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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A2780 bunécna linie karcinomu vajecniku

A549 bunécna linie adenokarcinomu plic

AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AKRIC3 aldoketoreduktasa 1C3

AMK aminokyselina

ApoE apolipoprotein E

APP amyloidni prekurzorovy protein

AP -amyloid

AICD cytosolova intracelularni APP doména

AMPA (S)-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-izoxazolepropionové receptory
BACE1 B-sekretasa

BuChE butyrylcholinesterasa

Caco-2 bunécna linie kolorektalniho karcinomu

CNS centrdlni nervova soustava

CTF C-terminalni fragment APP

CcVv. péstovana odrida

EI elektronova ionizace

ESI ionizace elektrosprejem

FAD familidlni forma Alzheimerovy choroby

FHS 74Int bunééna linie zdravych epitelidlnich bunck tenkého stfeva
GC plynova chromatografie

gCOSY gradient corelation spectroscopy (NMR metoda)
GSK-3p glykogen synthasa kinasa 3f3

HEB hematoencefalick4 bariéra

hAChE humanni acetylcholinesterasa

hBuChE huméanni butyrylcholinesterasa

Hela bunécna linie adenokarcinomu délozniho ¢ipku
HPLC vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie
HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
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HuH-7
ChAT
IL
Jurkat
LRP
MCEF-7
MMPs
MOLT-4
MRC-5
MS
MTCH
NFTs
NHDF
NMDAR
NMR
NOESY
NPE
PANC-1
POP
PSEN
RAGE
RNS
ROS
SAOS-2
sAPP

SI

TLC
TNF-a
VLC

bunécna linie kolorektalniho karcinomu
bunécna linie hepatomu
cholinacetyltransferasa

interleukin

bunécna linie akutni leukémie T lymfocyta
low-density lipoprotein receptory

bunécna linie adenokarcinomu prsu

matrixové metaloproteasy

bunécna linie akutni lymfoblastické leukémie
bunécna linie zdravych plicnich fibroblasti
hmotnostni spektrometrie

mitochondrie

neurofibrilarni klubka

bunécna linie zdravych dermalnich fibroblasti
N-methyl-D-aspartatové receptory

nuklearni magnetickd rezonance

nuclear overhauser effect spectroscopy (NMR metoda)
Narcissus cv. Professor Einstein

bunécna linie epitelidlniho karcinomu slinivky
prolyloligopeptidasa

presenilin

receptory pro glykované produkty

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

bunééna linie osteosarkomu

solubilni APP fragment

index selektivity

tenkovrstva chromatografie

tumor nekrotizujici faktor o

vakuova kapalinova chromatografie
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1 UVOD

Rostliny a jejich obsahové latky obklopuji ¢lovéka od nepaméti a jsou jim vyuzivany, nejen
jako ukryt, zdroj potravy a materidlu k vyrobé odévli a nastrojt, ale i pro své 1é¢ivé nebo
popftipadé¢ toxické piisobeni. Lidé vyuzivali rostlin nejprve zcela empiricky, posléze je zacali
pouzivat cilené k léceni konkrétnich onemocnéni nebo zmirnéni jejich projevi. Napiiklad
Hippokrates z K6su pouzival ptipravky na bazi olejového extraktu z rostlin rodu Narcissus L.
k 1é¢bé nadorti délohy' jiz v 5. stoleti pred nasim letopoétem. Jiz z doby kolem roku 1550 pf.
n. 1., z doby starovékého Egypta, pochazi Eberstiv papyrus se zaznamy o vice nez 800 1éCivych
rostlin a jejich pouziti. Mizeme v ném najit informace o pouziti cesneku, jalovce, skocce, aloe,
konopi a mnoha dalSich rostlin, z nichZ se fada dodnes vyuziva v 1é€bé nebo izolaci G¢innych
latek?.

Vétsina biologicky uc¢innych latek ptirodniho piivodu patii mezi sekundarni metabolity,
které tvoii velmi Sirokou Skalu riznorodych struktur a stejné pestré je i spektrum Gc¢inkd, které
tyto latky mohou mit na lidsky organismus. Jednou z velmi vyznamnych skupin sekundérnich
metabolitl jsou alkaloidy — organické latky, které ve své molekule obsahuji alespoii jeden atom
dusiku a odvozuji se predevsim od riznych aminokyselin. Mezi vyznamné celedi obsahujici
alkaloidy patii napft. ¢elei Papaveraceae, Solanaceae, Berberidaceae, Rubiaceae a v neposledni
fadé i ¢eled’ Amaryllidaceae, kterd obsahuje charakteristickou skupinu sekundarnich metabolitii
zvanych Amaryllidaceae alkaloidy, jimiz se zabyva tato diserta¢ni préce.

Termin farmakognozie byl definovan pied vice nez 200 lety, avSak dodnes tento obor jako
soucast oboru farmacie neztratil nic ze své duleZitosti, 1 kdyZ by se tak vzhledem k rychlému
rozvoji syntetickych 1é¢iv mohlo zdat. Jak uvadi Newman a Cragg v praci z roku 2016%, 51 %
vSech [éCiv registrovanych mezi 1éty 1981 a 2014 a 65 % vSech 1é€iv charakteru malé molekuly
je vurcitém vztahu s latkou ptfirodniho piivodu. Jedna se o latky izolované z rostlinného
materidlu (galanthamin, paklitaxel) nebo syntetizované podle pfirodni pfedlohy (vinkamin).
Dal8i mozZnosti jsou polosyntetické derivaty ptirodnich latek ptfipravené za ucelem lepsi
dostupnosti, vyssi u€¢innosti nebo mensich nezadoucich U¢inkl (docetaxel, vinpocetin). I fada
latek zcela syntetického pivodu je inspirovana pifirodni strukturou nebo farmakoforem
(pethidin, metadon). Dulézitym faktem je, Ze prozatim bylo podrobné studovano pouze 5 %
z celkového poétu piiblizné 250 000 znamych rostlinnych taxont*. Vzhledem k vyse uvedenym
Cislim ataké neustdle se zvedajicimu z4jmu vSeobecné veifejnosti o fytofarmaka, role
farmakognozie v kontextu farmacie rozhodné neklesa>®.

V rozvinutych zemich svéta jsou civilizacni (chronickd) onemocnéni stale vétsi hrozbou.

Zatimco se rozvojové zemé potykaji s malarii, ebolou a jinymi infekénimi nemocemi, ve
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vyvinutéjSich zemich 1idé trpi pifevazné chronickymi nepfenosnymi onemocnénimi, jako jsou
onemocnéni kardiovaskularniho systému, hypercholesterolemie, diabetes mellitus, mrtvice,
chronicka onemocnéni dychaciho traktu, chronické selhani ledvin, ale i nddorova onemocnéni.
V posledni dobé roste vyznam neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova
a Alzheimerova choroba), u nichZ je nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem vék. Podle dat
WHO z roku 2018 zemfe na nékteré z téchto onemocnéni 41 milionti lidi ro¢né, coz je piiblizné

71 % vsech umrti na svét&’®. Toto alarmujici ¢islo pouze podtrhuje dileZitost vyzkumu

a vyvoje novych u¢innych a bezpecnych 1é¢iv, mimo jin¢ odvozenych od piirodnich latek.
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2 CIL PRACE

Cilem této prace byla izolace alkaloidl z Cerstvych cibuli taxonu Narcissus cv. Professor

Einstein z ¢eledi Amaryllidaceae za ucelem jejich strukturni identifikace a testovani jejich

biologickych aktivit.

Diléi cile:

zpracovani literarni reSerSe tykajici se vyskytu alkaloidi v rodu Narcissus L. a jejich
biologické aktivity,

izolace co nejvétsiho poctu alkaloidii z extraktu pfipraveného z Cerstvych cibuli
Narcissus cv. Professor Einstein,

urceni struktury izolovanych latek na zaklad¢ jejich fyzikdlné-chemickych vlastnosti
(NMR, MS, X-ray, optickd otacivost),

testovani biologickych aktivit jednotlivych izolovanych alkaloidl (inhibice lidskych
cholinesteras, prolyloligopeptidasy, glykogen synthasy kinasy-3f a aldo-keto
reduktasy; stanoveni cytotoxické aktivity a dalSich biologickych aktivit),

vybér latek perspektivnich pro dalsi a podrobnéjsi biologické studie, ptipadné pro
ptipravu polosyntetickych derivati za uc¢elem rozsiteni portfolia testovanych latek.

analyza a vyhodnoceni ziskanych vysledk, sepsani a obhdjeni disertacni prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Celed Amaryllidaceae

3.1.1 Taxonomicka klasifikace’

RiSe: rostliny (Plantae)

PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: chiestotvaré (Asparagales)

Celed: amarylkovité (Amaryllidaceae)

Celed Amaryllidaceae je prezentovana viceletymi jednoddloznymi bylinami, které jsou
rozdeleny do 3 podceledi (Agapanthoideae, Allioideae, Amaryllidoideae), 85 rodl a pfiblizné
1100 druhti rostlin'® a nespocet jejich vyslechténych kultivari. Do této Seledi patii zejména
cibuloviny (napt. rody Narcissus L., Galanhus L., Leucojum L., Zephyrantes Herb., Amaryllis
L.a mnoho dalsich), ale mizeme v ni nalézt i rostliny s oddenky (napt. Clivia). Vétsina rostlin
této Celedi roste v tropech, subtropech a teplych oblastech jizni Evropy. V Ceské republice
muizZeme nalézt pouze zastupce tii rodt — Narcissus L., Galanthus L. a Leucojum L. V sou€asné
dobé je znamo okolo 27 000 alkaloidii a celed Amaryllidaceae s témét 600 strukturné
alkaloidnich ¢eledi'!. AmA jsou skupinou alkaloidi charakteristickou pouze pro &eled
Amaryllidaceae a vykazuji Sirokou riiznorodou $kélu biologickych G¢€inki. Mohou inhibovat
chlinesterasy, popf. mit cytotoxicky, antimykoticky, antiviroticky, antibakteridlni,
antiprotozoalni nebo analgeticky ucinek, kviili nimz byly a jsou rostliny této celedi pouzivany
v tradiéni medicing!?1®. Ptikladem miize byt jiz diive uvedené vyuziti olejového extraktu
z Narcissus poeticus L. k 16cb€ nadorii délohy Hippokratem z Kosu jiz ve ¢tvrtém stoleti pf. n.

1L
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3.1.2 AmA a jejich biosyntéza

AmA vznikaji tzv. norbelladinovou cestou!” (obr. 1) a jejich biosyntéza vychazi ze dvou AMK
L-fenylalaninu a L-tyrosinu. V prvnim stupni vznika z téchto AMK 3,4-dihydroxybenzaldehyd
a tyramin. Spojenim meziprodukt vznika norbelladin a nasledné¢ O-methylnorbelladin, coz je
klicovy meziprodukt této biosyntetické drahy. Podle zpiisobu oxidacni cyklizace této latky
vznikd osm zékladnich strukturnich typtit AmA — norbelladinovy (belladin), galanthaminovy
(galanthamin, narwedin), lykorinovy (lykorin, galanthin), homolykorinovy (homolykorin,
hippeastrin), haemanthaminovy (haemanthamin, epimaritidin), krininovy (krinin,
bulbispermin), tazettinovy (tazettin, 3-epimakronin) a pankratistatinovy (pankratistatin,
narciklasin)'®. Devatym zékladnim strukturnim typem je typ montaninovy (obr. 2, montanin,
pankracin), ale biosynteticka cesta vedouci ke vzniku tohoto typu alkaloidi neni zatim zcela
objasnéna. Déle je popséano dal$ich 13 strukturnich typit AmA, kter¢ ale byvaji asto zastoupeny
pouze jednim alkaloidem. Mimo to byly v rodu Narcissus L. popsany slou¢eniny vznikajici
spojenim dvou ruznych strukturnich typt. Pfikladem téchto latek mutze byt pallidiflorin
kombinujici galanthaminovy a galantindolovy strukturni typ nebo dal$i heterodimerni
slou¢eniny narcipavlin, narcikachnin'® a narcimatulin®®. Zvlastni skupinou je mesembranovy
typ (mesembrin, joubertiamin), ktery byl doposud identifikovan pouze ve dvou druzich rodu
Narcissus L.'°. Smési alkaloid@i v jednotlivych druzich &eledi Amaryllidaceae se mohou
vyznamné liit. Nékteré druhy obsahuji velmi heterogenni smés napti¢ v§emi strukturnimi typy
alkaloid, na druhou stranu v nékterych druzich najdeme alkaloidy jednoho ¢i dvou

strukturnich typa'®.

3.1.3 Rod Narcissus L.

Rod Narcissus L. jako tada jinych rodt (Crinum L., Galanthus L., Haemanthus L., Lycoris
Herb., Eucharis Planch. & Lind. a dal§i) patii do pod&eledi Amaryllidoideae (amarylkové)’.
Zastupce tohoto rodu je mozno nalézt napti¢ Evropou, Asii a Severni Amerikou. Je zndmo
okolo 50 volnég rostoucich druhii, z nichZ bylo vyslechténo na tisice registrovanych odriid®>.
Podle velikosti pakorunky, mnozstvi a plnosti kvétt rozlisujeme 12 zakladnich skupin narcist,
které se podle barvy pakorunky a okvéti dale déli do podskupin®*. Narcissus cv. Professor
Einstein, jehoZ fytochemicka studie je pfedmétem této disertani prace, patii do skupiny
dlouhokorunnych narcist s bilym okvétim a barevnou pakorunkou, u nichZ pakorunka

piesahuje jednu tfetinu délky okvétnich listkdi, ale okvéti nepfesahuje’~2® (obr. 3).
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Narcissus cv. Professor Einstein byl vySlechtén zejména z okrasnych divodii, ale mnoho takto

vyslechténych kultivart je zajimavym zdrojem celé fady AmA rGznych strukturnich typt.
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Obr. 1 Norbelladinova biosyntetick4 cesta AmA?!-22,

Obr. 2 Montanin.
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Obr. 3 Narcissus cv. Professor Einstein
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3.1.3.1 Alkaloidy izolované z rodu Narcissus L.
V roce 1999 bylo znamo 82 alkaloidii izolovanych z rodu Narcissus L. a v dne$ni dob¢ jich
diky stale se zlepsujici citlivosti analytickych metod zname o mnoho vice. VétSina z onéch 82
popsanych alkaloidli patiila do zakladnich deviti strukturnich typd, ale nyni jsou znamy
i dimerni slouc¢eniny?®%, které byly zminény vyse (struktura pallidiflorinu uvedena v tab. 1).

V tab. 1 jsou alkaloidy zastoupené v rodu Narcissus L. rozdéleny podle strukturnich typt.

Tab. 1 Vybrani zastupci Amaryllidaceae alkaloidl jednotlivych strukturnich typt izolovanych

z rodu Narcissus L.,

Strukturni typ* Hlavni zastupci Druhy rodu Narcissus

Norbelladinovy O-Methylnorbelladin N. pseudonarcissus L.

Galanthamin N. poeticus L.
Narwedin N. cyclamineus DC.
Lykoramin N. cyclamineus DC.

cv. February Gold
Norlykoramin Narcissus L. cv. Ice Follies
Epinorgalanthamin N. leonensis Pugsley
Lykorin N. leonensis Pugsley
Galanthin N. pseudonarcissus L.

cv. Grand Maitre

Karanin Narcissus L. cv. Ice Follies
Pluviin Narcissus L. cv. Twink
Norpluviin Narcissus L. cv. Texas
Narcissidin N. tazetta L.
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Tab. 1 pokrac.Vybrani zastupci Amaryllidaceae alkaloidii jednotlivych strukturnich typt

izolovanych z rodu Narcissus™.

30

Homolykorinovy Homolykorin N. eugeniae Fdez. Casas
9-O-Demethylhomolykorin | N. bicolor L.
Masonin N. tazetta L.
Hippeastrin N. pseudonarcissus L.
cv. Carlton
Odulin N. pseudonarcissus L.
cv. Carlton
Haemanthaminovy Haemanthamin N. pseudonarcissus L.
OCHj; Haemanthidin N. tazetta L.
o OH Maritidin N. tazetta L. var. chinensis
< Roem

8-0O-Demethylmaritidin

N. primigenius (Lainz) Fdez.

Casas and Lainz

Vittatin N. cantabricus DC.
Krininovy Krinin Narcissus L3!
Tazettinovy Tazettin N. bujei (Fdez. Casas) Fdez.
OCH;4 Casas, N. cantabricus DC.
Pretazettin N. bicolor L., N. tazetta L.

3-Epimakronin

N. bicolor L.

Narciklasin

Ismin

N. pseudonarcissus L. cv.
Golden Harvest
N. bicolor L.
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Tab. 1 pokra¢. Vybrani zastupci Amaryllidaceae alkaloidii jednotlivych strukturnich typt

izolovanych z rodu Narcissus™.

Montaninovy Pankracin N. poeticus L.

Mesembranovy Mesembrenon N. pallidus Graells
OCH,
OCH;
> TH NE:H3
Pallidiflorinovy pallidiflorin N. pallidiflorus Pugsley
OCHs

*vzorec ve sloupci Strukturni typ piedstavuje vzdy prvniho jmenovaného zastupce daného
typu.

3.2 Civiliza¢ni onemocnéni

Mezi civiliza¢ni onemocnéni fadime chronickd nepfenosnd onemocnéni — tedy onemocnéni,
ktera nelze ptimo pifenést z jednoho ¢lovéka na druhého (nepocitadme-li genetické mutace).
Mezi tato onemocnéni patii mimo jiné onemocnéni kardiovaskularniho systému,
hypercholesterolemie, diabetes mellitus, cévni mozkovéa piihoda, chronickd onemocnéni
dychaciho traktu, chronické selhdni ledvin, ale i nddorova onemocnéni a Parkinsonova nebo
Alzheimerova choroba. Podle dat WHO z roku 2018 zemie na tato onemocnéni 41 miliont lidi

ro¢ng, coz je piiblizné 71 % vsech umrti na svéte”S,
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3.2.1 Alzheimerova choroba

AD je multifaktorialni, progresivni, ireverzibilni, neurodegenerativni onemocnéni napadajici
zejména oblasti mozku spojené s kognitivnimi funkcemi. V roce 2018 bylo na svété priblizné
50 milionta pacientt s diagn6zou AD a ma se za to, Ze do roku 2050 bude téchto pacientl vice
ne tiikrat tolik — cca 152 miliont®2. Jednd se o nejéastéji se vyskytujici typ demence, ktera se
zhorSuje s vékem a primérnd doba trvani od vyskytu prvnich ptiznakd do umrti pacienta je
priblizné 8,5 roku™®. Cisla se 1isi v zavislosti na autorovi, ale piedpoklada se, ze AD tvoii 60 —
80 % vsech piipadii demence®***. Prevalence onemocnéni je vyssi u Zen, které tvoii piiblizné
dvé¢ tfetiny pacientll s AD, a neni to dano pouze skute¢nosti, Ze se Zeny prumérné dozivaji
vyssitho véku. U zen je také rychlejsi prechod od mirného kognitivniho deficitu
k diagnostikované AD a také progrese k pozd&j$im stadiim onemocnéni**. Hlavnimi projevy
AD je zapominani, poruchy orientace, vnimani aktualni situace, pozdéji agitace nebo naopak
apatie, halucinace, agresivita a v pozdnich stadiich i inkontinence. Dokud si pacient uvédomuje
svou situaci, je onemocnéni AD ¢asto doprovazeno i depresi’>.

Jak jiz bylo zminéno, je AD multifaktoridlni onemocnéni ovlivnéné celou fadou Ciniteld,
jako je zivotni styl, environmentalni prostiedi a v neposledni fad€ i genetické predispozice
(dédi¢na brzka forma AD tvoii pfiblizné 5 % vsech piipadi)*¢. Existuje fada teorii vzniku AD,
z nichz nekteré stiidave ziskavaji prevahu, ale zaddna z nich samostatné¢ nevysvétluje vSechny

popsané patofyziologické a patobiochemické projevy onemocnéni.

3.2.1.1 Teorie amyloidni kaskady
Tato teorie stavi na prvni misto v pfi¢inadch vzniku AD zvySenou agregaci a snizenou clearance
extraceluldrniho AP v nékterych ¢astech mozku (mozkovéa kiira, amygdala, hipokampus)?’,
v nichz nasledné dochdzi k vyznamné vy$§imu numerickému ubytku neuronil, neZ doprovazi
pouhé starnuti. Amyloid vznika §t€épenim APP a délka peptidu se 1i$i podle zpusobu Stépeni.
AP vznika ve dvou isoformach APi.40 @ APi-42, z nichZ druh4 jmenovand ma vyrazné sniZzenou
rozpustnost a tvoii tzv. alzheimerovské nebo téz senilni plaky®®. APP je transmembrinovy
glykoprotein s velkou extraceluldrni N-terminalni doménou a kratkym intraceluldrnim C-

koncem. Ektodoména APP obsahuje fadu subdomén a miize fungovat jako receptor®®+°

— napf.
pro vazbu heparinu, mit neuroprotektivni ucCinek, figurovat v signalizani apoptotické
kaskad&*! a dalSich procesech. Prozatim je popsano Sest cest’®, jimiz miize byt APP

metabolizovan. Nejvyznamnéjsi z nich jsou dvé: Stépeni a-sekretasou nebo B-sekretasou v obou
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piipadech nasledované Stépenim y-sekretasou. Podle vzniklych produktti délime zpracovani
APP na neamyloidogenni (prospésné) a amyloidogenni (Skodlivé, obr. 4).

Ektodoména je nejprve a-sekretasou Stépena na solubilni APP-o fragment (sAPPa)
a C-terminalni fragment (CTFa), ktery je stile ukotven v bunééné membrané a &ita 83 AMK*.
Stépné misto pro o-sekretasu leZi v AR doméng, tudiz tato cesta nevede ke vzniku AB. Uvolnény
sAPPa fragment je transportovan do extracelularniho prostoru, zatimco CTFa podléhd dalSimu
$tépeni y-sekretasou, pti némz vznikaji dva produkty®. Jednim z nich je maly extracelularni
peptid P3 a druhym cytosolova intracelularni APP doména (AICD). Ma se za to, Ze sAPPa
i AICD maji dal3i role, ale tyto je3té nebyly uspokojivé popsany**.

Non-amyloidogenic

Learning and memory Neuronal develg
Synaptic transmission Cell adhesion
Axonal transport Neurite outgrowth
Cell proliferation
SAPPq T SAPPB
APP
p3 ]
e u-secretase [-secretage
1y “CROEOIIEARTOTG DR
i SR O D G

v-secretase

cas Neurite outgrowth ces

~

[a]
S
Q0 v
)
vy l p,
A Q Cy
Q0
o ?
4
Cell differentiation ,
g0 2
(=}
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Obr. 4 Schéma §tépeni APP a- a B-sekretasou*’.

Druhd cesta Stépeni APP zacind B-sekretasou (BACE1) za vzniku sAPPP a CTFp,
pficemZ sAPPP je o néco krat$i nez sAPPa, takZe AP doména zlstane celd. Po nasledném
St€peni CTFP y-sekretasou vznikd AP a AICD. y-Sekretasa muze z CTFp odstépit AP o délce
37-43 AMK. Za fyziologickych podminek ptevlada APi40, ale jak jiz bylo zminéno,
rozpustnost APi42 je mnohem niZsi, zatimco toxicita vys$§i*. y-Sekretasa se v organismu
Gicastni celé fady pochodi a jeji inhibice neni moZné bez fady zavaznych vedlejsich u&ink*S,

takZe zlstava pouze moznost inhibovat BACE].
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Tieti alternativni cestou $tépeni APP je n-sekretasa nasledovana cestou 1 nebo 24’. APP
se sklada z 639 az 770 AMK (podle isoformy)*® a n-sekretasa ho §tépi za AMK 504 za vzniku
sAPPn a CTFn. CTFn je déle Stépen a- nebo B-sekretasou na solubilni peptid An-a a CTFa,
respektive na An- a CTFB. CTFa nebo CTF dale podléhaji Stépeni y-sekretasou (viz vyse).
Enzym zodpovédny za 1 §tépeni APP je membranova metaloproteasa (MT5-MMP)®.

Ctvrty zptisob metabolizace APP je §tépeni &-sekretasou (asparagin endopeptidasa)
nasledované cestou 1 nebo 2. Tento enzym muize $t€pit APP na dvou riiznych mistech —za Asp
373 nebo Asp 585°°. Pisobenim §-sekretasy miize vzniknout celd fada produktil. Pfi $tépeni za
Asp 373 vznika sAPP1s373 a CTF374-695. 0-sekretasa také mtze St€pit APP nebo CTF374-695 za
Asp 585 za vzniku CTFsgs.695 2 SAPP 13585 nebo sAPP374.585. Oba vzniklé¢ CTF fragmenty jsou
déle $t&peny a- nebo B-sekretasou’®,

Dalsi alternativni cestou je St€peni O-sekretasou téZ oznacovanou jako BACE2
(homologie s BACEI je 75%). Tento enzym §tépi APP bliz k C-konci za fenylalaninem 615.
Misto 0 Stépeni lezi v oblasti AP, proto ho tato cesta neprodukuje. CTFO je dale Stépen
y-sekretasou na netoxicky P3 a AICD’!,

Poslednim Sestym zpiisobem S$tépeni je St€peni meprinem B a nasledné y-sekretasou.
Meprin 3 je metaloproteasa a nékdy je téz nazyvan alternativni B-sekretasou. Meprin [ $tépi
APP na né¢kolika mistech, pfi¢emz je vétSina produktl netoxicka, ale mize vzniknout 1 AP2-42
(prvni AMK chybi)*®,

Pokud nékterou z amyloidogennich cest AP vznikne, shlukuje se a tvoii plaky. Ty
rozliSujeme na neuritické (A jadro a neurity s parovymi spiralnimi vlakny typické pro AD);
tzv. vyhotelé plaky (,,hrudky*“ AP v korovych oblastech, globus pallidus a mozecku); plaky
s denznim A jadrem (provazeji bézné starnuti, obsahuji dystrofické neurity); tzv. diftzni plaky
(neobsahuji neurity); diftizni plaky s dystrofickymi neurity a volné dystrofické neurity a neurity
s parovymi spiralnimi vlakny’. Agregaty AP aktivuji a shlukuji u sebe mikroglie (vysoce
pohyblivé fagocytujici makrofagy CNS), které primarné slouZzi k odstranéni cizorodych latek
z CNS a hraji roli ve vrozené imunitni reakci. Pfi aktivaci mikroglii AP dojde ke spusténi
kaskady produkce prozanétlivych cytokind (IL-1, IL-6, TNF-a), volnych kyslikatych
a dusikatych radikalt (ROS, RNS) a metabolitli mastnych kyselin (eikosanoidy)>, coz vede
k poruseni homeostazy v mozku a poskozeni neuronti’’. Zanétliva reakce nahrava také vzniku
depozit agregovanych proteinti véetné AP, ¢imz se roztaci zacarovany kruh, nebot” AP aktivuje
mikroglie a spousti tak produkci prozanétlivych cytokinti, které naopak pfispivaji k tvorbé

dalsich amyloidnich plaki (obr. 5)3.
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Obr. 5 Schéma bludného kruhu tvorby a ukladani AP chronické zanétlivé reakce™.

