi A., Abou-Donia A. H., Touema S. M., Hammoda H. M.,
Shawky E., Motta A. (-)-Amarbellisine, a lycorine-type alkaloid from Amaryllis
belladonna L. growing in Egypt. Phytochemistry 2004, 65, 2113-2118.

Nkanwen E.R., Gatsing D., Ngamga D., Fodouop S.P., Tane P. Antibacterial
agents from the leaves of Crinum purpurascens herb (Amaryllidaceae). Afr.
Health Sci. 2009, 9, 264-269.

Abou-donia A.H., Toaima S.M., Hammoda H.M., Shawky E., Kinoshita E.,
Takayama H. Phytochemical and biological investigation of Hymenocallis
littoralis SALISB. Chem. Biodivers. 2008, 5, 332-340.

Phan T. S., Tran B. D., Phan M.G., Nguyen T.M., Hoang T.H., Le M.H.
Investigation of antimicrobial and cytotoxic properties of alkaloids from some
species of Crinum in Vietnam. Tap Chi Duoc Hoc. 2003, 4, 18-21.

lannello C., Bastida J., Bonvicini F., Antognoni F., Gentilomi G.A., Poli F. Chemical
composition, and in vitro antibacterial and antifungal activity of an alkaloid
extract from Crinum angustum Steud. Nat. Prod. Res. 2014, 28, 704-710.
Hymenocallis littoralis [online]. 2010  [cit.  2015-05-03]. Dostupné
z: http://alltheplants3.blogspot.cz/2010/11/hymenocallis-littoralis-spider-
lily.html

Plant delight nursery, Inc: Crinum latifolium [online]. 2015 [cit. 2015-05-03].

Dostupné z:http://www.plantdelights.com/Crinum-latifolium-D-Lehmiller/

Cortes N., Posada-Duque R.A., Alvarez R., Alzate F., Berkov S., Cardona-Gémez
G.P., Osorio E. Neuroprotective activity and acetylcholinesterase inhibition of
five Amaryllidaceae species: A comparative study. Life Sci. 2015, 122, 42-50.
Ellman G.L., Courtney K.D., Andres V. Jr., Feather-Stone R.M. A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem.
Pharmacol. 1961, 7, 88-95.

Lyn and malcolms garden: Narcissus bulbocodium var. conspicus [online]. 2011

[cit. 2015-05-03]. Dostupné z:http://www.lynandmalc.co.uk/

genus/Narcissus/slides/Narcissus%20bulbocodium%20Conspicuus.html

68


http://alltheplants3.blogspot.cz/2010/11/hymenocallis-littoralis-spider-lily.html
http://alltheplants3.blogspot.cz/2010/11/hymenocallis-littoralis-spider-lily.html
http://www.plantdelights.com/Crinum-latifolium-D-Lehmiller/
http://www.lynandmalc.co.uk/genus/Narcissus/slides/Narcissus%20bulbocodium%20Conspicuus.html
http://www.lynandmalc.co.uk/genus/Narcissus/slides/Narcissus%20bulbocodium%20Conspicuus.html

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Lépez S., Bastida J., Viladomat F., Codina C. Acetylcholinesterase inhibitory
activity of same Amaryllidaceae alkaloids and Narcissus extracts. Life Sci. 2002;
71,2521-2529.

Torres J.C., Pinto A.C., Garden S.J. Application of a catalytic palladium biaryl
synthesis reaction, via C-H functionalization, to the total synthesis of
Amaryllidaceae alkaloids. Tetrahedron 2004, 60, 9889-9900.

Tradewinds international: Narcissus cv. Fortissimo [online]. 2015 [cit. 2015-05-
03]. Dostupné z:http://tradewindsinternational.ca/product/narcissus-

Fortissimo/
de Andrade J.P., Pigni N.B., Torras-Claveria L., Berkov S., Codina S., Viladomat F.,

Bastida J. Bioactive alkaloid extract from Narcissus broussonetii: Mass spectral
studies. J. Pharm. Biomed. Anal. 2012, 70, 13-25.
Narcissus cv. Delnashaugh [online]. 2007 [cit. 2015-05-03]. Dostupné

z: http://base.bestgarden.ru/plant/Delnashaugh/

Elgorashi E. E., Stafford G. I, Van Staden J. Acetylcholinesterase Enzyme
Inhibitory Effects of Amaryllidaceae Alkaloids. Planta Med. 2004, 70, 260-262.
Cahlikova L., Pérez D.l., Stépankova S., Chlebek J., Safranova M., Hostalkova A.,
Opletal L. In Vitro Inhibitory Effects of 8 -O-Demethylmaritidine and undulatine
on acetylcholinesterase and their predicted penetration across the blood—brain
barrier. J. Nat. Prod. 2015, 78, 1189-1192.

Berkov S., Pavov A, llieva M., Burrus M., Popov S., Stanilova M. CGC-MS of
alkaloids in Leucojum aestivum plants and their in vitro cultures. Phytochem.
Anal. 2005, 19, 98-103.

Llabrés J.M., Viladomat F., Bastida J., Codina C., Rubiralta M. Phenanthridine
alkaloids from Narcissus assoanus. Phytochemistry 1986, 25, 2637-2638.
Houghton P., Ren Y., Howes M. J. Acetylcholinesterase inhibitors from plants
and fungi. Nat. Prod. Rep. 2006, 23, 181-189.

Berkov S., Reyes-Chilpa R., Codina C., Viladomat F., Bastida J. Revised NMR data
for Incartine: an Alkaloid from Galanthus elwesii. Molecules 2007, 12, 1430-
1435.