V duisledku zanétlivé reakce dochazi i poruseni HEB, prostifednictvim které dochazi za

fyziologickych podminek k odstraiovani AP zmozku do krve pomoci multifunkénich

scavenger a signalizatnich LRP-1 receptori. Tyto receptory se ve velké mife vyskytuji

v buiikach endotelu krevnich kapilar a jsou zodpovédné za odstranovani Af z mozku. Jako

jejich antagonisté funguji RAGE receptory, vyskytujici se na povrchu neuronti, mikroglii,

astrocytl a dalSich bun€k. Tyto receptory vychytavaji z krve cirkulujici AP a ptevad¢ji ho do

mozku. Béhem zanétlivé reakce vyvolané aktivovanymi mikrogliemi dochazi ke snizeni funkce

LRP-1 a naopak ke zvyseni funkce RAGE receptora (obr. 6), coz vede ke zna¢nému zhorSeni

clearance AP z CNS a ke zvySené tvorb¢ plakd.
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Obr. 6 Schéma selhani clearance A pisobenim mikroglii a chronického zanétu v mozku (BBB
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lipoprotein receptor, je zodpoveédny za clearance AP; RAGE = receptor for advanced glycation

endproducts, patii do nadrodiny imunoglobulinti, antagonista LRP v clearance A3
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Zvysena aktivace RAGE vede mimo jiné i ke zvySeni oxida¢niho stresu a ke zhorSeni
vaskularni dysfunkce a ztraté neuronalnich funkci®>. V metabolismu AB od vzniku z APP po
clearance z mozku je n¢kolik mist, na kterd je mozné zacilit pfi vyzkumu novych 1éCiv v terapii
AD — napf. inhibice BACE1 nebo RAGE receptort. LRP receptory nebo y-sekretasu naopak
vzhledem k jejich multifunkénosti nelze bez zavaznych nezadoucich ucinki zacilit. Z tohoto
divodu byla ve III. fazi zastavena klinicka studie s semagacestatem (clinicaltrials.gov;
NCT00594568), ktery puisobil jako inhibitor 7y-sekretasy’®. Naopak crenezumab
(NCT03491150), aducanumab (NCT02484547), gantenerumab (NCT02051608) jsou ve IIIL.

fazi klinickych studii®’=8,

3.2.1.2 Hypotéza t-proteinu

Druhou majoritni teorii vzniku AD je patofyziologie t-proteinu — jeho hyperfosforylace
a tvorba nerozpustnych intracelularnich klubek. Podle nékterych teorii je hyperfosforylace
t-proteinu zavisla na predchozi tvorb& AP, podle jinych t-protein piedchazi AR nebo jsou
na sob¢ tvorba extracelularnich amyloidnich plakt a intracelularnich klubek (NFTs) nezavislé.
Tau protein je fyziologicky rozpustny a je spjaty s mikrotubuly a vezikularnim transportem
(obr. 7)%2. Fosforylace a defosforylace t-proteinu je regulovana fadou kinas a fosfatas, z nichz
jednou je 1 multifunkéni GSK-3p. GSK-3p hraje vyznamnou funkci v regulaci bunééného
cyklu, diferenciaci a proliferaci bunék a v neposledni fadé iv regulaci genové exprese®.
Zvysena aktivita GSK-3p mize vést k rozvoji AD, zhoubného bujeni®, diabetu® a dal3ich
onemocnéni. Pfi hyperfosforylaci dojde k poSkozeni funkce a zménam konformace t-proteinu,
coz vede ke snizeni jeho rozpustnosti a afinity k mikrotubulim®, nebot’ za¢ne tvofit vlakna, jeZ
agreguji v NFTs, ¢imZ ru$i axonalni transport®>. Hyperfosforylovany t-protein blokuje
normalni metabolismus neuront, to vede k jejich odumirani a tvorb¢ 1ézi, pfi¢emz jejich rozsah
koreluje s rozvojem AD Iépe nez mnozstvi AR®*®. V kazdém piipadé je potieba cilit 1é¢bu na
oba tyto patologické agregaty, nebot jejich negativni plisobeni v CNS se vzajemné doplituje
a zesiluje. Nejaktudlngji se touto problematikou zabyva klinick4 studie NCT01315639%, jejiz
dil¢i vysledky byly shrnuty neddvno (Duron E. et al., 2018°%).
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Obr. 7 Schéma fyziologického a patofyziologického plisobeni t-proteinu®.

3.2.1.3 Cholinergni teorie
Tato teorie byla dlouhou dobu hlavni teorii o vzniku AD, nebot ACh mimo jiné souvisi
sucenim a paméti’’. Postupné ale bylo zjisténo, Ze zmény v metabolismu ACh (Obr. 8)
nemohou mit na svédomi vSechny zmény a ptiznaky spojené s AD. Vzhledem ke skutecnosti,
ze témet vSechna 1é¢iva v soucasnosti pouzivana v terapii AD jsou inhibitory AChE, je tato
teorie stale dtileZitd a aktualni, ackoliv jiz nepatii do upln& prvni linie vyzkumu®®. P¥i AD
dochazi k poruse metabolismu ACh na nékolika trovnich — pokles ChAT"!, sniZeni zp&tného
vychytavani cholinu’® a tvorby ACh”. Pokles aktivity ChAT a tvorby ACh se projevuje
zejména v po&ateénim stadiu AD, coz vede k poklesu kognitivnich funkci pacienta’, nebot
dojde ke zhorSeni nervového pienosu a posléze i1 ztraté cholinergnich neuront. V soucasné
dobé& neni v béhu zadna klinicka studie zabyvajici se novymi inhibitory cholinesteras — AChE
ani BuChE. Funkce BuChE je za fyziologickych podminek spiSe podpiirnd a nabyva na
vyznamu v pozdgjsich stadiich AD”°, kdy klesd mnoZstvi a aktivita AChE az o 75 %. Jeji roli
s narustajici intenzitou (narast o 40 — 90 %) piebird BuChE a pomér BuChE:AChE v korovych

oblastech zasazenych AD se miize zménit z~ 0,6 azna 117°

. Z téchto divodil by bylo zajimavé
a zadouci najit latku, ktera by byla dualnim inhibitorem obou téchto enzymi, nebot’ zatim je
v terapii pouze jeden — rivastigmin (Exelon®, aj.)”’. Na vyznamu také nabyvéa selektivni

inhibice BuChE u pokro¢ilejsich stadii AD8.
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Obr. 8 Schéma metabolismu ACh (ACh — acetylcholin, ChAT = cholinacetyltransferasa, AChE
= acetylcholinesterasa, mAChR = muskarinovy ACh receptor, nAChR = nikotinovy ACh
receptor, NGF = nervovy riistovy faktor, trkA/P75 = receptor pro tyrosinkinasu/receptor p75)°.

3.2.1.4 Glutamatergni systém a jeho vliv na rozvoj AD
Glutamatergni systém je systém excitatnich AMK v mozku, z nichz glutamat je kyselinou
nejrozsitenéjsi. Tento systém neuromediator hraje velmi dualezitou roli v procesu uceni
a vytvareni pamét'ovych stop. Metabolickych cest vedoucich k syntéze glutamatu v CNS je cela
fada a jeho koncentrace v n¢kterych ¢astech mozku mize byt vysoka. Zbyly glutamat je na
synapsi vychytdvan pomoci glutamat uptake/transportniho systému. Excitacni neurotransmise
zprosttedkovana glutamatem probiha prostfednictvim vazby na ionotropni glutamatové
receptory, znichz nejvyznamnéjs$i jsou N-methyl-D-aspartditové receptory (NMDAR),
kainatové receptory a (S)-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-izoxazolepropionové (AMPA)
receptory. Stimulace NMDAR glutamatem je spojena se vstupem Ca?* iontdi do neuronti a jejich
naslednou tzv. dlouhodobou potenciaci®’. M4 se za to, 2 NMDAR jsou nezbytné pro preZiti
neurond, ale blokada jejich funkce vede naopak k degeneraci a apoptdze nervovych bunék®!.
Bylo zjisténo, Ze existuji dva typy NMDAR. Prvnim typem jsou NMDAR synaptické — ty maji
na starosti preZiti neuront, naopak extrasynaptické NMDAR — resp. jejich nadmérna stimulace
vede k rozvoji excitotoxicity a nasledné k apoptéze neuront®’. Glutematergni neurony se
vyskytuji hlavné v mozkové ke, amygdalach, bazalnich gangliich a hipokampu. Pravé korové
oblasti, amygdaly a hipokampus byvaji pti AD vyznamné zasazeny, takze v pozd¢jSich stadiich
onemocnéni dochazi mimo jiné i k postiZzeni funkce systému excita¢nich AMK a jejich zvySené
produkci. Ta vede ke vzniku velkého mnozstvi Sumt a v disledku toho ke zhorSeni pfenosu
spravnych signald mezi neurony®>. Navic je pisobenim jednoho z fragmentii AP zhor$eno

i zp&tné vychytavani glutamatu, coz v diisledku zvysené koncentrace Ca>* iontéi v neuronu vede
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k excitotoxicité (tvorbé volnych radikal, posSkozeni mitochondrii a poSkozeni chromatinu)

a apoptoze buiky®*%3,

3.2.1.5 Genetické priciny

V soucasné dobé bylo identifikovano 67 mutaci genu pro APP, 230 mutaci genu pro
presenilin 1 (PSENI1) a 39 mutaci genu pro presenilin 2 (PSEN2), z nichz nékteré nejsou
patogenni, jiné ano a u n&kterych jejich vliv na rozvoj AD zatim nebyl prokazan a objasnén®®%7,
Tyto mutace jsou autosomaln¢ dominantné dédicné a Casto zodpovédné za brzkou formu AD.
Tato brzka forma AD, téz nazyvand familialni AD (FAD), ptfedstavuje ptiblizn€¢ 5 % vSech
piipad AD a jejim hlavnim znakem je vypuknuti nemoci pied 65. rokem véku®®. Nékteré
mutace mohou byt i1 protektivni (APP A673T) a snizuji produkci AP az o 20 %, ale u vétSiny
znamych mutaci je to naopak>®. Mutace spojené s APP vedou ke zvyseni tvorby AP a maji za
nasledek pfiblizné 10 % piipadit FAD, z nichz vyznamnou skupinu tvofi lidé s Downovym
syndromem, ktefti diky trisomii 21. chromosomu maji ve svém genomu tfi kopie genu pro APP.
U téchto pacientil je vyrazné zvySena produkce AB. U lidi s Downovym syndromem jsou
amyloidni plaky detekovatelné jiz mezi 20. a 30. rokem Zivota a pozdé&ji ve stfednim véku
dochazi i k tvorb& NFTs, jejichz mnozstvi koreluje srozvojem kognitivniho deficitu®,
Zbylych 90 % pacientti s FAD tvoii lidé s mutaci PSEN. Nékteré z nich zptisobuji AD, bez
zasahu do tvorby amyloidnich plakli nebo zmény poméru APi-40 a APi-42, ale mohou zvySovat
jejich celkovou produkcei. V neposledni fadé bylo identifikovano i n€kolik mutaci ménicich
expresi t-proteinu, které maji za nésledek zhorSenou interakci t-proteinu s mikrotubuly
anasledné zvysSenou agregaci a vznik NFTs. Zatim bylo identifikovano celkem 80 mutaci
v oblasti genu pro t-protein (MAPT) na 17. chromozomu. Pfitom je vSak potfebné zvazit, ze ne
vSechny mutace t-proteinu souviseji s AD - fada znich je asociovana s Parkinsonovou
chorobou nebo frontotemporalni demenci®®!.

Dalsim geneticky podminénym faktorem, ktery se podili na rozvoji AD je vyskyt alely
€4 pro apolipoprotein E (ApoE-¢4). ApoE se miize vyskytovat ve tiech isoformach — ApoE2,
ApoE3 (nejcastéjsi, cca 78 % populace) a ApoE4. Tyto isoformy se lisi pouze ve dvou AMK,
ale pravé isoforma ApoE4 vyznamné zvySuje riziko rozvoje pozdni formy onemocnéni.
Ptitomnost této alely zvySuje riziko rozvoje AD u heterozygot 3% a u homozygotnich jedinca
az 15% oproti bézné populaci. ApoE ma v mozku fadu funkci a patii mezi né€ i schopnost vazat

AP, ktera je pfitomnosti alely €4 omezena, coz vede k naristu koncentrace Ap v mozku, ale

i k dalsim nepiiznivym G¢inkiim viz obr. 936-37:89.90,
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Obr. 9 Vliv piitomnosti isoformy ApoE4 v mozku®?.

3.2.1.6 Ostatni pri¢iny vzniku AD
Vedle hlavnich jiZ zminénych teorii vzniku AD se na rozvoji tohoto onemocnéni podili i fada
dalsich jevll. Prvnim znich je starnuti — to je, zejména na bunéCné urovni, spojeno
s hromadénim produktti oxidac¢niho stresu, poruchou mitochondridlnich funkei, zhorSenim
reparace DNA a sniZenou regeneraci tkani®>. Vné&j$im ¢initelem rozvoje AD miiZe byt i Zivotni
prostfedi — resp. vyskyt tézkych a jinych kova (Pb, Hg, Al, Cu, aj.) a pesticidi, které mohou
negativné ovlivitovat neuronalni funkce’**>. Vliv mohou mit také t&7k4 zranéni nebo infekce
mozku v anamnéze”®. Dalsim z mnoha potencidlnich faktorti (obr. 10) je mitochondrilni
(MTCH) dysfunkce, kdy dochézi k postizeni energetického metabolismu bunék. Miize byt
zasazena MTCH morfologie, bioenergetika a také MTCH transport, coZ mlze vést k ukladani
AP a t-proteinu a poskozeni pifenosu na synapsi’’. Svoji roli béhem rozvoje AD hraje i oxida¢ni
stres a ROS/RNS, které pii nespravné funkci antioxidacnich mechanismu v téle poSkozuji

DNA, proteiny a lipidy a aktivuji apoptozu nebo autofagii’®.
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Obr. 10 Schéma navaznosti rizikovych faktori podilejicich se na rozvoji AD®.

3.2.1.7 Léciva v terapii AD
V soucasné dob¢ se v terapii AD vyuzivaji Ctyfi hlavni 1éCiva - galanthamin, donepezil
arivastigmin patfici mezi inhibitory cholinesteras. Poslednim pouzivanym lé¢ivem je
memantin, ktery piisobi jako inhibitor NMDAR. Mimo farmakologické 1écby se pouziva
trénink paméti, aktivizace pacienta, ergoterapie a jiné nefarmakologické metody®.

Inhibitory cholinesteras zpomaluji prohlubovani kognitivniho deficitu (zhorSovani
paméti, orientace, schopnosti raciondlné planovat) u pacientti v mirném stadiu AD, proto se
témto latkdm souhrnné fika kognitiva. Tato lé¢iva inhibuji AChE a v pfipadé rivastigminu
i BuChE, ¢imz se zvySuje koncentrace ACh na synapsi a zlepSuje se ptenos nervovych signali.
Pti podavani kognitiv zaroven dochazi ke sniZzeni tvorby AP, souCasné i1 jeho toxicity

ak celkovému zpomaleni progrese onemocnéni'®,

V soucasné dob& probihd nékolik
klinickych studii zabyvajicich se zlepSenim kognitivniho deficitu po podani inhibitorQ
cholinesteras pacientiim se schizofrenii'!.

Galanthamin (Reminyl®, Razadyn®, Galantamin Mylan®)

Galanthamin (obr. 11A) je jednim z AmA majoritné zastoupenych v rostlinném materialu — ve
velkém mnozstvi se vyskytuje napt. v rodech Galanthus L., Leucojum L. nebo Narcissus L.'*.
Galanthamin disponuje fadou biologickych ucinki, ale v soucasné dobé je vyuzivan pouze
k 16¢bé mirné az stredné t&7ké demence Alzheimerova typu'!®’. Kromé inhibice AChE
galanthamin puasobi i1 jako allostericky modulator pre- 1 postsynaptickych nikotinovych
receptort pro ACh, coz vede ke zvySeni afinity ACh k témto receptoriim a zlepSeni cholinergni

transmise. Snasenlivost galanthaminu pacienty je relativné dobra a vétSina jeho nezédoucich
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ucinkd neni nijak zavazna. Nezadouci ucinky souvisi s perifernimi cholinergnimi projevy
galanthaminu a patfi mezi n¢€ napt. nevolnost, zvraceni, prijmy, bolesti hlavy, zavraté, poruchy
spanku nebo tfeba neklid!®. V priibéhu uzivani galanthaminu se miZe objevit také kolisani
krevniho tlaku, ale nebyly zaznamenany zadné vyraznéjsi zmeny, které by pacienty negativné

ovliviiovaly!'®.

Donepezil (Alzil®, Aricept®, Donpethon®, Kognezil®)

Donepezil je piperidinovy derivat (obr. 11B) pouzivany vyhradné k 1€¢bé mirné az stiedné
tézké demence Alzheimerova typu. Jedna se o selektivni inhibitor AChE (ma k ni pfiblizné
1000x vyssi afinitu nez k BuChE). S mechanismem jeho uc¢inku souviseji i ptipadné vedle;jsi
ucinky, jako je mimo jiné bolest hlavy, nevolnost, prijem, zvraceni, vyrazka, svalové kiece

a zvy$ena tnava'®.

Rivastiemin (Exelon®, Nimvastid®)

Rivastigmin je karbamatovy derivat (obr. 11C) a jediny pouzivany dualni inhibitor AChE
1 BuChE. Kromé¢ 1é¢by mirné az sttedné té¢Zké demence Alzheimerova typu je podle SPC mozné
ho indikovat i pii mirné az stiredné zavazné demence u pacientt s idiopatickou Parkinsonovou

chorobou'%1%” Mezi mozné vedle;jsi u¢inky rivastigminu patii nap¥. ztrata chuti k jidlu, neklid,

no¢ni miiry, tzkost, zavraté, nauzea, zvraceni nebo priijem’’.

O
H,CO
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A - Galanthamin B - Donepezil C - Rivastigmin

Obr. 11 Inhibitory cholinesteras vyuzivané v terapii AD.

Z inhibitort NMDAR je v 1€¢b¢€ zatim vyuzivan pouze memantin.

Memantin (Ebixa®, Mantomed®, Memixa®, Memolan®)

Memantin je pouzivan v 1é¢bé pacientl se stiedni az téZkou formou Alzheimerovy choroby.

Jedna se o derivat adamantanu (obr. 12), ktery blokddou iontového kanélu spojeného
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s NMDAR, omezuje aktivitu glutamatergniho systému. Tento ucinek vede ke sniZeni
excitotoxického plisobeni nadmérného mnozstvi glutamatu, ¢imz ptispiva ke spravnému Siteni
nervovych vzrucht a snizeni Sumu. Mezi ¢asté nezddouci u¢inky memantinu patii somnolence,

zéavraté a poruchy rovnovéhy, hypertenze, dyspnoe, zacpa a bolest hlavy'®,

NH,

HsC

Obr. 12 Inhibitor NMDAR — memantin.

3.2.1.8 Adjuvantni terapie AD
Huperzin A

Tento pyrrolizidinovy alkaloid (obr. 13A) je izolovan z vrance pilovitového (Huperzia serrata,

Huperziaceae)'?, ale je mozné ho najit i v ¢eledi Lycopodiaceae a rodu Selaginella''°

. Huperzin
A rychle ptechédzi pres HEB, diky ¢emuz ma méné perifernich nezddoucich ucinkii nez
galanthamin, a pusobi jako reverzibilni selektivni inhibitor tetramerni G4 isoformy ZAChE
(ostatni latky inhibuji i G1 isoformu), coz vede ke zpomaleni progrese AD. Huperzin A
se vyznacuje i1 antioxida¢nimi vlastnostmi, ¢imZ mirni i neurotoxické ptisobeni AP zpiisobené
indukci tvorby ROS v mozku, a plsobi i jako antagonista NMDA receptori a snizuje
excitotoxicitu vyvolanou nadmérnym plisobenim glutamatu.

V Ciné se Huperzia serrata pouziva jako soucast tradiéni mediciny, ale podle FDA'!!

a Pharmazeutische Stoffliste 2018!!% neni registrovan jako 1é¢ivo v USA ani v Evropé. U nas

je soucasti doplikl stravy ve formé extraktu v kombinaci s dalS§imi rostlinnymi extrakty.

Rutekarpin

Chinazolinokarbolinovy alkaloid (obr. 13B) izolovany z plodl stromu ampaku routoplodého
(Evodia rutaecarpa, Rutaceae), které jsou déle nez 2000 let vyuzivany v rdmci tradicni ¢inskeé
mediciny. Rutekarpin je silnym selektivnim inhibitorem AChE a ma 1 protizanétlivy
a cytostaticky ucinek. Vzhledem k velkému mnoZstvi nezaddoucich u¢inka (stimulace CNS,
halucinace) se rutekarpin v praxi nepouziva''3, ale slouzi jako ptedlohova struktura pro piipravu

semisyntetickych derivata!'%!14,
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Dalsi potencialni latky pro adjuvantni terapii nejen AD, ale i dalSich typt demence,
schizofrenie nebo bipolarni afektivni poruchy, mohou byt inhibitory POP. POP je cytosolova
serinova proteasa S$tépici mensi peptidy v mist¢ AMK prolinu — jedna se napft. o substanci P,
vasopressin a nékteré neuropeptidy slouzici jako modulatory kognitivnich funkci. Inhibice POP
vede tedy ke zvyseni jejich koncentrace a tim ke zpomaleni progrese kognitivnich funkci''®.
Jednim z inhibitort POP je fenolicky derivat bajkalin (obr. 13C) izolovany z kofene §iSaku
bajkalského (Scutellaria baicalensis, Lamiaceae)!'®. Inhibi¢ni aktivita bajkalinu slouzi jako
jeden ze standardii pro testovani inhibi¢ni aktivity ostatnich latek (ICso = 0,610 = 0,021 mM).
Dalsim standardem pouzivanym pro hodnoceni inhibi¢ni aktivity pfirodnich latek je berberin
(ICs0=0,142 + 0,021 mM)'"". Z piirodnich latek se jako zajimavy POP inhibitor v laboratornich
podminkéch jevi 9-O-demethylgalanthin (ICso =0,146 £+ 0,016 mM)'">. Mezi latky s inhibi¢ni

aktivitou vii¢i POP pati i derivéty prolylizoxazolu'!®,

O _OH
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HaC._~ ( ° N nor oz 0
3 H,N — OH

A - Huperzin A B - Rutaekarpin C - Bajkalin

HsC CHs
N
\
N
B
_N
CH,

OCH, OCH,

D - Kurkumin E - Latrepirdin

F - Tokoferol G - Benfotiamin monofosfat

Obr. 13 Latky s potencidlnim uc¢inkem v adjuvantni terapii AD.
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Klinické testy s riznymi vysledky probihaji pro celou fadu dalSich latek, jako jsou napf.
kurkumin (obr. 13D, Curcuma longa, Zingiberaceae) pro své antioxidacni plisobeni, stejné tak
tokoferoly (obr. 13F, vychytavani ROS), antihistaminikum latrepirdin (obr. 13E, Dimebon®,
uprava neuronalniho metabolismu), extrakt zjinanu dvoulalocného (Ginkgo biloba,
Ginkgoaceae), ktery podporuje pusobeni inhibitor cholinesteras v pocate¢nich stadiich AD;
)19

lithium (zabranuje degradaci t-proteinu blokddou GSK-3f receptoru

ktery piisobi jako posilovaé funkce NMDAR!'?. V I1. fazi klinickych studii (NCT02292238) je

nebo benzoat sodny,

momentalné jesté benfotiamin (obr. 13G, derivat vitaminu B1), jehoz zvySena koncentrace

v mozku by méla zpomalit progresi kognitivniho deficitu'?!.

3.2.2 Nadorova onemocnéni

Nédorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pti¢in imrti v zdpadnim svété (obr. 14) —
béhem roku 2018 bylo podle WHO diagnostikovano 18 milionti novych pfipadl a zaznamenano
kolem 9,5 miliond tmrti'??. Incidence rakoviny stoupa s vékem a vyrazny vliv mlize mit
pohlavi, etnikum, genetika nebo Zivotni styl'’>. Dnes pod pojmem rakovina/nadorové
onemocnéni rozliSujeme vice nez 100 riznych onemocnéni, z nichz kazdé je zptisobeno jinym
souborem genetickych zmén. Pomér uzdravenych pacientil se diky pfesnéjsi diagnostice,
zlepseni terapeutickych strategii, jejich individiualizaci a podptrné péci zvysuje.

Zakladni definice zni, Ze nador je tkan, kterd nadmérné roste nezavisle na regulacnich
mechanismech organismu'?*. Nadorové buiiky se v disledku mutaci prolifera¢nich
a antiprolifera¢nich genti vymani z regulace bunééného déleni a spusténi apoptozy a ziskava
schopnost se bez omezeni d€lit. Mutace proliferaénich genii (onkogenl) vede ke zvySené
expresi proteind stimulujicich bunécné déleni. Mutace antiproliferacnich (za normélnich
podminek tumor-supresorovych) gent vede ke ztraté¢ zdbran v bunééném déleni. Nadoroveé
buriky se déle nediferencuji a dalsi generace dédi mutace ptivodni buiiky'?’, takZe se tyto buiiky

Nédory délime na benigni a maligni. Benigni naddory rostou pomalu; jsou neinvazivni,
opouzdiené a dobfe diferenciované; maji nizky mitoticky index a obsahuji malo dé€licich se
bunék a nemetastazuji. Naproti tomu maligni nadory rostou rychle; jsou Spatné¢ diferenciované,
invazivni a neopouzdfené; maji vysoky mitoticky index a obsahuji mnoho délicich se bunék
a tvori metastazy.

Podle typu tkanég, ze které nadory vznikaji, rozliSujeme karcinomy (z epitelidlnich
bun¢k), adenokarcinomy (odvozuji se od tkadné Zlaz), sarkomy (nadory pojivovych tkani),

lymfomy (odvozeny z lymfatické tkang) a leukemie (naddory vznikajici z krvetvornych bunék).
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Mezi tfi nejpouzivanéjsi zpusoby 1écby fadime radioterapii, chemoterapii a chirurgické
odstranéni nadoru a jejich vziajemné kombinace. Chemoterapeutika mizeme podéavat
samostatng, ale i pred chirurgickym zakrokem nebo po ném. Castym problémem se stava rozvoj
rezistence nadorovych bun¢k vici pouzivanym léciviim — Casto 1 proti 1é¢ivim s riznym
mechanismem UcCinku. Z téchto divodi je dilezité hledat stale nové latky s riznymi

mechanismy G¢inku a co nejmensim mnoZstvim vedlejsich G¢inki'?>,

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, all cancers, both sexes, all ages

ASR (World) per 100 000

. 22539
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<106.5 No data

AN 2018
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p World Health
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Obr. 14 Distribuce nadorovych onemocnéni ve svéte'?®,

3.2.2.1 Prirodni latky v terapii nadorovych onemocnéni
Rada piirodnich latek a od nich odvozenych polosyntetickych derivati je v soutasné dobé
klinicky vyuzivana v lébe Siroké skaly nadorovych onemocnéni, proto je hledani novych

MV

cytostatik v rostlinné fisi stdle vyznamnym smérem vyzkumu.

Paclitaxel (Taxol®, Abraxane®, Paclitaxel Ebewe®)

Paclitaxel je alkaloid ze skupiny taxanill a je ziskdvan z klry tisu zapadoamerického (Taxus
brevifolia, Taxaceae)'?’. Déle je paclitaxel pfipravovan polosyntetickou obménou
10-O-deacetylbaccatinu III ziskaného z jehlic tisu cerven¢ho (Taxus baccata, Taxaceae).
Plisobi jako vieténkovy jed a brani tak déleni nddorovych bunék. Pouzivé se zejména v terapii
karcinomu prsu a vaje¢nikii, malobuné&ného karcinomu plic a Kaposiho sarkomu!?®.
Polosyntetickym derivatem paclitaxelu je docetaxel (Docetaxel Accord®), ktery se
pouziva v terapii karcinomu prsu, prostaty, hlavy a krku, dale malobuné¢éného karcinomu plic

a adenokarcinomu zaludku'?.
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Catharanthus alkaloidy

Jde o indolové alkaloidy izolované z barvinkovce ruzového (Catharanthus roseus,
Apocynaceae). Tyto alkaloidy plsobi jako inhibitory polymerace mikrotubulli, coz vede
k zastaveni bunééného déleni. Do uvedené skupiny fadime vinkristin, vinblastin a jejich
polosyntetické derivaty.

Vinkristin (Vincristine Teva®) se pouziva v terapii akutni lymfatické leukémie,
Hodgkinovy choroby i non-Hodgkinova lymfomu, mnohocetného myelomu, riiznych sarkomt,
ale i metastazujiciho karcinomu prsu'*’.

Vinblastin (Vinblastine Teva®) je v terapii pouzivan velmi podobné jako vinkristin a to
k 1é¢beé Hodgkinovy choroby, non-Hodgkinova lymfomu, metastazujiciho karcinomu prsu
a pokro¢ilého testikularniho karcinomu!3!.

Z polosyntetickych derivatii téchto alkaloidii se v terapii pouZzivad napt. vinorelbin

(Navelbine®), vinflumin (Javlor®) a dalsi'?’.

Derivaty podofylotoxinu

Podofylotoxin je lignan izolovany z kofenii a oddenkli noholistu Stitnatého (Podophyllum
peltatum, Berberidaceae). Plisobi jako inhibitor topoisomerasy II, coZ vede k naruseni replikace
DNA nadorovych buné&k. V terapii se pouzivaji jeho derivaty etoposid a teniposid'?’. Druhy
zminény derivat ale v CR neni dostupny.

Etoposid (Etoposid Ebewe®) se pouZiva zejména v terapii testikularnich tumord;
karcinomti vajecniki, Zaludku a plic; akutni myeloblastické leukémie, Hodgkinovy choroby

a non-Hodgkinova lymfomu'%?,

Derivaty kamptotecinu

Kamptotecin je alkaloid isolovany z kiry kamtoteky ostrolisté (Camptotheca acuminata,
Nyssaceae) a pusobi jako inhibitor topoisomerasy I. V terapii nddorovych onemocnéni se
pouzivaji jeho derivaty topotekan a irinotekan'?’.

Topotekan (Hycamtin®) se samostatné pouZiva v terapii metastazujictho karcinomu
vajecnikil a relapsujiciho malobunééného karcinomu plic. V kombinaci s cisplatinou se pouziva
v 16¢bé karcinomu dé&lozniho hrdla'3.

Irinotekan (Irinotecan Mylan®) se pouZiva zejména v kombinaci s jinymi cytostatiky

v 1é&bé pokrocilého ¢i metastazujiciho kolorektalniho karcinomu!3*,
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3.2.2.2 Cytotoxicka aktivita Amaryllidaceae alkaloidi
Schopnost AmA inhibovat rist nddorovych bun€k in vitro je vedle inhibice lidskych
cholinesteras jednou z jejich nejrozsifenéji studovanych biologickych aktivit. Nekteré AmA
vykazuji 1 aktivitu srovnatelnou s doxorubicinem, ktery je pouzivan jako standard.
Nejaktivnéj$imi a nejzkoumanéj$simi AmA z hlediska cytotoxicity a jejiho mechanismu jsou

lykorin, haemanthamin, narciklasin a pankratistatin!*>138,

Lykorin

Tento hlavni zastupce AmA lykorinového strukturniho typu (obr. 15A) se v fad¢ druht celedi
Amaryllidaceae (napt. Narcissus L., Eucharis Planch. & Lind.) vyskytuje v majoritnim
zastoupeni, tudiz je snadno dostupny v gramovych mnozstvich potifebnych pro podrobné testy
in vitro a in vivo, ptipadné pro ptipravu polosyntetickych derivatd. /n vivo na mySich byl lykorin
testovan jiz v roce 1998 (melanom u BL6 mysi)*? a posléze u biglii, jimiz byl dobie sngen'’.
Vzhledem k jeho aktivité a dostupnosti slouzi lykorin jako ,,lead stucture® pro ptripravu rizné
obménénych polosyntetickych derivati'*’. Podle piehledového &lanku Lamoral-Theys et. al
z roku 2010'*! bylo piipraveno kolem 300 riiznych derivati, z nichz 26 vykézalo aktivitu vii¢i
nadorovym bunécnym liniim.

Lykorin mtze proti nddorovym bunkam zasahnout nékolika mechanismy a tento fakt je
perspektivni z hlediska mozného rozvoje rezistence. V prvni fadé lykorin pisobi jako silny
induktor apopt6zy'** a spousti apoptdzu pomoci vnitini (mitochondridlni) i vn&jsi (receptorové)
kaskady. Lykorin dale zastavuje bunéény cyklus v GO/G1 ¢i G2/M fazi — to podle typu
nadorovych bunck, coz vede k zastaveni dalSiho bunééného déleni. DalSimi mechanismy
ucinku je programovand nekrdza s naslednou smrti nddorovych bunék a inhibice autofagie,
ktera fyziologicky slouZzi k odstrafiovani poskozenych organel. Na druhou stranu u rozvinutych
nadort ale mize nadorové bunky chranit pfed plisobenim nékterych cytostatik. Poslednim
uc¢inkem lykorinu vztahujicim se kjeho cytotoxickému pisobeni je inhibice invaze

a metastazovani nadoru ptes ovliviiovani nékterych signaliza¢nich drah'*.

Haemanthamin

Hamenthamin (obr. 15B) je svou cytotoxickou aktivitou in vitro srovnatelny s lykorinem a
jelikoZ je v nékterych rodech (Narcissus L.) pitomen v majoritnim mnozstviZ’, rovnéz slouzi
pro ptipravu polosyntetickych derivati'*. Stejné jako lykorin, haemanthamin také ptisobi jako
induktor apoptdézy a inhibitor bunééného cyklu v GO/G1 ¢i G2/M fazi. Haemanthamin byl

testovan i in vivo na krysach, ale bohuzel jeho eliminace z organismu je piili§ rychla!4>146,
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Narciklasin

Tento alkaloid (obr. 15C) pankratistatinového typu vykazuje vyznamnou cytotoxickou aktivitu
(in vitro v t4&du nM) a na rozdil od lykorinu a haemanthaminu ptsobi na nddorové buiiky jinym
mechanismem. Narciklasin blokuje mitéozu a biosyntézu proteinti v bunice interakci s 60S
podjednotkou ribosomu. /n vivo narciklasin prokazal dobrou aktivitu viici nadoriim mozku

u mysi, bohuzel u jinych typt nadord se jeho aktivita piili§ nepotvrdila!4>-147,

Pankratistatin
Pankratistatin (obr. 15D) je strukturné velmi blizky narciklasinu a jeho cytotoxicka aktivita

spociva v indukci apoptozy aktivaci kaspasy-3 a zménou propustnosti mitochondridlni stény.

Bylo pfipraveno nékolik jeho polosyntetickych derivatt, které kromé in vitro vykazuji

145,148

1 zajimavou aktivitu in vivo

Obr. 15 Struktura A - lykorinu, B - haemanthaminu, C - narciklasinu a D - pankratistatinu.

3.3 Malarie

Malarie je paraziticka protozoalni infekce globalniho vyznamu. Dtive lidé méli za to, Ze je
zpiisobena Spatnym vzduchem. Z téchto domnének vznikl i ndzev tohoto onemocnéni — mal
aria. Dnes jiz vime, Ze malarie je zpisobena prvoky rodu Plasmodium. Tento rod zahrnuje 14
podrodti a pfes 200 druhtll. Z tohoto mnoZstvi pouze ¢tyfi druhy maji ve svém hostitelském
cyklu primaty a mezi nimi i ¢lovéka. Ostatni druhy pfendseji malarii na niz8i savce a zejména

na ptaky a plazy'¥

. Mezi druhy plasmodii nebezpeénych pro Clovéka patti Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale a P. malariae. Muzeme se setkat také s infekci vyvolanou

P. knowlesi — tento druh mé jako hlavni hostitele zejména makaky, ale je mozné se s timto
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typem malarie setkat i u ¢lovéka'™. Zivotni cyklus plasmédii kromé ¢lovéka zahrnuje jests
samicky komari rodu Anopheles sp. (obr. 16), které jsou zodpovédné za prenos malarie. Clovék
od cClovéka se miize nakazit pouze prostfednictvim infuze nakazené krve nebo pienosem
z matky na plod.

Socidlni a ekonomicky dopad malarie je enormni — zejména v zasazenych endemickych
oblastech (obr. 17), v nichz Zije piiblizng 40 % svétové populace'!. Podle vyroénich zprav
WHO doslo mezi lety 2010 a 2017 ke snizeni incidence malarie (po zapocitani ristu populace)
019 % (z239 na 219 miliont ptipadll). Letalita ve stejném obdobi klesla z 607 000 umrti (2010)
na 435 000 amrti (2017). Prakticky polovina v§ech nakazenych malarii se vyskytuje v pouhych

péti zemich — Nigérii, Demokratické republice Kongo, Indii, Mozambiku a Ugandé&'>2,

Obr. 16 Komér rodu Anopheles'>.

B alaria transmission
occurs throughout

[ Malaria transmission
OCCUrs in some parts

[] Malaria transmission
is not known to occur

Obr. 17 Endemické oblasti ohroZené malarii'>*.
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Redukce incidence malarie a jeji letality je primarnim cilem programu Roll Back
Malaria'™, v némz se WHO spojila se Svétovou bankou, rozvojovym programem OSN
a UNICEF. Tento program si klade za cil zlepsSit dostupnost a efektivitu 1écby, prevenci malarie
u t€hotnych Zen a malych déti. Dalsim cilem je snizeni kontaktu lidi v ohrozenych oblastech
s komary rodu Anopheles (sit€¢ impregnované insekticidem okolo postele, pouzivani ucinnych
insekticidl,, preventivni antimalarickd chemoprofylaxe) a zajisténi spravnych postupti

v priibéhu malarickych epidemii'®.

3.3.1 Priibéh malarické infekce
Jak jiz bylo zminéno, ¢lovek je pouze jednim z hostiteld v Zivotnim cyklu (obr. 18) protozoi
Plasmodium sp. Druhym hostitelem jsou samicky komart rodu Anopheles, v jejichz téle
probihé pohlavni rozmnozovani plasmodii. Vzniklé sporozoity putuji do slinnych 714z komara,
kde zraji a odkud se pfi sani dostanou do krve ¢lovéka. Sporozoity putuji do jater, kde probiha
tzv. exoerytrocytarni stadium. Sporozoity se replikuji a vyzravaji v jaternich buiikach ve
schizonty, ktefi posléze prasknou a uvolni merozoity. Ty se uvolni do krve a napadnou
erytrocyty (nastava erytrocytarni faze cyklu), kde vznikaji trofozoity. Z nich se nasledné
v asexualni fazi stavaji schizonty, které zptisobi rozpad erytrocytli a uvolnéni novych merozoitd
do krevniho ob&hu. Cast trofozoitii pfechizi do sexualniho stadia a vznikaji gametocyty, které
se pii napadeni komérem s pozienou krvi dostavaji do jeho organismu, a cely cyklus za¢ina
znovu. U druhli P. vivax a P. ovale existuje jeSté stadium hypnozoitl, ktefi se zapouzdii
v jatrech a mohou malarii vyvolat n€kolik tydnii 1 let po nakazZeni. Proto je potieba pti malarii
zpusobené témito dvéma druhy pamatovat i na 1écbu, ktera plsobi na dormantni formy
(primachin)'3¢.

Mezi hlavni ptfiznaky maldrie patii horecka vyS$si nez 38 °C kazdych 24 (P. falciparum),
48 (P. vivax, P. ovale) nebo 72 hodin (P. malariae). Vzhledem k dormantnim stadiim P. vivax
a P. ovale je potieba u turistli navstévujicich endemické zemé, povaZzovat za moznou malarii
1 horecku, kterd se objevi aZz dva mésice po ndvratu. DalSim castym piiznakem malérie je
splenomegalie, pfipadn¢ hepatomegalie a zloutenka. U zdvazné formy malarie (definovéano
WHO)'%® se setkdvame s naprostym vycerpanim organismu (pacient si bez pomoci neni
schopny ani sednout), poruchami védomi, dychacimi obtizemi vcetné plicniho edému,
selhdvanim krevniho ob¢hu, nadmérnym krvacenim, hemoglobinurii nebo zédvaznou anémii.
Tento stav miiZze vést aZ k akutnimu selhani ledvin, intravaskuldrni hemolyze, koagulopatiim

a Soku.
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Obr. 18 Schéma Zivotniho cyklu Plasmodium sp'>’.

Nejzavazngjsi formou je mozkova malarie, kterou provazeji poruchy védomi, zachvaty
a jejiz letalita je az 25 %. Pokud pacient pifeZije, vétSinou se potyka s pietrvavajicimi

158 Do této faze nejcastéji prechazi malarie zpiisobend P. falciparum

neurologickymi problémy
a nejrizikovéjsi skupinou pro rozvoj zavazné formy maldrie jsou malé déti, t€hotné Zeny a lidé,
ktefi nemaji proti malarii ¢aste€nou imunitu — tedy ti, kteti malérii nikdy neprodélali. U lidi,
kteti malarii prod¢lali, se vyviji bunéénd i humoralni imunitni odpovéd’, ktera sice neni 100%
a nechrani pfed dalS$im nakaZenim, ale zna¢né sniZi projevy infekce. Podle nékterych vyzkumi
je az 80 % pacienti, kteti malarii prod¢lali, pti dalSim nakazeni i ptes prokazatelnou parazitemii
asymptomatickych!>*!%° 7 tohoto diivodu se na né&kolika pracovistich pracuje na vyvoji

vakciny proti maldrii — napt. RoPlaVac!'®!,

3.3.2 Diagnostika

Nejrychlejsim a nejspolehlivéjsim diagnostickym testem je mikroskopické analyza tlusté kapky
nebo tenkého krevniho roztéru (obr. 19) sbarvenim podle Giemsa-Romanovski, které
umoznuje kvantifikaci parazitemie (procento napadenych erytrocytl; pocet plasmodii

v mikrolitru krve) i1 ur¢eni druhu plasmodia. Pomoci téchto testii se kontroluji i pacienti
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s pouhym podezienim na malarii, kterd nemtze byt vylouCena, pokud pacient neméa minimalné
tfi negativni krevni roztéry béhem 48 hodin. Mikroskopicka stanoveni nejsou ptili§ naro¢na na
vybaveni, ale jsou naro¢nad zejména na zkuSené diagnostiky, kteti umi roztéry spravné
analyzovat a vyhodnotit!¢.

Dalsi ¢asto vyuzivanou moznosti je rychly test zalozeny na detekci antigenu (rapid
antigen detection test, RDT), ktery detekuje plasmodiélni proteiny z krevni kapky po pichnuti
do prstu. Provedeni a vyhodnoceni tohoto testu je tedy jednodussi nez krevni roztér, ale ma
zatim n¢kolik nedostatkl. Souc¢asné RDT dokézou identifikovat pouze P. falciparum a P. vivax
(nejcastejsi puvodci maldrie), ale nejsou schopné infekci zcela kvantifikovat a jejich
spolehlivost s nizsi prazitemii klesa, tudiz nemohou samostatné slouzit k vylouc¢eni malarie pti
diagndze. Vzhledem k tomu, ze v organismu néjaké mnozstvi antigenti pietrvava, nelze tyto

testy pouZit ani k vyhodnoceni Gisp&snosti 1é¢by!>%-162,

Obr. 19 Krevni roztér pacienta s malarii'®’.

Posledni moZnosti diagnostiky malérie je PCR, coz je metoda velmi citlivad a témét
100% spolehliva, ale vzhledem k pfistrojové narocnosti a zdlouhavosti neni mozné ji vyuzivat

pro rychlou diagnézu a zlistdva vyuzivana zejména ve vyzkumu',

3.3.3 Problematika 1é¢by a rozvoj rezistence

Volba vhodného antimalarika nebo jejich kombinace zavisi zejména na druhu plasmodia,
geografické oblasti a zdvaznosti infekce. Pokud se jedna o nekomplikovanou malarii, zalezi
zejména na ptvodci. U chlorochin-senzitivniho P. vivax, P. ovale a P. malariae je 1é¢ivem prvni
volby chlorochin (obr. 20A). U nekomplikované infekce P. falciparum nebo P. knowlesi jsou
podavany kombinace zalozené na derivatech artemisininu (obr. 20B; artemisinine-based

combination therapy, ACT). Pouzivaji se kombinace artemetheru s lumefantrinem,
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dihydroartemisininu s piperachinem, artesunatu s meflochinem nebo amodiachinem,
atovachonu s proguanilem, pfipadné artesunatu se sulfadoxinem a pyrimethaminem. U zadvazné
malarie 1écba zacina artesunatem intravendézné, dokud pacient neni schopen sam jist.
Alternativou miize byt intravendzni infuze chininu nebo artemether intramuskularné. V dobé,
kdy je pacient schopen sam jist a pit, se pfechazi na peroralni ACT bez meflochinu (obr. 20C),
ktery by potencialné¢ mohl zvysit riziko rozvoje post-malarického neurologického syndromu.
U infekce P. vivax a P. ovale je potieba posléze nasadit primachin (obr. 20D), ktery je G€inny
proti hypnozoittim v jatrech. U déti, neimunnich osob a t€¢hotnych zen se ke kazdému ptipadu
pristupuje jako k malarii zpiisobené chlorochin-rezistentnimu P. falciparum, dokud se
neprokaze pravy pivodce!3%-136:161

Pti 1écbé malarie je potieba pouzit spravnou kombinaci antimalarik a dodrzet jejich
spravné davkovani. Podavani subterapeutickych davek miize vést k prodlouzeni 1éCby, ale
1k jejimu selhani a pfispiva k rozvoji rezistence. Historicky bylo pozorovano, Ze rezistence
endemickych zemi malarického pasu. Chlorochin byl dlouhou dobu pouzivan jako l1é¢ivo prvni
volby, nebot’ je bezpe¢ny a levny, a dodnes se v kombinaci pouziva k 1é€bé malarie zpiisobené

nerezistentnimi kmeny!6°

. Na lécbu chlorochin-rezistentni maldrie byly pouzivany derivaty
artemisininu, ale uz byly objeveny i artemisinin-resistentni kmeny plasmodii'®"!%®, Z t&chto
divoda se nyni pouziva zejména ACT, kdy jsou zkombinovéana 2 — 3 antimalarika s riznymi
mechanismy ucinku, aby byl dal$i rozvoj rezistence pomalej$i a méné pravdépodobny. Ale
zejména lécba multirezistentnich kment P. falciparum ztstava do dnesni doby velmi obtizna!®”,
Vedle antimalarik dochdzi i k rozvoji rezistence komdari vaci pouzivanym insekticidim

(pyrethroidy), tudiZ i ty je nutno obméhovat a stiidat s karbamaty, organofosfaty, atd.'”°.

3.3.4 Antimalaricka aktivita AmA

Jak jiz bylo popsano diive, AmA disponuji Sirokou Skalou biologickych aktivit, mezi néz patii
i aktivita antimalarickd. Samotné alkaloidy vykazuji spide mirnou aktivitu?® vii¢i jaternimu
1 krevnimu stadiu plasmoédii, ale jako perspektivni se zda piiprava polosyntetickych derivati
nékterych alkaloidl. Byla testovana fada alkaloidd vici chlorochin-senzitivnim (K1, NF54)
1 chlorochin-rezistentnim kmentim (T9.96) P. falciparum a v tabulce (tab. 2) jsou shrnuty ty
s aktivitou <lug/ml. Dale byly pfipraveny rizné série derivati lykorinu, lykoreninu

a haemanthaminu, z nichZ nékteré vykézaly zajimavou aktivitu vii¢i chlorochin-senzitivnimu
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kmenu P. falciparum F32 (tab. 3). V prubéhu testovani antimalarické aktivity alkaloidi a jejich

derivati je potieba vzit v potaz jejich piipadnou toxicitu a v rAmci testovani se ji zabyvat'’!,

Cl N

H,CO

Obr. 20 Struktury vybranych antimalarik A - chlorochin, B - artemisinin, C — meflochin, D -

primachin.

Tab. 2 AmA, jejich derivaty a aktivita vii¢i vybranym kmentm P. falciparum.

P. falciparum 1Cso [ng/ml]
Testovana latka

K1 NF54 FCR3 T9.96
3-Epihydroxybulbispermin'” 0,55 - - 1,14
Haemanthamin!7%!73 0,43 0,67 - 0,70
6-Hydroxyhaemanthamin!” 0,35 - - 0,35
Haemanthidin'"? - 0,70 - -
Lykorin'7? 0,38 - - 1,03
1-O-Acetyllykorin'74 0,36 - 0,3 -
1,2-Di-O-butanoyllykorin'74 0,67 - 0,53 -
1-O-(3’S)-Hydroxybutanoyllykorin'7* 0,60 - 0,45 -
1-O-(3’R)-Hydroxybutanoyllykorin'7+ 0,62 - 0,49 -
1-O-Propanoyllykorin'7* 0,37 - 0,30 -
Pankracin'”® 0,75 0,70 - -
Chlorochin®!73 0,057 0,004 - 6,06
Artemisinin®!74173 0,003 0,004 0,006 -

& standard
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Tab. 3 Haemanthamin, lykorenin, lykorin, jejich derivaty a jejich antimalaricka

aktivital40,l44, 1 76.
Testovana latka F32 P. falciparum 1Cso [uM]
Haemanthamin 1,3
Haemanthidin 1,2
11,12-Epoxyhaemanthamin 1,6
3,11-Dinicotyl-11-hydroxyvittatin 0,8
Dihippeastrinyl isoftalat 1,3
Dihippeastrinyl tereftalat 1,3
Lykorin 0,13
1,2-Diacetyllykorin 0,26
1,2-Bis(2-methylbutyryl)lykorin 0,6
1-Acetyllykorin 0,9
8,9-Diacetyl-5-methyl-4-vinyl-5,6-dihydrofenantridin 0,9
5-Butyl-8,9-diacetyl-4-vinyl-5,6-dihydrofenantridin 0,8
Chlorochin® 0,04
# standard
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni pro izolaci a identifikaci
alkaloidt

4.1.1 Chemikalie

e Vodny roztok amoniaku 22-25% p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (NH;)

e Aceton p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (Me2CO)

e Acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice) (MeCN)

e Benzin lékaisky RN vyhovujici CL a CSN 656544 (ing. Svec — Penta, Praha) (Bz)

e Cyklohexan ¢&. (ing. Svec — Penta, Praha) (CeHi2)

e Diethylamin p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (Et;NH)

e Diethylether p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (Et,O)

e Dichlormethan p. a. (ing. Kroupa — Balex, Pardubice — Rosice nad Labem) (CH2Cl)

¢ Dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno) (BiNO3(OH). . BiO(OH))

e Ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)

e Ethylester kyseliny octové ¢. (ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

e Hydroxid sodny &. (ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)

e Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl)

e Chloroform ¢&. (ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl3)

e Chloroform deuterizovany pro NMR analyzu — Chloroform-d 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CDCls)

e Isopropylalkohol p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (C3HsO)

e Jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

e Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)

e Kyselina vinna p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (C4HsOs)

e Methanol p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (MeOH)

e Methanol deuterizovany pro NMR analyzu — Methanol-d4 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CD;0OD)

e Methanol HPLC (J. T. Baker, Denver, Netherlands) (MeOH)

e Toluen p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsCH3)

e Uhligitan sodny bezvody &. (ing. Svec — Penta, Praha) (Na,CO5)
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e Voda supercista (H20)

Tab. 4 Vyvijeci soustavy pouzité pro preparativni a analytickou TLC.