Daffodil bulbs: Narcissus cv. Sealling [online]. 2015 [cit. 2015-05-03]. Dostupné
z: http://www.daffodil-bulbs.co.uk/shop/4584954382/Sealing-wax/8348299

69


http://tradewindsinternational.ca/product/narcissus-fortissimo/
http://tradewindsinternational.ca/product/narcissus-fortissimo/
http://base.bestgarden.ru/plant/Delnashaugh/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200845252
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200845252
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200845252
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200845252
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200845252
http://www.daffodil-bulbs.co.uk/shop/4584954382/sealing-wax/8348299

91.

92.

93.

94.

Kulhankovd A., Cahlikovd L., Novak Z., Macdkovd K., Kune$ J., Opletal L..
Alkaloids from Zephyranthes robusta Baker and Their Acetylcholinesterase- and
Butyrylcholinesterase-Inhibitory Activity. Chem. Biodivers. 2013, 10, 1120-1127.
Safro Milan Havlis: Narcissus cv. Ice Follies [online]. 2015 [cit. 2015-05-03].

Dostupné z: http://www.havlis.cz/karta.php?kytkaid=253

Kreh M., Matusch R., Witte L. Capillary gas chromatography-mass spectrometry
of Amaryllidaceae alkaloids. Phytochemistry 1995, 38, 773-776.
Kylemore Abbey: Narcissus canaliculatus [online]. 2013 [cit. 2015-05-03].

Dostupné z:http://www.kylemoreabbeytourism.ie/garden-diary-for-april-2013/

70


http://www.havlis.cz/karta.php?kytkaid=253
http://www.kylemoreabbeytourism.ie/garden-diary-for-april-2013/

8 SEZNAM ZKRATEK

71



AA

AD
AChE
BuChE
cv.
DTNB
GC
HuAChE
HuBuChE
IC

MS
NIST
POP

R

RT

TIC
TNF-a
TRH
USA

Amaryllidaceae alkaloidy
Alzheimerova choroba
Acetylcholinesteraza
Butyrylcholinesteraza

Kultivar

Kyselina 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova
Plynova chromatografie

Humadnni acetylcholinesteraza
Humanni butyrylcholinesteraza
Inhibi¢ni koncentrace

Hmotnostni spektrometrie

Knihovna hmotnostnich referencnich spekter
Prolyloligopeptidaza

Retencni index

Retencni ¢as

Celkovy iontovy proud

Tumor nekrotizujici faktor alfa
Thyreotropni hormon

Spojené staty americké

72



ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Mgr. Vaclav Hrstka

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

Nazev rigordzni prace: Alkaloidy rodu Narcissus (Amalyllidaceae) a jejich biologicka
aktivita.

Naplini této rigorézni prace byla ptiprava alkaloidnich extraktl 6 vybranych druh
rostlin z rodu Narcissus. Sumarni extrakty byly podrobeny GC/MS analyze pro identifikaci
jednotlivych alkaloidd a zméreny na inhibicni aktivitu vUcéi lidské acetylcholin- a
butyrylcholinesteraze. Ze ziskanych vysledkl byly nasledné vytipovany nejvhodnéjsi druhy k
podrobnéjsim fytochemickym studiim.

Z testovanych rostlin vykazal nejvyssi aktivitu vic¢i HUAChE extrakt z cibuli Narcissus
canaliculatus, a to 1Cso = 6,39 = 068 pug/ml. Nejlepsi inhibi¢ni G¢inek na obé esterdazy mél
extrakt z rostliny Narcissus cv. Ice Follies, pro néhoz byly ziskany nasledujici hodnoty inhibice
(IC50=7,28 £ 0,66 pg/ml pro HUAChE a ICso=14,95%2,01 ug/ml pro HuBuChE), coi je
zaroven nejlepsi vysledek inihibice HuBuUChE z testovanych rostlin. Vyznamnou aktivitou
proti HUBUChE se projevil také extrakt z kultivaru Narcissus bulbocodium var. conspicus, u

néhoz bylo naméreno ICsg = 22,37 £ 3,14 ug/ml.

Klicova slova: Amaryllidaceae, alkaloidy, Narcissus sp., bulbocodium conspisus,
Sealing, Fortissimo, Ice  Follies, Delnashaugh, GC/MS, acetylcholinesteraza,

butyrylcholinesteraza.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Mgr. Vaclav Hrstka

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

Title of Thesis:  The alkaloids of the genus Narcissus (Amaryllidaceae) and its biological

activity

The content of this thesis was to prepare alkaloidal extracts from 6 selected species
of genus Narcissus. Summary extracts were evaluated by GC/MS analysis for identification of
each alkaloid and measuring of their inhibitory activity to human cholinesterases (HUAChE
and HuBuChE) was included. The results obtained were subsequently identifying the most
suitable species for more detailed analysis

From tested plants the most active extract was from species Narcissus canaliculatus,
ICso = 7,28 £ 0,66 pg/ml respectively. The best inhibitory effect on both the esterase had
extract from the plant Narcissus cv. Ice Follies, which reached values of
ICso = 7.28 £ 0.66 pg/ml for HUAChE and ICsq = 14,95 * 2,01 pg/ml for HuBUChE, which is the
best result of the downturn HuBuChE from tested plants. Significant activity against
HuBuChE was also reflected in the extract from the cultivar Narcissus bulbocodium var.

conspicus, which has been measured by ICso = 22,37 + 3,14 pg/ml.

Keywords: Amaryllidaceae, alkaloids, Narcissus sp., bulbocodium conspisus, Sealing,

Fortissimo, Ice Follies, Delnashaugh, GC/MS, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.