Smes

Slozeni

S1

To*EtOAcP:Eto,NHE 7:2:1

S2

To:EtOAc:Et:NH 45:45:10

S3

To:EtOAc:Et;NH 15:75:10

S4

EtOAc:EtoNH 9:1

SS

EtOAc:MeOHY:Et-NH 8:1:1

S6

EtOAc:MeOH:Et,NH 5:4:1

S7

cHx®:Me>CO""NH;3¢ 50:50:1

S8

To:Et:NH 9:1

S9

To:EtOAc:Et;NH 8:1:1

S10

cHx:Et:NH 9:1

S11

To:Et;NH 95:5

S12

To:cHx:Et;NH 50:50:5

S13

EtOAc:MeOH:H>O 100:13:10

S14

To:EtOAc:Et;NH 7:2,5:0,5

S15

cHx:IPA:Et,NH 77,5:15:7,5

S16

cHx:Me>CO:NHj3 40:50:1

S17

cHx:EtOAc:IPA:Et;NH 45:45:5:5

S18

cHx:Me>CO:NH;3 10:80:1

S19

To:Me>CO:EtOH!:NHj3 40:40:6:2

S20

CH3CN:MeOH:TFA 40:10:0,1

2toluen, ° ethylacetat, ¢ diethylamin, ¢ methanol, © cyklohexan, faceton, & amoniak: " voda,

lisopropylalkohol,’ ethanol

4.1.2 Adsorbenty pro chromatografii

e Oxid hlinity (Al2O3) neutralni, pro chromatografii, 63 — 200 um; Across (Lach-Ner,

Neratovice) byl ptfed pouzitim promyt smési CHCI3:EtOH (1:1) a vysuSen pfi

laboratorni. Poté byl aktivovan pfi teploté 200 °C po dobu 8 hodin. Zchladly aktivni
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4.1.3

4.14

AlLOs byl nasledné deaktivovan pfidavkem 6 % vody a ekvilibrovan v uzaviené nadobé
po dobu 1 hodiny

Komer¢ni analytické TLC desky Silica gel 60 GF2s4 for TLC (Merck Millipore, Praha)
o rozmérech 20 X 20 cm. Pro analytické ucely byly pouzity desky o vysce 10 cm
a variabilni Sifce podle poctu analyzovanych vzorkli a pro preparativni TLC byly

pouzity desky o rozméru 10 x 20 cm.

Lité vrstvy byly piipraveny za pouziti Silica gel 60 GF2s4 (Merck Millipore, Praha)

a mnozstvi pouzitého SiOz bylo 29 mg/cm?.

Cinidla pro detekci alkaloidi

Dragendorffovo ¢inidlo (podle Muniera): zasobni roztok byl pfipraven smisenim
roztoku A (1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné rozpusténé
v 80 ml vody) a roztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) v objemovém poméru 1:1
a z tohoto roztoku byl pfipraven roztok detekéni, jenz byl pfipraven smisenim 5 ml
zasobniho roztoku a roztoku 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody. Zasobni i detekéni roztok
byly uchovavany v chladniéce pfi teploté 4°C.

Mayerovo ¢inidlo: roztok byl pfipraven rozpusténim 5 g KI ve 30 ml vody a néslednym
pfidanim 1,35 g chloridu rtutnatého v prasku. Vznikla srazenina byla michdna do
rozpudténi, dokud vznikly roztok nebyl bezbarvy nebo svétle zluty. Cinidlo bylo

uchovavano v chladnicce pii 4°C.

Pomocny material

Kfemelina Celite C 535 John's Manville (Sigma Aldrich, Praha), pro preparativni praci
byla extrahovana vodou a vysusena.
Susici perly silikagelu (ing. Svec — Penta, Praha)

Siran sodny bezvody p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (Na2SO4)
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4.1.5

4.1.6

Pristroje

Spektrometr EI/MS na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; EI mod
70 eV; kolona HP-5 MS (30m x 0.25 mm x 0.25um) (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA).

Spektrometr ESI/MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Arcade, New
York, USA).

Spektrometr ESI/HRMS, Waters Synapt G2Si s hybridnim analyzatorem quadrupole-
time-of-flight (Q-TOF) piipojeny na Waters Acquity [-Class UHPLC System (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, USA).

Spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA).

Ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany).

Vakuovd odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,
Schwabach, Germany).

Vakuové odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland).
Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany).

Databaze pouzité pro vyhodnocovani vysledki

Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg, Maryland,
USA)

4.2 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni pro stanoveni biologické

4.2.1

aktivity alkaloidi

Chemikalie

Acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChI)

AlamarBlue ¢inidlo pro stanoveni bunécné viability (Invitrogen, Kalifornie, USA)
Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha) (C20H1sNO4ClI)

Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)
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Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (NaH2POy .
2H20)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (DMSO)

Dioxan p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (C4HgzO»)

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
Fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, Némecko) (FBS)

Firefly Luciferase Assay Kit 2.0 (Biotium, Kalifornie, USA)

Fungizon (roztok amfotericinu B 250 pg/ml) (Sigma Aldrich, Némecko)

Galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., People Republic of
China) (C17H21NO3)

Gentamicin — roztok 50 mg/ml (Gibco, USA)

Glukosa-6-fosfat (Sigma Aldrich, Némecko) (CsH1309P)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche, Némecko)

L-Glutamin (Invitrogen, Kalifornie, USA)

HEPES pufr 1M roztok v H>O (Sigma Aldrich, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (NaH2PO4)
Huperzin A 98% (Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., People Republic of
China)

Chlorid draselny p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (KCI)

Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

NADPH (Sigma Aldrich, Némecko)

Oracin (Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii, Ceska republika) (C20H;sN>05)
Pen-Strep (lyofilizat 50000 Ul/ml penicilinu a 50 mg/ml streptomycinu k rekonstituci)
(Invitrogen, Kalifornie, USA)

Rekombinantni AKR1C3 (Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové)

RPMI 1640 médium (Invitrogen, Kalifornie, USA)

RPMI 1640 roztok neesencialnich aminokyselin (50%) (Invitrogen, Kalifornie, USA)
Voda supercista (H>O)

Z-Gly-Pro-p-nitroanilid > 99% (Sigma Aldrich, Praha) (C13H1sN4O4)

Z-Pro-prolinal > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (CisH22N204)
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4.2.2

4.2.3

Bunécné linie

Huh-7 bunécna linie huménniho hepatokarcinomu (Sigma Aldrich, Némecko)

Pufry

SmM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl piipraven smisenim 57 ml roztoku A, 283 ml roztoku
B a 300 ml vody. Zéasobni roztok A je 10 mM roztokem NaH;PO4 (v 1 litru roztoku je
obsazeno 1,20 g NaH>POs4) a zasobni roztok B je 10 mM roztokem Na;HPOj4 (v 1 litru
roztoku je obsazeno 1,42 g NaH,POj).

SmM fosfatovy pufr o pH 7,4 s obsahem 150 mM chloridu sodného byl pifipraven
z 8,766 g chloridu sodného p. a., jez byl rozpustén v SmM fosfatovém pufru pH 7,4 a
poté jim doplnén do 1000 ml.

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml
roztoku B a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 200 mM roztokem NaH>POgs (1 litru
roztoku obsahuje 24,0 g NaH2POs). Zasobni roztok B je 200 mM roztokem NaoHPOg4
(1 litru roztoku obsahuje 28,4 g Na,HPOg).

PBS: 100mM roztok Na/K fosfatového pufru o pH 7,4 obsahujici 137 mM NaCl a 2,7
mM KCIl. Zasobni roztok A byl pfipraven smisenim 0,68 g KH>PO4 a 1,5 g NaCl
a rozpus§ténim ve 100 ml destilované vody. Zasobni roztok B byl pfipraven rozpusténim
0,89 g NaH,POy4 - 2 - H O a 1,5 g NaCl ve 100 ml destilované vody. Vysledny pufr byl

pfipraven smisenim 20 ml roztoku a 100 ml roztoku B.

Hodnoty pH byly kontrolovany u v§ech pufri na kalibrovaném pH metru PHM 220.

4.2.4

Pristroje pouzité ke stanoveni biologické aktivity alkaloidi

Centrifuga 5810/5810R (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Inkubator IncuSafe CO, (PHC Europe, Etten-Leur, Nizozemsko)

Laminarni box Bio IT Advance (Telstar, Terrassa, Spanélsko)

Microplate ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,
USA)

Microplate multimodal reader Infinite M200 (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko)
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4.2.5

4.2.6

Mikrotitrac¢ni desticky 96 jamek (Fisher Scientific, Pardubice)

Odstredivka AVANTI J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California,
USA)

Odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

pH metr PHM 220 (Radiometer, Kodan, Denmark)

Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

Statisticky program GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, Kalifornie, USA,
20006)

Ttepacka VWR standard analog shaker 1000 (VWR, Radnor, Pensylvanie, USA)

Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i FAChE a hBuChE

Roztok SmM DTNB: roztok byl pfipraven piimym rozpusténim navazeného mnozstvi
DTNB v takovém mnozstvi 100 mM fosfatovém pufru pH 7,4, aby vznikl 5 mM roztok.
Roztok je ¢iry nebo slabé nazloutly. Cinidlo bylo uchovavano v chladniéce pii 4 °C po
dobu maximalné 1 tyden.

Roztok 10mM ATChI: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnoZzstvi
latky ve vodg, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zistal &iry. Cinidlo bylo
uchovavano v chladnicce pti 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM BuTChlI: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajictho mnoZstvi
latky ve vodg, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zistal ¢iry. Cinidlo bylo

uchovavano v chladnicce pti 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i POP

Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu: roztok byl pfipraven rozpusténim
odpovidajiciho mnozstvi latky v 40% 1,4-dioxanu, aby vznikl roztok o koncentraci 10

mM. Cinidlo bylo uchovavéano v chladniéce pii 4°C.
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4.3 Metody

4.3.1 Obecné postupy

Priprava rozpoustédel
Vsechna komerc¢ni rozpoustédla (kromé rozpoustédel deklarovanych cistotou pro HPLC
a NMR) byla ptfed pouzitim standardné destilovana a destilat byl jiman podle pfisluSnych

tabelarnich teplot varu jednotlivych rozpoustédel.

Odpaiovani extraktu a frakei

Pro odpareni spojenych sumarnich ethanolickych extrakt pro izolaci alkaloid byla pouzita
poloprovozni vakuova odparka Laborota 20 Heidolph s teplotou vodni ldzn¢ 40 - 50 °C podle
pouzitého rozpoustédla a tlakem 1,33 kPa.

Frakce ziskané béhem sloupcové chromatografie sumarniho alkaloidniho extraktu
a posléze béhem déleni jednotlivych frakci pomoci metod preparativni TLC byly odpateny na
vakuové odparce Buchi Rotavapor R-114 na vodni 14zni s teplotou nastavenou v zavislosti na
slozeni pouzité elu¢ni smési.

Detekce alkaloidii v roztoku
Béhem vytiepavani alkaloidniho extraktu z vodné faze byla ptitomnost alkaloidi ve vodné fazi
prokazovana pomoci Mayerova ¢inidla.

Pied zacatkem vytfepavani byla provedena zkouska s malym mnoZstvim (5 ml) slabé
kyselého vodného roztoku alkaloidii, aby byla prokazana efektivita pouziti Mayerova ¢inidla
s analyzovanou smési alkaloida.

Roztok zkoumaného vzorku byl po odstranéni organickych rozpoustédel okyselen
pomoci 2% HCI (pH 3) a tento roztok byl ve zkumavce smichan s nékolika kapkami €inidla.

Obsahoval-li zkoumany roztok alkaloidy, doslo ke vzniku vyrazné bélavé srazeniny'”’.

SuSeni extrakti a frakci, izolovanych latek a jejich skladovani

Alkaloidni extrakt, jeho frakce i1 izolované chemicky c¢isté latky byly vysousSeny ve vakuovém
exsikatoru (vakuum pfiblizné€ 1,33 kPa) nad suSicimi perlami silikagelu po dobu minimalné¢ 24
hodin. Po vysu$eni byly uzaviené banky skladovany v chladnicce pfi teploté 2-8 °C.
Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven nalitim suspenze Al,O3; ve smési rozpoustédel, kterd
byla pouzita pro zahajeni eluce (viz Tab. 5). Sumarni alkaloidni extrakt uréeny k déleni byl

nanesen na sloupec v podobé roztéru s adsorbentem v poméru 1:4 (w/w). Tento roztér byl
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piipraven rozpusténim extraktu v malém mnozstvi CH>Cl, jeho adsorbovanim na AlO3
a ndslednym michanim na vodni ldzni do odpateni rozpoustédla. Vznikly roztér byl posléze
vysusen v exsikatoru po dobu 24 hodin. Samotna chromatografie probihala formou stupniovité
eluce. Alkaloidy jednotlivych najimanych frakci byly detekovany pomoci analytické TLC

a posttiku Dragendorffovym ¢inidlem.

Vakuova sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven navrstvenim silikagelu do kolony a déleny extrakt byl
na sloupec nanesen ve formé roztéru, jehoz piiprava je shodna s piipravou viz vyse, pouze byl
jako sorbent pouzit silikagel. Chromatografie probihala za tlaku 1,99 kPa. Chromatografie
probihala formou stupiiovité eluce viz tab. 9 a detekce alkaloidl probihala stejné, jak je popsano
vyse.

Priprava litych desek pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

Preparativni TLC desky s litou vrstvou byly pfipravovany nalitim suspenze pfipravené
rozmichanim 6,5 g komer¢niho silikagelu Silikagel 60 GF254 v 20,5 ml destilované vody na
sklenéné desky o rozméru 15 x 15 cm (29 mg SiO2/cm?). Pied pouzitim byly takto pfipravené

desky susSeny za pokojové teploty po dobu alespoii 24 hodin.

Preparativni tenkovrstva chromatografie

Smés alkaloidii urena k déleni byla rozpusténa ve smési CHCI3:EtOH (1:1) nebo
EtOAc:MetOH (1:1) a nanesena na chromatografickou desku pomoci chromatografického pera
na linii startu 1 cm od okraji a 1,5 cm od spodni hrany desky. MnoZstvi desek pro preparativni
TLC bylo vypocitano tak, aby mnoZstvi délené smési nepresahovalo 3 mg/cm u litych vrstev
nebo 1 mg/cm u komercnich desek Merck. Desky byly ponechiany volné na vzduchu do
odpateni rozpoustédel z nanesené délené smési a poté byly vyvijeny v chromatografickych
komorach, které se pfed pouzitim sytily zvolenou vyvijeci smési rozpoustédel (tab. 4) po dobu
25 min. Desky byly po vyvinuti a vyjmuti z komory suSeny volné v digestofi, po vysuSeni
analyzovany za vyuziti UV detekce (A = 254 a A = 366 nm). Po UV detekci mohly byt desky
vyvijeny znovu za pouZiti stejné nebo odlisné mobilni faze, nebo po detekci Casti jedné z desek
Dragendorffovym byly separované zoény oznacCeny preparativni jehlou a izolovany
mechanickou separaci z jednotlivych zon z chromatografické desky. Zony se shodnym Ry ze
vSech vyvijenych desek byly spojeny. Spojeny separovany adsorbent z jednotlivych zon byl
smichén s kiemelinou Celite 535 a eluovan v chromatografické trubici 15nasobnym mnoZzstvim
smesi CHCI3:EtOH (1:1) nebo EtOAc:MetOH (1:1) podle toho, ktera ze smési byla pouzita pro

rozpusténi separované frakce.
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Detekce alkaloidi po analytické tenkovrstvé chromatografii

Chromatogramy po vSech TLC (frakce ze sloupcové chromatografie, kontrola Ccistoty
izolovanych latek nebo hledani vhodnych vyvijecich smési pro separaci) byly vzdy nejprve
detekovany vizualn¢ pomoci UV svétla za pouziti dvou raznych vinovych délek (A = 254 nm
al = 366 nm) a vSechny viditelné zény byly oznaceny tuzkou. Chromatogramy s takto
ozna¢enymi zénami byly nasledné detekovany postiikem Dragendorffovym &inidlem. Cinidlo
bylo pouzito k posttiku suchych desek a v pfitomnosti alkaloidii se na chromatografické desce

objevily intenzivné oranzové skvrny.

4.3.2 Metody pouZité pro strukturni identifikaci izolovanych alkaloidi

GC/MS analyza

Analyza slozeni jednotlivych frakcei a posléze 1 izolovanych alkaloidii byla provedena pomoci
plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 pracujiciho s hmotnostnim detektorem pii
elektronové ionizaci 70 eV. Separace byla provadéna na kolon¢ HP-5. Byl pouzit nasledujici
teplotni program: 100 °C — 180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180 — 300 °C (5 °C/min), 300
°C (15 min). Jako nosny plyn bylo pouZzito helium, jehoZ pritokova rychlost byla 0,8 ml/min.
Nastiik vzorku byl proveden pfi teploté 280 °C. Byl nastiiknut 1 pl methanolického roztoku
analyzovaného vzorku (koncentrace 1 mg/ml) pfi splitu 1:10. Alkaloidy byly identifikovany
porovnavanim jejich spekter se spektry dostupnymi v komercni knihovné spekter NIST 11
(National Institute of Standards and Technology Library, USA), daty publikovanymi

v literatufe a se standardy latek, které byly v nasi laboratofi jiZ izolovany.

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

MS (ESI) spektra byla méfena pro latky neionizujici pomoci elektronové ionizace. Spektra byla
ziskana pomoci spektrometru LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo s ionizaci elektrosprejem
v kladném mddu a analyzatorem byla iontova past. MS byla provadéna pii kolizni energii 40

eV. Alkaloidni roztok v MeOH (c = 1 mg/ml) byl zavadén piimo na sondu.

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS-Q-TOF MS (ESI))

Tato metoda hmotnostni spektrometrie byla vyuZzivana v ptipad¢ izolace novych latek, které
nebyly dosud v literatuie popsany. Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru s vysokym
hmotnostnim rozliSenim Waters Synapt G2Si s ionizaci elektrosprejem v kladném modu
a kombinovanym analyzatorem — kvadrup6l s analyzatorem doby letu (TOF). Vzorky byly

méteny v roztoku MeCN a bylo porovnavano teoretické m/z s m/z experimentalné zjisténym.
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Nuklearni magneticka rezonance
NMR spektra byla méfena v roztocich CDCl; pii teploté 25 °C na spektrometru VNMR S500
pracujicim pti 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 pro jadra '3C. K ozafovani a detekci signalu
byla pouzita Sirokopasmova dvoukanalova gradientova sonda s regulaci teploty (OneNMR).
Chemické posuny byly méfeny jako hodnoty 6 pars per milion (ppm) a byly nepiimo vztazeny
k TMS jako standardu pomoci zbytkového signdlu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu
pro CDCl; jsou u atomi 'H & = 7,26 ppm a u atomi '3C & = 77,0 ppm. Méfenim ziskana data
jsou uvadéna v nasledujicim pofadi: chemicky posun (9), integrovana intenzita spekter 1H
NMR, multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet)
a interak¢ni konstanta J (Hz).

Dvoudimenzionalni (2D) NMR experimenty (gCOSY, gHSQC, gHMBC, NOESY)
byly méfeny standardnimi sekvencemi dodanymi firmou Varian. Parametry méfeni byly

stanoveny podle mnozstvi vzorku, jeho Cistoty a molekulové hmotnosti.

gCOSY (gradient corelation spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony, které maji
piimé spojeni proton-proton pies tfi vazby, 3JHH.

gHSQC (gradient heteronuclear single quantum coherence): jedna osa ptredstavuje 'H a druha
3C. Tato spektra predstavuji korelace mezi H a C pfes jednu vazbu.

gHMBC (gradient heteronuclear multiple bond coherence): technika, jez pomaha urcit
korelace C s H pfes 3 vazby (pfipadné i 2 nebo 4 vazby).

NOESY (nuclear overhauser effect spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony od sebe

vzdalenymi do 6 A a jeho intenzita klesa se zvysujici se vzdalenosti protonil v prostoru.

Méreni optické otacivosti
Opticka otacivost alkaloidii byla métfena v jejich methanolovych nebo chloroformovych
roztocich na polarimetru P3000 a specificka otacivost jednotlivych latek byla vypocitana podle

VZOrce:

100 X a

t _
[a]D_ c X1

t — teplota méfeni [°C]; D — sodikova cara A = 589,3 nm; o — naméfena otacivost [°];

¢ — koncentrace méteného alkaloidu [g/100 ml]; / — délka kyvety [dm].
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4.4 Studium biologické aktivity izolovanych alkaloidii

4.4.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i humannim cholinesterasam

Priprava hemolyzatu a plazmy
Zdrojem acetylcholinesterasy (AZAChE) byl hemolyzat lidskych erytrocyti a zdrojem
butyrylcholinesterasy (#BuChE) lidska plazma.

Erytrocyty byly ziskany z Cerstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolnika
(18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu). Bezprostiedné po odbéru je krev rozdélena
stejnomémné po 5 ml do konickych Sroubovacich zkumavek a provede se centrifugace pii
rychlosti 4000 rpm pii 4 °C po dobu 10 minut. Po prvni centrifugaci se plazma odsaje tak, aby
v ni nebyly Zadné erytrocyty, a je uchovavana do doby stanoveni aktivity BuChE v chladni¢ce
pti 4 °C (nejdéle vsak 6 hodin).

Zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu je opatrné odsat bezpopelnym filtraénim
papirem s hlazenym povrchem, jehoz Spicka je sestfizena. Poté je odeCten objem erytrocytarni
masy a sediment se zfedi takovym mnozstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim
150 mM NaCl, aby vysledny objem erytrocytarni suspenze byl 13 ml. Suspenze je rovnomérné
promisena a poté je provedena centrifugace zptisobem, ktery je uveden vyse pii oddélovani
plazmy. Promyti erytrocytl je timto zpisobem provedeno celkem 3x a promyvaci kapalina je
dokonale odstranéna. Po trojim promyti je pfidano takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru
pH 7,4 bez obsahu NaCl, aby byl objemovy pomér erytrocyty:pufr 1:5. Tato smés je
homogenizovéana, ptelita do Erlenmeyerovy bailkky a erytrocyty jsou ponechany spontanni
hemolyze za michani teflonovym michadlem pti 300 rpm. Jakmile je hemolyza ukoncena, je
u suspenze stanovena acetylcholinesterasova aktivita, ptipadné se ptiddnim SmM fosfatového
pufru upravena absorbance (hodnota absorbance musi byt 0,08 — 0,15) a natedény hemolyzat
je po rozplnéni do Eppendorfek uchovavan do doby pouziti pti -22 °C.

Butyrylcholinesterasova aktivita plazmy je stanovena stejnym zpuisobem (hodnota
absorbance musi byt 0,15 — 0,20) a plazma je po rozplnéni uchovavana stejnym zplsobem jako
hemolyzat.

Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloida

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)!”® [A = 436 nm (AChE), nebo A = 412 nm
(BuChE)]. Béhem stanoveni je sledovdn narast absorbance za 1 min. Hodnoty ICso jsou

vypocitany ze ziskanych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinearni regresi
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v programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego,
CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICso zndmych inhibitorG cholinesteras -

galanthaminem a Huperzinem A. Procenta inhibice (% I) jsou pocitana podle vzorce:

%1 =100 — (100 X AA‘”)
0 Mg,

% I — procento inhibice; A4p; — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min; Ads, —

absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity enzymii: do 6 jamek mikrotitra¢ni desticky je napipetovano 8,3 ul
plazmy nebo hemolyzatu, pfidano 283 pul 5 mM DTNB a 8,3 ul DMSO, vse je po dobu 1 min
promichavano na mikrotfepacce a poté je smes inkubovana v komote readeru pii 37 °C po dobu
5 minut. Po inkubaci je ptfidano 33,3 pl roztoku substratu (10 mM ATChI nebo 10 mM BuTChlI)
a pti ptislusné vinové délce (AChE-hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm) je promé&fena
absorbance. Zptusobem popsanym vysSe je vypocten rozdil a stanovena primérnd hodnota
inhibice se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek: do mikrotitracni desticky jsou pouZzity stejné objemy Cinidel
a roztoku substratu (6 fad po 3 jamkach), shodny je téZ postup méfeni. Pro méfeni inhibi¢ni
aktivity latky jsou pouzity koncentrace: 40; 10; 4; 1 a 0,4 mM, ptipadné dalsi série koncentraci
v tomto poc¢etnim modu, je-li aktivita vysoka. Do posledni 6. fady je pipetovan DMSO jako
slepy vzorek.

Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso ZAChE a ICso ABuChE pro jednotlivé latky byly
porovnavany s inhibi¢nimi aktivitami referen¢nich latek — galanthaminem (ICso, racne = 1,710
+ 0,065 uM, ICso, iBuche = 42,301 £+ 0,065 uM), Huperzinem A (ICso, s.ache = 0,033 £ 0,001 puM,
ICs0, nBuche > 1000 uM) a berberinem (ICso, racne = 0,705 £ 0,104 uM, ICso, sBuche = 30,721 £
3,492 uM).

4.4.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vuci prolyloligopeptidase

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS, specificka aktivita enzymu
byla 0,2 U/ml. Stanoveni inhibi¢ni aktivity bylo provedeno v polystyrenové mikrotitra¢ni
desticce s plochym prihlednym dnem. Testované latky byly rozpustény v DMSO a tim byly
pfipraveny jejich zasobni roztoky (¢ = 10 mM). Roztoky pro testovani (10 — 107 M) byly
pfipraveny fedénim zasobnich roztokd supercistou vodou, slepé vzorky byly pfipraveny
piidanim DMSO ve stejné koncentraci, jako v testovanych vzorcich. Jako substrat pro testovani

57



inhibicni aktivity byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid rozpustény v 40% 1,4-dioxanu
(c =10 mM). V jamce mikrotitra¢ni desticky bylo smichano 170 pl PBS, 5 pl roztoku testované
latky o urc€ité koncentraci a 5 pl roztoku POP. Tato smés byla nasledné inkubovana po dobu
5 min pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo do kazdé jamky piidano 20 pl
substratu a smés byla déale inkubovana po dobu 30 min pfi teploté 37 °C. V desticce byl
sledovan a spektrofotometricky méfen vznik p-nitroanilinu, jehoZ mnozstvi je piimo umérné
aktivité¢ POP, (A = 405 nm; microplate ELISA reader EL800). Inhibi¢ni aktivita testovanych
latek je vyjadiena jako ICso. Ziskané inhibi¢ni aktivity testovanych latek byly porovnany s
hodnotami ICsg referenc¢nich latek berberinu (ICso = 142,3 £ 21,1 mM) a Z-Pro-prolinalu (ICso
=3,269 +£ 0,021 mM).

4.4.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vi¢i GSK-3p

Stanoveni inhibi¢ni aktivity AmA prob¢hlo ve spolupraci s dr. Vincenzou Andrisano a dr.
Angelou De Simone z Department for Life Quality Studies University of Bologna béhem
Erasmus+ staze Mgr. Daniely Hulcové, Ph.D. Stanoveni bylo provedeno pomoci Kinase-Glo
Kit (Promega Biotech Iberica, S.L., Madrid, Spanélsko), humanni rekombinantni GSK-3p
a GSM substrat napodobujici svalovou glykogen synthasu (Merck Millipore, Darmstadt,
Némecko) luminiscenéni metodou podle Bakiho et al. Stanoveni bylo provedeno v bilych
96-jamkovych destickach s plochym dnem. V kazdé jamce bylo 10 pl roztoku testované latky
v DMSO o vysledné koncentraci 1 mM natredéného pufrem (50 mM HEPES, 1 mM EDTA,
I mM EGTA a 15 mM octanu hotfe¢natého) na pozadovanou koncentraci. K tomuto roztoku
bylo pfidano 10 pl ATP (vysledné koncentrace 1 uM), 10 ul 100 uM GSM a 10 pl GSK-38 (20
ng). Negativni kontrola byla vytvorena ptfidanim dalSich 10 pl pufru a kdo pozitivni kontroly
bylo pfidano 10 pl standardu SB-415286. Celkova koncentrace DMSO ve vysledné smési
nepresahla 5 %. Reak¢ni smés byla 30 min inkubovana pii teploté 37 °C, poté byla enzymaticka
reakce zastavena piiddnim 40 pl Kinase-Glo ¢inidla a po dalSich 10 min byla méfena
luminiscence (dlouhodoby typ luminiscence). Hodnoty ICso byly spocitany a vyhodnoceny
pomoci programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San
Diego, CA, USA). Podrobné¢jsi popis postupu tohoto stanoveni je mozno najit v nasledujici

publikaci: Hulcovi et al. (2018)!'7°.
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4.4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity proti jaternimu stadiu malarie in vitro

Stanoveni inhibi¢ni aktivity vaci jaternimu stadiu Plasmodium berghei in vitro bylo provedeno
vramci Erasmus+ staze v MPrudéncio Lab, Instituto de Medicina Molecular Jodo Lobo
Antunes, Lisabon. Testované latky byly rozpustény v DMSO a byly pfipraveny jejich zasobni
roztoky o koncentraci 10 mM, které byly uchovavany pfi teplot€¢ — 20 °C a z nichz byly v ¢as
potfeby pfipraveny vzorky pro testovani. Do 96-jamkové mikrotitracni desticky s plochym
dnem byly nasazeny buinky linie Huh-7 (bunééna linie huméanniho hepatokarcinomu)
v koncentraci 10 000 buné¢k/100 pl média/jamka a byly inkubovany po dobu 24 hodin
v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosféte 5 % CO». Pro kultivaci i nasazeni bunék bylo pouzito
cRPMI médium [RPMI 1640, 10% v/v fetalniho bovinniho séra (FBS), 1% v/v smési
penicilin/streptomycin (pen-strep), 1% v/v roztoku glutaminu, 1% v/v roztoku neesencidlnich
aminokyselin a 10 mM HEPES, pH 7).

Pro screening byly z4sobni roztoky smiseny s médiem, jez bylo pfipraveno z cRPMI
(viz vyse) obohacenim o gentamicin (1:1000) a fungizon (1:300). Ze zasobnich 10 mM roztoki
byly natedény roztoky o koncentraci 10; 5 a 1 uM. Jako kontrola byl pouzit roztok DMSO
v médiu o koncentraci 10 pM. Z desticky s nasazenymi buitkami bylo po 24 hodinédch inkubace
odstranéno médium a misto né byly v triplikidtech pipetovany roztoky testovanych latek
a kontrola. Z izolovanych slinnych zldz samicek komdra druhu Anopheles stephensi byly
ziskany sporozoity prvoka Plasmodium berghei (ptivodce mysi malarie)!® upravené tak, aby
produkovaly luciferasu (PbA-LuciGFPcon). Suspenze ziskanych sporozoitli byla nafedény
do desticky hodinu po ptidani latek. Koncentrace sporozoitii a bunék v jamce byla v poméru
1:1 — tj. 10000/jamka. Poté byla desticka centrifugovana 5 min pii 1800 % g a inkubovéna
46 hodin pii 37 °C v atmosfére 5 % CO».

Po 46 hodinach inkubace bylo z desticky odstranéno médium s testovanymi latkami
a misto né&j bylo pipetovano 80 pl roztoku ¢inidla pro stanoveni bunécné viability na zakladé
redukéni aktivity Zivych bunék alamarBlue v cRPMI médiu smisenych v poméru 1:20.
Desticka byla déle inkubovana ve stejnych podminkach po dobu 90 min a po uplynuti této doby
byla na readeru Infinite M200 (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko) zméfena fluorescence (excitace:
530 nm/ emise: 590 nm), z jejichZ hodnot byla vypocitana viabilita bun€k v procentech.

Pro dalsi stanoveni bylo z desticky odstranéno médium s alamarBlue ¢inidlem, bunky
byly oplachnuty PBS (100 pl/jamka) a poté k nim bylo pfidano 50 pl lyzacniho pufru (Firefly
Luciferase Lysis Buffer) a desticka byla po dobu 15 min na tfepacce pii 600 rpm. Posléze byla
desticka centrifugovana 5 min pii 1800 x g, aby bunécné zbytky klesly na dna jamek. Z kazdé
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jamky bylo pipetovano 20 pul supernatantu do bilé desticky s 96 jamkami s plochym dnem.
Roztok luciferinu byl zfedén FLAB (Firefly Luciferase Analysis Buffer, Firefly Luciferase
Assay Kit 2.0) v poméru 1:50 a té€sn¢ pred métenim byl pipetovan k supernatantu (30 pl/jamka).
Okamzité po napipetovani roztoku luciferinu byla 3x po sobé méfena luminiscence, z niz byla
vyhodnocena mira inhibice ristu sporozoiti P. berghei.

Pokud byla latka po tfech nezéavislych screeningovych stanovenich vyhodnocena jako
potencialné ucinnd, byla stejnym zpiisobem tiikrat nezavisle testovana jeji ICso, kdy byly
méefeny vzdy triplikdty sedmi koncentraci. Tyto koncentrace se liSily podle vysledku
screeningu.

Podrobnéjsi popis experimentu a prace s komary Anopheles stephensi viz publikace

Ploemen et al.'®.

4.4.5 Stanoveni cytotoxické aktivity in vitro

Vsechny studie tykajici se cytotoxicity izolovanych latek byly provedeny ve spolupraci
s katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky na Ceské zemé&dglské univerzité v Praze a Ustavem
1¢katské biochemie na Lékaiské fakulté v Hradci Kralové. Podrobny soupis studii a vysvétleni
postupti je mozno nalézt v nasledujicich publikacich Doskog¢il et al. (2015)!*® Havelek et al.
(2014)!35181,

Ve spolupraci s LF HK bylo provedeno stanoveni bunécéné viability/cytotoxického
pusobeni testovanych latek pomoci kolorimetrické metody WST-1. Tato metoda je variaci na
metodu MTT, ale pouzivd 4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen
disulfonat misto roztoku 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu, ktery je
pouzivan pii MTT testu. Ob¢ tato Cinidla jsou tetrazoliové soli, ale u WST-1 odpada krok
rozpousténi'® a stanovent je rychlejsi a citlivejsi'®,

Z testovanych latek byly v zavislosti na jejich rozpustnosti pfipraveny zasobni roztoky
o koncentraci 10 — 50 mM a dale byly fedény v ¢as potieby tak, aby koncentrace DMSO byla
<0,1%, aby byl vyloucen jeho toxicky efekt. Bunky byly nasazeny do 96-jamkové desticky
s plochym dnem v koncentraci 1000 bun¢k/jamka. Po 24 hodinach inkubace pii 37 °C a 5%
koncentraci CO> byly k bunkdm pfidany testované latky v koncentraci 10 puM, poptipadé
doxorubicin o koncentraci 1 pM jako pozitivni kontrola®®. Po 48 hodin4ch inkubace ve stejnych
podminkach bylo do jamek ptidano WST-1 ¢inidlo, jez bylo redukovano mitochondridlnimi
dehydrogenasami v Zivych buikich na purpurovy formazan!®*!85 ktery byl rozpustén pfidanim

DMSO, a absorbance byla méfena na readeru Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)

60



pii vinové délce A = 440 nm. Mira zabarveni roztoku je pfimo imérna mnozstvi zivych bunék.
Aktivita kazdé latky byla vypocitana ze tii nezavislych experimentl a byla spoc¢itana bunécna
viabilita v porovnani s negativni kontrolou, kdy k buitkdm nebyla pfidana zadna ucinna latka,
ale pouze 0,1 % DMSO, coz je odpovidajici jeho koncentraci v ostatnich jamkach. Ke stanoveni
ICso u aktivnich latek byla data zpracovana pomoci programu GraphPaD Prism (verze pro

Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA).

4.4.6 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢ci AKR1C3
Inhibicni aktivita vii¢i enzymu AKR1C3 byla métena ve spolupraci s Katedrou biochemickych
véd FaF UK (prof. Ing. V. Wsdl, Ph.D. a doc. RNDr. L. Zemanova, Ph.D.). Nejprve byla
stanovena reduk¢ni aktivita rekombinantni AKRI1C3 inkubaci s oracinem za piitomnosti
NADPH-generujiciho systému. Standardni inkubace byly provedeny v mikrozkumavkach
Eppendorff a smés se skladala vzdy z 10 pl AKR1C3 (odpovidé 1,76 pg v inkubaéni smési),
40 ul NADPH-generujiciho systému, 20 uM testované latky a 0,1 M fosfatovém pufru o pH
7,4. Jelikoz byly inhibitory rozpustény v MeOH, bylo do kontrolnich inkubac¢nich smési
pfidano 5 % MeOH, aby bylo vylou€eno ptipadné ovlivnéni inhibi¢ni aktivity alkaloidd MeOH.
Reakce byly nastartovany pfidanim 20 pl roztoku oracinu (vyslednéd koncentrace = 0,5 mM).
Celkovy objem inkubac¢nich smési byl 200 pl. Inkubace probihala po dobu 30 min pfi teploté
37 °C. Slozeni pouzivaného NADPH-generujiciho systému bylo nasledujici: 0,8 mM NADP®,
6 mM glukosa-6-fosfatu, 35 Ul glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, 3 mM MgCl, v 0,1 mM
fosfatovém pufru, pH 7,4. Po uplynuti doby inkubace byly reakce zastaveny pfidanim 80 pl
26% NH4OH a inkuba¢ni smés byla ochlazena na ledové tfiSti na 0 °C. Metabolit
11-dihydrooracin (DHO) byl extrahovan do 600 ul EtOAc pfi intenzivnim michani na tftepacce
po dobu 10 s. Vzorky byly centrifugovany 2 min v mikrocentrifuze. Organické faze byly pak
pfeneseny do novych mikrozkumavek a extrakty byly odpareny pfi sniZeném tlaku a teploté.
Ziskané odparky byly rozpustény v 250 pl mobilni faze a ptipraveny pro HPLC analyzu. Kazdy
vzorek byl testovan ve ¢tyfech nezavislych experimentech.

Prvni sada inhibi¢nich experimentii byla provedena pro vybrané alkaloidy, jeZ byly
k dispozici v dostate¢ném mnozstvi tak, aby jejich vyslednd koncentrace v inkuba¢ni smési byla
20 uM. Vsechny latky byly rozpustény v MeOH na zasobni roztoky o koncentraci 1 mM, ty
byly pak ziedény smési MeOH:H>O 1:1 (v/v) na roztoky o koncentraci 0,2 mM. Pro zjisténi

miry inhibice jednotlivych latek byly provedeny inkubace a zastaveni tak, Ze do inkubacnich
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smesi bylo pfidano 20 pl 0,2 mM roztoka jednotlivych alkaloid a tim byla ziskéna jejich

vysledna koncentrace 20 uM v inkubacni smési.

4.5 Rostlinny material

Cerstvé cibule Narcissus cv. Professor Einstein byly dodany firmou Lukon Glads (Sadska,
Ceska republika). Botanicka verifikace rostlinného materialu byla provedena prof. RNDr.
Lubomirem Opletalem, CSc a dokladny vzorek byl ulozen v herbariu Katedry farmaceutické
botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod oznacenim Narcissus cv. Professor
Einstein CUFPH-16130/AL-447. Cibule byly vysazeny o kolekce rostlin pro udrzovani
péstovani na Zhrad¢ 1é€ivych rostlin FaF UK v HK.

4.6 Izolace alkaloidua

34,3 kg cerstvych cibuli Narcissus cv. Professor Einstein bylo pokrajeno a posléze rozemleto
v mlynku. Rozdrobnény rostlinny material byl 2x extrahovan dvojnasobnym mnozstvim 95%
EtOH za varu pod zpétnym chladicem po dobu 30 minut. Spojené extrakty byly zfiltrovany
a odpafeny za vzniku hnédého sirupovitého odparku. Rezidua EtOH byla odpatfena jako
azeotropicka smés s destilovanou vodou. 638 g sumarniho odparku bylo postupné rozpusténo
v 1,5 1 5% HCI, natedéno destilovanou vodou na 4,5 1 roztoku o pH ~ 1 a zfiltrovano pies
vliselin a posléze pies vrstvu kiemeliny Celite 535. Filtra¢ni vrstva byla promyta destilovanou
vodou. Kysely vodny roztok byl odtu¢nén vytrepanim s 2 x 41 Et;O a byl déle zpracovan. Vodny
roztok byl alkalizovan 10% vodnym roztokem Na;CO3 na pH 9-10 a vytfepan 4 x 41 CHCI; za
prabézné kontroly Mayerovym ¢inidlem. Organicka faze byla odpatena a bylo ziskano 51,5 g
sumarniho alkaloidniho extraktu konzistence hnédého sirupu. Tento primarni alkaloidni extrakt
byl déle preciStén vytfepavanim. Odparek byl rozpustén v 1 1 2% HCI a vysledny roztok
zfiltrovan ptes vrstvu kiemeliny Celite 535, jez byla nasledné promyta 0,5 1 destilované vody.
Vodna faze byla odtu¢néna 2 % 0,5 1 Et,0, alkalizovéna na pH 9-10 a vytiepana 5 x 0,5 1 Et,O
a 8 x 0,5 1 CHCIs. Kvantitativni extrakce alkaloidii byla pribézné kontrolovana pomoci
Mayerova cinidla. Etherovy i1 chloroformovy vyttepek byly vysuSeny pomoci bezvodého
Na;SO4 a na zéklad€ kontrolnitho TLC spojeny dohromady za zisku 31,7 g ptecisténé¢ho
alkaloidniho extraktu, jenz byl dale zpracovan pomoci sloupcové chromatografie na neutralnim

AlOj3 desaktivovanym 6 % destilované vody (tab. 5).
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Tab. 5 Prabéh sloupcové chromatografie.

Oznaceni Spojené frakce Eluéni smés Mnozstvi Popis

Bz : CHCI5(70 :30)
Bz : CHCl; (65 :35)
1-110 Bz : CHCl; (60 : 40) bez alkaloidniho obsahu
Bz : CHCI5 (55 : 45)
Bz : CHCI; (50 : 50)

Bz : CHCl; (45 : 55)

1 111-145 Bz CHCl, (40 - 60) 0,010 g viskozni, hnédy
2 146 — 150 Bz : CHClL; (40 : 60) 0,020 g viskézni, hnédy
3 151 -158 Bz : CHCl; (40 : 60) 0,030 g viskoézni, hnédy
4 159-173 Bz : CHCl; (40 : 60) 0,070 g viskoézni, hnédy
5 174 - 177 Bz : CHCl; (40 : 60) 0,050 g visk6zni, hnédy
6 178 — 187 Bz : CHCI; (35 : 65) 1,59 ¢ viskoézni, hnédy
7 188 - 191 Bz : CHCI; (35 : 65) 1,69 g viskozni, hnédy
8 192 -195 Bz : CHCl; (35 : 65) 0,300 g viskézni, hnédy
9 196 — 199 Bz : CHCI; (35 : 65) 0,080 g viskézni, hnédy
10 200215 Bz: CHCL (35 : 65) 0,270 g viskézni, hnédy
Bz : CHCI5(30: 70)
11 216 221 Bz : CHCL; (30 : 70) 0,170 g viskézni, hnédy
Bz : CHCI5(30: 70)
12 222 -297 Bz : CHCI; (25 : 75) 3,16 ¢ krystalizujici, svétle hnédy

Bz : CHCL, (20 : 80)

Bz : CHCI, (20 : 80)

13 298 - 324 CHCI; (100) 0310g viskozni, hnédy
CHCI; : EtOH (99 : 1)

14 325-329 CHCI; : EtOH (99 : 1) 0,183 g viskozni, hnédy

15 330-332 CHCl; : EtOH (99 : 1) 0,828 g krystalizujici, nazloutly

16 333 -336 CHCI; : EtOH (99 : 1) 0,616 g krystalizujici, nazloutly

17 337357 CHCI; : EtOH (99 : 1) 1,206 g viskozni, hnédy

18 358 -373 CHCI; : EtOH (98 : 2) 1,426 g viskozni, svétle hnédy

19 374 - 381 CHCI; : EtOH (98 : 2) 1,388 g krystalizujici, svétle hnédy

20 382 -386 CHCI; : EtOH (98 : 2) 1,134 g krystalizujici, svétle hnédy

21 387 -397 CHCI; : EtOH (98 : 2) 0,585 ¢ krystalizujici, svétle hnédy

22 398 — 402 CHCL, : BOH (58 : ) 0,127 g viskozni, hnédy
CHCI; : EtOH (95 : 5)

23 403 — 408 CHCI; : EtOH (95 : 5) 0,182 ¢ viskozni, hnédy

24 409 — 429 CHCL, : BOH (55 5) 0,936 ¢ viskézni, hnédy

CHCI, : EtOH (90 : 10)

CHCT; : EtOH (90 : 10)

25 430 - 466 6,543 g viskoézni, hnédy
CHCl; : EtOH (80 : 20)
26 CHCl; : EtOH (80 : 20) )
467 —-478 0,672 g viskozni, hnédy
CHCl; : EtOH (50 : 50)
27 CHCl; : EtOH (50 : 50) .
479 — 493 0,941 g viskozni, hnédy
EtOH (100)
Celkem 24,517 g
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Tab. 6 Parametry sloupcové chromatografie.

Hmotnost odparku 31,6 ¢
Adsorbent na roztér 124 g
Adsorbent 2000 g
Délici vrstva sloupce 76 cm

Vrstva alkaloidni frakce 5 cm

Pramér sloupce 5,8 cm

Objem frakce 250 ml

Tab. 7 Mobilni faze pouzité pro kontrolni TLC v pribehu sloupcové chromatografie.

Mobilni
Frakce

faze

S1 132 -204

S2 205 -272

S3 273 -372

S4 373 -376

S5 377 - 416

S6 417 - 493
< 2 om

- o
5 - ™~

Obr. 21 TLC spojenych frakei 1 — 15, S1.
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Obr. 22 TLC spojenych frakei 13 — 27, S5.

4.6.1 1Izolace latek ze spojenych alkaloidnich frakci

Frakce 1 — 3 (60 mg) byly vzhledem k jejich malym mnozstvim spojeny a pomoci TLC na
komerénich deskéach rozd€leny na 3 podfrakce. Z podfrakce 1-3/2 bylo po dalsim dé€leni (S7;
I1x a S8; 1x) ziskdno 5 mg latky NPE-1, jez byla pomoci GC-MS, ESI-MS a standardu
identifikovana jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu. Z podfrakce 1-3/3 byla
ziskana latka NPE-2 (6 mg), ktera byla také identifikovédna jako alkaloid homolykorinového
strukturniho typu.

Z frakce 5 (50 mg) byly po separaci (S9; 1x) ziskany 4 podfrakce a z podfrakce
oznacené 5/3 byla ziskana litka NPE-3 (S9; 1x a S10; 2x). Tato latka byla pomoci NMR
identifikovana jako alkaloid pankratistatinového strukturniho typu.

Frakce 7 (1,69 g) byla zpracovana na litych TLC deskach (S11; 3%) za zisku 4
podfrakci. Podfrakce 7/2 byla dale separovana (S12; 3x) a bylo z ni ziskano 7 mg latky NPE-
4, jez byla identifikovéana jako alkaloid lykorinového typu. Podfrakce 7/3 také podstoupila dalsi
déleni (S11; 5x) a z podfrakce 7/3-1 byla ze smési CHCI3:EtOH (1:1) krystalizovany latka
NPE-5 (20 mg), jeZ byla pomoci GC-MS a standardu urcena jako alkaloid galanthaminového
strukturniho typu. Z podfrakce 7/3-2 byly dale separovany latky NPE-6 (15 mg) a NPE-7 (30
mg) (S13; 2x), které byly ob&€ pomoci NMR identifikovany jako alkaloidy galanthaminového
strukturniho typu. Z podfrakce 7/4 (S14; 2x) byla po precisténi ziskana latka ur¢end pomoci
GC-MS a NMR analyzy jako alkaloid lykorinového strukturniho typu NPE-8 (15 mg).

Frakce 8 (300 mg) byla podrobena separaci pomoci TLC (S15; 2x) a byla rozdélena na
4 podfrakce. Z podfrakce 8/2 byly po nasledném déleni (S16; 1x) ziskany latky NPE-9 (5 mg),
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NPE-10 (6 mg), jez byly urceny jako alkaloidy lykorinového typu a NPE-11 (81 mg), kterad
byla urcena jako alkaloid typu galanthaminového. Dale bylo z podfrakce 8/3 po precisténi
pomoci TLC (S17; 2x) ziskano 10 mg latky NPE-12, kterda byla pomoci NMR a optické
otacivosti urcena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu.

Frakce 11 (138 mg) byla rozdélena na 5 podfrakci (S14; 2x). Podfrakce 11/5 byla
precisténa pres Silpearl a dale rozdelena na 2 podfrakce (S17; 2x). Z podfrakce 11/5-2 byla
z EtOH krystalizovana latka NPE-13 (35 mg) ve formé oranzovych jehlicovitych krystala,
ktera byla dale urcena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu.

Z frakce 12 (3,16 g) bylo ze smé¢si CHCl3:EtOH (1:1) ziskano krystalizaci 100 mg latky
NPE-14, jez byla urcena jako latka haemanthaminového strukturniho typu.

Ze smési CHCI3:EtOH (1:1) bylo z frakece 16 (616mg) krystalizovano 166 mg latky
NPE-1S5. Tato latka byla pomoci GC-MS, ESI-MS a NMR ur¢ena jako latka homolykorinového
typu. Matec¢ny louh byl déle chromatograficky zpracovan (S3; 2x) na 4 podfrakce a z podfrakce
16/4 bylo z horkého EtOH rekrystalizovano 127 mg latky NPE-16, jejiz struktura byla pomoci
GC-MS a NMR urCena jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu.
Z frakce 18 (1,43 g) bylo krystalizaci z horkého EtOH ziskano 752 mg latky NPE-17.

Frakce 19 — 21 byly spojeny dohromady (3,11 g) a byla z nich ze smé&si CHCl3:EtOH
(1:1) krystalizovana latka NPE-18 (1,85 g). Matecny louh byl podroben chromatografické
separaci (S7; 3x) a byl rozd¢€len na 6 podfrakci. Z podfrakce 19-21/1 byla krystalizaci ziskana
latka NPE-19 (20 mg), jeZ byla preciSténa rekrystalizaci z horkého EtOH a pomoci GC-MS
a NMR urcena jako alkaloid tazettinového strukturniho typu. Podfrakce 19-21/3 byla dale
délena (S8; 1x a nésledné S7; 1x) za zisku latky NPE-20. Tato latka byla pomoci ESI-MS
a NMR identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu.

Frakce 25 (6,54 g) byla nejprve podrobena VLC (Tab. 8 a Tab. 9) za tlaku 1,99 kPa na
sloupci silikagelu (Kieselgel-mesh 0,15/0,30) desaktivovaného 6 % destilované vody
s pouzitim smési EtOAc a MeOH v rliznych pomérech. Bylo ziskano 7 podfrakci, jez byly dale
déleny pomoci preparativni TLC. Podfrakce 25/6 byla rozd€lena (S18; 3x) na 5 podfrakei
a z podfrakce 25/6-1 bylo ziskano 62 mg latky lykorinového strukturniho typu NPE-21, ktera
byla rekrystalizovana z EtOH. Z podfrakce 25/6-2 byla izolovdna litka NPE-22, jeZ byla
identifikovana jako alkaloid haemanthaminového typu. Z podfrakce 25/6-4 bylo po dal$im
déleni (S19; 2x) ziskana a rekrystalizovéana latka, ktera byla pomoci NMR, optické otacivosti
a X-ray identifikovdna jako latka montaninového strukturniho typu NPE-23 (132 mg)
a z podfrakce 26/6-5 bylo po ptecisténi pies Silpearl ziskdno 1425 mg latky NPE-24, jeZ byla
pomoci NMR a ESI-MS identifikovéana jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu.
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Frakce 26 (672 mg) byla zpracovana pomoci TLC (S5, 1x) na 4 podfrakce. Podfrakce
26/3 byla dale rozdélena za pouziti preparativni TLC (S7; 2x) na 3 podfrakce. Podfrakce
oznacena jako 26/3-3 byla dale chromatografovéana (S7; 2x) za zisku 6 podfrakci, z nichz byla
dale cisténa podfrakce 26/3-3-6 (S19; 40:40:6:2, 1x) a po dal§im zpracovani bylo z podfrakce
26/3-3-6/2 (S20; 40:10:0,1; 1x a S5, 2x) ziskano 20 mg latky NPE-25.

Tab. 8 Parametry vakuové sloupcové chromatografie frakce 25.

Hmotnost délené frakce 6,5¢g
Adsorbent na roztér 23,6 g
Adsorbent 200 g
Délici vrstva sloupce 18,5 cm
Vrstva alkaloidni frakce 1.8 cm
Primeér sloupce 5,2cm
Objem frakce 150 ml

Tab. 9 Prubeh vakuové sloupcové chromatografie frakce 25.

Oznaceni | Spojené frakce Elu¢ni smés Mnozstvi Popis
bez alkaloidniho
1-3 EtOAc : MeOH (8 : 2)
obsahu
1 4-6 EtOAc : MeOH (8 : 2) 0,095 g viskozni, zlutohnédy
2 7 EtOAc : MeOH (8 : 2) 0,032 ¢ viskozni, zlutohnédy
3 8-11 EtOAc : MeOH (8 : 2) 1,368 g viskozni, zlutohnédy
4 12-16 EtOAc : MeOH (8 : 2) 1,926 g viskozni, hnédy
5 17-26 EtOAc: MeOH (8 : 2) 0,819 ¢ viskozni, zlutohnédy
EtOAc : MeOH (8 : 2)
6 27 - 44 2,311 g viskdzni, hnédy
EtOAc : MeOH (1: 1)
7 45-49 MeOH (100) 0,122 g viskozni, hnédy
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5 VYSLEDKY

5.1 GC-MS analyza sumarniho alkaloidniho extraktu z ¢erstvych cibuli

Narcissus cv. Professor Einstein

V rozsahlém screeningu, jenz byl soucasti nékolika diplomovych praci na katedie
farmaceutické botaniky a jehoz dil¢i vysledky byly shrnuty v publikaci Breiterova et al.
(2018)'86, byl pro dalsi fytochemickou studii na zakladé GC-MS analyzy, stanoveni inhibice
cholinesteras a obsahu predikovanych alkaloidli vybran Narcissus cv. Professor Einstein.
Pomoci GC-MS sumarniho alkaloidniho extraktu bylo urceno 12 alkaloidli nélezejicich do péti
strukturnich typt - galanthaminového (1), lykorinového (3, 4, 5, 8, 9), haemanthaminového (6),
krininového (7) a homolykorinového (10, 12). Dvé latky (A1, Az2) se podle GC-MS analyzy

urc¢it nepodafilo - viz obr. 23 a tab. 10. V tab. 11 je mozZno nalézt ptehled vSech izolovanych

latek.
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Obr. 23 GC-MS analyza sumarniho alkaloidniho extraktu z Cerstvych cibuli Narcissus cv.

Professor Einstein.
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Tab. 10 Alkaloidy identifikované v sumarnim alkaloidnim extraktu Narcissus cv. Professor
Einstein pomoci GC-MS a popis jejich hmotnostnich spekter.

v . RT? [M+] a charakterisktické o Reference
Sloucenina (min) ionty, m/z (% relativni Yo pro MS
intenzity)
. 289(65), 288(100),
1. Lykoramin 19,314 274(10), 232(10), 202(30) tr NIST 11
2. A1 —homolykorinovy typ | 20,625 ?2177(7), 109(100) 1

273(75), 273(33),
3. Norpluviin 21,299 | 254(42), 242(6), 229(50), | 3 | NIST 11
228(100), 241(5)

287(81), 286(48),
268(52), 254(15),

4. Pluviin 21,569 243(66). 242(100), 1 NIST 11
228(23)
5.11, 12— 92,076 249(59), 248(100), | 187
Didehydroanhydrolykorin ’ 190(25), 163(7), 95(15)
6. Haemanthamin 301(15), 272(100)
22,486 240(15), 225(5), 211(15) 16 NIST 1
287(100), 286(20),
7. Pankracin 23,216 270(17), 243(17), 11 NIST 11

223(15), 214(16),
199(18), 185(26)

287(30), 268(24),
8. Lykorin 24,046 250(32), 227(68), 10| NIST 11
226(100), 211(5), 147(9)

303(35), 284(24),

9. 9—O-Methylpseudolykorin | 24,604 243(86), 242(100)

<1 NIST 11

301(-), 207(1), 178(3), 188
10. Homolykorin 25,086 110(8), 109(100), 39
108(20), 94(3), 82(3)

329(31), 269(76),
268(100), 250(93),
240(16), 226(81),
211(12), 147(15)

11. Az 25,450

315(-), 162(4), 134(4),

15 187
125(100), 96(36), 82(3)

12. Hippeastrin 26,033
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Tab. 11 Ptehled izolovanych latek.

R=H Masonin (1)
R=OH Hippeastrin (15)

R;=0 R,=0OCHj3; Homolykorin (2)
R;=0C,Hs R,=OH Eugenin (20)

R;=0 R,=0H 9-O-Demethylhomolykorin
)

Ismin (3)

HsCO

R=H Karanin (4)
R=OH Lykorin (18)

R,;=OH R,=CH; Galanthamin (5)
R =0 R,=CH; Narwedin (6)
R,;=0OH R,=H Epinorgalanthamin (12)

R;=0 R,=CHj; Lykoraminon (7)
R;=0OH R,=H Norlykoramin (13)
R;=0OH R,= CH; Lykoramin (11)

R,=R,=H Rs= OCH; Pluviin (8)
R=R,=H R;=0H Norpluviin (21)

R=H R,=0 R;=0H 7-Oxonorpluviin (25)
R,=R;=OCH3 R,=H Galanthin (10)

Haemanthamin (14)

R=0OCHj3 Epimaritidin (16)
R=0OH 9-0-Demethylmaritidin (22)

OH

HO
D@

H,CO

H5CO

OCH,

9-O-Methylpseudolycorin isomer (17)

Tazettin (19)

Pankracin (23)
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5.2 Alkaloidy izolované z Narcissus cv. Professor Einstein a jejich strukturni

analyza

5.2.1 NPE-1: Masonin

Latka byla identifikovana jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu masonin'®.

Sumarni vzorec: C;7H7NO4

Molekulova hmotnost

Mr = 299,326

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =299 (M", 1), 190 (1), 162 (5), 134 (1), 109 (100), 108 (20), 94 (3).
MS (ESI): m/z (%) =300 (M+1, 100), 266 (5), 211 (3).

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

7.49 (1H, s, H-8), 6.96 (1H, s, H-11), 6.07 (2H, dd, J = 4.7, 0.9 Hz, OCH20), 5.50 (1H, d, J =
2.2 Hz, H-4), 4.75 (1H, m, H-5a), 3.18 (1H, ddd, J = 7.4, 6.3, 4.2 Hz, H-2), 2.72-2.76 (2H, m,
H-11c), 2.58-2.62 (2H, m, H-5), 2.48-2.52 (2H, m, H-3), 2.27 (1H, dd, J = 18.7, 9.2 Hz, H-2),

2,06 (3H, s, NCHa).
13C NMR (125 MHz, § ,CDCl, 25 °C):

165.4 (C-7), 151.8 (C-9), 147.8 (C-10), 140.2 (C-3a), 139.7 (C-11a), 118.5 (C-7a), 115.6 (C-
4, 109.7 (C-11), 102.0 (OCH20), 77.3 (C-5a), 66.8 (C-11c), 56.3 (C-2), 43.8 (C-11b), 43.5

(NCH:), 31.1 (C-5), 27.9 (C-3).
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Opticka otacivost

[a]3°=98° (c = 0,15; CHCl5)

5.2.2 NPE-2: Homolykorin

Latka byla identifikovéna jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu homolykorin!®.

Sumarni vzorec: CigsH21NO4

Molekulova hmotnost

Mr = 315,369

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =206 (<1), 178 (1), 150 (1), 109 (100), 108 (20), 94 (3), 82 (3).
MS (ESI): m/z (%) =316 (M+1, 100), 298 (5), 241 (5).

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, 3, CDCL, 25 °C):

7.56 (1H, s, H-8), 6.96 (1H, s, H-11), 5.50 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-3), 4.80 (1H, t, H-5a), 3.95
(3H, s, OCH3), 3.94 (3H, s, OCHs), 2.71 (1H, m, H-11¢), 2.63 (3H, m, H-2, H-11b), 2.50 (2H,
m, H-3), 3.12 (1H, ddd, J= 9.8, 3.3, 7.2 Hz, H-2), 2.39 (2H, m, H-5), 2.23 (1H, q, /= 9.8 Hz,
H-2), 2.00 (3H, s, NCH).

13C NMR (125 MHz, & , CDCl, 25 °C):

165.9 (C-7), 153.1 (C-10), 148.9 (C-9), 140.9 (C-3a), 137.8 (C-11a), 116.9 (C-7a), 115.2 (C-
4),111.9 (C-8), 110.8 (C-11), 77.7 (C-52), 66.6 (C-11c), 56.6 (C2), 56.4 (OCH3), 56.2 (OCHs),
44.2 (NCHs), 43.8 (C-11b), 31.3 (C-5), 28.1 (C-3).

72



Opticka otacivost

[a]3°=80° (c = 0,02; CHCl5)

5.2.3 NPE-3: Ismin

Latka byla identifikovéna jako alkaloidpankratistatinového strukturniho typu ismin!*",

Sumarni vzorec: CisHisNO3

Molekulova hmotnost

Mr = 257,289

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =257 (M7, 22), 239 (25), 238 (100), 196 (6), 180 (8), 139 (6).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, §, CDCl3, 25 °C):

7.28 (1H, ddd, J=8, 7, 2 Hz, H-3), 7.00 (1H, s, H-10), 6.98 (1H, S, H-1), 6.81 (1H, ddd, J =7,
7, 1 Hz, H-2), 6.73 (1H, dd, J = 8, 1 Hz, H-4), 6.67 (1H, s, H-7), 5.99 (2H, s, OCH:0), 4.26
(1H, d, J=12 Hz, H-6), 4.20 (1H, d, J= 12 Hz, H-6), 2.73 (3H, s, NCH3).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

147.5 (C-8), 147.4 (C-9), 146.7 (C-4a), 134.0 (C-6a), 131.2 (C-10a), 129.9 (C-1), 129.1 (C-3),
127.2 (C-10b), 118.0 (C-2), 110.7 (C-4), 110.2 (C-10), 109.7 (C-7), 101.3 (OCH20), 63.5 (C-
6), 30.8 (NCH3).

Opticka otacivost

Tato latka nema chirdlni centrum, tudiz nestac¢i rovinu polarizovaného svétla.
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5.2.4 NPE-4: Karanin

Latka byla uréena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu karanin'®%!%3,

Sumarni vzorec: Ci¢Hi7NO3

Molekulova hmotnost

Mr=271,316

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =271 (M7, 85), 270 (48), 252 (52), 250 (10), 240 (10), 227 (50), 226 (100),
215 (5).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, §, CDCl3, 25 °C):

6.82 (1H, s, H-11), 6.58 (1H, s, H-8), 5.90 (1H, d, J = 16.1 Hz, overlapped, OCH-0), 5.90 (d,
J=16.1 Hz, OCH:0), 5.45-5.41 (1H, m, H-3), 4.76-4.70 (1H, m, H-1), 4.13 (1H, d, J = 14.0
Hz, H-7)3.52 (1H, d, /= 14.0 Hz, H-7), 3.35- 3.31 (1H, m, H-5),2.78 (1H, d, J=10.7, 2.6 Hz,
H-13), 2.61-2.59 (2H, m, H-2), 2.59-2.50 (2H, m, H-4), 2.41 (1H, dd, J=10.7, 2.6 Hz, H-12),
2.35-2.31 (1H, m, H-5).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.6, 146.3, 139.0, 130.5, 127.8, 114.5, 107.8, 104.6, 101.0, 64.9, 60.9, 57.2,

53.9,45.1, 35.3, 28.6.

Opticka otacivost

[a]30=-203° (c = 0,9; CHCI5)
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5.2.5 NPE-5: Galanthamin

Latka byla uréena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu galanthamin'**.

Sumarni vzorec: C7H21NO3

Molekulova hmotnost

Mr = 287,359

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 287 (M", 80), 286 (100), 270 (15), 256 (2), 244 (28), 230 (16), 216 (40),
174 (37), 128 (9), 115 (15).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, §, CDCl3, 25 °C):

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

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

145.7 (C-10), 143.8 (C-9), 132.8 (C-10a), 129.2 (C-6a), 127.3 (C-4), 126.6 (C-4a), 121.7 (C-
7), 111.1 (C-8), 88.4 (C-1), 61.7 (C-3), 60.3 (C-6), 55.7 (OCH3), 53.6 (C-12), 47.9 (C-10b),
41.9 (NCH3), 33.6 (C-11), 29.8 (C-2).

Opticka otacivost

[a]3°=-98° (c = 0,15; CHCI5)
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5.2.6 NPE-6: Narwedin

Latka byla uréena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu narwedin!%*,

Sumarni vzorec: Ci7H9NO3

Molekulova hmotnost

Mr = 285,343

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 285 (M", 85), 284 (100), 242 (15), 216 (20), 199 (20), 174 (30).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

6.9 (1H, d, J=10.4 Hz, H-4a), 6.7 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-8), 6.6 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-7), 6.0
(1H,d,J=10.4 Hz, H-4), 4.7 (1H, m, H-1), 4.1 (1H, d, J=10.3 Hz, H-6a), 3.8 (3H, s, OCH3),
3.8 (1H, d, J=14.9 Hz, H-6), 3.3 (1H, t, H-12), 3.1 (2H, m, H-2, H-12), 2.7 (1H, dd, J =13.9,
2.5 Hz, H-2), 2.5 (3H, s, NCH3), 2.3 (1H, dt, H-11), 1.9 (1H, d, J=13.8 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

194.4 (C-3), 147.0 (C-9), 144.3 (C-4a), 144.0 (C-10), 130.5 (C-10a), 129.4 (C-6a), 127.1 (C-
4), 122.0 (C-7), 111.8 (C-8), 88.0 (C-1), 60.7 (C-6), 56.0 (OCH3), 54.1 (C-12), 49.0 (C-10b),
42.4 (NCHz3), 37.3 (C-2),33.2 (C-11).

Opticka otacivost

[a]3°=20,7° (c = 0,097; CHCl5)
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5.2.7 NPE-7: Lykoraminon

Latka byla uréena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu lykoraminon'®>.

Sumarni vzorec: C7H21NO3

Molekulova hmotnost

Mr = 287,359

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =287 (M", 72), 286 (100), 272 (5), 230 (8), 218 (14), 202 (22), 187 (15), 115
(15), 44 (18).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, §, CDCl3, 25 °C):

6.69 (1H, d, J=10.4 Hz, H-4a), 6.66 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-8), 4.78 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-7),
4.16 (1H, d, J=10.4 Hz, H-4), 3.85 (1H, m, H-1), 3.70 (1H, d, J=10.3 Hz, H-6a), 3.28 (3H, s,
OCHa), 3.15 (1H, d, J=14.9 Hz, H-6), 3.02 (1H, t, H-12), 2.98 (2H, m, H-2, H-12), 2.75 (1H,
dd, J=13.9, 2.5 Hz, H-2), 2.32 (3H, s, NCH3), 2.09 (1H, dt, H-11), 1.66 (1H, d, J = 13.8 Hz,
H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

208.8, 146.7, 143.7, 131.7, 129.0, 122.3, 111.0, 88.3, 59.8, 55.9, 54.0, 47.5, 41.9, 40.1, 36.2,
35.6.

Opticka otacivost

[a]35=175,5° (c = 0,098; CHCl3)
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5.2.8 NPE-8: Pluviin

Latka byla uréena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu pluviin!®>!%3,

Sumarni vzorec: C7H21NO3

H,CO
H,CO

Molekulova hmotnost

Mr = 287,359

MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 287 (M", 82), 286 (49), 268 (52), 243 (66), 242 (100), 228 (23), 121 (17),
77 (17), 41 (15).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

6.74 (s, H-11), 6.64 (s, H-8), 5.97 (dd, J = 5.9, 1.0, Hz, H-1), 5.39 (d, J = 2.2 Hz, H-3), 4.26
(dd,/=5.9,1.0,Hz, H-1),4.13a3.50 (1H each, d, /= 14.5 Hz, H2-7), 3.34 a 2.37 (1H, m, H2-
5),2.76 (d, J=9.9 Hz, H-11¢), 2.66 (d, J = 9.9 Hz, H-11b), 2.62 a 2.33 (m, H2-2), 2.59 (m,
H2-4), 114.5-2.0 (10H).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

46.6, 46.6, 63.3, 66.3, 79.1, 85.6, 87.7,91.9, 122.0, 123.4, 131.9, 136.1, 139.4, 152.4, 164.2.

Opticka otacivost

[a]3°=-180° (c = 0,1; MeOH)
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5.2.9 NPE-9: Inkartin

Latka byla uréena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu inkartinin'®®.

Sumarni vzorec: CisH23NOs

Molekulova hmotnost

Mr = 333,38

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =333 (M", 60), 332 (100), 296 (10), 259 (82), 258 (80), 244 (9), 214 (5), 162
.

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, §, CDCl3, 25 °C):

6.78 (1H, s, H-11), 6.57 (1H, s, H-8), 4.46 (1H, s, H-1), 4.07 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-7), 3.85
(1H, s, H-2), 3.65 (1H, dd, J=14.0, 1.0 Hz, H-7), 3.84 (3H, s, OCH3), 3.80 (3H, s, OCH3), 3.54
(3H, s, OCH3), 3.48 (1H, d, J = 1.0 Hz, H-3), 3.20 (1H, ddd, J = 9.0, 7.5, 2.0 Hz, H-5), 2.82
(1H, d, J=11.2 Hz, H-11b), 2.59 (1H, ddd, J = 10.3, 9.0, 6.5 Hz, H-5), 2.56 (1H, d, J=11.2
Hz, H-11¢), 2.39 (1H, ddd, J = 14.5, 10.3, 7.5 Hz, H-4), 2.00 (1H, ddd, J = 14.5, 6.5, 2.0 Hz,
H-4).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

147.9 (C-10), 147.8 (C-9), 128.5 (C-7a), 127.9 (Cl11a), 110.7 (C-8), 107.6 (C-11), 78.2 (C-2),
67.7 (C-1), 66.9 (C-4), 61.3 (C-11¢), 59.2 (OCH3), 59.0 (C-3), 56.7 (C-7), 56.2 (OCHs), 56.1
(OCH3), 53.0 (C-5), 40.1 (C-11b), 30.1 (C-4).

Opticka otacivost

Latky nebylo dostate¢né mnoZstvi, aby mohla byt zméfena i opticka otacivost.
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5.2.10 NPE-10: Galanthin

Latka byla uréena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu galanthin'®’.

Sumarni vzorec: CigsH23NO4

H,CO
H,CO

Molekulova hmotnost

Mr = 317,385

MS analyza

MS (ED): m/z (%) = 317 (M, 45), 268 (16), 243 (100), 242 (99), 162 (9), 125 (13), 110 (7).

NMR analyza

TH NMR (300 MHz, 6, CDCl3, 25 °C)!*%:

4.66 (br, H-1), 3.76 (m, H-2), 5.61 (br, H-3), 2.64 (m, 2H-4), 2.35 (q, J = 8.7 Hz, H-5a), 3.37
(m, H-5B), 8.50 (d, J = 14 Hz, H-7a), 4.17 (d, J = 14 Hz, H-7B), 6.85 (s, H-8), 6.63 (s, H-11),
2.63 (m, H-11b), 2.74 (d, J= 11,6, H-11c), 3.90 (s, C-10 -OCH3), 3.85 (s, C-9 -OCH3), 3.52 (s,
C-2 -OCH3).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C)'*’:

147.8 (C-9), 147.6 (C-10), 143.9 (C-3a), 129.3 (C-7a), 126.6 (C-11a), 115.1 (C-3), 110.8 (C-
8), 108.0 (C-11), 81.0 (C-2), 68.3 (C-1), 60.9 (C-11c¢), 57.3 (OCH3), 56.6 (C-7), 56.0 (OCH3),
55.9 (OCH3), 53.8 (C-5), 41.5 (C-11b), 28.5 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3°=-56° (c = 0,01; MeOH)
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5.2.11 NPE-11: Lykoramin

Latka byla uréena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu lykoramin?®,

Sumarni vzorec: C7H;7NOs3

Molekulova hmotnost

Mr = 289,37

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 289 (M", 64), 288 (100), 274 (19), 232 (19), 202 (22), 115 (38).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

6.57 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 6.51 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-7), 4.8 (1H, m, H-1), 3.98 (1H, m, H-
3),3.92 (1H, d, J = 15 Hz, H-6a), 3.76 (3H, s, OCHs), 3.54 (1H, d, /=15 Hz, H-6), 3.12 (1H,
t, H-12),2.96 (1H, t, H-12), 2.4 (1H, d, /=16 Hz, H-2), 2.29 (3H, s, NCH3), 1.4 — 1.9 (1H, m,
H-2),1.4-19 (2H, m, H-4), 1.4-1.9 (2H, m, H-4a), 1.4 — 1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.2 (C-9), 144.0 (C-10), 136.3 (C-10a), 129.1 (C-6a), 121.6 (C-7), 111.3 (C-8), 89.8 (C-1),
65.2 (C-3), 60.4 (C-6), 55.9 (OCHs), 54.1 (C-12), 46.7 (C-10b), 41.9 (NCH3), 31.7 (C-4a), 31.5
(C-2),27.6 (C-4),23.9 (C-11).

Opticka otacivost

[a]35=67° (c = 0,269; CHCI5)
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5.2.12 NPE-12: Epinorgalanthamin

Latka byla uréena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu epinorgalanthamin?!-202,

Sumarni vzorec: CigsH23NO4

Molekulova hmotnost

Mr = 273,332

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =273 (M", 97), 272 (100), 230 (36), 202 (29), 174 (16), 115 (16).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

6.68 (1H, d, J= 8 Hz, H-8), 6.62 (1H, d, J = 8 Hz, H-7), 6.05 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-4), 5.98
(1H, d, J=10.4 Hz, H-4), 4.62 (1H, s, H-1), 4.15 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-
6pB), 3.93 (1H, d, J= 15.6 Hz, H-6a), 3.84 (3H, s, OCH3), 3.38 (1H, dt, J = 14.7, 3.6 Hz, H-
12B), 3.22 ( 1H, m, H-12a), 2.68 (1H, dd, J = 15.7, 3.5 Hz, H-2B), 2.04 (1H, ddd, J = 15.7, 5,
2.4 Hz, H-2a), 1.88 (1H, dt, J=13.5, 3.2 Hz, H-11a), 1.80 (1H, td, J = 13.5, 13.5, 3.6 Hz, H-
11B).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.2 (C-9), 144.1 (C-10), 133.1 (C-10a), 132.1 (C-6a), 127.6 (C-4), 127.1 (C-4a), 120.9 (C-
7), 111.3 (C-8), 88.4 (C-1), 61.9 (C-3), 55.9 (OCH3), 53.5 (C-6), 48.5 (C-10b), 46.8 (C-12),
39.7 (C-11), 29.9 (C-2).

Opticka otacivost

[a]35=-76° (c = 0,1; MeOH)
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5.2.13 NPE-13: Norlykoramin

Latka byla uréena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu norlykoramin?®.

Sumarni vzorec: CicH21NO;3

Molekulova hmotnost

Mr = 275,348

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =275 (M", 75), 274 (100), 202 (10), 188 (19), 115 (14).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

6.61 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-8), 6.51 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-7), 4.32 (1H, m, H-1), 4.04 (1H, m,
H-3), 3.90 (1H, d, J = 15 Hz, H-6a), 3.80 (3H, s, OCHa), 3.54 (1H, d, J = 15 Hz, H-6), 3.12
(1H, t, H-12),2.96 (1H, t, H-12),2.4 (1H,d, J=16 Hz, H-2), 1.4 - 1.9 (1H, m, H-2), 1.4 - 1.9
(2H, m, H-4), 1.4 -1.9 (2H, m, H-4a), 1.4 - 1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.2 (C-9), 144.0 (C-10), 136.3 (C-10a), 129.1 (C-6a), 121.6 (C-7), 111.3 (C-8), 89.8 (C-1),
65.2 (C-3), 60.4 (C-6), 55.9 (OCH3), 54.1 (C-12), 46.7 (C-10b), 31.7 (C-4a), 31.5 (C-2), 27.6
(C-4),23.9 (C-11).

Opticka otacivost

[a]35=-40° (c = 0,5; CHCl5)
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5.2.14 NPE-14: Haemanthamin

Latka byla uréena jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu haemanthamin?%,

Sumarni vzorec: C;7H9NO4

Molekulova hmotnost

Mr = 301,342

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 301 (M", 15), 272 (100), 240 (20), 257 (21), 211 (16), 181 (25).

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, 5, CDCl3, 25 °C):

6.74 (1H, s, H-10), 6.41 (1H, s, H-7), 6.36 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-1), 6.25 (1H, dd, J = 10.2,
4.7 Hz, H-2), 5.81 (1H, s, OCH:0), 5.76 (1H, s, OCH:0), 4.25 (1H, d, /= 17.1 Hz, H-6), 3.96
(1H, dd, J=6.7,3.3 Hz, H-11), 3.82 (1H, m, H-3), 3.72 (1H, d, /= 17.1 Hz, H-6), 3.36 (3H, s,
OCHs3), 3.25-3.30 (2H, m, H-12, H-4a), 3.19 (1H, dd, J= 14.1, 3.3 Hz, H-12), 2.11 (1H, ddd,
J=13.8,5.4,1.8 Hz, H-4), 1.96 (1H, m, H-4).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.5 (C-8), 147.0 (C-9), 135.0 (C-10a), 128.0 (C-1), 127.2 (C-2), 126.9 (C-6a), 106.9 (C-7),
103.3 (C-10), 101.0 (OCH20), 80.0 (C-11), 73.0 (C-3), 63.3 (C-6), 62.7(C-4a), 61.5 (C-12),
56.0 (OCH3s), 50.0 (C-10b), 29.5 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3°=37° (c = 0,29; CHCI;5)
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5.2.15 NPE-15: Hippeastrin

Latka byla uréena jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu hippeastrin®%*,

Sumarni vzorec: CicH21NO;3

Molekulova hmotnost

Mr =315,326

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =297 (10), 279 (9), 190 (28), 126 (84), 125 (100), 124 (84), 96 (99).
MS (ESI): m/z (%) =316 (M+1, 3), 298 (100), 287 (10), 280 (47), 262 (19), 239 (43), 191 (10).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

7.48 (1H, s, H-11), 6.98 (1H, s, H-8), 6.08 (1H, s, OCH20), 6.07 (2H, s, OCH20), 5.70 (1H, s,
H-4),4.61 (1H, s, H-5a), 4.38 (1H, s, H-5), 3.25 (1H, m, H-2), 3.04 (1H, d, /= 9.4 Hz, H-11Db),
2.73 (1H, d, J=9.4 Hz, H-11c¢), 2.54 (2H, m, H-3), 2.31 (1H, dd, J=17.2, 8.5 Hz, H-2), 2.10
(3H, s, NCH3).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

165.0 (C-7), 151.9 (C-10), 148.0 (C-9), 142.4 (C-3a), 118.0 (C-7a), 138.8 (C-11a), 119.4 (C-
4), 109.8 (C-8), 108.5 (C-11), 102.1 (OCH:0), 82.2 (C-5a), 67.1 (C-11c), 66.2 (C-5), 55.9 (C-
2),42.9 (NCH3), 38.4 (C-11b), 27.3 (C-3).

Opticka otacivost

[a]3°=142° (¢ = 0,105; CHCl5)
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5.2.16 NPE-16: Epimaritidin

Latka byla uréena jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu epimaritidin®®.

Sumarni vzorec: CigsH23NO4

H5CO
H5CO

Molekulova hmotnost

Mr = 287,359

MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 287 (M, 100), 270 (15), 258 (10), 244 (30), 215 (75), 202 (50), 203 (50),
189 (20).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

6.81 (1H, s, H-10), 6.52 (1H, s, H-7), 6.50 (1H, dd, J=10.2, 2.1 Hz, H-1), 5.80 (1H, d, /= 10.2
Hz, H-2), 4.44 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-6), 4.46 (1H, m, H-3), 3.88 (3H, s, OCH3), 3.82 (3H, s,
OCH;), 3.81 (1H, d, J=16.8 Hz, H-6), 3.45 (1H, ddd, /= 14.3, 10.5, 4.6 Hz, H-12), 3.27 (1H,
dd, J=13.2, 3.2, H-4a), 2.94 (1H, ddd, J = 14.3, 8.9, 5.8 Hz, H-12), 2.26 — 2.05 (3H, m, H-4,
H-11, H-11), 1.63 (1H, ddd, J= 12, 12, 12 Hz, H-4).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

147.4 (C-8, C-9), 137.5 (C-10a), 131.5 (C-2), 128.9 (C-1), 124.7 (C-6a), 107.9 (C-7), 105.6 (C-
10), 67.7 (C-3), 66.8 (C-4a), 61.9 (C-6), 56.1 (OCH3s), 55.9 (OCH3), 53.3 (C-12), 45.1 (C-11),
44.1 (C-10b), 35.0 (C-4).

Opticka otacivost

[a]35=-127,6° (c = 0,464; MeOH)

86



5.2.17 NPE-17: 9-O-Methylpseudolykorin isomer

Tato latka byla na zdkladé provedenych experimenti (MS, NMR, optickd otacivost,
rozpustnost) urcena jako isomer 9-O-methylpseudolykorinu. Provedeni X-ray analyzy za

ucelem stanoveni absolutni konfigurace nebylo mozné, nebot’ latka netvoii monokrystaly.

Sumarni vzorec: CicHi9NO4

A AT
gHMBCAD: H C B NOESY: H H

Obr. 24 NMR analyza isomeru 9-O-methylpseudolykorinu A - gCOSY a B - NOESY korelace.

Molekulova hmotnost
Mr = 303,35

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =303 (M", 29), 302 (21), 286 (8), 284 (19), 266 (15), 244 (12), 243 (73), 242
(100), 162 (9).
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NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, DMSO 25 °C):

6.81 (1H, s, H-11), 6.68 (1H, s, H-8), 5.37-5.34 (1H, m, H-3), 4.86 (1H, bs, -OH), 4.75 (1H,
bs, -OH), 4.34 (1H, bs, H-1), 4.04 (1H, d, /= 13.9 Hz, H-7), 3.98 (1H, bs, H-2), 3.75 (3H, s, C-
10 -OCHa), 3.70 (3H, s, C-9 -OCH3), 3.36-3.29 (1H, m, overlapped, H-7), 3.21 (1H, t,J=8.3
Hz, H-5), 2.60 (1H, d, J = 10.3 Hz, H-13), 2.55-2.51 (1H, m, overlapped, H-12), 2.48-2.37
(2H, m, overlapped, H-4), 2.20 (1H, dt, J=17.5, 8.3 Hz, H-5).

13C NMR (125 MHz, 5, DMSO, 25 °C):

147.3 (C-10), 147.0 (C-9), 142.0 (C-3a), 128.8 (C-7a), 128.4 (C-11a), 118.6 (C-3), 111.0 (C-8),
108.8 (C-11), 72.0 (C-2), 70.3 (C-1), 61.1 (C-13), 56.6 (C-7), 55.8 (C-9 -OCH3), 55.7 (C-10 -
OCHa), 53.6 (C-5), 40.3 (C-12), 28.2 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3°=-92° (c = 0,1; MeOH)

5.2.18 NPE-18: Lykorin

Tato latka byla identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu lykorin?%62%7,

Sumarni vzorec: CicHi7NO4

Molekulova hmotnost

Mr = 287,315
MS analyza

MS (ED): m/z (%) = 287 (M™, 21), 286 (14), 268 (17), 227 (78), 226 (100), 147 (19), 119 (16),
44 (36).
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NMR analyza'®?

'H NMR (500 MHz, 3, CDCl:, 25 °C):

6.98 (s. H-11), 6.80 (s, H-8), 5.95 (s, Ha-12). 5.77 (br s, H-3), 4.58 (br s, H-1), 4.48 2 4.19
(1H each, d, J = 14.0 Hz, H>-7), 4.26 (m, H-2), 3.95 (d, J= 11.8 Hz, H-11c), 3.75 a 3.49 (1H
each, m, Ha-5), 2.99 (d, J = 11.8 Hz, H-11b), 2.88 (m, Ha-4).

13C NMR (125 MHz, &, CDCl, 25 °C):

149.6 (C-9), 148.1 (C-10), 137.9 (C-3a), 130.7 (C-7a), 125.7 (C-11a), 122.9 (C-3), 108.8 (C-
8), 106.4 (C-11), 102.8 (C-12), 71.9 (C-2), 70.1 (C-1), 61.8 (C-11¢), 55.1 (C-5), 54.2 (C-7),
38.2 (C-11b), 30.3 (C-4),

Opticka otacivost

[a]35=-104° (c = 0,1; MeOH)

5.2.19 NPE-19: Tazettin

Tato latka byla identifikovana jako alkaloid tazettinového strukturniho typu tazettin®%,

Sumarni vzorec: CisH>1NOs

Molekulova hmotnost

Mr = 331,368

MS analyza
MS (EID): m/z (%) =331 (M7, 20), 316 (18), 298 (27), 247 (100), 230 (15).
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NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.86 (1H, s, H-12), 6.50 (1H, s, H-9), 6.14 (1H, dt, J=10.4, 1.4 Hz, H-2), 5.90 (2H,s, OCH-0),
5.61 (1H, dt,J=10.4, 1.8 Hz, H-1), 4.96 (1H, dd, /= 14.7, 0.5 Hz, H-8), 4.63 (1H, d, /= 14.7
Hz, H-8), 4.11-4.17 (1H, m, H-3), 3.46 (3H, s, OCH3), 3.30 (1H, d, J = 10.6 Hz, H-6), 2.85-
2.89 (1H, m, H-6a), 2.68 (1H, d, /= 10.6 Hz, H-6), 2.40 (3H, s, NCH3), 2.19-2.27 (1H, m, H-
4),1.63 (1H, ddd, J=13.7, 10.1, 2.4 Hz, H-4).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.6, 146.4, 130.6, 128.7, 128.0, 125.5, 109.3, 104.0, 102.0, 100.9, 72.9, 70.0, 65.5, 62.0, 56.1,
49.9, 42.0, 26.7.

Opticka otacivost

[a]3®=67,6° (c = 0,86; CHCl3)

5.2.20 NPE-20: Eugenin

Létka byla uréena jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu eugenin®®’.

Sumarni vzorec: Ci9HosNO4

Molekulova hmotnost
Mr = 331,41

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 109 (100), 108 (15), 94 (5), 82 (3).

MS (ESI): m/z (%) = 332 (M+1, 100), 287 (3), 286 (8).
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NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.93 (1H, s, H-11), 6.86 (1H, s, H-8), 5.61 (1H, s, H-7), 5.53-5.49 (1H, m, H-4), 4.35-4.31
(1H, m, H-5a), 3.91 (1H, dq, J=9.9, 7.1 Hz, CH>»), 3.87 (3H, s, C-10-OCH3), 3.70 (1H, dq, J =
9.9, 7.1 Hz, CH»), 3.22 (1H, dt, J = 9.6, 5.5 Hz, H-2), 2.83 (1H, d, /= 7.9 Hz, H-11c¢), 2.68 —
2.59 (1H, m, H-5), 2.55 — 2.46 (3H, m, H-11b, H-3), 2.38 — 2.31 (1H, m, H-5), 2.27 (1H, dt, J
=18.8, 9.6 Hz, H-2), 2.14 (3H, s, NCH3), 1.28 (3H, t, /= 7.1 Hz, -CHa).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.2 (C-10), 145.0 (C-9), 140.1 (C-3a), 129.7 (C-11a), 126.7 (C-7a), 116.1 (C-4), 113.4 (C-
8), 112.0 (C-11), 97.1 (C-7), 67.7 (C-11¢), 66.6 (C-5a), 63.5 (CHz), 56.7 (C-2), 56.1 (C-10 -
OCHs;), 44.2 (NCH3), 43.7 (C-11b), 31.7 (C-5), 28.0 (C-3), 15.4 (CH3).

Opticka otacivost
[a]3°=148,2° (c = 0,113; CHCl3)
5.2.21 NPE-21: Norpluviin

Létka byla uréena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu norpluviin?!°,

Sumarni vzorec: Ci¢cHi9NO3

H,CO

Molekulova hmotnost
Mr=273,332

MS analyza

MS (ED): m/z (%) = 273(M*, 68), 272 (33), 254 (42), 229 (51), 228 (100), 115 (10), 91 (14), 77
(18).
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NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, 6, CD30D, 25 °C):

6.95 (1H, s, H-11), 6.58 (1H, s, H-8), 5.46 — 5.41 (1H, m, H-3), 4.81 —4.76 (1H, m, H-1), 4.07
(1H, d, J=13.9 Hz, H-7), 3.87 (3H, s, C-10 -OCHs), 3.50 (1H, d, J=13.9 Hz, H-7), 3.33 —
3.30 (1H, m, overlapped, H-5), 2.93 — 2.87 (1H, m, H-11c¢), 2.68 — 2.50 (4H, m, H-11b, H-4,
H-2),2.44 — 2.34 (2H, m, H-5, H-2).

13C NMR (125 MHz, §, CD30D, 25 °C):

148.1 (C-10), 146.4 (C-9), 139.6 (C-3a), 129.6 (C-7a), 127.3 (C-11a), 116.4 (C-3), 115.0 (C-
8), 109.7 (C-11), 65.2 (C-1), 62.5 (C-11¢), 57.4 (C-7), 56.5 (C-10 -OCHs), 54.7 (C-5), 45.5 (C-
11b), 37.0 (C-2), 29.2 (C-4).

Opticka otacivost
Latka ma omezenou rozpustnost a roztok se kalil, takze nebylo mozné zméfit optickou

otacéivost.

5.2.22 NPE-22: 9-O-Demethylmaritidin

Tato latka byla na zakladé¢ NMR identifikovana jako 9-O-demethylmaritidin. V literatufe je

211

znam 8-0O-demethylmaritidin®’, ale NMR spektra 9-O-demethylmaritidinu prozatim nebyla

popsana.

Sumarni vzorec: CigHi9NO3

Molekulova hmotnost
Mr =273,332

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =273 (M, 100), 230 (24), 201 (83), 189 (52), 175 (20), 115 (18).
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NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.88 (1H, s, H-10), 6.51 (1H, s, H-7), 6.51 (1H, dd, J=10.2, 2.2 Hz, H-1), 5.79 — 5.74 (1H, m,
H-2),4.48 — 4.41 (2H, m, H-6, H-3), 3.84 (3H, s, C-8 -OCH3), 3.81 (1H, d, I = 16.9 Hz, H-6),
3.50 — 3.42 (1H, m, H-12), 3.26 (1H, dd, J = 13.3, 3.6 Hz, H-4a), 2.98 — 2.90 (1H, m, H-12),
2.25-2.05 (3H, m, H-11, H-4), 1.66 — 1.53 (1H, m, H-4).

13C NMR (125 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

145.0 (C-8), 144.0 (C-9), 138.2 (C-10a), 131.1 (C-2), 129.0 (C-1), 123.9 (C-6a), 109.2 (C-7),
108.5 (C-10), 67.8 (C-3), 66.7 (C-4a), 61.8 (C-6), 55.9 (C-8 -OCH3), 53.2 (C-12), 44.9 (C-11),
44.0 (C-10b), 34.9 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3®=-127,9° (c = 0,122; CHCI5)

5.2.23 NPE-23: Pankracin

Létka byla uréena jako alkaloid montaninového strukturniho typu pankracin?!?.

Sumarni vzorec: CicHi7NO4

Molekulova hmotnost

Mr = 287,315
MS analyza

MS (ED): m/z (%) = 287 (M", 100), 286 (21), 270 (18), 243 (19), 214 (18), 199 (19), 185 (26),
115 (16).
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NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, 6, CD30D, 25 °C):

6.61 (1H, s, H-10), 6.54 (1H, s, H-7), 5.88 — 5.85 (2H, m, -OCH20-), 5.55 - 5.52 (1H, m, H-1),
4.32 (1H, d, J=16.4 Hz, H-6), 3.97 — 3.94 (1H, m, H-3), 3.88 — 3.85 (1H, m, H-2), 3.83 (1H,
d, J=16.4 Hz, H-6), 3.53 — 3.46 (1H, m, H-4a), 3.39 — 3.37 (1H, m, H-11), 3.08 — 3.06 (2H,
m, H-12), 2.13 - 2.07 (1H, m, H-4), 1.58 (1H, td, J=12.2, 2.7 Hz, H-4).

13C NMR (125 MHz, §, CD30D, 25 °C):

153.5 (C-11a), 148.3 (C-8), 147.7 (C-9), 133.5 (C-10a), 125.0 (C-6a), 116.4 (C-1), 108.3 (C-
10), 107.8 (C-7), 102.1 (-OCH20-), 72.5 (C-3), 70.1 (C-2), 61.4 (C-6), 59.5 (C-4a), 56.2 (C-
12),46.7 (C-11), 31.6 (C-4).

Opticka otacivost

[a]3®=-68° (c = 0,1; MeOH)

5.2.24 NPE-24: 9-O-Demethylhomolykorin

Latka byla identifikovdna jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu
9-O-demethylhomolykorin!®°.

Sumarni vzorec: Ci¢H21NO3

Molekulova hmotnost

Mr = 301,342

MS analyza
MS (ED): m/z (%) = 192 (0,5), 164 (2), 110 (8), 109 (100), 108 (23), 94 (3), 82 (3).
MS (ESI): m/z (%) =302 (100, M+1), 252 (5), 181 (3).
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NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

7.59 (1H, s, H-8), 6.98 (1H, s, H-11), 5.52 - 5.48 (1H, m, H-4), 4.79 - 4.76 (1H, m, H-5a), 3.94
(3H, s, OCH3), 3.17 - 3.12 (1H, m, H-2), 2.76 - 2.70 (1H, m, H-11¢), 2.66 (1H, dd, J=9.7, 2.1
Hz, H-11b), 2.62 - 2.58 (2H, m, H-5), 2.53 - 2.47 (2H, m, H-3), 2.26 (1H, q, J = 9.5 Hz, H-2),
2.00 (3H, s, NCH3).

13C NMR (125 MHz, 3, CDCl3, 25 °C):

165.6 (C-7), 150.8 (C-10), 145.6 (C-9), 140.6 (C-3a), 136.7 (C-11a), 117.6 (C-7a), 116.0 (C-
8), 115.4 (C-4), 110.3 (C-11), 77.5 (C-5a), 66.5 (C-11c¢), 56.5 (C-2), 56.3 (OCH3), 44.0 (C-
11b), 43.7 (NCH3), 31.2 (C-5), 27.9 (C-3).

Opticka otacivost

[a]3®=215,7° (c = 0,102; MeOH)

5.2.25 NPE-25: 7-Oxonorpluviin

Latka byla pomoci NMR urcena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu 7-oxonorpluviin

a jedna se o novou, dosud nepopsanou latku.

Sumarni vzorec: CicHi7NO4
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A eCOSY: H H gHMBCAD: H C PR NOESY: H H

Obr. 25 NMR analyza 7-oxonorpluviinu A - gCOSY a B - NOESY korelace.

Molekulova hmotnost

Mr = 287,124

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =95 (100).
MS (ESI): m/z (%) =288 (M+1), 276 (3), 242 (2).

288.1230 12-Apr-2019 23:38:18
2019 04 11 7-oxonorpluviineE 555 (0.963) Cm (543:580-(328:481+644:854)) 1: TOF MS ES+
288.1242 6.58e6

100+

B

[289.1269
270.1129 310.1055
o P PP e e e b e e e e P b e o e e P T L e e b m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

Obr. 26 HRMS analyza 7-oxonorpluviinu provedend za ticelem stanoveni pfesné Mr.
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NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, 6, CD30D, 25 °C):

7.45 (1H, s, H-8), 6.99 (1H, s, H-11), 5.71 — 5.67 (1H, m, H-3), 4.95-4.91 (1H, m, H-1), 3.98
(3H, s, C-10 -OCH3), 3.53 — 3.47 (1H, m, H-11¢), 3.35 — 3.25 (1H, m, H-5), 3.06 — 2.98 (1H,
m, H-5), 2.84 (1H, dd, /= 10.3, 2.2 Hz, H-11b), 2.77 — 2.52 (4H, m, H-2, H-4).

13C NMR (125 MHz, §, CD30D, 25 °C):

167.6 (C-7), 154.5 (C-10), 148.1 (C-9), 137.7 (C-3a), 136.5 (C-11a), 118.3 (C-3), 117.4 (C-7a),
117.3 (C-8), 111.1 (C-11), 77.3 (C-1), 60.9 (C-11¢), 56.7 (C-10 -OCH3), 44.9 (C-5), 41.9 (C-
11b), 32.2 (C-2), 29.5 (C-4).

Opticka otacivost

Latka byla velmi labilni a rozkladala se, tudiz nebylo mozné zméfit jeji optickou otacivost.
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5.3 Vysledky biologickych testi a aktivit izolovanych alkaloidi

5.3.1 Inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidi ve vztahu k enzymtim spojenych

s Alzheimerovou chorobou
Izolované alkaloidy byly testovany na jejich schopnost inhibovat n¢kolik enzymu spojenych
s moznou terapii Alzheimerovy choroby — jmenovité se jednd o cholinesterasy (ZAChE,
hBuChE; tab. 12), prolyloligopeptidasu (POP) a glykogen synthasu kinasu-3p (GSK-3;
tab. 13)

Tab. 12 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidt vi¢i ZAChE a ABuChE.

hAChE hBuChE

Latka SI pro nAChE

ICso (M) ICso (M)
Masonin 305+ 34 229+ 24 0,8
Homolykorin 64 +4 151+20 2,4
Ismin 82+4 170 £7 2,1
Karanin 321 +42 487+ 55 1,5
Galanthamin 1,7+0,1 423+1,3 249
Narwedin 281+ 34 > 500 n.c.
Lykoraminon > 500 > 500 n.c.
Pluviin > 500 > 500 n.c.
Norlykoramin > 500 > 500 n.c.
Inkartin 208 + 14 > 500 n.c.
Galanthin > 500 > 500 n.c.
Lykoramin 55+5 > 500 n.c.
Epinorgalanthamin 21,2+4,0 134 £21 6,4
Haemanthamin > 500 > 500 n.c.
Hippeastrin > 500 > 500 n.c.
Epimaritidin > 500 > 500 n.c.
9-O-Methypseudolyorin isomer > 500 > 500 n.c.
Lykorin > 500 > 500 n.c.
Tazettin > 500 > 500 n.c.
Eugenin > 500 310+ 18 n.c.
Norpluviin > 500 > 500 n.c.
9-0O-Demethylmaritidin 197 +20 > 500 n.c.
Pankracin > 500 > 500 n.c.
9-0-Demethylhomolykorin > 500 > 500 n.c.
7-Oxonorpluviin n.t. n.t. n.c.
Huperzin A? 0,033 + 0,001 > 500 > 15,151
Galanthamin® 1,7+0,1 423+1,3 24,9

standard, n.t. netestovano, n.c. nespocitano; SI = index selektivity
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Tab. 13 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidt viici POP a GSK-3f3.

Litka rop GSK-3p (% inhibice) GSK-3
ICs0 (M) ICs0 (M)
Masonin 314+ 34 66 +4 27,9+0,8
Homolykorin 173 £41 54+1 n.t.
Ismin > 500 t. n.t.
Karanin > 500 58+9 30,8 +0,3
Galanthamin > 500 n.t. n.t.
Narwedin 907 + 87 37£0 n.t.
Lykoraminon n.t. 39+1 n.t.
Pluviin n.t. t. n.t.
Norlykoramin 209+ 14 t. n.t.
Inkartin > 500 n.t n.t.
Galanthine > 500 26 +8 n.t.
Lykoramin n.t. t. n.t.
Epinorgalanthamin n.t. t. n.t.
Haemanthamin > 500 52+0 n.t.
Hippeastrin > 500 11+2 n.t.
Epimaritidin > 500 45+0 n.t.
9-O-Methypseudolykorin isomer n.d. t.. n.t.
Lykorin > 500 33+£0 n.t.
Tazettin > 500 49+0 n.t.
Eugenin 130+ 8 n.t n.t.
Norpluviin 148 £10 45+4 n.t.
9-0O-Demethylmaritidin 430+ 157 t. n.t.
Pankracin > 500 t. n.t.
9-0-Demethylhomolykorin > 500 64+0 30,0 £0,7
7-Oxonorpluviin n.t. n.t. n.t.
Berberin® 142 +21 n.t. n.t.
Z-Pro-prolinal® 2,75 x 1073 n.t. n.t.
SB-415286* n.t. n.t. 70 nM

standard, t. probihd testovani, n.t. netestovano
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5.3.2 Vysledky stanoveni antimalarického ptisobeni izolovanych alkaloidi

V ramci staze ve vyzkumné skupin¢€ Dr. Miguela Prudéncia v Instituto de Medicina Molecular
Jodo Lobo Antunes v Lisabonu bylo provedeno stanoveni inhibice jaterniho stadia malarie
zpusobené Plasmodium berghei, coz je puvodce maldrie u mysi, in vitro na bunécné linii
HuH-7.

V ramci staze bylo testovano celkem 61 AmA, jejich derivati a isochinolinovych
alkaloidl. Dalsi latky byly na stejném pracovisti testovany Mgr. Veronikou Hrabcovou
z Katedry toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity
obrany. Dohromady bylo testovano ptiblizn¢ 100 latek.

Zakladni screening byl proveden pifi koncentracich 10 uM a 1 pM (ilustraéné viz
obr. 28) a zadny z testovanych alkaloidi nevykazoval vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici
sporozoitim Plasmodium berghei. Mnohem zajimavéjs$i aktivitu vykézaly polosyntetické
derivaty ambellinu — zejména ty s aromatickymi substituenty (obr. 29, tab. 14). Ambellin, ktery
byl na nagem pracovisti izolovan v ramci disertaéni prace Mgr. Niny Vané&ckové, Ph.D.?!3, sam
v predchozim stanoveni zadnou vyznamnou inhibi¢ni aktivitu nevykazal. V ramci dalSich
studii’® byly piipraveny jeho rizné derivaty, jez byly pro zajimavost testovany a vykazaly
nadé¢jnou aktivitu. U latek, které ze screeningu vysly jako aktivni, byla stanovena a vypocitana

hodnota ICso.
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Obr. 27 Mira infekce a bunécné konfluence v % v porovnani s kontrolou.
DMSO = kontrola, 16 = LC-92, 21 = LC-104
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OCH,

Obr. 28 Obecny vzorec derivatli ambellinu.

Tab. 14 Pét derivati ambellinu s nejlepsi inhibi¢ni aktivitou viici jaternimu stadiu P. berghei.

Kod derivatu ICso0 [uM]
LC-92 0,7263 £ 0,1255
LC-98 0,4023 +0,0811
LC-104 0,04826 +£0,01416
LC-108 0,1094 + 0,0237
LC-119 0,4354 £ 0,0668
Lc92 LC-98 LC-104
150 150+ 150
: ° 100+ 100 1004 ‘
50‘ ﬁ\\ﬂ)- 504
\. .
3 2 -I1 0 'II 4 3 -2 - (1] 1 v-5 -I4 -3 -2 1 0
Log [] Log [] Log [l
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1501 1504
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Obr. 29 Grafické znazornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity nékterych derivati ambellinu na

koncentraci.
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Jako standard pro stanoveni vii¢i jaternim stadiim malérie byl pouzit primachin, jehoz
ICs0=5,74 £ 0,86 uM (obr. 30 a 31).
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Obr. 30 Mira infekce a bunécné konfluence v % v porovnani s kontrolou (DMSO).
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Obr. 31 A Grafické znazornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity na koncentraci B vzorec primachinu.
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5.3.3 Vysledky stanoveni cytotoxického piisobeni izolovanych alkaloida pii
koncentraci 10 puM

Nejprve byla provedena screeningova single dose studie na 10 bunéénych linii, jejiz vysledky

je mozno vidét v heatmapé (tab. 15). Z této studie ptipadné latky postoupily déle do stanoveni

ICso. Toto stanoveni bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem lékai'ské biochemie Lékaiské

fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Pro screening byly pouzity nasledujici nddorové a nenadorové bunécné linie: Jurkat
(akutni leukémie T lymfocyt), MOLT-4 (akutni Iymfoblasticka leukémie), AS549
(adenokarcinom plic), HT-29 (kolorektalni adenokarcinom), PANC-1 (epitelidlni karcinom
slinivky), A2780 (karcinom vaje¢niku), HelLa (adenokarcinom dé€lozniho cipku), MCF-7
(adenokarcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom), MRC-5 (zdravé plicni fibroblasty) a NHDF
(zdravé dermalni fibroblasty).

U nejaktivngjsich latek byly stanoveny koncentrace ICso (tab. 16).
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Tab. 15 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidt vii¢i bunkam nadorovych linii (viabilita bun€k 48 hodin po ovlivnéni alkaloidem pfi koncentraci 10 pM).

Latka' Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC1 A2780 HeLa MCF-7 SAOS-2 MRC-5°
Masonin 76 105 109 110 94 102 117 98 98 99
Homolykorin 78 110 114 199 100 96 108 102 97 97
Ismin - - - - - - - - - -
Karanin 99 99 111 58 82 102 68 99 77 -
Galanthamin 94 89 94 74 81 98 82 94 100 -
Narwedin 115 117 96 107 107 90 105 113 100 -
Lykoraminon 102 99 107 98 97 100 98 95 102 96
Pluviin - - - - - - - - - -
Norlykoramin 102 106 93 94 100 109 93 99 102 108
Inkartin - - - - - - - - - -
Galanthin 98 103 93 64 97 163 93 114 97 -
Lykoramin 102 105 96 83 102 92 82 101 97 -
Epinorgalanthamin - - - - - - - - - -
Haemanthamin

Hippeastrin - 69 66 84 86 70 83 69
Epimaritidin 102 106 110 103 91 98 97 96 103 98
9-0O-Methypseudolykorin isomer 97 99 87 88 90 95 98 88 93 96
Tazettin 93 95 83 57 76 101 84 94 92 -
Eugenin - - - - - - - - - -
Norpluviin 96 107 111 92 84 101 91 100 96 92
9-0-Demethylmaritidin 97 95 104 89 80 98 93 91 95 92
9-0-Demethylhomolykorin 100 100 109 106 92 94 96 102 103 93

7-Oxonorpluviine - - - - - - - - - -

DMSO (0,1%)* 113 115 106 87 95 98 89 99 102 -

¢ =10 umol/L; 2 standard, ¢ = 1 pumol/L; 3 kontrola — zdravé buiiky; 4 kontrola - DMSO

Barevna vysvétlivka k heatmap (% prezivsich bunék oproti kontrole po 48 hod inubaci pfi koncentraci 10 pM)
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Tab. 16 Hodnoty ICso viici jednotlivym bunéénym liniim [uM].

Bunécna linie  Haemanthamin Lykorin Pankracin Doxorubicin'
Jurkat 1,4+0,3 1,3+0,1 5,1+0,3 0,05 + 0,02
MOLT-4 1,2+0,1 1,0+0,2 2,7+0,3 <0,01
A549 1,1 +£0,2 1,0+0,1 2,3+04 0,43 £ 0,06
HT-29 0,3+0,1 0,8+0,3 2,6+0,5 0.77 £0,24
PANCI 9,8+0,4 0,7+0,4 n.t. n.t.
A2780 0,7+0,4 1,2+0,1 51+04 <0,01
HeLa 0,6 +0,1 0,9+0,3 50+0,3 0,55 +0,05
MCF-7 0,8+0,1 0,8+0,5 2,7+0,4 0,44 £ 0,10
SAOS-2 1,1 +£04 1,2+0,4 2,2+0,3 0,10+ 0,17
MRC-5? n.t. n.t. 52+0,3 0.72 + 0,23
NHDF? 0,5+0,1 0,8+0,3 n.t. n.t.
I'standard; 2 kontrola — zdravé buiiky; n.t. netestovano
Dale na poli cytotoxického piisobeni AmA bylo ve spoluprici s Katedrou

mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji

Ceské zemédélské univerzity v Praze provedeno stanoveni ICso u bunécnych linii

kolorektalniho karcinomu (Caco-2 a HT-29) za pouziti zdravych epitelidlnich bun¢k tenkého

stieva jako kontroly (FHs 74Int; tab. 17).

Tab. 17 Hodnoty ICso viici dvéma bunéénym liniim kolorektalniho karcinomu [uM].

Latka Caco-2 HT-29 FHs 74Int®
Masonin >10 >10 >10
Homolykorin >10 >10 >10
Karanin >10 >10 >10
Galanthamin >10 >10 >10
Haemanthamin 0,99 +0,14 0,59+ 0,01 >10
Hippeastrin >10 >10 >10
Tazettin >10 >10 >10
Vinorelbin' 0,03 £0,01 n.t. 4,0+0,3

!'standard; 2 kontrola — zdravé buiiky; n.t. netestovano
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5.3.4 Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i AKR1C3 p¥i koncentraci 20 pM

Byla provedena screeningova studie alkaloidii pii koncentraci 20 pM, ale zadna z testovanych
latek nevykazovala pfi této koncentraci vyznamnou inhibi¢ni aktivitu?'4. Né&které z téchto
vysledkt byly publikovany jiz v doktorské disertaéni praci PharmDr. Marcely Safratové,
Ph.D."”.
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Obr. 32 Screening inhibi¢ni aktivity Amaryllidaceae alkaloidfi viici AKR1C3.2!

Indometacin (pozitivni kontrola), latky izolované z Narcissus cv. Professor Einstein: tazettin,
galanthamin, lykorin, homolykorin, masonin, hippeastrin, epimaritidin, karanin a
haemanthamin.
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6 DISKUSE

Predlozena disertani prace méla za cil predstavit Amaryllidaceae alkaloidy jako latky se
zajimavym terapeutickym potencidlem pro 1é¢bu riznych chronickych a dal§ich onemocnéni.
Celed” Amaryllidaceae je vyznamnym zdrojem slouéenin, které piispivaji k rozsiteni portfolia
pii vyvoji novych 1é¢iv odvozenych od ptirodnich latek. Jak jiz bylo zmin€no v ivodu prace,
latky ptirodniho pivodu nebo latky od nich odvozené a inspirované tvoii v dnesni dob¢ az 50 %
viech 1&¢iv?, tudiz o jejich vyznamu neni pochyb.

Rostlinam z celedi Amaryllidaceae je po fytochemické strance vénovana velka
pozornost a jsou studovany stale dalsi druhy, variety a péstované odrudy. Tento z4jem se tyka
1 rostlin rodu Narcissus L., jehoz druhy a kultivary jsou pro svou dostupnost ¢astym zdrojem
rostlinného materialu pro fytochemické a biologické studie. Do dnesni doby bylo studovano
mnoho druhti a kultivar narcisti®’, ale po diikladné redersi bylo zjisténo, ze Narcissus cv.
Professor Einstein po fytochemické strance doposud studovan nebyl. Na zdkladé vysledku
screeningovych studii'® byl tento kultivar vybran jako vhodny zdroj AmA riiznych strukturnich
typt, které by mohly disponovat zajimavymi biologickymi aktivitami. Dal§im divodem, byl
obsah fady alkaloidi homolykorinového typu, nebot’ biologicka aktivita téchto latek neni pfili§
prozkoumana.

V prubéhu podrobné fytochemické studie bylo zpracovano 34,3 kg cerstvych cibuli
NPE a znich bylo ziskano 31,7 g pteciSténého alkaloidniho extraktu. Pomoci sloupcové
chromatografie, preparativni TLC a krystalizace bylo z tohoto extraktu izolovéno celkem 25
alkaloidd, z nichZ 24 jiz bylo popsano a izolovano dfive. Jedna latka byla ziskdna a strukturné
popsana poprvé. Izolované alkaloidy patii do sedmi strukturnich typti, jednalo se o strukturni
typy beézné se vyskytujici v rostlinach rodu Narcissus L. Pro strukturni analyzu izolovanych
latek byly vyuzity bézné spektroskopické metody jako MS, 'H i 3*C NMR analyza a opticka
otacivost. Z alkaloidl galanthaminového typu byly izolovany galanthamin, epinorgalanthamin,
narwedin, norlykoramin, lykoramin a lykoraminon. Z alkaloidid lykorinového typu bylo
1zolovano osm latek — lykorin, karanin, galanthin, inkartin, pluviin, norpluviin, 7-oxonopluviin
a isomer 9-O-methylpseudolykorinu, jehoZz absolutni konfiguraci se nepodafilo urcit, nebot’
nebylo mozné pfipravit monokrystal pro strukturni rentgenovou analyzu. Novy alkaloid
lykorinového typu byl pojmenovan jako 7-oxonorpluviin, nebot’ jeho struktura se 1isi od
norpluviinu pouze pfitomnosti oxoskupiny v poloze C-7. Bohuzel, tato latka se vyznacovala
znacnou nestabilitou jiz v pribéhu izolacnich praci a pii studiu jeji struktury bylo nutno

postupovat rychle a z¢asti v prostiedi argonu. Z téchto diivodil se podaftilo izolovat pouze malé
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mnozstvi této latky a nebylo mozné studovat jeji biologickou aktivitu. Z alkaloid
homolykorinového strukturniho typu byly izolovany latky eugenin, hippeastrin, homolykorin,
masonin a 9-0O-demethylhomolykorin. Eugenin je derivatem homolykorinu, ktery ma v poloze
C-7 misto oxoskupiny skupinu ethoxylovou. Tato latka byla v literatufe popsana pouze jednou

)*%, ale zatim nebyla publikovana jeji NMR analyza.

(izolace z Narcissus eugeniae Fern. Casas
Vzhledem k pfitomnosti ethoxyskupiny je mozné, ze se jednd o izolacni artefakt vznikly
v prub¢hu pifipravy sumarniho extraktu. Z alkaloidi haemanthaminového strukturniho typu
byly izolovany haemanthamin, epimaritidin a 9-O-demethylmaritidin. 9-O-Demethylmaritidin
byl jiz popsan diive®, ale prozatim nebyla publikovana jeho NMR spektra, nebot mnohem
Castgj$i je vyskyt 8-O-demethylmaritidinu. Z alkaloidii pankratistatinového, tazettinového
a montaninového typu bylo izolovano po jedné latce a to ismin, tazettin a pankracin.

Latky izolované v dostatecném mnozstvi byly podrobeny biologickym studiim
v souvislosti s moznou terapii Alzheimerovy choroby, nadorovych onemocnéni a také malarie.

V souvislosti s potencialni terapii AD byly izolované alkaloidy studovany z pohledu
jejich inhibi¢niho potencidlu vic¢i enzymim, které se jiz uplatiiuji nebo jsou intenzivné
studovany jako mozné cile zasahu pii lécbé této choroby (ZAChE, hBuChE, GSK-3f
a POP)?356.101,

Inhibitory cholinesteras jsou v soucasné dobé jedinymi terapeuticky vyuzivanymi
1é¢ivy pii mirné a stiedni fazi vyvoje AD'”. Jednim z Ié¢iv je i Amaryllidaceae alkaloid
galanthamin (ICso, sache = 1,7 = 0,1 pM), ktery byl izolovan i v ramci této prace. Vzhledem
k této skutecnosti byl galanthamin pouzit jako standard pii stanoveni ICso viici ZAChE
a hBuChE. Bohuzel 74dnd zizolovanych latek nedisponovala inhibi¢nim potencidlem
srovnatelnym s galanthaminem. Za zminku stoji latka epinorgalanthamin (ICso, rache = 21,2 £
4,0 uM), kterd vykazala stfedni aktivitu vici acetylcholinesterase. Z hlediska piipadného
vyuZiti nepovaZujeme tuto latku za perspektivni pro dalsi vyvoj a to 1 z diivodu jejiho nizkého
obsahu v rostlinném materialu.

Inhibice POP se jevi jako =zajimavy cil vterapii neurodegenerativnich
a neuropsychiatrickych onemocnéni, vzhledem k tomu, Ze substraty tohoto enzymu jsou
predeviim neuropeptidy a hormony jako substance P, vasopressin, oxytocin a dalsi''>. Tyto
latky hraji dilezitou roli v modulaci funkci centrdlniho nervového systému. Nekteré prace
uvadéji, ze inhibitory POP zaroveni potlacuji tvorbu AP v buiikach?'®. Nékteré izolované
alkaloidy vykazovaly zajimavy inhibi¢ni potencial vi¢i POP, nebot jejich inhibi¢ni aktivita
byla vice ¢i mén¢ srovnatelna s aktivitou pouzitého standardu berberinu (ICso = 142 £ 21 uM),

coz je latka, ktera je v literatufe oznaGovéana jako slibny inhibitor POP?!%. Jedn4 se také o
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alkaloid, konkrétné protoberberinového typu, ktery byl izolovan v nasi laboratoti z Berberis
vulgaris L. (Berberidaceae)??!. Nejzajimavéjsi aktivitu vykazal homolykorin (ICso = 173 + 41
uM), norlykoramin (ICso = 209 + 14 uM), eugenin (ICso = 130 = 8§ uM) a norpluviin (ICso =
148 £ 10 uM).

DalS§im vyznamnym cilem v terapii nejen AD, ale i dalSich onemocnéni je GSK-3.
Jedna se o enzym ovliviiyjici metabolismus glykogenu regulaci glykogen synthasy. Postupné
byly objeveny i dalsi substraty tohoto enzymu (APP, presenilin, t-protein atd.), ¢imz tento

6

enzym zasahuje do fady procesti’'® a hraje dileZitou roli vrozvoji AD, nadorovych

onemocnéni, diabetes mellitus a dal§ich onemocnéni®*%

. Zajimava inhibi¢ni aktivita
v kontextu piirodnich latek byla zjiSténa u izolovanych alkaloidii masoninu (ICso = 27,9 + 0,8
uM), karaninu (ICso = 30,8 £ 0,3 uM) a 9-O-demethylhomolykorinu (ICso = 30,0 + 0,7 uM).
Jako standard byla pouzita latka SB-415286 (ICso = 70 nM). Tyto latky disponovaly
nejzajimavéjsi aktivitou ze véech AmA doposud studovanych jako inhibitory GSK-3p!7.
Z ptirodnich latek byla doposud nejzajimavéjsi aktivita z hlediska inhibice GSK-3f3 prokazana
u manzaninovych?!’ a indolovych alkaloidii izolovanych z riiznych druhi motskych hub?!8,
Hodnoty ICs se u téchto latek pohybovaly v rozmezi 2,5 — 10 pM?17:218,

Celkoveé lze shrnout, ze nékteré izolované alkaloidy vykazaly zajimavé inhibi¢ni
aktivity vici nékterym cilim spojenym s potencialni terapii AD. Vzhledem k izolaci n¢kterych
latek v dostatecném mnozstvi budou aktivni alkaloidy podrobeny detailngj$im studiim (typ
inhibice enzymu) a pouZity pro ptipravu pilotnich derivath za Gi€elem vztahu struktura-aktivita,

AmA jsou v poslednich letech intenzivné studovéany z hlediska jejich cytotoxického
plisobeni na nadorové buitky!'*>!*8. Vyhodou téchto latek je jejich znaéna selektivita viici
nadorovym bunkam a relativné nizka toxicita vii¢i bunkdm zdravym. Mezi nejvyznamné;jsi

139,140

alkaloidy =z hlediska protinddorové aktivity patii lykorin , haemanthamin!#+!45

a pankratistatin'4>-14,

Screeningové byly testovany 1 nékteré alkaloidy montaninového
typu!4*1% Vsechny zminéné latky vykéazaly v ramci piedchozich studii vyraznou toxicitu vici
sirokému spektru nadorovych bunéénych linii. Z uvedenych divodt byly alkaloidy izolované
z Narcissus cv. Professor Einstein v rdmci spoluprace s Lékatskou fakultou UK v HK testovany
in vitro na souboru vybranych nddorovych liniich (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1,
A2780, HeLa, MCF-7 a SAOS-2). Za ucelem stanoveni toxicity studovanych latek vuci
zdravym buiikdm byly do screeningu zafazeny bunécné linie zdravych plicnich (MRC-5) a
dermalnich (NHDF) fibroblastu.

Z izolovanych latek se jako nejzajimavéjsi jevil pankracin, ktery disponoval

cytotoxickou aktivitou vii¢i osmi z deviti testovanych nadorovych bunéénych linii, kdy se
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hodnoty ICso pohybovaly v rozmezi 2,3 — 5,1 uM (tab. 16). Tato latka byla do dnesni doby
studovana pouze screeningové a nebyly provedeny studie, které by vedly k objasnéni zptisobu
ovlivnéni bunééného cyklu, mechanismu u¢inku apod. Pankracin byl izolovan v dostate¢ném
mnozstvi umoznujicim zminéné studie. Tyto experimenty jsou v souCasné dob¢ ve fazi
vyhodnocovéani a v nasledujici dobé budou uvedeny do publikace.

Izolované latky byly studovany i z pohledu mozné inhibice enzymu AKRI1C3. Tento
enzym se podili na redukci karbonylovych skupin nékterych steroidii a prostaglandint a ve
zvysené mife ho mizeme nalézt u pacientli s nadory prostaty. Z tohoto divodu je hledani
inhibitorti uvedeného enzymu zadouci. Bohuzel z doposud studovanych AmA byla zajimavéjsi
aktivita zjiSténa pouze u tazettinu, ale ani ten nedosahoval aktivity indometacinu, ktery byl
pouzit, jako standard!®?!®. V soucasné dob& jsou na nadem pracovisti pfipravovany derivéty
tohoto alkaloidu s cilem podrobit je screeningové studii vii¢i riznym aldoketoreduktasdm (napf.
AKR1A1, AKR1A10, AKR1B1, AKR1B10 a dal$im).

V literatufe je uvadéna i zajimava antimalaricka aktivita nékterych AmA a jejich
derivatq!40-144172-176 7 tgchto  diivodd bylo pro Erasmus+ stdz vybrdno pracovisté
(MPrudéncioLab, Instituto de Medicina Molecular Jodo Lobo Antunes v Lisabonu), které se
studiem maldrie a jeji 1écby zabyvaji. Byla studovana aktivita AmA dfive izolovanych na
naSem pracovisti a jejich polosyntetickych derivati vici jaternimu stadiu malarie zpisobené
Plasmodium berghei (maldrie pfenosnd na mysi) in vitro na bunécné linii lidského hepatomu
HuH-7. BohuZel Zadny z AmA nevykazal vyraznou aktivitu srovnatelnou s literaturou, coz je
pravdépodobné zplisobeno tim, ze v literatufe jsou popsany aktivity AmA pouze vic¢i krevnimu
stadiu riznych kment P. falciparum, ale jaterni stadium neni prozatim intenzivnéji studovano.
Rozhodné je zajimavym terapeutickym cilem vzhledem k tomu, Ze by znamenalo v¢asné&jsi
zasah v 1écbé malarie.

a-Krininovy alkaloid ambellin byl na zéklad¢ ptedchozi studie na krevnim stadiu P.
falciparum povazovan za latku aktivni??®, ale v ramci screeningové studie na jaternim stadiu
vysla jeho antimalaricka aktivita spiSe nezajimava. Na druhou stranu, derivaty pfipravené na
nasSem pracovisti vykazaly slibnou antimalarickou aktivitu. Jednalo se o aromatické estery
ambellinu s riznymi substitucemi na aromatickém jadie’. Nejzajimavéjsi aktivitu vykézal
derivat s oznacenim LC-104 (ICso = 0,048 + 0,014 uM). Ptesnou strukturu neni mozné
v soucasné dob¢ uvést, vzhledem k planované patentové piihlaSce v rdmci programu InoMed.
V soucasné dobé probiha testovani vybranych derivat, které vykazaly aktivitu viici jaternimu

stadiu, na inhibici krevniho stadia Plasmodium falciparum.
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Zavérem lze konstatovat, Ze rostliny rodu Narcissus L. jsou bohatym zdrojem AmA
ruznych strukturnich typt, které disponuji Sirokym spektrem biologickych aktivit. Vzhledem
k dostupnosti a cené kultivart rodu Narcissus L. je mozné nékteré alkaloidy snadno izolovat
v mnozstvich, kterd jednak umoziuji podrobné biologické studie a na druhou stranu i pfipravu

polosyntetickych za ucelem rozsifeni portfolia studovanych latek.
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Narcissus cv. Professor Einstein byl na zaklad¢é ziskanych vysledkt screeningovych studii
cerstvych cibuli bylo ziskdno 31,7 g ptecisténého alkaloidniho extraktu, ktery byl rozdélen
pomoci sloupcové chromatografie se stupiiovitou eluci benzinem, chloroformem a ethanolem
v riznych pomérech na témét 500 frakci. Tyto frakce byly spojeny do 27 podfrakci, z nichz
bylo pomoci preparativni TLC, vakuové sloupcové chromatografie a krystalizace izolovano 25
alkaloidl v Cistém stavu. VSechny latky byly identifikovany pomoci GC-MS, ESI-MS, NMR,
optické otacivosti a literatury a jedna z nich byla identifikovéana jako novy nepopsany alkaloid
lykorinového strukturniho typu.

Vsechny alkaloidy izolované v dostate¢ném mnozstvi byly podrobeny testim jejich
biologické aktivity spojené s Alzheimerovou chorobou (inhibice ZAChE, ABuChE, POP,
GSK-3p), cytotoxicitou, inhibici AKR1C3 a inhibici jaterniho stadia malarie in vitro.

Inhibice erytrocytarni #ZAChE a sérové hBuChE byla stanovena pomoci modifikované
Ellmanovy metody. Kromé aktivity galanthaminu vii¢i ZAChE byly vSechny testované latky
neaktivni. Stanoveni inhibice viici POP bylo provedeno spektrofotometricky a Ctyfi latky
vykazaly aktivitu analogickou s pouzitym standardem berberinem (ICso = 142 + 21 uM) a to
homolykorin (ICso = 173 £ 41 uM), norlykoramin (ICso = 209 £ 14 uM), eugenin (ICso = 130
+ 8 uM) a norpluviin (ICso = 148 + 10 uM). Tyto latky patii mezi nejic¢innéjsi inhibitory POP
z prozatim testovanych  Amaryllidaceae alkaloidd. Alkaloidy masonin, karanin
a 9-O-demethylhomolykorin vykazaly zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici GSK-3f za vyuziti
luminiscen¢ni metody.

Velka ¢ast 1zolovanych alkaloidii byla podrobena screeningu na deviti nadorovych

(Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7 a SAOS-2) a dvou zdravych
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(MRC-5 a NHDF) bunéénych liniich. Z tohoto screeningu haemanthamin, lykorin a pankracin
postoupily do stanoveni ICsp na vybranych liniich. Haemanthamin a lykorin jsou pro své
cytotoxické u¢inky znamy, u pankracinu nebyly doposud popsany. Tato latka byla vybrana pro
podrobné studie za ucelem objasnéni mechanismu ucinku, a proto byla podrobena podrobné
studii zasahu do bunécného cyklu a indukce apoptozy.
Nékteré zizolovanych latek byly podrobeny screeningu inhibi¢ni aktivity vuci
AKRI1C3, ale Zadna z nich nevykazala vyznamnou aktivitu.
Alkaloidy byly také testovany na aktivitu vici jaternimu stadiu maldarie in vitro. Zde zadny
z alkaloidl nevykdzal vyznacnou aktivitu, tu vykazaly polosyntetické derivaty ambellinu —

nejaktivnéjsi byla latka s oznacenim LC-104 (ICso = 0,048 + 0,014 pM).
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Narcissus cv. Professor Einstein was chosen based on results of previous screening studies for
detailed phytochemical work for the purpose of isolation of the widest range of AmA.
From 34,3 kg of fresh bulbs was obtained 31,7 g of purified alkaloidal extract, which was
processed using column chromatography with stepwise elution by light petrol, chloroform and
ethanol in different ratios to almost 500 fractions. These fractions were fused into 27
subfractions, which were processed by preparative TLC, vacuum column chromatography and
crystallization. Finally, 25 pure alkaloids were isolated. All compounds were identified by
GC-MS, ESI-MS, NMR, optical rotation and literature. One compound was identified as a new
unpublished alkaloid of lycorine structure type.

All alkaloids isolated in sufficient amount were tested for their biological activities
associated with Alzheimer‘s disease (inhibition of AAChE, ABuChE, POP, GSK-38),
cytotoxicity, AKR1C3 inhibition and activity against the liver stage malaria in vitro.

Inhibition of erytrocytic AAChE and serum /#BuChE was determined by modified
Ellman‘s method. Except the galanthamine activity against ZAChE were all other tested
compounds considered inactive. Determination of POP inhibition was performed by
spectrophotometric method and four compounds showed activity comparable to used standard
berberine (ICso = 142 + 21 uM): homolycorine (ICso = 173 + 41 uM), norlycoramine (ICso =
209 £ 14 uM), eugenine (ICso = 130 £ 8 uM) and norpluviine (ICsp = 148 = 10 uM). These
compounds belong to the most potent POP inhibitors from the currently tested Amaryllidaceae
alkaloids. Alkaloids masonine, caranine and 9-O-demethylhomolycorine showed interesting
inhibition activity against GSK-3f in the determination by luminescent method.

Majority of isolated alkaloids went through the screening of cytotoxic activity on nine

cancer (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7 a SAOS-2) and two
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healthy (MRC-5 a NHDF) cell lines. From this screening haemanthamine, lycorine and
pancracine advanced to the ICso determination in chosen cell lines. Haemanthamine and
lycorine are well known because of their cytotoxic effect but in pancracine it was not previously
described. This compound was chosen for detailed study because of elucidation of its
mechanism of action. Hence, pancracine went through study of the cell cycle and apoptosis
induction interference.

Some of isolated compounds were screened for inhibition activity against AKR1C3
enzyme, but none of them showed any significant activity.

Alkaloids were also tested for their activity against liver stage malaria in vitro. Here, none
of the alkaloids showed notable activity. That was showed by semisynthetic derivatives of
ambelline — the most active compound was the one labeled as LC-104 (ICso = 0,048 + 0,014
uM).
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antimalarickymi opatienimi, jakym je 1 vyvoj vakciny. V ramci staZe byla testovana inhibi¢ni
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